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Resumo 

 

 

No Brasil as espécies D. flavipennella e D. saccharalis tem uma grande 
importância para o setor sucroalcooleiro por causar danos em cana-de-açúcar. Os 
estágios de ovo, larva, pupa e adulto são muito parecidos entre essas espécies e 
a identificação pode ser confusa. O Espaçador 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 
característica divergência evolutiva. Este trabalho tem como objetivo compreender 
o grau de divergência evolutiva entre as espécies D. flavipennella e D. saccharalis 
com base no marcador ITS 2, analisar sua estrutura e características funcionais. O 
DNA foi extraído de amostras de ovo, lagarta e adulto. Foi realizada PCR e os 
amplicons foram purificados e sequenciados. As sequências 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 conteúdo de GC foi similar entre as duas espécies. As 
sequências apresentaram regiões conservadas intercaladas por regiões variáveis. 
Algumas regiões conservadas apresentavam motivos presentes também em 
espécies de diferentes grupos, provavelmente associados às estruturas 
participantes no processamento do RNA pós-transcricional. Três repetições 
microssatélites estavam presentes em D. saccharalis e ausentes em D. 
flavipennella, contribuindo para a diferença de tamanho entre as duas espécies. 
Apesar da divergência existente entre as sequências das espécies, existem regiões 
que são conservadas em níveis taxonômicos 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. Introdução 

No Brasil duas espécies do gênero Diatraea, a broca da cabeça amarela D. 

flavipennella e a broca comum D. saccharalis, têm uma grande importância para o 

setor sucroalcooleiro por causar danos consideráveis em cana-de-açúcar. 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 distribuída. Essa inversão foi observada recentemente e pode ter 

inúmeros fatores relacionados tais como: métodos adotados de controle biológico 

(tal como o parasita Cotesia flavipes); introdução de variedades resistentes de 

cana-de-açúcar ou coleta manual que não foram eficientes para reduzir o nível de 

infestação de D. flavipennella. 

Relatos de profissionais que trabalham no controle dessas pragas nas 

plantações de cana-de-açúcar sugerem que o controle com Cotesia flavipes é mais 

eficiente em D. saccharalis do que em D. flavipennella. Identificar de forma precisa 

e rápida qual dessas duas espécies estão infestando a plantação é crucial, 

principalmente quando em todos os estágios do desenvolvimento as duas espécies 

são parecidas e a identificação pode ser confusa, para a escolha da melhor 

estratégia de combate à praga. Aliado a isto também é importante avaliar o grau de 

divergência genética entre essas duas espécies e entre outros representantes da 

família Crambidae que também são importantes pragas agrícolas. 

O espaçador interno transcrito 2 (ITS 2) é uma região nucleotídica não-

codificante localizada dentro do DNA ribossomal nuclear entre as sequências do 

RNAr 5,8S e RNAr 28S. ITS 2 desempenha um papel importante na maturação do 

RNA pré-ribossomal com sua estrutura secundária contendo os sítios de clivagem 
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para o processamento do pré-RNAr. Estudos anteriores mostraram que ITS 2 é um 

bom marcador molecular para inferências filogenéticas entre espécies, gêneros e 

subfamílias. Este segmento genômico vem sendo usada para análise em várias 

famílias de Lepidoptera e poderá servir na identificação das duas espécies. 
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2. Revisão da Literatura 

2.1 Considerações gerais sobre a ordem Lepidoptera 

 

Atualmente a ordem Lepidoptera está constituída por mais de 160.000 

espécies de borboletas e mariposas. De modo geral a ordem Lepidoptera é dividida 

em três 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 

são diurnos e muito coloridos. Um total de nove superfamílias são atribuídas à 

ordem, são elas: Alucitoidea, Bombycoidea, Geometroidea, Noctuoidea, 

Papilionoidea, Pyraloidea, Sphingoidea, Tineoidea e Tortricoidea (Kristensen et al., 

2007).  

Pyraloidea é descrita como a segunda maior superfamília da ordem 

Lepidoptera com mais de 16.000 espécies descritas (Solis, 2006). Dentro de 

Pyraloidea são encontradas duas famílias: Crambidae e Pyralidae e as relações 

taxonômicas dessas duas são muito discutidas entre os taxonomistas. Uma 

vertente mais conservadora prefere manter a superfamília somente com uma 

família, Pyralidae. Entretanto outra vertente de taxonomistas prefere a separação 

da superfamília em duas famílias: Minet em 1982 propôs a divisão de Pyraloidea 

em duas famílias: Crambidae e Pyralidae, considerando que a característica 

utilizada para esta divisão é a diferença na estrutura auditiva chamada 

praecinctorium, presente na família Crambidae e ausente na Pyralidae (Schaffer et 

al., 1996; Kristensen, 1998; Holloway et al., 2001).  

A família Crambidae é composta por 906 gêneros agrupados em 17 

subfamílias (Figura 1). Algumas importantes pragas agrícolas como as espécies 



 

4 

 

dos gêneros Chilo, Crambus e Diatraea estão agrupadas na subfamília Crambinae 

e outras, como as espécies dos gêneros Maruca e Ostrinia, pertencem às 

subfamílias Spilomelinae e Pyraustinae, respectivamente. Diatraea e Chilo são 

extremamente próximos e formam um grupo monofilético compacto. As espécies 

desses gêneros diferem por aspectos morfológicos destacando-se nos membros 

de Diatraea a ausência de ocelos, enquanto que algumas espécies de Chilo 

apresentam ocelos vestigiais ou ausentes (Bleszynski, 1969). O gênero Diatraea 

está constituído por 86 espécies, 21 dessas são encontradas em canaviais do 

continente americano e duas são amplamente distribuídas no Brasil: D. saccharalis 

e D. flavipennella (Mendonça, 1996; Animal Diversity Web). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 – Reconstrução filogenética mostrando a relação das 17 subfamílias 

existentes dentro da família Crambidae (Solis e Maes, 2002). 
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2.2 Distribuição geográfica de D. flavipennella e D. saccharalis 

