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Resumo

No Brasil as espécies D. flavipennella e D. saccharalis tem uma grande
importancia para o setor sucroalcooleiro por causar danos em cana-de-agucar. Os
estagios de ovo, larva, pupa e adulto sdo muito parecidos entre essas espécies e
a identificag&o pode ser confusa. O Espagador Interno Transcrito 2 (ITS2) do locus
DNA ribossomal, que tem um papel importante no processamento do DNAr, vem
sendo aplicado em estudos filogenéticos e populacionais por ter como
caracteristica divergéncia evolutiva. Este trabalho tem como objetivo compreender
o grau de divergéncia evolutiva entre as espécies D. flavipennella e D. saccharalis
com base no marcador ITS 2, analisar sua estrutura e caracteristicas funcionais. O
DNA foi extraido de amostras de ovo, lagarta e adulto. Foi realizada PCR e os
amplicons foram purificados e sequenciados. As sequéncias foram analisadas com
o programa MEGA 5.01. O tamanho do ITS 2 foi de 410 pb em D. flavipennella e
448 pb em D. saccharalis. O contetudo de GC foi similar entre as duas espécies. As
sequéncias apresentaram regidées conservadas intercaladas por regides variaveis.
Algumas regides conservadas apresentavam motivos presentes também em
espécies de diferentes grupos, provavelmente associados as estruturas
participantes no processamento do RNA pés-transcricional. Trés repeticdes
microssatélites estavam presentes em D. saccharalis e ausentes em D.
flavipennella, contribuindo para a diferenca de tamanho entre as duas espécies.
Apesar da divergéncia existente entre as sequéncias das espécies, existem regides
gue sao conservadas em niveis taxondmicos mais altos.

Palavras-chave: Diatraea; ITS 2; microssatélite
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Abstract

In Brazil, the species D. flavipennella and D. saccharalis play an important
role in the sugar and alcohol agribusiness by causing many damages in sugarcane
fields. The egg, larvae, pupae and adult stages are very morphologically similars
between these species and the identification can be confuse. The Internal
Transcribed Spacer 2 (ITS 2) from ribosomal DNA has important features as
evolutionary divergence. It is a good marker for species identification, participates
in the rDNA processing and it has been applied in phylogenetic and populational
studies. This study aims to understand the evolutionary divergence degree between
the species D. flavipennella and D. saccharalis with the molecular marker ITS 2 and
analyse its structural and functional features. The DNA was extracted from egg,
larvae and adult samples. PCR amplicons were purified and sequenced. The
sequences were analised in MEGA 5.01. The ITS 2 length was 410 bp in D.
flavipennella and 448 bp in D. saccharalis. The GC content was similar between the
species. Conservative and variable regions were intercalated along the sequence.
Some conserved regions showed motifs presented in species from other taxa,
probably associated to structures that participates in pos-transcriptional processing
of RNA. Three microsatellite loci were presented in D. saccharalis and absent in D.
flavipennella, contributing for diferences in ITS 2 length in the species.

Key words: Diatraea; ITS 2; microsatelite
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1. Introducéo

No Brasil duas espécies do género Diatraea, a broca da cabeca amarela D.
flavipennella e a broca comum D. saccharalis, ttm uma grande importancia para o
setor sucroalcooleiro por causar danos consideraveis em cana-de-acglcar. Diatraea
flavipennella ocorre apenas nos canaviais brasileiros enquanto que D. saccharalis
ocorre em todo o Continente Americano. No Brasil, a espécie predominante é D.
saccharalis, porém no estado de Alagoas e Pernambuco D. flavipennella é a mais
amplamente distribuida. Essa inversdo foi observada recentemente e pode ter
inumeros fatores relacionados tais como: métodos adotados de controle biol6gico
(tal como o parasita Cotesia flavipes); introducdo de variedades resistentes de
cana-de-acucar ou coleta manual que nao foram eficientes para reduzir o nivel de
infestagéo de D. flavipennella.

Relatos de profissionais que trabalham no controle dessas pragas nas
plantaces de cana-de-acucar sugerem que o controle com Cotesia flavipes é mais
eficiente em D. saccharalis do que em D. flavipennella. Identificar de forma precisa
e rapida qual dessas duas espécies estdo infestando a plantacdo € crucial,
principalmente quando em todos os estagios do desenvolvimento as duas espécies
sdo parecidas e a identificacdo pode ser confusa, para a escolha da melhor
estratégia de combate a praga. Aliado a isto também € importante avaliar o grau de
divergéncia genética entre essas duas espécies e entre outros representantes da
familia Crambidae que também sao importantes pragas agricolas.

O espacador interno transcrito 2 (ITS 2) é uma regido nucleotidica nao-
codificante localizada dentro do DNA ribossomal nuclear entre as sequéncias do
RNAr 5,8S e RNAr 28S. ITS 2 desempenha um papel importante na maturacéo do

RNA pré-ribossomal com sua estrutura secundaria contendo os sitios de clivagem



para o processamento do pré-RNAr. Estudos anteriores mostraram que ITS 2 € um
bom marcador molecular para inferéncias filogenéticas entre espécies, géneros e
subfamilias. Este segmento genémico vem sendo usada para analise em varias

familias de Lepidoptera e podera servir na identificacdo das duas espécies.



2. Revisao da Literatura

2.1 ConsideracOes gerais sobre a ordem Lepidoptera

Atualmente a ordem Lepidoptera esta constituida por mais de 160.000
espécies de borboletas e mariposas. De modo geral a ordem Lepidoptera é dividida
em trés agrupamentos: 1) as micromariposas, que compreendem as mais
primitivas, aquelas em que as larvas geralmente se alimentam internamente ou
escondidas na planta hospedeira; 2) as macromariposas, geralmente membros
voadores noturnos de Macrolepidoptera; e 3) as borboletas, nas quais os adultos
sdo diurnos e muito coloridos. Um total de nove superfamilias sdo atribuidas a
ordem, sdo elas: Alucitoidea, Bombycoidea, Geometroidea, Noctuoidea,
Papilionoidea, Pyraloidea, Sphingoidea, Tineoidea e Tortricoidea (Kristensen et al.,
2007).

Pyraloidea é descrita como a segunda maior superfamilia da ordem
Lepidoptera com mais de 16.000 espécies descritas (Solis, 2006). Dentro de
Pyraloidea sdo encontradas duas familias: Crambidae e Pyralidae e as relacdes
taxondbmicas dessas duas sdo muito discutidas entre os taxonomistas. Uma
vertente mais conservadora prefere manter a superfamilia somente com uma
familia, Pyralidae. Entretanto outra vertente de taxonomistas prefere a separagéo
da superfamilia em duas familias: Minet em 1982 prop6s a divisdo de Pyraloidea
em duas familias: Crambidae e Pyralidae, considerando que a caracteristica
utiizada para esta divisdo é a diferenca na estrutura auditiva chamada
praecinctorium, presente na familia Crambidae e ausente na Pyralidae (Schaffer et
al., 1996; Kristensen, 1998; Holloway et al., 2001).

A familia Crambidae é composta por 906 géneros agrupados em 17

subfamilias (Figura 1). Algumas importantes pragas agricolas como as espécies



dos géneros Chilo, Crambus e Diatraea estéo agrupadas na subfamilia Crambinae
e outras, como as espécies dos géneros Maruca e Ostrinia, pertencem as
subfamilias Spilomelinae e Pyraustinae, respectivamente. Diatraea e Chilo s&o
extremamente proximos e formam um grupo monofilético compacto. As espécies
desses géneros diferem por aspectos morfoldgicos destacando-se nos membros
de Diatraea a auséncia de ocelos, enquanto que algumas espécies de Chilo
apresentam ocelos vestigiais ou ausentes (Bleszynski, 1969). O género Diatraea
esta constituido por 86 espécies, 21 dessas sdo encontradas em canaviais do
continente americano e duas sdo amplamente distribuidas no Brasil: D. saccharalis

e D. flavipennella (Mendonga, 1996; Animal Diversity Web).
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Figura 1 — Reconstrucdo filogenética mostrando a relagcdo das 17 subfamilias

existentes dentro da familia Crambidae (Solis e Maes, 2002).



