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RESUMO

CALADO, V.R.F. Universidade Federal da Grande Dourados, fevereiro 2015. Metodos
moleculares e caracteristicas biologicas de Trichospilus diatraeae e Palmistichus
elaeisis (Hymenoptera: Eulophidae). Orientador: Fabricio Fagundes Pereira.

Trichospilus diatraeae Cherian & Margabandhu e Palmistichus elaeisis Delvare &
LaSalle (Hymenoptera: Eulophidae) sdo endoparasitoides pupais, preferencialmente de
lepidopteros e, tem potencial para serem utilizados exclusivamente ou associados a
outros parasitoides, visando o controle de insetos-praga em diferentes culturas agricolas
e florestais. A técnica de producéo desses parasitoides é conhecida, porém nada se sabe
sobre a qualidade dos insetos produzidos apOs vérias geracfes em laboratorio. O
objetivo foi comparar caracteristicas bioldgicas de trés populacdes de T. diatraeae e de
P. elaeisis criados em pupas de Diatraea saccharalis (Fabricius) (Lepidoptera:
Crambidae) por vinte geracdes. Nas geracdes F1, F5, F10, F15 e F20, de cada
parasitoide, a duracdo do ciclo de vida (ovo-adulto), as porcentagens de parasitismo e de
emergéncia, 0 nuimero de parasitoides emergidos por pupa, a longevidade dos
descendentes, a razdo sexual foram avaliados. Além disso, foi avaliado dois protocolos
de extracdo de DNA e a transferibilidade de marcadores moleculares para otimizagéo
das andlises genéticas. A criacdo de T. diatraeae e P. elaeisis em pupas de D.
saccharalis por 20 geracGes sucessivas ndo afetou o parasitismo e a razdo sexual de seus
descendentes. Houve variagfes na progénie, porém o ciclo de vida, a longevidade e o
tamanho da capsula cefalica dos parasitoides se mantiveram em niveis bons, ou seja,
auséncia de reducgbes drasticas das variaveis bioldgicas. O protocolo A (Chelex®) é
possivel e vidvel de ser utilizada, a otimizacdo desta técnica permitiu utilizar as
amostras de DNA de T. diatraeae e P. elaeisis na reacdo de PCR com resultados
satisfatorios. Em T. diatraeae e P. elaeisi criados em laboratério foram encontrados
polimorfismo em dois marcadores microssatélites, o que indica que podem ser
consideradas como marcadores para ser aplicados na identificacdo de individuos
pertecentes a mesma familia.

Palavras Chave: Parasitoides, criagdo massal, extracdo de DNA, transferabilidade

microssatélites.
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ABSTRACT

CALADO, V.R.F. Universidade Federal da Grande Dourados, February 2015.
Molecular methods and biological characteristics of Trichospilus diatraeae and
Palmistichus elaeisis (Hymenoptera: Eulophidae). Advisor: Fabricio Fagundes
Pereira.

Trichospilus diatraeae Cherian & Margabandhu e Palmistichus elaeisis Delvare
&LaSalle (Hymenoptera: Eulophidae) are endoparasitoids pupal, preferably
lepidopteran and has the potential to be used exclusively or associated with other
parasitoids, for the control of insect pests in different agricultural and forest crops. The
mass rearing of these parasitoids is known, but nothing is known about the quality of
the insects produced after several generations in the laboratory. The objective of this
study is to compare biological characteristics of three populations of Trichospilus
diatraeae and Palmistichus elaeisis created in pupae of D. saccharalis for twenty
generations and to evaluate possible changes in the genetic variability of these
parasitoids using molecular markers. In F1, F5, F10, F15 and F20, each parasitoid, the
duration of the life cycle, the parasitism, emergence percentage, the number of
parasitoids emerged per pupa, longevity of the children, the sex ratio were evaluated,
was also evaluated test of two DNA extraction protocols and the transferability of
molecular markers for optimization of genetic testing. The creation of T. diatraeae and
P. elaeisis in pupae of D. saccharalis for 20 successive generations did not affect
parasitism and the sex ratio of their offspring. There were variations in the progeny, but
the life cycle, longevity and the size of the head capsule of parasitoids remained at good
levels, ie absence of drastic reductions in biological variables. The protocol A
(Chelex®) is possible and feasible to be used, the optimization of this technique allowed
the use of DNA samples T. diatraeae and P. elaeisis in the PCR reaction with
satisfactory results. In T. diatraeae and P. elaeisi reared in the laboratory on two
polymorphisms were found microsatellite markers, this indicates that may be considered
to be implemented as markers for identifying individuals belonging tothe same family.

Key Words: Parasitoids, mass production, DNA extraction, transferability

microsatellites.
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INTRODUCAO GERAL

O Controle Bioldgico utiliza insetos para controlar outros insetos. E uma antiga
estratégia de controle de pragas e uma das mais importantes taticas do MIP, pois 0s
inimigos naturais sdo responsaveis para o equilibrio no agroecossistema. Para
implementar um programa de Controle Bioldgico é necessario conhecer técnicas para
criagédo de insetos (PARRA et al. 2014).

O aumento da demanda para a producdo sustentavel de alimentos conjugado
com uma maior restricdo a aplicacdo de produtos quimicos na agricultura, vem
impulsionando o crescimento da inddstria do biocontrole. Existem biofabricas que vem
comercializando inimigos naturais no mundo (PARRA, 2002, RADCLIFFE et al. 2008,
BUENO, 2009).

O uso de parasitoides como ferramenta para o controle de pragas exige que 0s
mesmos sejam multiplicados em grandes quantidades. As criacdes massais referem-se a
producdo de milhdes de insetos, sendo criados de forma continua durante todo o ano,
que envolvem operagdes semelhantes as de uma fabrica e demandam de conhecimento
basico das espécies a serem multiplicadas (PARRA & CONSOLLI, 2009).

Para que se obtenha sucesso no uso do biocontrole com inimigos naturais e se
estabeleca uma tradicdo em sua utilizacdo, a confianca desses agentes deve ser condigédo
primordial, a baixa qualidade de inimigos naturais pode resultar em propaganda
negativa desse método de controle e comprometer todo um programa desenvolvido ao
longo de anos de pesquisa (BUENO, 2009, PARRA et al. 2014).

A producéo de inimigos naturais com qualidade comparavel aqueles encontrados
na natureza € um dos principais objetivos de qualquer laboratdrio de criacdo de insetos
que vise atender a programas de controle bioldgico (PREZOTTI & PARRA, 2002,
PRATISSOLLI et al. 2005). O controle de qualidade, é um dos fatores determinantes do
sucesso desses programas, sendo a qualidade total de um organismo definida como a
sua capacidade de controlar a praga apds a liberagio em campo (CLARKE &
MCKENZIE, 1992, van LENTEREN, 2003, SORENSEN et al. 2012). Portanto, o
objetivo do controle de qualidade é determinar se um inimigo natural, ap6s multiplicado
por geracOes sucessivas em laboratorio, continua eficiente no controle de pragas (van
LENTEREN, 1992a, 2003, BUENO, 2009).

Grande numero de testes de laboratorio tem sido conduzidos objetivando
monitorar a qualidade de inimigos naturais, com base principalmente em parametros

bioldgicos. Os testes envolvem a avaliagdo dos seguintes componentes de qualidade:
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numero de adultos emergidos, razdo sexual, fecundidade, longevidade, tamanho do
adulto, atividade de vb6o e desempenho em campo (van LENTREN, 1992b, 2003,
VREYSEN & ROBINSON, 2010). Essas caracteristicas biolégicas podem ser
influénciadas pela idade, densidade, espécie de parasitoides e hospedeiros, além dos
fatores abidticos como temperatura, umidade relativa do ar e fotoperiodo (COSTA
LIMA et al. 2009, SILVA-TORRES et al. 2009, SILVA-TORRES et al. 2010,
PEREIRA et al. 2011, CHICHERA et al. 2012, PASTORI et al. 2012, SORENSEN et
al. 2012, RODRIGUES et al. 2013, FAVERO et al. 2013, CALADO et al. 2014).

Entre os insetos ha diferentes tipos de reproducdo e que tém consequéncias
importantes pelas quais as caracteristicas biolégicas sdo herdadas. O conhecimento
genético dos reprodutores é necessario para interpretar a base genética da variacdo em
suas caracteristicas biologicas na sua historia de vida. Um dos atributos importantes e
que pode sofrer modificacBes no processo de colonizagdo sao 0s aspectos genéticos e 0
conhecimento da base genética das caracteristicas biologicas, morofoldgicas,
fisiologicas e comportamentais que séo indispensaveis para o biocontrole. Muitas
caracteristicas bioldgicas podem deteriorar-se rapidamente através de endogamia,
guando os insetos sdo levados a campo o que podera resultar em baixo desempenho,
resultando em falhas no controle de pragas (BAKER et al. 2003, PREZOTTI et al.
2004, BEUKEBOOM & ZWAAN, 2005, HERATY et al. 2011).

Um dos maiores obstaculos do controle de qualidade € a deteccdo da perda da
variabilidade genética em insetos criados massalmente (MACKAUER, 1972, van
LENTEREN, 2003, BEUKEBOOM & ZWAAN, 2005, SORENSEN et al. 2012). A
deteccdo da variabilidade genética em insetos € normalmente obtida a partir da genética
molecular, utilizando técnicas para isolar e caracterizar tais genes por meio de
marcadores moleculares.

Portanto, ao otimizar técnicas de criacdo em laboratorio e experimentos de
selecdo dos inimigos naturais, pode-se melhorar sua eficiencia para controle da praga.
Caracteristicas como: morfologia (por exemplo: tamanho da asa), fisiologia (por
exemplo: a capacidade de escapar mecanismo de defesa do hospedeiro), bioquimica
(por exemplo: resisténcia a inseticidas) e comportamento (por exemplo: padrbes de
atividade e preferéncias de acasalamento), um Unico gene (ou um pequeno ndmero de
genes principais) pode ser o responsavel por expresar tal caracteristica (BEUKEBOOM
& ZWAAN, 2005).
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Neste sentido, otimizar técnicas para isolar e caracterizar o DNA por meio de
marcadores moleculares podem ser uma ferramenta para futuros estudos como por
exemplo, a construcdo de um banco genémico e a manipulacdo genética como critério
de avaliacdo de qualidade na producéo de inimigos naturais como os parasitoides. Pois €
importante para compreensao da variabilidade populacional do inimigo natural, além de
possibilitar o estudo de sua biologia auxiliando no manejo e aumentando sua efic&cia no
controle bioldgico.

1. Os parasitoides Trichospilus diatraeae e Palmistichus elaeisis

Os parasitoides representam o grupo de Hymenoptera mais rico em espécies e
um dos taxons mais biodiversos da Classe Insecta; sdo comuns e abundantes em todos
0s ecossistemas terrestres; desenvolvem-se como parasitoides de muitas espécies de
insetos, desempenhando um papel importante na regulacdo de populacdes dos seus
hospedeiros, podendo depositar seus ovos sobre, ou diretamente dentro (ovo, larva, pré-
pupa, pupa ou imago) que é morto em virtude do desenvolvimento da larva que dele se
alimenta (LASALLE & GAULD, 1992, HERATY et al. 2011).