 

Dezenas de espécies de mariposas do gênero Diatraea já foram registradas 

em canaviais do continente americano, porém nem todas acarretam danos 

significativos às culturas (Mendonça, 1996; Pinto, 2006). Duas espécies são 

importantes como insetos praga, são 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 regiões, 

enquanto que D. flavipennella só ocorre no Brasil e se restringe aos canaviais dos 

estados do Espírito Santo, Rio de Janeiro, Minas Gerais e da região Nordeste 

(Mendonça, 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 

distribuição com exceção do estado de Alagoas e Pernambuco, segundo senso 

mais recente, em que há uma predominância mais atual de D. flavipennella (Figura 

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

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

 

2.3 Morfologia e estágios do desenvolvimento 

 

Os ovos de D. flavipennella e D. saccharalis tem forma elíptica com 

coloração inicial esbranquiçada. 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 os ovos vão adquirindo uma 

coloração amarela ou laranja e próximo à eclosão das larvas os ovos apresentam 

uma coloração escura (Figura 3). Uma fêmea de Diatraea pode por de dois a 58 

ovos em uma massa na superfície das folhas. O período de incubação para D. 

saccharalis é de quatro a seis dias, enquanto que em D. flavipennella em condições 

de laboratório é de em média oito dias (Capinera, 2001; Freitas et al., 2007). 
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Figura 3 – Massa de ovos de Diatraea flavipennella (a) e de Diatraea saccharalis 

em estágio final próximo à eclosão das larvas (b). Barra= 100 µm. Fotos do autor. 

 

As larvas de D. flavipennella e D. saccharalis apresentam cor amarelada ou 

esbranquiçada com pontos marrons ao longo da superfície dorsal (Figura 4). A 

cápsula cefálica apresenta cor amarronzada nas duas espécies, podendo apenas 

em D. flavipennella apresentar coloração amarelada. A cápsula cefálica atinge 1,75 

mm no último instar de D. saccharalis e 1,5 mm no último ínstar de D. flavipennella 

(Capinera, 2001; Freitas et al., 2007). Para D. saccharalis foram relatadas duas 

formas larvais diferentes: uma de verão com pontos marrons e uma de inverno sem 

pontos (Capinera, 2001). Em D. saccharalis a duração do estágio larval é de em 

média 30 dias, com seis instares em condições de laboratório, podendo variar em 

condições naturais. Diatraea flavipennella apresentou em condições de laboratório 

um estágio larval que durou em média 35 dias contabilizando sete instares (Freitas 

et al., 2007). 
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Figura 4 – Lagartas de D. flavipennella (a) e D. saccharalis (b) nos últimos instares. 

Foto do autor. 

 

A pupa de ambas as espécies tem uma coloração 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 fêmeas é de 17.9 mm (Freitas et 

al., 2007); em D. saccharalis o tamanho varia de 16 a 20 mm entre machos e 

fêmeas (Capinera, 2001). O tempo observado para o estágio 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 fêmea de D. flavipennella podem 

ser distinguidos um do outro pela presença de um poro que está presente na 

genitália do macho e que está ausente nas fêmeas (Freitas et al., 2007). 
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Figura 5 – Pupas de D. flavipennella (a) e D. sacchralis (b). Foto do autor (a) e LSU 

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

 

O indivíduo adulto em ambas as espécies de Diatraea apresenta coloração 

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 fêmeas e para D. flavipennella um valor 

médio de 20 mm para os machos e 28 mm para as fêmeas foram observados. O 

estágio 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 

característica 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). 
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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, são pragas que infestam 

principalmente lavouras de cana-de-açúcar (Complexo Saccharum). Ataques 

causados por esses insetos limitam a produção sucroalcooleira. Os danos 

causados pela Diatraea são muito variáveis dependendo de vários fatores como, 

por exemplo, idade do canavial, local da infestação, nível de infestação e variedade 

da cana-de-açúcar (Freitas et al., 2006; Demetrio et al., 2008). A intensidade de 

infestação é a percentagem de entrenós brocados em relação ao total examinado 

e a infestação é a percentagem de canas brocadas em relação ao total de canas 

examinadas (Batista e Francisco, 2010). Segundo Gallo et al. (2002), cada 1% de 

intensidade de infestação representa perdas equivalentes a 0,77% da produção de 
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cana, 0,25% de açúcar e 0,20% de etanol. A lagarta da D. saccharalis também é 

responsável por causar danos em outras culturas que não a cana-de-açúcar, como 

o milho, arroz e o sorgo (Hall et al., 1991; Bortoli et al., 2005; Araújo et al., 2010).  

A infestação se dá quando as lagartas eclodem do ovo e começam a se 

alimentar inicialmente do parênquima foliar, convergindo posteriormente para a 

bainha e após a primeira ecdise penetram no colmo pela sua parte mais tenra, 

construindo túneis nos entrenós da cana-de-açúcar (Gallo et al., 1988; Hall et al., 

1991). A cana-de-açúcar em qualquer estágio do desenvolvimento está sujeita ao 

ataque da broca pequena o que torna difícil o controle deste tipo de praga, embora 

os danos causados pelas lagartas sejam mais evidentes a partir do terceiro mês de 

plantio quando ocorre a formação dos primeiros internódios (Lange et al., 2004). As 

injúrias diretass causados pela lagarta na cana-de-açúcar são caracterizados pela 

morte da gema apical (conhecido como “coração morto”) em plantas jovens de dois 

a quatro meses; perda de peso da cana; falha na germinação; enraizamento aéreo; 

tombamento e brotações laterais em plantas adultas (Mendonça et al., 1996). As 

injúrias indiretas são caracterizados pela infecção pelos fungos Colletotrichum 

falcatum (Went) e Fusarium moniliforme (Sheldon) através dos orifícios abertos 

pelas lagartas, acarretando na doença conhecida como podridão vermelha do 

colmo (Gallo et al., 2002). 

