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RESUMO

As espécies de Trichogramma sdo identificadas por meio da morfologia da genitalia do
macho, sendo dificultada pelo tamanho reduzido do individuo (0,25 mm) e/ou a presenca
de espécies cripticas. Por esta razdo, a biologia molecular se constitui em uma boa
alternativa para a identificacdo de espécies de Trichogramma, sendo também utilizada na
identificacdo de proteobactéria do género Wolbachia, conhecida por induzir partenogénese
em espécies de Trichogramma. O objetivo desta tese foi utilizar métodos moleculares para
identificacdo de espécies de Trichogramma, verificar a diversidade de populacbes de
Trichogramma pretiosum em 11 municipios no Brasil e sua associacdo com a bacteria do
género Wolbachia. As amostras de espécies do género Trichogramma e de populagdes de
Trichogramma pretiosum foram submetidas a extracdo de DNA genémico para a realizacdo
de PCR utilizando o primer direto ITS-2- 5> TGTGAACTGCAGGACACATG-3" ¢ o
reverso IT2-5> GTCTTGCCTGCTCTGCTCTGAG.-3". Os produtos de DNA obtidos das
espécies de Trichogramma e das populacGes de T. pretiosum foram purificados e
submetidos ao sequienciamento. Para detectar a presenca de bactérias do género Wolbachia
em populacdes de T. pretiosum, as amplificacGes foram realizadas com primers especificos
wsp, com um volume final da reagédo de 25 pl. O tamanho dos produtos de PCR foi
determinado utilizando um marcador de peso molecular de 100 pb, sendo utilizado um
controle negativo sem DNA e o restante dos componentes e um controle positivo com a
presenca de Wolbachia. Pode-se verificar que foi possivel extrair DNA de todas as espécies
de Trichogramma estudadas com quantidades e qualidades suficientes para obter perfis
eletroforéticos, com concentracdes do DNA gendmico variando entre 15,3 ¢ 50 ng/pl. Por
meio da técnica de PCR, os fragmentos da regido I1TS2 do DNA ribossomal foram
amplificados, sendo possivel identificar as espécies de Trichogramma pelo
sequenciamento, sendo realizada a busca por similaridade utilizando o programa BLAST,
no banco de dados do GenBank (NCBI — National Center for Biotechnology Information) e
feita a analise de dendrograma de acordo com a matriz de distancia genética, onde foi
obtido trés grupos, o primeiro formado pela espécie T. exigum, o segundo pela espécie T.
pretiosum e o terceiro pela espécie T. galloi. Com o resultado da busca por similaridade
utilizando o programa BLAST, no banco de dados do GenBank, obteve-se uma média de
92,2% de méaxima identificacdo referente a espécie de Trichogramma pretiosum,
confirmando o correto sequenciamento. O tamanho das sequéncias variaram de 355 a 503
pb. A média do contetdo G + C (Guanina + Citosina) foi de 53,2%. Ap6s o alinhamento
das 11 sequéncias de T. pretiosum, foram encontrados 391 sitios conservados, que refletem
73 % do total de 536 sitios encontrados, confirmando a semelhanca entre as amostras, bem
como a confianga nas sequéncias obtidas. A média encontrada para essa matriz de distancia
foi de 0,30. De acordo com o dendrograma obtido a partir da matriz de distancia genética
pelo método do vizinho préximo (Neighbor-Joining), pode-se verificar a presencga de quatro
grupos: o primeiro, formado pelas populacbes TPAES, TPPARS, TPRMT e TPCVMT; o
segundo, pela populagdo de TPSPMT; o terceiro grupo, pelas populagbes de TPPPE,
TPMVCE, TPPPB, TPPPMT, TPJSP e o quarto pela populacdo de TPPLMT, sendo a
populacdo mais distante geneticamente. A distancia geografica ndo afetou a similaridade ou
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dissimilaridade genética entre os parasitoides, ndo existindo, diferencas significativas entre
distancia geografica e a similaridade genética das amostras de T. pretiosum nas localidades
coletadas. Das populagdes de T.pretiosum analisadas, a presenca da endobactérias ocorreu

na populacdo proveniente do Estado do Espirito Santo, sendo o primeiro registro local da
presenca dessa o proteobactéria para a especie.

Palavras-chave: Sisteméatica molecular, diversidade genética, parasitbide de ovos,
proteobactéria.
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ABSTRACT

Trichogramma species are identified by the morphology of the male genitalia, making the
identification difficult due to the small size of the individual (0.25 mm) and/or the presence
of cryptic species. Therefore molecular biology constitutes a good alternative for the
identification of Trichogramma species and is also used in the identification of
Proteobacteria of the genus Wolbachia, known to induce parthenogenesis in Trichogramma
species. The purpose of this thesis was to use molecular methods to identify Trichogramma
species, verify the diversity of Trichogramma pretiosum populations in 11 cities in Brazil
and its association with bacteria of the genus Wolbachia. The samples of Trichogramma
pretiosum species and Trichogramma populations were submitted to extraction of genomic
DNA for PCR using the forward primer ITS-2- 5> TGTGAACTGCAGGACACATG-3’
and the reverse primer 1T2-5° GTCTTGCCTGCTCTGCTCTGAG.-3". The DNA products
obtained from Trichogramma species and populations of T. pretiosum were purified and
sequenced. To detect the presence of bacteria of the Wolbachia genus in T. pretiosum
populations, the amplifications were done using wsp specific primers, with a final reaction
volume of 25 pl. The size of PCR products was determined using a molecular weight
marker 100 bp using a negative control without DNA, the remaining components and a
positive control containing Wolbachia. It can be verified that it was possible to extract
DNA from all the Trichogramma species with quantities and qualities sufficient for
electrophoretic profiles with genomic DNA concentrations ranging from 15.3 to 50ng/ul.
Using PCR, the fragments of the ITS2 region of ribosomal DNA were amplified and one
can identify the species of Trichogramma with the sequencing by using the similarity
search of the BLAST program in the GenBank database (NCBI - National Center for
Biotechnology Information) and dendrogram analysis performed according to the genetic
distance matrix, from which three groups were formed, the first by T. exigum, the second
by T. pretiosum and the third by T. galloi. With the results of the query by similarity using
the BLAST program in the GenBank database a maximum identification average of 92,2%
was obtained regarding the species of Trichogramma pretiosum, confirming the correct
sequencing. The size of the sequences ranged from 355 to 503 bp. The average G + C
content (guanine + cytosine) was 53,2%. After aligning the 11 sequences of T. pretiosum,
391 sites were found conserved, reflecting 73% of the total of 536 sites found, confirming
the similarity between samples, as well as confidence in the sequences obtained. The
average found for this distance matrix was 0.30. According to the dendrogram obtained
from the genetic distance matrix using the neighbor-joining method one can verify the
presence of four groups, the first formed by the TPAES, TPPARS, TPRMT TPCVMT
populations and the second by the TPSPMT population, the third group by the TPPPE,
TPMVCE, TPPPB, TPPPMT, TPJSP populations, and the fourth by the TPPLMT
population, being the most genetically distant population. The geographical distance did not
affect the genetic similarity or dissimilarity between parasitoids having no significant
difference between geographic distance and genetic similarity of the T. pretiosum samples
in the locations collected. Of the T. pretiosum populations analyzed, the presence of
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endobacterias occurred in the population from the state of Espirito Santo, the first local
record of the presence of this o proteobacteria for the species.

Keywords: Molecular systematics, genetic diversity, egg parasitoid, proteobacteria.
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Introdugén Geral

1. INTRODUCAO GERAL

1.1. Trichogramma spp. (Hymenoptera: Thichogrammatidae)

O género Trichogramma Westwood, 1833 ¢ o maior da familia Trichogrammatidae
(Hymenoptera) (Pinto, 1999). Estes organismos sdo microhimendpteros parasitoides
exclusivos de ovos habitualmente associados a ordem Lepidoptera (Querino e Zucchi,
2003).

S&o registradas no mundo, aproximadamente 210 espécies de Trichogramma,
ocorrendo 41 espécies nativas na Ameérica do Sul, sendo o Brasil com o maior nimero de
registros com 26 espécies encontradas (Consoli et al., 2010). De acordo com 0s registros a
espécie Trichogramma pretiosum Riley, 1879 (Hymenoptera: Trichogrammatidade) é
encontrada nas regifes Centro-Oeste, Nordeste, Sul e Sudeste do Brasil, com maior
incidéncia na regido Sudeste (Silva, 2007).

Nas espécies de Trichogramma a reproducdo pode ser por arrenotoquia ou
telitoquia. A reproducdo arrendtoca é a mais comum e consiste em ovos fertilizados que
produzem fémeas diploides e ovos ndo fertilizados que geram machos haploides. O
segundo modo, menos comum, é chamado partenogénese completa, em que 0S 0vOS
fertilizados e ndo-fertilizados produzem fémeas dipléides. O modo de reproducdo telitoca
em Trichogramma pode ser reversivel (associada a infeccdo microbiana) e ndo reversivel
(Stouthamer et al., 1990).

O ciclo bioldgico das espécies de Trichogramma compreende as fases de ovo, larva,
pré-pupa e pupa. Na fase de pupa, com o desenvolvimento do parasitdide, o ovo do
hospedeiro torna-se escuro em virtude da esclerotizacdo da cuticula, sendo uma
caracteristica marcante de parasitismo por espécies de Trichogramma (Consoli et al., 1999).
A duracdo do ciclo bioldgico de espécies de Trichogramma é muito variavel e depende
principalmente da temperatura, podendo o desenvolvimento de ovo até adulto ter uma
duracdo aproximada de 10 a 12 dias, independente do hospedeiro (Calvin et al., 1984;
Harrison et al., 1985; Stein e Parra, 1987; Bleicher e Parra, 1989; Consoli e Parra, 1996;
Pratissoli e Parra, 2000).
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Para identificacdo das espécies de Trichogramma, inicialmente era avaliada a
morfologia externa dos adultos pela observacdo da coloragdo do inseto, do comprimento do
corpo, pela densidade das cerdas nas asas e pelo comprimento das cerdas nas antenas.
Devido a pequena confiabilidade destes caracteres morfologicos, pois variavam com 0
tamanho do corpo e com os fatores ambientais, os esforcos para a identificacdo das espécies
eram concentrados nos aspectos bioldgicos e reprodutivos (Borba et al., 2005).
Posteriormente, Nagarkatti e Nagaraja (1971) mostraram a importancia da genitalia do
macho como carater na identificagdo especifica, sendo um grande avancgo na identificacdo
das espécies de Trichogramma. Entretanto, em alguns casos a identificacdo é dificultada
devido a auséncia de machos em espécies telitocas infectadas por bactérias do género
Wolbachia, pela presenca de espécies cripticas e pelo tamanho diminuto do individuo
(Almeida e Stouthamer, 2003; Borba et al., 2005). Para solucionar esta situacdo, a biologia
molecular vem se utilizando de marcadores moleculares por se constitui em uma boa
alternativa para identificacdo de espécies de Trichogramma (Oliveira et al., 2002).

O sequenciamento das regides do DNA ribossomal do espago transcrito interno
(ITS1 e ITS2) tem sido utilizado em estudos intraespecificos e na diferenciacdo de espécies
de diversos grupos de organismos e em insetos e essas sequéncias tem sido usadas em
propostas taxonémicas e para diferenciar espécies de Trichogramma morfologicamente
semelhantes de dificil identificacdo (Almeida, 2004).

1.2. Estudos moleculares em populagdes de Trichogramma

Algumas mudancas observadas em popula¢Bes de insetos criados em laboratério
estdo associadas ao controle genético, com efeitos de selecdo em gendtipos existentes, e a
perda ao acaso de genotipos devido a deriva genética. No entanto, quando se coletam
espécies silvestres de inimigos naturais para criacdo em laboratorios, pode-se esperar
mudancas genéticas devido ao processo de domesticacdo das mesmas (Bartlett, 1985).

Os himendpteros compreendem um dos maiores e mais diversos grupos de insetos.
Entretanto, tem se verificado que as espécies dessa ordem apresentam baixa variabilidade
genética quando comparadas a outros insetos (Berkelhamer, 1983; Graur, 1985; Packer e
Owen, 2001). Este baixo nivel de variagdo genetica tem sido explicado pelo sistema de
determinacéo do sexo, comportamento social (Graur, 1985; Borascchi e Del Lama, 2004).
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A colonizagdo de inimigos naturais em laboratorio pode favorecer uma maior

producdo de individuos homozigéticos, em relacdo as populagdes no campo e em muitos
casos, esses individuos possuem caracteres indesejaveis. Entretanto, um modo de
minimizar esse problema de endogamia é a obtencdo de grandes populacbes desses
individuos para manter uma variacao genetica suficientemente ampla (Bartlett, 1984).
Ja Gusev e Lebdev (1988) citaram que toda criacdo de linhagens de Trichogramma, em
laboratério, deve ser iniciada com um minimo de 1000 individuos para se reduzir as
chances de sua degeneracdo genética. Além disso, de acordo com esses autores, pelo menos
a cada seis meses, deve-se introduzir material de campo para que o vigor e a agressividade
do parasitdide sejam mantidos.

Joslyn (1984) relatou que, para manter heterogeneidade suficiente, uma colnia ndo
devera ser menor que o numero de insetos fundadores, pois quanto maior a coldnia, melhor.
No entanto, segundo o mesmo autor, poucos resultados estdo disponiveis a respeito de
tamanho efetivo de populacdes, além de mencionar um nimero minimo de 500 individuos.

Os estudos genéticos de polimorfismo em popula¢es eram realizados inicialmente,
com marcadores baseados em padrdes fenotipicos (Ferreira e Grattapaglia, 1998). Contudo,
a variacdo fenotipica das caracteristicas morfoldgicas € limitada devido ao pequeno namero
de caracteres que possam ser verificados (Vilarinho, 2007). Com o surgimento de técnicas
modernas de biologia molecular, com diversos métodos de deteccdo de polimorfismo
genético de DNA, tais limitagdes ficaram minimizadas, constituindo uma ferramenta
eficiente nos estudos de populacdes (Ferreira e Grattapaglia, 1998, Schlotterer, 2004).

Atualmente, existem varias técnicas disponiveis que empregam uma estratégia
particular para detectar polimorfismo no DNA; entre estas podemos citar: DNA
mitocondrial (DNA mt), Polimorfismo do DNA Amplificado Randomicamente (RAPD),
Isoenzimas, Polimorfismo do Comprimento de Fragmentos de Restricdo (RFLP), genes de
RNA ribossomal (RNAr), Polimorfismo do Comprimento do Fragmento Amplificado
(AFLP), Sequenciamento, possibilitando um réapido acimulo de informagfes sobre a
estrutura de genomas eucariotos e a técnica de Microssatélite (Martins, 2006, Ferreira e
Grattapaglia, 1998).

Com a descoberta do DNA mitocondrial (DNA mt) como marcador molecular em

1970, e mais recentemente o desenvolvimento da reacdo em cadeia da DNA polimerase
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(PCR), houve um grande impacto nos estudos de biologia molecular e genética de
populagdes, especialmente no campo da biologia evolutiva animal (Zhang e Hewitt, 1996).
Podendo ser utilizado por diversas técnicas, o marcador molecular é todo fendtipo
molecular procedente de um gene expresso ou de um segmento especifico de DNA
(Ferreira e Grattapaglia, 1998).

A reagdo em cadeia da polimerase (PCR - “Polymerase Chain Reaction”) foi criada
por Kary Mullis na década de 80. Trata-se de uma técnica eficiente em estudos genéticos,
pela facilidade, agilidade e sensibilidade envolvendo grande nimero de individuos de
qualquer organismo vivo, sendo capaz de amplificar milhares de cdpias de um segmento
especifico de DNA na presenca da enzima DNA polimerase (Castiglioni e Bicudo, 2003).
Com isso, diversas ferramentas moleculares baseadas em PCR estdo sendo disponibilizadas
para auxiliar nos estudos genéticos de populacdes de diferentes espécies (Regitano e
Coutinho, 2001).

Na técnica de PCR, a amplificacdo de DNA ocorre em um termociclador, que
possui a funcdo de variar a temperatura nas etapas de desnaturagdo, anelamento e extenséo,
sendo capaz de amplificar sequéncias a partir de quantidades minimas de DNA-alvo. Com a
técnica de eletroforese é possivel verificar a separacdo do DNA devido a sua migragédo do
po6lo negativo para o polo positivo em uma matriz tamponada por acdo de uma corrente
elétrica, com diferentes velocidades, dependendo do seu tamanho e forma, sendo facilmente
visualizado na presenca de compostos intercalantes, onde o0 mesmo emite fluorescéncia por
exposicdo a luz UV (Koch e Andrade, 2008).

Com os avangos tenoldgicos e laboratoriais, surgiu 0 sequenciamento automatico de
DNA, sendo possivel obter resultados rapidos, com menores custos, com uma grande
producdo de sequéncias de &cidos nucléicos, proteinas. Alia-se a isso a necessidade de se
criar um banco de dados para armazenar tais informacg6es, surgindo o GenBank, que faz
parte do International Nucleotide Sequence Database Collaboration, DNA DataBank of
Japan (DDBJ), e o European Molecular Biology Laboratory (EMBL), para armazenar as

sequéncias (Pereira, 2006).



Introdugén Geral

1.3. Associacdo de espécies de Trichogramma com bactérias do género
Wolbachia

Bactérias do género Wolbachia foram detectadas primeiramente em ovarios do
mosquito Culex pipiens Linnaues, 1758 (Diptera: Culicidae) (Hertig e Wolbach, 1924).
Pertencentes a classe das Alphaproteobactérias, ordem Rickettsiales e familia
Anaplasmataceae (Mercot e Poinsot, 2009), sdo bactérias intracelulares, sendo herdadas
maternalmente, registradas na maioria dos artropodes, nos quais induz a morte de machos, a
feminizacdo, a incompatibilidade citoplasmatica e a partenogénese (Martins et al., 2007).
Foram detectadas em diferentes espécies de invertebrados, com maior numero de relatos
entre os artropodes como 0s insetos, 0s aracnideos, 0s crustaceos o0s isopodes e nematdides
(Marcon, 2009), com uma estimativa para infectar entre 17-76% de todas as espécies de
insetos (Huigens et al., 2004).

O género Wolbachia esta classificado em oito supergrupos taxonémicos de A a H,
sendo os supergrupos A e B comumente detectados em insetos. Os supergrupos C e D séo
encontrados em nematoides; o supergrupo E é caracteristico de Collembola; o supergrupo F
é encontrado em nematoides, sendo recentemente detectado em artrépodes; o G detectado
em aranhas australianas e o0 H em Isoptera (Marcon, 2009). A transmissdo de espécies do
género Wolbachia ocorre de forma vertical através do citoplasma dos ovos maternos
infectados; porém, este mecanismo ndo explica a sua ampla distribuicdo entre os
invertebrados e, a partir disto, foi sugerido a existéncia de transferéncia horizontal dessas
espécies entre diferentes grupos (Marcon, 2009).

Grenier et al. (1998) verificaram a primeira transferéncia horizontal bem sucedida de
bactérias do género Wolbachia entre duas espécies de Trichogramma. Huigens et al. (2000)
relataram a transmissdo horizontal natural de bactérias do género Wolbachia entre larvas
de vespas infectadas com larvas ndo infectadas, compartilhando uma fonte de alimento
comum. Almeida (2004) fez o primeiro relato de transferéncia horizontal interespecifica e
intraespecifica natural de bactéria do género Wolbachia induzindo partenogénese entre
especies de Trichogramma, sendo a transferéncia horizontal intraespecifica foi bem mais

sucedida que a transferéncia iterespecifica.
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Em varias espécies de parasitdides, a telitoquia é causada por protobactérias do
género Wolbachia conhecidas por induzirem partenogénese em espécies de Trichogramma
(Stouthamer et al., 1993; Pinto e Stouthamer, 1994, Almeida et al., 2010). Esta descoberta
foi de grande importancia para o controle bioldgico, visto que a reproducdo apenas por
telitoquia apresenta algumas vantagens: o crescimento mais rapido da populacéo telitoca, a
reducdo dos custos de producdo, ndo ha produgdo de machos, fécil estabelecimento no
campo, dada a ndo necessidade de copula, aléem de reproduzir-se eficientemente em baixa
densidade de hospedeiro (Ciociola Jr. et al., 2001). Segundo ainda este autor, para constatar
a presenca de espécies de Wolbachia em parasitdides, dissecam-se 0s ovos do hospedeiro
recém-parasitados e utilizam-se corantes para facilitar a visualizagdo ou através de métodos
moleculares utilizando primers especificos para a amplificagio do DNA dessa a-

proteobactéria.
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2. OBJETIVOS

2.1.0bjetivo Geral

Realizar estudos moleculares com espécies do género Trichogramma e com seu

endosimbionte do género Wolbachia.