Himenopteros parasitoides podem ser ectoparasitoides ou endoparasitoides sao
importantes inimigos naturais de insetos-praga. Um grande nimero de espécies sao
utilizadas no controle biolégico aplicado, principalmente devido a especificidade e
facilidade de criagdo em laboratério (CHERIAN & SUBRAMANIAM, 1940,
GIBSON, 1993, GAUTHIER et al. 2000, PARRA, 2002, HANSSON, 2004, HESAMI
et al. 2010, GENCER, 2012, van LENTEREN, 2012).

Dentre os himendpteros, destacam-se aqueles pertencentes a familia Eulophidae
que apresenta cerca de 4.472 espécies, constituida por insetos pequenos entre 0,4 a
0,6mm de comprimento. E esta subdividida em quatro subfamilias: Entedoninae,
Eulophinae, Entiinae e Tetrastichinae (UBAIDILLA, 2006, NOYES, 2008, BURKS et
al. 2011).

O endoparasitoide de pupas de lepiddpteros Trichospilus diatraeae Cherian &
Margabandhu, 1942 (Hymenoptera: Eulophidae) tem sido relatado e estudado como
agente potencial no controle biolégico de pragas agricolas e florestais (PARON &
BERTI FILHO, 2000, OLIVEIRA et al. 2001, PEREIRA et al. 2008a, ZACHE et al.
2010a, 2010b, ANDRADE et al. 2010, PASTORI et al. 2012, ZACHE et al.
2012ZACHE et al. 2011 a, 2011b, MELO et al. 2011, PASTORI et al. 2012, ZACHE et
al. 2012, VARGAS et al. 2013, PASTORI et al. 2013, BELLON et al. 2014).
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A capacidade reprodutiva de T. diatraeae foi avaliada em pupas de Diatraea
saccharalis (Fabricius, 1794) (Lepidoptera: Crambidae), Anticarsia gemmatalis
Hibner, 1818 (Lepidoptera: Erebidae), Spodoptera frugiperda (Smith, 1797), Heliothis
virescens Fabricius, 1781 (Lepidoptera: Noctuidae), Thyrinteina arnobia (Stoll, 1782)
(Lepidoptera: Geometridae), Hylesia paulex Hubner, 1820 (Lepidoptera: Sartuniidae) e
Spodoptera cosmioides Walker, 1858 (Lepidoptera: Noctuidae) e em Tenebrio molitor
(Coleoptera: Tenebrionidae) (PARON & BERTI FILHO, 2000, ANDRADE et al. 2010,
PASTORI et al. 2012, ZACHE et al. 2012, FAVERO et al. 2013, GLAESER et al.
2014, FAVERO et al. 2014, CALADO et al. 2014).

O endoparasitoide gregario, polifago e idiobionte Palmistichus elaeisis Delvare
& LaSalle, 1993 (Hymenoptera: Eulophidae) tmabém tem sido tem sido relatado e
estudado como agente potencial no controle bioldgico de pragas agricolas e florestais e
foi registrado em pupas de Eupseudosoma involuta (Sepp, 1852), Euselasia eucerus
Hewitson, 1872 (Lepidoptera: Riodinidae) (DELVARE e LASALLE, 1993), Sabulodes
sp. (Lepidoptera: Geometridae) (BITTENCOURT e BERTI FILHO, 2004), Thyrinteina
arnobia (Stoll, 1782) e Thyrinteina leucoceraea Rindge, 1961 (Lepidoptera:
Geometridae) em plantios de eucalipto no Brasil (PEREIRA et al. 2008b).

2. Marcadores moleculares

O marcador genético € uma caracteristica que é capaz de detectar diferencas
entre dois ou mais individuos ou organismos. Entre suas propriedades um marcador
genético: deve ser capaz de diferenciar os progenitores; deve ser reproduzido com
precisdo na progénie (YOUNG et al. 1993, FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).

Do ponto de vista molecular, um marcador genético (ou loco marcador) serve
para identificar um local ou uma regido de um cromossomo. Um marcador genético
ideal deve apresentar uma série de atributos: alto nivel de polimorfismo; estabilidade em
diferentes ambientes; detectar grande numero de locos néo ligados; de heranga simples
(YOUNG et al. 1993; FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).

Para a maioria das espécies, apenas uma pequena parte do genoma consiste de
genes que codificam proteinas. O restante do genoma, durante muito tempo, foi
considerado como “DNA lixo”, ou seja, sem fun¢@o, ¢ nessa parte incluiam-Se 0S
microssatélites. (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998)

Estudos vém demonstrando que diversas fungdes estdo relacionadas aquelas
sequéncias repetitivas, inclusive dentro de regides codantes. Os genomas de eucariotos

sdo densamente povoados por microssatélites ou sequéncias simples repetidas (SSRs),
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as quais consistem de 1 a 6 nucleotideos repetidos em tandem. (GREENSTONE, 2006;
TALBOT et al. 2011; SCHROEDER et al. 2012)

Microssatélites possuem um alto polimorfismo, no entanto, sdo flanqueados por
sequéncias Unicas e por isso podem ser amplificados através de PCR, o que fazem deles
Otimos marcadores moleculares (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998, LI et al.
2002, LI et al. 2004, GREENSTONE, 2006; TALBOT et al. 2011; SCHROEDER et al.
2012).

Entretanto, para o uso rotineiro dos microssatélites, ha a necessidade de primeiro
amplificar uma regido, posteriormente sequenciar e em terceiro lugar, sintetizar os
iniciadores (primers) especificos para cada loco. Uma vez feito isto, o loco marcador
pode ser utilizado indefinidamente na espécie estudada. Desta forma, existe um custo
elevado e trabalho no inicio, mas o custo subsequente é baixo e a simplicidade a
posterior, € muito grande (LI et al. 2004, GREENSTONE, 2006, SCHROEDER et al.
2012).

O potencial de uso de T. diatracae e P. elaeisis como agente de controle
bioldgico de pupas de lepiddpteros em culturas agricolas, tem sido estudado na
Universidade Federal de Vigosa (UFV) e na Universidade Federal da Grande Dourados
(UFGD) pela equipe de pesquisa do Laboratério de Entomologia/Controle Bioldgico
(LECOBIOL). Na literatura consultada, ndo existem nenhum trabalho a nivel genético
dessas espécies, 0 que motivou a elaboracdo deste estudo. Essas informacgdes serdo
importantes para a manipulacdo genética como critério de avaliacdo de qualidade na

producdo de T. diatraeae e P. elaeisis.
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OBJETIVO
O objetivo deste trabalho foi avaliar as caracteristicas fenotipicas de T. diatraeae e
de P. elaeisis criados em pupas de Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae) em
laboratério e otimizar técnicas de analises moleculares para as duas epécies de
parasitoides. Para isso, foram desenvolvidos os seguintes trabalhos:

1. Avaliagdo das caracteristicas bioldgicas de Trichospilus diatraeae
(Hymenoptera: Eulophidae) e de Palmistichus elaeisis (Hymenoptera:
Eulophidae) criados em Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae) por
sucessivas geragoes;

2. Avaliacdo de métodos de extracdo de DNA total de Trichospilus diatreaea e
Palmistichus elaeisis (Hymenoptera: Eulophidae);

3. Transferibilidade de marcadores nucleares microssatélites para Trichospilus
diatreaea e Palmistichus elaeisis (Hymenoptera: Eulophidae).
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Eulophidae) criados em Diatraea saccharalis (Lepidoptera:

Crambidae) por sucessivas geracoes

25



26

Avaliacao das caracteristicas biologicas de Trichospilus diatraeae e de Palmistichus
elaeisis (Hymenoptera: Eulophidae) criados em Diatraea saccharalis (Lepidoptera:
Crambidae) por sucessivas geracoes

RESUMO: O sucesso do controle biologico com parasitoides esta relacionado com a
qualidade na producdo massal desses inimigos naturais. As caracteristicas biologicas de
Trichospilus diatraeae Cherian & Margabandhu e Palmistichus elaeisis Delvare &
LaSalle (Hymenoptera: Eulophidae) multiplicados por 20 geragOes sucessivas em pupas
de Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae) foram avaliadas. Cada pupa de D.
saccharalis foi individualizada em tubo de vidro (16 x 100 mm) e exposta ao
parasitismo por sete fémeas de T. diatraeae e de P. elaeisis por 24h a 25 + 1°C, umidade
relativa de 60 + 10% e fotofase de 14h, para compor a geragdo F1 de T. diatraeae e P.
elaeisis. Esse procedimento foi repetido sucessivamente até a geracdo F20 de T.
diatraeae e P. elaeisis em pupas de D. saccharalis. A criacdo de T. diatraeae e P.
elaeisis em pupas de D. saccharalis por 20 geracdes sucessivas nao afetou o parasitismo
e a razdo sexual de seus descendentes. Houve varia¢fes na progénie, porém o ciclo de
vida, a longevidade e o tamanho da capsula cefalica dos parasitoides se mantiveram em
niveis bons, ou seja, auséncia de reducdes drasticas das variaveis bioldgicas.

Palavras-chave: controle de qualidade; criacdo de laboratério; controle bioldgico;

desempenho reprodutivo.

ABSTRACT: The success of biological control with parasitoids associated with quality
in mass production of these natural enemies. The biological characteristics of
Trichospilus diatraeae Cherian & Margabandhu e Palmistichus elaeisis Delvare &
LaSalle (Hymenoptera: Eulophidae) were evaluated. Each pupa D. saccharalis was
individualized in glass tube (16 x 100 mm) and exposed to parasitism by seven females
of T. diatraeae and P. elaeisis for 24 hours at 25 + 1 ° C, relative humidity of 60 £ 10%
and photoperiod 14h, to compose the F1 generation of T. diatraeae and P. elaeisis. The
creation of T. diatraeae and P. elaeisis in pupae of D. saccharalis for 20 successive
generations did not affect parasitism and the sex ratio of their offspring. There were
variations in the progeny, but the life cycle, longevity and the size of the head capsule of
parasitoids remained at good levels, ie absence of drastic reductions in biological
variables.

Keywords: quality control; creation of laboratory; biological control; reproductive

performance.
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1. INTRODUCAO

O uso de parasitoides como ferramenta para o controle de pragas exige que 0s
mesmos sejam multiplicados em grandes quantidades (PARRA e CONSOLI, 2009).
Entre os insetos ha diferentes modos reprodutivos e que tém consequéncias importantes
pelas quais as caracteristicas biologicas sdo herdadas. Portanto a criacdo de inimigos
naturais em laborat6rio pode favorecer a maior producéo de individuos homozigéticos
por meio da endogamia, em relacdo as populagdes de ambientes naturais e em muitos
casos, esses individuos possuem caracteres indesejaveis (MACKAUER, 1972;
SORENSEN et al., 2012).

Populagdes de parasitoides mantidos em laboratério durante muitas geracoes
podem sofrer alteracBes genéticas por constituirem apenas uma pequena amostra da
variabilidade genética presente na espécie e, portanto, os parasitoides podem ndo se
adaptar a criacdo em laboratorio (van LENTREN, 1992, van LENTREN, 2003;
BEUKEBOOM & ZWAAN, 2005; DIAS et al., 2008).

A degeneracdo das criacbes de insetos em laboratério é percebida pela
ocorréncia de alteracdes no tamanho, no periodo de desenvolvimento, na fecundidade,
na razdo sexual, longevidade e no comportamento do parasitoide (VINSON e
IWANTSCH, 1980).