Nas plantações de cana-de-açúcar são aplicados dois métodos de controle: 

o controle químico e o controle biológico. O controle químico empregado para as 

lagartas de Diatraea faz uso de alguns inseticidas como o triflumuron®, 

lambdacyhalothrin® e fipronil®. Dentre os inseticidas citados o lambdacyhalothrin 

é o que apresenta maior toxicidade (Mena, 2010). O controle biológico se dá pela 

utilização de um parasitoide larval Cotesia flavipes (Cam), que tem sido empregado 
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desde 1974 no Brasil e pela utilização de fungos como Metarhizium anisopliae 

(Metsch.) e Beauveria bassiana (Bals.), os quais ocorrem infectando naturalmente 

cerca de 10% das larvas nas condições do Nordeste do Brasil e são amplamente 

usados em estudos para o controle de pragas (Mendonça et al., 1996; Alves, 1998; 

Alves et al. 2008). 

 

2.5 Aspectos genéticos 

2.5.1 Gênero Diatraea 

 

A maioria dos estudos genéticos realizados no gênero Diatraea 

concentram-se na espécie D. saccharalis por ser a representante do gênero mais 

difundida entre as plantações de cana-de-açúcar, sorgo, arroz e milho (Bravo et al., 

2008). Entretanto, outras espécies deste gênero (e.g. D. flavipennella, D. 

grandiosella, D. crambidoides, D. busckella, D. centrella e D. rosa) estão sendo 

introduzidas nestes estudos por também terem participação em infestações 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 plantações onde ela age. No 

momento do corte da cana-de-açúcar, que acontece durante o dia, é quando são 

encontradas as lagartas. Contudo é difícil identificar o sexo em estágios 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 fêmeas 

(Heideman et al., 2010). 
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Microssatélites, também chamados de simple-sequence repeats (SSR), 

são marcadores genéticos altamente polimórficos 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 identificação 

da espécie D. saccharalis, a região barcode do gene citocromo oxidase I (COI) foi 

sequenciada e estudada por Bravo et al. (2008) e foi observado sua eficiência e 

utilidade para este grupo. 

Li et al. (2010) descreveu o genoma mitocondrial de D. saccharalis com 

15.490 pb de extensão, 13 genes codificadores de proteína, dois genes de RNA 

ribossomal, 22 genes de RNA transportador e uma região rica em A+T. De posse 

desses dados, os autores realizaram análise filogenética da região do genoma 

mitocondrial de 10.974 pb (que compreendem os 13 genes codificantes de 

proteínas) de oito mitogenomas de lepidópteros, incluindo D. saccharalis. A análise 

confirmou a relação existente entre os lepidópteros das superfamílias 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 gênero Diatraea (D. busckella, D. centrella, D. 

crambidoides, D. grandiosella, D. rosa e D. saccharalis) e outras espécies da 

superfamília Pyraloidea e da família Noctuidae foram estudadas filogeneticamente 

por Lange et al. (2004) utilizando os marcadores COII e RNAr 16S. As árvores 

geradas deram suporte à origem monofilética do gênero Diatraea, o qual foi dividido 

em dois grupos: centrella-crambidoides-grandiosella e busckella-rosa-saccharalis. 

Lange et al. (2004) também observaram que as seis populações de D. saccharalis 
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incluídas no estudo foram agrupadas em dois grupos: México-América do Sul e 

Caribe-EUA. No Brasil, analisando-se o marcador COII, foram observados dois 

haplótipos diferentes. As populações provenientes dos estados de Pernambuco, 

Paraná e São Paulo apresentaram um mesmo haplótipo, enquanto as populações 

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

 

2.5.2 Espaçadores internos transcritos (ITS) 

 

O DNAr 45S de eucariotos está organizado em repetições em tandem e é 

formado pelas subunidades de genes ribossomais 18S, 5,8S e 28S. Entre as 

subunidades dos genes ribossomais há regiões intergênicas chamadas de ITS 

(Espaçadores Internos Transcritos) de dois tipos: o ITS 1 se encontra entre os 

genes 18S e 5,8S e o ITS 2 situado entre os genes 5,8S e 28S (Figura 7). Essas 

regiões espaçadoras apresentam divergência evolutiva e aparentemente não tem 

função. As sequências de nucleotídeos dessas regiões vêm sendo usadas em 

análises filogenéticas e diferenciação de populações em diversos grupos de 

organismos como, por exemplo, fungos, Drosophila, peixes, ouriços do mar e 

também em lepidópteros (Hindenach e Stafford, 1984; Schlötterer et al., 1994; 

Marçon et al., 1999; Matesujová et al., 2001; Park et al., 2001).  
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Figura 7 – Organização estrutural das sequências ribossomais e dos espaçadores 

ITS 1 e ITS 2 em eucariotos (Martins et al., 2010). 

 

Estudos filogenéticos e populacionais utilizando o espaçador ITS vêm sendo 

realizado em algumas famílias de lepidópteros: Bombycidae, Tortricidae, 

Saturniidae, Lasiocampidae, Lycaenidae, Sesiidae, Pyralidae e Crambidae. Dentre 

os estudos realizados com espécies pertencentes a estas famílias já foram 

observadas diferenças no tamanho, composição e estrutura secundária da 

sequência tanto intraespecífica quanto entre espécies diferentes (Marçon et al., 

1999; Mahendran et al, 2006; Mackern e Szalanski, 2007 Barr et al., 2009; Wiemers 

et al., 2009; Wan et al., 2011). Essas características 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 populações de canaviais do Nordeste do 

Brasil. 
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3. Objetivos 

3.1 Geral 

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

Diatraea flavipennella e Diatraea saccharalis. 

 

3.2 Específicos 

 

1. Avaliar o grau de divergência estrutural e características funcionais das 

sequências ITS2 entre as espécies D. flavipennella e D. saccharalis e entre elas e 

outras espécies de Lepidoptera. 

