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Ferramentas moleculares e seu uso na sistemática de insetos e
ácaros de importância agrícola

Denise Navia1 | Renata Santos de Mendonça1,2

Ferramentas moleculares vêm sendo cada dia mais utilizadas em Entomologia

e Acarologia, principalmente em estudos de sistemática e biologia de populações, e
têm contribuído significativamente para aclarar algumas questões difíceis de serem

respondidas há alguns anos atrás. A sistemática molecular tem sido de grande inte-

resse para praticamente todos os grupos de organismos. A facilidade de amplificar

numerosas cópias de um gene ou região genômica de interesse abre inúmeras possi-

bilidades, não apenas para a identificação de organismos, mas também para testar

hipóteses filogenéticas.
A acurada identificação de espécies ou categorias sub-específicas não é im-

portante apenas para a compreensão de aspectos ecológicos e evolutivos dos organis-

mos. A errônea ou incompleta identificação de espécies de importância econômica

pode ter sérias implicações negativas. No caso de pragas agrícolas e seus inimigos

naturais, falhas na identificação podem levar à aplicação inadequada de medidas de
prevenção e controle (Paterson 1991, Clarke & Walter 1995, Armstrong & Ball

2005). Dados moleculares podem ser extremamente úteis para a identificação de

espécies de pragas e inimigos naturais morfologicamente muito próximos e/ou que

constituem espécies crípticas. A identificação detalhada e o conhecimento da varia-

bilidade intraespecífica de um agente de controle biológico é a base para o estabele-

cimento de estratégias eficientes de controle biológico. Esta variabilidade também é
relevante em se tratando de vetores de fitopatógenos, especialmente quando o mane-

jo do patossistema deve ser baseado na resistência genética do hospedeiro ao vetor.

Biótipos de um vetor podem apresentar níveis diferentes de resistência aos genes da

planta hospedeira envolvidos na resistência. A interceptação de pragas em pontos de
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02372, 70.770-900, Brasília, DF (navia@cenargen.embrapa.br)
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entrada em um país depende de uma minuciosa inspeção de todo material vegetal

importado e de uma precisa identificação dos organismos detectados. Os marcadores

moleculares podem possibilitar a identificação específica de pragas interceptadas

quando o estudo morfológico do espécime e/ou dos estágios de desenvolvimento

detectados não o permite.  Desta forma, observa-se que a precisa identificação de

insetos e ácaros de importância agrícola através de métodos moleculares pode bene-

ficiar as mais diversas áreas, como controle biológico e químico, manejo cultural,

resistência de plantas e resistência a pesticidas, defesa fitossanitária, etc.

Técnicas moleculares têm sido especialmente úteis para revelar a ocorrência de

espécies crípticas. Os processos de especiação não são necessariamente acompanha-

dos de diferenciação morfológica (Bickford et al 2007). A conseqüência disto é a

existência de complexos de espécies que são linhagens geneticamente isoladas e

morfologicamente indistinguíveis ou muito próximas, mas que podem diferir em

características fisiológicas, comportamentais e/ou ecológicas (Pfenninger & Schwenk

2007, Calcagno et al 2010, Henry & Wells 2010). Em um conceito amplo duas ou

mais espécies erroneamente classificadas e escondidas sob o nome de uma espécie

podem ser consideradas espécies crípticas (Bickford et al 2007, Pfenninger &

Schwenk 2007). A aplicação de técnicas moleculares durante as duas últimas déca-

das tem revelado diversidade críptica em quase todos os grupos taxonômicos (ver

Hebert et al 2004, Bickford et al 2007) e estas espécies estão distribuídas entre

todos os táxons de metazoários e em todas as regiões biogeográficas (Pfenninger &

Schwenk 2007). É comum ocorrer que, após a revelação da ocorrência de espécies

crípticas pela diversidade genética, este status seja confirmado através de detalhes

morfológicos e/ou dados ecológicos (Bickford et al 2007).