2.2 Distribuicéo geografica de D. flavipennella e D. saccharalis

Dezenas de espécies de mariposas do género Diatraea ja foram registradas
em canaviais do continente americano, porém nem todas acarretam danos
significativos as culturas (Mendonga, 1996; Pinto, 2006). Duas espécies séo
importantes como insetos praga, séo elas: D. saccharalis (Fabricius, 1794) e D.
flavipennella (Box, 1931).

Nativa do hemisfério ocidental, D. saccharalis ocorre em canaviais das
Américas do Norte, Central e Sul (Cueva et al., 1980; Capinera, 2001; Lange et al.,
2004; Cortés et al., 2010). No Brasil, D. saccharalis ocorre em todas as regides,
enquanto que D. flavipennella s6 ocorre no Brasil e se restringe aos canaviais dos
estados do Espirito Santo, Rio de Janeiro, Minas Gerais e da regido Nordeste
(Mendoncga, 1996; Freitas et al., 2006). Entre as duas espécies, D. saccharalis
apresenta um sucesso reprodutivo e potencial praga maior ao longo de toda a sua
distribuicdo com excecdo do estado de Alagoas e Pernambuco, segundo senso
mais recente, em que ha uma predominancia mais atual de D. flavipennella (Figura

2) (Freitas et al., 2006; Silva et al., 2013).
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Figura 2 — Numero de espécimes coletados de Diatraea flavipennella e Diatraea

saccharalis em oito municipios no estado de Alagoas (Freitas et al., 2006).

2.3 Morfologia e estagios do desenvolvimento

Os ovos de D. flavipennella e D. saccharalis tem forma eliptica com
coloracdo Inicial esbranquicada. Diatraea flavipennella apresenta ovos com
aproximadamente 1 mm de comprimento e aproximadamente 0,8 mm de largura;
os ovos em D. saccharalis medem em média 1,16 mm de comprimento e 0,75 mm
de largura (Capinera, 2001). Com o passar do tempo 0s ovos vao adquirindo uma
coloragdo amarela ou laranja e proximo a eclosdo das larvas os ovos apresentam
uma coloracao escura (Figura 3). Uma fémea de Diatraea pode por de dois a 58
ovos em uma massa na superficie das folhas. O periodo de incubacéo para D.
saccharalis € de quatro a seis dias, enquanto que em D. flavipennella em condic¢des

de laboratério é de em média oito dias (Capinera, 2001; Freitas et al., 2007).



Figura 3 — Massa de ovos de Diatraea flavipennella (a) e de Diatraea saccharalis

em estagio final préximo a eclosao das larvas (b). Barra= 100 um. Fotos do autor.

As larvas de D. flavipennella e D. saccharalis apresentam cor amarelada ou
esbranquicada com pontos marrons ao longo da superficie dorsal (Figura 4). A
capsula cefélica apresenta cor amarronzada nas duas espécies, podendo apenas
em D. flavipennella apresentar coloracdo amarelada. A capsula cefalica atinge 1,75
mm no ultimo instar de D. saccharalis e 1,5 mm no ultimo instar de D. flavipennella
(Capinera, 2001; Freitas et al., 2007). Para D. saccharalis foram relatadas duas
formas larvais diferentes: uma de verdo com pontos marrons e uma de inverno sem
pontos (Capinera, 2001). Em D. saccharalis a duragéo do estagio larval é de em
média 30 dias, com seis instares em condi¢des de laboratério, podendo variar em
condi¢des naturais. Diatraea flavipennella apresentou em condi¢des de laboratério
um estagio larval que durou em média 35 dias contabilizando sete instares (Freitas

et al., 2007).



Figura 4 — Lagartas de D. flavipennella (a) e D. saccharalis (b) nos ultimos instares.

Foto do autor.

A pupa de ambas as espécies tem uma coloracdo amarronzada e aspecto
alongado e delicado (Figura 5). O tamanho médio para a pupa em machos de D.
flavipennella é de 14.77 mm, enquanto que nas fémeas é de 17.9 mm (Freitas et
al., 2007); em D. saccharalis o tamanho varia de 16 a 20 mm entre machos e
fémeas (Capinera, 2001). O tempo observado para o estagio de pupa em D.
saccharalis foi de oito a nove dias e para D. flavipennella foi em média de 12 dias
(Capinera, 2001; Freitas et al., 2007). O macho e a fémea de D. flavipennella podem
ser distinguidos um do outro pela presenca de um poro que esta presente na

genitalia do macho e que esta ausente nas fémeas (Freitas et al., 2007).



Figura 5 — Pupas de D. flavipennella (a) e D. sacchralis (b). Foto do autor (a) e LSU

AgCenter (URL: http://www.Isuagcenter.com) (b).

O individuo adulto em ambas as espécies de Diatraea apresenta coloracéo
cor de palha. Diatraea saccharalis apresenta um tamanho que vai de 18 a 28 mm
para os machos e 27 a 39 mm para as fémeas e para D. flavipennella um valor
médio de 20 mm para os machos e 28 mm para as fémeas foram observados. O
estagio adulto dura de 3 a 8 dias em D. saccharalis e em média 9 dias em D.
flavipennella (Hall et al., 1991; Freitas et al., 2007; Capinera, 2001). Como
caracteristica que distingue a forma adulta das espécies, D. flavipennella apresenta
em suas asas frontais um ponto preto (Figura 6a) (Freitas et al., 2007). Em
contrapartida, D. saccharalis apresenta pontos nas extremidades das asas

formando um desenho em forma de “V” (Figura 6b) (Hall et al., 1991).



Figura 6 — Formas adultas de D. flavipennella (a) e D. saccharalis (b). Foto do autor

(a); Embrapa milho e sorgo (URL: http://panorama.cnpms.embrapa.br/) (b).

2.4 Comportamente praga de D. flavipennella e D. saccharalis

No Brasil, as espécies D. saccharalis (Fabricius, 1794) e D. flavipennella
(Box, 1931), mais conhecidas como broca-da-cana, sdo pragas que infestam
principalmente lavouras de cana-de-agucar (Complexo Saccharum). Ataques
causados por esses insetos limitam a producédo sucroalcooleira. Os danos
causados pela Diatraea sdo muito variaveis dependendo de varios fatores como,
por exemplo, idade do canavial, local da infestacéo, nivel de infestagdo e variedade
da cana-de-acucar (Freitas et al., 2006; Demetrio et al., 2008). A intensidade de
infestacdo € a percentagem de entrends brocados em relacéo ao total examinado
e a infestacdo é a percentagem de canas brocadas em relacédo ao total de canas
examinadas (Batista e Francisco, 2010). Segundo Gallo et al. (2002), cada 1% de

intensidade de infestacao representa perdas equivalentes a 0,77% da producao de
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cana, 0,25% de agucar e 0,20% de etanol. A lagarta da D. saccharalis também é
responsavel por causar danos em outras culturas que nao a cana-de-acucar, Como
o milho, arroz e o sorgo (Hall et al., 1991; Bortoli et al., 2005; Araujo et al., 2010).

A infestacdo se da quando as lagartas eclodem do ovo e comecam a se
alimentar inicialmente do parénquima foliar, convergindo posteriormente para a
bainha e apds a primeira ecdise penetram no colmo pela sua parte mais tenra,
construindo taneis nos entrends da cana-de-agucar (Gallo et al., 1988; Hall et al.,
1991). A cana-de-acucar em qualquer estagio do desenvolvimento esta sujeita ao
ataque da broca pequena o que torna dificil o controle deste tipo de praga, embora
os danos causados pelas lagartas sejam mais evidentes a partir do terceiro més de
plantio quando ocorre a formacgéo dos primeiros internddios (Lange et al., 2004). As
injurias diretass causados pela lagarta na cana-de-acucar sdo caracterizados pela
morte da gema apical (conhecido como “coragao morto”) em plantas jovens de dois
a quatro meses; perda de peso da cana; falha na germinacgéo; enraizamento aéreo;
tombamento e brotacdes laterais em plantas adultas (Mendonca et al., 1996). As
injurias indiretas s@o caracterizados pela infeccao pelos fungos Colletotrichum
falcatum (Went) e Fusarium moniliforme (Sheldon) através dos orificios abertos
pelas lagartas, acarretando na doenca conhecida como podriddo vermelha do
colmo (Gallo et al., 2002).