2. Estabelecer uma metodologia rápida para diferenciação das duas espécies com 

base em ITS 2 utilizando DNA de qualquer estágio do desenvolvimento (ovo, 

lagarta e adulto). 
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4. Material e Métodos 

4.1 Obtenção do material e extração de DNA 

Um total de 25 ovos, 20 lagartas e 30 adultos pertencentes à espécie 

Diatraea flavipennella foram cedidos pelo Laboratório de Patologia de 

Insetos/UFRPE, 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 

Interuniversitária para o Desenvolvimento do Setor Sucroalcooleiro (RIDESA), 

Carpina-PE. Todos os indivíduos foram obtidos de criações e identificados 

morfologicamente. 

A metodologia de extração de DNA usada por indivíduo (ovo, lagarta e 

adulto) seguiu as descrições de Walsh (1991) com modificações. Os ovos foram 

utilizados inteiros; das lagartas foram utilizadas as vísceras e dos indivíduos adultos 

as cabeças para a extração de DNA. As referidas partes de cada indivíduo foram 

colocadas em um tubo plástico de 1,5 mL com 100 µL de Chelex® 100 (BioRad, 

Berkeley, California, USA) a 5% (m/v). Posteriormente, o material foi macerado com 

a ajuda de um pistilo até alcançar a homogenização, seguido por incubação por 1 

h em banho-maria a 54°C. Subsequentemente, a mistura foi transferida para outro 

tubo plástico e foi mantida a 94°C por 30 min no termociclador Multigene OptiMax 

TC 9610 (LABNETTM, Edison, New Jersey, USA). Em seguida a solução foi 

centrifugada a 13000 rpm por 6 minutos e o sobrenadante foi transferido para um 

tubo plástico de 1,5 mL, e estocado a -20°C. 

4.2 Reação 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 amplificação do ITS 2. A reação de 

amplificação consiste de 12,5 µL do Mix Go Taq Colorless (Promega® Fitchburg, 

Wisconsin, USA), 8,5 µL de Nuclease Free Water, 1,5 µL de cada primer, e 1µL de 

DNA molde. O procedimento de amplificação foi realizada no termociclador 

Multigene OptiMax Thermal Cycler TC 9610 (LABNETTM, Edison, New Jersey, USA) 

com os seguintes parâmetros de ciclagem: desnaturação inicial a 95°C por 3 

minutos; seguida de 35 ciclos de desnaturação a 95°C por 30 segundos, 

anelamento a 60°C por 1 minuto, e extensão a 72°C por 1 minuto; a extensão final 

foi a 72°C por 7 minutos. Os produtos de amplificação foram analisados em 

eletroforese de gel de agarose a 3%, por 60 minutos a 120 volts. Os amplicons 

foram corados com Bluegreen (LGC Biotecnologia, São Paulo, Brazil) e 

visualizados em transluminador UV. 

4.3 Purificação dos amplicons, sequenciamento e análises 

A purificação dos amplicons foi realizada com o kit Wizard® SV Gel and PCR 

Clean-Up System kit (Promega® Fitchburg, Wisconsin, USA), seguindo as 

instruções do fabricante. Em seguida, o sequenciamento do amplicon purificado foi 

realizado no sequenciador automático ABI 3500 (Applied Biosystems, Cleveland, 

Ohio, USA) na Plataforma de Sequenciamento do CCB - UFPE. As sequências 

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 

auxílio do algoritmo Blastn (Altschul 1990). Foram incluídas no alinhamento para a 

análise das regiões conservadas 62 espécies pertencentes a 14 diferentes famílias 

de Lepidópteros (Tabela 1). O alinhamento foi realizado pelo método Muscle (Edgar 

2004). A árvore filogenética da família Crambidae foi gerada pelo método Máxima 
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Verossimilhança (MV) e usando o software MEGA v. 5.0 (Tamura et al., 2011). 

Como grupo externo foram utilizadas quatro espécies do gênero 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 incluídas na análise dos domínios 

conservados. 

Superfamília Família Espécie Nº 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 FJ041111.1 

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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  Agrodiaetus paulae AY556564.2 
  Lysandra coridon AY556713.2 
  Neolysandra coelestina AY556657.2 
  Neolysandra fatima AY556682.2 
  Aricia artaxerxes AY556730.2 
  Aricia agestis JX678216.1 
  Aricia morronensis JX678213.1 
  Aricia cramera JX678212.1 
  Aricia vandarbani JX678211.1 
  Chilades trochylus GQ166186.1 
  Cyaniris semiargus AY556621.2 
  Lycaeides argyrognomon GQ166178.1 
 Nymphalidae Erebia epiphron KC184899.1 
  Erebia serotina KC184898.1 
  Erebia pronoe glottis KC184896.1 
 Papilionidae Iphiclides podalirius AY556551.1 
 Pieridae Eurema blanda arsakia FJ041112.1 
  Leptidea reali JF512855.1 
  Leptidea duponcheli JF512853.1 
  Leptidea lactea JF512850.1 
  Leptidea juvernica JF512846.1 
  Leptidea morsei JF512839.1 
Pyraloidea Crambidae Chilo hyrax EF580106.1 
  Chilo suppressalis EF580105.1 
  Cnaphalocrocis medinalis  HM755444.1 

HM755443.1 
HM755442.1 
HM755441.1 
HM755440.1 

  Maruca vitrata FJ041109.1 
GQ478351.1 

  Ostrinia nubilalis AF349036.1 
 Pyralidae Dioryctria reniculelloides DQ792575.1 
  Dioryctria pseudotsugella DQ792573.1 
Tineoidea Gracillariidae Marmara gulosa AF284568.1 

AF284564.1 
Zygaenoidea Zygaenidae Zygaena tamara AJ844465.1 
  Zygaena seitzi AJ844464.1 
  Zygaena rubricollis AJ844463.1 
  Zygaena nocturna AJ844460.1 
  Zygaena manlia AJ844457.1 
  Zygaena haematina AJ844451.1 
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5. Resultados 

5.1 Variação da sequência de ITS 2 

As amplificações da região 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 diferença de tamanho entre os 

amplicons de ITS 2 de Diatraea flavipennella e D. saccharalis nos três estágios de 

desenvolvimento: ovo (a), lagarta (b) e adulto (c). F: D. flavipennella, e S: D. 

saccharalis. Asterisco indica banda de 600 pb. 

