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Introdução

Nas diversas regiões produtoras de soja do país, os percevejos, juntamente 
com as lagartas-desfolhadoras, constituem os dois principais grupos de pra-
gas que normalmente causam prejuízos econômicos às lavouras (Gazzoni 
et al, 1994). Entre os inimigos naturais dessas espécies, os parasitóides 
de ovos têm sido considerados os mais importantes agentes de mortalida-
de natural dessas pragas (Peres & Corrêa-Ferreira, 2004). Considerando 
as populações de lagartas desfolhadoras (Anticarsia gemmatalis Hub. e 
Pseudoplusia includens (Walker)) e os escarabeídeos (Phyllophaga sp.), os 
grupos mais importantes de controle natural são os fungos entomopato-
gênicos (Nomuraea rileyi e Metarhizium anisopliae). A variabilidade intraes-
pecífica desses agentes de controle natural é conhecida, mas as técnicas 
utilizadas para aferi-las apresentam reduzida confiabilidade e repetibilidade, 
portanto, a finalidade deste trabalho foi determinar a variabilidade intraespe-
cífica de parasitóides de percevejos e dos fungos entomopatogênicos para 
diferenciar suas espécies, assim como seus genótipos, utilizando regiões 
da subunidade I do gene da citocromoxidase dos parasitóides, Trissolcus 
basalis (Woll.) e Hexacladia smithi Ashmead e as regiões espaçadoras 
intergênicas (Intergenic Spacer, IGS) próximas da subunidade 28S do RNA 
ribossômico de N. rileyi e M. anisopliae.
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Material e Métodos

Para se determinar a variabilidade de fungos foram utilizadas as espécies 
N. rileyi, M. anisopliae, M. cylindrospora e M. viridulus cultivadas em 
meios de cultura líquidos (caldo de 200 g de batata e dextrose 15 g para 
1000 ml de água para as espécies de Metarhizium e 10 g de neopepto-
na, 40 g de maltose e 10 g de extrato de levedura em 1000 ml de água 
para N. rileyi). O micélio foi filtrado, secado e seu DNA extraído, segun-
do o protocolo de ROGER & BENDICH (1988). As espécies de parasitói-
des utilizadas foram T. basalis e H. smithi, armazenadas em recipientes 
lacrados com sílica gel. As amostras das populações de T. basalis foram 
obtidas da sala de criação de parasitóides da Embrapa Soja. Os fun-
gos foram obtidos da micoteca da Embrapa Soja (Sosa-Gomez & Silva, 
2002). Após as extrações de DNA dos insetos, em que foi utilizado o 
protocolo da Biorad (2007), foram realizadas amplificações com os pri-
mers J-1514 (5´-GGT CAACAAATCATAAAGATATTGG-3´) e N-2175 
(5´-TAAACTTCAGGGTGACCAA AAAATCA-3´). As amplificações dos 
fungos foram realizadas utilizando combinações dos primers desenvolvi-
dos por PANTOU et al. (2003), no intuito de se obter quantidade sufi-
ciente de DNA para sequenciamento. Para purificar o DNA amplificado 
foi utilizado o kit de purificação da PureLink Quick Gel Extraction Kit 
(Invitrogen, 2005). Em seguida, foi realizada a clonagem por meio do kit 
pGEM-T da Promega (Promega, 2007). As amostras clonadas foram am-
plificadas para sequenciamento utilizando-se o Kit Dye Terminator V3.1 
Applied Biosystems e sequenciadas em sequenciador ABI 3100 Applied 
Biosystems.

Resultados

Os primers J-1514 e N-2175 apresentaram amplificação adequada do 
fragmento da subunidade I do gene da citocromoxidase de T. basalis e 
H. smithii, porém nas amostras desta última espécie foram observadas 
bandas duplas indicando amplificação não específica (Fig.1). Foram 
obtidas sequências de 20 amostras de T. basalis, provenientes da 
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Argentina, Louisiana e Flórida, Estados Unidos e de Londrina, PR, com 
tamanhos variando entre 663 e 697 pares de base (pb). A seqüência de 
maior comprimento de T. basalis proveniente da Louisiana está repre-
sentada na Fig. 2. A comparação das sequências indica pouca variabili-
dade intraespecífica, a única diferença foi observada na posição 673 da 
seqüência de maior comprimento, onde houve a substituição de T por 
G. Essa reduzida variabilidade pode ser devido à falta de variabilidade 
intrínseca da espécie ou a contaminação das colônias de T. basalis por 
indivíduos de populações locais. A falta de variabilidade dessa região 
mitocondrial tem sido observada para outras populações de T. basalis 
provenientes da Califórnia, Geórgia (Estados Unidos) e Itália (Walker 
Jones, USDA, comunicação pessoal). Portanto, a possibilidade de redu-
zida variabilidade intrínseca desta espécie é mais plausível.

