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Molecular Characierization of Mite Populations of Euseius citrifolius Denmark & Muma and Euseius
concordis (Chant) (Acari: Phytoseiidae) Using Sequences of the ITS| and ITS2 Regions

ABSTRACT - Mites have usually been identified by their morphological characteristics. However, mor-
phological evidences are not alwags sufficient to distinguish between closely related specices, leading
taxonomists to consider additional ceological, brological and, more recently, molecular characteristics in
this process. The malecular characierization of populations of Euseins citrifolius Denmark & Muma and
Luseius concordis (Chant) was done by sequencing the internal transcribed spacers ITS 1 and I'TS2 using
the 'L (§'-AGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAG-3) and P2 (5'-ATATGCTTAAATTC AGGGGE-3") prim-
ers, located in [8S and 28S regions of the ribosomal DNA, The following populations were charuclerizate:
E. citrifolius: Arroio do Meio-RS, Campinas-ST? and Petrolina-PE; E. eoncordis: Arroio do Meio, Jaguaritna-
SP, Pontes e Lacerda-MT, Petrolina and Vigosa-MG. The sequencing of IIS 1 and 1152 allowed the dis-
crimination between the group of populations ol £. citrifolius from £, concordis. The similarity between
the sequences was more than 94%. Most of the variation between populations was observed more in 1TS1
thun in I'1'S2, The sequencing of ITS region helps the identification of phyloseiid species when the
populations show citoplasmatic incompatibility and need additional information.

KEY WORDS: Biological control, DNA, phytoseiid, predator

RESUMO - A identificaciio dos dcaros geralmente € feita com base nas caracteristicas morfolégicas.
Entretanto, as evidéncias morfol6gicas nem sempre sao suficientes para a distingiio de espécies muito
proximas, levando o taxonomista a considerar aspectos ecoldgicos, biokigicos ¢, mais recentemente, as
caracteristicas moleculares. A caracterizagao molecular de populagdes de Euseius citrifolius Denmark &
Muma e E. concordis (Chant) foi realizada com o seqiienciamento da regidio dos espagadores internos
ranscritos ITS | e ITS2 utilizando-sc os primers P1 (3"-AGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAG-3)' c P2
(5'-ATATGCTTAAATTCAGGGGG-3Y), localizados nas regides 18S e 28S do DNA ribossomal,
respectivamente. Foram caracterizadas as seguintes populagdes: E. citrifolius: Arrox do Meio-RS,
Campinas-SP e Petrolina-PE; E. toncondis: Amroio do Meio, Jaguaritna-SP, Pontes e Lacerda-MT, Petrolina
e Vigosa-MG. O seqiienciamento dos ITS1 ¢ ITS2 permitiu separar os grupos de populagies de E. citrifolius
e de E. concordis. A similaridadc entre as seqiiéncias das duas espécies foi superior 4 94%. Maior
variagio entre as populagoes foi observada no espacador ['TS1 que no espagador ITS2. O seqiienciamento
daregidio I'T'S auxilia na identificagio de fitoseideos especialmente em casos de populagdes que apresentam
incompatibilidade citoplasmética e que requeiram informagdcs adicionais,

PALAVRAS-CHAVE: Contrale hioldgico, DNA, [iloseideo, predador

Acaros da familia Phytoseiidae sio eficientes inimigos  Bellott er al. 1999). Moraes (1987) citou que a taxonomia é
naturais de dcaros (tdfagos ¢ vém sendo utilizados em o ponto de partida para a introdugiio, conservagao ¢ incre-
condigdes de campo e de casa de vegetagio, no controle de - mento de agentes de controle bioldgico. A identificagio de
dcaros-praga (Rasmy & Ellaithy 1988, McMurtry 1992,  fitoseideos € usualmente feita com base em caracter(sticas



morfoldgicas, entretanto, muitas vezes somente essas
cvidéncias ndo sdo sulicicntes para a distingao segura en-
tre espécies semelhantes. Para o esclarecimento de possiveis
davidas, aspectos ecolégicos, bioldgicos ¢, mais
recentemente, a caracterizagio molecular vém sendo usados
em complemento aos aspectos morfoldgicos para diferentes
grupos de organismos. Alguns trabalhos na drea da
caracterizagiio molecular vém sendo realizados com dcaros
(Navajas er al. 1992, 1994, 1997).