 

5.2 Análise das sequências de ITS 2 

Foram obtidas sete sequências 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 região 

espaçadora ITS 2 do DNA ribossomal, considerando valores de PHRED acima de 

30. As sequências variaram de 575 pb até 613 pb. A partir da realização de um 

alinhamento com o banco de dados do Genbank foi possível observar que além do 

ITS2 as sequências incluem 101 pb do DNAr 5,8S e 60 pb do DNAr 28S. Depois 

de identificadas, as sequências parciais do DNAr obtidas juntamente com o ITS 2 

foram removidas da análise.  
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O alinhamento das sequências de D. flavipennella e D. saccharalis revelou 

inserções e deleções que provocaram variações na extensão das sequências. O 

locu do ITS 2 apresenta 410 pb em D. flavipennella e 448 pb em D. saccharalis. A 

composição nucleotídica média total das sequências ITS 2 foi similar com 30,3% 

de timina; 22,3% de citosina; 20% de adenina; e 27,4% de guanina. O conteúdo 

médio de GC em D. saccharalis (51%) apresentou-se levemente maior que em D. 

flavipennella (48%). Não foram observadas variações entre individuos para a 

espécie D. flavipennella. Por outro lado, foi observada dentre os indivíduos de D. 

saccharalis um indel de três bases. 

 

5.3 Segmentos conservados nas sequências de ITS 2 de Diatraea 

 Após o alinhamento das sequências foram encontrados quatro segmentos 

conservados no ITS 2 das duas espécies de Diatraea. No início da sequência, logo 

após o DNA ribossomal 5,8S, foi observada uma sequência de 31 pb em 5’-

TT(T/C)TTCGAAACGGTGTTGACCGTTCTCCTCC-3’ com uma timina na terceira 

posição em D. flavipennella e uma citosina em D. saccharalis, além de um indel 

(guanina) na quarta posição em D. saccharalis. O segundo segmento é uma 

sequência de 21 pb idêntica nas duas espécies, 5’-GAGTCGGTTTAAATATATTAC-

3’. O terceiro segmento é uma sequência de 42 pb, 5’-

ACGCGTGTCGTTCTCGATATAGAAAGCGACTCTTTGTGGATG-3’ também 

idêntica nas duas espécies. A quarta sequência 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 sequência foram vistos: indel TC na posição 10 da sequência 

em D. saccharalis; inserção do trinucleotídeo GCG na posição 41 em D. 

saccharalis; na posição 67 há uma guanina em D. flavipennella e uma timina em D. 
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saccharalis; na posição 77 há uma citosina em D. flavipennella e uma adenina em 

D. saccharalis e um indel de um trinucleotideo (TCG) em D. saccharalis na posição 

78 em duas das sete sequências. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9 – Alinhamento mostrando o segmento 4 conservado em Diatraea 

flavipennella e D. saccharalis. 

 

5.4 Identificação de segmentos conservados em Diatraea e outras 

espécies de Lepidoptera 

 Quando comparadas as sequências ITS 2 de Diatraea com as de outras 

espécies de Lepidoptera disponíveis no Genbank foi possível observar três 
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sequências conservadas dentro das 64 espécies analisadas. A sequência de 9 pb 

5’-TGACCGTTC-3’ presente em Diatraea apresentou uma troca de base do quinto 

nucleotídeo C por um G nas espécies de Crambidae: Cnaphalocrocis medinalis, 

Chilo supressalis, C. hyrax, Ostrinia nubilalis e Maruca vitrata. Essa mesma 

configuração (5’-TGACGGTTC-3’) foi observada nas espécies das famílias: 

Lasiocampidae, Zygaenidae, Lycaenidae, Hesperiidae, Noctuidae, Pyralidae, 

Gelechiidae (Tuta absoluta), Pieriidae (Eurema blanda), Saturniidae (Antheraea 

pernyi). Por sua vez, as espécies da família Lymantridae possuem uma timina no 

quarto nucleotideo da sequência (5’-TGATCGTTC-3’). 

 A segunda sequência possui 20 pb (5’-GTAGGCGGAC(T/A)CGACGTCCG-

3’) e é idêntica em 61 das 64 espécies de Lepidoptera analisadas. As espécies do 

gênero Zygaena e a espécie Chilades trochylus apresentaram na posição 11 desta 

sequência uma adenina ao invés de uma timina como foi observado nas outras 

espécies. Ostrinia nubilalis (Crambidae) não apresentou esta sequência ao longo 

do ITS 2. 

 O terceiro segmento possui 12 pb e em Diatraea (Crambidae) possui a 

seguinte sequência: 5’-CGTGTCTGCCTC-3’. Sequências idênticas 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 gênero Chilo, gênero próximo de Diatraea, C. 

hyrax e C. supressalis apresentaram uma citosina na terceira posição da 

sequência. Assim como as espécies do gênero Chilo, outras espécies incluídas 

nesta análise também apresentaram uma citosina na terceira posição 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 gênero Polyommatus spp, do gênero Aricia spp, 

Agrodiaetus spp, Lysandra coridon, Neolysandra spp, Cyaniris semiargus, Chilades 

trochylus e todas de Lycaenidae. Duas espécies da família Saturniidae 

apresentaram uma adenina na terceira posição do segmento, Antherea pernyi e 

Actias selene. 