2.2.0bjetivos Especificos

Identificar especies do género Trichogramma mediante 0 sequenciamento da
regido 1TS2 do DNA ribossomal;

Estimar o grau de diferenciacdo genética entre as populacdes de Trichogramma
pretiosum;

Detectar a bactéria do género Wolbachia em popula¢Ges de Trichogramma

pretiosum, mediante o uso de primer especifico.

3. HIPOTESES

O sequenciamento da regido ITS-2 do DNA ribossomal € eficiente na
identificacdo das espécies de Trichogramma estudadas.

As populacdes de Trichogramma pretiosum coletadas em diferentes regides
brasileiras, ndo se diferenciam geneticamente entre si.

Espécies de Trichogramma pretiosum coletadas em diferentes regides do Brasil

estdo associadas a bactérias do género Wolbachia.
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(Hymenoptera: Trichogrammatidae), Utilizando o

Sequenciamento da Regido ITS2 do DNA Ribossomal
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5.1. Resumo

A partir da utilizacdo de individuos fémeas na identificagdo especifica de Trichogramma
via técnicas moleculares, a taxonomia teve um grande avancgo, possibilitando resolver
alguns casos a exemplos das populagdes telitocas (producdo exclusiva de fémeas) ou de
fatores geneticos desconhecidos (T. cacoeciae). Este fato auxiliou grandemente a
sistematica tradicional, onde a identificacdo se baseia exclusivamente nos caracteres
morfologicos de insetos machos. Este trabalho aborda esses procedimentos e propde a
identificacdo de espécies de Trichogramma (Hymenoptera) por meio da técnica de PCR e
sequenciamento da regido ITS2 do DNA ribossomal. Apds a extracdo do DNA, realizou-se
reagOes de PCR, utilizando o primer direto ITS-2- 5 TGTGAACTGCAGGACACATG-3’
e 0 reverso IT2-5° GTCTTGCCTGCTCTGCTCTGAG.-3". As amostras amplificadas
obtidas dos produtos de PCR foram submetidas ao sequenciamento para a confirmacao das
espécies no banco de dados do GenBank (NCBI — National Center for Biotechnology
Information). Foi possivel extrair DNA de todas as espécies de Trichogramma, com
quantidades e qualidades suficientes para obter perfis eletroforéticos, com concentracoes do
DNA gendémico variando entre 15,3 e 50 ng/ul. Por meio da técnica de PCR, os fragmentos
da regido ITS2 do DNA ribossomal foram amplificados. Foram obtidas as sequéncias das
espécies T. exigum, T. pretiosum e galloi e, a partir dessas sequéncias foi realizada a busca
por similaridade utilizando o programa BLAST no banco de dados do GenBank. Foi feita
analise de dendrograma de acordo com a matriz de distancia genética, resultando em trés
grupos formados por cada umas das espécies sequenciadas. Com isto pode-se concluir que
a utilizacdo do sequenciamento da regido ITS2 do DNA ribossomal foi eficiente na
diferenciacdo das espécies cripticas de Trichogramma estudadas, sugerindo uma variacdo
acentuada inter-especifica entre as espécies.

Palavras-chave: Sistemética molecular, microhimendptero, parasitoide.
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5.2. Abstract

From the use of female individuals in the specific identification of Trichogramma via
molecular techniques, taxonomy had a large advance making it possible to solve some
cases for instance, in thelytokous populations (exclusive female production) or from
unknown genetics factors (T. cacocieae). This fact greatly helped the traditional systematic,
where identification is based exclusively on morphological characters of the male insects.
This work discusses these procedures and proposes the identification of Trichogramma
(Hymenoptera) species using PCR and sequencing of the ITS2 region of ribosomal DNA.
After DNA extraction, PCR reactions were carried out using the forward primer ITS-2- 5'
TGTGAACTGCAGGACACATG-IT2-5' and the reverse IT2-5’
GTCTTGCCTGCTCTGCTCTGAG.-3'. The amplifications of the PCR products obtained
were submitted to sequencing to confirm the species in the GenBank database (NCBI —
National Center for Biotechnology Information). It was possible to extract DNA from all
species of Trichogramma, with quantities and qualities sufficient for obtaining
electrophoretic profiles, with concentrations of genomic DNA varying between 15.3 and 50
ng /ul. By means of the PCR technique, the fragments from the ITS2 region of the
ribosomal DNA were amplified. T. exiguum, T. pretiosum and T. galloi sequences were
obtained and from theses sequences the search for similarity was done using the BLAST
program in the GenBank database. A dendrogram analysis was performed according to the
genetic distance matrix, resulting in three different groups formed by each of the sequenced
species. This allowed the conclusion that the use of sequencing of the ITS2 region of
ribosomal DNA was efficient in the differentiation of the sibling Trichogramma species
studied, suggesting a strong inter-specific variation among the species.

Keywords: Molecular systematics, microhymenoptera, parasitoid.
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5.3. Introducéo

A utilizacdo de espécies de Trichogramma no controle bioldgico iniciou-se com
Flanders (1930), com os trabalhos sobre multiplicagdo massal de Trichogramma spp. em
ovos de Sitotroga cerealella Olivier, 1789 (Lepidoptera: Gelechiidae), técnica que se
dispersou rapidamente em diversos paises (Navarro, 1998).

Na América do Sul, a utilizacdo de espécies de Trichogramma ainda € limitada,
devido principalmente, ao alto custo na producdo comercial dos parasitoides e ao uso
intensivo de inseticidas. Mesmo assim, a area estimada com a utilizacdo desses parasitoides
é de 1,2 milhdes de hectares. A Colémbia se destaca com uma area com liberacao periddica
de aproximadamente 200.000 hectares. No Brasil, esse parasitdide tem sido utilizado em
algodoeiro, cana-de-agucar, hortalicas, milho, soja e tomateiro (Rodrigues e Sampaio,
2011).

Devido a importancia de sua utilizacdo, para se ter sucesso em um programa de
controle bioldgico com espécies de Trichogramma, é imprescindivel a correta identificacao,
para que seja possivel verificar se elas responderdo as condi¢Bes climaticas da regido e da
cultura que serdo aplicadas (Borba et al., 2005).

Sendo assim, a descoberta da genitalia do macho, como carater na identificacdo de
espécies de Trichogramma, foi um grande avango na taxonomia desses parasitoides
utilizando caracteres morfolégicos (Pinto e Stouthamer, 1994). No entanto, a ocorréncia de
espécies cripticas e da variacdo intraespecifica sdo dois dos fatores que dificultam a
taxonomia, além da dificuldade de observacdo dos caracteres morfologicos, devido ao
tamanho reduzido do adulto (Noyes, 2003).

Um método mais recente, a biologia molecular, vem sendo bastante utilizada na
identificacdo taxonémica de diversos grupos de insetos (Borba et al., 2005). Em estudos
recentes tem-se utilizado a regido do espaco transcrito interno ITS2 em sequenciamento de
DNA para identificacdo das espécies de Trichogramma, na diferenciacdo das populacdes,
bem como, para a reconstrucdo filogenética das relagcbes entre espécies estreitamente

relacionadas, esse método de identificagdo vem ganhando rescente importancia no estudo
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de espécies cripticas de Trichogramma, onde a reacdo em cadeia da polimerase é usada
para amplificar esses espacgadores ITS, via primers universais que se ligam nas regides
altamente conservadas, sendo possivel obter o sequenciamento e com isso, a descri¢cdo da
espécie (Samara et al., 2008, Sumer et al., 2009).

Espécies particularmente de dificil identificacgdo com o emprego das técnicas
taxondmicas tradicionais podem ter suas identidades esclarecidas mediante o emprego de
técnicas moleculares do sequenciamento ou do polimorfismo do comprimento de
sequéncias geradas através das técnicas de marcadores moleculares (Borba et al., 2005).

Com isto, os dados moleculares representam uma alternativa valiosa para a
taxonomia de Trichogramma, visto que muitos insucessos nos programas de controle
biolégico com Trichogramma foram devidos, em parte, & identificagdo incorreta das
espéecies (Querino e Zucchi, 2003). Sendo assim, este trabalho teve como objetivo
identificar as espécies de Trichogramma mediante a utilizacdo da técnica de PCR e

sequenciamento da regido ITS-2 do DNA ribossomal.
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5.4. Material e Métodos

54.1. Obtencao das amostras de espécies de Trichogramma

Na tabela 1, sdo apresentadas as espécies de Trichogramma obtidas para este
estudo, previamente identificadas com base nos caracteres morfoldgicos, as siglas das

amostras e as respectivas origens.

Tabela 1. Espécies de Trichogramma, amostra e origem

Espécie Amostra Origem

T. acacioi Morais e Soares, 1984 Tac Botucatu, SP

T. atopovirilia Oatman e platner, 1983 Tat Alegre, ES

T. exigum Pinto e Platner, 1983 Te Alegre, ES
T. galloi Zucchi, 1988 Tg Dourados, MS

T. rojasi Nagaraja e Nagarkatti, 1973 Tro Curitiba, PR
T. maxacalli Voegelé e Pointel, 1980 m Séo Paulo, SP

T. pretiosum Riley, 1879 Tp Primavera do Leste, MT

5.4.2. Extracdo do DNA genbémico

O DNA genbémico do inseto para cada amostra foi extraido macerando-se cinco
individuos da mesma espécie em tubos tipo eppendorf, juntamente com 100 ul de Resina
Chelex (5%) e 4 pl de proteinase K, incubados a 56°C por 4h em banho-aquecido e apés 10
minutos a uma temperatura de 95°C. Esta solugéo tornou-se o estoque de DNA gendmico
dos insetos, sendo em seguida armazenados em freezer a 0°C (Almeida, 2004).

A integridade e qualidade do DNA gendmico extraido foram analisadas em
espectrofotometro (NANODROP® Thermo Scientific 2000), visto que o equipamento
fornece a quantidade de DNA em ng/pL e a razdo de duas densidades oticas de leitura

(260/280 nm) para verificacdo do nivel de pureza da amostra.
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5.4.3. Amplificacdo da regido ITS2 do DNA ribossomal por reacdo em
cadeia da DNA polimerase (PCR) e Eletroforese

As reagoes de amplificacdes do gene ITS2 foram realizadas por PCR utilizando-se
como substrato o DNA gendmico previamente isolado e primers especificos (Tabela 2)

Tabela 2. Primers especificos utilizados nas reacdes de PCR (Stouthamer et al., 1999)

Primers Sequéncia
ITS-2-F TGTGAACTGCAGGACACATG (5°—3))
ITS-2-R GTCTTGCCTGCTCTGCTCTGAG (3° — 5))

Em um tubo tipo eppendorf foram misturados os componentes nos volumes
especificados, onde a quantidade de agua ultrapura variou de acordo com a quantidade de
DNA da amostra (Tabela 3). Na reacdo de PCR foi utilizado um controle negativo sem

DNA e o restante dos componentes.

Tabela 3. Componentes e volumes utilizados na preparacgéo das reac6es de PCR

Constituintes da reacdo de PCR Volume utilizado
Tampao de reacdo 10X 5 ul
dNTP’s 1l
Primer Forward 1l
Primer Reverse 1l
DNA gendmico 3-7 ul
H>0 miliq 30,75 pl — 34,75 pl
Taq DNA polimerase 0,25 ul
MgCl, 4 ul
Volume Final 50 pl

As amplificagdes foram realizadas com volume final da reacdo de 50 pl em um

termociclador programado para 3 min a 94° C, seguido por 33 ciclos de 40 seg a 94° C, 45
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segab53°Ce45sega 72° C, com extensdo final de 5 min a 72° C. Apos a extensdo final, as
amostras permaneceram estocadas a 4°C no termociclador até que fossem armazenadas em
freezer a 0°C (Almeida, 2004).

5.4.4. Eletroforese

Para a analise do produto da reacdo, uma aliquota de 20 ul foi removida e submetida
a eletroforese em gel de agarose 0,8% no tampdo TAE (Tris-Acetato-EDTA), com corrida
eletroforética realizada a uma voltagem constante de 100V/75, corado com brometo de
etidio por 20 min, sendo visualizado em um transiluminador. Para determinacdo do
tamanho dos produtos de PCR foi utilizado um marcador de peso molecular de 100 pb

(Promega, Estados Unidos da América)

5.4.5. Purificacdo dos fragmentos de DNA ribossomal

Os fragmentos do produto de PCR amplificados correspondentes a 500 pb foram
cortados do gel com o auxilio de um bisturi e purificados com o Kit de purificacdo (DNA
Gel Extraction Kit — (Fermentas, EUA) de acordo com o protocolo proposto pelo
fabricante, para que fosse possivel obter quantidade e qualidade de DNA suficientes para o

sequenciamento.

5.4.6. Sequenciamento

5.4.6.1. PCR para o sequenciamento da regido ITS2 do DNA ribossomal

As reacOes de sequenciamento foram realizadas em duplicatas e inseridas em
microplacas de 96 pocos, utilizando o Kit DNA Sequencing - Big Dye Terminator Cycle
Sequencing Ready ABI Prism, versdo 3, (Appied Biosystems, EUA), nas quais foram

utilizados os mesmos primers ITS-2 R (Tabela 4).
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Tabela 4. Reagentes utilizados na reacdo de PCR de sequenciamento

Reagentes Concentracao Concentracao Volume Final
Estoque Final (10ul)
Big Dye 5X 1X 2 ul
Tampao 5X 1X 1l
Primer R 10 p moles 0,4 p moles 1pl
DNA 100 ng 10 ng 5 ul
Agua Millig - - 1l

As amostras do produto de PCR foram inseridas em termociclador (Gene Amp PCR
System 9700 Appied Biosystems, EUA) utilizando a termociclagem especifica (96°C/10
seg- 53°C/ 20 seg — 60°C/1 min), as amostras permaneceram a 4°C até serem retiradas para

0 sequenciamento.

5.4.6.2. Precipitacdo da PCR para o sequenciamento da regido ITS2 do
DNA ribossomal

Ap6s a amplificacdo, adicionaram-se as amostras 80 ul de isopropanol (75%), sendo
deixadas em repouso por 15 min a temperatura ambiente e posteriormente centrifugadas a
1300 x g por 60 min. Apbs centrifugacdo o sobrenadante foi descartado, as placas
permaneceram invertidas por 5 min em papel absorvente. Acrescentaram-se 150 pl de
etanol (70%), novamente centrifugadas a 1300 xg por 15 min. Em seguida, o sobrenadante
foi descartado e as placas colocadas em capela de fluxo laminar por cerca de 1 h protegidas
da luz. Em seguida as amostras foram ressuspendidas com 10 ul de Hi - Di formamida,
aquecidas por 5 mim a 95°C no termociclador, esfriadas no gelo e submetidas ao
sequenciamento utilizando o sequenciador ABI PrisM ® 3100 Genetic Analyses (Applied
Biosystems, EUA).

54.7. Alinhamento das sequéncias

As seqliéncias obtidas foram submetidas a busca por similaridade no GenBank

(NCBI — National Center for Biotechnology Information), por meio do programa BLAST

20



Capitulo | - Material e Métodos

(Altschul et al.,1990), visando-se determinar a similaridade com sequéncias ja depositadas
no referido banco de dados. O alinhamento mdultiplo das sequéncias foi realizado com o
auxilio do programa CLUSTALX, wversao 2.0 (Larkin et al., 2007).
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5.5. Resultados e Discussao

55.1. Extracdo do DNA gendmico

Foi possivel extrair DNA de sete espécies de Trichogramma que ocorrem no Brasil,
com quantidades e qualidades de DNA suficientes para obter perfis eletroforéticos, com
concentracdo do DNA gendmico variando entre 15,3 e 50 ng/ul e grau de pureza das
amostras (relagdo 260/280 nm) variando entre 1,34 e 2,07 (Tabela 5). Esses resultados
corroboram com as informacbes de Adamkewicz et al. (1997) para esses autores, a
viabilidade de estudos moleculares envolvendo &cidos nucléicos depende da qualidade e
guantidade do DNA extraido, e a extracdo de DNA constitui um passo fundamental para
obtencdo de respostas moleculares confidveis, ja que os caracteres moleculares tém sido

importantes ferramentas para resolucdo de problemas na sisteméatica moderna.

Tabela 5. Quantificacdo e pureza das amostras de DNA genémico de sete espécies de
Trichogramma

Amostras Quantificacdo de DNA Relacéo
(ng/uL) 260/280 nm
Tac 16,2 1,47
Tat 50,0 2,07
Te 30,3 1,56
Tg 49,7 1,42
Tro 41,1 1,73
Tm 15,3 1,34
Tp 47,8 1,75

Assim, nas analises moleculares é necessario que se tenha DNA de boa qualidade,
ou seja, ndo fragmentado, onde a eficiéncia das analises sdo dependentes da qualidade e da

guantidade do DNA extraido, devendo o0s insetos serem preservados a - 70°C ou - 80°C ou
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em etanol a 70%, 95% ou 100% a temperatura ambiente (Grutzmacher et al., 2006), visto
que as espécies de Trichogramma sdo bem menores em comparagcdo com outros insetos,
obtendo-se pouco DNA gendmico (Samara et al., 2008).

5.5.2. Amplificacio da regido ITS2 do DNA ribossomal por reagdo em
cadeia da DNA polimerase (PCR) e Eletroforese
Foram verificadas as amplificacbes dos fragmentos do produto de PCR da regido
ITS2 do DNA ribossomal das espécies T. galloi, T. atopovirilia, T. rojasi, T. exigum T.
pretiosum, T. maxacalli e T. acacioi, com fragmentos variando entre 500 pb e 600 pb
aproximadamente (Figura 1).

500 pb

Figura 1. Geis de agarose 0,8% com produtos de PCR da regido ITS2 do DNA ribossomal
de espécies de Trichogramma. M representa 0 Marcador de peso molecular de 100 pb; CN
controle negativo (sem DNA); A 2 e 3 - T. atopovirilia; 4, 6, 7, 11, 12, - T. exigum; 9 - T.
rojasi; B - 1 - T. galloi; 2 - T. maxacalli; 3 - T. pretiosum; C - 1, 2, 3 - T. acacioi; 4, 5, 6, 7
e 8 -T.atopovirilia.
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Padrdes similares de amplificagdes foram obtidos por Ciociola Jr. et al. (2001a) que,
utilizando a regido ITS2, identificaram as espécies T. pretiosum, T. galloi, T. lasallei, T.
rojasi e T, acacioi, coletadas no Brasil, sendo o padrdo de amplificacdo dessas espécies de
522, 556, 556, 566 e 639 pb respectivamente, e por Espafia-Luna et al. (2008), que
identificaram no México as espécies de T. exigum, T. pretiosum e T. atopovirilia com
produtos de PCR da regido ITS2 do DNA ribossomal amplificados com 493 pb, 520 pb e
669 pb respectivamente. A vantagem dessa técnica sobre a técnica de RAPD, se deve a
necessidade de poucos individuos para a extracdo de DNA, e se utilizar primers especificos
para a identificacdo a nivel de espécies.

Outros autores perceberam a vantagem da utilizagdo da regido ITS2 do DNA
ribossomal na identificacdo de espécies, e empregaram para a identificacdo de
Trichogramma, como por exemplo, Silva et al. (1999) que diferenciaram cinco espécies
coletadas em plantacGes de tomate, Chang et al. (2001) separaram Trichogramma ostriniae
Pang e Chen, 1917 (Hymenoptera: Trichogrammatidae) e Trichogramma chilonis Ishii,
1941 (Hymenoptera: Trichogrammatidae) e Ciociola Jr. et al. (2001b) que diferiram T.

rojasi de T. lasallei, ambas provenientes do Brasil.

5.5.3. Purificacdo do produto de PCR amplificado

As amostras de DNA das espécies de Trichogramma, contendo os fragmentos do
produto de PCR amplificado, foram purificadas tendo sido possivel obter quantidades
suficientes das sete amostras estudadas. Porém com relacdo a qualidade do DNA, ou sgja,
amostras livres de contaminantes, apenas as amostras referentes as espécies T. galloi, T.
exiguum obtiveram leituras aceitaveis de absorbancias 260/280 (nm) acima de (1,6 nm)
(Tabela 6).