Nas plantagbes de cana-de-agucar sdo aplicados dois métodos de controle:
0 controle quimico e o controle biolégico. O controle quimico empregado para as
lagartas de Diatraea faz uso de alguns inseticidas como o triflumuron®,
lambdacyhalothrin® e fipronil®. Dentre os inseticidas citados o lambdacyhalothrin
€ 0 que apresenta maior toxicidade (Mena, 2010). O controle bioldgico se da pela

utilizacao de um parasitoide larval Cotesia flavipes (Cam), que tem sido empregado
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desde 1974 no Brasil e pela utilizagdo de fungos como Metarhizium anisopliae
(Metsch.) e Beauveria bassiana (Bals.), os quais ocorrem infectando naturalmente
cerca de 10% das larvas nas condicfes do Nordeste do Brasil e sdo amplamente
usados em estudos para o controle de pragas (Mendonca et al., 1996; Alves, 1998;

Alves et al. 2008).

2.5 Aspectos genéticos

2.5.1 Género Diatraea

A maioria dos estudos genéticos realizados no género Diatraea
concentram-se na espécie D. saccharalis por ser a representante do género mais
difundida entre as planta¢ces de cana-de-acucar, sorgo, arroz e milho (Bravo et al.,
2008). Entretanto, outras espécies deste género (e.g. D. flavipennella, D.
grandiosella, D. crambidoides, D. busckella, D. centrella e D. rosa) estdo sendo
introduzidas nestes estudos por também terem participacdo em infestacdes de

cultivares importantes (Lange et al., 2004).

Uma parte dos estudos realizados com D. saccharalis visa ajudar no
monitoramento e manejo dessa praga dentro das plantacbes onde ela age. No
momento do corte da cana-de-acUcar, que acontece durante o dia, € quando séo
encontradas as lagartas. Contudo é dificil identificar o sexo em estagios larvais
iniciais, mesmo através da cariotipagem. Para resolver este problema, um
marcador molecular ligado ao sexo foi testado em Diatraea saccharalis e foi
observado um fragmento de 700 pb apenas presente na amostra de fémeas

(Heideman et al., 2010).
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Microssatélites, também chamados de simple-sequence repeats (SSR),
sdo marcadores genéticos altamente polimorficos e abundantes. Com o intuito de
auxiliar no manejo e em estudos evolutivos da espécie D. saccharalis foi
desenvolvido um conjunto de primers para doze locus microssatélites com tamanho
médio de 200 pb (Pavinato et al., 2013). Com o objetivo de facilitar a identificacéo
da espécie D. saccharalis, a regido barcode do gene citocromo oxidase | (COI) foi
sequenciada e estudada por Bravo et al. (2008) e foi observado sua eficiéncia e

utilidade para este grupo.

Li et al. (2010) descreveu o genoma mitocondrial de D. saccharalis com
15.490 pb de extensédo, 13 genes codificadores de proteina, dois genes de RNA
ribossomal, 22 genes de RNA transportador e uma regido rica em A+T. De posse
desses dados, os autores realizaram analise filogenética da regido do genoma
mitocondrial de 10.974 pb (que compreendem os 13 genes codificantes de
proteinas) de oito mitogenomas de lepiddpteros, incluindo D. saccharalis. A analise
confirmou a relacdo existente entre os lepiddpteros das superfamilias Pyraloidea
(Ostrinia furnacalis, O. nubilalis e D. saccharalis) e Bombycoidea (Bombyx
mandarina, Bombyx mori, Antheraea pernyi e Manduca sexta) constituindo o clado

Obtectomera.

Seis espécies do género Diatraea (D. busckella, D. centrella, D.
crambidoides, D. grandiosella, D. rosa e D. saccharalis) e outras espécies da
superfamilia Pyraloidea e da familia Noctuidae foram estudadas filogeneticamente
por Lange et al. (2004) utilizando os marcadores COIl e RNAr 16S. As arvores
geradas deram suporte a origem monofilética do género Diatraea, o qual foi dividido
em dois grupos: centrella-crambidoides-grandiosella e busckella-rosa-saccharalis.

Lange et al. (2004) também observaram que as seis populacdes de D. saccharalis
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incluidas no estudo foram agrupadas em dois grupos: México-Ameérica do Sul e
Caribe-EUA. No Brasil, analisando-se o marcador COIl, foram observados dois
haplétipos diferentes. As populacfes provenientes dos estados de Pernambuco,
Parana e Sao Paulo apresentaram um mesmo haplotipo, enquanto as populacées

do Mato Grosso e Goiéds possuem outro (Cortés et al., 2010).

2.5.2 Espacadores internos transcritos (ITS)

O DNAr 45S de eucariotos esta organizado em repeticbes em tandem e é
formado pelas subunidades de genes ribossomais 18S, 5,8S e 28S. Entre as
subunidades dos genes ribossomais ha regides intergénicas chamadas de ITS
(Espacadores Internos Transcritos) de dois tipos: o ITS 1 se encontra entre 0s
genes 18S e 5,8S e 0 ITS 2 situado entre os genes 5,8S e 28S (Figura 7). Essas
regides espacadoras apresentam divergéncia evolutiva e aparentemente ndo tem
funcdo. As sequéncias de nucleotideos dessas regides vém sendo usadas em
analises filogenéticas e diferenciacdo de populacbes em diversos grupos de
organismos como, por exemplo, fungos, Drosophila, peixes, ouricos do mar e
também em lepiddpteros (Hindenach e Stafford, 1984; Schlétterer et al., 1994;

Marcon et al., 1999; Matesujova et al., 2001; Park et al., 2001).
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Figura 7 — Organizagao estrutural das sequéncias ribossomais e dos espacadores

ITS1elITS 2 em eucariotos (Martins et al., 2010).

Estudos filogenéticos e populacionais utilizando o espacador ITS vém sendo
realizado em algumas familias de lepidopteros: Bombycidae, Tortricidae,
Saturniidae, Lasiocampidae, Lycaenidae, Sesiidae, Pyralidae e Crambidae. Dentre
0s estudos realizados com espécies pertencentes a estas familias ja foram
observadas diferencas no tamanho, composicdo e estrutura secundéaria da
sequéncia tanto intraespecifica quanto entre espécies diferentes (Marcon et al.,
1999; Mahendran et al, 2006; Mackern e Szalanski, 2007 Barr et al., 2009; Wiemers
et al., 2009; Wan et al., 2011). Essas caracteristicas fazem do ITS 1 e ITS 2 bons
candidatos para estudos de diversidade genética envolvendo as duas espécies
praga D. saccharalis e D. flavipennella em populacfes de canaviais do Nordeste do

Brasil.
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3. Objetivos

3.1 Geral

Avaliar o grau de divergéncia estrutural e barcode do ITS 2 nas espécies

Diatraea flavipennella e Diatraea saccharalis.

3.2 Especificos

1. Avaliar o grau de divergéncia estrutural e caracteristicas funcionais das
sequéncias ITS2 entre as espécies D. flavipennella e D. saccharalis e entre elas e

outras espécies de Lepidoptera.

2. Estabelecer uma metodologia rapida para diferenciacédo das duas espécies com
base em ITS 2 utilizando DNA de qualquer estadgio do desenvolvimento (ovo,

lagarta e adulto).
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4. Material e Métodos

4.1 Obtencao do material e extragcdo de DNA

Um total de 25 ovos, 20 lagartas e 30 adultos pertencentes a espécie
Diatraea flavipennella foram cedidos pelo Laboratério de Patologia de
Insetos/lUFRPE, Recife-PE e utilizados nesse estudo. Por sua vez, da espécie D.
saccharalis foram utilizados 25 ovos, 25 lagartas e 40 adultos cedidos pela Rede
Interuniversitaria para o Desenvolvimento do Setor Sucroalcooleiro (RIDESA),
Carpina-PE. Todos os individuos foram obtidos de criacbes e identificados

morfologicamente.