O sério impacto econômico causado por pragas invasoras exóticas tem motiva-

do a condução de pesquisas para a compreensão dos processos de invasão e ajudado

a estabelecer estratégias de prevenção e controle, em particular o controle biológico

clássico (ver Fagan et al 2002, Roderick & Navajas 2003, Facon et al 2008). Para isso

é essencial o conhecimento da origem, fontes de introdução ou rotas de colonização

de artrópodos invasores.  Os marcadores moleculares têm sido utilizados para traçar

rotas de invasão de pragas e para direcionar a prospecção de inimigos naturais na área

de origem da praga (Bonizzoni et al 2001, Birungi & Munstermann 2002, Navia et

al 2005, Darling & Blum 2007).
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Obtendo informações sobre o DNA

Informações sobre o DNA de um organismo apresentam várias características
importantes que as fazem especialmente úteis: 1) permitem acesso ao genótipo do
organismo, ao invés do fenótipo; 2) dependendo da questão a ser esclarecida uma ou
mais regiões do genoma podem ser estudadas levando-se em consideração a taxa
evolutiva ou modo de herança; 3) podem ser obtidas a partir de qualquer estágio de
desenvolvimento, de ambos os sexos e, em alguns casos, também de organismos já
mortos; 4) podem ser obtidas a partir de pequenas quantidades de tecidos e o DNA
é relativamente estável (Navajas & Roderick 2008).

Os principais avanços da genética molecular nas últimas décadas e que tem
levado a um grande aumento do impacto das técnicas moleculares na biologia são: 1)
o uso da Polymerase Chain Reaction (PCR) na qual fragmentos específicos de DNA
são amplificados, permitindo a obtenção de concentrações elevadas do DNA do
respectivo fragmento, que podem ser utilizadas em numerosas outras técnicas; 2) a
utilização de conjuntos de primers iniciadores evolutivamente conservados e que
podem ser utilizados para um amplo leque de organismos (Simon et al 1994); 3)
possibilidade do seqüenciamento rotineiro de DNA, a um custo cada dia mais aces-
sível (Navajas & Roderick 2008, Navajas & Navia 2010). Estas inovações aliadas
com uma recente explosão no avanço das análises filogenéticas e de disponibilização
de programas computacionais amigáveis para o estudo das seqüências de DNA
(Excoffier & Heckel 2006, Gariepy et al 2007) têm tornado as técnicas moleculares
ferramentas acessíveis a não especialistas.

Os dois métodos de análise de DNA utilizados em sistemática são: 1) compa-
ração de sequências de nucleotídeos de um lócus específico, geralmente amplificado
por PCR. A variação das sequências é analisada diretamente utilizando-se métodos
filogenéticos; 2) a variação das sequências é acessada indiretamente, através da com-
paração de fragmentos de DNA homólogos, analisando-se a variação em número,
tamanho ou conformação. Em um método chamado Restriction Fragment Length

Polymorphism (RFLP), um produto de PCR é gerado e, então, digerido com enzimas
de restrição para a obtenção de um padrão específico de bandas que pode ser
visualizado em gel. Desta forma, o que se faz é uma análise dos fragmentos gerados.
Este segundo método apresenta menor resolução que o seqüenciamento de
nucleotídeos, entretanto, pode ser uma alternativa interessante quando um elevado



93

número de indivíduos será avaliado ou quando extensos segmentos do genoma estão

sendo estudados (Navajas & Roderick 2008).

Marcadores moleculares

Marcadores genéticos refletem diferenças em sequências de DNA e são utili-

zados como dados brutos para realizar estimativas de diversidade genética em todos

os níveis taxonômicos, revelando informações sobre relações entre unidades

taxonômicas as quais seriam dificilmente obtidas através de outras fontes (Ben-Ali

et al 2000, Navajas & Fenton 2000, Behura 2006). A utilização de dados moleculares

para a acurada diferenciação de espécies está agora bem consolidada (Caterino et al

2000, Tautz et al 2003). Além disso, para estudos populacionais os dados moleculares

permitem realizar estimativa de fluxo gênico, identificação de haplótipos e linha-

gens, e predição de migração e históricos de colonização (Sunnucks 2000, Garant &

Kruuk 2005, Navia et al 2005).

