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O gênero Diadegma (Hymenoptera:
Ichneumonidae) compreende espé-

cies que são parasitóides de larvas de
insetos de pequeno e médio tamanho e
são consideradas muito eficientes para
o controle da traça-das-crucíferas
Plutella xylostella, uma das mais impor-
tantes pragas das plantas da família
Brassicacea (Lepidoptera:
Yponomeutidae) (Talekar e Shelton,
1993; Monnerat e Bordat, 1998;
Monnerat et al., 2002; Guilloux et al.,
2003). Este gênero possui distribuição
mundial. Na região do Distrito Federal
foi constatado que este inseto pode
parasitar naturalmente 40% das larvas
da traça-das-crucíferas, sendo portanto
uma importante ferramenta para o con-
trole biológico em olericultura
(Monnerat, 1995; Guilloux et al., 2003).

Mais de 200 espécies já foram des-
critas, entretanto a até bem pouco tem-
po havia muitas dúvidas quanto à iden-
tificação segura destes insetos, pois a
mesma se baseava em aspectos
morfológicos, que não eram suficientes
para separar as espécies. Assim, espé-
cies morfologicamente idênticas podi-
am apresentar diferenças no comporta-
mento, biologia e hospedeiros (Noyes,
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1994). Ainda, a existência de híbridos
entre espécies reconhecidamente dife-
rentes como D. semiclausum (Hellen) e
D. fenestrale (Holmgren) (Hardy, 1938)
dificulta a sua identificação.

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

Nesta última década, ferramentas de
biologia molecular têm sido emprega-
das para caracterização de material bio-
lógico em diversas áreas. Dentre essas,
merece ser destacada a técnica da rea-
ção em cadeia da polimerase (PCR)
(Steffan e Atlas, 1991). Esta técnica tem
permitido estudos de polimorfismo em
diferentes populações de insetos
(Haymer, 1994; Lima et al., 2000).

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

MATERIAL E MÉTODOS

Insetos
Os insetos analisados foram

coletados na Ilha da Reunião (sudeste
da África), Brasil e Malásia, criados em
laboratório e estocados a -80°C até se-
rem utilizados. Os insetos coletados na
Malásia foram identificados como D.
semiclausum.

Dez indivíduos adultos de cada po-
pulação foram utilizados para os testes
intra-específicos. Dez grupos de dez
adultos de cada população foram utili-
zados para os testes inter-específicos.

Extração e amplificação do DNA
Para a obtenção do DNA foram avalia-

dos os protocolos de extração descritos por
Black et al. (1992), Langridge et al. (1991)
e Möller 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 tampão 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 µl de água e incubar por
mais 15 minutos a 37°C, (5) incubar a
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94°C por 5 minutos, (6) centrifugar por 5
minutos a 13.000 rpm, (7) coletar o
sobrenadante, (8) estocar a –80°C.

Um volume de 1 µl da solução con-
tendo o DNA do inseto foi misturado
com os componentes: 2,5 µl de tampão
de reação, 1,5 µl do oligonucleotídeo (50
ng/µl), 0,25 µl dNTPs a 20 mM, 0,2 µl
de DNA Taq Polimerase (5U/µl,
Northumbria Biologicals), 19,55 µl de
água bidestilada estéril.

Quinze oligonucleotídeos (kit
Operon, UK) foram utilizados neste es-
tudo (OPA7, OPB16, OPE6, OPE16,
OPF13, OPK1, OPK2, OPK5, OPK7,
OPK9, OPK10, OPK11, OPK15,
OPK17 e OPK18). As amplificações
foram realizadas em termociclador
(Hybaid) programado da seguinte for-
ma: (1) desnaturação inicial de 5 minu-
tos a 94°C, (2) 42 ciclos de desnaturação
de 1 minuto a 92°C, hibridação 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 tampão TBE
(45mM TRIS, 45mM de ácido bórico,
1mM EDTA pH 8,0) e as bandas
visualizadas em luz ultravioleta.

Análise das bandas
Os perfis eletroforéticos foram ana-

lisados por meio do programa estatísti-
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 DISCUSSÃO

Três métodos de extração de DNA
foram avaliados, pois não havia nenhum
método descrito especificamente para
parasitóides. Dentre estes, o método de
Black et al. (1992), descrito para extra-
ção de DNA de afídeos, foi selecionado
para a realização do trabalho, pois foi o
único que proporcionou uma boa extra-
ção de DNA. Os outros métodos, des-

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

Nenhuma variabilidade genética
intra-populacional foi detectada usando
os 15 oligonucleotídeos mencionados
(100% de similaridade), sugerindo que
cada uma das populações são genetica-
mente homogêneas (Figura 1).

O RAPD-PCR entre as diferentes
populações (Figura 2) apresentou 55
produtos diferentes. Houve grande va-
riabilidade genética entre as populações
analisadas (23,6 a 47,3%) (Tabela 1). A
alta variabilidade genética entre as po-
pulações, 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 população isolada do
Brasil era D. leontiniae e a população
isolada da Ilha da Reunião era D.
mollipla.

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