24



Capitulo | - Resultados e Discussao

Tabela 6. Quantificacdo de DNA e grau de pureza dos produtos de PCR purificados de
espécies de Trichogramma

Amostras Quantificacdo de DNA Relacéo
(ng/uL) 260/280 (nm)
Tac 20,2 1,33
Tat 18,5 1,31
Te 28,0 1,65
Tg 30,8 1,72
Tro 20,3 1,47
Tm 148,5 1,43
Tp 23,8 1,51

De acordo com Barbosa (1998) um DNA puro tem relacdo 260/280 nm de 1,8 a 2,0,
e uma razdo de 1,6 ou menos indica que deve haver proteinas e/ou outras substancias em
demasia na amostra, enquanto a razdo maior que 2,0 indica que as amostras devem estar
contaminadas com cloroférmio ou fenol, situagdes em que é aconselhavel reprecipitar o
DNA.

5.5.4. Sequéncias consenso da regido ITS2 do DNA ribossomal

O sequenciamento das espécies de Trichogramma utilizando-se a regido 1TS2 do
DNA ribossomal foi realizado visando-se a identificacdo das sequéncias de nucleotideos e
confirmacdo das espécies estudadas. Das oito espécies submetidas ao sequenciamento, trés
apresentaram alta qualidade de sequenciamento. Com o0s resultados da busca por
similaridades, por meio da ferramenta BLAST, no banco de dados do GenBank (NCBI -
National Center for Biotechnology Information), foi possivel verificar que todas elas
correspondem as regides desejadas, compativeis com as sequéncias das espécies de
Trichogramma, obtendo 95% de similaridade em T. pretiosum 91% em T.galloi e 92% em
T.exiguum (Tabela 7). Este critério foi também utilizado por Espana-Luna et al. (2008)
utilizou as porcentagem de semelhanca entre as sequéncias de ITS2 do DNA ribossomal,

para a identificacdo de espécies de Trichogramma.
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Os valores de E value obtidos de todas as sequéncias alinhadas com as sequéncias
do banco de dados do GenBank apresentaram-se iguais e préximos de 0 (zero), o que indica
uma menor probabilidade destas sequéncias terem sido obtidas por um mero acaso,
confirmando o correto sequenciamento.

As amostras Tac, Tat, Tro e Tm, que ndo apresentaram uma boa qualidade de
sequenciamento, purificagdo com razéo entre as leituras das absorbancias 260/280 (nm)
bem abaixo do considerado (Tabela 6), sendo descartadas das analises.

Tabela 7. Identificacdo de trés especies de Trichogramma, através de comparacdo das

sequéncias consensos obtidas com sequéncias do banco de dados do GenBank - NCBI.

Amostras Primer Numero de Acesso Maxima BLAST
Identificacéo Espécie
T.pretiosum ITS-2-R DQ525178.1 95% T.pretiosum
T. galloi ITS-2-R AY182764.1 91% T.galloi
T. exiguum ITS-2-R AY182769.1 92% T. exiguum

Pesquisas semelhantes utilizando o sequenciamento da regido ITS2 na identificacao
de espécies de Trichogramma foram realizadas por Orrego e Agudelo-Silva (1993); Sappal
et al. (1995); Silva et al. (1999); Stouthamer et al. (1999); Ciociola Jr. et al. (2001a,b); Li e
Shen (2002); Pinto et al. (2002); Thomson et al. (2003); Almeida (2004); Li et al. (2004);
Davies et al. (2006); Honda et al. (2006); Kumar, et al. (2009); Jeong et al. (2010) e mais
recentemente por Polaszek, et al. (2011), onde cada espécie foi tratada com detalhe, a fim
de facilitar a identificacdo utilizando caracteres morfolégicos ou moleculares ou uma
combinacdo de ambos.

Segundo Dem Yanchuk et al. (2008) o método de sequenciamento da regido 1TS2
do DNA ribossomal pode ser proposto como uma ferramenta para certificacdo genética da
espeécie. Para Jeong et al. (2010) o polimorfismo de comprimento em sequéncias da regido
ITS2 entre espécies de Trichogramma varia entre 380 e 560 pb, com base em dados das
sequéncias do Genbank. Entretanto, um maior nimearo de estudos precisam ser realizados,
com base no nimero de espécies existentes, para que a eficiéncia das comparacfes com as

sequéncias do GenBank sejam ampliadas.
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A utilizagéo de sequéncias da regido 1TS2 do DNA ribossomal ajudam a resolver as
limitacbes que existem na identificacdo morfologica de espécies de Trichogramma
principalmente porque podem ser utilizados tanto os individuos machos quanto em fémeas,
independentemente das dificuldades em visualizar as minusculas estruturas morfologicas
(Pinto et al., 2002).

Segundo Kumar et al. (2009) os métodos moleculares estdo destinados a substituir
0s métodos tradicionais morfolégicos, quando grande numero de espécies de
Trichogramma forem identificadas. Por outro lado, segundo Almeida (2004) a identificacéo
por combinacdo de caracteres morfoldgicos e técnicas moleculares serd de extrema
importancia para uma analise sistematica bem sucedida desse grupo.

Para Silva et al. (1999) os métodos moleculares ndo substituem os métodos
tradicionais baseados em identificacio morfoldgica, no entanto, sdo ferramentas
importantes para identificar quais espécies estdo presentes em uma determinada area
quando necessario complementar a outros métodos de identificacdo, sendo também Uteis
para determinar a possivel contaminacao ou mistura de espécies em laboratorio, reproducao
em massa e estudos de dispersdo e avaliacdo de parasitdides langados no campo ou nativa

de uma regiéo.

5.5.5. Alinhamento multiplo das sequencias consensos

De acordo com os resultados do alinhamento mdltiplo de todas as sequéncias
consensos obtidas (Figura 2), foi possivel verificar as diferencas entre as espécies de
T.pretiosum, T. galloi e T. exiguum, no que se refere a presenca ou auséncia das bases
nitrogenadas e sua distribuicdo na sequéncia. Uma pequena gquantidade de gaps (espagos),
foi necessaria para alinhar as sequéncias das amostras; entretanto para as analises foram

retiradas as extremidades 5° e 3" para uniformizar o tamanho das sequéncias.

T.exiguum GGANAANGGGGGGNCNGNGANGANAAGAAGATCATTCGCAA—ATTCGAGGTGGCCAATG
T.pretiosum = -——-———————--- GGGCAGCGATGAGAAAAAGACTCGTTGTTGTTGTTCGAGCTAGCCAG-G
T.galloi = —=—=————————-— CGNGNGANGAGAAGAAGACTCATTCAACAAAATTTGACGAGCAAATT

* xk kk kk kkkxk * * **x K

27



Capitulo | - Resultados e Discussao

.exiguum TGTGTG---TGTGTTTTTCTCTNCGCACGCGNGGGAACACATT-CTAGA--ACCGAATCA
.pretiosum CGC-—---- TATAATAAAATCCCCGAGAGCGCGNGNGCGCCTTTCTAGTGTACCGAATCA
.galloi TTTATATTATCCGACCTAGCCGTACAGCGCGCGCGCGCGCGCGTTTCNATAACCGAATN-
* * *kk*x Kk K * % * * Kk ok kk Kk ok
.exiguum TGGGANGATTCNGATCGTGTGCTAGAAAANGGTCCGCTGCTCGTTTATGAGGCGAGAAGC
.pretiosum TGGTACNAGCCTGATCGTGTACTGACAGTCGGTCCGCTGCTCG--~ACGAGGCGAGAAGC
.galloi TNGGANGAGCNTGANCGTGTTCTAGCAGTNGGTCCGNTGCTCG---ANGAGGCGAGAAGC
*x  x ok * * Kk kkhkkkk Kkx * Ak kkkhkk kkkkkk * kkkkkkkkkk kK
.exiguum TCCGGGACTCGA-CGCAGAACGATCGGAAGT----GCACGTTTTTNCAC----GAGCACT
.pretiosum TCCGGGACTCGAACGCAGAACGATCGGAAGTACTCGCGCGCTTTTACACACGTGAGTACT
.galloi TCNGGGACTCGA-CGCANTACGATCGGAAGTTCTCGCGC————— TAAGC----GAGAACT
*k kkhkkhkkkkhkkhkkk kkhkkx *khkkhkkhkkkkkkkk*k **x K * * * Kk Kk kkk
.exiguum CTCCAAGNGNNAAGCGTGCGC—-GCCAGCCAGACGAAGGA-ATTTCATCTTTTTTCTTGC
.pretiosum CTCCAAGCGGTAAGCGCGCGC—-GCCAGCCAGACGAACGCCAATTCATCTTTTCTCTTGC
.galloi CTCCAAGNGGTAAGCGCGCGCACGCCAGCTAGANAAANN--AATTCATCTTTTTTCGTGC
*kkkkk*x * Kk kkk Kkhkk*k *kkkkkk Kkk*k * % * kkhkkkkkhkkhkhkkk kk Kkkk
.exiguum GTTTCGTTTGAGGCGACG--TATC-——=——==——=—=———— CATCAACGCT-=-====———— C
.pretiosum GTTTCGTTTGAGGCGACG--TGTCGCA--—=—=——— GCACACGCACACTGCTGCTATACT
.galloi GTTTCGTNTGNGGCGACGCGTATCTCAAAAAAACCCGCGCACACACGNTGCTCTCNTACT
*khkkkhkkhkhkk Khk Kk khkkkkxkx * k% * % * x *
.exiguum Temmmmm CGAGAGAGAGAGAGAGAT----- GGAG-=—=====——————
.pretiosum C-—m————— === TGAGAGAGAGCAAGAGAT-———— AGTGTGTGTGTGCGCGA
.galloi CGNTACTACGTGAGTANTAGTGNTAGAGAGAGAGAGATGTGCNNGAGANNGAGAGAGAGT
* * ok k ok ok k * ok kk ok k *  *
.exiguum —ACGAGCGCCCAGATCAACGCTCTTCTCTTGCGAGAGAGCAGTCGGGTTCGTTTTTATAA
.pretiosum CACGAGCGCCCAGATCAACGCTCT-CTCTTGCGAGAGAGCAGTCGGGTTCGTTTTTATAA
.galloi CNCGAGCGCCCANATNAACNCTCT--——-— CTCGNGAGAGCAGTNGGGTTNNTTTTTATAA
*hkkhkkhkhkkhkrk Kk Kkkhkkx kkkx Kk kkkkkhkkhkkkx kkkkk * ok k ok kk ok kk
.exiguum ANNACCCTCAGNCAGGGNGTGGTCCGGGGAACGAGATCCGNGGAACCGCAATGTGCGTTN
.pretiosum ACGACCCTCANCCAGG-CGTGGTCCGGG-AACNAGATCCGTGGA-CCGCAATGTGNTTTC
.galloi ANNACCCTCANNCNNG-NGTGGTCNGGG-AANGANATNNGNGGA-NCNNNGTGTGNGTNN
* * ok ok ok ok ok k * * *khkkkhkkk kkhkk k% * Kk *k * kK x * * k kK *
.exiguum NAAATGTCGATGTTCATGTGTCCTGCATTTCACAAA
.pretiosum NAAATGNCGATGTTCATGTGTCCTGCANTTCAAA—-—
.galloi NANATGTNNATGTNNGTGTGT-—-——-———————————

* Kk Kk K * Kk Kk Kk * Kk kKK

Figura 2. Alinhamento multiplo das sequéncias consensos da regido ITS2 do DNA
ribossomal de trés espécies de Trichogramma: T. exiguum, T. pretiosum e T. galloi. O traco
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indica espaco, (*) indica similaridade entre os nucleotideos e N indica nucleotideo néao
identificado.

Utilizando a matriz de distancia genética (Tabela 8), pode-se verificar que as
espécies mais distantes geneticamente foram T. galloi e T. exiguum com 0,238 e as mais
proximas foram T. exiguum e T. pretiosum com distancia genética de 0,189, sendo

consideradas espécies cripticas.

Tabela 8. Matriz de distancia genética da regido ITS2 do DNA ribossomal para trés

espeécies de Trichogramma

Espécies T. exigum T. galloi T. pretiosum
T. exiguum 0

T. galloi 0, 238 0
T. pretiosum 0, 189 0, 215 0

De acordo com o dendrograma obtido a partir da matriz de distancia genética pelo
método do vizinho préximo (Neighbor-Joing), pode-se verificar a presenca de trés grupos:
o primeiro, formado pela espécie T. exigum; o segundo pela espécie T. pretiosum, e 0
terceiro, pela espécie T. galloi (Figura 3). Thomson et al. (2003) mencionaram que a regiao
ITS2 é util para identificar espécies de Trichogramma, porque a variacdo das sequéncias
intra-espécie é relativamente pequena quando comparada com a variagao inter-espécie e
porque as espécies cripticas possuem variacdo suficiente da regido ITS2 para serem

distinguidas.

T exiguum
I. pretiosum
T galloi
i
0.02

Distincia genética

Figura 3. Dendrograma baseado nas analises das sequéncias de nucleotideos da regido 1TS2
do DNA ribossomal de trés espécies de Trichogramma a partir do método Neighbor-
Joining.
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5.6. Conclustes

1. A utilizacdo do sequenciamento da regido 1TS2 do DNA ribossomal é eficiente na

identificacdo e diferengiacdo das espécies de T. pretiosum, T. exiguum e T.galloi

2. As espécies T. pretiosum, T. exiguum e T.galloi, morfologicamente semelhantes,

diferenciam geneticamente, apresentando alto grau de dissimilaridade.
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6. CAPITULO Il

Diversidade Genética de Populacdes de Trichogramma pretiosum
Riley, 1879 (Hymenoptera: Trichogrammatidae), com base no

Sequenciamento da Regido ITS2 do DNA Ribossomal
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6.1. Resumo

Espécies do género Trichogramma sdo importantes agentes de controle biolégico em
sistemas de producdo agricola, sendo Tricrogramma pretiosum a espécie mais frequente no
continente Sul-americano e estd associada a diversos hospedeiros. Em estudos de
diversidade genética de populagdes, os marcadores moleculares constituem uma ferramenta
eficiente para detectar polimorfismo no DNA. Existem varias técnicas disponiveis para
detectar polimorfismo no DNA entre populagdes e, entre elas, o sequenciamento de DNA
ribossomal. Este trabalho teve por objetivo estimar o grau de diferenciacdo genética entre
populacdes de T. pretiosum obtidas de 11 municipios do Brasil. Apds a extracdo do DNA e
sua padronizagdo, foram realizadas as reacbes de PCR, utilizando-se marcadores
especificos e, em seguida, foi realizado o sequenciamento e alinhamento das amostras,
onde foi possivel verificar a composic¢do nucleotidica, multiplos alinhamentos, matrizes de
distdncia genética e os mdltiplos agrupamentos entre as populacfes em estudo. Com o
resultado da busca por similaridade utilizando o programa BLAST, no banco de dados do
GenBank (NCBI — National Center for Biotechnology Information), verificou-se que todas
as populacdes estudadas, obtiveram uma média de 92,2% de méxima identificacdo para
Trichogramma pretiosum, confirmando o correto sequenciamento. O tamanho das
sequéncias variaram de 355 a 503 pb. A média do conteido G + C (Guanina + Citosina) foi
de 53,2%. Ap0s o alinhamento das 11 sequéncias de T. pretiosum, foram encontrados 391
sitios conservados, que refletem 73 % do total dos 536 sitios encontrados, confirmando a
semelhanca entre as amostras, bem como a confiabilidade nas sequéncias obtidas. De
acordo com o dendrograma obtido a partir da matriz de distancia genética pelo método do
vizinho préximo (Neighbor-Joining), pode-se verificar a presenca de quatro grupos: o
primeiro, formado pelas populagdes TPAES, TPPARS, TPRMT e TPCVMT, o segundo,
pela populacdo de TPSPMT; o terceiro grupo, pelas populacées de TPPPE, TPMVCE,
TPPPB, TPPPMT, TPJSP e o quarto, pela populacdo de TPPLMT, sendo esta a mais
distante geneticamente. A distancia geogréafica ndo afetou a similaridade ou dissimilaridade
genética entre os parasitdides, ndo existindo, diferencas significativas entre a distancia
geografica e a similaridade genética das amostras de T. pretiosum nas localidades coletadas.
Portanto, o seqlienciamento da regido 1TS2 do DNA ribossdémico nuclear é uma importante
ferramenta utilizada para detectar as diferencas entre populacbes de T. pretiosum
geneticamente relacionadas.

Palavras-chave: Parasitdide, distancia genética, dissimilaridade.
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6.2. Abstract

Species of the Trichogramma genus are important biological control agents in agricultural
production systems, Tricrogramma pretiosum being the most frequent species in the South
American Continent and is associated with several hosts. In studies of the genetic diversity
of populations, molecular markers are an efficient tool to detect DNA polymorphism. There
are several techniques available to detect DNA polymorphism among populations, among
them, ribosomal DNA sequencing. This work aimed to estimate the degree of genetic
differentiation among the populations of T. pretiosum obtained from 11 counties in Brazil.
After DNA extraction and standardization were carried out, PCR reactions using specific
markers were performed followed by the sequencing and alignment of the samples, where it
was possible to verify the nucleotide composition, multiple alignments, matrices of genetic
distance and multiple clusters among the studied populations. With the query results for
similarity using the BLAST program in the GenBank database (NCBI - National Center for
Biotechnology Information) on all the studied samples a maximum identification average
of 92,2% of was obtained for the Trichogramma pretiosum species, confirming the correct
sequencing. The size of the sequences ranged from 355 to 503 bp. The average G + C
content (guanine + cytosine) was 53,2%. After the alignment of 11 sequences of T.
pretiosum, 391 sites were found conserved, reflecting 73% of the total of 536 sites found,
confirming the similarity between samples, as well as reliability in the sequences obtained.
According to the dendrogram obtained from the genetic distance matrix using the neighbor-
joining method, the presence of four groups was verified the first being formed by the
TPAES, TPPARS, TPRMT TPCVMT populations the second by the TPSPMT population
the third by the TPPPE, TPMVCE, TPPPB, TPPPMT, TPJSP populations, and the fourth
by the TPPLMT population, being the most genetically distant population. The
geographical distance did not affect the genetic similarity or dissimilarity between
parasitoids, without significant difference between the geographic distance and the genetic
similarity of the samples of T. pretiosum in the collected locations. Therefore, the
sequencing of the ITS2 region of nuclear ribosomal DNA is an important tool used to
detect the differences among genetically related T. pretiosum populations.

Keywords: Parasitoid, genetic distance, dissimilarity.
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6.3. Introducéo

Os himendpteros parasitoides apresentam alta biodiversidade e possuem grande
importancia biologica, ecoldgica e econdmica (LaSalle e Gauld, 1993).

Entre os parasitoides, as espécies de Trichogramma Westwood, 1833
(Hymenoptera: Trichogrammatidae) sdo, sem ddvida, as mais estudas e utilizadas em todo
0 mundo (Pratissoli et al., 2006).

Os parasitdides do género Trichogramma tém sido usados com sucesso como agente
de controle bioldgico contra insetos-praga da ordem Lepidoptera em diversos sistemas
agricolas (Rodrigues e Sampaio, 2011). Embora parasitam também cerca de 200 especies
pertencentes a mais de 70 familias de Insecta e oito ordens de importancia agricola
(Morrison, 1985).

A espécie Trichogramma pretiosum Riley, 1879 (Hymenoptera:
Trichogrammatidae) foi utilizada em grande escala no Brasil no controle da Tuta absoluta
Meyrick, 1917 (Lepidoptera: Gelechiidae), em cultivos de tomate (Parra et al., 2002) na
década de 1990. A partir de entdo o Brasil teve grande avanco no controle bioldgico de
insetos-praga, produzindo entre cinco e dez milhdes de adultos deste parasitdide por ano,
liberando-se em cerca de 60.000 ha de milho e 1.200 ha de tomate e cruciferas, com
perspectivas para aumento da utilizacdo desse parasitdide, principalmente devido a
exigéncia do mercado por produtos livres de residuos de agrotéxicos e pelas informacgdes
geradas em trabalhos envolvendo diferentes espécies do parasitdide (Volpe et al., 2006).

