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Ferramentas moleculares e seu uso na sistematica de insetos e
acaros de importancia agricola

Denise Navia! | Renata Santos de Mendonga'?

Ferramentas moleculares vém sendo cada dia mais utilizadas em Entomologia
e Acarologia, principalmente em estudos de sistemadtica e biologia de populagdes, e
tém contribuido significativamente para aclarar algumas questoes dificeis de serem
respondidas hd alguns anos atrds. A sistemdtica molecular tem sido de grande inte-
resse para praticamente todos os grupos de organismos. A facilidade de amplificar
numerosas copias de um gene ou regido genoémica de interesse abre inimeras possi-
bilidades, nio apenas para a identificagdo de organismos, mas também para testar
hipéteses filogenéticas.

A acurada identifica¢io de espécies ou categorias sub-especificas ndo é im-
portante apenas para a compreensio de aspectos ecoldgicos e evolutivos dos organis-
mos. A errdnea ou incompleta identificagio de espécies de importincia econdmica
pode ter sérias implicagcbes negativas. No caso de pragas agricolas e seus inimigos
naturais, falhas na identificagdo podem levar a aplica¢do inadequada de medidas de
prevenc¢do e controle (Paterson 1991, Clarke & Walter 1995, Armstrong & Ball
2005). Dados moleculares podem ser extremamente udteis para a identificagdo de
espécies de pragas e inimigos naturais morfologicamente muito préximos e/ou que
constituem espécies cripticas. A identificagdo detalhada e o conhecimento da varia-
bilidade intraespecifica de um agente de controle bioldgico é a base para o estabele-
cimento de estratégias eficientes de controle biolégico. Esta variabilidade também ¢
relevante em se tratando de vetores de fitopatégenos, especialmente quando o mane-
jo do patossistema deve ser baseado na resisténcia genética do hospedeiro ao vetor.
Biétipos de um vetor podem apresentar niveis diferentes de resisténcia aos genes da

planta hospedeira envolvidos na resisténcia. A interceptagdo de pragas em pontos de
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entrada em um pais depende de uma minuciosa inspecio de todo material vegetal
importado e de uma precisa identificacdo dos organismos detectados. Os marcadores
moleculares podem possibilitar a identificagdo especifica de pragas interceptadas
quando o estudo morfolégico do espécime e/ou dos estigios de desenvolvimento
detectados ndo o permite. Desta forma, observa-se que a precisa identificagio de
insetos e dcaros de importincia agricola através de métodos moleculares pode bene-
ficiar as mais diversas dreas, como controle biolégico e quimico, manejo cultural,
resisténcia de plantas e resisténcia a pesticidas, defesa fitossanitaria, etc.

Técnicas moleculares tém sido especialmente uteis para revelar a ocorréncia de
espécies cripticas. Os processos de especiagio nio sio necessariamente acompanha-
dos de diferenciagio morfolégica (Bickford ez a/ 2007). A conseqiiéncia disto é a
existéncia de complexos de espécies que sdo linhagens geneticamente isoladas e
morfologicamente indistinguiveis ou muito préximas, mas que podem diferir em
caracteristicas fisiolégicas, comportamentais e/ou ecolégicas (Pfenninger & Schwenk
2007, Calcagno ez a/ 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 cripticas (Bickford ez a/ 2007, Pfenninger &
Schwenk 2007). A aplicagio de técnicas moleculares durante as duas ultimas déca-
das tem revelado diversidade criptica em quase todos os grupos taxondémicos (ver
Hebert ez al 2004, Bickford ez a/ 2007) e estas espécies estdo distribuidas entre
todos os tixons de metazodrios e em todas as regides biogeogréficas (Pfenninger &
Schwenk 2007). E comum ocorrer que, apds a revelagdo da ocorréncia de espécies
cripticas pela diversidade genética, este status seja confirmado através de detalhes
morfolégicos e/ou dados ecoldgicos (Bickford ez a/ 2007).