O controle de qualidade de parasitoides € realizado através da avaliacdo de
caracteristicas bioldgicas expressas por esses inimigos naturais apds sucessivas
geracOes. Dentre os caracteres avaliados, citam-se 0 nimero de descendentes, razdo
sexual, fecundidade, longevidade, tamanho do adulto, envergadura da asa, atividade de
voo e desempenho em campo (van LENTREN, 1992, van LENTREN 2003; DAHA,
2011; RULL etal., 2012).

O potencial do parasitoide esta ligado a qualidade do seu hospedeiro, pois o
consumo e utilizacdo do alimento constituem condigdo basica para 0 seu
desenvolvimento e reproducdo uma vez que a quantidade e qualidade do alimento
utilizado na fase larval afeta o desempenho reprodutivo dos adultos (GODFRAY, 1994;
DAHA, 2011; SIMOES et al., 2012; WANG et al., 2014).

A capacidade reprodutiva de Trichospilus diatracae Cherian & Margabandhu,
1942 (Hymenoptera: Eulophidae) foi avaliada em pupas de Diatraea saccharalis
(Fabricius, 1794) (Lepidoptera: Crambidae), Anticarsia gemmatalis Hibner, 1818,
(Lepidoptera: Erebidae), Spodoptera frugiperda (Smith, 1797), Heliothis virescens
Fabricius, 1781 (Lepidoptera: Noctuidae), Thyrinteina arnobia (Stoll, 1782)
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(Lepidoptera: Geometridae), Hylesia paulex Hubner, 1820 (Lepidoptera: Sartuniidae) e
Spodoptera cosmioides Walker, 1858, Bombyx mori Linneaus, 1775 (Lepidoptera:
Noctuidae) (PARON & BERTI FILHO, 2000; PASTORI et al., 2012; ZACHE et al.,
2012, CALADO et al., 2014).

Estudou-se a preferéncia de oviposicdo de Palmistichus elaeisis Delvare &
LaSalle, 1993 (Hymenoptera: Eulophidae) em pupas de Diatraea saccharalis
(Fabricius, 1794) (Lepidoptera: Crambidae), Anticarsia gemmatalis Hubner, 1818
(Lepidoptera: Eribidae), Heliothis virescens (Fabricius, 1781) e Spodoptera frugiperda
(J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) (BITTENCOURT & BERTI FILHO, 1999,
CHICHERA et al., 2012) e também sua capacidade reprodutiva foi avaliada em pupas
de Bombyx mori Linneaus, 1758, (Lepidoptera: Bombycidae) e T. arnobia (PEREIRA
et al. 2009, PEREIRA et al. 2010).

A criacdo massal é a etapa inicial para 0 uso de parasitoides no controle
bioldgico. Esse processo depende do seu desenvolvimento adequado para obtengdo de
inimigos naturais com qualidade comparados ao encontrado na natureza (PRATISSOLI
et al., 2005).

O objetivo deste trabalho foi avaliar as caracteristicas biologicas de T. diatraeae
e de P. elaeisis criados por 20 geracdes sucessivas em pupas de D. saccharalis.

2. MATERIAL E METODOS
Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Entomologia Controle
Biologico (LECOBIOL) da Faculdade de Ciéncias Agrarias (FCA) da Universidade
Federal da Grande Dourados (UFGD) em Dourados, Mato Grosso do Sul.
Criacéo do hospedeiro Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae).

O hospedeiro D. saccharalis foi criado para multiplicacdo e manutencdo das
populacdes dos parasitoides T. diatraeae e P. elaeisis por vinte geracdes. Pupas de D.
saccharalis cedidas pela empresa BUG — Agentes Bioldgicos foram separadas por sexo
e colocadas em gaiolas de PVC (100 x 220 mm) para a formacdo de adultos. Essas
gaiolas contendo 20 machos e 30 fémeas desse lepidoptero foram revestidas
internamente com folhas de papel sulfite umedecido, onde as fémeas, ap6s o
acasalamento, ovipositaram. As folhas de papel sulfite contendo os ovos foram imersas
em &gua e sulfato de cobre (1,0%) durante dois minutos para desinfeccdo e colocadas
para secar em varais. Depois de seco, o papel foi recortado de acordo com 0s espacos
em que 0s ovos se encontravam e colocado em placas de Petri contendo um chumaco de

algoddo umedecido em sulfato de cobre, para evitar o ressecamento e contaminacgao dos



29

ovos. Préximo a eclosdo das lagartas de D. saccharalis (ovos escurecidos), as posturas
foram colocadas em frascos de vidro (500 mL) vedados contendo dieta artificial
modificada de Hensley e Hammond (1968), a base de farelo de soja, germe de trigo,
vitaminas e sais minerais. Apos a inoculacdo dos ovos, os frascos foram acondicionados
em estantes de aco e mantidos em sala climatizada a 25 + 1°C, 60 £ 10% de umidade
relativa e fotofase de 12h. Ao atingir o terceiro instar, as lagartas foram transferidas para
placas de Petri descartaveis (60 x 16 mm) contendo dieta de realimentagdo (semelhante
a dieta de alimentacdo, exceto pela adicdo de acido acético e remocdo de sais de Wesson
e germe de trigo), onde permaneceram até a formacdo de pupas (GARCIA et al., 2009).
Criacéo de Trichospilus diatraeae (Hymenoptera: Eulophidae).

A criacdo de T. diatraeae no LECOBIOL iniciou-se em agosto de 2007 em pupas
de T. molitor, cuja populacdo inicial foi proveniente de pupas de T. arnobia coletada em
Vicosa, Minas Gerais (PEREIRA et al. 2008).

Os adultos de T. diatraeae foram mantidos em tubos de vidro (14,0 x 2,2 cm)
fechados com algodédo e alimentados com uma gota de mel. Pupas de D. saccharalis
com 24 a 48 horas de idade foram expostas ao parasitismo por 24 horas para
manutencdo da criacdo. Apos esse periodo, as pupas foram individualizadas em tubos de
vidro e mantidas em camara climatizada a 25 + 2 °C, 70 + 10% de umidade relativa e
fotofase de 14 horas, até a emergéncia de adultos (PARON & BERTI FILHO, 2000;
FAVERO et al., 2013).

Criacéo de Palmistichus elaeisis (Hymenoptera:Eulophidae).

A criacdo de P. elaeisis no LECOBIOL iniciou-se em agosto de 2007 em pupas de
T. molitor, cuja populagéo inicial foi proveniente de pupas de T. arnobia e que estava
sendo criada anteriormente em pupas de A. gemmatalis e B. mori em Vicosa, Minas
Gerais (PEREIRA et al. 2008).

Os adultos de P. elaeisis foram mantidos em tubos de vidro (14,0 x 2,2 cm)
fechados com algodédo e alimentados com uma gota de mel. Pupas de D. saccharalis
com 24 a 48 horas de idade foram expostas ao parasitismo por 72 horas para
manutenc¢do da criagdo. Apos esse periodo, as pupas foram individualizadas em tubos de
vidro e mantidas em cdmara climatizada a 25 + 2 °C, 70 + 10% de umidade relativa e
fotofase de 14 horas, até a emergéncia de adultos (PERREIRA et al., 2008,
CHICHEIRA et al., 2012).

Desenvolvimento Experimental.
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Os parasitoides T. diatraeae e P. elaeisis foram criados por trés geracdes em pupas
de A. gemmatalis (hospedeiro neutro para eliminar um possivel condicionamento pre-
imaginal ao hospedeiro de criagdo). Sete fémeas de cada espécie descendentes
emergidas da pupa de A. gemmatalis foram selecionadas ao acaso e individualizadas em
tubos de vidro, cada uma com uma pupa de D. saccharalis nas condic¢des 25 + 2°C, 70+
10% de umidade relativa do ar e fotofase de 14 horas, para compor a geragéo F1 de T.
diatraeae e de P. elaeisis. Esse procedimento foi repetido sucessivamente até a geracdo
F20 de T. diatraeae e de P. elaeisis em pupas de D. saccharalis.

As caracteristicas biologicas avaliadas para cada uma das geracbes (F1, F5, F10,
F15 e F20) foram: a porcentagem de pupas parasitadas [(nUmero de pupas de D.
saccharalis com emergéncia de parasitoides + pupas sem emergéncia de adultos de D.
saccharalis)/(numero total de pupas) x 100]; porcentagem de pupas com emergéncia de
parasitoides [(numero de pupas de D. saccharalis com emergéncia de adultos dos
parasitoides)/(nimero de pupas parasitadas) x 100]; a progénie (nUmero de parasitoides
emergidos por pupa de D. saccharalis); a duragdo do ciclo vida (ovo-adulto) (dias); a
longevidade média em dias (para avaliacdo dessa varidavel foram selecionados ao acaso
20 fémeas e 10 machos de de T. diatraeae e P. elaeisis de cada tratamento, sendo esses
parasitoides no dia de sua emergéncia, individualizados em tubos de ensaio contendo
uma gota de mel, onde permaneceram até a sua morte); o tamanho da capsula cefalica
(para avaliacdo dessa caracteristica foram escolhidos ao acaso em cada tratamento, 15
fémeas e 15 machos de T. diatraeae e P. elaeisis, visando medir a largura da capsula
cefélica em ocular micrométrica) e a razdo sexual (RS= numero de fémeas/ nimero de
adultos) de T. diatraeae e P. elaeisis.

O sexo dos adultos de T. diatraeae e de P. elaeisis foi determinado de acordo com
as caracteristicas morfologicas da antena e do abdome (PARON, 1999; DELVARE &
LASALLE, 1993). A mortalidade natural do hospedeiro foi corrigida pela formula de
Abbott (1925) nas condicdes do experimento, com pupas de D. saccharalis
individualizadas em tubos de vidro (16 x 100 mm) sem parasitoides.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 5 tratamentos
(geracdes avaliadas do parasitoide) e 12 repeticdes, onde cada repeticdo foi constituido
por um grupo de quatro pupas, totalizando quarenta pupas para cada espécie de
parasitoide. Os dados das caracteristicas biologicas avaliadas foram submetidos a

analise de variancia e quando significativo a 5% de probabilidade foi realizado o Teste
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Scott-Knott. Esse teste foi escolhido, pois os dados ndo se ajustaram a modelos de

regressdo que explicassem os dados bioldgicos.

3. RESULTADOS

Trichospilus diatraeae criados em pupas de Diatraea saccharalis por vinte
geracdes em laboratdrio

O periodo para obtencdo de 20 geracbes de T. diatraeae em pupas de D.
saccharalis foi de 15 meses. A porcentagem de parasitismo néo foi afetada pelo nimero
de geracdes avaliadas de T. diatraeae em pupas de D. saccharalis, apresentando média
de 100,00£0,00 (p > 0,05) (Tabela 1). A porcentagem de emergéncia de T. diatraeae
apos 20 geracBes consecutivas foi influenciada com média acima de 87,50+0,21 (F15)
(F= 0,00009; p= 0,0000) (Tabela 1). A duracdo do ciclo (ovo-adulto) de T. diatraeae
criado por vinte geracdes sucessivas em pupas de D. saccharalis variou de 17,30 + 3,48
(F1) a 18,03 £ 0,08 dias (F20) (F=0,0009; p=0,0000) (Tabela 1).

A progénie em todas as geracdes apresentaram valores menores quando comparada
com a primeira geracdo, sendo observada uma oscilacdo entre 143,05 + 43,36 (F15) e
193,45 + 30,88 (F20) individuos (F= 43,096, p= 0,0001) (Tabela 1).