Os marcadores mais comumente utilizados em sistemática molecular de ácaros

e insetos são o mtDNA e o rDNA. Estes marcadores apresentam diferenças consi-

deráveis em sua organização genômica, processos de evolução e no modo de trans-

missão (Navajas & Roderick 2008).

As seqüências de DNA ribossomal (rDNA) são comumente utilizadas para o

estudo das relações filogenéticas, da variabilidade genética, e de divergências dentro

e entre espécies por apresentarem propriedades muito apropriadas para esta finalida-

de: taxas diferenciais de evolução entre diferentes regiões e genes repetidos (Weekers

et al 2001). Nos organismos eucariontes, o rDNA apresenta unidades transcricionais

repetitivas (tandem), as quais são separadas por espaços intergênicos. Dentro de cada

unidade transcricional, o “Internal Transcribed Spacer 1” (ITS1) separa a pequena

subunidade 18S da 5,8S, enquanto que o “Internal Transcribed Spacer 2” (ITS2)

separa a unidade 5,8S da grande subunidade 28S. As regiões codantes apresentam

pequena divergência entre espécies próximas, entretanto as regiões ITS podem apre-

sentar maior variabilidade. Mutações ocorrem em taxas relativamente rápidas nestas

regiões ITS (Weekers et al 2001). Assim, as regiões codantes e os espaçadores dife-

rem largamente em sua taxa de evolução, de modo que estas regiões do rDNA apre-

sentam potencial para revelar relações filogenéticas desde o nível de filo até o nível
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populacional, sendo consideradas muito versáteis para análises filogenéticas (Hillis
& Dixon 1991).

Seqüências de mtDNA representam uma ferramenta poderosa para estudos
evolucionários e tem sido utilizadas em estudos de estrutura de populações, fluxo
gênico, hibridização, biogeografia e relações filogenéticas (Avise et al 1987). A maior
parte do mtDNA de animais superiores apresenta uma série de características que o
torna marcadores ideais em estudos filogenéticos: 1) apresenta uma estrutura genéti-
ca simples, sem a presença de regiões repetitivas, elementos transponíveis, pseudogenes
ou introns;  2)  geralmente evolui rapidamente, pois apresenta uma taxa de divergên-
cia de seqüências relativamente rápida. As variações se apresentam, primariamente,
como substituições de bases; 3) a herança é maternal, o modo de transmissão ao
longo das gerações é efetivamente haplóide, não há recombinação; seus genes repre-
sentam um lócus gênico; 4) a ordem e composição dos genes é conservada; 5) as
sequências são curtas em comparação às do genoma nuclear (Avise et al 1987, Hoy
1994, Roderick 1996). A taxa de evolução dos genes mitocondriais varia entre linha-
gens, entre genes e mesmo dentro dos genes. No mtDNA há regiões que divergem
rapidamente, enquanto que outras regiões são altamente conservadas, podendo dife-
rentes regiões serem utilizadas em diferentes níveis taxonômicos. De um modo geral,
as variações no mtDNA em estudos populacionais parecem ser mais úteis que as
variações nos genes ribossomais. Dentro de uma população, a frequência de um
único haplótipo de mtDNA pode flutuar mais rapidamente que as frequências dos
alelos de DNA nucleares e, por isto, o mtDNA seria mais sensível que o DNA
nuclear ao “efeito fundador” e aos tamanhos reduzidos das populações invasoras. A
perda ou aquisição de um haplótipo é importante em pequenas populações e a mi-
gração de poucos indivíduos entre populações seria suficiente para fixar uma linha-
gem de mtDNA nestas (Roderick 1996).