O sério impacto econémico causado por pragas invasoras exdticas tem motiva-
do a condugio de pesquisas para a compreensdo dos processos de invasio e ajudado
a estabelecer estratégias de prevencio e controle, em particular o controle biolégico
classico (ver Fagan ez a/ 2002, Roderick & Navajas 2003, Facon ez a/ 2008). Para isso
¢ essencial o conhecimento da origem, fontes de introdug@o ou rotas de colonizag¢io
de artrépodos invasores. Os marcadores moleculares tém sido utilizados para tragar
rotas de invasdo de pragas e para direcionar a prospec¢do de inimigos naturais na area
de origem da praga (Bonizzoni e a/ 2001, Birungi & Munstermann 2002, Navia ez
al 2005, Darling & Blum 2007).
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Obtendo informagées sobre o DNA

Informagdes sobre o DNA de um organismo apresentam vérias caracteristicas
importantes que as fazem especialmente dteis: 1) permitem acesso ao genétipo do
organismo, ao invés do fenétipo; 2) dependendo da questdo a ser esclarecida uma ou
mais regides do genoma podem ser estudadas levando-se em consideragio a taxa
evolutiva ou modo de heranca; 3) podem ser obtidas a partir de qualquer estdgio de
desenvolvimento, de ambos os sexos e, em alguns casos, também de organismos ja
mortos; 4) podem ser obtidas a partir de pequenas quantidades de tecidos e o DNA
é relativamente estdvel (Navajas & Roderick 2008).

Os principais avangos da genética molecular nas dltimas décadas e que tem
levado a um grande aumento do impacto das técnicas moleculares na biologia sdo: 1)
o uso da Polymerase Chain Reaction (PCR) na qual fragmentos especificos de DNA
sdo amplificados, permitindo a obtenc¢do de concentragdes elevadas do DNA do
respectivo fragmento, que podem ser utilizadas em numerosas outras técnicas; 2) a
utilizagdo de conjuntos de primers iniciadores evolutivamente conservados e que
podem ser utilizados para um amplo leque de organismos (Simon ez a/ 1994); 3)
possibilidade do seqiienciamento rotineiro de DNA, a um custo cada dia mais aces-
sivel (Navajas & Roderick 2008, Navajas & Navia 2010). Estas inovagoes aliadas
com uma recente explosdo no avanco das andlises filogenéticas e de disponibiliza¢do
de programas computacionais amigdveis para o estudo das seqiiéncias de DNA
(Excoffier & Heckel 2006, Gariepy ez a/ 2007) tém tornado as técnicas moleculares
ferramentas acessiveis a ndo especialistas.

Os dois métodos de anilise de DNA utilizados em sistemdtica sdo: 1) compa-
racdo de sequéncias de nucleotideos de um l6cus especifico, geralmente amplificado
por PCR. A variagio das sequéncias ¢ analisada diretamente utilizando-se métodos
filogenéticos; 2) a variagdo das sequéncias é acessada indiretamente, através da com-
paragio de fragmentos de DNA homélogos, analisando-se a variagio em ntimero,
tamanho ou conformagio. Em um método chamado Restriction Fragment Length
Polymorphism (RFLP), um produto de PCR ¢ gerado e, entdo, digerido com enzimas
de restri¢do para a obten¢do de um padrio especifico de bandas que pode ser
visualizado em gel. Desta forma, o que se faz ¢ uma andlise dos fragmentos gerados.
Este segundo método apresenta menor resolu¢do que o seqiienciamento de

nucleotideos, entretanto, pode ser uma alternativa interessante quando um elevado
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nimero de individuos serd avaliado ou quando extensos segmentos do genoma estio

sendo estudados (Navajas & Roderick 2008).
Marcadores moleculares

Marcadores genéticos refletem diferencas em sequéncias de DNA e sdo utili-
zados como dados brutos para realizar estimativas de diversidade genética em todos
os niveis taxondmicos, revelando informacdes sobre relacdes entre unidades
taxonomicas as quais seriam dificilmente obtidas através de outras fontes (Ben-Ali
et al 2000, Navajas & Fenton 2000, Behura 2006). A utilizagio de dados moleculares
para a acurada diferenciagio de espécies estd agora bem consolidada (Caterino e a/
2000, Tautz ez a/ 2003). Além disso, para estudos populacionais os dados moleculares
permitem realizar estimativa de fluxo génico, identificagio de haplétipos e linha-
gens, e predi¢io de migragio e histéricos de colonizagio (Sunnucks 2000, Garant &
Kruuk 2005, Navia ef a/ 2005).