A longevidade de machos e de fémeas de T. diatraeae variaram durante as geragoes
com 9, 45+2,88 (F20) a 19,55 £ 6,79 dias (F5) (F= 10,243; p= 0,0000) e 10,45 +3,12
(F20) a 27,20 + 5,36 dias (F5)(F= 15,345; p= 0,0000), respectivamente. O tamanho da
capsula cefélica de T. diatraeae variou de 0,38+ 0,01 a 0,43+ 0,01mm para fémeas e de
0,29+ 0,01 a 0,31+ 0,01 mm para machos (Tabelal).

A razdo sexual de T. diatraeae em pupas de D. saccharalis durante as vinte
geracOes variou de 0,77+ 0,19 (F15) a 0,89 + 0,01 (F20) (F= 0,0009; p=0,0000) (Tabela
1).

Palmistichus elaeisis criados em pupas de Diatraea saccharalis por vinte
geracoes em laboratorio.

O periodo para obtengdo de 20 geracdes de P. elaeisis em pupas de D. saccharalis
foi de 17 meses.

O parasitismo variou pelo nimero de geracdes avaliadas de P. elaeisis em pupas de
D. saccharalis, apresentando médias de 97,50 + 0,08 (F20) a 100,00 + 0,00 (F10) (p>
0,05) (Tabela 2). Observaram-se diferencas significativas na emergéncia desse
parasitoide em 20 geragdes consecutivas com média de 97,50 + 0,08 (F1) a 100 + 0,00
(F15) (F= 0,0009; p=0,0000) de P. elaeisis (Tabela 2). A duracéo do ciclo (ovo-adulto)
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de P. elaeisis criado por geragdes sucessivas em pupas de D. saccharalis variou de
21,05 £+ 3,48 (F1) a 22,15 £ 0,83 dias (F15) (F= 0,0009; p= 0,0000) (Tabela 2).

A progénie em todas as geracOes oscilou entre uma geracdo a outra apresentaram
valores maiores quando comparada com a primeira e décima geracdo, com valores entre
120,13 £ 20,07 (F10) e 167,53 £ 29,88 (F15) (F= 0,0018; p= 0,0000) individuos (Tabela
2).

A longevidade de machos e de fémeas de P. elaeisis variaram durante as geragoes
com médias entre 15,80 £ 4,29 (F5) a 38,80 % 5,35 dias (F15) (F=11,567; p= 0,0000) e
10,50 £2,33 (F5) a 37,75 £ 3,91 dias (F15) (F= 10,789; p= 0,0000), respectivamente. O
tamanho da capsula cefalica de P. elaeisis variou de 0,49+ 0,01 a 0,53+ 0,01 mm para
fémeas e de 0,39+ 0,01a 0,42+ 0,01 mm para machos (Tabela 2).

A razdo sexual de P. elaeisis em pupas de D. saccharalis durante as vinte geracfes
variou de 0,83 + 0,09 (F5) a 0,88 £ 0,01 (F15) (Tabela 2).

4. DISCUSSAO

A taxa de parasitismo foi alta para T. diatraeae e P. elaeisis indicando a qualidade
das criaces das duas espécies em pupas de D. saccharalis por 20 geracfes sucessivas.
Esse valor alto pode estar relacionado a qualidade do hospedeiro que favoreceu sua
multiplicagdo ao longo das geragGes, como ocorreu em Tetrastichus howardi
(Hymenoptera: Eulophidae) (VARGAS, 2013).

O nudmero de pupas com emergéncia de T. diatraeae e P. elaeisis foram
influenciados pelas sucessivas geracfes, porém os valores passaram de 80% o0 que
representa valores satisfatorios para ambas as espécies. Segundo DIAS et al. (2008)
elevadas porcentagens de emergéncia em laboratério é uma caracteristica favoravel para
producdo e liberagdes massais de parasitoides.

O periodo de vida de um inseto pode ser dividido em duas fases: (a) o
desenvolvimento: periodo de incubacdo e eclosdo do ovo até emergéncia do adulto e (b)
0 periodo da vida adulta: longevidade de machos e fémeas (BLACKBURN, 19914, b).

O namero geracdo no laboratdrio ndo interferiu no ciclo de vida de T. diatraeae
com média de 19 dias. Também n&o foi observado interferéncia de sucessivas geracoes
no periodo de ovo-adulto de P. elaeisis que foi em média de 22 dias, 0 que demonstra
que o hospedeiro e as geraces ndo interferiram no periodo de desenvolvimento em
dias. Fato esse que ndo ocorreu em T. howardi em pupas de D. saccharalis, onde o

hospedeiro interferiu no ciclo de vida do parasitoide devido a disponibilidade de
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alimento do hospedeiro que pode prolongar ou reduzir o periodo ovo-adulto (VARGAS,
2013).

A longevidade, como fecundidade, & uma caracteristica altamente variavel entre as
especies, influenciada por uma série de fatores fisicos e bidticos e pode ser entendida
como uma indicador de boa satde ou condi¢cdo em animais em laboratério (JERVIS et
al., 2005, MASON, 2010). A longevidade de machos e fémeas de T. diatraeae foi
diferente durante as geracGes, 0 mesmo ocorreu com tempo de vida dos adultos de P.
elaeisis, isso pode estar relacionado ao fato de ser criado por um longo tempo no
mesmo hospedeiro, pois ele ndo sé afeta o desenvolvimento na fase imatura do
parasitoide, mas também pode afetar o seu comportamento e fisiologia na fase adulta
(MEHRNEJAD, 2003).

O indice de emergéncia da progénie variou entre as populac@es das duas espécies
de parasitoides, onde a progénie de T. diatraeae apresentou uma diminuicdo apods as
primeiras geragBes em laboratorio. O tamanho e a quantidade de ovos de uma fémea
pode alterar durante sua vida. GIRON & CASAS (2003), demonstraram que Eupelmus
vuilletti reduz o tamanho e quantidade ovo com o tempo, hd uma diminuicdo marcada
na reproducdo no investimento ao tamanho do ovo e acUcar, proteinas, lipidios e
contedo energético. Além disso, a producdo de progénie depende do grau de
competicdo entre irmdos em desenvolvimento dentro de um hospedeiro compartilhado
(HARVEY et al., 1994, JERVIS et al., 2005). Ja a progénie de P. elaeisis observou-se
um pequeno aumento comparado a primeira geracao, isso acontece porgue o parasitoide
necessita de um periodo para adaptar-se as novas condicdes e expressar suas
caracteristicas bioldgicas (PREZOTTI & PARRA, 2002).

A razdo sexual de T. diatraeae e de P. elaeisis em pupas de D. saccharalis durante
as vintes geracOes apresentaram valores semelhantes e elevados, 0 que demonstra que
mesmo com endogamia ha uma alta producéo de fémeas férteis (Tabela 1 e 2). Fémeas
parasitoides sdo as principais responsaveis pelo parasitismo e pela producdo de
descendentes (MATOS NETO et al., 2004). E a obtencdo de um elevado nimero de
fémeas na progénie é importante para sistemas de criagdo massal, experimentos de
laboratorios e selecdo de individuos para liberagdo no campo (AMALIN et al., 2005,
JERVIS et al., 2005, VREYSEN & ROBINSON, 2010). Além disso, a razdo sexual
favorece a retencdo dos parasitoides no campo e alta proporcdo de fémeas nas

liberagcbes € um importante fator para um controle eficiente, pois as mesmas sdo
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responsaveis pelo parasitismo (CAMPOS-FARINHA et al., 2000; VACARI et al.,
2012).

A variacdo do tamanho da capsula cefélica observado foi maior nas fémeas do que
nos machos das duas espécies de parasitoides. Isso pode ser devido as fémeas
parasitoides serem mais exigentes nutricionalmente do que os machos (GODFRAY,
1994; LI e SUN, 2011). Podendo considerar que fémeas maiores sdo melhores para
manutencgéo da criagdo de T. diatraeae e P. elaeisis.

Como uma das medidas para manter a qualidade da populacdo, é de manter
linhagens separadas no laboratério para um posterior cruzamento e multiplicar os
parasitoides em diferentes espécies de hospedeiros (van LENTEREN, 2009; VARGAS,
2013, GLAESER et al. 2014).

A criacdo de T. diatraeae e P. elaeisis em pupas de D. saccharalis por 20 geragdes
sucessivas ndo afetou o parasitismo e a razdo sexual de seus descendentes. Houve
variagBes na progénie. As demais caracteristicas biolégicas como o ciclo de vida, a
longevidade e o tamanho da capsula cefalica dos parasitoides ndo foram comprometidos
com as sucessivas geracdes, ou seja, auséncia de reducOes drasticas das varidveis
bioldgicas.

5. CONCLUSAO

A criacdo de T. diatraeae e P. elaeisis em pupas de D. saccharalis por 20 geragdes
sucessivas sofreu variacbes na progénie, apesar disto, as demais caracteristicas
estudadas ndo sofreram reducges drasticas.
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Tabelal. Média (+ EP) das caracteristicas biologicas de Trichospilus diatraeae (Hymenoptera: Eulophidae) em pupas de Diatraea saccharalis
(Lepidoptera: Cramdicae) por 20 geracGes em laboratorio, a temperatura de 25+2°, 70£10% de umidade relativa e fotofase de 14 horas.

Caracteristicas bioldgicas Gerac0Oes

1 5) 10 15 20
Parasitismo (%) 100 + 0,00ns? 100 £ 0,00ns 100 £ 0,00ns 100 = 0,00ns 100 £ 0,00ns
Emergéncia (%) 90,00 + 0,00a? 92,50 + 0,16a 97,50+ 0,08a 87,50 £0,21b 100 + 0,00a
Duracédo do ciclo de vida (dias) 17,30 £ 3,48¢ 19,18 £+ 3,24a 19,75+ 1,51a 17,70 +3,27c 18,03 £ 0,08b
Progénie por pupa 407,53+ 78,06a 298,55 £ 60,86b 214 +24,45b 143,05 +43,36c 193,45 £ 30,88b
Longevidade da fémeas (dias) 11,85 + 3,25¢ 27,20 £ 5,36a 11,50+£1,99¢c 19,85+ 7,91b 10,45 £3,12d
Longevidade de machos (dias) 9,45 + 3,55¢ 19,55 £ 6,79 945+206c 17,25+8,64b 9, 45+ 2,88¢
Raz&o sexual 0,84 +0,17a 0,85+ 0,16a 0,86 +0,08a 0,77 £0,19b 0,89 +0,01a
Cépsula cefalica de fémeas (mm) 0,43+ 0,01ns 0,41+ 0,01ns 0,38+ 0,01ns 0,42+ 0,01ns 0,42+ 0,01ns
Cépsula cefalica de machos (mm) 0,31+ 0,01ns 0,32+ 0,01ns 0,29+ 0,01ns 0,31+ 0,01ns 0,32+ 0,01ns

Ins= ndo significativo pelo teste F a 5%

2Médias seguidas pela mesma letra mindscula na linha néo diferem entre si pelo teste Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade.
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Tabela-2: Média (£ EP) das caracteristicas biologicas de Palmistichus elaeisis (Hymenoptera: Eulophidae) em pupas de Diatraea saccharalis
(Lepidoptera: Cramdicae) por 20 geracGes em laboratorio, a temperatura de 25+2°, 70£10% de umidade relativa e fotofase de 14 horas.