A metodologia de extracdo de DNA usada por individuo (ovo, lagarta e
adulto) seguiu as descricbes de Walsh (1991) com modificacdes. Os ovos foram
utilizados inteiros; das lagartas foram utilizadas as visceras e dos individuos adultos
as cabecas para a extracdo de DNA. As referidas partes de cada individuo foram
colocadas em um tubo plastico de 1,5 mL com 100 pL de Chelex® 100 (BioRad,
Berkeley, California, USA) a 5% (m/v). Posteriormente, o material foi macerado com
a ajuda de um pistilo até alcancar a homogenizac¢éo, seguido por incubacéo por 1
h em banho-maria a 54°C. Subsequentemente, a mistura foi transferida para outro
tubo plastico e foi mantida a 94°C por 30 min no termociclador Multigene OptiMax
TC 9610 (LABNET™, Edison, New Jersey, USA). Em seguida a solucdo foi
centrifugada a 13000 rpm por 6 minutos e o sobrenadante foi transferido para um

tubo plastico de 1,5 mL, e estocado a -20°C.
4.2 Reagdo em Cadeia de Polimerase

Foram usados os primers NG02955 (5'-ATG AAC ATC GAC ATT TCG AAC

GCA CA-3') e AB052895 (5'-TTC TTT TCC TCC GCT TAG TAA TAT GCT TAA-3')
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descritos por Wan et al. (2011) para a amplificacdo do ITS 2. A reacdo de
amplificacédo consiste de 12,5 pL do Mix Go Taq Colorless (Promega® Fitchburg,
Wisconsin, USA), 8,5 uL de Nuclease Free Water, 1,5 pL de cada primer, e 1L de
DNA molde. O procedimento de amplificacdo foi realizada no termociclador
Multigene OptiMax Thermal Cycler TC 9610 (LABNET™, Edison, New Jersey, USA)
com 0s seguintes parametros de ciclagem: desnaturacao inicial a 95°C por 3
minutos; seguida de 35 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 30 segundos,
anelamento a 60°C por 1 minuto, e extensdo a 72°C por 1 minuto; a extensao final
foi a 72°C por 7 minutos. Os produtos de amplificacdo foram analisados em
eletroforese de gel de agarose a 3%, por 60 minutos a 120 volts. Os amplicons
foram corados com Bluegreen (LGC Biotecnologia, Sdo Paulo, Brazil) e

visualizados em transluminador UV.
4.3 Purificacdo dos amplicons, sequenciamento e analises

A purificacdo dos amplicons foi realizada com o kit Wizard® SV Gel and PCR
Clean-Up System kit (Promega® Fitchburg, Wisconsin, USA), seguindo as
instrucdes do fabricante. Em seguida, o sequenciamento do amplicon purificado foi
realizado no sequenciador automatico ABI 3500 (Applied Biosystems, Cleveland,
Ohio, USA) na Plataforma de Sequenciamento do CCB - UFPE. As sequéncias
foram avaliadas com o uso dos programas Pregap4 v 1.5 e Gap4 incorporados ao
Pacote Staden (Staden 1996), utilizando valor de Phred igual a 30 como ponto de
corte de qualidade. Foram realizadas buscas de similaridade no GenBank com o
auxilio do algoritmo Blastn (Altschul 1990). Foram incluidas no alinhamento para a
analise das regides conservadas 62 espécies pertencentes a 14 diferentes familias
de Lepidopteros (Tabela 1). O alinhamento foi realizado pelo método Muscle (Edgar

2004). A arvore filogenética da familia Crambidae foi gerada pelo método Maxima
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Verossimilhanca (MV) e usando o software MEGA v. 5.0 (Tamura et al., 2011).

Como grupo externo foram utilizadas quatro espécies do género Zygaena

(Lepidoptera: Zygaenidae): Z. tamara (AJ844465.1), Z. rubricollis (AJ844463.1), Z.

seitzi (AJ844464.1) e Z. nocturna (AJ844460.1).

Tabela 1 — Espécies de Lepidoptera que foram incluidas na analise dos dominios

conservados.

Superfamilia Familia Espécie N° Genbank
Bombycoidea Lasiocampidae  Dendrolimus sibiricus AM946753.1
Dendrolimus superans AM946736.1
Dendrolimus spectabilis AM946742.1
Saturniidae Actias selene GU073313.1
Antheraea pernyi HM359008.1
GU073315.1
Gelechioidea Gelechiidae Phthorimaea operculella HQ880002.1
HQ879990.1
Tuta absoluta HQ698846.1

Hesperioidea Hesperiidae Pyrgus armoricanus JF267329.1
Noctuoidea Lymantriidae Lymantria dispar DQ186972.1
Lymantria xylina GU568032.1
GU568031.1

Perina nuda FJ041110.1
GQ478350.1

Noctuidae Spodoptera exigua JN863293.1

JN863292.1
Spodoptera frugiperda GQ478352.1

Spodoptera litura FJO41111.1

JN863294.1

Helicoverpa armigera EU294148

Sesamia inferens KF268033.1

Papilionoidea Lycaenidae Polyommatus icarus AY556732.2
Polyommatus andronicus AY556731.2

Polyommatus andronicus AY556731.2

Polyommatus eroides AY556726.2
Polyommatus eroides GQ166184.1

Polyommatus menelaos  AY556723.2

Polyommatus amandus AY556661.2

Polyommatus forsteri AY556598.2

Polyommatus ripartii KC967274.1
Polyommatus eros GQ166184.1
Polyommatus juno GQ166170.1

Agrodiaetus actinides AY556753.2
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Pyraloidea

Tineoidea

Zygaenoidea

Nymphalidae

Papilionidae
Pieridae

Crambidae

Pyralidae

Gracillariidae

Zygaenidae

Agrodiaetus paulae
Lysandra coridon
Neolysandra coelestina
Neolysandra fatima
Aricia artaxerxes

Aricia agestis

Aricia morronensis
Aricia cramera

Aricia vandarbani
Chilades trochylus
Cyaniris semiargus
Lycaeides argyrognomon
Erebia epiphron

Erebia serotina

Erebia pronoe glottis
Iphiclides podalirius
Eurema blanda arsakia
Leptidea reali

Leptidea duponcheli
Leptidea lactea
Leptidea juvernica
Leptidea morsei

Chilo hyrax

Chilo suppressalis
Cnaphalocrocis medinalis

Maruca vitrata

Ostrinia nubilalis
Dioryctria reniculelloides
Dioryctria pseudotsugella
Marmara gulosa

Zygaena tamara
Zygaena seitzi
Zygaena rubricollis
Zygaena nocturna
Zygaena manlia
Zygaena haematina

AY556564.2
AY556713.2
AY556657.2
AY556682.2
AY556730.2
JX678216.1
JX678213.1
JX678212.1
JX678211.1
GQ166186.1
AY556621.2
GQ166178.1
KC184899.1
KC184898.1
KC184896.1
AY556551.1
FJ041112.1
JF512855.1
JF512853.1
JF512850.1
JF512846.1
JF512839.1
EF580106.1
EF580105.1
HM755444.1
HM755443.1
HM755442.1
HM755441.1
HM755440.1
FJ041109.1
GQ478351.1
AF349036.1
DQ792575.1
DQ792573.1
AF284568.1
AF284564.1
AJ844465.1
AJ844464.1
AJ844463.1
AJ844460.1
AJ844457.1
AJ844451.1
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5. Resultados

5.1 Variacao da sequéncia de ITS 2

As amplificacGes da regido ITS 2 oriundas dos DNAs dos ovos, lagartas e
adultos apresentaram para D. flavipennella bandas de aproximadamente 580 pb e

para D. saccharalis as bandas se posicionaram um pouco acima dos 600 pb

(aproximadamente 610 pb) (Figura 8).

