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Introdugao

O género Trichogramma (Hymenoptera)
compreende um conjunto de espécies que tém
sido amplamente utilizadas no controle biolégico
de diversos tipos de culturas (Querino; Zucchi,
2012). Apresentam tamanho reduzido e, por
isso, sdo de dificil identificagdo morfoldgica,
realizada por meio de andlise da genitalia do
macho em microscopia (Ciociola, 2000). Desse
modo, outras formas de identificagdo, com base
em dados moleculares tém sido desenvolvidas
nos Uultimos anos (Ciociola, 2000). Nesse
contexto, com o presente trabalho pretende-se
estudar as relagbes filogenéticas para esse
conjunto de espécies com base em dados da
sequéncia da regiao ITS-2 do DNA ribossémico.

Objetivos

Ampliar o conhecimento sobre as relacbes
filogenéticas de Trichogramma sp. a partir de
dados moleculares da sequéncia ITS-2 do DNA
ribossdmico.

Material e Métodos

O projeto foi desenvolvido no laboratério
de biologia molecular da Unidade Agricola do
Instituto Federal de Sao Paulo, Campus
Barretos, sendo que o material biolégico foi
fornecido pela empresa Biocontrol,
acondicionados em alcool 100% e
armazenados a 10°C para conservacao.

Foram realizadas extragdes 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 realizagdo de PCR seguindo
protocolo “Hot Start Taq Pol Master Mix (2x)” -
Cellco ®.
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Foi realizado uma busca no banco de
dados GenBank das sequéncias de
nucleotideos da regido ITS-2 do rDNA
disponiveis para as espécies de Trichogramma
sp. que s&o encontradas no Brasil (Quadro 1),
para entdo realizar o alinhamento multiplo das
sequéncias e a determinacdo das relagoes
filogenéticas.

O alinhamento multiplo das sequéncias foi
realizado pelo programa CLUSTAL W
(Thompson et al., 1994). A determinacdo das
relagdes filogenéticas entre as sequéncias ITS2
das espécies de Trichogramma foi realizada
utilizando-se o software MEGA versao 11 em
plataforma Windows. Analises filogenéticas das
sequéncias ITS2 foram obtidas pelo método
neighbor-joining (Saitou; Nei, 1987) presente no
programa MEGA 11. Para a determinagédo dos
limites de confianga nos “nds”, os dados foram
submetidos ao teste de bootstrap (Felsenstein,
1985) para 1000 repeticdes.

Espécies Estados Acesso
Genbank
T. acacioi ES, SP, PR AF282235.1
T. atopovirilia | PE, MG, SP, | AY182759.1
PR AY182758.1
T. bruni SP, PR, RS AF282238.1
T. exiguum ES AF408670.1
AF408669.1
AY182769.1
AY182768.1
T. galloi RJ, SP AF282236.1
AY 182764 .1
T. lasallei PR AF282237.1
AY182762.1
T. manicobai | MG, SP, PR | MK226148.1
T. MG KP972055.1
marandobai KP972054 .1
T. pretiosum | AM, PE, CE, | FN568059.1
PB, DF, ES, | AF082822.1
RJ, GO, MG, | AF082820.1
AF282234 .1
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MS, MT, PR, | JF306651.1
RS, SC, SP
T. rojasi PR AF282239.1
Quadro 1 — Distribuicdo geografica de

Trichogramma no Brasil e numero de acesso no
GenBank.

Resultados e Discussao

A técnica de extracdo de DNA das trés
espécies de Trichogramma, seguindo as suas
etapas no laboratério até a realizagao de PCR
foi bem-sucedida, sendo que, a partir de uma
reacdo com gradiente de temperatura, foi
possivel observar que a melhor temperatura de
anelamento para os primers utilizados é 55°C,
onde o primer R2 mostrou melhor eficiéncia em
relacdo ao primer R1.

Os resultados obtidos com as analises
filogenéticas das sequéncias ITS-2
possibilitaram a criagdo de trés arvores que
mostram nao somente as possiveis relagdes
filogenéticas entre as espécies T. galloi, T.
atapovirilia e T. prestiosum (Figura 1), mas
também as relagbes destas 3 espécies com
outras que habitam o pais (Figuras 2 e 3).

Os resultados obtidos na Figura 1 séo
semelhantes aos resultados obtidos por outros
pesquisadores (Almeida, 2004; Ciociola Junior
et al., 2001; Santos et al., 2015), corroborando o
resultado. Além disso, os dendrogramas obtidos
nas Figuras 2 e 3, em relagdo a posicao das
espécies T. pretiosum e T. manicobai sao
semelhantes ao resultado obtido por Silva
(2023), que obteve uma arvore filogenética
baseada em um fragmento do gene mitocondrial
citocromo c¢ oxidase subunidade | (COI).
Contudo, houve uma diferenga posicional entre
as analises filogenéticas em relagao as espécies
T. atopovirilia, T. galloi e T. rojasi.

Por fim, através dos resultados
adquiridos pelas analises filogenéticas, foi
possivel constatar que os resultados das
relagdes filogenéticas batem com a distribuigéo
geografica das espécies. Por exemplo, tanto na
Figura 2 quanto na Figura 3, as espécies T.
acacioi, T. bruni, T. rojasi, T. atopovirilia e T.
lasallei estdao proximas filogeneticamente, e
todas sdo encontradas no estado do Parana.
Esta relagdo € mantida com as outras espécies.
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— T. exiguum strain EXHE

43

—— T. pretiosum 5.85 rRNA gene (partial)

T. galloi Strain TG-19

T. atopovirilia strain Tato-01

Figura 1 — Dendrograma baseado na analise de
sequéncias ITS-2 de quatro espécies de
Trichogramma usando o método neighbor-
joing.

T. acacioi strain TAC-18
{ T. bruni strain TB-22
T. rojasi strain TR-23
T. atopovirilia strain Tato-01
{ T. lasallei strain TL-20

T.marandobai strain intervolsellar process truncated

100

T. galloi Strain TG-19

T. exiguum strain EXHE

2 T. manicobai isolate Host 58S ribosomal RNA
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Figura 2 — Dendrograma baseado na analise de

sequéncias ITS-2 de dez espécies de

Trichogramma usando o método neighbor-
joing.
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Figura 3 — Dendrograma baseado na analise de
diferentes sequéncias ITS-2 de dez espécies de
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Trichogramma usando o método neighbor-
joing.

Conclusoes

Através das sequéncias de nucleotideos
ITS-2 disponiveis no banco de dados GenBank
e de suas analises filogenéticas pelo método
neighbor-joining, € possivel determinar as
relagbes filogenéticas entre as espécies de
Trichogramma, sendo que esses resultados
estao de acordo com outros dados previamente
obtidos na literatura. Além disso, as relacdes
filogenéticas estabelecidas neste projeto estdo
de acordo com a distribuicdo geografica das
espécies.
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