Caracteristicas bioldgicas Gerac0es

1 5 10 15 20
Parasitismo 97,50+0,08ns* 97,50 +0,08ns 100 *0,00ns 100 + 0,00ns 97,50+ 0,08ns
Emergéncia 97,50+0,08ns 95,00 £0,11ns 100 £ 0,00ns 100 + 0,00ns 97,50 + 0,08ns
Duracédo do ciclo de vida (dias) 21,05+1,94ns 21,10+£2,39ns  22,15+0,83ns 21,08+0,87ns 21,05+ 1,94ns
Progénie por pupa 139,15+18,11b? 148,73 £29,38a 120,13 + 20,07b 167,53 £ 29,88a 139,15 £ 18,11b
Longevidade de fémeas (dias) 33,40+13,26b 15,80 £ 4,29¢ 30,35+8,37b 38,80 £ 5,35a 33,40 + 13,26b
Longevidade de machos (dias) 36,90+9,13a 10,50 £ 2,33c 22,45+769  37,75+391a 36,90 +9,13a
Razdo sexual 0,87+0,07ns 0,83 £ 0,09ns 0,87 £ 0,01ns 0,88 + 0,01ns 0,87 £0,07ns
Cépsula cefalica de fémeas (mm) 0,53+ 0,01ns 0,52+ 0,01ns 0,49+ 0,01ns 0,53+ 0,01ns 0,53+ 0,01ns
Cépsula cefalica de machos (mm) 0,42+0,01 ns 0,41+ 0,01ns 0,39+ 0,01ns 0,41+ 0,01ns 0,42+ 0,01ns

Ins= ndo significativo pelo teste F a 5%

2Médias seguidas pela mesma letra mindscula na linha néo diferem entre si pelo teste Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade.

oy
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CAPITULO 11

Avaliacdo de métodos de extracdo de DNA total de Trichospilus
diatreaea e Palmistichus elaeisis (Hymenoptera: Eulophidae)
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Avaliacao de métodos de extracdo de DNA total de Trichospilus diatreaea e Palmistichus
elaeisis (Hymenoptera: Eulophidae)

RESUMO: A extracdo de DNA é o primeiro passo em muitos estudos moleculares de insetos,
uma vareidade de métodos tém sido utilizados para isolar moléculas de DNA. Diferentes
quantidades, 25, 50, 100 e 150 insetos de Trichospilus diatraeae Cherian & Margabandhu e de
Palmistichus elaesis Delvare & LaSalle (Hymenoptera: Eulophidae) foram utilizadas para a
extracdo do material genético por meio de dois métodos. A quantidade e qualidade do DNA para
cada espécie de parasitoide foram avaliadas e as amostras foram submetidas & PCR. As
concentragdes (quantidade de DNA contida em 1pL da solucdo) e as razdes entre as amostras
testadas 260/280nm. As técnicas utilizadas e otimizadas mostraram que o protocolo A (Chelex®),
resultou em material com quantidade e pureza satisfatérias para amplificacdo do DNA pela
técnica da PCR para os parasitoides T. diatraeae e P. elaeisis. A qualidade do DNA extraido
pelo protocolo A para aplicagdo molecular, proporcionou material genético suficiente para a
PCR tal como demonstrado por as amplificacdes com os marcadores moleculares microssatélites
neste estudo para T. diatraeae e P. elaeisis, fato esse que ndo ocorreu para as amostras de DNA
de P. elaeisis extraidas pelo protocolo B, onde apesar de apresentar valores de concentracao e
razdes altas ndo foi o suficiente para a técnica da PCR com os marcadores moleculares

Palavras-chave: criagdo de laborat6rio; parasitoides; andlise molecular.

ABSTRACT: The extraction of DNA is the first step in many molecular studies of insects, one
vareidade methods have been used to isolate DNA molecules. Different amounts, 25, 50, 100 and
150 of insects Trichospilus diatraeae Cherian & Margabandhu and Palmistichus elaesis Delvare
& LaSalle (Hymenoptera: Eulophidae) were used for extraction of two protocols. We evaluated
the quantity and quality of DNA for each species of parasitoid were and after the samples were
subjected to PCR. The concentration (amount of DNA contained in the solution 1uL) and the
ratios of the samples tested 260 / 280nm are shown in. The techniques used and optimized
showed that the protocol resulted in material quantity and purity satisfactory for DNA
amplification by PCR for parasitoids T. diatraeae and P. elaeisis. The quality of the DNA
extracted by the protocol A to the molecular application, provided enough genetic material for
PCR as shown by the microsatellite amplifications in this study to T. diatraeae and P. elaeisis, a
fact that was not observed for the DNA samples P. elaeisis extracted by protocol B, where
despite a high concentration values and reasons was not to the PCR technique with molecular
markers

Keywords: laboratory creation; parasitoids; molecular analysis.
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1. INTRODUCAO

Entre os insetos ha diferentes modos reprodutivos e que tém consequéncias importantes
pelas quais as caracteristicas bioldgicas sao herdadas. O conhecimento genético é necessario para
interpretar a variacdo dessas caracteristicas ao longo de sua vida. Um dos atributos biolégicos
importantes e que pode sofrer modificacdes no processo de criacdo dos insetos sao 0s aspectos
geneticos (MACKAUER, 1972; BEUKEBOOM & ZWAAN, 2005). A deteccdo da
variabilidade genética em insetos é normalmente obtida a partir da genética molecular,
utilizando técnicas para extrair o DNA e caracterizar tais genes por meio de marcadores
moleculares.

O uso de parasitoides como ferramenta para o controle de pragas exige que 0S mesmos
sejam multiplicados em grandes quantidades (PARRA & CONSOLI, 2009). Muitas
caracteristicas bioldgicas podem deteriorar-se rapidamente em criacbes massais, através de
endogamia e quando o0s insetos sdo levados & campo o que poderd resultar em baixo
desempenho, resultando em falhas no controle de pragas (BEUKEBOOM & ZWAAN, 2005,
PREZOTTI e al. 2004, HERATY et al. 2011).

Trichospilus diatraeae Cherian & Margabandhu, 1942 e Palmistichus elaeisis Delvare &
LaSalle, 1993 (Hymenoptera: Eulophidae) sdo endoparasitoides gregarios de pupas tém sido
relatado e estudado como agentes potenciais no controle bioldgico de pragas agricolas e
florestais (PEREIRA et al., 2008a; PEREIRA et al. 2008b; ZACHE et al., 2010a; 2010b,
ZACHE et al., 2011 a; 2011b, MELO et al., 2011; PASTORI et al., 2012; ZACHE et al., 2012;
VARGAS et al. 2013, PASTORI et al. 2013, FAVERO et al. 2013a, 2013b, BELLON et al.
2014, GLAESER et al. 2014, FAVERO et al. 2014).

As técnicas de otimizacdo da extracdo de DNA para a utilizacdo na reacdo da
polimerizacdo em cadeia (PCR) tém permitido a investigacdo de diferentes amostras biol6gicas
mesmo quando o DNA esta presente em pequenas quantidades (BUENO, 2004).

Extracdo de DNA é um passo da rotina em muitos estudos bioldgicos incluindo a
identificacdo molecular, inferéncia filogenética, genética, e genémica (CHEN et al,
2010).Varios metodos de extragdo de DNA tém sido descritos para os diferentes grupos de
organismos Vivos e a preocupagao mais importante sobre estes métodos tém sido a quantidade e
integridade de DNA (GRACHEV et al., 2006; LEE & PRYS-JONES, 2008; OLIVEIRA et al.,
2009)
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A qualidade das amostras depende do material bioldgico, bem como em métodos a serem
empregados. Um protocolo ideal de extragdo de DNA deve otimizar o rendimento, minimizar a
degradacdo do DNA, e ser eficiente em termos de custo, tempo, trabalho e suprimentos
(MARENGONI et al., 2006; CHEN et al., 2008; CHEN et al., 2010).

Otimizar técnicas para isolar e caracterizar o material genético por meio de marcadores
moleculares podem ser uma Otima ferramenta para estudos a nivel de gene em populagdes de
parasitoides. Dentre as diversas fontes bioldgicas existentes para realizar uma extracdo de DNA,
é importante salinetar que para himendpteros endoparasitoides sdo escassos 0s estudos de
isolamento do material genético. A utilizacdo de protocolos eficientes é impresindivel para uma
correta extracdo, ampificacdo e visualizacdo do DNA do parasitoide. Neste contexto, o objetivo
deste estudo foi avaliar dois métodos de extracdo de DNA que apresentasse integridade e
quantidade suficientes para posteriores analises moleculares para T. diatraeae e P. elaesis.

2. MATERIAL E METODOS

Insetos de estudo

Diferentes quantidades (pools), 25, 50, 100 e 150 individuos adultos dos parasitoides (T.
diatraeae e P. elaesis) foram utilizadas para a extracdo. Os parasitoides foram obtidos da criacdo
do Laboratério de Entomologia/Controle Biologico (LECOBIOL) da Faculdade de Ciéncias
Agréarias (FCA) da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD). Os procedimentos
técnicos foram realizados no Laboratério de Biotecnologia aplicada a Producdo Animal,
Faculdade de Ciéncias Agrérias da Universidade Federal da Grande Dourados (FCA/UFGD).

Os parasitoides foram contados e colocados em microtubos de 1,5 mL, eutanasiados em
nitrogénio liquido (N2) e identificados pela incial T para T. diatraecae e P para P. elaesis. O
material para as analises foram preparados com trés repeticbes para cada quantidade de
individuos por espécie.

Extracdo de DNA

Os “pools” de insetos de diferentes quantidades das duas espécies, foram submetidas a
extracdo do DNA utilizando-se os protocolos denominados abaixo como A (adaptado de
WALSH et al., 1991) e B (adaptado de HAMZE et al., 2003), com ou sem maceragédo prévia do
material bioldgico.

Protocolo A
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Os parasitoides em diferentes quantidades (T25, T50, T100, T150 e P25, P50, P100 e
P150) previamente macerados ou ndo foram colocados em microtubos e adicionado 200 pL de
Chelex® a 5 % e incubados a temperatura de 95 °C por 15 minutos, e em seguida, as amostras
foram centrifugadas a velocidade de 14.000 rpm por 2 minutos.

Apbs a centrifugacdo, o sobrenadante foi coletado e transferido para um novo tudo e
posteriomente foram armazenadas em freezer -20 °C para as analises posteriores.

Protocolo B

Os parasitoides em diferentes quantidades (T25, T50, T100, T150 e P25, P50, P100 e
P150) previamente macerados ou ndo, foram colocados em microtubos e em seguida adicionou-
se 800ul de tamp&o de extracéo (para 10 ml de solugdo: 1,4 mol It NaCl/ 0,812g; 20mm EDTA/
0,4ml 0,5 mol I*;20mm Tris-HCI pH8,0 / 1ml 1 mol I; 5% PVP 0,5 mg) e 16 pl de B-
mercaptoetanol, posteriormente incubados em banho-maria a 60 °C por 60 minutos, agitando as
amostras a cada 10 minutos. Em seguida foram adicionados 600 pL de CIA (cloroférmio: alcool
isioamilico 24:1) e agitou-se durante 5 minutos e em seguida centrifugou por 6 minutos a 12.000
rpm. A fase aquosa foi retirada e colocada em outro microtubo de 1,5 ml. Posteriormente, 600 pl
de isopropanol gelado foram adicionados e microtubos foram agitados em vortex por 5 minutos.
As amostras foram incubadas a -20°C overnight. Apos incubacdo, as amostras foram
centrifugadas a 12.000 rpm por 10 minutos, o sobrenadante foi desprezado, 1 mL de etanol 70%;
foi adicionado. A etapa de centrifugacdo foi novamente repetida por 2 minutos e o sobrenadante
desprezado e os microtubos foram invertidos para a secagem (10 a 15 minutos). Finalmente,
foram adicionados 50 pL de TE (10 mM Tris HCI, 1 mM EDTA) pH 8,7 com RNase
10pg/uL(Promega) as amostras e posteriormente foram incubadas a 37°C por 1 hora e
armazenados em freezer a —20 °C até 0 momento do uso.