Figura 8 — Gel de agarose a 3% mostrando a diferenca de tamanho entre os
amplicons de ITS 2 de Diatraea flavipennella e D. saccharalis nos trés estagios de
desenvolvimento: ovo (a), lagarta (b) e adulto (c). F: D. flavipennella, e S: D.

saccharalis. Asterisco indica banda de 600 pb.

5.2 Analise das sequéncias de ITS 2

Foram obtidas sete sequéncias de D. saccharalis (6 de lagarta e 1 de adulto)
e cinco de D. flavipennella (3 de lagarta e 2 de adulto) com os primers da regido
espacadora ITS 2 do DNA ribossomal, considerando valores de PHRED acima de
30. As sequéncias variaram de 575 pb até 613 pb. A partir da realizacdo de um
alinhamento com o banco de dados do Genbank foi possivel observar que além do
ITS2 as sequéncias incluem 101 pb do DNAr 5,8S e 60 pb do DNAr 28S. Depois
de identificadas, as sequéncias parciais do DNAr obtidas juntamente com o ITS 2

foram removidas da analise.
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O alinhamento das sequéncias de D. flavipennella e D. saccharalis revelou
insercdes e delecbes que provocaram variagcdes na extensao das sequéncias. O
locu do ITS 2 apresenta 410 pb em D. flavipennella e 448 pb em D. saccharalis. A
composicao nucleotidica média total das sequéncias ITS 2 foi similar com 30,3%
de timina; 22,3% de citosina; 20% de adenina; e 27,4% de guanina. O conteudo
médio de GC em D. saccharalis (51%) apresentou-se levemente maior que em D.
flavipennella (48%). Nao foram observadas variagcOes entre individuos para a
espécie D. flavipennella. Por outro lado, foi observada dentre os individuos de D.

saccharalis um indel de trés bases.

5.3 Segmentos conservados nas sequéncias de ITS 2 de Diatraea

Apoés o alinhamento das sequéncias foram encontrados quatro segmentos
conservados no ITS 2 das duas espécies de Diatraea. No inicio da sequéncia, logo
apos o DNA ribossomal 5,8S, foi observada uma sequéncia de 31 pb em 5'-
TT(T/C)TTCGAAACGGTGTTGACCGTTCTCCTCC-3' com uma timina na terceira
posicdo em D. flavipennella e uma citosina em D. saccharalis, além de um indel
(guanina) na quarta posicdo em D. saccharalis. O segundo segmento é uma
sequéncia de 21 pb idéntica nas duas espécies, 5-GAGTCGGTTTAAATATATTAC-
3. O terceiro segmento € uma sequéncia de 42 pb, 5'-
ACGCGTGTCGTTCTCGATATAGAAAGCGACTCTTTGTGGATG-3' também
idéntica nas duas espécies. A quarta sequéncia conservada é um segmento de 127
pb em D. flavipennella e 131/133 pb em D. saccharalis anterior ao gene do RNAr
28S (Figura 9). Nessa sequéncia foram vistos: indel TC na posigéo 10 da sequéncia
em D. saccharalis; insercdo do trinucleotideo GCG na posicdo 41 em D.

saccharalis; na posi¢cao 67 ha uma guanina em D. flavipennella e uma timina em D.
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saccharalis; na posicao 77 ha uma citosina em D. flavipennella e uma adenina em
D. saccharalis e um indel de um trinucleotideo (TCG) em D. saccharalis na posi¢cao

78 em duas das sete sequéncias.

D._flavipe GITIGCAGA- -GAGTAGGCG GACTCGACGT CCGAAGAGGC ---GCGGCGG CGICGTICGIC
D._flavipe ......... m s iiiesaas sssssseass srassssaas . L useae ssssmmsEns
D._flav1pe ......... = miesssssas sessssssss sessssssss == isesss stasssssses
D._flavipe ......... mheeeraiae sasasseess seeasaenes e ere reraaeanes
D. flavipe .........
D._sacchar .........
D._sacchar .........

oo
(]
.
.
(]
(]
W

D._sacchar .........
D._sacchar .........
D. sacchar .........T Cuvvvnnnnn cnnnnnnnns saannnnans GCG v vrvannnnnn
D._sacchar .u.vvvennT Connnnnnnn sunnannnns seanannnns GCGasusnse sasannnnns
D._sacchar ......... T Cuovvnnnnar sonnannnns snanansnns GCGyvvunss vrnnnnsnns

120
D._flavipe GTAGACGTGT CTGCGTC--G TCGTCGTCGT CGTCGTCGCG CTGACGGATA TCGTGICTGC
D._flavipe S et ieeeees tieaeaeeas eeaeaeeaes

D._flavipe ,......... ....... e meetesreee semseverss srsesseses sesnmennes
D._flavipe ,......... ....... e e e e e
D._flavipe ,......... ....... et seetesseee sesseterss ersessener secnvenses
D._sacchar

D. sacchar

-
(o]
.

.

@
Q
(7]

T
...... T
D._sacchar ,,,,.. T
D._saccher,,,,.. Tove veenes BTC. i iiiiiinns tesncnnans srsnsanans sraraasana
D._sacchar T
D._sacchar T
D._sacchar.,.... Tivr vanens A== L iiiiessis sesasasess srassasess srersaaans

134
D._flavipe CTICTRATITT AICG

D. flavipe ,.....c000 sene
D._flavipe .......... ....
D._flavipe .......... ...,
D. flavipe .......... ..us
D._sacchar .......... ....
D._sacchar .......... ....
D. sacchar .....ccuee sene
D._sacchar .......... ....
D._sacchar .......... ....
D._sacchar ..............
D._sacchar .......... ...

Figura 9 — Alinhamento mostrando o segmento 4 conservado em Diatraea

flavipennella e D. saccharalis.

5.4 Identificagcdo de segmentos conservados em Diatraea e outras

especies de Lepidoptera
Quando comparadas as sequéncias ITS 2 de Diatraea com as de outras

espécies de Lepidoptera disponiveis no Genbank foi possivel observar trés
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sequéncias conservadas dentro das 64 espécies analisadas. A sequéncia de 9 pb
5-TGACCGTTC-3’ presente em Diatraea apresentou uma troca de base do quinto
nucleotideo C por um G nas espécies de Crambidae: Cnaphalocrocis medinalis,
Chilo supressalis, C. hyrax, Ostrinia nubilalis e Maruca vitrata. Essa mesma
configuracdo (5-TGACGGTTC-3’) foi observada nas espécies das familias:
Lasiocampidae, Zygaenidae, Lycaenidae, Hesperiidae, Noctuidae, Pyralidae,
Gelechiidae (Tuta absoluta), Pieriidae (Eurema blanda), Saturniidae (Antheraea
pernyi). Por sua vez, as espécies da familia Lymantridae possuem uma timina no
quarto nucleotideo da sequéncia (5’-TGATCGTTC-3’).

A segunda sequéncia possui 20 pb (5-GTAGGCGGAC(T/A)CGACGTCCG-
3’) e é idéntica em 61 das 64 espécies de Lepidoptera analisadas. As espécies do
género Zygaena e a espécie Chilades trochylus apresentaram na posi¢cao 11 desta
sequéncia uma adenina ao invés de uma timina como foi observado nas outras
espécies. Ostrinia nubilalis (Crambidae) ndo apresentou esta sequéncia ao longo
do ITS 2.