 

5.5 Filogenia do ITS 2 em Crambidae 

 A árvore filogenética incluindo as espécies: Diatraea saccharalis, D. 

flavipennella, Chilo hyrax, C. supressalis, Cnaphalocrocis medinalis e Maruca 

vitrata, todas da família Crambidae foi construída usando quatro espécies do 

gênero Zygaena (Lepidoptera: Zygaenidae): Z. tamara, Z. rubricollis, Z. seitzi e Z. 

nocturna como grupos externos (Figura 10). 

 A topologia apresentada pela árvore 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 à subfamília Crambinae, estando 

representado pelas espécies Diatraea flavipennella, D. saccharalis, Chilo hyrax e 

C. supressalis; o segundo grupo com valor de bootstrap de 76 referente à 

subfamília Spilomelinae, representado pelas espécies: Cnaphalocrocis medinalis e 

Maruca vitrata.  
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Figura 10 – Máxima verossimilhança baseada em ITS 2 de espécies da família 

Crambidae. A numeração dos nós correspondem aos valores de bootstrap. 

 

5.6 Sequências Microssatélites 

Observamos nas sequências de D. saccharalis e D. flavipennella a presença 

de microssatélites (Tabela 2). As sequências microssatélites comuns às duas 

espécies foram AT, com três repetições em D. saccharalis e D. flavipennella e 

quatro repetições apenas em D. flavipennella; GT, uma com seis repetições em D. 

saccharalis e com três em D. flavipennella; AG, duas sequências com três 

repetições em D. saccharalis e uma em D. flavipennella; GCG, aparece com quatro 

repetições em D. saccharalis e com três em D. flavipennella; CGT, aparece com 

três repetições em D. saccharalis e D. flavipennella, entretanto D. flavipennella tem 

uma sequência adicional com sete repetições. Em contrapartida foram encontrados 
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um dinucleotídeo (AC, com três repetições) e dois trinucleotídeos (GAC, com três 

repetições e TCG, com seis repetições) que apenas estavam presentes nas 

sequências ITS 2 de D. saccharalis. Dentre as sequências comuns às duas 

espécies, foi observado que os dinucleotídeos AT e AG e os trinucleotídeos GCG 

e CGT estavam localizados em regiões conservadas da sequência ITS 2. 

 

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

saccharalis. Os dados do posicionamento das sequências dizem respeito as 

sequências sem gaps. 

 

 

 

 

 

 

 

SSR Posição Repetição 

Motivo D. flaviepnnella D. saccharalis D. flaviepennella D. saccharalis 

AT 59, 200, 238 
e 257 

61 3 e 4 3 

AG 290 271 e 290 3 3 
GT 70 243 3 6 
AC - 124 - 3 

CGT 332 e 352 368 3 e 7 3 
GCG 322 355 3 4 
GAC - 78 - 3 
TCG - 392 - 6 
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6. Discussão 

Um barcode ideal deve possuir variação suficiente entre as sequências para 

discriminar as espécies; entretanto também é necessário 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 

incluídas no trabalho. Esta região espaçadora do DNA ribossomal tem sido usada 

com sucesso para identificar diferentes espécies de lepidópteros e de insetos de 

outras ordens apenas comparando o tamanho das sequências 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 à Diatraea 

ou a outras pragas, identificar espécies de forma rápida e a um baixo custo é 

bastante atraente uma vez que, em alguns casos, apenas são encontradas partes 

da lagarta por conta dos cortes feitos na cana-de-açúcar ou apenas ovos, que são 

de difícil identificação. Dessa forma, o ITS 2 se mostra importante ferramenta 

barcode para a identificação dessas duas espécies. 

Além da eficiência em separar espécies intimamente relacionadas, outros 

fatores fazem do ITS 2 um bom marcador a ser utilizado. A sequência do ITS 2 é 

relativamente curta preenchendo alguns dos pré-requisitos para utilização da PCR 

(mesmo a partir de DNA degradado) e do sequenciamento e as variações 

intraespecíficas, tanto em plantas quanto em animais são menores que as 

divergências interespecíficas (Meyer e Paulay, 2005; Marinho et al., 2011). 

Recentemente foi descoberto que, além da variabilidade da sequência primária do 

ITS 2, a estrutura secundária também varia de espécie para espécie, e que a 
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análise conjunta desses dois parâmetros aumenta o alcance do sinal filogenético 

podendo relacionar táxons mais altos (Joseph et al., 1999; Yao et al., 2010).  

 Diatraea saccharalis e D. flavipennella apresentaram a região ITS 2 com 

448 e 410 pb, respectivamente, comprovando a diferença observada no gel. A 

variação no comprimento observada entre as espécies pode ter sido ocasionada 

por inserções efetuadas por vários fatores incluindo o número relativo e o tamanho 

das repetições microssatélites, taxa de crossing-over desigual, conversão gênica e 

deriva genética (Levinson e Gutman, 1987). Quanto mais alterações levem à 

variação no tamanho da sequência de ITS 2 maior será o efeito na conservação 

das estruturas secundárias (Kuracha et al., 2006).  

 Dentro das espécies pertencentes à família Crambidae até então 

analisadas pudemos observar que o tamanho médio da região 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 região ITS 2 é especifico de cada espécie da família Crambidae e 

isso também acontece em outras famílias de lepidópteros como: Tortricidae, 

Noctuidae, Geometridae e Lycaenidae (Barr et al., 2009; Wiemers et al., 2010; Wan 

et al., 2011; Kvie et al., 2012). Dentro da região ITS 2 das duas espécies de Diatraea 

foram encontradas oito diferentes sequências microssatélites. Dentre essas, cinco 

(AT, GT, AG, GCG e CGT) foram comuns para as duas espécies e em alguns casos 

apenas modificando o número de repetições. O dinucleotídeo AC e os 

trinucleotídeos GAC e TCG foram apenas encontrados em D. saccharalis, portanto 

a inserção destas sequências em D. saccharalis ou a deleção delas em D. 

