MONNERAT, R.; BERTIOLI, S.L.; BERTIOLI, D.; BUTT, T.; BORDAT, D. Variabilidade genética de Diadegma sp., parasitdide da traga-das-cruciferas,
através de RAPD-PCR. Horticultura Brasileira, Brasilia, v. 22, n. 1, p.90-92, jan-mar 2004.

Variabilidade genética de Diadegma sp., parasitoide da traca-das-

cruciferas, através de RAPD-PCR

Rose Monnerat'; Soraya Leal-Bertioli'; David Bertioli’; Tariq Butt’; Dominique Bordat*
"Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, C. Postal 02372, 70770-900 Brasilia-DF; E-mail: rose@cenargen.embrapa.br;
2Universidade Catolica de Brasilia, 70790-160 Brasilia-DF; *University of Wales Swansea, Singleton Park, Swansea, SA2 8PP, Wales,

UK; “CIRAD-AMIS, BP 5035, 34032 Montpellier Cedex 1, France.

RESUMO

O género Diadegma compreende espécies que sdo parasitoides
de larvas da traga-das-cruciferas Plutella xylostella, uma das mais
importantes pragas das plantas da familia Brassicacea. Este género
possui distribuicdo mundial. Neste trabalho, trés populagdes de
Diadegma spp. oriundas de diferentes paises (Brasil, Ilha da Reu-
nido e Malasia) foram caracterizadas geneticamente por meio da
técnica de RAPD-PCR. Nao foi constatada variabilidade intra-
populacional, no entanto o alto coeficiente de similaridade entre
populagdes sugeriram que esses insetos poderiam pertencer a espé-
cies diferentes.

Palavras-chave: Plutella xylostella, inimigo natural, controle bio-
logico, populagdes, marcadores moleculares.

ABSTRACT

Genetic variability of Diadegma sp., parasitoid of
diamondback moth using RAPD-PCR

The genus Diadegma has species that are parasitoids of larvae
of diamondback moth, Plutella xylostella, one of the most important
pests of Brassicacea. This genus has a worldwide distribution.
Representative samples of three Diadegma populations from Brazil,
Reunion Island and Malaysia were characterized by RAPD-PCR.
No intra-population variability was found. However, the high
coefficient of genetic similarity between the populations suggests
that they could belong to different species.

Keywords: Plutella xylostella, natural enemy, biological control,
population, molecular marker.
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género Diadegma (Hymenoptera:
Ichneumonidae) compreende espé-

cies que sdo parasitoides de larvas de
insetos de pequeno e médio tamanho e
sdo consideradas muito eficientes para
o controle da traga-das-cruciferas
Plutella xylostella, uma das mais impor-
tantes pragas das plantas da familia
Brassicacea (Lepidoptera:
Yponomeutidae) (Talekar e Shelton,
1993; Monnerat ¢ Bordat, 1998;
Monnerat et al., 2002; Guilloux et al.,
2003). Este género possui distribuigao
mundial. Na regido do Distrito Federal
foi constatado que este inseto pode
parasitar naturalmente 40% das larvas
da traga-das-cruciferas, sendo portanto
uma importante ferramenta para o con-
trole biolégico em olericultura
(Monnerat, 1995; Guilloux et al., 2003).
Mais de 200 espécies ja foram des-
critas, entretanto a até bem pouco tem-
po havia muitas diividas quanto a iden-
tificagdo segura destes insetos, pois a
mesma se baseava em aspectos
morfolégicos, que ndo eram suficientes
para separar as espécies. Assim, espé-
cies morfologicamente idénticas podi-
am apresentar diferencas no comporta-
mento, biologia e hospedeiros (Noyes,
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1994). Ainda, a existéncia de hibridos
entre espécies reconhecidamente dife-
rentes como D. semiclausum (Hellen) e
D. fenestrale (Holmgren) (Hardy, 1938)
dificulta a sua identificagdo.

A fim de controlar P. xylostella,
muitas introdugdes de populagdes de
Diadegma foram realizadas em diferen-
tes regides do mundo (Oatman, 1978;
Ooi, 1992; Talekar e Yang, 1991). Em
muitos casos, as introdugdes foram fei-
tas de forma desordenada, tornando ex-
tremamente dificil saber se uma certa
espécie era endémica ou introduzida.

Nesta ultima década, ferramentas de
biologia molecular tém sido emprega-
das para caracterizagao de material bio-
logico em diversas areas. Dentre essas,
merece ser destacada a técnica da rea-
¢30 em cadeia da polimerase (PCR)
(Steffan e Atlas, 1991). Esta técnica tem
permitido estudos de polimorfismo em
diferentes populagdes de insetos
(Haymer, 1994; Lima et al., 2000).

Este trabalho teve como objetivo
comparar trés populagdes de Diadegma
sp. morfologicamente semelhantes, de
espécies ndo determinadas, coletadas
em diferentes partes do mundo, por meio
da técnica de RAPD-PCR.

MATERIAL E METODOS

Insetos

Os insetos analisados foram
coletados na Ilha da Reunido (sudeste
da Africa), Brasil e Malasia, criados em
laboratorio e estocados a -80°C até se-
rem utilizados. Os insetos coletados na
Malasia foram identificados como D.
semiclausum.