T. pretiosum € uma espécie encontrada em diversas partes do mundo e na Ameérica
do Sul, além de ser a espécie mais amplamente distribuida e associada a 26 hospedeiros
(Pinto, 1997). Esse parasitoide controla as pragas em ambientes agricolas e florestais,
parasitando ovos principalmente da ordem Lepidoptera, sendo utilizado no controle
bioldgico em mais de 30 paises, onde é liberado de forma inundativa, controlando a praga
na sua fase inicial de desenvolvimento (Pastori et al., 2008).

A espécie T. pretiosum foi encontrada no Brasil parasitando ovos de diversos

hospedeiros como Heliothis virescens Fabr, 1781 (Lepdoptera: Noctuidae) (Zucchi et al.,
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1989) e Alabama argillacea Hubner, 1818 (Lepdoptera: Noctuidae), em algodoeiro,
(Almeida, 2000) Spodoptera frugiperda J E Smith, 1797 (Lepdoptera: Noctuidae), em
milho, (Beserra e Parra, 2003), Plutella xylostella Linnaeus, 1758 (Lepidoptera:
Plutellidae), em repolho (Pereira et al., 2004) e Tuta absoluta Meyrick, 1917 (Lepidoptera:
Gelechiidae) em tomateiro (Pratissoli et al., 2005).

O sucesso de programas de controle bioldgico com Trichogramma spp. depende de
etapas como identificagdo, manutencdo no laboratorio, sele¢do de espécies e/ou linhagens
do parasitdide, da caracterizacao da diversidade genética das populacfes de parasitdides,
bem como os fatores que mantém esta diversidade (Oosterhout et al., 2004., Vianna et al.,
2011).

A diversidade genética dos organismos é definida como a variedade de gendtipos
que um determinado grupo (populacGes ou espécies) pode apresentar e que possibilite
adaptacdes das populacbes as constantes mudancas ambientais (Frankham et al., 2004).
Estudos utilizando dados genéticos podem fornecer informagfes valiosas para a
manutencdo da diversidade genética dos organismos (Haig, 1998).

Os marcadores moleculares tém se mostrado uma grande ferramenta para estudos de
genética de populacdes, biologia evolutiva, taxonomia e biologia da conservacao,
permitindo a andlise da diversidade e diferenciacdo genética das populacdes naturais
(Oosterhout et al., 2004). Com isso, técnicas utilizando biologia molecular tém sido
empregadas em estudos de variacdo fenotipica em diferentes populacdes de insetos, com
destaque para a técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (Monnerat et al., 2004).
Este trabalho teve como objetivo estimar o grau de diferenciacdo genética entre as
populacdes de Trichogramma pretiosum em 11 municipios de sete estados do Brasil.
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6.4. Material e Métodos

6.4.1. Obtencéo das amostras de Trichogramma pretiosum

As amostras das populacgdes de Trichogramma pretiosum utilizadas no estudo foram
obtidas de onze municipios do Brasil (Tabela 1) e conduzidas ao Laboratorio de
Entomologia da Embrapa Algoddo, Campina Grande, PB. Parte dos insetos foi
encaminhada para a taxonomista em Trichogrammatidae Dra. Ranyse Barbosa Querino
(Embrapa Meio-Norte), sendo a outra, utilizada nos estudos moleculares realizados no
laboratério de Biotecnologia da Embrapa-Algoddo em Campina Grande, PB e no
Laboratorio de Biologia Molecular (LABIME) /UFPB em Jodo Pessoa, PB.

Tabela 1. Populacbes de Trichogramma pretiosum obtidas de 11 municipios em sete
estados do Brasil

Regido Municipio /Estado Amostras Coordenadas Altitude (m)
Geogréficas
Centro-Oeste  Campo Verde/ Mato TPCVMT -15°32'48"S 736
Grosso 55°10' 08" O
Serra da Petrovina/ Mato TPSPMT  -16°47'22" S 732
Grosso 54° 29' 44" O
Primavera do Leste/ TPPLMT
-15°33'32" S
Mato Grosso 54° 17' 46" O 465
Rondondpolis/ Mato TPRMT -16°28'15" S 997
Grosso 54° 38'08" O
-16°37' 23" S
Pedra Preta/Mato Grosso TPPPMT 54° 28' 96" O 248
Nordeste Patos/Paraiba TPPPB -07°01'28"S 242
37°16'48" O
Petrolina/Pernambuco TPPPE -09° 23' 55" S 376
40° 30'03" O
Missdo velha/Ceara TPMVCE -07°14'59"S
39°08'35" 0O 360
Sudeste Jaboticabal/ Sao Paulo TPJSP -21°15'17" S
48°19'20" O 605
Alegre/Espirito Santo TPAES -20° 45'49" S
41°31'59" O 254
Sul Porto Alegre/Rio Grande TPPARS  -30°01'59"S 3
do Sul 51°13'48" O

*0 georeferenciamento levou em consideragdo a sede do municipio.
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6.4.2. Extracdo de DNA, amplificacdo da regido ITS2 do DNA
ribossomal por reacdo em cadeia da DNA polimerase (PCR) e
purificacao

O DNA genbémico do inseto para cada amostra foi extraido macerando-se cinco
individuos em tubos eppendorf, juntamente com 50 pul de Chelex 5% e 2 ul de proteinase K
e a seguir incubados a 56°C por 4h em banho-maria e apds 10 minutos a uma temperatura
de 95°C (Almeida, 2004). Esta solucdo tornou-se o estoque de DNA genémico dos insetos,
sendo em seguida armazenada em freezer a 0°C.

A quantidade e qualidade do DNA genbmico extraido foi analisada em
espectrofotometro (NANODROP® Thermo Scientific 2000, EUA). Este equipamento
fornece a quantidade de DNA em ng/uL e a razdo de duas densidades éticas de leitura (260
/280 nm) para verificacdo do nivel de pureza da amostra.

As reacdes de amplificacdes do gene ITS2 foram realizadas por PCR utilizando-se
como substrato DNA gendmico previamente isolado e primers especificos (Stouthamer et
al., 1999), conforme Tabela 2.

Tabela 2. Primers especificos utilizados nas reagdes de PCR

Primers Regido Seqliéncia Sentido do anelamento
ITS-2-F 5.8S TGTGAACTGCAGGACACATG (5" —3))
ITS-2-R 28S GTCTTGCCTGCTCTGCTCTGAG (3' — 5")

Em um tubo eppendorf foram misturados o0s componentes nos volumes
especificados, onde o valor da 4gua variou de acordo com a quantidade de DNA da amostra
(Tabela 3). Na reacdo de PCR foi utilizado um controle negativo sem DNA e o restante dos

componentes.
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Tabela 3. Componentes e volumes utilizados na preparacgéo das reacfes de PCR

Constituintes da reacdo de PCR Volume utilizado
Tampao de reacdo 10X 5ul
dNTP’s (10 mM) 1l
Primer Forward (10 uM) 1l
Primer Reverse (10 uM) 1l
DNA genémico (100 ng/ml) 2oubpl
H>0 miliq 35,75 0u 32,75 ul
Taq DNA polimerase (5 U/ul) 0,25 pl
Mgcl, (1,5 mM) 4 ul
Volume Final 50 pl

As amplificagcdes foram realizadas com volume final da reacdo de 50 pl em um
termociclador (LGC Biotecnologia®) programado para 3 min a 94° C, seguido por 33
ciclos de 40 seg a 94° C, 45 seg a 53° C e 45 seg a 72° C, com extensdo final de 5 min a 72°
C (Almeida, 2004). Ap0s a extensdo final, as amostras permaneceram estocadas a 4° C no
termociclador até que fossem armazenadas em freezer a 0°C.

Para a analise do produto da reacdo, uma aliquota de 20 pul foi removida e submetida
a eletroforese em gel de agarose 0,8% no tampdo TAE (Tris-Acetato-EDTA) 1,0X, com
corrida eletroforética realizada a uma voltagem constante de 100 V e visualizada em um
transiluminador de ultravioleta. O tamanho dos produtos de PCR foi determinado

utilizando um marcador de peso molecular ladder de 100 pb.

6.4.3. Purificacdo dos fragmentos de DNA ribossomal

Os fragmentos dos produtos de PCR amplificados correspondentes a 500 pb foram
cortados do gel com o auxilio de um bisturi e purificados com o Kit de purificagdo ( DNA
Gel Extraction Kit — (Fermentas), de acordo com o protocolo proposto pelo fabricante, para
que fosse possivel obter quantidade e qualidade de DNA suficientes para o

sequenciamento.
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6.4.4. Sequenciamento

6.4.4.1. PCR para o sequenciamento da regido 1TS2 do DNA ribossomal

As reacOes de sequenciamento foram realizadas em duplicatas e inseridas em
microplacas de 96 pocos, utilizando o Kit DNA Sequencing - Big Dye Terminator Cycle
Sequencing Ready ABI Prism, versdo 3, nas quais foram utilizados os mesmos primers
ITS-2 R, separadamente para cada reacdo, para obter uma maior confiabilidade das

sequéncias geradas e demais reagentes (Tabela 4).

Tabela 4. Reagentes utilizados na reacdo de PCR de sequenciamento

Reagentes Concentracao Concentracao Volume Final
Estoque Final (10ul)
Big Dye 5X 1X 2 ul
Tampao 5X 1X ul
Primer R 10 p moles 0,4 p moles 1l
DNA 100 ng 10 ng 5 ul
Agua Millig - - 1l

A amplificacdo foi conduzida em termociclador (Gene Amp PCR System 9700
Appied Biosystems, USA), utilizando o programa especifico (96°C/10 seg- 53°C/ 20 seg —
60°C/1 min). As amostras permaneceram a 4° C até serem retiradas para a precipitacdo de

sequenciamento.

6.4.4.2. Precipitacdo da PCR de sequenciamento da regido ITS2 do DNA
ribossomal

Apo6s a amplificacdo, foram adicionadas as amostras 80 pl de isopropanol 75%
sendo deixadas em repouso por 15 min a temperatura ambiente e posteriormente
centrifugadas a 1300 x g por 60 min. Apos centrifugacéo, o sobrenadante foi descartado, as
placas permaneceram invertidas por 5 min em papel absorvente. Acrescentou-se 150 pl de
etanol 70%, novamente centrifugadas a 1300 x g por 15 min. Logo apds, o sobrenadante foi

descartado e as placas colocadas em capela de fluxo laminar por cerca de 1 h protegidas da
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luz. Em seguida, as amostras foram ressuspendidas com 10 pl de Hi - Di formamida,
aquecidas por 5 mim a 95°C no termociclador, esfriadas no gelo e submetidas ao
sequenciamento, utilizando-se o sequenciador ABI PrisM ® 3100 Genetic Analyses
(Applied Biosystems, EUA).

6.4.5. Alinhamento multiplo e tamanho das sequéncias

As sequéncias obtidas foram submetidas a busca por similaridade no GenBank,
através do programa BLAST (Altschul et al.,1990), visando-se assim, determinar a
similaridade destas com sequéncias ja& depositadas no referido banco de dados. O
alinhamento maltiplo das sequéncias foi realizado com o auxilio do programa CLUSTALX,
versdo 2.0.12 (Thompson et al., 1997). O tamanho das sequéncias obtidas foi realizado

utilizando-se o programa Consed (Gordon et al., 1998).

6.4.6. Anélise de agrupamento

A andlise de agrupamento envolvendo o método de distancia P foi realizada com o
auxilio do programa MEGA (Molecular Evolutionary Genetic Analysis), versdo 5.0
(Tamura et al., 2011), atribuindo o parametro da distribuicdo gamma (y). Este parametro é
capaz de incorporar heterogeneidade nas taxas de substituicdo nucleotidica ao longo dos
sitios, pois nem todos os sitios evoluem na mesma taxa (Schneider, 2003), e também de
incorporar heterogeneidade a proporc¢do de sitios invariaveis (I). As analises de bootstrap,
para testarem a confianca nas topologias obtidas, foram realizadas com 1000 repeti¢fes do

conjunto de dados.

6.4.7. Teste de Mantel

A influéncia da distancia geogréafica sobre a similaridade genética das amostras de
Trichogramma pretiosum foi verificada por intermédio do teste de Mantel (Sokal e Rohlf,
1995). Este teste realiza a aleatorizagcdo entre as matrizes. Se houver significancia a 5%,
concluimos que a distancia geogréafica estd influenciando a composicdo das espécies em
estudo. Portanto, o objetivo desta andlise foi testar a autocorrelacdo espacial nas

populagdes. O teste de Mantel foi realizado utilizando o programa Genes (Cruz, 2008). A
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matriz de distancia geografica foi calculada por intermédio do programa GDMG
(Geographic Distance Matrix Generator Versao 1.2.3) (Erst, 2009), a partir dos pontos
georeferenciados.

45



Capitulo Il - Resultados e Discusséo

6.5. Resultados e Discussio

Este estudo representa a primeira avaliacdo da diversidade genética de populacbes
brasileiras de T. pretiosum, utilizando o sequenciamento da regido ITS2 do DNA
ribossomal. Todas as amostras enviadas para a identificagdo pela taxonomista em
Trichogrammatidae, Dra. Ranyse Querino da Embrapa Meio-Norte, foram confirmadas
como sendo T. pretiosum, fundamental para o estudo de diversidade genética das
populagdes. Ciociola Jr. et al. (2001) enfatizaram a importancia de ser realizada
primeiramente a identificagdo através das caracteristicas morfoldgicas e depois a utilizacdo

dos métodos moleculares.

6.5.1. Extracdo do DNA genémico

Foi possivel a extracdo de DNA das amostras de populacdes de Trichogramma em
municipios das regides Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste do Brasil, com concentracdo do

DNA gendmico, variando entre 20 e 50 ng/ul (Tabela 5).

Tabela 5. Quantificacdo de DNA extraido das popula¢6es de Trichogramma pretiosum

Populagdes de Trichogramma pretiosum Quantificacdo de DNA (ng/uL)
1-TPPPB 27,3
2 - TPMVCE 50,0
3- TPCVMT 50,0
4-TPPLMT 30,0
5-TPPPE 37,8
6-TPPARS 28,0
7-TPSPMT 24,2
8-TPJSP 30,1
9-TPRMT 20,0
10- TPAES 22,0
11- TPPPMT5 50,0
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As quantidades de DNA obtidas foram similares as encontradas por Vanlerberghe-
Masutti (1994), ao estudar algumas espécies de Trichogramma. Este foi um passo
importante para o estudo. A quantidade de DNA integro é um dos fatores fundamentais
para 0 sucesso da reacdo de PCR, uma vez que podera nao ocorrer amplificacdo se a sua
quantidade for excessivamente baixa ou alta (Carvalho e Vieira, 2001).

Baldwin et al. (1995) citam que em estudos filogenéticos ou populacionais, a
qualidade e a quantidade do DNA s&o de extrema importancia, devido as modificagdes ou

degradac6es que ele podera sofrer durante a sua extracéo e purificacéo.

6.5.2. Amplificacio da regio ITS2 do DNA ribossomal por Reacdo em
Cadeia da DNA Polimerase (PCR)

Foi possivel verificar a amplificacdo de um unico fragmento de DNA, de
aproximadamente 500 pb, livre de amplificacdes ndo especificas de todas as amostras
estudadas a partir da andlise de eletroforese em gel de agarose a 0,8% (Figura 1),
confirmando-se que o DNA extraido pertence aos fragmentos da regido ITS-2 do DNA

ribossomal esperado para a espécie T. pretiosum.

2 K 5 10 11 12 CN

M 1
!------ - Saee

Figura 1. Eletroforese em gel de agarose 0,8 % do produto da amplificagdo do DNA por
PCR. A letra M representa o0 Marcador de peso molecular em pares de base ladder de 100
pb. Os nimeros de 1-12 representam as populacdes de T. pretiosum obtidas de regides do
Brasil (1-TPPPB, 2-TPMVCE, 3-TPCVMT, 4-TPPLMT, 5-TPPPE, 6-TPPARS, 7- amostra
descartada, 8-TPSPMT, 9-TPJSP, 10- TPRMT-, 11- TPAES, 12- TPPPMT, 13- CN).

Resultados semelhantes, utilizando-se primers especificos da regido 1TS2 do DNA
ribossomal, identificando espécie de T. pretiosum com padrdo de amplificacdo

aproximadamente entre 520 pb foram alcancados por Espafa-Luna et al. (2008); Ciociola
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Jr. et al. (2001), Almeida (2004). Esta regido tem sido amplamente utilizada em estudos
taxondmicos das espécies de Trichogramma (Orrego e Silva 1993; Van Kan et al., 1996;
Pinto et al., 2002).

6.5.3. Purificacdo do produto de PCR amplificado

A purificacdo do DNA amplificado visa eliminar os residuos, ou seja, impurezas de
restos de reagentes, aumentando a qualidade das sequéncias produzidas (Figueiredo et al.,
2003), o que foi de fato encontrado e constatado nos resultados.

Foi possivel obter quantidade e qualidade de DNA de produto de PCR, suficientes
para o sequenciamento de qualidade de todas as populagdes de T. pretiosum (Tabela 6).
Entretanto, sequéncias com baixa concentracdo de DNA podem possuir nucleotideos
inseridos incorretamente, o que poderia gerar resultados equivocadas ou incorretos (Pereira,
2006).

Tabela 6 - Quantificacdo e pureza das amostras de produtos de PCR purificadas das

populacdes de Trichogramma pretiosum

Amostras Quantificacao Relacéo

(ng/uL) 260/280
1- TPPPB 21,0 1,78
2- TPMVCE 44,3 2,02
3- TPCVMT 23,2 1,51
4- TPPLMT 25 1,98
5- TPPPE 32,6 1,50
6- TPPARS 18,4 1,62
7- TPSPMT 21,0 1,62
8- TPJSP 21,9 1,51
9- TPRMT 23,2 1,51
10- TPAES 20,8 1,60
11 - TPPPMT 36 1,76
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6.5.4. Sequéncia consenso da regido ITS2 do DNA ribossomal

Com o resultado da busca por similaridade utilizando o programa BLAST, no banco
de dados do GenBank (NCBI — National Center for Biotechnology Information) de todas as
sequéncias consensos obtidas, pode-se verificar que sequéncias de alta qualidade foram
obtidas a apartir do produto de PCR da regido ITS2 do DNA ribossomal de todas as
amostras estudadas com uma média de 92,2% de maxima identificacdo referente as
amostras de T. pretiosum (Tabela 7). Os valores de E (E value) obtidos de todas as
sequéncias alinhadas com as sequéncias do banco de dados do GenBank apresentaram-se
iguais e proximos de 0 (zero), o que indica menor probabilidade destas sequéncias terem
sido obtidas por mero acaso, confirmando o correto sequenciamento.

Tabela 7. Identificacdo das amostras de T. pretiosum através de comparacao das sequéncias

consensos obtidas com sequéncias do banco de dados do GenBank — NCBI.

Amostras Primer NuUmero de Maxima BLAST
Acesso Identifi - Espécie
cagao

Trichogramma_pretiosum_TPCVMT |ITS-2-R DQ525178.1 94 % T.pretiosum
Trichogramma_pretiosum_TPSPMT |TS-2-R  JF306651.1 90 % T.pretiosum
Trichogramma_pretiosum_TPPLMT ITS-2-R  JF306651.1 87 % T.pretiosum
Trichogramma_pretiosum_TPRMT  ITS-2-R DQ525178.1 92 % T.pretiosum
Trichogramma_pretiosum_TPPPMT  |TS-2-R DQ525178.1 94 % T.pretiosum
Trichogramma_pretiosum_TPPPB ITS-2-R JF306651.1 92 % T.pretiosum
Trichogramma_pretiosum_TPPPE ITS-2-R  JF306651.1 92 % T.pretiosum
Trichogramma_pretiosum_TPMVCE |TS-2-R JF306651.1 94 % T.pretiosum
Trichogramma_pretiosum_TPJSP ITS-2-R DQ525178.1 94 % T.pretiosum

Trichogramma_pretiosum_TPAES ITS-2-R  U76226.1|TPU 92 % T.pretiosum
76226

Trichogramma_pretiosum_TPPARS  [TS-2-R  U76226.1|TPU 94 % T.pretiosum
76226
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6.5.5. Tamanho das sequéncias e analise do conteudo GC

O tamanho das sequéncias variaram de 355 a 503 pb. A média do conteudo G + C

(Guanina + Citosina) foi de 53,2% (Tabela 8).