Analise da quantidade e qualidade do DNA

A guantidade e a pureza do DNA total extraido a partir dos dois protocolos A e B foram
avaliadas por meio de espectrofotometria com o equipamento NanoPhotometer® (Implen 300).

Além dessas analises, as amostras de DNA foram submetidas a eletroforese em gel de
agarose 2%, por 30 minutos a 120 V. O gel foi preparado com tampédo TBE (1x) e corado com
brometo de etidio. O DNA foi visualizado por meio de fotodocumentador (UVP) sob luz UV
(Figura 1).
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Os dados da quantidade e qualidade do DNA provenientes de cada espécie de parasitoide
de cada procedimento de extracdo (Protocolos A e B) foram submetidos a analise de variancia e
quando significativo a 5% de probabilidade foi realizado o teste de Tukey.

Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

Para testar se as amostras de DNA extraidas eram provenientes de individuos da familia
Eulophidae foram submetidas a PCR, seguindo o protoloco de AEBI et al., 2004, com algumas
adaptacOes. As sequéncias de oligonucleotideos iniciadores que foram utilizadas estéo listadas na
Tabelal.

As amostras para reacdo de amplificagdo foram preparadas da seguinte forma: 25 pL
contendo: 12,5 puL de PCR Master Mix (Thermo scientific), 10 pmoles de cada um dos
oligonucleotideos iniciadores (Foward e Reverse) e 50 al00ng de DNA genémico. As reacoes
em cadeia pela polimerase foram realizadas em termociclador (BioRad®) e consistiu em pré-
aquecimento de 94°C por quatro minutos antes da inicializacdo dos 30 ciclos, cada qual
conduzido a 94°C por 45 segundos, 56°C por 55 segundos para 0 anelamento dos primers e
extensdo, a 72°C por 45 segundos catalizada pela atividade da DNA polimerase, e entdo uma
extensdo final por quatro minutos a 72°C. Para monitoramento das reacGes de amplificagéo,
utilizou-se uma amostra controle negativo, onde o DNA foi substituido por igual volume de agua
ultrapura.

Os fragmentos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2%, a
uma voltagem de 120 V, por 40 minutos. O gel foi preparado com tampéao TBE (1x), corado com
brometo de etidio. O marcador de peso molecular utilizado foi 100 pb DNA Ladder (Thermo
Scientific®). Os produtos da PCR e o controle negativo foram submetidos a eletroforese em gel
de agarose acrescidos do tampé&o de corrida. A banda de DNA foi visualizado gel e fotografado
em fotodocumentador (UVP) sob luz UV.

3. RESULTADOS
As técnicas utilizadas e otimizadas mostraram que os dois protocolos A (Chelex®) e B,
resultaram em material com quantidade e pureza satisfatorias para amplificacdo do DNA,
independente da quantidade de individuos (Figura 1).

Em T. diatraeae as concentracdes de DNA extraidas pelo protocolo A (Chelex®) foram
de 450,01 £ 58,20 ng/uL com 25 individuos e 1421,01 + 201,06 ng/uL com 150 individuos, com
razOes de pureza variando de 1,54 + 0,02 a 1,6 3+ 0,07. Para P. elaeisis, as amostras extraidas
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pelo mesmo protocolo tiveram médias de quantidade de 528,33 = 63,50 ng/pL com 25
individuos e 1462,02 + 140,93 ng/uL com 150 parasitoides, com razdes entre 1,13 + 0,04 a 1,15
+ 0,01 (Tabela 1).

As médias de quantidade de DNA obtidas pelo protocolo B foram de 21,24 + 9,62
ng/uL com 25 individuos e 29,40 + 11,14 ng/pL com 150 individuos de T. diatraeae, com razdes
entre 1,18 £ 0,02 a 1,95 + 0,02. Em P. elaeisis as concentra¢fes foram de 101,20 £ 16,29 ng/uL
com 25 individuos e 1375,67 + 29,30 ng/uL com 150 parasitoides, a razdo variou de 1,55 + 0,02
a1,90 £ 0,07 (Tabela 1).

Para a técnica de PCR com os marcadores moleculares, as amostras de T. diatraeae e P.
elaeisis foram amplificadas e houve formacdo de bandas (Figura 2), quando extraidas pelo
protocolo A (Chelex®), porém ndo houve amplificagio com os marcadores moleculares das
amostras de P. elaeisis extraidas pelo protocolo B.

4. DISCUSSAO

Os produtos de extracdo do protocolo A foi o que apresentou maiores quantidades de
DNA (ng/pL) para os parasitoides T. diatraeae e P. elaeisis (Tabela 1). A técnica de isolar
acidos nucléicos de tecidos/células em quantidade, pureza e integridade suficientes é uma fase
essencial na préatica da biologia molecular. Para tecidos de origem animal, as taxas de rendimento
de concentracdo tipicos variam entre 100 - 5000 ng/mL (MOLECULAR RESEARCH CENTER,
2008).

Comparando os dois protocolos, 0 método do protocolo A, resultou em taxas mais altas
de rendimento DNA e menos degradacéo para T. diatraeae e P. elaeisis, sendo que para o Gltimo
os valores da razdo ndo foram altos (1,13 + 0,04 a 1,15 * 0,01), independente da quantidade de
individuos utilizados. Segundo WALKER & RAPLEY (1999) a quantidade, pureza e integridade
do &cido nucléico extraido dependem de muitos fatores e tém uma grande influéncia no resultado
das técnicas que serdo nele aplicadas, como por exemplo, na PCR.

A analise da pureza do DNA baseia-se na propriedade da molécula de absorver radiacédo
ultravioleta no comprimento de onda de 260 nm/280 nm, onde a razdo entre 1,5 a 2,0 0 DNA
apresenta boa qualidade e integridade, o equipamento também fornece a quantidade de DNA em
Mg/UL determinar a concentracdo de DNA (ROHLAND, 2004). Segundo REGITANO et al.
(2001) os valores de razdo de absorbancia inferiores a 1,8 resultam de contaminacdo do DNA

com proteinas, podendo inviabilizar a amplificacdo por PCR. No entanto para LEE et al. (2010),
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valores inferiores a 1,55, como obtidos no presente estudo, podem ser considerados satisfatorios
para utilizacdo em PCR.

A qualidade do DNA extraido pelo protocolo A para aplicagdo molecular, proporcionou
material genético suficiente para a PCR tal como demonstrado pelas amplificagbes com o0s
marcadores moleculares microssatélites utilizados neste estudo para T. diatraeae e P. elaeisis
(Figura 5),

O DNA extraido pode ser influenciado por muitos fatores, tais como espécie estudada,
tecido, método de preservacdo, processo de extracdo e método de precipitacdo (CHEN et al.,
2010). Fato que ocorreu para as amostras de DNA de P. elaeisis extraidas pelo protocolo B, onde
apesar de apresentar valores de concentracdo e razdes altas ndo foi o suficiente para a técnica da
PCR com os marcadores moleculares, isso pode estar ligado ao material genético extraido, ou até
mesmo o inseto estudado, como por exemplo, a pigmentacdo e a quitina presente no
exoesqueleto do parasitoide.

Ao observar os resultados os protocolos A e B, 0 primeiro se apresenta como alternativa
viavel para a extracdo de DNA a partir dos espécimes estudados. Ele apresenta algumas
vantagens em relacdo aos protocolos convencionais, pois requer um ndmero menor de
centrifugacdes e lavagens, que se constituem em etapas que favorecem a introducdo de
contaminantes, além de ser de execucdo mais simples e rapida dispensando o uso de solventes
organicos.

O aperfeicoamento dos métodos de extracdo de DNA de himendpteros parasitoides
auxilia uma execucdo mais simples e rapida na obtencdo de amostras desses individuos em
estudos retrospectivos.

5. CONCLUSAO
O protocolo A é possivel e viavel de ser utilizada para a extracdo de DNA para
parasitoides himendpteros.
A otimizacdo desta técnica permitiu utilizar as amostras de DNA de T. diatraeae e P.
elaeisis na reacdo de PCR com marcadores moleculares.
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Tabela 2- Médias (+ EP) de concentracdo (ng/pL) e pureza (valor da relagdo 260/280 nm) do DNA obtidos a partir de dois métodos de extracdo de

DNA para Trichospilus diatraeae e Palmistichus elaeisis (Hymenoptera: Eulophidae).

Protocolo A Protocolo B
Maceracédo em N> Sem maceracéao Maceracédo em N Sem maceracéo
Conc™. Conc. x Conc. Conc. x
n? Razdo Razao Razéo Razao
(ng/uL) 260nm/280nm ('ng/uL) 260nm/280nm (ng/uL) 260nm/280nm (ng/uL) 260nm/280nm
25 450,01+58,20 A%d®  1,63+0,02Ba 106,20+26,52Bd 1,73+£0,02Aa 21,24+ 9,62Dc 1,45+0,02Db  22,87+12,17Cc  1,49+0,08Ca
50 686,67+75,04Ac 1,53+0,08Bc 270,33+59,01Bc 1,64+0,06Ab 13,04+ 3,56Dd 1,18+0,03Dd  47,83+15,44Ca  1,31+0,02Cc
Trichospilus 100 987,00+£73,02Ab 1,53+0,07Bc 396,02+59,01Bb 1,63+0,06Bc 108,53+23,25Ca 1,95+0,09Aa 7,35+1, 30Dd 1,31+0,03Dc
diatraeae
150 1421,00+ 1,54+0,07Ab 502,67+61,54Ba 1,57+0,08Bd 29,40+ 11,14Ch 1,34+0,02Dc 27,20+9,30Db 1,45+0,05Ch
201,06Aa
25 528,33+63,50Ad 1,15+0,04Ca 184,67+31,23Bd 0,93+0,014a 101,27+16,29Cd 1,55+0,02Ad  58,87+10,90Db  1,38+0,05Ba
50 1348,33£187,64Ac  1,15+0,04Ca 390,67+52,54Cc 0,77+0,14Db 855,33+15,62Bc 1,90+0,08Aa  26,07+13,36Dd  1,19+0,04Bd
Palmistichus 100 1367,67+136,21Ab  1,13+0,03Cc 682,67+35,03Ch 0,56+0,12Dd 1441,3+63,95Ba 1,85+0,04Ab  53,97+11,61Dc  1,21+0,02Bc
elaeisis
150 1462,00+140,93Aa  1,144+0,01Cb  1235,33+54,99Ca  0,72+0,08Dc  1375,67+29,30Bb  1,83+0,07Ac  92,77£12,31Da  1,28+0,02Bb

IConcentracéo (quantidade de DNA contida em 1L da solucéo).
Zn =quantidade de individuos utlizados
$Médias seguidas pela mesma letra maitscula na mesma linha nao diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.
“Médias seguidas pela mesma letra minGscula na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.
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Tabela 1- Locus de microssatélite, tamanhos dos fragmentos amplificados em pares de bases (pb)
pela mPCR de Horisnemus sp. (Hymenoptera: Eulophidae), utilizados para anélises das amostras
de DNA de Trichopsilus diatraeae e Palmistichus elaeisis (Hymenoptera: Eulophidae) adaptado
de AEBI et al. 2004.