As filogenias não devem ser construídas utilizando-se um único marcador. É
importante comparar os resultados de marcadores com propriedades distintas para
um melhor entendimento das populações estudadas (Navajas & Boursot 2003).
Estudos filogenéticos baseados em resultados de um único marcador molecular são
frágeis e podem conduzir a conclusões infundadas ou resultados enganosos (Ross et

al 1999, Navajas & Boursot 2003).
A escolha de marcadores genéticos com variabilidade adequada para a resolu-

ção das questões as quais se deseja investigar deve ser a etapa prévia a todos os
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estudos de sistemática molecular. Os marcadores genéticos devem apresentar eleva-
do polimorfismo e permitir a detecção de movimentos mínimos entre as populações.
É necessário conhecer as propriedades gerais, os campos de aplicação e as limitações
de cada marcador para se efetuar uma escolha compatível com os objetivos da pes-
quisa.

O código de barras do DNA (“DNA barcoding”) foi proposto como um méto-
do de diagnose molecular de espécies, tanto conhecidas como desconhecidas (Herbert
et al 2003). Esta abordagem se refere à utilização de sequências de nucleotídeos,
representando uma combinação única de bases, em regiões conservadas dos genes, as
quais podem ser facilmente amplificadas através de PCR e seqüenciadas diretamen-
te, para a identificação de espécies. Para a maioria dos animais, incluindo ácaros e
insetos, a subunidade I do fragmento citocromo oxidase (COI) tem se tornado a região
barcoding padrão. O código de barras do DNA foi proposto como uma solução para
reduzir o impedimento taxonômico.Trata-se de uma abordagem polêmica e tem sido
amplamente discutida (Tautz et al 2003, DeSalle et al 2005, Solé-Cava 2008).

Os marcadores mais amplamente utilizados em estudos de genética de popu-
lações de insetos e ácaros são, agora, os microssatélites, os quais são regiões do genoma
não codantes que apresentam  repetições de poucos pares de bases. Microssatélites
apresentam suficiente variabilidade para uso em muitos tipos de estudos populacionais
incluindo estudos de origem de indivíduos, estrutura populacional e hibridização.
Lócus microsatélites devem ser determinados para cada nova espécie, ou grupos de
espécies próximas (Navajas & Roderick 2008).

Aspectos críticos para a utilização de ferramentas moleculares em sistemática

A errônea identificação taxonômica de espécimes utilizados para a obtenção
de sequências de DNA é um problema crescente para os diferentes grupos de orga-
nismos e representa uma séria ameaça para a utilização das sequências depositadas
em bases de dados públicas de DNA. Este problema compromete as conclusões
obtidas em estudos ecológicos e filogenéticos em que estas seqüências foram utiliza-
das (Holst-Jensen et al 2004). Várias publicações têm evidenciado o problema de
incorreta atribuição de sequências em bancos de dados (Ruedas et al 2000, Vilgalys
2003), que em alguns casos é extremo. Dessa forma, o principal desafio da aborda-
gem do código de barras do DNA tornou-se a identificação dos táxons (De Salle et
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al 2005), isto é, um desafio de natureza taxonômica e, não, técnico  (Nilsson et al

2006).
Este problema também tem sido apontado nas áreas de Entomologia e

Acarologia. O grupo dos  mosquitos anofelinos é composto por complexo de espéci-
es de difícil caracterização morfológica. Revisando 174 acessos do GenBank da re-
gião ITS2 de anofelinos da América Latina, Marrelli et al (2006) observou uma alta
variabilidade intraespecífica (de 0,2 a 19%), o que levou ou autores a concluir que há
erros de atribuição incorreta de sequências de DNA a táxons ou, menos provável,
erros no seqüenciamento, que podem ser responsáveis por estes altos valores de
divergência.  Mendonça et al (2011) também apresentou evidências de identifica-
ções incorretas de ácaros fitófagos em sequencias do GenBank. Estes autores traba-
lharam com ácaros de teia do gênero Tetranychus e avaliaram a identidade de 105
acessos do GenBank da região ITS2 do rDNA e de 138 seqüências do COI do
mtDNA, juntamente com novas seqüências obtidas. Numerosos casos de identifica-
ção errônea foram apontados envolvendo principalmente T. urticae, T. cinnabarinus,