E de grande importancia em estudos

filogenéticos a analise do conteudo G + C, pois regides ricas em GC possuem maior

estabilidade por possuir trés pontes de hidrogénio, produzindo estruturas secundarias mais

estaveis (Page e Holmes, 1998).

Tabela 8. Tamanhos em pares de bases, contetdo G+C (Guanina + Citosina) e composicao

nucleotidica das sequéncias obtidas da regido ITS2 do DNA ribossomal das populagdes

estudadas
Amostra Tamanho Contetdo T C A G
(pb) G+C (%) (%) (%) (%) (%)

Trichogramma_pretiosum_TPCVMT 494 54,86 21,86 26,52 23,28 28,34
Trichogramma_pretiosum_TPSPMT 450 52,44 20,89 21,11 26,67 31,33
Trichogramma_pretiosum_TPPLMT 355 54,93 18,59 2451 26,48 30,42
Trichogramma_pretiosum_TPRMT 489 54,81 22,29 2658 2290 28,22
Trichogramma_pretiosum_TPPPMT 486 53,29 22,22 2531 24,49 27,98
Trichogramma_pretiosum_TPPPB 430 51,40 23,49 2256 25,12 28,84
Trichogramma_pretiosum_TPPPE 446 50,22 24,44 2354 25,34 26,68
Trichogramma_pretiosum_TPMVCE 447 48,99 2461 22,82 26,40 26,17
Trichogramma_pretiosum_TPJSP 503 54,67 22,27 26,44 23,06 28,23
Trichogramma_pretiosum_TPAES 387 54,52 20,93 26,36 24,55 28,17
Trichogramma_pretiosum TPPARS 448 55,36 21,21 27,01 23,44 28,35

T — Timina, C — Citosina, A — Adenina, G — Guanina.
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6.5.6. Alinhamento multiplo das sequéncias consensos

De acordo com os resultados do alinhamento mdaltiplo de todas as sequéncias

consensos obtidas (Figura 2), foi possivel verificar as diferencas entre as amostras em

estudo, no que se refere a presenca ou auséncia das bases nitrogenadas e sua distribui¢do na

sequéncia. Uma pequena quantidade de gaps (espacos) foi necessaria para alinhar as

sequéncias de todas as amostras, entretanto para as analises foram retiradas as extremidades

5" e 3" para uniformizar o tamanho das sequéncias.

TPCVMT
TPRMT
TPAES
TPPARS
TPPPMT
TPJSP
TPSPMT
TPPPB
TPPPE
TPMVCE
TPPLMT

TPCVMT
TPRMT
TPAES
TPPARS
TPPPMT
TPJSP
TPSPMT
TPPPB
TPPPE
TPMVCE
TPPLMT

TPCVMT
TPRMT
TPAES
TPPARS
TPPPMT
TPJSP
TPSPMT
TPPPB
TPPPE
TPMVCE
TPPLMT

TPCVMT
TPRMT
TPAES

————— GNGANGAGAAAAAGACTCG-TTG-TTGTTGTTCGAGC-TAGCCAG
————————————————— AGACTCG-TTG-TTGTTGTTCGAGC-TAGCCAG
—————— CGACGAGAAAAAGACTCGGTTG-TTGTTGTTCGAGN-TAGCCAG
GNNCCGCGACGANAAAA-GACTCGGTTGGTTGTTGTTCGAGTCTAGCCAG
—-GGNNGCGACGAGAAAA-GACTCG-TTG-TTGTTGTTCGAGC-TAGCCAG
GGGCAGCGATGAGAAAAAGACTCG-TTG-TTGTTGTTCGAGC-TAGCCAG
—-——-AGTGATGGGAAA--GACTCG-TTG-TTGTTGTTCGAGC-TAGCCAG
————— GNGNGNGANGNAAAGATCG-TTG-TTGTTGTTCGAGC-TAGCCAG
NNNCNNCGACGAGAAAA-GACTCG-TTG-TTGTTGTTCGAGC-TAGCCAG
————— GCGATGG--AAA-GACTCG-TTG-TTGTTGTTCGAGC-TAGCCAG
—-GNCCGCGACGAGAAAA-GACTCG-TTG-TTGTTGTTCGAGC-TAGCCAG

*kkk kkhkk KkhkkkhkhkkkhkkkkhkkKk * Kk Kk kk kK

A-GCTATAATAAAATAGCG--ANCNNCGCGCGCG-CGNCTTTCTAGT-GT
A-GCTATAATAAAATAGCGTAGNCNGCGCGCGCG-CNTANATCTAGNTGT
A-GCTATAATAAAATAGCGNCNNNNGCGCGCGGG-GGGAAANNTAGT-GT
A-GCTATAATAAAATAGCGNCNNNTGCGCGCGNG-GN-AAATCTAGT-GT
GCGCTATAATAAAAT--CTCCGAGAGCGCGNGCG-CGCCTTTCTAGT-GT
GCGCTATAATAAAAT--CCCCGAGAGCGCGNGNG-CGCCTTTCTAGT-GT
GCGCTATAATAAAATAGTCGCNNNCGCGCGCGGG-AA-AANTCTAGNTGT
GCGCTATAATAAAA---CNNNGAGAGCGNGGGAG-CGCCTTTCTAGT-GT
GCGCTATAATAAAATNCTCGGAGGAGCGCGNGNGACGCCTTTCTAGGTGT
GCGCTATAATAAAATNCN---GAGAGCGCGNGCG-CGCCTTTCTAG-TGT

GCGCTATAATAAAACNNN---GAGAGCGGGNNNAAAGCCTTTCTAG-TGT
Kk ok kok ok ok k ok k ok x *x % kxok Kok

ACCGAA-TCATGGNACGAGCCTGCATCGTGT-ACTGA-CAGTNNG---TC
ACCGNAATCATGGNACGAGCCTGTNTCGTGNTACTGNACAGATCGG-ATC
ACCGAA-TCATGGNACGAGCCT-TCNCGTGT-ACTGA-CNGANAG---TC
ACCGAA-TCATGGNACGAGCCT-TCTCGTGT-ACTGA-CAGTCNG---TC
ACCGAA-TCATGGTANCAGCCT-GATCGTGT-ACTGA-CAGTCGG---TC
ACCGAA-TCATGGTACNAGCCT-GATCGTGT-ACTGA-CAGTCGG---TC
ACCGNAATCATGGNACGAGNNTCCATCGTGT-ACTGGAGAGAANAAGATC
ACCGAA-TCATGGTNTCNGCCTGNATCGTGT-ACTGA-CAGTCGG---TC
ACCGAA-TCATGGACTCNNCCT-GATCGTGT-ACTGA-CAGTCGG---TC
ACCGAA-TCATGGAACGNCCCT-GATCGTGT-ACTGA-CAGTCGG---TC
ACCGAA-TCATGGTTCNCNGNT-GATCGNGG-AAANA-NAGTCGG---TC

*kkkk Kk kAkkkkk * * Kk Kk * * * K

CGCTGCTCGACGAGGCGAGAAGCTCCGGGA-CTCGAACGCAGAACGATCG
CGCTGCTCGACGAGGCGAGAAGCTCCGGGNACTCGAACGCAGAACGATCG
CGCTGCTCGACGAGGCGAGAAGCTCCGGGA-CTCGAACGCAGAACGATCG
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Continuacéo

TPPARS CGCTGCTCGACGAGGCGAGAAGCTCCGGGA-CTCGAACGCAGAACGATCG
TPPPMT CGCTGCTCGACGAGGCGAGAAGCTCCGGGA-CTCGAACGCAGAACGATCG
TPJSP CGCTGCTCGACGAGGCGAGAAGCTCCGGGA-CTCGAACGCAGAACGATCG
TPSPMT CGCTGCTCGACGAGGCGAGAAGCTCCGGGNACTCGAACGCAGAACGATCG
TPPPB CGCTGCTCGACGAGGCGAGAAGCTCCGGGA-CTCGAACGCAGAACGATCG
TPPPE CGCTGCTCGACNAGGCGAGAAGCTCCGGGA-CTCGAACGCANAACGATCG
TPMVCE CGCTGCTCGACNAGGCGAGAAGCTCCGGGA-CTCGAACGCANAACGATCG
TPPLMT CGCTGCTCGACGAGGCGAGAAGCTCCGGGA-CTCGAACGCAGAACGATCG

khkA kA khhkhkhkhk, K(hkkhhkhkhkhkkk A ki khkhhhkk kA kkhkkhkhkkkhkhk*k KAk khkkkkk
TPCVMT GAAGTACTCGCGCGCTTTTACACACGTGAGTACTCTCCAAGCGGTAAGCG
TPRMT GAAGTACTCGCGCGCTTTTACACACGTGAGTACTCTCCAAGCGGTAAGCG
TPAES GAAGTACTCGCGCGCTTTTACACACGTGAGTACTCTCCAAGCGGTAAGCG
TPPARS GAAGTACTCGCGCGCTTTTACACACGTGAGTACTCTCCAAGCGGTAAGCG
TPPMT GAAGTACTCNCGCNCTTTTACACACGTGAGTACTCTCCAAGCGGTAAGCG
TPJSP GAAGTACTCGCGCGCTTTTACACACGTGAGTACTCTCCAAGCGGTAAGCG
TPSPMT GAAGTACTCGCGTGTTTNCACACACGTGAGTACTCTNCAAGNGGTAAGCG
TPPPB GAAGTACTCTNGCGCTTTTACACACGTGAGTACTCTCCAAGCGGTAAGCG
TPPPE GAAGTACTCGCGCGCTTTTACACACGTGAGTACTCTCCAAGCGGTAAGCG
TPMVCE GAAGTACTCGCGCGCTTTTACACACGTGAGTACTCTCCAAGCGGTAAGCG
TPPLMT GAAGTACTTTTNCCCCTTTACACACGTGNGGAAAANACAAGCGGTAAGCG

* Kk ok k ok ok ok k * *kkkkhkkhkKkk*x K K *k Kk Kk hkkkkkk kK
TPCVMT CGCGCGCCAGCCAGACGAACGCCAATTCATCTTTTCTCTTGCGTTTCGTT
TPRMT CGCGCGCCAGCCAGACGAACGCCAATTCATCTTTTCTCTTGCGTTTCGTT
TPAES CGCGCGCCAGCCAGACNAACGCCAATTCATCTTTTCTCTTGCGTTTCGTT
TPPARS CGCGCGCCAGCCAGACNAACGCCAATTCATCTTTTCTCTTGCGTTTCGTT
TPPPMT CGCGCGCCAGCCAGACNAACGCCAATTCATCTTTTCTCTTGCGTTTCGTT
TPJSP CGCGCGCCAGCCAGACGAACGCCAATTCATCTTTTCTCTTGCGTTTCGTT
TPSPMT CGCGCGCCAGCCAGACGAACGCCAATTCATCTTTTCTCTTGCGTTTCGTT
TPPPB CGCGCGCCAGCCAGACGAACGCCAATTCATCTTTTCTCTTGCGTTTCGTT
TPPPE CGCGCGCCAGCCAGACNAACGCCAATTCATCTTTTCTCTTGCGTTTCGTT
TPMVCE CGCGCGCCAGCCAGACNAACGCCAATTCATCTTTTCTCTTGCGTTTCGTT
TPPLMT CGCGCGCCAGCCAGACGAACGCCAATTCATCTTTTCTCTTGCGTTTCGTT

Ahkkhkhkkhhkkhhkhhhkhkhkhkhk dhhkhhkhhhdhhhhhhkkhhkhhokhhkhdhkdh ko khhkhhkhx*k
TPCVMT TGAGGCGACGTGTCGCAGCACACACGCAC-ACTGCTATACTCTGAGAGAG
TPRMT TGAGGCGACGTGTCGCAGCACACACGCAC-ACTGCTATACTCTGAGAGAG
TPAES TGAGGCGACGTGTCGCAGCACACACGCAC-ACTGCTATACTCTGAGAGAG
TPPARS TGAGGCGACGTGTCGCAGCACACACGCAC-ACTGCTATACTCTGAGAGAG
TPPPMT TGAGGCGACGTGTCGCAGCACACGCACACTGCTGCTATACTCTGAGAGAG
TPJSP TGAGGCGACGTGTCGCAGCACACGCACACTGCTGCTATACTCTGAGAGAG
TPSPMT TGAGGCGACGTGTCGCAGCACACGCACACTGCTGCTATACTCTGAGAGAG
TPPPB TGAGGCGACGTGTCGCANCACACGCACACTGCTGCTATACTCTGAGAGAG
TPPPE TGAGGCGACGTGTCGCAGCACACGCACACTGNTGNTATACTCTNANANAG
TPMVCE TGAGGCGACGTGTCGCAGCACACGCACACTGNTGNTATACTCTGANANAG
TPPLMT TGAGGCGACGTGTCGCAGCACACGCACACTGCTGCTATACTCTGAGAGAG

khkk kA kkhkhkhhkhkhkkkhkhkhkhhkx *hkkkk Kk Kk %k *k kkhkkkhkkkk Kk x KKk
TPCVMT --CAAGAGATGGTGTGTGTG--CGCGACACGAGCGCCCAGATCAACGCTC
TPRMT --CAAGAGATGGTGTGTGTG--CGCGACACGAGCGCCCAGATCAACGCTC
TPAES --CAAGANATGGTGTGTGTG--CGCGACACNAGCGCCCANATCANCGCTC
TPPARS -—CAAGAGATGGTGTGTGTG--CGCGACACGAGCGCCCAGATCAACGCTC
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Continuacéo
TPPPMT AGCAAGAGATAGTGTGTGTGTGCGCGACACGAGCGCCCAGATCAACGCTC
TPJSP AGCAAGAGATAGTGTGTGTGTGCGCGACACGAGCGCCCAGATCAACGCTC
TPSPMT AGCAAGAGATAGTGTGTGTGTGCGCGACACGAGCGCCCAGATNAANGCTC
TPPPB AGCAAGAGATAGTGTGTGTGTGCGNGACANGAGCGCCCANATNAACGCTC
TPPPE AAAAANATANTGTGTGTGTG—NGCNNNACANGNGCNCNNANANNNTNTN
TPMVCE AAAAANATANTGTGTGTGTG--NGCANNACANCNNCCCANATANNNTNTN
TPPLMT AGCAAGAGANAGNGNGNGNG--NGCGCGANANGNGNGNNNANANNNANGN
** Kk % * k% Kk Xx % * * *
TPCVMT TCTCTTGCGAGAGAGCAGTCGGGTTCGTTTTTATAAACGACCCTCAGCCA
TPPARMT TCTCTTGCGAGAGAGCAGTCGGGTTCGTTTTTATAAACGACCCTCAGCCA
TPAES TCTCTTGCGAGAGAGNANNCAGGNTCNTTTTTA-————————————————
TPPARS TCTCTTGCGAGAGAGCAGTCGGGTTCGTTTTTATAAACGACCCTCANCCN
TPPPMT TCTCTTGCGAGAGAGCAGTCGGGTTCGTTTTTATAAACNACCCTCANCCA
TPJSP TCTCTTGCGAGAGAGCAGTCGGGTTCGTTTTTATAAACGACCCTCANCCA
TPSPMT TCTCTTGNGAGAGAGNANTCGGGTTNGTTTTTATAAANGANNNTNANNNA
TPPPB TCTCTTGNGANAAANNAGTAGGGTTCGTTTTTANAAANGACNNTNANNNN
TPPPE TNTCTTNTGANANANAANNGTGGNTTTTTTTTNTAAANNNCNCCCNCNNC
TPMVCE TNTCTTNTNANANAGAAGNGTGGNTTTTTTTTNTAAANNNCNCNCNCNNN
TPPLMT NCNCNNNNGNGAGAGA-——=——=———————————m——m
* *  *
TPCVMT GG-CGTGGTCCGGG--AACGAGATCCGTGGACCGCAATGTGCGTTCGAAA
TPRMT GG-CGTGGTCCGGG--AACGAGATCCGTGGACCGCAATGTGCGTTCGAAA
TPAES  —————
TPPARS NG-CGTGNTCCGGG--AACNANANNNGNGGACCGNAATGTGNNT—-———-—
TPPPMT GG-NGTGGTNCGGGGNAACGAAATCNGGGNACCGNAATGNTGTNTTTNAA
TPJSP GG-CGTGGTCCGGG--AACNAGATCCGTGGACCGCAATGTGNTTTCNAAA
TPSPMT GGGNGNGGTNNGGG--AANNAGANNNGNGGANNGNNTGNGNGNTANAAAN
TPPPB GG-NGTGNTANGNN--AAAAANAANNGTGNA---TGNNTGNNNNNNNAAA
TPPPE GG-GGNGNGGNGGGNAAAANATNTNNGGGCACCGNTGTGTGTNANAAAAN
TPMVCE GG-GGTGNGGGGNGAAAAANATATNNGGGNACCGNTGTGTGTNAAAAAAN
TPPLMT  ———m— e
TPCVMT TGTCGATGTTCATGTGTCCTGCAGTTCACAA-————
TPRMT TGTCGATGTTCATGTGTCCTGCAGTTCACAA—————
TPAES - ———————————————————=
TPPARS - ——————————————————————————————————=
TPPPMT AAATGNNNAATNTTNNTGGTNCNGNNNNNANAAAAA
TPJSP TGNCGATGTTCATGTGTCCTGCANTTCAAA——————
TPSPMT GNNNAANGNNNNNGNGNNNNGNNNNNNAAAA-————
TPPPB NGTNNNTTT----—---———"—"—"—""———————————
TPPPE TGNNTNTNTTTGTGTGCCNTNNAAAAAAAAA—————
TPMVCE TGNATNTNTTTGTGTNCCNTNAAAAAAAAAA—————
TPPLMT  ———m——

Figura 2. Alinhamento maultiplo das sequéncias consensos da regido ITS2 do DNA
ribossomal de populacbes de T. pretiosum em 11 localidades. O trago (-) indica espaco, 0
asterisco (*) indica similaridades entre os nucleotideos e o (N) indica nucleotideo nédo
identificado.
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O alinhamento entre sequéncias de DNA pode ser utilizado para verificar
homologias (Pereira, 2006).

Apobs o alinhamento das 11 sequéncias de T. pretiosum, foram encontrados 391
sitios conservados, que refletem aproximadamente 73 % do total de 536 sitios encontrados,
confirmando a semelhanca entre as amostras, bem como a confiabilidade nas sequéncias
obtidas. O numero de sitios varidveis foi de 135, os informativos a parcimoniafoi de 63 e 0s
sitios de mudanca Unica foram de 70. Uma pequena quantidade de gaps (espacos) foi
necessaria para alinhar as sequéncias de T. pretiosum, demostrando que as sequéncias sdo
muito conservadas. Todos esses dados foram utilizados para a confecgdo da matriz de
distancia genética e dendrograma.

6.5.7. Matriz de distancia genética

A matriz de distancia genética para a regido 1TS2 do DNA ribossomal, utilizando o
modelo P, foi calculada pelo programa MEGA versdo 5.0. A média encontrada para essa
matriz de distancia foi de 0,30. Pode-se verificar que as amostras TPJSP e TPPPMT sao
semelhantes e as amostras mais proximas foram TPMVCE e TPPPE, TPAES e TPRMT,
TPPARS e TPAES, com valores de 0,04. As amostras mais distantes foram TPAES e
TPPLMT, TPRMT e TPPLMT, apresentando uma diferenca genética de 0,69. As baixas
distancias genéticas entre as populagdes sugerem que estas constituem um grupo bastante
homogéneo. De acordo com os valores encontrados para as 11 localidades, pode-se
verificar que existe um alto grau de semelhancas entre as amostras, sugerindo que todas
pertencem a mesma espécie, tomando como parametro a regido ITS2 do DNA ribossomal
(Tabela 9).
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Tabela 9. Matriz de distancia genética da regido ITS2 do DNA ribossomal para populagdes

de Trichogramma pretiosum em 11 localidades, utilzando o método P.