flavipennella, pode ter contribuído para a diferença no comprimento total das 
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sequências observadas. Apesar de poucos indivíduos analisados não houve 

diferença intraespecífica no tamanho da sequência em D. flavipennella e em D. 

saccharalis dois indivíduos apresentaram um acréscimo de três nucleotídeos. Essa 

homogeneização do tamanho das sequências pode ser atribuída à endogamia 

existente em colônias de criação. Também não foram relatadas diferenças 

intraespecíficas significativas no tamanho das sequências do ITS 2 de espécies dos 

gêneros de Lepidópteros: Cnaphalocrocis, Maruca, Chilo, Ostrinia, Spodoptera, 

Polyommatus e em espécies das famílias 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 Díptera, as 10 

espécies de mosquitos do gênero Anopheles estudadas, provenientes de zonas 

geográficas diferentes, também não mostraram diferenças intraespecífica na 

composição nucleotídica e nem no tamanho da sequência (Zumuanpuii et al., 

2013). 

 O conteúdo de GC variou pouco entre as duas espécies deste trabalho, 

mas quando comparamos o valor encontrado nelas com de outras espécies da 

família Crambidae, podemos observar que nesta família as espécies possuem 

percentagens de conteúdo de GC muito próximos, como em C. medinalis (47,8%) 

e M. vitrata (45,1%), porém Chilo suppressalis e C. hyrax, que são consideradas de 

um gênero muito próximo 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 

famílias vemos um aumento significativo do conteúdo 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 é considerada relativamente alta e isto pode influenciar na 

energia da estrutura secundária (Banerjee et al., 2007a). 

 Foi realizada uma pequena filogenia da família Crambidae com base nas 

sequências de ITS 2 que estavam disponíveis no Genbank. Foi observado que a 

árvore gerada corrobora a obtida com dados morfológicos (Solis & Mitter, 1992) 

propondo Crambidae como uma família de origem monofilética. Os gêneros 

incluídos nesta análise foram agrupados em dois grupos, um deles referente à 

subfamília Crambinae, onde Chilo foi colocado como grupo irmão de Diatraea, 

reforçando a atual classificação de que são dois taxóns diferentes e confirmando 

dados anteriores disponíveis na literatura que afirmam que Chilo e Diatraea estão 

separados por questões práticas e o que os diferencia é a ausência de ocelos em 

Diatraea, enquanto que em Chilo eles são vestigiais ou ausentes (Bleszynski, 

1969). Este mesmo agrupamento também foi observado quando foi realizada 

análise filogenética de 8 genes mitocondriais concatenados (COI, ATP6, COIII, 

ND1, ND3, ND5, CYTB E 16S) através do método de MV e Inferência Bayesiana 

(Rocha et al., 2013). O outro grupo formado foi representado por Maruca vitrata e 

Cnaphalocrocis medinalis, formando o clado da subfamília Spilomelinae. Ambos os 

ramos formados são de origem monofilética segundo a árvore gerada com o ITS 2. 

 Apesar de variável, regiões com diversos graus de conservação são 

encontradas no ITS quando comparadas sequências entre espécies, gêneros, 

famílias e até ordens diferentes dentro do subfilo Hexapoda. Alguns autores 

também sugerem em seus trabalhos, com base na análise da estrutura secundária 

do ITS 2, que algumas regiões dentro dessas sequências são conservadas dentre 

os eucariotos (Coleman, 2007). 
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 O alinhamento das sequências de ITS 2 das espécies D. flavipennella e D. 

saccharalis revelou quatro segmentos conservados que correspondem a 53,6% da 

sequência em D. flavipennella e 49,1% em D. saccharalis. Essas regiões de 

sequências conservadas estão intercaladas por regiões variáveis. Mesmo sendo 

altamente conservadas essas regiões apresentam entre as duas espécies algumas 

diferenças que as caracterizam, como pequenos indels e substituições de bases. A 

explicação para esta aparente alternância entre regiões conservadas e regiões 

variáveis foi apresentada por Mai e Coleman (1997). As regiões muito conservadas 

contribuem profundamente para o pareamento das hélices da estrutura secundária 

onde a transcrição do RNA se inicia e essa estrutura secundária guia o processo. 

 Dentro da ordem Lepidoptera, existem três motivos conservados de 9, 20 e 

12 pb que sofreram poucas modificações, como pequenos indels, substituições ou 

mesmo motivos que permaneceram inalterados na maioria das espécies 

analisadas. O nível de convergência de algumas sequências de ITS 2 entre 

espécies de diferentes famílias dentro de Lepidoptera talvez seja devido a alguma 

pressão evolutiva para manter a estrutura secundária do RNA envolvida no 

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

 Em eucariotos o ITS 2 tem tipicamente quatro hélices. As hélices I e IV são 

as mais variáveis (específicas no nível de espécie e subespécie) e as hélices II e 

III contém as regiões mais conservadas da sequência primária. Dentro de um 

gênero, os pareamentos basais das hélices I, II e IV são conservados, e a porção 

mais distal da hélice III é a mais conservada (Coleman, 2007). Duas sequências de 

sete (TAGCATA) e oito (ATCGTCGT) pares de base presentes em Diatraea 

saccharalis e uma sequência de sete pares de base (TCGTCGT) presente em D. 

flavipennella e em outros 21 gêneros de Lepidoptera são idênticas às sequências 
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encontradas a 5’ da região conservada da hélice III em besouros, Drosophila, 

Musca e outros gêneros de dípteros. O processamento do RNAr ainda não é 

conhecido totalmente em termos bioquímicos, mas está claro que essas 

sequências, conservadas nos mais diversos níveis taxonômicos, os padrões de 

dobramento e a estrutura secundária do RNA transcrito inicial têm um papel 

importante em guiar o processamento do RNA (Van Nues et al., 1995; Hung et al., 

1999; Joseph et al., 1999). 