Um trabalho preliminar com fitoseideos foi realizado por
Navajas e/ al. (1999), para verificar o nivel de variagiio nas
sequiéncias du regido dos espagadores internos transcritos —
ITS1¢ITS2 (do inglés, “Internal Transcribed Spacer') do DNA
ribossomal, As espéeies estudadas foram Neoseiulus
californicus (McGregor), Neoseiulus fallacis (Garman), Euseius
concordis (Chant), Galendromus occidentalis (Nesbitt),
Typilodromus pyri Scheuten e Phytoseiulus persimilis Athias-
Henriot. Os autores verificaram que a regido do espagador
ITS1 apresentou maior comprimento (303-404 pares de bascs)
¢ maior variagio na seqiiéncia de nucleotideos que o espagador
ITS2 (80-89 pares de bases), sugerindo que a seqiiéncia do

espacador ['TS 1 pode serusada pura identificagiio de cspéeies. .

Regides espagadoras cvoluem rapidamente e de forma
diferenciada entre populagdes, ¢ podem ser usadas para
diferenciar cspécies ou populagiics de uma mesma cspécie.
Lssas regides vém sendo scqiienciadas ecm diversos
organismos (Torres ef al. 1990; Hoy 1994; Navajas et al. 1994,
1997; Ciociola Junior et al. 2001).

Apesar das variagdes encontradas por Noronha &
Moraes (2002a), ndo foi possivel estabelecer uma
diferenciugiio morfoldgica segura entre trés populacocs de
Euseius citrifolius Denmark & Muma e cinco populagdes
de E. concordis. Entretanto, permitiu a diferenciagiio das
populagdes de E. citrifolius de Petrolina ¢ dc E. concordis
de Jaguaridna das demais populagdes estudadas
correspondentes, Resultados de testes de cruzamentos
realizados Noronha (2002) e Noronha & Moraes (2002b)
mostraram certo grau de incompatibilidade reprodutiva entre
populagdes de E. citrifolius, e a ocorréncia de
incompatibilidade reprodutiva parcial ou total cntre algumas
populagoes de L. concordis. Para uma conclusdao nesse
aspecto, um estudo em nivel molecular pode fornecer
importantes subsidios para o conhecimento das variugdes
moleculares nestas populagies.

Neste trabalho o conhecimento das variagdes
moleculares em populagdes de E. citrifolius e L. eoncordis
foi realizado envolvendo a amplificagdo € o seqiienciamento
dos espagadores intecrnos transcritos (ITS1 e ITS2) do DNA
ribossomal.

Material ¢ Métodos

Foram estudadas duas cspécies de fitoscideos com
espécimes procedentes das seguintes populagdes: £.
citrifolius coletados em Arroio do Meio-RS, Campinas-SP ¢
Petrolina-PL; E. concordis coletados em Arroio do Mcio,
Jaguaritina-SP, Pontes e Lacerda-MT, Petrolina e Vigosa-MG.

Fémeas de cada populagiio foram individualizadas em
tubos de microcentifuga (0,5 ml) e conscervadas a -80°C, A
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extragio de DNA foi realizada seguindo o protocolo descrito
por Navajas et al. (1999), com pequenas modificagdes.
Fémeas individualizadas no interior de tubos de
microcentifuga (1,5 ml) foram maceradas a seco. Cada tubo
recebeu 200 ml do tampio de extragio (2% CTAB, | 4 M
NaCl, 0,2% 2-b mercaptoetanol, 20 mM EDTA, 100 mM Tris-
HCI plI 8,0) ¢ foi mantido em banho-maria a 60°C por 20 min.
Em cada amostra, foram adicionados 200 ml da mistura
cloroférmio e dlcool isoamilico (24:1), sendo o material
centrifugado por 15 min. a 11.000 g & temperatura ambiente. O
sobrenadante foi transferido para novo tubo. com o DNA
precipitado pela adigao de igual volume de isopropanaol
gelado e incubado a —20°C por [h, Em seguida, o material foi
centrifugado por 10 min. a 11,000 g e o sobrenadante
descartado. O precipitado foi lavado com 500 ml de etanol
75%, centrifugado por 15 min. a 11.000 g, seco ao ar e
ressuspenso em 20-ml de dgua Milli Q.