Locus  Acesso no Sequéncia de primers (5’ - 3°) Tamanho Temperatura
Genbank do de
n° fragmento anelamento
(pb) .
(°C)
Ho4b  AY66613 F: CATCGAAAGGGATATGCGCACG 126-140 61

R: CTATACAAAGCTCCATTCACTCG

Ho8b  AY655757 F.CTTAAAACTCTACAATGGCGTCTTT  164-298 52
R: GATAAAGTACAGATTTCGCGC

HolOb AY166616 F: GCATAGAGTCGCGGAATCG 154-174 58
R: CCACTCGAAATACTTGTAA >

Hol6 AY166618 F: TCTGAACTTGCATTGTCATG 170-238 57
R: GCAAAATTGCGTTTCGTCTG

Ho6b AY166614 F:CGTTATGCGCATACGCTGGGT 163-181 65

R:CAACACAAGACAACGCAGCTCCG

4
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Figura 1. Fotografia dogel de agarose a 2%com brometo de etidio de amostras (sem
maceracdo de 1 a 3-25,de4a6-50, de7a9-100, de 10 a 12- 150 individuos, com
maceracdo de 13 a 15- 25, 16 a 18- 50, de 19 a 20- 100 individuos) de DNA extraido do
Protocolo B (HAMZE et al., 2003 com adaptacbes) de Palmistichus elaeisis
(Hymenoptera: Eulophidae).
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Figura 2. Fotografia do gel de agarose a 2% com bormeto de etidio de amostras (com
maceracdo 1-100, 2 a 4- 150 individuos) de DNA extraido do Protocolo B (HAMZE et
al., 2003 com adaptacdes) e (com maceracdo 4 a 7- 25, 8 a 10-50, 11 a 13-100, 14 a 16
150 individuos, sem maceracdo 17 a 19-25 individuos) de DNA extraido do Protocolo
A (Chelex®) de Palmistichus elaeisis (Hymenoptera: Eulophidae).
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Figura 3. Fotografia do gel de agarose a 2% com bormeto de etidio de amostras (sem
maceragdo 1 a 3-50, 4 a 6- 100, 7 a 9 150 individuos) de DNA extraido do Protocolo A
(Chelex®) de Palmistichus elaeisis (Hymenoptera: Eulophidae) e (sem maceragdo 10 a 12-
25,13 a 15 -50, 16 a 18-100 individuos) de DNA extraido do Protocolo B (HAMZE et al.,
2003 com adaptacgdes) de Trichospilus diatraeae (Hymenoptera: Eulophidae).
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Figura 4. Fotografia do gel de agarose a 2% com bormeto de etidio de amostras (sem
maceracdo 1 a 3-150 individuos, com maceracdo 4 a 6-25, 7 a 9- 50, 10 a 12- 100, 13 al5-
150 individuos) de DNA extraido do Protocolo B (HAMZE et al., 2003 com adaptacdes) e
(sem maceracdo 16 a 17- 25 individuos) de DNA extraido do Protocolo A (Chelex®) de
Trichospilus diatraeae (Hymenoptera: Eulophidae).

LS



Figura 5. Fotografia do gel de agarose a 2% com bormeto de etidio de amostras (sem
maceracdo 1 a 3-50, 4 a 6-100, 7 a 9- 150 individuos, com maceracdo 10 al2- 25, 13 a
14- 50, 16 a 18- 100 individuos) de DNA extraido do Protocolo A (Chelex®) de
Trichospilus diatraeae (Hymenoptera: Eulophidae).
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Figura 6. Eletroforese em gel de agarose 2% corado com Brometo de Etideo dos produtos
amplificados com DNA de Trichospilus diatraeae e Palmistichus elaeisis (Hymenoptera:
Eulophidae) com 100 insetos macerados. Coluna 1: Marcador de peso molecular 50 pares
de bases (pb), Coluna 2: Controle Negativo (No), Colunas seguintes:Ho4b: 1P 0, 1T banda

de aprox 250pb; Ho8b: 2P 0, 2T 260pb; HolOb: 3P 0 e 3T 150pb, Hol6b: 4P0 , 4T
450pb; Ho6b: 5P 0, 5T 210 e 230pb.
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CAPITULO I1I

Transferibilidade de marcadores nucleares microssatélites
para Trichospilus diatraeae e Palmistichus elaeisis
(Hymenoptera: Eulophidae)
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Transferibilidade de marcadores nucleares microssatélites para Trichospilus
diatraeae (Hymenoptera: Eulophidae)

RESUMO: Espécies filogenéticas mais proximas sdo mais semelhantes geneticamente
uma maior similaridade genética pode conduzir a uma maior possibilidade de
transferéncia de marcadores moleculares j& desenvolvidos para himendpteros
parasitoides. Dentre os himenopteros parasitoides, destacam-se aqueles pertencentes a
familia Eulophidae, os endoparasitoide de pupas de lepidopteros Trichospilus diatraeae
Cherian & Margabandhu e Palmistichus elaeisis Delvare & LaSalle (Hymenoptera:
Eulophidae). O objetivo deste trabalho foi estabelecer a utilizagdo do protocolo Chelex®
para extracdo de amostras individuais de T. diatraeae e P. elaeisis provenientes de
diferentes geracdes e testar a transferabilidade de microssatélites de espécies da mesma
familia Eulophidae. Fémeas parasitoides de T. diatraeae e de P. elaeisis das criacfes
das seguintes geragdes: F1, F5, F10, F15 e F20, foram armazenadas em freezer -20 °C.
O material para as analises foi preparado com trés repeticdes para cada fémea
individualizada em microtubos de 1,5 mL, para cada geracdo. As amostras foram
submetidas a extracdo do DNA e foram avaliadas a quantidade e pureza do DNA e feita
a analise de PCR com os primers. Dois marcadores (Ho8b e HolOb) revelaram
amplificacdo por PCR para as amostras de DNA de T. diatraeae e apenas um (Ho10b)
para P. elaeisis, porém esse nimero € insuficiente para permitir um amplo espectro de
aplicacBes dos marcadores variando de espécies nos estudos moleculares, porém, é
possivel aplicar os marcadores estudados para pesquisas ao nivel de identificacdo de
individuos pertecentes a mesma familia, indicando que as amostras sdo do parasitoide
em estudo.

Palavras-chave: parasitoides; sequéncia de DNA; marcadores moleculares.

ABSTRACT: Phylogenetic species closer are more similar genetically greater genetic
similarity can lead to greater portability of molecular markers already developed for
Hymenoptera parasitoids. Among the hymenoptera parasitoids, we highlight those
belonging to Eulophidae family, endoparasitoid pupae of lepidoptera Trichospilus
diatraeae Cherian & Margabandhu and Palmistichus elaeisis Delvare & LaSalle
(Hymenoptera: Eulophidae). The objective of this study was to establish the use of
Chelex® protocol for extracting individual samples T. diatraeae and P. elaeisis from
different generations and test the transferability of microsatellite species of the same
family Eulophidae. Parasitoid females T. diatraeae and P. elaeisis the creations of the
following generations: F1, F5, F10, F15 and F20, were stored in -20 ° C freezer. The
material for analysis was prepared with three replicates for each separate female in
microtubes of 1.5 ml for each generation. The samples were subjected to DNA
extraction were evaluated and the amount and purity of DNA and PCR analysis
performed with primers. Two markers (Ho8b and HolOb) revealed for PCR
amplification of DNA from T. diatraeae samples and only one (Ho10b) P.elaeisis, but
this number is insufficient to allow a wide spectrum of applications ranging from
markers in studies of species molecular, however, you can apply the markers studied for
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research at the level of individuals identifying pertecentes the same family, indicating
that the samples are the parasitoid under study.

Keywords: parasitoids; DNA sequence; molecular markers.
1.INTRODUCAO

Os himenopteros parasitoides estdo presentes em quase todos os habitats
terrestres e sdo uma das classes mais importantes de agentes de controle biolégico em
agroecossistemas e sdo também amplamente utilizadas em estudos de ecologia evolutiva
e biologia de populagdes (GIBSON, 1993, GAUTHIER et al. 2000, WAIJNBERG et al.
2008, HESAMI et al. 2010, HARDY et al. 2013).

Grande numero de testes de laboratorio tem sido conduzidos objetivando
monitorar a qualidade de inimigos naturais, com base principalmente em parametros
biolégicos. Um dos maiores obstaculos do controle de qualidade € a deteccdo da perda
da variabilidade genética em insetos criados massalmente (van LENTEREN, 2003,
PREZOTTI et al. 2004, BEUKEBOOM & ZWAAN, 2005, HERATY et al. 2011,
SORENSEN et al. 2012). A deteccdo da variabilidade genética em insetos é
normalmente obtida a partir da genética molecular, utilizando técnicas para isolar e
caracterizar tais genes por meio de marcadores moleculares.

Os marcadores € um fendtipo molecular oriundo de um gene expresso ou de um
segmento especifico do DNA (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).
Microssatélites nucleares sdo atualmente um dos mais populares tipos de marcadores
genéticos utilizados para estudos moleculares (BARBARA et al. 2007). Estes consistem
em unidades curtas, repetidas de cerca de 2-6 pares de bases de comprimento, com um
matriz que pode ser de até 200 pb de comprimento e sdo encontrada tanto em regides
codificantes e ndo codificantes em todos 0s genomas procaridticos e eucarioticos
(BEUKEBOOM & ZWAAN, 2005, TALBOT et al. 2011; SCHROEDER et al. 2012).

Devido ao seu extremo potencial polimoérfico independente do l6cus e espécies
estudadas, estes marcadores moleculares de DNA sdo os indicados para fornecer
informacdes sobre os processos evolutivos, a diversidade genética e diferenciacao entre
as populacGes atraves de medir o grau de heterozigosidade espécies de parasitoides
(ANTON et al. 2007, NYABUGA et al. 2010, HERATY et al. 2011, KHIDR et al.
2014), bem como o grau de fluxo génico e disperséo entre populagdes (ZAVODNA et
al. 2005; DRESCHER et al. 2010; NYABUGA et al. 2010).
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Dentre 0s himendpteros parasitoides, destacam-se aqueles pertencentes a familia
Eulophidae que apresenta cerca de 4.472 espécies, é constituida por insetos pequenos
entre 0,4 a 0,6mm de comprimento e esta subdividida em quatro subfamilias:
Entedoninae, Eulophinae, Entiinae e Tetrastichinae (NOYES, 2008).

Dentro da familia Eulophidae se destacam duas espécies de endoparasitoides de
pupas de lepiddpteros Trichospilus diatraeae Cherian & Margabandhu, 1942
(Hymenoptera: Eulophidae) e Palmistichus elaeisis Delvare & LaSalle, 1993
(Hymenoptera: Eulophidae), onde ambos tem sido relatados e estudados como agentes
potenciais no controle bioldgico de pragas agricolas e florestais (BITTENCOURT &
BERTI FILHO, 2004, PEREIRA et al. 2008, ZACHE et al. 2010a, 2010b, ZACHE et
al. 2011 a, 2011b, MELO et al. 2011, PASTORI et al. 2012, ZACHE et al. 2012,
VARGAS et al. 2013, PASTORI et al. 2013, BELLON et al. 2014).