Amostras  TPCVMT _TPSPMT TPPLMT TPRMT TPPPMT TPPPB TPPPE TPMVCE TPJSP TPAES TPPARS

TPCVMT 0,00

TPSPMT 0,44 0,00

TPPLMT 0,62 0,62 0,00

TPRMT 0,07 0,36 0,69 0,00

TPPPMT 0,18 0,26 0,44 0,26 0,00

TPPPB 0,29 0,36 0,55 0,36 0,11 0,00

TPPPE 0,26 0,36 0,51 0,33 0,11 0,22 0,00

TPMVCE 0,29 0,40 0,55 0,36 0,15 0,26 0,04 0,00

TPJSP 0,18 0,26 0,44 0,26 0,00 0,11 0,11 0,15 0,00

TPAES 0,11 0,36 0,69 0,04 0,29 0,40 0,36 0,40 0,29 0,00

TPPARS 0,07 0,40 0,66 0,07 0,26 0,36 0,33 0,36 0,26 0,04 0,00

Segundo Begon (2007), é de grande importancia a preservacdo da diversidade
genética devido ao potencial evolutivo, ao longo prazo que ela proporciona as populacdes,
pois formas raras de um gene (alelos), ou combinagdes de alelos, podem ndo conferir
vantagem imediata, mas poderiam tornar-se muito apropriadas no futuro, em resposta a
mudancas nas condi¢des ambientais, surgindo problemas pela perda da variabilidade nas

pequenas populacdes.

6.5.8. Analise de agrupamento

De acordo com o dendrograma obtido a partir da matriz de distancia genética pelo
método do vizinho proximo (Neighbor-Joining), pode-se verificar a presenca de quatro
grupos: o primeiro, formado pelas populacbes TPAES, TPPARS, TPRMT e TPCVMT; o
segundo, pela populacdo de TPSPMT; o terceiro grupo, pelas populacbes de TPPPE,
TPMVCE, TPPPB, TPPPMT, TPJSP; e o quarto pela populacdo de TPPLMT, sendo a mais
distante geneticamente (Figura 3).
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_48{_'— Trichogramma pretiosum TPAES
7% Trichogramma pretiosum TPPARS

Trichogramma pretiosum TPRMT

91

44

L— Trichogramma pretiosum TPCVMT

Trichogramma pretiosum TPSPMT

—Trichogramma pretiosum TPPPE

Trichogramma pretiosum TPMVCE

R Trichogramma pretiosum TPPPB

Trichogramma pretiosum TPPPMT
7%

Trichogramma pretiosum TPJSP

Trichogramma pretiosum TPPLMT

p—
0.005

Distancia genética
Figura 3. Dendrograma a partir do método NJ com bootstrap de 1000 replicacdes,
agrupando as sequéncias obtidas.
De modo geral, a semelhanca genética entre os grupos determinados, é devida,
possivelmente, pelo fato de estas populacdes estarem inseridas em éareas de cultivo e

aspectos ecolégicos semelhantes.

6.5.9. Teste de Mantel para a regido ITS2 do DNA ribossomal

O teste de Mantel foi utilizado para verficar a correlagdo entre distancia genética e
distancia geografica (Tabelas 9 e 10), respectivamente, das populacdes de T. pretiosum. A
distdncia geografica ndo afetou a similaridade ou dessimilaridade genética entre o0s
parasitdides, ndo existindo diferencas significativas entre distancia geografica e a
similaridade genética das amostras de T. pretiosum, nas localidades coletadas: o coeficiente
de correlacdo obtido foi negativo e ndo significativo (r = -0,39), inferior ao valor critico
gerado pelo programa Mantel (P<0,05), ndo existindo, portanto, autocorrelagdo espacial.
Dessa forma, as comparagOes entre as amostras de T. pretiosum confirmam ser a mesma
especie, apesar do isolamento geogréafico, confirmando a identificagdo morfoldgica, como

sendo, de fato, T. pretiosum.
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Tabela 10. Matriz da distancia geogréfica para populaces de T. pretiosum em 11

localidades, valores expressos em kildmetros.

Amostras TPCVMT TPSPMT TPPLMT TPRMT TPPPMT TPPPB TPPPE TPMVCE TPJSP TPAES TPPARS

TPCVMT 0,00

TPSPMT 155,95 0,00

TPPLMT 93,60 138,60 0,00

TPRMT 117,60 38,40 107,80 0,00

TPPPMT 141,00 18,60 119,90 24,10 0,00

TPPPB 2169,00  2164,90 2084,40 2161,80 2154,20 0,00

TPPPE 1734,00 172480  1647,87 1722,64 17145 442,45 0,00

TPMVCE  1976,00 1978,33  1893,07 1973,48 1966,96 207,31 282,11 0,00

TPJSP 962,36 817,83 894,26 851,76 827,67 1980,20 1563,2 184538 0,00

TPAES 1553,97 143539  1468,26 1461,81 1439,65 1596,60 1269,90 1526,23 707,50 0,00

TPPARS 1662,11 151129 164145 154911 1528,92 294750 2553,6 2833,44 1019,00 1418,30 0,00
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6.6. Conclustes

1. Asamostras coletadas sdo indistinguiveis em termos moleculares, sugerindo ser a
mesma espécie, confirmando a identificacdo baseada em dados morfoldgicos

para a espécie T. pretiosum.

2. O distanciamento geografico ndo alterou o grau de semelhancas entre as

populacdes de T. pretiosum estudadas.
3. O sequenciamento da regido ITS2 do DNA ribossomico nuclear foi uma

importante ferramenta para verificar as similaridades e dessimilaridades entre as

populacdes de T. pretiosum estudadas.
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7. CAPITULO Il

Deteccao de Bactérias do Género Wolbachia em Populacdes de
Trichogramma pretiosum Riley, 1879

(Hymenoptera:Trichogrammatidae)
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7.1. Resumo

Espécies do género Wolbachia sdo simbiontes facultativos comuns aos artropodes e estéo
relacionadas a manipulacdo do sistema de reproducdo, podendo induzir alteracdes
reprodutivas. A deteccdo da presenga desse simbionte em novas espécies de Trichogramma
podera contribuir para formacdo de novos grupos de Wolbachia associados a
Trichogramma, além de possibilitar estudos da relacdo simbionte-parasitdide e permitir a
selecdo de populacdes a serem utilizadas em programas de controle bioldgico aplicado.
Este trabalho teve por objetivo detectar em populagdes de Trichogramma pretiosum
bactérias do género Wolbachia coletadas em diferentes regides geograficas do Brasil.
Cinco espécimes de Trichogramma pretiosum de cada populacdo foram homogeneizadas
em 100 pl chelex 5% e 4 ul de proteinase K. Na reacdo de PCR as amplificacBes foram
realizadas com primers especificos (wsp), com um volume final da reacdo de 25 pl. O
tamanho dos produtos de PCR foi determinado utilizando um marcador de peso molecular
de 100 pb, sendo utilizado um controle negativo (sem DNA) e um controle positivo (com
Wolbachia). Foi detectada a presenca da endobactéria com base na amplificacdo do
fragmento com aproximadamente 600 pb. Das populacdes analisadas, a presenca da
endobactéria ocorreu na populacdo proveniente do Estado do Espirito Santo, sendo o
primeiro registro local da presenca de Wolbachia para a espécie.

Palavras - chave: Proteobactéria, simbionte, parasitdide.
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7.2. Abstract

Species of the genus Wolbachia are facultative symbionts common to arthropods and are
related to the manipulation of the reproductive system and may cause reproductive
disturbances. Detecting the presence of this symbiont in new species of Trichogramma may
possibly contribute to the formation of new groups of Wolbachia associated to
Trichogramma, in addition to enabling the study of parasitoid-symbiont relations and allow
the selection of populations for use in applied biological control programs. This work
aimed to detect in populations of Trichogramma pretiosum bacteria of the genus
Wolbachia in different geographic regions of Brazil. Five specimens of Trichogramma
pretiosum from each population were homogenized in 100 pl chelex 5% and 4 pl of
proteinase K. The PCR amplifications were run with specific wsp primers, with a final
reaction volume of 25 pl. The size of the PCR products was determined using a 100 bp
molecular weight marker, having used a negative control (without Wolbachia DNA) and a
positive control (with Wolbachia DNA). The presence of the endobacteria, based on
amplification of the fragment with approximately 600 bp, was detected. From the analyzed
populations, the presence of the endobacteria was found in the population from the state of
Espirito Santo, being the first local record of the presence of Wolbachia in this species.

Keywords: Proteobacteria, symbiont, parasitoid.
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7.3. Introducéo

Espécies do género Wolbachia séo bactérias intracelulares que tém sido encontradas
na maioria dos artropodes (Werren et al., 1995). Seu primeiro relato foi feito nas células do
tecido reprodutivo do mosquito Culex pipiens Linnaeus, 1758 (Diptera: Culicidae) (Hertig e
Wolbach, 1924).

Sdo transmitidas através do citoplasma do ovo materno de seus hospedeiros para
prole (transmissdo vertical), assim como pela heranca mitocondrial. Porém, a transmisséo
horizontal também foi sugerida como um possivel mecanismo, a partir de isolados idénticos
ou quase idénticos na sequéncia dos genes ftsZ (de ciclo celular) e wsp (de proteina de
superficie) obtidos de hospedeiros das diferentes ordens (Coleoptera, Diptera, Hymenoptera
e Lepidoptera) (Stouthamer, 1990). Inimeros estudos sdo realizados com estas bactérias
devido as alteracGes reprodutivas que podem causar em seus hospedeiros, como a
incompatibilidade citoplasmatica (IC) (O’ Neill e Karr, 1990), a inducdo de paternogénese
(Stouthamer, 1990), a feminizacdo e morte de machos (Rousset et al., 1992). Essas
bactérias endosimbiontes, além de provocarem alteracdes na reproducdo, podem alterar
varios atributos biolégicos do hospedeiro, afetando sua aptiddo bioldgica (Werren, 1997).
Podem afetar processos evolutivos incluindo selecdo sexual (Jiggins et al., 2000),
determinacédo sexual (Rigaud et al., 1997) e especiacdo (Bordenstein et al., 2006) em seus
hospedeiros artropodes.

Foram encontradas espécies do género Wolbachia em 76% dos artropodes
(Jeyaprakash e Hoy, 2000) e extrapolacdes dessas estimativas sugerem que milhdes de
espécies de insetos podem estar infectadas por Wolbachia, fazendo desta bactéria um dos
principais parasitas dos insetos (Shoemaker et al., 2003).

A combinacdo do uso de primers e as anélises com base em filogenética molecular,
possibilitaram que as espécies do género Wolbachia fossem divididas em onze supergrupos
(A-K) (Lo etal., 2002., Ros et al., 2009).
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Muitos autores discutem a possibilidade do uso dessas endobactérias em programas
de controle bioldgico (Martins et al., 2007). Sua ocorréncia em popula¢des naturais pode
ser um fator importante em termos de controle, existindo grande interesse na possivel
utilizacdo desta endobactéria em controle biologico (Beard et al., 1993; Stouthamer, 1993;
Girin e Bouletreau, 1995). Como as endobactérias atuam na reproducdo dos insetos
hospedeiros podem aumentar a taxa relativa de transmissdo de linhagens infectadas
(O’Neill et al., 1992; Bandi et al., 1998; Stouthamer et al., 1999).

A necessidade do uso de critérios adequados para avaliar a qualidade do parasitoide,
antes de serem liberados é um pré-requisito para o sucesso no controle biolégico. Embora
um grande numero de trabalhos tenha sido efeitos para melhorar as estratégias de controle
bioldgico, pouco tém sido estudado em espécies do género Trichogramma infectadas com
essas bactérias do género Wolbachia, sendo poucos os estudos feitos para testar o
desempenho de vespas infectadas com essas bactérias em comparacdo com aquelas livres
da infeccdo (Almeida et al., 2010). O uso de formas partenogenéticas e suas vantagens no
controle bioldgico de insetos pragas tem sido sugeridas (Almeida, et al., 2010).

Assim, dado o potencial de Trichogramma como agente de controle bioldgico e o
papel desses simbiontes em sua biologia, esse trabalho teve como objetivo verificar a
presenca de bactérias do género Wolbachia em popula¢bes de Trichogramma pretiosum

encontradas no Brasil.
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7.4. Material e Métodos

7.4.1. Obtencgéo das amostras de Trichogramma pretiosum

As populacdes de Trichogramma pretiosum utilizadas no estudo foram obtidas de
oito localidades do Brasil (Tabela 1) e conduzidas ao Laboratério de Entomologia da
Embrapa Algoddo, Campina Grande, PB. Amostras das populagdes foram encaminhadas
para a taxonomista em Trichogrammatidae, Dra. Ranyse Barbosa Querino (Embrapa Meio-
Norte), para confirmacdo da espécie. Os estudos moleculares foram realizados no
laboratério de Biotecnologia da Embrapa-Algoddo - Campina Grande. Utilizou-se uma
populacdo de T. pretiosum origindria do México (Obtida do Laboratério de Entomologia da
Universidade de Wageningen, Holanda), (Almeida, 2004), como controle positivo contendo
Wolbachia.

Tabela 1. Amostras de Trichogramma pretiosum de oito localidades do Brasil

Regiéo Municipio /Estado Amostras

Centro-Oeste  Pedra Preta/Mato Grosso

TPPPMT
Nordeste Bahia TPBA
Patos/Paraiba TPPPB
Petrolina/Pernambuco TPPPE

Misséo velha/Ceara TPMVCE
Sudeste Jaboticabal/ S&o Paulo TPJSP
Alegre/Espirito Santo TPPES

Sul Porto Alegre/Rio Grande do Sul TPPARS
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7.4.2. Extracdo de DNA e PCR para deteccdo de Wolbachia em
Trichogramma pretiosum

Cinco espécimes de Trichogramma pretiosum de cada amostra foram
homogeneizadas em 100 pl chelex 5% e 4 pl de proteinase K. O homogenato foi incubado
em banho-maria a 56° C por 6 horas, seguido de 10 minutos a 95° C.

As reacOes de amplificacdes foram realizadas por PCR utilizando-se os primers

especificos (Tabela 2).

Tabela 2. Primers usados nas reacdes de PCR (Braig et al., 1998)

Primer Sequéncia (5° — 3°)
wsp - 81F TGGTCCAATAATAAGTGATGAAGAAAC
wsp - 691R AAAAATTAAACGCTACTCCA

Em um tubo tipo eppendorf foram misturados os componentes nos volumes
especificados (Tabela 3). Na reacdo de PCR foi utilizado um controle negativo sem DNA e

0 restante dos componentes e um controle positivo para Wolbachia.

Tabela 3. Componentes e volumes utilizados na preparagéo das reacoes de PCR

Constituintes da reacdo de PCR Volume utilizado
Tampao de reacdo 10X 2,5 ul

dNTP’s 0,5 ul

Primer Forward 0,5 ul

Primer Reverse 0,5 ul

DNA genbémico 2,5 ul

H20 16,70 pl

Tag DNA polimerase 0,25 pl

MgCl, 2,0 ul

As amplificagbes foram realizadas com volume final da reacdo de 25 pl em um
termociclador programado para 94° C por 3 min, seguido por 40 ciclos a 94° C por 1 min,
50° C por 1 min, 72° C por 1 min e um ciclo final de 72° C por 5 min. Apos o ultimo ciclo,
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as amostras permaneceram estocadas a 4°C no termociclador até serem armazenadas em
freezer a 0°C (Almeida, 2004).

Para a andlise do produto da reacdo, uma aliquota de 10 pl foi removida e submetida
a eletroforese em gel de agarose 0,8% no tampado tris-Borato-EDTA / TBE (Tris 0,089 M;
Acido bérico 0,0089 M; EDTA 0,002 M, pH 8,3) 1,0X, corado com Sybr Green, com
corrida eletroforética realizada a uma voltagem constante de 100V e visualizado em um
transiluminador de ultravioleta. O tamanho dos produtos de PCR foi determinado
utilizando um marcador de peso molecular de 100 pb. O fragmento amplificado pelos
iniciadores wsp 81 F e wsp 691 R na deteccédo de bactérias do género Wolbachia (Obtida do
Laboratério de Entomologia da Universidade de Wageningen, Holanda), utilizado como

controle positivo foi sequenciado para confirmar a sua presenca.
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7.5. Resultados e Discuss&o

A deteccdo de bactérias do género Wolbachia em amostras de Trichogramma
pretiosum coletadas no Brasil, foi visualizada com base na amplificacdo do fragmento do
gene wsp, com banda de aproximadamente 600 pb. A deteccdo da infecgéo por Wolbachia
tem se baseado em grande parte com a amplificacdo de DNA utilizando alelo-especifico em
reacdo de cadeia da polimerase (Almeida et al., 2001).

Das populacdes analisadas, a presenca da endobactéria ocorreu apenas na populacao
proveniente do Estado do Espirito Santo correspondente a amostra 6 e 1 - TPAES (Figura
1. A, B), sendo o primeiro registro de Wolbachia para a espécie no local.

Em populacGes naturais deve ser obrigatoriamente necessaria uma reamplificacao
da reacdo de PCR em estudo da prevaléncia de infeccdo por bactérias do género Wolbachia,
pois resultados falsos negativos podem ocorrer e levar a uma interpretacdo errbnea
(Nogueira, 2006).

A
34 s = GRS Bt ok CN

600 pb

Figura 1. A - Reacdo de PCR de amostras de T. Pretiosum, (Colunas de 1 a 8), sendo (M) o
marcador de peso molecular (100 pb); 1- TPPPMT; 2 - TPBA; 3 - TPPPB; 4 - TPPPE; 5 -
TPMVCE; 6 - TPAES; 7- TPJSP; 8 - TPPARS; C + Controle Positivo e CN - Controle
Negativo (amostra sem DNA). B - Reamplificacdo para confirmacdo da presenca da
bactéria do género Wolbachia, sendo (M) o marcador de peso molecular (100 pb); 1 -
amostra de TPAES; C + Controle Positivo, CN Controle Negativo (amostra sem DNA).
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Os estudos com informagdes sobre as espécies infectadas por bactérias do género
Wolbachia vém ganhando atencdo na comunidade cientifica na América do sul,
especialmente no Brasil e espera-se que 0 numero de espécies infectadas, principalmente de
artropodes por Wolbachia seja muito alto (Almerdo, 2009). Apesar das descobertas e
avancos, as investigacdes acerca da presenca de bactérias do género Wolbachia em espécies
de Trichogramma no Brasil ainda séo escassas.

Almeida et al. (2001) identificaram pela primeira vez, a presenca de Wolbachia
induzindo partenogénse em uma populagdo de T. pretiosum coletada em Santa
Catarina/Brasil, sendo sugerida populagfes partenogenéticas no controle bioldgico de
insetos pragas (Almeida, et al., 2010). Ciociola Jr. et al. (2001) que também identificaram
pela primeira vez no Brasil, no municipio de Sete Lagoas/Minas Gerais de clima tropical de
altitude, com temperatura mais amena a presenca de Wolbachia em uma populacdo de
Trichogramma atapovirilia Oatman e Platner, 1983 (Hymenoptera: Trichogrammatidae),
por meio da técnica de PCR com o primer especifico wsp. E importante ressaltar que a
presenca de Wolbachia em espécies de Trichogramma em um pais de clima de tropical,
com temperaturas elevadas, faz com que as populagdes de Trichogramma inicialmente
telitocas passem a ser sexuadas, pois essas endobactérias ndo suportam calor (Ciociola Jr. et
al., 2001). Entretanto Pintureau et al. (1999) estudando o efeito de altas temperaturas em
populagcdes de Trichogramma cordubensis Vargas e Cabello, 1985 (Hymenoptera:
Trichogrammatidae), concluiram que existem possibilidades de adaptacdo dessas

populacdes a altas temperaturas.
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7.6. Conclusio

A amplificacdo utilizando a técnica de PCR de um fragmento do gene wsp,
confirmou a presenca da bactéria do género Wolbachia em populacdo de Trichogramma

pretiosum encontrada no Espirito Santo.
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Sugestiies para novas pesquisas

8. SUGESTOES PARA NOVAS PESQUISAS

« Estudos utilizando dados combinados com caracteres morfologicos e moleculares devem
ser realizados, para que sejam resolvidas duvidas taxondmicas em espécies cripticas de

Trichogramma.

» Ampliar o nimero de amostras de T. pretiosum e das demais espécies de Trichogramma
em diversas culturas agricolas e em areas de reservas florestais, com realizacdo de coletas
em todas as regides do Brasil, onde essas espécies ainda ndo foram relatadas, proporcionara

uma maior visdo de sua diversidade.

* Outras técnicas de biologia molecular, como Microsatélite, devem ser testadas e
comparadas, a fim de confirmar ainda mais a proximidade entre as populacdes de

Trichogramma pretiosum.
« Ampliar o nimero de amostras de T. pretiosum e demais espécies de Trichogramma, para
seja possivel verificar a existéncia de bactérias do género Wolbachia, onde ainda nédo foi

relatada.