Na reaglio para amplificagio das regities ITS | e ITS2 foram
usados os primers citados por Navajas e al. (1999), P1 (5'-
AGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAG-3)" e P2 (5°-
ATATGCTTAAATTCAGGGGG-3"), localizados nas regides
L8S e 288 do DNAr, respectivamente. Cada reagiio o feita
num volume total de 50ml, com 5 ml de amostra de DNA e 45
ml da mistura |5 ml do tampdo de PCR 10X, | mlde dNTP (10
mM), 5 ml de cada “primer” (5 mM), § ml de MgCl, (2,5 mM),
0.5 ml de Tag polimerasc (5U/ml) e 23,5 ml de dgua Milli Q
autoclavada), As amplificagdes foram rcalizadas em
termociclador PCT-100 (M. J. Research), com programagio
consistindo de um ciclode | min. a94°C, 30 ciclosde | min, a
93°C, | min. a 50°C e | min. de 72°C, com um ciclo final de 5
min. a 72°C. Foram realizadas quatro reagdes de amplificagiio
para cada amostra de DNA, constituida de 20 ml. O produto
de cada reagiio de PCR foi analisado por cletroforese em gel
de agarose a 1% corado com bromelo de ctideo (10 mg/ml), ¢
os géis visualizados sob luz UV.

Os produtos de PCR foram purificados utilizando o
“Wizard® PCR Preps DNA Purification System™. No preparo
das amostras para a purificagio, foram usados cerca de 190
ml do produto de PCR de cada amostra de DNA,
correspondentes as quatro reagdes de amplificagio.

Os produtos de PCR purificados foram seqiienciados com
0 “DYEnamic™ ET Terminator Cycle Sequencing Kit" usando
os mesmos primers utilizados nas reagdes de amplificagiio.
Foram seqtienciadas trés amostras de cada populagio para
cada “primer”', Cada reagdo de seqUienciamento foi feita num
volume total de 10 ml, correspondente a 4 ml do produto de
PCR purificado (400 ng de DNA), 2 ml da mistura de reagentes
do kit, 1,0 ml do “primer” e 3 ml de dgua Milli Q autoclavada.
A reagio foi conduzida em termociclador PCT-100, com a
programagio consistindo de 30 ciclos de 205 a 95°C, 155 a
50°Ce 1 min. u 0°C, e umciclo linal de 5 min. a4°C,

Apds a reagiio, o DNA foi precipitado pela adi¢io de | ml
do tampio acetato de sadio/EDTA (acetato de sidio 1,5M, pH
> 8, 250 mM EDTA) ¢ 40 ml de etanol 95%. O material foi
homogeneizado ¢ centrifugado a 12.000 g por 15 min. Apds a
retirada do dlcool foram adicionados 250 ml de etanol 70%,
centrifugundo-se a amostra a 12.000 g por 5 min. e retirundo-se
posteriormente o dlcool. O precipitado foi ressuspenso em 4
ml de tampao de formamida. As amostras foram submetidas &
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eletroforese em gel de acrilamida 5% por 10h no seqilenciador
automdtico de DNA ABI 377 (Applied Biosysiems).

No alinhamento de todas us sequéneias obridas para
cada “primer”, foram utilizados os programas Phred/Phrap/
Consed (University of Washington). As seqiiéncias obtidas
para cada populagiio forum comparadas com seqiiéncias de
fitoseideos disponiveis no banco de dados do “Nuational
Center for Biotechnalogy Information - NCBI™ (GenBank)
(www.nchi.nlm.nih.gov) através do programa BLAST {Ba-
sic Local Alignment Search 'Tool).

