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A cana-de-acUcar é uma cultura de grande
importancia econémica no agronegoécio brasileiro,
especialmente na producdo de alcool e aclcar
(BENETT, 2011). Um dos desafios relacionados a
sua produtividade é o combate a praga Diatraea
saccharalis (broca da cana-de-aclcar), cujo
perecimento ndo ocorre diante a acdo do controle
guimico, causando o sintoma “coragdo morto”
(CRUZ, 2005). As vespas do g¢énero
Trichogramma atuam na eliminacéo de seus ovos,
sendo a T. galloi a mais especializada. O projeto
visa realizar a correta identificagdo, através da
regido do espagador ITS2 do rDNA e andlises de
restricdo, confeccionando uma chave de
identificagcdo para os espécimes.

Diferenciar as microvespas parasitoides da
espécie de T. galloi utilizando a regido do
espagador ITS2 do rDNA e analise de restri¢éo.

Materiais e Métodos

O projeto estd sendo desenvolvido nos
laboratorios do Instituto Federal de S&o Paulo,
Céampus Barretos. Os espécimes utilizados nesse
estudo sdo Trichogramma galloi, Trichogramma
pretiosum e Trichogramma atapovirilia fornecidos
pela empresa Biocontrol de Sertdozinho-SP.
Inicialmente foi feita uma busca no banco de
dados GenBank das sequencias de nucleotideos
disponivel para as trés espécies. As sequéncias
foram utilizadas para identificacdo das regides
para os primers ITS2 e busca de sitios de restricdo
com a ferramenta NEBcutter v2.0. Foram
realizadas extragbes do DNA das espécies T.
galloi, T. atapovirilia e T. prestiosum a partir do
protocolo “Blood-Animal-Plant Dna Preparation
Kit"- Cellco ®. O DNA obtido foi utilizado para
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realizacdo de PCR seguindo protocolo “Hot Start
Taq Pol Master Mix (2x)” -Cellco ® .Os produtos de
PCR (Figura 1) foram digeridos com as enzimas
de restricdo previamente selecionadas e estes
foram utilizados em eletroforese em gel de
agarose 1,2% corado pelo “Safedye Nucleid Acid
Stain” (Figuras 2, 3 e 4)
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Figura 1 — Gel de agarose 1,2% mostrando os
produtos da PCR, juntamente com as regides
flanqueadoras do género Trichogramma. A coluna
1 representa 0 marcador molecular; coluna 2:
espécie T. galloi; coluna 3: T. atopovirilia; coluna
4: espécie T. prestiosum
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Figura 2 — Gel de agarose 1,2% apresentando a
digestao enzimética da espécie T. galloi com as
enzimas de restricdo. Coluna 1: Marcador
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molecular; coluna 2: Eco RI; coluna3: Nru; coluna
4: Mlu; coluna 5: Sst |I.

Figura 3 — Gel de agarose 1,2% apresentando a
digestao enzimatica da espécie T. atopovirilia com
as enzimas de restricdo. Coluna 1: Marcador
molecular; coluna 2: Eco RI; coluna3: Nru; coluna
4: Mlu; coluna 5: Pvu I; coluna 6: Sst I.
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Figura 4 — Gel de agarose 1,2% apresentando a
digestdo enzimatica da espécie T. prestiosum
com as enzimas de restricdo. Coluna 1: Marcador
molecular; coluna 2: Eco RI; coluna3: Nru; coluna
4: Mlu; coluna 5: Pvu [; coluna 6: Sst .

Resultados e Discussao

O resultado da Andlise in silico com as enzimas de
restricio demonstrou padrdes de cortes
diferentes, permitindo a identificacdo de um
conjunto de enzimas de restricbes passiveis de
serem utilizadas na construcdo da chave de
identificacdo. Tendo a sequéncia da regidao do
internal trascribed spacer (ITS-2) do T. galloi
cortada pelas enzimas de digestdo: Nrul
(TCGCGA), EcoRI (AATTC, Pvul (CGATCG) e
Mlu-l (ACGCGT). Ja a espécie T. prestiosum
obteve corte apenas com a enzima Pvul
(CGATCG). E as enzimas eficazes para T.
atovirilia foram: Sac-l (GAGCTC) e Milu-l
(ACGCGT).
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Utilizado a técnica de extracdo através do
protocolo “Blood-Animal-Plant Dna Preparation
Kit”, obteve-se DNA suficiente para a clonagem e
leitura por meio do gel de agarose 1,2%, cujos
comprimentos dos sequenciamentos variaram
entre 515 a 610 pb.

A partir de uma reacdo com gradiente de
temperatura, foi verificado que para os primers
utilizados a melhor temperatura de anelamento é
55°C assim como melhor eficiéncia diante a
solucédo obtida pelo primer R1. Nesta etapa, ja foi
possivel diferenciar a espécie T. atopovirilia, pois
houve a presenca de duas bandas no gel de
agarose 1,2%, enquanto 0s outros espécimes
apresentaram apenas uma banda. A repeticdo
deste padrdo de corte foi observada em novas
extracbes de DNA.

Os resultados obtidos até 0 momento nos deixam
otimistas em relacdo a viabilidade de confeccéo
de uma chave molecular eficiente e precisa
(CIOCIOLA JR. et al, 2001). Assim como
desempenhara a confirmacdo das espécies
cedidas pela empresa Biocontrol, através do
sequenciamento (Tabela 1).

Identificacdo das espécies do género
Trichogramma através das enzimas de

restricdo
Clivagem com Espécie
enzimas
EcoRI e Mlul T. galloi
Sst T. atopovirilia
Nenhuma T. prestiosum

Tabela 1 — Representa a chave de identificagcdo
esguematizada. Apresentando a identificagédo das
espécies a partir da clivagem de enzimas de
restricdo especificas.

Conclusodes

E possivel diferenciar entre as trés espécies do
mesmo género por meio de ferramentas
moleculares utilizando primers para a regiaolTS2
do rDNA.

E possivel construir chave de identificacdo para as
trés espécies de Trichogramma estudadas.
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