Os marcadores mais comumente utilizados em sistemdtica molecular de dcaros
e insetos s@o o mtDNA e o rDNA. Estes marcadores apresentam diferencas consi-
deraveis em sua organizagdo gendémica, processos de evolu¢io e no modo de trans-
missido (Navajas & Roderick 2008).

As seqiiéncias de DNA ribossomal (rDNA) sdo comumente utilizadas para o
estudo das relagdes filogenéticas, da variabilidade genética, e de divergéncias dentro
e entre espécies por apresentarem propriedades muito apropriadas para esta finalida-
de: taxas diferenciais de evolu¢do entre diferentes regides e genes repetidos (Weekers
et a/ 2001). Nos organismos eucariontes, o rDNA apresenta unidades transcricionais
repetitivas (tandem), as quais sdo separadas por espagos intergénicos. Dentro de cada
unidade transcricional, o “Internal Transcribed Spacer 17 (ITS1) separa a pequena
subunidade 18S da 5,8S, enquanto que o “Internal Transcribed Spacer 27 (ITS2)
separa a unidade 5,85 da grande subunidade 28S. As regides codantes apresentam
pequena divergéncia entre espécies préximas, entretanto as regides I'TS podem apre-
sentar maior variabilidade. Mutag¢oes ocorrem em taxas relativamente rapidas nestas
regides I'TS (Weekers ez a/ 2001). Assim, as regides codantes e os espagadores dife-
rem largamente em sua taxa de evolu¢do, de modo que estas regides do rDNA apre-

sentam potencial para revelar relagdes filogenéticas desde o nivel de filo até o nivel
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populacional, sendo consideradas muito versiteis para andlises filogenéticas (Hillis
& Dixon 1991).

Seqiiéncias de mtDNA representam uma ferramenta poderosa para estudos
evoluciondrios e tem sido utilizadas em estudos de estrutura de populagdes, fluxo
génico, hibridizacio, biogeografia e relagoes filogenéticas (Avise ez a/ 1987). A maior
parte do mtDNA de animais superiores apresenta uma série de caracteristicas que o
torna marcadores ideais em estudos filogenéticos: 1) apresenta uma estrutura genéti-
ca simples, sem a presenca de regides repetitivas, elementos transponiveis, pseudogenes
ou introns; 2) geralmente evolui rapidamente, pois apresenta uma taxa de divergén-
cia de sequiéncias relativamente ripida. As varia¢des se apresentam, primariamente,
como substituicdes de bases; 3) a heranca é maternal, o modo de transmissio ao
longo das geragoes é efetivamente hapléide, nao ha recombinagio; seus genes repre-
sentam um lécus génico; 4) a ordem e composigio dos genes é conservada; 5) as
sequéncias sio curtas em comparagdo as do genoma nuclear (Avise ez a/ 1987, Hoy
1994, Roderick 1996). A taxa de evolu¢do dos genes mitocondriais varia entre linha-
gens, entre genes ¢ mesmo dentro dos genes. No mtDNA hid regides que divergem
rapidamente, enquanto que outras regides sio altamente conservadas, podendo dife-
rentes regides serem utilizadas em diferentes niveis taxonémicos. De um modo geral,
as variagdes no mtDNA em estudos populacionais parecem ser mais dteis que as
variagdes nos genes ribossomais. Dentro de uma populagio, a frequéncia de um
tGnico haplétipo de mtDNA pode flutuar mais rapidamente que as frequéncias dos
alelos de DNA nucleares e, por isto, o mtDNA seria mais sensivel que o DNA
nuclear ao “efeito fundador” e aos tamanhos reduzidos das populagdes invasoras. A
perda ou aquisi¢io de um haplétipo é importante em pequenas populacdes e a mi-
gracdo de poucos individuos entre populagoes seria suficiente para fixar uma linha-
gem de mtDNA nestas (Roderick 1996).