O terceiro segmento possui 12 pb e em Diatraea (Crambidae) possui a
seguinte sequéncia: 5-CGTGTCTGCCTC-3'. Sequéncias idénticas a esta foram
encontradas nas espécies: Dyorictria spp (Pyralidae), Erebia spp (Nymphalidae),
Iphiclides podalirius (Papilionidae), Leptidea reali (Pieridae), Marmara gulosa
(Gracilariidae), Zygaena spp (Zygaenidae), Cnaphalocrocis medinalis e Maruca
vitrata (Crambidae). Nas espécies do género Chilo, género préximo de Diatraea, C.
hyrax e C. supressalis apresentaram uma citosina na terceira posicdo da
sequéncia. Assim como as espécies do género Chilo, outras espécies incluidas
nesta analise também apresentaram uma citosina na terceira posi¢cado do segmento,

foram elas: Spodoptera exigua, S. litura, Sesamia inferens e Helicoverpa armigera,
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todas de Noctuidae; Eurema blanda, Pieridae; Lymantria dispar, L. xylina e Perina
nuda, Lymantridae; as espécies do género Polyommatus spp, do género Aricia spp,
Agrodiaetus spp, Lysandra coridon, Neolysandra spp, Cyaniris semiargus, Chilades
trochylus e todas de Lycaenidae. Duas espécies da familia Saturniidae
apresentaram uma adenina na terceira posi¢cao do segmento, Antherea pernyi e

Actias selene.

5.5 Filogeniado ITS 2 em Crambidae

A arvore filogenética incluindo as espécies: Diatraea saccharalis, D.
flavipennella, Chilo hyrax, C. supressalis, Cnhaphalocrocis medinalis e Maruca
vitrata, todas da familia Crambidae foi construida usando quatro espécies do
género Zygaena (Lepidoptera: Zygaenidae): Z. tamara, Z. rubricollis, Z. seitzi e Z.
nocturna como grupos externos (Figura 10).

A topologia apresentada pela arvore gerada através do método de MV
agrupou as espécies em dois grupos monofiléticos com suporte do valor de
bootstrap de 98 para o ramo referente a subfamilia Crambinae, estando
representado pelas espécies Diatraea flavipennella, D. saccharalis, Chilo hyrax e
C. supressalis; o segundo grupo com valor de bootstrap de 76 referente a
subfamilia Spilomelinae, representado pelas espécies: Cnhaphalocrocis medinalis e

Maruca vitrata.
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Figura 10 — Maxima verossimilhanca baseada em ITS 2 de espécies da familia

Crambidae. A numeracao dos nos correspondem aos valores de bootstrap.

5.6 Sequéncias Microssatélites

Observamos nas sequéncias de D. saccharalis e D. flavipennella a presenga
de microssatélites (Tabela 2). As sequéncias microssatélites comuns as duas
espécies foram AT, com trés repeticbes em D. saccharalis e D. flavipennella e
quatro repeticdes apenas em D. flavipennella; GT, uma com seis repeticbes em D.
saccharalis e com trés em D. flavipennella;, AG, duas sequéncias com trés
repeticbes em D. saccharalis e uma em D. flavipennella; GCG, aparece com quatro
repeticdes em D. saccharalis e com trés em D. flavipennella; CGT, aparece com
trés repeticdes em D. saccharalis e D. flavipennella, entretanto D. flavipennella tem
uma sequéncia adicional com sete repeticdes. Em contrapartida foram encontrados
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um dinucleotideo (AC, com trés repeticdes) e dois trinucleotideos (GAC, com trés

repeticbes e TCG, com seis repeticdes) que apenas estavam presentes nas

sequéncias ITS 2 de D. saccharalis. Dentre as sequéncias comuns as duas

espécies, foi observado que os dinucleotideos AT e AG e os trinucleotideos GCG

e CGT estavam localizados em regifes conservadas da sequéncia ITS 2.

Tabela 2 - Sequéncias microssatélites encontradas em Diatraea flavipennella e D.

saccharalis. Os dados do posicionamento das sequéncias dizem respeito as

sequéncias sem gaps.

SSR Posicéao Repeticao
Motivo D. flaviepnnella D. saccharalis D. flaviepennella  D. saccharalis

AT 59, 200, 238 61 3e4d 3

e 257

AG 290 271 e 290 3 3

GT 70 243 3 6

AC - 124 - 3
CGT 332 e 352 368 3e7 3
GCG 322 355 3 4
GAC - 78 - 3
TCG - 392 - 6
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6. Discussao

Um barcode ideal deve possuir variacao suficiente entre as sequéncias para
discriminar as espécies; entretanto também € necessario ser suficientemente
conservado para que tenha menos variabilidade dentro de uma espécie do que
entre espécies (Yao et al., 2010). Os fragmentos amplificados de ITS 2 visualizados
em gel de agarose mostraram tamanhos distintos em cada uma das espécies
incluidas no trabalho. Esta regido espacadora do DNA ribossomal tem sido usada
com sucesso para identificar diferentes espécies de lepiddpteros e de insetos de
outras ordens apenas comparando o tamanho das sequéncias sem a necessidade
de um sequenciamento (Barr et al., 2009; Farris et al., 2010; Wan et al., 2011;
Sayed et al., 2013; Zomuanpuii et al., 2013). Um marcador molecular que permita
ao pesquisador, ou ao profissional que trabalha diariamente no combate a Diatraea
ou a outras pragas, identificar espécies de forma rapida e a um baixo custo é
bastante atraente uma vez que, em alguns casos, apenas sao encontradas partes
da lagarta por conta dos cortes feitos na cana-de-ag¢ucar ou apenas ovos, que sao
de dificil identificacdo. Dessa forma, o ITS 2 se mostra importante ferramenta
barcode para a identificacdo dessas duas espécies.

Além da eficiéncia em separar espécies intimamente relacionadas, outros
fatores fazem do ITS 2 um bom marcador a ser utilizado. A sequéncia do ITS 2 é
relativamente curta preenchendo alguns dos pré-requisitos para utilizacdo da PCR
(mesmo a partir de DNA degradado) e do sequenciamento e as variagbes
intraespecificas, tanto em plantas quanto em animais sdo menores que as
divergéncias interespecificas (Meyer e Paulay, 2005; Marinho et al., 2011).
Recentemente foi descoberto que, além da variabilidade da sequéncia primaria do

ITS 2, a estrutura secundaria também varia de espécie para espécie, e que a
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analise conjunta desses dois parametros aumenta o alcance do sinal filogenético
podendo relacionar taxons mais altos (Joseph et al., 1999; Yao et al., 2010).

Diatraea saccharalis e D. flavipennella apresentaram a regido ITS 2 com
448 e 410 pb, respectivamente, comprovando a diferenca observada no gel. A
variacdo no comprimento observada entre as espécies pode ter sido ocasionada
por insercdes efetuadas por varios fatores incluindo o nimero relativo e o tamanho
das repeticdes microssatélites, taxa de crossing-over desigual, converséo génica e
deriva genética (Levinson e Gutman, 1987). Quanto mais alteracdes levem a
variacdo no tamanho da sequéncia de ITS 2 maior sera o efeito na conservacao
das estruturas secundarias (Kuracha et al., 2006).

Dentro das espécies pertencentes a familia Crambidae até entdo
analisadas pudemos observar que o tamanho médio da regido ITS 2 no grupo é de
445 pb, representada pelas espécies, Chilo hyrax (488 pb), C. supressalis (484 pb),
Cnaphalocrocis medinalis (447 pb) e Maruca vitrata (451 pb), enquanto que ITS 2
em O. nubilalis apresenta 390 pb (Margam et al., 2011; Wan et al., 2011). O
comprimento da regido ITS 2 é especifico de cada espécie da familia Crambidae e
isso também acontece em outras familias de lepiddpteros como: Tortricidae,
Noctuidae, Geometridae e Lycaenidae (Barr et al., 2009; Wiemers et al., 2010; Wan
etal., 2011; Kvie et al., 2012). Dentro da regido ITS 2 das duas espécies de Diatraea
foram encontradas oito diferentes sequéncias microssatélites. Dentre essas, cinco
(AT, GT, AG, GCG e CGT) foram comuns para as duas espécies e em alguns casos
apenas modificando o numero de repeticbes. O dinucleotideo AC e o0s
trinucleotideos GAC e TCG foram apenas encontrados em D. saccharalis, portanto
a insercdo destas sequéncias em D. saccharalis ou a dele¢cdo delas em D.