Resultados

Com o alinhamento das seqiéncias obtidas para cada
reacdio de segiienciamento, verificou-se a formagdo de dois
conjuntos de alinhamentos distintos, um conjunto formado
pelas seqiéncias dos individuos das populagdes de E
citrifolins ¢ outro formado pelas populagdes de £. concordis.
A similaridade entre as seqUéncias das duas cspécies foi
superior a2 94%. A regido do espagador ITS | apresentou maior
comprimento (282 a 305 purcs de bases) na seqiiéncia de
nucleotideos que o espagador TTS2 (83 pares de bases). As
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difcrengas mais marcantes foram encontradas no espacador
ITS1. Comparando-se as sequiéncias do ITS | das populagtes
de L. citrifolius de Arroio do Meio e Campinas, ¢ de L.
concordis de Arroio do Meio, Jaguaridnu, Pontes ¢ Lacerda
e Vicosa foram encontrados 11 polimorfismos. Maior variagao
no ITS1 loi verificada comparando-se as sequéncias de £
citrifolius de Arroio do Meio ¢ Campinas ¢ E. concordis de
Petrolina, com 14 polimorlismos. Como esperada, as
sequiéncias do gene 5,88 upresentaram 1009 de similaridade
entre lodas as populagies das duas espécies. Poucas
variagoes entre as seqliéncias das duas espéeies loram
encontradas no espagador [182, com um polimorfismo ¢
similaridade de 98% entre as seqiéneias. Os polimorfismos
foram detectados em seqiléncias que nao apresentaram
diferengas nas reagdes de seqlienciamento, com bases de
alta qualidade tratando-se provavelmente de variagdes dentro
dc uma mesma espécie.

Comparando-se as seqQéncias das populagics de E.
citrifolius, verifica-sc quc a populagao de Petrolina
apresenta a ocorréneia de quatro variagdes no espagador
ITS1 ¢ uma variagio no espagador ITS2 em relacio as demais
populagdes (Fig. 1),
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Figura 1. Alinhamenlo das scquéncias das regides ITS1, 5,85 ¢ ITS2 do DNA nihossomal de populagbes de E. cirrifolins procedentes de
Arroin do Meio-RS (R), Campinas-SP (S) e Petralina-PFE (P}
( * ) trecho ndo sequienciado, ( . ) curacleres idénticos com a primeira seqiéncia



594

Comparando-se as seqiiéncias das populagdes de E.
concordis, verilica-se que a regiao espagadora ITS apresenta
baixo nivel de polimorfismo (Fig. 2). Foram encontradas trés
variagdes na populagao de Petrolina em relagao as outras
populagdes, duas constituidas por substituigoes de
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nucleotideos localizadas na regidao do espagador ITS | e uma
pela introdugdo também nessa regidio de um espago.
Encontrou-se uma variagao na regiao do espagador ITS2 da
populagao de Jaguaritina em relagao as demais populagdes,
correspondente i introdugdo de um cspago na seqiiéncia
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Figura 2. Alinhamcnto das seqiiéncias das regioes ITS 1, 5.8S ¢ ITS2 do DNA nibossomal de populagbes de Euseius concordis procedentes
de Arroio do Meio-RS (R). Jaguariana-SP (S}, Pontes ¢ Lacerda-MT (M), Petrolina-PE (P) ¢ Vigosa-MG (V).

Y 18270 - Accsso a0 GenBank para seqtiéneia de E. concordis de Petrolina-PE, deposilada por Navajas ef al. (1999),
( . ) caracteres idénticos com a segunda seqiiéncia, ( - ) insergiofdelegao, ( * ) trecho ndo seqiienciado
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daquela populagio. Essas constatagdes concordam com os
resultados de caracterizagio morloldgicu verificados por
Noronha & Moraes (2002a), que mostram umu distingdo das
populagies de Petrolina e, especialmente de Jaguaridna em
relagdio s outras populacdes quando apenas as médias das
medigdes de diferentes estruturas sdo consideradas. Estas
constataghes sdo também compativeis com os resultados
obtidos por Noronha (2002) em testes de cruzamentos, que
mostram niveis maiores de incompatibilidade reprodutiva da
populagdo de Petrolina em rclagdo ds outras populagdes
(auséncia de progénie ou progénie constituida somente de
machos) e de Jaguariina, em relaglo a Pontes e Lacerda e
Vigosa (progénie somente de machos em alguns cruzamentos).