* Realizar estudos em laboratério sobre o comportamento de espécies ou populacdes de

Trichogramma na presenca da bactéria do género Wolbachia.
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9. APENDICES

9.1. Sequéncias consenso obtidas da regidos ITS2 do DNA ribossomal de

espécies de Trichogramma estudadas alinhadas no BLAST/GenBank

Amostra Trichogramma galloi

Nilene A04 2x-T5 02
>gb|AY182764.1| Trichogramma galloi internal transcribed spacer 2, complete
sequence

Length=

Score

Identities

445

652 bits (353), Expect = 0.0

= 402/442 (91%), Gaps 4/442 (1%)

Strand=Plus/Minus

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct

9

442

67

382

126

323

186

263

246

203

306

143

366

83

426

23

GAG-AAG-AAGACTCATTCAACAAAATTTGACGAGCAAATTTTTATATTATCCGACCTAG

FEE ot rrrrrrrr e e e et e e e e e e e e e e e e
GAGAAAGAAAGACTCATTCAACAAAATTTGACGAGCAAATTTTTATATTATCCGAACTAG

CCGTACAgcgcgcgcgcgcgcgcgTTTCNATAACCGAATN-TNGGANGAGCNTGANCGTG

FEErrrrrrrrrrrrrerreerre e reerrrerrt ettt e i
CCGTACAGCGCGCGCGCGCGCGCGTTTCGATAACCGAATCAT -GGACGAGCCTGATCGTIG

TTCTAGCAGTNGGTCCGNTGCTCGANGAGGCGAGAAGCTCNGGGACTCGACGCANTACGA

FEErrrrrrr verrer rerrrrr rerrrerrrerr e e e et rrir
TTCTAGCAGTCGGTCCGCTGCTCGACGAGGCGAGAAGCTCCGGGACTCGACGCAGTACGA

TCGGAAGTTCTCGCGCTAAGCGAGAACTCTCCAAGNGGTAAGCGCGCGCACGCCAGCTAG

FEErrrrrrrrrrrrr e e e e e e e rerrt rerrrr e e e e e
TCGGAAGTTCTCGCGCTAAGCGAGAACTCTCCAAGCGGTAAGCGCGCGCACGCCAGCTAG

anaaannaaTTCATCTTTTTTCGTGCGTTTCGTNTGNGGCGACGCGTATCTCaaaaaaal

R R e R R R R R R R
ACGAACGAATTCATCTTITTTCTTGCGTTTCGTTTGAGGCGACGCGTATCTCAAAARAAC

CCGCGCACACACGNTGCTCTCNTACTCGNTACTACGTGAGTANTAGTGNTagagagagag

FErrrrrrrrrer teerrer teerrr e rerr et rrerr e e
CCGCGCACACACGCTGCTCTCTTACTCGCTACTACGTGAGTAGTAGTGCTAGAGAGAGAG

agatgtgcnngaganngagagagagTCNCGAGCGCCCANATNAACNCTCTCTCGNGAGAG

Feerrrrr rrer rrrrrrrrer e rererrrerr rr rer rrrr et rrir
AGATGTGCACGAGATTGAGAGAGAGTCACGAGCGCCCAGATCAACGCTCTCTCGCGAGAG

CAGTNGGGTTNNTTTTTATAAA 447

FEEE et el
CAGTCGGGTTCGTTTTTATARA 2

66

383

125

324

185

264

245

204

305

144

365

84

425

24
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Amostra Trichogramma pretiosum

>gb |DQ525178.1| Trichogramma pretiosum from USA 5.8S ribosomal RNA gene,
sequence;
and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

Length=

Score

526

internal transcribed spacer 2, complete sequence;

797 bits (431), Expect = 0.0
Identities

12/509 (2%)

= 482/509 (95%), Gaps

Strand=Plus/Minus

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct

7

504

65

445

125

386

185

326

245

266

305

206

363

148

423

88

482

30

CGAT-GAG-AAAAAGACTCGTTGTTGTTGTTCGAGCTAGCCAGGCGCTATAATAAAATCC

R R R R R R R R R RN
CGATCGAGAAAAAAGACTCGTTGTTGTTGTTCGAGCTAGCCAGGCGCTATAATARAAT -A

CCGAGAGCGCGNGNGCGCCTTTCTAGTGTACCGAATCATGGTACNAGCCTGATCGTGTAC

Frrrrerrer o rrrrrr e e e e ettt
GCGAGAGCGCGCGCGCGCCTTTCTAGTGTACCGAATCATGG-ACGAGCCTGATCGTGTAC

TGACAGTCGGTCCGCTGCTCGACGAGGCGAGAAGCTCCGGGACTCGAACGCAGAACGATC

FEErrrrrrrrrrrre e e e e et e e e e e e e e e e e e
TGACAGTCGGTCCGCTGCTCGACGAGGCGAGAAGCTCCGGGACTCGAACGCAGAACGATC

GGAAGTACTCGCGCGCTTTTACACACGTGAGTACTCTCCAAGCGGTAAGCGCGCGCGCCA

A
GGAAGTACTCGCGCGCTTTTACACACGTGAGTACTCTCCAAGCGGTAAGCGCGCGCGCCA

GCCAGACGAACGCCAATTCATCTTTTCTCTTGCGTTTCGTTTGAGGCGACGTGTCGCAGC

A NN
GCCAGACGAACGCCAATTCATCTTTTCTCTTGCGTTTCGTTTGAGGCGACGTGTCGCAGC

ACACGCACACTGCTGCTATACTCTGAGAGAGAGCAAGAGATAGTGTGTG--TGTGCGCGA

Frrrrrerrrrrrererrrreerrrrreerr rrrrrrrrrerr et
ACACGCACACTGCTGCTATACTCTGAGAGAG--CAAGAGATAGTGTGTGCGTGTGCGCGA

CACGAGCGCCCAGATCAACGCTCTCTCTTGCGAGAGAGCAGTCGGGTTCGTTTTTATAAA

FErrrrrrrrrrrrrrerre e e e e e e e et r e e e e e e
CACGAGCGCCCAGATCAACGCTCTCTCTTGCGAGAGAGCAGTCGGGTTCGTTTTTATAAA

CGACCCTCANCCAGGCGTGGTCCGGGAACNAGATCCGTGGACCGCAA-TGTGNTTTCNAA

A e N
CGACCCTCAGCCAGGCGTGGTCCGGGAACGAGATCCGTGGA--GCAAATGTGCGTTCTTT

ATGNCGATGTTCATGTGTCCTGCANTTCA 510

R
-TGTCAATGTTCATGTGTCCTGCAGTTCA 3

64

446

124

387

184

327

244

267

304

207

362

149

422

89

481

31

partial

79



Apéndices

Amostra Trichogramma exiguum

>gb|AY182769.1| Trichogramma exiguum internal transcribed spacer 2, complete
sequence

Length=

Score

Identities

381

527 bits (285), Expect = 3e-146

= 346/378 (92%), Gaps 11/378 (3%)

Strand=Plus/Minus

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct

25

374

79

315

139

256

259

136

319

77

379

19

AAG-AAGA-TCATTCGC-AAATTCGAGGTGGCCAA--tgtgtgtgtgtgtTTTTC-TCTN

FEE ot rrrrrr e rerrrrerr rerrert rrrrr e e e e
AAGAAAGACTCATTCGCAAAATTCGAGCTGGCCAATGTGTGTGTGTGTGTTTTTCAAC-A

CGCACGCGNGGGAACACATTCTAGAACCGAATCATGGGANGATTCNGATCGTGTGCTAGA

R N I e
CACACGCGCGCGCACACATTCTAGAACCGAATCAT-GGACGAGCCTGATCGTGTGCTAGA

AAANGGTCCGCTGCTCGTTTATGAGGCGAGAAGCTCCGGGACTCGACGCAGAACGATCGG

FEEEErrrrrr et er e e et e et e e e e e e e e
CGTCGGTCCGCTGCTCGTTTATGAGGCGAGAAGCTCCGGGACTCGACGCAGAACGATCGG

AAGTGCACGTTTTTNCACGAGCACTCTCCAAGNGNNAAGCGTGCGCGCCAGCCAGACGAA

Frrrrreer e errrreerrrrrrerrr rrrrr et e
AAGTGCACGCTTTTACACGAGCACTCTCCAAGCGGTAAGCGTGCGCGCCAGCCAGACGAA

GGAATTTCATCTTTTTTCTTGCGTTTCGTTTGAGGCGACGTATCCATCAACGCTCTCgag

Frrrrrerrrrrrerrrrrreerrrrrrerrrrrrer e et rrrrrrrrr
GGAATTTCATCTTTTTTCTTGCGTTTCGTTTGAGGCGACGTATCCATCG-CGCTCTCGAG

agagagagagagaTGGAGACGAGCGCCCAGATCAACGCTCTTCTCTTGCGAGAGAGCAGT

FEErrrrrrrrrrrrrrreerrrrr e et et e et e
AGAG-G-GAGAGATGGAGACGAGCGCCCAGATCAACGCTCTTCTCTTGCGAGAGAGCAGT

CGGGTTCGTTTTTATAAA 396

FEETEEEEEr el
CGGGTTCGTTTTTATAAA 2

78

316

138

257

198

197

258

137

318

78

378

20

80
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9.2. Sequéncias consenso da regido ITS2 do DNA ribossomal das amostras das

populacdes de Trichogramma pretiosum estudadas alinhadas no BLAST/GenBank

Trichogramma pretiosum — Amostra TPSPMT

Trichogramma pretiosum TPSPMT

>gb | JF306651.1|

2, partial sequence

Length=413
Score = 555 bits (300), Expect = le-154
Identities = 376/417 (90%), Gaps = 15/417 (4%)

Strand=Plus/Minus

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct

10

404

70

345

130

291

235

249

176

309

116

369

58

AAAGACTCGTTGTTGTTGTTCGAGCTAGCCAGGCGCTATAATAAAATAGTCGCNNNCGCG

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrer e et e [11]
AAAGACTCGTTGTTGTTGTTCGAGCTAGCCAGGCGCTATAATAAAATAG-CGAGAGCGCG

CGCGGGAAAANTCTAGNTGTACCGNAATCATGGNACGAGNNTCCATCGTGTACTGGAGAG

LI Frrrr rerrerr rerrrerr e rrrrrrrrer ot
CGCGCG-CCTTTCTAG-TGTACCG-AATCATGG-ACGAGCCT-GATCGTGTACT-GACAG

AANAAGATCCGCTGCTCGACGAGGCGAGAAGCTCCGGGNACTCGAACGCAGAACGATCGG

Forrrrrrrrrrererrrrre et e e et trr e e
--—TCGGTCCGCTGCTCGACGAGGCGAGAAGCTCCGGG-ACTCGAACGCAGAACGATCGG

AAGTACTCGCGTG-TTTNCACACACGTGAGTACTCTNCAAGNGGTAAGCGCGCGCGCCAG

FErrrrerrrr o rer o rrerrrrrr e e et rrrr e e
AAGTACTCGCGCGCTTT-TACACACGTGAGTACTCTCCAAGCGGTAAGCGCGCGCGCCAG

CCAGACGAACGCCAATTCATCTTTTCTCTTGCGTTTCGTTTGAGGCGACGTGTCGCAGCA

FEErrrrrrrrr et e et e e et e e e e et e e e e e e e
CCAGACGAACGCCAATTCATCTTTTCTCTTGCGTTTCGTTTGAGGCGACGTGTCGCAGCA

CACGCACACTGCTGCTATACTCTGAGAGAGAGCAAGAGATAGTGTGTGTGTGCGCGACAC

FErrrrrrrrrrrrrrerrerrreerreer rrrrrr e e e e e e
CACGCACACTGCTGCTATACTCTGAGAGAG--CAAGAGATAGTGTGIGTGTGCGCGACAC

GAGCGCCCAGATNAANGCTCTCTCTTGNGAGAGAGNANTCGGGTTNGTTTTTATaaa 425

FEErrrrrerrr tr rerr et e et rerrrrt b e e e
GAGCGCCCAGATCAACGCTCTCTCTTGCGAGAGAGCAGTCGGGTTCGTTTTTATAAA 2

Trichogramma pretiosum isolate 10A internal transcribed spacer

69

346

129

292

189

236

248

177

308

117

368

59

81
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Trichogramma pretiosum — Amostra TPPLMT

Trichogramma pretiosum TPPLMT

>gb | JF306651.1 |

2, partial sequence

Length=

Score

413

414 bits (224), Expect = 2e-112
Identities

= 297/338 (88%), Gaps 7/338 (2%)

Strand=Plus/Minus

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct

6

411

66

352

125

295

185

235

245

175

305

115

CGACGAGAAAAGACTCGTTGTTGTTGTTCGAGCTAGCCAGGCGCTATAATAAAACNNNGA

Ler e rrrrrrrrrrrrr e rrrr e e e Il
CGA-GAAAAAAGACTCGTTGTTGTTGTTCGAGCTAGCCAGGCGCTATAATAAAATAGCGA

GAGCGGGNNNAAAGCCTTTCTAGTGTACCGAATCATGGTTCNCNG-NTGATCGNGGaaan

LT T N N N
GAGCGCG-CGCGCGCCTTTCTAGTGTACCGAATCATGG-AC-GAGCCTGATCGTGTACTG

anaGTCGGTCCGCTGCTCGACGAGGCGAGAAGCTCCGGGACTCGAACGCAGAACGATCGG

Lot rrrrrrrerrrrrreer et e et e et e
ACAGTCGGTCCGCTGCTCGACGAGGCGAGAAGCTCCGGGACTCGAACGCAGAACGATCGG

AAGTACTTTTNCCCCTTTACACACGTGNGGAAAANACAAGCGGTAAGCGCGCGCGCCAGC

ERREN ol rrrrrrrrrrrr 1ol FEEETTEEErrrr e
AAGTACTCGCGCGCTTTTACACACGTGAGTACTCTCCAAGCGGTAAGCGCGCGCGCCAGC

CAGACGAACGCCAATTCATCTTTTCTCTTGCGTTTCGTTTGAGGCGACGTGTCGCAGCAC

A
CAGACGAACGCCAATTCATCTTTTCTCTTGCGTTTCGTTTGAGGCGACGTGTCGCAGCAC

ACGCACACTGCTGCTATACTCTgagagagagcaagaga 342

FErrrrrrrrrrrererrrreerrrrrer e
ACGCACACTGCTGCTATACTCTGAGAGAG--CAAGAGA 80

Trichogramma pretiosum isolate 10A internal transcribed spacer

65

353

124

296

184

236

244

176

304

116

82
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Trichogramma pretiosum — Amostra TPPRMT

>gb |DQ525178.1| Trichogramma pretiosum from USA 5.8S ribosomal RNA gene,
sequence;
and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

internal transcribed spacer 2, complete sequence;

Length=526
Score = 721 bits (390), Expect = 0.0
Identities = 471/507 (93%), Gaps = 24/507 (5%)

Strand=Plus/Minus

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct

1

491

59

433

119

381

179

324

239

264

299

204

354

144

414

84

473

27

AGACTCGTTGTTGTTGTTCGAGCTAGCCA-GAGCTATAATAAAATAGCGTAG-NCNGCGC

Frrrrrerrrrrrererrrreerrrrrer o rrrerrrrrrerrrrrr o re b
AGACTCGTTGTTGTTGTTCGAGCTAGCCAGGCGCTATAATAAAATAGCG-AGAGC-GCGC

GCGCGCNTANATCTAGNTGTACCGNAATCATGGNACGAGCCTGTNTCGTGNTACTGNACA

LRI FEErr rrrrrrr rrrrrerr rererrrrr o rrrrr rerrr
GCGCGCCT--TTCTAG-TGTACCG-AATCATGG-ACGAGCCTG-ATCGTG-TACTG-ACA

GATCGGATCCGCTGCTCGACGAGGCGAGAAGCTCCGGGNACTCGAACGCAGAACGATCGG

Lottt rrrrrrrrrrrrreerrrrrrrr e et e et e
G-TCGG-TCCGCTGCTCGACGAGGCGAGAAGCTCCGGG-ACTCGAACGCAGAACGATCGG

AAGTACTCGCGCGCTTTTACACACGTGAGTACTCTCCAAGCGGTAAGCGCGCGCGCCAGC

A
AAGTACTCGCGCGCTTTTACACACGTGAGTACTCTCCAAGCGGTAAGCGCGCGCGCCAGC

CAGACGAACGCCAATTCATCTTTTCTCTTGCGTTTCGTTTGAGGCGACGTGTCGCAGCAC

A
CAGACGAACGCCAATTCATCTTTTCTCTTGCGTTTCGTTTGAGGCGACGTGTCGCAGCAC

ACACGCAC-ACTGCTATACTCTGAGAGAGCAAGAGAT-G-GTGT--GTGTGCGCGACACG

L ree o rrrrrrrrrreerrrrrrerrrrrrer et et e
ACGCACACTGCTGCTATACTCTGAGAGAGCAAGAGATAGTGTGTGCGTGTGCGCGACACG

AGCGCCCAGATCAACGCTCTCTCTTGCGAGAGAGCAGTCGGGTTCGTTTTTATAAACGAC

FEErrrrrrrrr et e et e e et e e e e et e e e e e e e
AGCGCCCAGATCAACGCTCTCTCTTGCGAGAGAGCAGTCGGGTTCGTTTTTATAAACGAC

CCTCAGCCAGGCGTGGTCCGGGAACGAGATCCGTGGACCGCAA-TGTGCGTTCGAAATGT

CEErrrrrrrr e et e e e e e e e et rrrt rrrrrrrrd 11
CCTCAGCCAGGCGTGGTCCGGGAACGAGATCCGTGGA-~GCAAATGTGCGITCTTT-TGT

CGATGTTCATGTGTCCTGCAGTTCACA 499

Frrrrr e e rnd
CAATGTTCATGTGTCCTGCAGTTCACA 1

58

434

118

382

178

325

238

265

298

205

353

145

413

85

472

28

partial

83



Apéndices

Trichogramma pretiosum — Amostra TPPPMT

>gb |DQ525178.1| Trichogramma pretiosum from USA 5.8S ribosomal RNA gene,
sequence;
and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

internal transcribed spacer 2, complete sequence;

Length=526
Score = 717 bits (388), Expect = 0.0
Identities = 432/455 (95%), Gaps = 11/455 (2%)

Strand=Plus/Minus

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct

6

500

66

442

125

384

185

324

245

264

305

204

363

146

423

86

CGACGAGAAAAGACTCGTTGTTGTTGTTCGAGCTAGCCAGGCGCTATAATAAAATCTCCG

Fer b rrrrrrrrrrrrr e rrr e e e e Il
CGA-GAAAAAAGACTCGTTGTTGTTGTTCGAGCTAGCCAGGCGCTATAATAAAAT-AGCG

AGAGCGCGNGCGCGCCTTTCTAGTGTACCGAATCATGGTANC-AGCCTGATCGTGTACTG

Frrrrrer rrerererrrreerrrrrrerrrrrrerr ot e e
AGAGCGCGCGCGCGCCTTTCTAGTGTACCGAATCATGG-A-CGAGCCTGATCGTGTACTG

ACAGTCGGTCCGCTGCTCGACGAGGCGAGAAGCTCCGGGACTCGAACGCAGAACGATCGG

A
ACAGTCGGTCCGCTGCTCGACGAGGCGAGAAGCTCCGGGACTCGAACGCAGAACGATCGG

AAGTACTCNCGCNCTTTTACACACGTGAGTACTCTCCAAGCGGTAAGCGCGCGCGCCAGC

FErrrrer trr rrerrrreerrrrr e et e et e e
AAGTACTCGCGCGCTTTTACACACGTGAGTACTCTCCAAGCGGTAAGCGCGCGCGCCAGC

CAGACNAACGCCAATTCATCTTTTCTCTTGCGTTTCGTTTGAGGCGACGTGTCGCAGCAC

A
CAGACGAACGCCAATTCATCTTTTCTCTTGCGTTTCGTTTGAGGCGACGTGTCGCAGCAC

ACGCACACTGCTGCTATACTCTGAGAGAGAGCAAGAGATAGTGTGTG--TGTGCGCGACA

Frrrrrerrrrrreeerrrreerrrrrer rrrrrrrrrrrer et rrrrrrrrrr
ACGCACACTGCTGCTATACTCTGAGAGAG--CAAGAGATAGTGTGTGCGTGTGCGCGACA