Espécies filogenéticas mais proximas sdo mais semelhantes geneticamente
(GAUTHIER et al., 2000, CERVERA et al. 2005, KHIDR et al. 2014), uma maior
similaridade genética pode conduzir a uma maior possibilidade de transferéncia de
marcadores moleculares ja desenvolvidos para himendpteros parasitoides.

O objetivo deste trabalho foi estabelecer a utilizagdo do protocolo Chelex ® para
extracdo de amostras individuais de T. diatraeae e P. elaeisis provenientes de diferentes
geracOes e testar a transferabilidade de microssatélites de espécies da mesma familia
Eulophidae.

2. MATERIAL E METODOS

Os parasitoides T. diatraeae e P. elaeisis foram criados por trés geracOes em
pupas de A. gemmatalis (hospedeiro neutro para eliminar um possivel condicionamento
pré-imaginal ao hospedeiro de criacdo). Sete fémeas de cada espécie descendentes
emergidas da pupa de A. gemmatalis foram selecionadas ao acaso e individualizadas em
tubos de vidro, cada uma com uma pupa de D. saccharalis nas condic¢des 25 + 2°C, 70+
10% de umidade relativa do ar e fotofase de 14 horas, para compor a geragdo F1 de T.
diatraeae e de P. elaeisis. Esse procedimento foi repetido sucessivamente até a geragdo
F20 de T. diatraeae e de P. elaeisis em pupas de D. saccharalis.

Fémeas parasitoides de T. diatraeae e de P. elaeisis das criagdes das seguintes
geracOes: F1, F5, F10, F15 e F20, foram armazenadas em freezer -20 °C. O material
para as andlises foi preparado com trés repeticdes para cada fémea individualizada em

microtubos de 1,5 mL, para cada geragéo.
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As amostras foram submetidas a extracdo do DNA adicionado 200 pL de
Chelex® a 5 % (com adaptagBes WALSH, 1991) para cada fémea e incubados em
termociclador Bio Rad® a temperatura de 95 °C por 15 minutos, e em seguida, as
amostras foram centrifugadas a velocidade de 14.000 rpm por 2 minutos.

Ap0s a centrifugacdo, as amostras foram armazenadas em freezer -20 °C para as
andlises posteriores.

Para testar se as amostras de DNA extraidas eram provenientes de individuos da
familia Eulophidae foram submetidas a PCR, seguindo o protoloco de AEBI et al.,
2004, com algumas adaptacGes. As sequéncias de oligonucleotideos iniciadores que
foram utilizadas estdo listadas na Tabelal.

As amostras para reacdo de amplificacdo foram preparadas da seguinte forma:
25 uL contendo: 12,5 puL de PCR Master Mix (Thermo scientific), 10 pmoles de cada
um dos oligonucleotideos iniciadores (Foward e Reverse) e 50 alOOng de DNA
gendmico. As reagOes em cadeia pela polimerase foram realizadas em termociclador
(BioRad®) e consistiu em pré-aquecimento de 94°C por quatro minutos antes da
inicializagdo dos 30 ciclos, cada qual conduzido a 94°C por 45 segundos, 56°C por 55
segundos para o0 anelamento dos primers e extensao, a 72°C por 45 segundos catalizada
pela atividade da DNA polimerase, e entdo uma extensdo final por quatro minutos a
72°C. Para monitoramento das reacdes de amplificacdo, utilizou-se uma amostra
controle negativo, onde o DNA foi substituido por igual volume de agua ultrapura.

Os fragmentos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
a 2,0%, a uma voltagem de 120 V, por 40 minutos. O gel foi preparado com tampé&o
TBE (1x), corado com brometo de etidio. O marcador de peso molecular utilizado foi
100 pb DNA Ladder (Thermo Scientific®). Os produtos da PCR e o controle negativo
foram submetidos a eletroforese em gel de agarose acrescidos do tampéo de corrida. A
banda de DNA foi visualizado gel e fotografado em fotodocumentador (UVP) sob luz
uv.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As concentragdes (quantidade de DNA contida em 1pL da solugéo) e as razfes
entre as amostras testadas 260/280nm estdo representados na Tabela 2 e a amplificagédo
da PCR com os marcadores moleculares estdo na Figura 1. Dois marcadores (Ho8b e
Ho10b) revelaram amplificagdo por PCR para as amostras de DNA de T. diatraeae e
apenas um (Ho10b) para P. elaeisis, porém esse numero é insuficiente para permitir um

amplo espectro de aplicacbes dos marcadores variando de espécies nos estudos
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moleculares, como por exemplo, em analise da variabilidade genética, porém a
transferebilidade de numerosos loci SSR foi mostrada em espécies para quais 0s primers
ndo foram desenvolvidos, podem ser consideradas como marcadores para ser aplicados
para comprovacao de parasitoides da familia Eulophidae e auxiliar na construcdo de um
banco gendmico.

Estabelecer que existisse polimorfismo genético dentro de espécies de
parasitoides abre um numero de possibilidades para a utilizacdo desses marcadores. Por
exemplo, os marcadores moleculares tém sido usados caracterizacdo molecular para
auxiliar na idenficacdo de espécies de himendpteros parasitoides da familia Braconidae
e Eulophidae (GEBIOLA et al. 2010, GUPTA et al. 2011, TOMANOVIC et al. 2014),
identificacdo de poupulacGes de insetos da mesma espécie em diferentes regides ou
areas proximas (ALTHOFF & THOMPSON, 2001, VICKERMAN et al. 2004,
BERNARDO et al. 2008), estudos filogenéticos e taxondmicos (GAUTHIER et al.
2000, DRESCHER et al. 2010, MATSUO et al. 2014), diversidade genética (KANUCH
et al. 2014) e também para identificar o sexo de ovos de himendpteros (ABE et al.
2009).

Além disso, o parentesco genético € um fator crucial na evolucdo de
caracteristicas bioldgicas e comportamentais entre individuos (LIZE et al. 2006;
GARDNER & WEST, 2007).

Com base nos resultados é possivel aplicar os marcadores estudados para
pesquisas a nivel de identificacdo de individuos pertecentes a mesma familia, indicando
que as amostras sdo do parasitoide em estudo.

4. CONCLUSAO

Em T. diatraecae e P. elaeisi criados em laboratorio foram encontrados
polimorfismo em dois marcadores microssatélites.

Os marcadores podem ser aplicados na identificacdo de individuos pertecentes
afamilia Eulophidae.
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Tabela 1- Locus de microssatélite, tamanhos dos fragmentos amplificados em pares de bases (pb)
pela mPCR de Horisnemus sp. (Hymenoptera: Eulophidae), utilizados para analises das amostras de

DNA de Trichopsilus diatraeae e Palmistichus elaeisis (Hymenoptera: Eulophidae) adaptado de
AEBI et al. 2004.

Locus  Acesso no Sequéncia de primers (5’ - 3°) Tamanho Temperatura
Genbank do de
n° fragmento  anelamento
(pb) .
(°C)
Ho8b  AY655757 F.CTTAAAACTCTACAATGGCGTCTTT 164-298 52

R: GATAAAGTACAGATTTCGCGC
HolOb AY166616 F: GCATAGAGTCGCGGAATCG 154-174 58

R: CCACTCGAAATACTTGTAAC

0L



Tabela 2- Médias (xEP) de concentracdo (ng/pL) e pureza (valor da relagdo 260/280 nm) do DNA obtidos a partir de
método de extracdo Chelex ® com adaptacOes, para Trichospilus diatracae e Palmistichus elaeisis (Hymenoptera:
Eulophidae).

Quantidade de DNA Razéo
Fémeas adultas Geracao Ho/ul 260nm/280nm

1 16,30+ 6,07 1,55+ 0,09

5 19,00 + 8,57 1,51+ 0,09

Trichospilus diatraeae 10 21,70 £11,35 1,72+0,10
15 20,50 £11,17 1,53+0,9

20 18,60 + 8,14 1,72 +0,09

1 28,20 £3,58 1,38+ 0,01

5 41,43 £8,61 1,29+ 0,01

Palmistichus elaeisis 10 15,33 £ 6,56 1,00 + 0,02
15 30,60 £ 9,49 1,02 £ 0,03

20 30,40 £+ 6,80 1,05+ 0,03

T.
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Figura 1- Eletroforese em gel de agarose corado com brometo de etideo de produtos
amplificados de marcadores microssatélites de Homerus sp. (Hymenoptera:
Eulophidae)  em parasitoides Trichospilus diatreae e Palmistichus elaeisis
(Hymenoptera: Eulophidae) extraidos com Chelex®, amostras contendo uma fémea
de cada geragdo. Coluna 1: Marcador de peso molecular 50 pares de bases (pb),
Coluna 2: Controle Negativo (No), Colunas seguintes:Ho8b: T5-2 banda de aprox
250pb; T 20-1 banda de aprox. 250 pb, P5-1 0, Ho10b: T 5-2 banda de aprox.150 pb,
T 20-1 banda de aprox. 250pb e 150 pb, P 5-1 0, P5-4 banda de aprox. 150 pb e 100pb.

¢l
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CONCLUSOES GERAIS

A criacdo de T. diatraeae e P. elaeisis em pupas de D. saccharalis por 20 geragdes
sucessivas ndo compromete a qualidade biolégica do parasitoide.

O protocolo A (Chelex®) é possivel e viavel de ser utilizada para extracdo de
DNA de himendpteros parasitoides.

A otimizacdo desta técnica permitiu utilizar as amostras de DNA de T.
diatraeae e P. elaeisis na reacdo de PCR com marcadores moleculares, tendo resultados
satisfatorios (formacédo de bandas).

Em T. diatracae e P. elaeisi criados em laboratorio foram encontrados
polimorfismo em dois marcadores e microssatélites ja desenvolvidos o que indica que
podem ser consideradas como marcadores para ser aplicados na identificacdo de

individuos pertecentes a mesma familia.
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CONSIDERACOES FINAIS

As populacdes das duas espécies parasitoides criadas ao longo de vinte geracdes no
mesmo hospedeiro e em laboratério ndo sofreram perdas significativas em suas
caracteristicas bioldgicas. Essas informagdes sdo importantes, pois podem contribuir
para otimizacdo da multiplicagdo de T. diatraeae e P. elaesis em laboratorio, assim
como para o planejamento de estudos visando o controle biolégico de pragas agricolas e
florestais utilizando estes inimigos naturais em condicdo de campo.

Os processos de otimizacdo de anélises moleculares estabelecem um protocolo
padrdo para obter as amostras e realizar as analises com maior seguranca na coleta dos
dados. E importante salientar que para himendpteros endoparasitoides s30 escassos 0S
estudos de isolamento do material genético. Com base nos resultados inéditos obitidos é
possivel aplicar o protocolo com Chelex® para uma correta extracdo, ampificagdo e
visualizagdo do DNA do parasitoide.

Os marcadores moleculares microssatélites estudados e que foram desenvolvidos
para Horisnemus sp., serviram em pesquisas a nivel de identificacdo da espécie da
familia Eulophidae para T. diatraeae e P. elaesis. Com essas informacdes é possivel
construir um banco gendmico com as informacgdes genéticas dos parasitoides e também
construir primers (marcadores) especificos para T. diatraeae e P. elaesis, abrindo um
amplo caminho para estudos de filogenia, para a variabilidade genética e a dinamica
populacional, para a eficacia de liberacdo no campo e para o estabelecimento de uma
nova técnica para o controle de qualidade de criacdes massais.