As sequências correspondentes à parte da região IGS e da subunidade 28S 
de N. rileyi e Metarhizum spp. não apresentaram boa qualidade. Os maiores 
fragmentos obtidos para a espécie N. rileyi tiveram 255 pb (Fig. 3).

Fig. 1. Amplificação do DNA de Tb e Hs com os primers  J-1514 e N-2175.
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Fig. 2. Sequência parcial do gene mitocondrial da subunidade I da citocromoxidase 
de Trissolcus basalis proveniente de Louisiana, Estados Unidos.

>Trissolcus basalis-1 Louisiana_ 
USATTAACTTCAGGGGGGACCAAAAAATCAAAAAAGATGTTGGTAGAGAACTGGGTC
TCCTCCTCCTCCAGGATTAAAAAATGATGTATTTAAATTTCGATCTGATAAAATTATTG
TAATAGCTCCAGCTAAAACTGGTAATGATAATAATAAAAGAATTGTAGTAATTAATAC
TGATCAGGTAAATAACGTTCAATTATTTATTGAACAATTTCTTATATTTAAGATTGTGC
ATAAAAAATTAATTGAACTTAAGATTGATGAAATTCCTGCAATATGTAAGGAAAAAATT
GTTAGATCAATAGAAGGATTTAATTGAGTAGAAAGAGGAGGATAAATTGTTCATCCT
GTTCCTGTTCCTGAACCAAAAATATTTCTGTAAATTAATAAGATTAAAGAAGGAATTA
ATAATCAAAATCTTATATTATTTAATCGGGGAAATGCTATATCAGGGGCATTAATTATT
AATGGAACTAATCAATTTCCAAATCCTCCAATTATGATTGGTATAACTATAAAAAAAAT
TATAATAAAAGCATGTGAAGTAACAATTGAATTATAAATTTGATCATTTCCAATTAGTA
TTCCTGGGATTCTTAATTCTATTCGAATTAATATACTTATTGCGGATCCTAATATTCCT
GCTCAGATTCCAAAGTAAAAATATAATGTTCCAATATCTTTAGGAATTTGTTGACCA

> Nomuraea rileyi
456_28S4GGGCGGGCAGCACGAATGGGTCAGCATCCGAAACTTGATCATAACTTGT
AGCGCACATTGCCAGAGAAAACCGCATTTGATACGGTGACTTCTTTCTAGCCTTGTT
CGAATTAGCAAGTTATGGGGTAGCTCGGCATGGATTAATTACTCTCCGGCTCAGAA
GCTGAATCACAATAAGCGCCCAAATGTTTCCCAATTAGGCACCAGCTCCCCAGTAAC
TGCAACCTTCTGGCCAATGACAATCAATGATTGGTG

Fig. 3. Sequência parcial do gene da subunidade ribossômica 28S de N. rileyi 
isolada da lagarta-da-soja, Anticarsia gemmatalis, na região de Londrina, PR em 
28/Jan/2003.

Conclusão

Foram observados seis sítios variáveis na comparação de sete sequên-
cias de tamanho aproximado de 160 pb. No caso de Metarhizium foram 
menores de 123 pb. O número de sequências e o tamanho dos fragmen-
tos obtidos foram inadequados para análise. O protocolo de extração de 
DNA Instagene Matrix foi eficiente para as extrações de DNA de insetos 
pequenos como T. basalis e H. smithii. O gene da citocromoxidase não 
foi apropriado para estudos de variabilidade intraespecífica de T. basa-
lis. Considerando a variabilidade observada os estudos das regiões IGS 
apresentam potencial para diagnóstico de genótipos de isolados das M. 
anisopliae e N. rileyi.
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