flavipennella, pode ter contribuido para a diferenca no comprimento total das
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sequéncias observadas. Apesar de poucos individuos analisados ndo houve
diferenga intraespecifica no tamanho da sequéncia em D. flavipennella e em D.
saccharalis dois individuos apresentaram um acréscimo de trés nucleotideos. Essa
homogeneizacdo do tamanho das sequéncias pode ser atribuida a endogamia
existente em colbnias de criacdo. Também ndo foram relatadas diferencas
intraespecificas significativas no tamanho das sequéncias do ITS 2 de espécies dos
géneros de Lepidopteros: Cnaphalocrocis, Maruca, Chilo, Ostrinia, Spodoptera,
Polyommatus e em espécies das familias Geometridae, Lasiocampidae, Pieridae,
Tortricidae e Zygaenidae (Niehuis et al., 2006; Mikkola e Stahls, 2008; Barr et al.,
2009; Wiemers et al., 2010; Dinca et al., 2011; Margam et al., 2011; Wan et al.,
2011; Kvie et al.,, 2012). Em outros grupos, como por exemplo Diptera, as 10
espécies de mosquitos do género Anopheles estudadas, provenientes de zonas
geograficas diferentes, também ndo mostraram diferencas intraespecifica na
composicdo nucleotidica e nem no tamanho da sequéncia (Zumuanpuii et al.,
2013).

O contetdo de GC variou pouco entre as duas espécies deste trabalho,
mas quando comparamos o valor encontrado nelas com de outras espécies da
familia Crambidae, podemos observar que nesta familia as espécies possuem
percentagens de contetdo de GC muito préximos, como em C. medinalis (47,8%)
e M. vitrata (45,1%), porém Chilo suppressalis e C. hyrax, que sao consideradas de
um género muito proximo de Diatraea apresentaram 57,2 e 55,2% de GC, valores
mais altos dos que foram observados até agora nas outras espécies de Crambidae
(Margam et al., 2011; Wan et al., 2011). Quando observamos espécies de outras
familias vemos um aumento significativo do contetdo de GC, como em Tortricidae

(61%) e Noctuidae (58,6%), porém esse aumento acontece tanto em grupos mais
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basais quanto mais derivados (Barr et al., 2009; Wan et al., 2011). A percentagem
de GC para Lepidoptera € considerada relativamente alta e isto pode influenciar na
energia da estrutura secundaria (Banerjee et al., 2007a).

Foi realizada uma pequena filogenia da familia Crambidae com base nas
sequéncias de ITS 2 que estavam disponiveis ho Genbank. Foi observado que a
arvore gerada corrobora a obtida com dados morfologicos (Solis & Mitter, 1992)
propondo Crambidae como uma familia de origem monofilética. Os géneros
incluidos nesta analise foram agrupados em dois grupos, um deles referente a
subfamilia Crambinae, onde Chilo foi colocado como grupo irmdo de Diatraea,
reforcando a atual classificacdo de que sdo dois taxdns diferentes e confirmando
dados anteriores disponiveis na literatura que afirmam que Chilo e Diatraea estédo
separados por questdes praticas e o que os diferencia € a auséncia de ocelos em
Diatraea, enquanto que em Chilo eles sao vestigiais ou ausentes (Bleszynski,
1969). Este mesmo agrupamento também foi observado quando foi realizada
analise filogenética de 8 genes mitocondriais concatenados (COI, ATP6, COlIll,
ND1, ND3, ND5, CYTB E 16S) através do método de MV e Inferéncia Bayesiana
(Rocha et al., 2013). O outro grupo formado foi representado por Maruca vitrata e
Cnaphalocrocis medinalis, formando o clado da subfamilia Spilomelinae. Ambos os

ramos formados sao de origem monofilética segundo a arvore gerada com o ITS 2.

Apesar de variavel, regides com diversos graus de conservacao sao
encontradas no ITS quando comparadas sequéncias entre espécies, géneros,
familias e até ordens diferentes dentro do subfilo Hexapoda. Alguns autores
também sugerem em seus trabalhos, com base na analise da estrutura secundaria
do ITS 2, que algumas regides dentro dessas sequéncias sao conservadas dentre

os eucariotos (Coleman, 2007).
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O alinhamento das sequéncias de ITS 2 das espécies D. flavipennella e D.
saccharalis revelou quatro segmentos conservados que correspondem a 53,6% da
sequéncia em D. flavipennella e 49,1% em D. saccharalis. Essas regides de
sequéncias conservadas estdo intercaladas por regifes variaveis. Mesmo sendo
altamente conservadas essas regides apresentam entre as duas espécies algumas
diferencas que as caracterizam, como pequenos indels e substituicdes de bases. A
explicacdo para esta aparente alternancia entre regides conservadas e regifes
variaveis foi apresentada por Mai e Coleman (1997). As regifes muito conservadas
contribuem profundamente para o pareamento das hélices da estrutura secundaria

onde a transcricdo do RNA se inicia e essa estrutura secundaria guia 0 processo.

Dentro da ordem Lepidoptera, existem trés motivos conservados de 9, 20 e
12 pb que sofreram poucas modifica¢cdes, como pequenos indels, substituicbes ou
mesmo motivos que permaneceram inalterados na maioria das espécies
analisadas. O nivel de convergéncia de algumas sequéncias de ITS 2 entre
espécies de diferentes familias dentro de Lepidoptera talvez seja devido a alguma
pressdo evolutiva para manter a estrutura secundaria do RNA envolvida no

processamento pos-transcricional do RNAr (Shinohara et al., 1999).

Em eucariotos o ITS 2 tem tipicamente quatro hélices. As hélices | e IV sé@o
as mais variaveis (especificas no nivel de espécie e subespécie) e as hélices Il e
[l contém as regibes mais conservadas da sequéncia primaria. Dentro de um
género, 0s pareamentos basais das hélices I, Il e IV sdo conservados, e a porgéo
mais distal da hélice Il é a mais conservada (Coleman, 2007). Duas sequéncias de
sete (TAGCATA) e oito (ATCGTCGT) pares de base presentes em Diatraea
saccharalis e uma sequéncia de sete pares de base (TCGTCGT) presente em D.

flavipennella e em outros 21 géneros de Lepidoptera sdo idénticas as sequéncias
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encontradas a 5’ da regido conservada da hélice Ill em besouros, Drosophila,
Musca e outros géneros de dipteros. O processamento do RNAr ainda néo é
conhecido totalmente em termos bioquimicos, mas esta claro que essas
sequéncias, conservadas nos mais diversos niveis taxondmicos, os padrbes de
dobramento e a estrutura secundaria do RNA transcrito inicial tém um papel
importante em guiar o processamento do RNA (Van Nues et al., 1995; Hung et al.,

1999; Joseph et al., 1999).

As estruturas secundarias do ITS 2 vem sendo usadas como ferramenta
auxiliar na filogenia de DNA nao codificante, uma vez que o alinhamento de sub-
regides onde as sequéncias diferem consideravelmente apresenta certa dificuldade
(Coleman et al., 2007). Essas estruturas secundarias ja vem sendo aplicadas em
filogenia em Lepidoptera, como no grupo das borboletas azuis do género

Polyommatus (Wiemers et al., 2009).