As filogenias ndo devem ser construidas utilizando-se um tnico marcador. E
importante comparar os resultados de marcadores com propriedades distintas para
um melhor entendimento das populagdes estudadas (Navajas & Boursot 2003).
Estudos filogenéticos baseados em resultados de um unico marcador molecular sio
frageis e podem conduzir a conclusdes infundadas ou resultados enganosos (Ross ez
al 1999, Navajas & Boursot 2003).

A escolha de marcadores genéticos com variabilidade adequada para a resolu-

¢do das questdes as quais se deseja investigar deve ser a etapa prévia a todos os
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estudos de sistemdtica molecular. Os marcadores genéticos devem apresentar eleva-
do polimorfismo e permitir a detecgdo de movimentos minimos entre as popula¢des.
E necessirio conhecer as propriedades gerais, os campos de aplicagio e as limitagoes
de cada marcador para se efetuar uma escolha compativel com os objetivos da pes-
quisa.

O cédigo 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 a utilizagio de sequéncias de nucleotideos,
representando uma combinagio dnica de bases, em regides conservadas dos genes, as
quais podem ser facilmente amplificadas através de PCR e seqiienciadas diretamen-
te, para a identificacdo de espécies. Para a maioria dos animais, incluindo 4dcaros e
insetos, a subunidade I do fragmento cizocromo oxidase (COI) tem se tornado a regido
barcoding padrao. O cédigo de barras do DNA foi proposto como uma solugio para
reduzir o impedimento taxonémico. Trata-se de uma abordagem polémica e tem sido
amplamente discutida (Tautz ez a/ 2003, DeSalle e a/ 2005, Solé-Cava 2008).

Os marcadores mais amplamente utilizados em estudos de genética de popu-
lagoes de insetos e dcaros sdo, agora, os microssatélites, os quais sao regides do genoma
ndo codantes que apresentam repeti¢oes de poucos pares de bases. Microssatélites
apresentam suficiente variabilidade para uso em muitos tipos de estudos populacionais
incluindo estudos de origem de individuos, estrutura populacional e hibridizagao.
Lécus microsatélites devem ser determinados para cada nova espécie, ou grupos de

espécies proximas (Navajas & Roderick 2008).
Aspectos criticos para a utiliza¢io de ferramentas moleculares em sistemdtica

A erronea identificagio taxondmica de espécimes utilizados para a obtengdo
de sequéncias de DNA ¢é um problema crescente para os diferentes grupos de orga-
nismos e representa uma séria ameaga para a utilizacdo das sequéncias depositadas
em bases de dados publicas de DNA. Este problema compromete as conclusoes
obtidas em estudos ecolégicos e filogenéticos em que estas seqiéncias foram utiliza-
das (Holst-Jensen ez a/ 2004). Virias publicagdes tém evidenciado o problema de
incorreta atribui¢io de sequéncias em bancos de dados (Ruedas ez a/ 2000, Vilgalys
2003), que em alguns casos é extremo. Dessa forma, o principal desafio da aborda-

gem do cédigo de barras do DNA tornou-se a identificagio dos tixons (De Salle ez
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al 2005), isto é, um desafio de natureza taxondmica e, nio, técnico (Nilsson ez a/
2006).