As estruturas secundárias do ITS 2 vem sendo usadas como ferramenta 

auxiliar na filogenia de DNA não codificante, uma vez que o alinhamento de sub-

regiões onde as sequências diferem consideravelmente apresenta certa dificuldade 

(Coleman et al., 2007). Essas estruturas secundárias já vem sendo aplicadas em 

filogenia em Lepidoptera, como no grupo das borboletas azuis do gênero 

Polyommatus (Wiemers et al., 2009).   

  A ocorrência de microssatélites em ITS 2 de espécies de corais 

eventualmente aumenta a dificuldade de alinhamento de regiões homólogas e 

consequentemente isso influencia nas reconstruções filogenéticas (Chen et al., 

2004). A mesma situação ocorreu quando tentou-se reconstruir relações 

filogenéticas entre espécies de lepidópteros de famílias e superfamílias diferentes. 

Porém, esses SSRs podem ter um efeito benéfico no precessamento e na estrutura 

secundária do ITS 2. Essas sequências 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 características funcionais importantes justificam o 

fato de que a maioria das sequências microssatélites estão localizadas em regiões 

conservadas dentro do ITS 2 de Diatraea. 
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 Recentemente foram desenvolvidos primers para 12 locus polimórficos 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. Caracterização de microssatélites também 

vêm sendo realizadas em outras famílias de Lepidoptera como Noctuidae e 

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

 A região ITS 2 demonstrou ser eficiente na diferenciação das espécies D. 

flavipennella e D. saccharalis na visualização dos amplicons em gel de 

agarose. 

 Diferenças de composição nucleotídica das sequências e composição de 

microssatélites foram observadas nas regiões ITS 2 de D. flavipennella e D. 

saccharalis. 

 Segmentos genômicos do ITS 2 conservados em diferentes grupos 

taxonômicos também estavam presentes em Diatraea flavipennella e D. 

saccharalis e corroborando sua possível atuação nos primeiros passos do 

processamento do RNAr. 
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9. Anexos 

Anexo 1 – Alinhamento da sequência ITS 2 das espécies D. flavipennella e D. 

sacchralis. As áreas cinzas do alinhamento representam os segmentos genômicos 

conservados entre as duas espécies de Diatraea. Os quadros vermelhos 

representam os segmentos genômicos conservados entre as demais espécies de 

Lepidotera incluídas no trabalho. Os quadros azuis localizam as sequências 

microssatélites. 
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Anexo 2 

Protocolo para Extração de DNA pelo método Chelex® e 
Identificação das espécies Diatraea flavipennella e D. sacchralis 

usando o marcador molecular ITS 2. 
 
 

Materiais usados para extração: 
1. Tubos plásticos de1,5 mL 

2. Tubos plásticos de 0,2 mL 

3. Amostra biológica 

4. Pistilos 

5. H2O miliQ 

6. Chelex ® 100 (BioRad, Berkeley, California, USA)  a 5% 

7. Papel toalha 

8. Rack para tubos 

9. Centrífuga 

10. Termociclador 

11. Banho-maria 

12. Pipetas 

13. Ponteiras 

Materiais usados para PCR: 
1. Primers ITS 2 

2. Tampão da Taq Polimerase 

3. Taq Polimerase 

4. dNTPs 

5. DNA genômico 

6. H2O miliQ 

7. MgCl2 

8. Termociclador 

9. Pipetas 

10. Ponteiras 

11. Tubos de 0,2 mL 

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

Colorless (Promega® Fitchburg, Wisconsin, USA) 

Preparação da solução de Chelex® 100 a 5% 
10 ml de solução de Chelex® 100 a 5%: 
Pesar 0,5 g de Chelex® 100 e diluir em 10 ml de água miliQ. 

1.0 Se o material for de: 

1.1 Ovo 

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 µL de Chelex® 100 5%. 

1.2 Lagarta 
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1.2.1 Com a ajuda de uma tesoura fazer um corte na porção posterior 
do abdômen da lagarta e pressionando uma pinça da região cefálica 
até a região do corte até expor todas as vísceras. Colocar as vísceras 
em um tubo de 1,5 mL com 100 µL de Chelex® 100 5%. 

1.3 Adulto 

1.3.1 Com a ajuda de uma tesoura cortar a cápsula cefálica e colocá-la 
em um tubo de 1,5 mL com 100 µL de Chelex® 100 a 5%. 

2.0 Macerar o material no interior do tubo até atingir a homogeneização. 
3.0 Encubar o material em banho-maria a 54°C durante 1h. 
4.0 Transferir as misturas de extração 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 Reação de PCR ITS 2: 
 

7.1 Parâmetros de ciclagem para o termociclador: 

Desnaturação inicial 35 ciclos Extensão final 

Temperatura 95 °C 95°C 60°C 72°C 72°C 

Tempo 3 min 30 seg 1 min 1 min 7 min 

 
7.2 Mistura de reação: 
7.2.1 Utilizando master mix 

Soluções Volume inicial/Concentração inicial 

Mix Go Taq (Promega) 12,5 µL 

H2O mili Q 8,5 µL 

Primer F 1,5 µL / 10 pmol 

Primer R 1,5 µL / 10 pmol 

DNA genômico 1,0 µL / 100 a 150 ng 

Volume total 25 µL 

  
7.2.2 Sem master mix 

Reagentes Concentração inicial Volume (25 µL) 

Primer F 10 mM 1,0 µL 

Primer R 10 mM 1,0 µL 

Tampão da Taq 
Polimerase 

20 mM 2,5 µL 

Taq Polimerase 5U/ µL 0,25 µL 

dNTPs 8 mM 2,0 µL 

DNA genômico 100 a 150 ng 1,0 µL 

H2O miliQ - 16,5 µL 

MgCl2 - 0,75 µL 

 
 
8.0 Visualização 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 comparação do 
tamanho das bandas. Em seguida realizar a visualização em transluminador 
UV. 
9.0 Identificação 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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