CGAGCGCCCAGATCAACGCTCTCTCTTGCGAGAGAGCAGTCGGGTTCGTTTTTATAAACN

FEErrrrr e e et e e e e et e e e e e e e e
CGAGCGCCCAGATCAACGCTCTCTCTTGCGAGAGAGCAGTCGGGTTCGTTITTATAAACG

ACCCTCANCCAGGNGTGGTNCGGGGNAACGAAATC 457

FEErrrr e rreet e rrrrt rd
ACCCTCAGCCAGGCGTGGTCCGGG--AACGAGATC 54

65

443

124

385

184

325

244

265

304

205

362

147

422

87

partial

84
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Trichogramma pretiosum — Amostra TPPPB

>gb | JF306651.1| Trichogramma pretiosum isolate 10A internal transcribed spacer
2, partial sequence

Length=413
Score = 610 bits (330), Expect = 3e-171
Identities = 378/408 (93%), Gaps = 7/408 (2%)

Strand=Plus/Minus

Query 12 AAAGA-TCGTTGTTGTTGTTCGAGCTAGCCAGGCGCTATAATAAAACNNNGAGAGCGNGG 70

FEEEE TR et et e e e e e e e e e e e FEEEEET
Sbjct 404 AAAGACTCGTTGTTGTTGTTCGAGCTAGCCAGGCGCTATAATAAAATAGCGAGAGCGCGC 345

Query 71 GAGCGCCTTTCTAGTGTACCGAATCATGGTNTC-NGCCTGNATCGTGTACTGACAGTCGG 129

Forrrrr et r el e RN
Sbjct 344 GCGCGCCTTTCTAGTGTACCGAATCATGG--ACGAGCCTG-ATCGTGTACTGACAGTICGG 288

Query 130 TCCGCTGCTCGACGAGGCGAGAAGCTCCGGGACTCGAACGCAGAACGATCGGAAGTACTC 189

FEErrrrrrrrrrrre e e e e et e e e e e e e e e e e e
Sbjct 287 TCCGCTGCTCGACGAGGCGAGAAGCTCCGGGACTCGAACGCAGAACGATCGGAAGTACTC 228

Query 190 TNGCGCTTTTACACACGTGAGTACTCTCCAAGCGGTAAGCGCGCGCGCCAGCCAGACGAA 249

FEEEEEErrrr et e e e e e e e e e e e e e e et
Sbjct 227 GCGCGCTTTTACACACGTGAGTACTCTCCAAGCGGTAAGCGCGCGCGCCAGCCAGACGAA 168

Query 250 CGCCAATTCATCTTTTCTCTTGCGTTTCGTTTGAGGCGACGTGTCGCANCACACGCACAC 309

FEErrrrrrrrrrrrerrreerreerreerrerr e e e e e e
Sbjct 167 CGCCAATTCATCTTTTCTCTTGCGTTITCGITTGAGGCGACGTGTCGCAGCACACGCACAC 108

Query 310 TGCTGCTATACTCTGAGAGAGAGCAAGAGATAGTGTGTGTGTGCGNGACANGAGCGCCCA 369

FErrrrrrrrrrrrrerrrer rerrrrrrerrrerr e e et
Sbjct 107 TGCTGCTATACTCTGAGAGAG--CAAGAGATAGTGTGTGTGTGCGCGACACGAGCGCCCA 50

Query 370 NATNAACGCTCTCTCTTGNGanaaannagtagggttcgtttttanaaa 417

e RN
Sbjct 49  GATCAACGCTCTCTCTTGCGAGAGAGCAGTCGGGTTCGTTTTITATAAA 2

85
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Trichogramma pretiosum — Amostra TPPPE

>gb | JF306651.1|

2, partial sequence

Length=413
Score = 520 bits (281), Expect = 5e-144
Identities = 325/352 (92%), Gaps = 7/352 (2%)

Strand=Plus/Minus

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct

7

411

67

354

127

298

187

238

247

178

307

118

CGACGAGAAAAGACTCGTTGTTGTTGTTCGAGCTAGCCAGGCGCTATAATAAAATNCTCG

FEE b rrrrr et et e e e e et e e e e e [
CGA-GAAAAAAGACTCGTTGTTGTTGTTCGAGCTAGCCAGGCGCTATAATAAAAT-AGC~

GAGGAGCGCGNGNGACGCCTTTCTAGGTGTACCGAATCATGGACTCNNCCTGATCGTGTA

FEorrrrrrr o rerrrrr et e e RN RN
GA-GAGCGCGCGCG-CGCCTITTCTA-GTGTACCGAATCATGGAC-GAGCCTGATCGTGTA

CTGACAGTCGGTCCGCTGCTCGACNAGGCGAGAAGCTCCGGGACTCGAACGCANAACGAT

FEErrrrrrrrrrrreerre e rreerrerrrerrrrrrrrrr e e trrrr
CTGACAGTCGGTCCGCTGCTCGACGAGGCGAGAAGCTCCGGGACTCGAACGCAGAACGAT

CGGAAGTACTCGCGCGCTTTTACACACGTGAGTACTCTCCAAGCGGTAAGCGCGCGCGCC

FEErrrrrrrrrrrre e e e e et e e e e e e e e e e e e
CGGAAGTACTCGCGCGCTTTTACACACGTGAGTACTCTCCAAGCGGTAAGCGCGCGCGCC

AGCCAGACNAACGCCAATTCATCTTTTCTCTTGCGTTTCGTTTGAGGCGACGTGTCGCAG

FEErrrrr rrrrrrr e e e et e e e e e e e e e e e e
AGCCAGACGAACGCCAATTCATCTTITCTCTTGCGTTTCGTTTGAGGCGACGTGTCGCAG

CACACGCACACTGNTGNTATACTCTnananagaaaaanatantgtgtgtgtg 358

T T e e I I e e A B e e N R RN
CACACGCACACTGCTGCTATACTCTGAGAGAGCAAGAGATAGTGTGIGTGIG 67

Trichogramma pretiosum isolate 10A internal transcribed spacer

66

355

126

299

186

239

246

179

306

119

86
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Trichogramma pretiosum — Amostra TPMVCE

>gb | JF306651.1|

2, partial sequence

Length=413
Score = 547 bits (296), Expect = 2e-152
Identities = 322/340 (95%), Gaps = 3/340 (1%)

Strand=Plus/Minus

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct

404

67

345

127

286

187

226

247

307

106

AAAGACTCGTTGTTGTTGTTCGAGCTAGCCAGGCGCTATAATAAAAT-NCNGAGAGCGCG

FErrrrrrrrrrrrrrrrrerrrrerrerrrerrrerrrrrrreret ot e
AAAGACTCGITGTTGTTGTTCGAGCTAGCCAGGCGCTATAATAAAATAGC-GAGAGCGCG

NGCGCGCCTTTCTAGTGTACCGAATCATGGAACGNCCCTGATCGTGTACTGACAGTCGGT

Frrrrrrrrrrrerrrerrrerrrerer e rer e e e e e e
CGCGCGCCTTTCTAGTGTACCGAATCATGG-ACGAGCCTGATCGTGTACTGACAGTCGGT

CCGCTGCTCGACNAGGCGAGAAGCTCCGGGACTCGAACGCANAACGATCGGAAGTACTCG

FEErrrrrrrrr rrrrrrerr e e e e rerr e e et terr e e e
CCGCTGCTCGACGAGGCGAGAAGCTCCGGGACTCGAACGCAGAACGATCGGAAGTACTCG

CGCGCTTTTACACACGTGAGTACTCTCCAAGCGGTAAGCGCGCGCGCCAGCCAGACNAAC

FEErrrrrrrrrrrre e e e e et e et err e e e e e e e e e
CGCGCTTTTACACACGTGAGTACTCTCCAAGCGGTAAGCGCGCGCGCCAGCCAGACGAAC

GCCAATTCATCTTTTCTCTTGCGTTTCGTTTGAGGCGACGTGTCGCAGCACACGCACACT

FEErrrrrrrrrrrre e e e e et e e e e e e e e e e e e
GCCAATTCATCTITTTCTCTTGCGTTTCGTTTGAGGCGACGTGTCGCAGCACACGCACACT

GNTGNTATACTCTGananagaaaaanatantgtgtgtgtg 346

e R R
GCTGCTATACTCTGAGAGAGCAAGAGATAGTGTGIGTGIG 67

Trichogramma pretiosum isolate 10A internal transcribed spacer

346

126

287

186

227

246

167

306

107

87
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Trichogramma pretiosum — Amostra TPJSP

>gb |DQ525178.1| Trichogramma pretiosum from USA 5.8S ribosomal RNA gene,
sequence;
and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence
Length=526

Score

797 bits (431), Expect
Identities

internal transcribed spacer 2, complete sequence;

0.0
12/509 (2%)

= 482/509 (95%), Gaps

Strand=Plus/Minus

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct

7

504

65

445

125

386

185

326

245

266

305

206

363

148

423

88

482

30

CGAT-GAG-AAAAAGACTCGTTGTTGTTGTTCGAGCTAGCCAGGCGCTATAATAAAATCC

Frrrrre rrrrrrrrrrrrrrrrrr e et e e e e
CGATCGAGAAAAAAGACTCGTTGTTGTTGTTCGAGCTAGCCAGGCGCTATAATAAAAT-A

CCGAGAGCGCGNGNGCGCCTTTCTAGTGTACCGAATCATGGTACNAGCCTGATCGTGTAC

FEErrrrrrr o rerrrrerrrrrre e e re e rr rrr e e
GCGAGAGCGCGCGCGCGCCTTTCTAGTGTACCGAATCATGG-ACGAGCCTGATCGTGTAC

TGACAGTCGGTCCGCTGCTCGACGAGGCGAGAAGCTCCGGGACTCGAACGCAGAACGATC

A
TGACAGTCGGTCCGCTGCTCGACGAGGCGAGAAGCTCCGGGACTCGAACGCAGAACGATC

GGAAGTACTCGCGCGCTTTTACACACGTGAGTACTCTCCAAGCGGTAAGCGCGCGCGCCA

A
GGAAGTACTCGCGCGCTTTTACACACGTGAGTACTCTCCAAGCGGTAAGCGCGCGCGCCA

GCCAGACGAACGCCAATTCATCTTTTCTCTTGCGTTTCGTTTGAGGCGACGTGTCGCAGC

A
GCCAGACGAACGCCAATTCATCTTTTCTCTTGCGTTTCGTTTGAGGCGACGTGTCGCAGC

ACACGCACACTGCTGCTATACTCTGAGAGAGAGCAAGAGATAGTGTGTG--TGTGCGCGA

Frrrrrerrrrrrererrrreerrrrreerr rrrrrrrrrerr et
ACACGCACACTGCTGCTATACTCTGAGAGAG--CAAGAGATAGTGTGTGCGTGTGCGCGA

CACGAGCGCCCAGATCAACGCTCTCTCTTGCGAGAGAGCAGTCGGGTTCGTTTTTATAAA

FEErrrrrrrrr et e et e e et e e e e et e e e e e e e
CACGAGCGCCCAGATCAACGCTCTCTCTTGCGAGAGAGCAGTCGGGTTCGTTTTTATARAA

CGACCCTCANCCAGGCGTGGTCCGGGAACNAGATCCGTGGACCGCAA-TGTGNTTTCNAA

FEErrrrrr trrrrr et e et e e e teerreerrer ettt
CGACCCTCAGCCAGGCGTGGTCCGGGAACGAGATCCGTGGA-~GCAAATGTGCGTTCTTT

ATGNCGATGTTCATGTGTCCTGCANTTCA 510

L bt e et e
~TGTCAATGTTCATGTGTCCTGCAGTITCA 3

64

446

124

387

184

327

244

267

304

207

362

149

422

89

481

31

partial

88
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Trichogramma pretiosum — Amostra TPAES

ALIGNMENTS
>gb|U76226.1|TPU76226 Trichogramma pretiosum PRV4 rRNA gene, internally

transcribed

spacer

Length=

Score

Identities

2
409

573 bits (310), Expect

3e-160
= 359/389 (92%), Gaps = 6/389 (2%)

Strand=Plus/Minus

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct

407

63

350

123

292

183

232

243

172

303

112

363

52

CGAG-AAAAAGACTCGGTTGTTGTTGTTCGAGNTAGCCAGAGCTATAATAAAATAGCGNC

e rrerrrr e rerrrrrrrrrrrr et e e e e e e
CGAGAAAAAAGACTC-GTTGTTGTTGTTCGAGCTAGCCAGAGCTATAATAAAATAGCG-~

NNNNGCGCGCGGGGGGAAANNTAGTGTACCGAATCATGGNACGAGCCTTCNCGTGTACTG

FEEETEE bl FEETTTEEErrrrr et et LRI
-AGAGCGCGCGCGCGCCTTTCTAGTGTACCGAATCATGG-ACGAGCCTGATCGTGTACTG

ACNGANAGTCCGCTGCTCGACGAGGCGAGAAGCTCCGGGACTCGAACGCAGAACGATCGG

[ Frrrrerrrrrrerrrrrrrer et e et et e
ACAGTTGGTCCGCTGCTCGACGAGGCGAGAAGCTCCGGGACTCGAACGCAGAACGATCGG

AAGTACTCGCGCGCTTTTACACACGTGAGTACTCTCCAAGCGGTAAGCGCGCGCGCCAGC

A
AAGTACTCGCGCGCTTTTACACACGTGAGTACTCTCCAAGCGGTAAGCGCGCGCGCCAGC

CAGACNAACGCCAATTCATCTTTTCTCTTGCGTTTCGTTTGAGGCGACGTGTCGCAGCAC

A
CAGACGAACGCCAATTCATCTTTTCTCTTGCGTTTCGTTTGAGGCGACGTGTCGCAGCAC

ACACGCACACTGCTATACTCTGAGAGAGCAAGANATGGTGTGTGTGCGCGACACNAGCGC

FErrrrrrrrrrrrrr et e e e e e e terrrrrrrerr e et rrir
ACACGCACACTGCTATACTCTGAGAGAGCAAGAGATGGTGTGTGTGCGCGACACGAGCGC

CCANATCANCGCTCTCTCTTGCGAGAGAG 391

FEE P et el
CCAGATCAACGCTCTCTCTTGCGAGAGAG 24

62

351

122

293

182

233

242

173

302

113

362

53

89
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>gb|U76226.1|TPU76226 Trichogramma pretiosum PRV4 rRNA gene, internally

transcribed
spacer 2
Length=409
Score = 643 bits (348), Expect = 0.0
Identities = 392/415 (94%), Gaps = 9/415 (2%)

Strand=Plus/Minus

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct

7

407

67

351

126

295

186

235

246

175

306

115

366

55

CGACGANAAAAGACTCGGTTGGTTGTTGTTCGAGTCTAGCCAGAGCTATAATAAAATAGC

Ler ot rerrrrrrr e rrrrrrrrrrrrr rrrrrr e e e
CGA-GAAAAAAGACTC-GTT-GTTGTTGTTCGAG-CTAGCCAGAGCTATAATAAAATAGC

GNCNNNTGCGCGCGNG-GNAAATCTAGTGTACCGAATCATGGNACGAGCCTTCTCGTGTA

| FEETTEE 1 FErrrrerrrrrrererrrtr rerrrrer e
G---AGAGCGCGCGCGCGCCTTTCTAGTGTACCGAATCATGG-ACGAGCCTGATCGTGTA

CTGACAGTCNGTCCGCTGCTCGACGAGGCGAGAAGCTCCGGGACTCGAACGCAGAACGAT

Frerreer o rrrerrrrrrerrrrrr e et e et e e
CTGACAGTTGGTCCGCTGCTCGACGAGGCGAGAAGCTCCGGGACTCGAACGCAGAACGAT

CGGAAGTACTCGCGCGCTTTTACACACGTGAGTACTCTCCAAGCGGTAAGCGCGCGCGCC

A
CGGAAGTACTCGCGCGCTTTTACACACGTGAGTACTCTCCAAGCGGTAAGCGCGCGCGCC

AGCCAGACNAACGCCAATTCATCTTTTCTCTTGCGTTTCGTTTGAGGCGACGTGTCGCAG

Frrrrrer rrrrererrrreerrrrr et e et et
AGCCAGACGAACGCCAATTCATCTTTTCTCTTGCGTTTCGTTTGAGGCGACGTGTCGCAG

CACACACGCACACTGCTATACTCTGAGAGAGCAAGAGATGGTGTGTGTGCGCGACACGAG

A
CACACACGCACACTGCTATACTCTGAGAGAGCAAGAGATGGTGTGTGTGCGCGACACGAG

CGCCCAGATCAACGCTCTCTCTTGCGAGAGAGCAGTCGGGTTCGTTTTTATAAAC 420

FEEEErrrrrr et r e e e e e e e e e e e et
CGCCCAGATCAACGCTCTCTCTTGCGAGAGAGCAGTCGGGTTCGTTITTATAAAC 1

66

352

125

296

185

236

245

176

305

116

365

56

90
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>gb|DQ525178.1| Trichogramma pretiosum from USA 5.8S ribosomal RNA gene,
sequence;
and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

internal transcribed spacer 2, complete sequence;

Length=526
Score = 774 bits (419), Expect = 0.0
Identities = 477/505 (94%), Gaps = 14/505 (3%)

Strand=Plus/Minus

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct

6

499

64

440

124

382

184

322

244

262

304

202

359

142

419

82

478

25

GAG-AAAAAGACTCGTTGTTGTTGTTCGAGCTAGCCA-GAGCTATAATAAAATAGCGANC

FEE ot et e et e e e e e et e b e e e e
GAGAAAAAAGACTCGTITGTTGTTGTTCGAGCTAGCCAGGCGCTATAATAAAATAGCGA-G

NNCGCGCGCGCGNCTTTCTAGTGTACCGAATCATGGNACGAGCCTGCATCGTGTACTGAC

FEEEEErrrr rerr et e et e et e et e e et e et rrr et e
AGCGCGCGCGCGCCTTTCTAGTGTACCGAATCATGG-ACGAGCCTG-ATCGTGTACTGAC

AGTNNGTCCGCTGCTCGACGAGGCGAGAAGCTCCGGGACTCGAACGCAGAACGATCGGAA

FEE et et et e e e e e e et e e e e e e e e
AGTCGGTCCGCTGCTCGACGAGGCGAGAAGCTCCGGGACTCGAACGCAGAACGATCGGAA

GTACTCGCGCGCTTTTACACACGTGAGTACTCTCCAAGCGGTAAGCGCGCGCGCCAGCCA

FEErrrrrrrrrrrrrrrre e e et e e e e e e e e e e e e
GTACTCGCGCGCTTTTACACACGTGAGTACTCTCCAAGCGGTAAGCGCGCGCGCCAGCCA

GACGAACGCCAATTCATCTTTTCTCTTGCGTTTCGTTTGAGGCGACGTGTCGCAGCACAC

FEErrrrrrrrrrrre e e e e et e e e e e e e e e e e e
GACGAACGCCAATTCATCTTTTCTCTTGCGTTTCGTTTGAGGCGACGTGTCGCAGCACAC

ACGCAC-ACTGCTATACTCTGAGAGAGCAAGAGAT-G-GTGT--GTGTGCGCGACACGAG

Forrr rrrrrrrrrrrr e rrrr e e rr et rrr e
GCACACTGCTGCTATACTCTGAGAGAGCAAGAGATAGTGTGTGCGTGTGCGCGACACGAG

CGCCCAGATCAACGCTCTCTCTTGCGAGAGAGCAGTCGGGTTCGTTTTTATAAACGACCC

FEErrrrrrrrrrrrrerrrrrrr et e e e e e e e e e e e e
CGCCCAGATCAACGCTCTCTCTTGCGAGAGAGCAGTCGGGTTCGTTTTTATAAACGACCC

TCAGCCAGGCGTGGTCCGGGAACGAGATCCGTGGACCGCAA-TGTGCGTTCGAAATGTCG

A AN L
TCAGCCAGGCGTGGTCCGGGAACGAGATCCGTGGA--GCAAATGTGCGTTCTTT-TGTCA

ATGTTCATGTGTCCTGCAGTTCACA 502

FEEEEErrrrr e el
ATGTTCATGTGTCCTGCAGTTCACA 1

63

441

123

383

183

323

243

263

303

203

358

143

418

83

4717

26

partial

91
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