Este problema também tem sido apontado nas dreas de Entomologia e
Acarologia. O grupo dos mosquitos anofelinos é composto por complexo de espéci-
es de dificil caracterizagio morfoldgica. Revisando 174 acessos do GenBank da re-
gido I'T'S2 de anofelinos da América Latina, Marrelli ez a/ (2006) observou uma alta
variabilidade intraespecifica (de 0,2 a 19%), o que levou ou autores a concluir que hd
erros de atribui¢io incorreta de sequéncias de DNA a tixons ou, menos provivel,
erros no seqiienciamento, que podem ser responsiveis por estes altos valores de
divergéncia. Mendonga ez a/ (2011) também apresentou evidéncias de identifica-
¢oes incorretas de dcaros fitéfagos em sequencias do GenBank. Estes autores traba-
lharam com dcaros de teia do género Tefranychus e avaliaram a identidade de 105
acessos do GenBank da regido ITS2 do rDNA e de 138 seqiiéncias do COI do
mtDNA, juntamente com novas seqiiéncias obtidas. Numerosos casos de identifica-
¢do erronea foram apontados envolvendo principalmente 7 urticae, 1. cinnabarinus,
T kanzawai e T truncatus. Os resultados sugeriram que cerca de 30% das seqiiénci-
as estudadas ndo eram confiiveis (erroneamente identificadas ou dubias). Estes tra-
balhos evidenciam a necessidade de realizar uma detalhada identificagdo morfoldgica
como subsidio basico para os estudos moleculares.

A preservagio de voucher espécimes a partir dos quais foram obtidas seqiién-
cias de DNA deveria ser um requerimento obrigatério para dar confiabilidade a
utiliza¢do das seqiiéncias em estudos de sistematica molecular, entretanto, na maio-
ria dos casos, isso ndo vem ocorrendo. Ruedas ez a/ (2000) constatou que em mais de
70% (41 de 56) dos artigos publicados em quatro nimeros do periédico Molecular
Phylogenetics and Evolution nio fornece informagdes sobre voucher espécimes, im-
possibilitando verificar e validar a identificagdo dos espécimes que geraram as
sequéncias.

Outro ponto importante a ser considerado na utilizagdo de ferramentas
moleculares em sistemdtica de insetos e dcaros € a utilizagdo de métodos nio destrutivos
de extragio de DNA, os quais permitem a preserva¢io de woucher espécimes (Rowley
et al 2007). Este problema é mais critico para dcaros, por suas reduzidas dimensdes.
Os protocolos mais comumente utilizados para extragio de DNA de 4caros incluiam
a maceragdo dos espécimes durante os primeiros passos da extragio de DNA, tor-

nando impossivel sua posterior preservacio. Recentemente, alguns protocolos de
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extracio de DNA nio destrutivos foram descritos (ver Dabert ez a/ 2008). No caso
dos insetos pode-se utilizar para a extragio de DNA apenas parte de um tecido do
espécime (por exemplo, uma perna) ou, no caso de espécimes pequenos, imersio em
tampdes de extragio, de onde serd extraido DNA, seguido de recuperagio e preserva-
¢do do espécime (Rowley ez a/ 2007).

As vantagens e desvantagens da utilizagdo de um unico espécime ou de um
pool de espécimes para extragio de DNA também devem ser consideradas nos estu-
dos moleculares de insetos e dcaros. Especialmente no caso de dcaros muitos autores
tém utilizado um poo/ de espécimes para obten¢do de DNA ao invés de um tnico
individuo. O problema na utilizagdo de um pool de individuos é menor no caso de
espécies que se reproduzem por partenogénese arrenétoca, pois provavelmente espé-
cimes coletados de uma tdnica colonia sao clones ou geneticamente muito préximos,
de modo que a diversidade genética é reduzida. Entretanto, deve-se ter cuidado para
espécies que se reproduzem sexualmente e ndo formam coldnias. Neste caso, traba-
lhar com um poo/ de individuos pode levar a4 perda de informagio ou mesmo a
resultados imprecisos, pois a amostra pode conter individuos geneticamente diver-
gentes, de dreas distantes (Navajas & Navia 2010). Este problema também vem
sendo solucionado com a adaptagio e utilizagdo de protocolos mais eficientes que

permitem a extracio de DNA de um tnico individuo.
Consideragoes finais

Atualmente considera-se que a integracio de fontes de informacio indepen-
dentes e complementares — por exemplo, dados moleculares, detalhado estudo
morfolégico, dados bioldgicos, ecolégicos e comportamentais — possibilitam a cons-
trugdo de uma sistemdtica sélida 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 sio considerados uma fonte

valiosa de informagio.
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