A ocorréncia de microssatélites em ITS 2 de espécies de corais
eventualmente aumenta a dificuldade de alinhamento de regiées homdélogas e
consequentemente isso influencia nas reconstrucdes filogenéticas (Chen et al.,
2004). A mesma situacdo ocorreu quando tentou-se reconstruir relacdes
filogenéticas entre espécies de lepiddpteros de familias e superfamilias diferentes.
Porém, esses SSRs podem ter um efeito benéfico no precessamento e na estrutura
secundéria do ITS 2. Essas sequéncias podem guiar e determinar a montagem
estrutural do RNA e proporcionar uma maior estabilidade para a molécula, além de
estabilizar os genes que o flanqueiam (Kunin et al., 2007; Joukhadar e Jighly, 2012;
Zumuanpuii et al., 2013). Essas caracteristicas funcionais importantes justificam o
fato de que a maioria das sequéncias microssatélites estao localizadas em regides

conservadas dentro do ITS 2 de Diatraea.
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Recentemente foram desenvolvidos primers para 12 locus polimorficos de
microssatélites para estudos populacionais em Diatraea saccharalis (Pavinato et
al., 2013), mostrando o quanto os microssatélites podem ser também uma boa
ferramenta de estudo para este grupo. Caracterizacdo de microssatélites também
vém sendo realizadas em outras familias de Lepidoptera como Noctuidae e

Papilionidae (Meglecz et al., 2004; Zhang, 2004).
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7. Conclusdes

A regido ITS 2 demonstrou ser eficiente na diferenciacdo das espécies D.
flavipennella e D. saccharalis na visualizacdo dos amplicons em gel de
agarose.

Diferencas de composicdo nucleotidica das sequéncias e composicdo de
microssatélites foram observadas nas regifes ITS 2 de D. flavipennella e D.
saccharalis.

Segmentos gendmicos do ITS 2 conservados em diferentes grupos
taxondmicos também estavam presentes em Diatraea flavipennella e D.
saccharalis e corroborando sua possivel atuacdo nos primeiros passos do

processamento do RNAr.
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9. Anexos

Anexo 1 — Alinhamento da sequéncia ITS 2 das espécies D. flavipennella e D.

sacchralis. As areas cinzas do alinhamento representam os segmentos genémicos

conservados entre as duas espécies de Diatraea. Os quadros vermelhos

representam 0s segmentos gendmicos conservados entre as demais espécies de

Lepidotera incluidas no trabalho. Os quadros azuis localizam as sequéncias

microssatélites.
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Anexo 2

Protocolo para Extracdo de DNA pelo método Chelex® e

Identificacdo das espécies Diatraea flavipennella e D. sacchralis

usando o marcador molecular ITS 2.

Materiais usados para extracao:
1.

©OoNOh WD

Tubos plasticos del,5 mL

Tubos pléasticos de 0,2 mL

Amostra bioldgica

Pistilos

H20 miliQ

Chelex ® 100 (BioRad, Berkeley, California, USA) a 5%
Papel toalha

Rack paratubos

Centrifuga

10.Termociclador
11.Banho-maria
12.Pipetas
13.Ponteiras

Materiais usados para PCR:
1.

©oNOOAWDN

Primers ITS 2

Tampéo da Taq Polimerase
Taqg Polimerase

dNTPs

DNA gendmico

H20 miliQ

MgCl2

Termociclador

Pipetas

10.Ponteiras
11.Tubos de 0,2 mL

12. Os intens: 2, 3, 4 e 7 podem ser substituidos pelo Mix Go Taq

Colorless (Promega® Fitchburg, Wisconsin, USA)

Preparagéo da solugéo de Chelex® 100 a 5%

10 ml de solucao de Chelex® 100 a 5%:

Pesar 0,5 g de Chelex® 100 e diluir em 10 ml de agua miliQ.

1.0 Se o material for de:
1.10vo

1.1.1 Colocar o ovo inteiro com a ajuda de uma agulha de seringa de
insulina em um tubo de 1,5 mL com 100 pL de Chelex® 100 5%.

1.2Lagarta
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2.0 Macerar o material no interior do tubo até atingir a homogeneizacao.

1.2.1 Com a ajuda de uma tesoura fazer um corte na porgcéo posterior

do abdémen da lagarta e pressionando uma pin¢a da regido cefélica

até aregido do corte até expor todas as visceras. Colocar as visceras
em um tubo de 1,5 mL com 100 pL de Chelex® 100 5%.
1.3Adulto
1.3.1 Com a ajuda de uma tesoura cortar a capsula cefélica e coloca-la
em um tubo de 1,5 mL com 100 pL de Chelex® 100 a 5%.

3.0 Encubar o material em banho-maria a 54°C durante 1h.

4.0 Transferir as misturas de extracdo para um tubo de PCR e acondiciona-
las no termociclador a 94°C durante 30 minutos.

5.0 Centrifugar a mistura a 13.000 rpm por 6 minutos.

6.0 Transferir o sobrenadante para um tubo de 1,5 mL e estocar a -20°C.

7.0 Reacdo de PCRITS 2:

7.1 Parametros de cicla

em para o termociclador:

Desnaturacéo inicial 35 ciclos Extensao final
Temperatura 95 °C 95°C 60°C 72°C 72°C
Tempo 3 min 30seg| 1 min | 1 min 7 min

7.2 Mistura de reacao:

7.2.1 Utilizando master mix

Solucdes Volume inicial/Concentracdao inicial
Mix Go Taqg (Promega) 12,5 pL
H20 mili Q 8,5 pL
Primer F 1,5 puL /10 pmol
Primer R 1,5 puL /10 pmol
DNA gendmico 1,0 uL /100 a 150 ng
Volume total 25 uL

7.2.2 Sem master mix

Reagentes Concentracdo inicial Volume (25 pL)
Primer F 10 mM 1,0 uL
Primer R 10 mM 1,0 uL
Tampéo da Taq 20 mM 2,5 uL
Polimerase

Tag Polimerase 5U/ uL 0,25 uL
dNTPs 8 mM 2,0 uL
DNA gendmico 100 a 150 ng 1,0 uL
H20 miliQ - 16,5 uL
MgCI2 - 0,75 pL

8.0 Visualizagéo em Gel de Agarose

Aplicar as amostras dos amplicons em gel de agarose a 3% e deixar
as amostras correrem durante 1h. Usar DNA ladder para comparacao do

tamanho das bandas. Em seguida realizar a visualizagdo em transluminador

UVv.

9.0 Identificacdo das espécies de Diatraea:
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9.1 Bandas no gel acima de 600 pb: Diatraea saccharalis.
9.2 Bandas no gel entre 500 e 600 pb: Diatraea flavipennella.
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3. REGUEIRA NETO, M. S., CALIXTO, M. S., LORETO, V.
Il Curso de Inverno: Préticas em Citogenética Animal, 2012. (Extensédo, Curso de curta duracdo
ministrado)

Educacéo e Popularizagéo de C&T
Organizacdo de eventos, congressos, exposicdes e feiras e olimpiadas

1. REGUEIRA NETO, M. S., CALIXTO, M. S., LORETO, V.
Il Curso de Inverno: Praticas em Citogenética Animal, 2012. (Outro, Organizagao de evento)
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Eventos

Eventos
Participac&o em eventos

1. Apresentacao de Poster/ Painel no(a) 59 Congresso Brasileiro de Genética, 2013. (Congresso)
ITS 2 AS A SUITABLE MOLECULAR MARKER FOR DIFFERENTIATION OF TWO SUGARCANE

MOTH BORER SPECIES: DIATRAEA SACCHARALIS AND D. FLAVIPENNELLA (LEPIDOPTERA,
CRAMBIDAE).

Organizacéo de evento

1. REGUEIRA NETO, M. S., CALIXTO, M. S., LORETO, V.
Il Curso de Inverno: Préticas em Citogenética Animal, 2012. (Outro, Organiza¢&o de evento)

2. REGUEIRA NETO, M. S., CALIXTO, M. S., Balbino, V. Q.
Il Jornada de Pés-Graduacdo em Genética, 2012. (Congresso, Organizagdo de evento)

Totais de producéao

Produgédo bibliografica
Artigos completos publicados em

STl I T B I 1
Trabalhos publicados em anais de
LT o o S 11

Produgdo técnica
Curso de curta duracdo ministrado

(D2 S =Y o F=7= e I 4
Eventos

Participagdes em eventos

[T o e ot S =T ) 5
Participag¢des em eventos

(SAMPOSI0) vt et ettt e et et et e e e et e e et e e 1
Organizacgdo de evento

(COMgTESS0) ¢ vt vttt e ettt et e e e et teeseeneeeseeeenaeeeeennneeeseeennennees 4
Organizacgdo de evento

{15 o a3 1
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