Os polimorfismos e espago verificados na seqiiéncia de
bases dos espagadores ITS1 ¢ ['TS2 da populagio de Petrolina
estudada neste trabalho também sio encontrados na
seqiiéncia depositada por Navajas ef al, (1999) ¢ asimiluridade
entre essas duas scqiiéncias foi de 97% (Fig. 2). A similuridade
entre a seqiiéncia depositada por Navajas ef al. (1999) ¢ as
seqliéncias das populagoes de E. concordis relatadas neste
rabalho foi superior a 95%. As seqiiéncias do espagador
ITS| obtidas neste trabalho e a seqiiéncia de E. concordis
depositada por Navajas et al. (1999) apresentaram similaridade
superior a 94%. Ji o espacador I'TS2 apresentou similaridade
superior 4 96% com aquela seqiiénciu.

Discussiio

A formagio de dais conjuntos de alinhumentos distintos
sepurando £, citrifolius de E. concordis através das sequéncias
dos espagadores ITS corroboram as sugestdes de diferentes
autores de que os espagadores internos I1S1 e ITS2 sdao
apropriados para discriminar espécics relacionadas ou até
mesmo variagOes dentro da mesma espécie (Gotoh et al. 1998,
Navajas et al. 1999, Silva eral. 1999).

Os resultados dos seqiicnciamentos realizados nao
permitem a identificagao das espécies, considerando-se o
reduzido nimero de seqii€ncias disponiveis no GenBank para
dcaros fitoseidcos. Entrelanto, este estudo farncccu
informagdes para um mclhor entendimento sobre as
incompatibilidades e o isolamento reprodutivo verificados em
alguns cruzamentos (Noronha 2002, Noranha & Moracs 2002b).

Outros estudos devem ser conduzidos para o
entendimento dessas variagdes, envolvendo inclusive a
regido do gene Citocromo Oxidase subunidude [ (COIL) do
DNA mitocondrial (DNAmt). Lsta regido venrsendo utilizada
no estudo de relagdes filogenéticas, no estudo de diversidade
¢ na identificagdo de espécies de dcuros letraniquideos
(Navajas et al. 1994, 1996, 1997, 1998).

Em E. concordis, os dois polimorfismos simples de
nucleotideos verificados na populagio de Petrolina, confirmam
os resultados obtidos por Navajas eral. (1999) para individuos
procedentes dessa localidade em relagio aos individuos de
Jaguariina, A insergio/delegio verificada na populagio de
Petrolina, foi também citada por Navajus et al. (1999),

Navujus et al. (1999) verificaram completa homologia nos
espagadores ITS1 ¢ ITS2 em espéeimes de N, californicus de
dreas geogrificas distantes entre si. Entrelanto, baixo nivel
de polimorfismo nestas regides foi verificado pclos mesmos
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autores em espécimes de F. concordis e de E. fallacis, com a
substituigio de dois nucleotideos, Navajas ef al. (1994)
verificaram a incompatibilidade reprodutiva parcial entre
populacdes de Mononychellus progressivas Doreste do
Brasil ¢ do Congo, Estas mesmas populagiies apresentaram
também dilerengus nas seqiiéncias do espagador I'1S2 e do
gene COI. No alinhamento das seqiiéncias do espagador 1182,
os autores verificaram um espaco (insergdo/delegiio) de quatro
parcs de bases ¢ duas mutagoes simples, énquanto sete
mutagies foram encontradas no gene COI da populagio do
Brasil em relagio & populagdo do Congo. A combinugio
desses resultados levou os autores a sugerir que a
incompatibilidade reprodutiva observada pudesse estar
ligada as diferengas gencéticas entre aquelas populuges.

Conclui-se que a caracterizagao molecular, particularmente
o seqiienciumento da regido do espagador I'T'S, auxilia na
identifica¢iio de dcaros cspecialmente em casos de
populagdes que apresentam incompatibilidade citoplasmaticu
¢ que requeiram informagoes adicionais,
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