Dez individuos adultos de cada po-
pulagdo foram utilizados para os testes
intra-especificos. Dez grupos de dez
adultos de cada populagdo foram utili-
zados para os testes inter-especificos.

Extracio e amplificacio do DNA

Para a obtengdo do DNA foram avalia-
dos os protocolos de extragao descritos por
Black et al. (1992), Langridge et al. (1991)
e Moller et al. (1992). O método descrito
pelo primeiro autor foi utilizado para to-
dos os testes. O protocolo consistiu em
(1) macerar os insetos em tampao TES
(100mM TRIS, pH 8,0, 10 mM EDTA,
2%SDS), (2) deixar o macerado em re-
pouso por 5 minutos, (3) incubar com
proteinase K a 37°C por 15 minutos, (4)
adicionar 100 pl de agua e incubar por
mais 15 minutos a 37°C, (5) incubar a
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Tabela 1. Matriz do coeficiente de similaridade genética de trés populagdes de Diadegma
sp., baseado na porcentagem de bandas co-migrantes em gel de eletroforese. Harpenden

(UK), Rothamsted, 1994.
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Figura 1. Perfil de RAPD-PCR da populagao
de Diadegma sp. oriunda do Brasil, usando o
oligonucleotideo OPK-02. Numeros 1 a 10:
individuos; m: marcador molecular 123 bp
ladder. Harpenden (UK), Rothamsted, 1994.
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Figura 2. Perfil de RAPD-PCR das trés po-
pulacdes de Diadegma sp. oriundas da Ilha
da Reunido (R 1,2,3), do Brasil (B 4,5,6) e
da Malasia (M 7,8 9) usando o
oligonucleotideo OPK-09. m: marcador
molecular 123 bp ladder. Harpenden (UK),
Rothamsted, 1994.

94°C por 5 minutos, (6) centrifugar por 5
minutos a 13.000 rpm, (7) coletar o
sobrenadante, (8) estocar a —80°C.
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Um volume de 1 pl da solugdo con-
tendo o DNA do inseto foi misturado
com os componentes: 2,5 pl de tampao
de reagao, 1,5 ul do oligonucleotideo (50
ng/ul), 0,25 ul dNTPs a 20 mM, 0,2 ul
de DNA Taq Polimerase (5U/ul,
Northumbria Biologicals), 19,55 ul de
agua bidestilada estéril.

Quinze oligonucleotideos (kit
Operon, UK) foram utilizados neste es-
tudo (OPA7, OPB16, OPE6, OPE16,
OPF13, OPKI1, OPK2, OPK5, OPK7,
OPK9, OPK10, OPK11, OPKI15,
OPK17 e OPK18). As amplificagdes
foram realizadas em termociclador
(Hybaid) programado da seguinte for-
ma: (1) desnaturagdo inicial de 5 minu-
tos a 94°C, (2) 42 ciclos de desnaturagao
de 1 minuto a 92°C, hibridagdo de 1
minuto a 35°C e alongamento de 1 mi-
nuto a 72°C, (3) alongamento final de 1
minuto a 72°C.

Os produtos foram analisados em gel
de agarose 0,8% em tampdo TBE
(45mM TRIS, 45mM de acido borico,
ImM EDTA pH 8,0) e as bandas
visualizadas em luz ultravioleta.

Analise das bandas

Os perfis eletroforéticos foram ana-
lisados por meio do programa estatisti-
co Genstat (Payne et al., 1987) e a ma-
triz de similaridade genética foi calcu-
lada pelo coeficiente de similaridade de
Jaccard (Sneath e Sokal, 1973).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Trés métodos de extragdo de DNA
foram avaliados, pois ndo havia nenhum
método descrito especificamente para
parasitoides. Dentre estes, o método de
Black et al. (1992), descrito para extra-
¢ao de DNA de afideos, foi selecionado
para a realizacdo do trabalho, pois foi o
unico que proporcionou uma boa extra-
¢do de DNA. Os outros métodos, des-

critos para a extragdo de DNA de plan-
tas (Langridge et al., 1991) e de fungos
filamentosos (Moller ef al., 1992), ndo
foram apropriados por ndo resultarem
em um DNA de boa qualidade.

Nenhuma variabilidade genética
intra-populacional foi detectada usando
os 15 oligonucleotideos mencionados
(100% de similaridade), sugerindo que
cada uma das populagdes sao genetica-
mente homogéneas (Figura 1).

O RAPD-PCR entre as diferentes
populagdes (Figura 2) apresentou 55
produtos diferentes. Houve grande va-
riabilidade genética entre as populagdes
analisadas (23,6 a47,3%) (Tabela 1). A
alta variabilidade genética entre as po-
pulacdes, revelada por RAPD-PCR nes-
te trabalho, sugeriu que as mesmas per-
tenciam a espécies diferentes. De fato,
estudos posteriores baseados nos crité-
rios sugeridos por Azidah et al. (2000)
confirmaram que a populagdo isolada do
Brasil era D. leontiniae e a populagdo
isolada da Ilha da Reunido era D.
mollipla.

Os resultados preliminares obtidos
com essas trés espécies de Diadegma,
morfologicamente idénticas, mostraram
que esta técnica molecular tem poten-
cial para auxiliar nos trabalhos de
taxonomia, incluindo estudos de gené-
tica populacional, fluxo génico e outros.
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