T. kanzawai e T. truncatus. Os resultados sugeriram que cerca de 30% das seqüênci-
as estudadas não eram confiáveis (erroneamente identificadas ou dúbias). Estes tra-
balhos evidenciam a necessidade de realizar uma detalhada identificação morfológica
como subsídio básico para os estudos moleculares.

A preservação de voucher espécimes a partir dos quais foram obtidas seqüên-
cias de DNA deveria ser um requerimento obrigatório para dar confiabilidade à
utilização das seqüências em estudos de sistemática molecular, entretanto, na maio-
ria dos casos, isso não vem ocorrendo. Ruedas et al (2000) constatou que em mais de
70% (41 de 56) dos artigos publicados em quatro números do periódico Molecular

Phylogenetics and Evolution não fornece informações sobre voucher espécimes, im-
possibilitando verificar e validar a identificação dos espécimes que geraram as
sequências.

Outro ponto importante a ser considerado na utilização de ferramentas
moleculares em sistemática de insetos e ácaros é a utilização de métodos não destrutivos
de extração de DNA, os quais permitem a preservação de voucher espécimes (Rowley
et al 2007). Este problema é mais crítico para ácaros, por suas reduzidas dimensões.
Os protocolos mais comumente utilizados para extração de DNA de ácaros incluíam
a maceração dos espécimes durante os primeiros passos da extração de DNA, tor-
nando impossível sua posterior preservação.  Recentemente, alguns protocolos de
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extração de DNA não destrutivos foram descritos (ver Dabert et al 2008). No caso
dos insetos pode-se utilizar para a extração de DNA apenas parte de um tecido do
espécime (por exemplo, uma perna) ou, no caso de espécimes pequenos, imersão em
tampões de extração, de onde será extraído DNA, seguido de recuperação e preserva-
ção do espécime (Rowley et al 2007).

As vantagens e desvantagens da utilização de um único espécime ou de um
pool de espécimes para extração de DNA também devem ser consideradas nos estu-
dos moleculares de insetos e ácaros. Especialmente no caso de ácaros muitos autores
têm utilizado um pool de espécimes para obtenção de DNA ao invés de um único
indivíduo. O problema na utilização de um pool de indivíduos é menor no caso de
espécies que se reproduzem por partenogênese arrenótoca, pois provavelmente espé-
cimes coletados de uma única colônia são clones ou geneticamente muito próximos,
de modo que a diversidade genética é reduzida. Entretanto, deve-se ter cuidado para
espécies que se reproduzem sexualmente e não formam colônias. Neste caso, traba-
lhar com um pool de indivíduos pode levar à perda de informação ou mesmo a
resultados imprecisos, pois a amostra pode conter indivíduos geneticamente diver-
gentes, de áreas distantes (Navajas & Navia 2010). Este problema também vem
sendo solucionado com a adaptação e utilização de protocolos mais eficientes que
permitem a extração de DNA de um único indivíduo.

Considerações finais

Atualmente considera-se que a integração de fontes de informação indepen-
dentes e complementares – por exemplo, dados moleculares, detalhado estudo
morfológico, dados biológicos, ecológicos e comportamentais – possibilitam a cons-
trução de uma sistemática sólida dos para os diversos grupos de organismos. Esta
abordagem multidisciplinar tem sido chamada de “Taxonomia Integrativa” (Bickford
et al. 2007), e, neste contexto, os dados moleculares são considerados uma fonte
valiosa de informação.
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