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SCIENTIFIC NOTE

Deteccéo de Wolbachia em uma Populacdo Telitocade Trichogramma
atopovirilia Oatman & Platner (Hymenoptera: Trichogrammatidae)
viaPCR com o Primer Especifico wsp
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Detection of Wolbachia in a Thelytokous Population of Trichogramma atopovirilia Oatman & Platner

(Hymenoptera: Trichogrammatidae) Using PCR with the wsp Specific Primer

ABSTRACT - For thefirst timein Brazil, Wolbachia was detected in Trichogramma using PCR with
the wsp specific primer. A Trichogramma atopovirilia Oatman & Platner population was colected in
Helicoverpa zea Boddie (Lepidoptera: Noctuidae) eggs at Embrapa/Sete Lagoas. The results showed
that the amplification of DNA bands, confirmsthe presence of Wolbachia on the analysed popul ation.
The presence of thisa-proteobacteriawill contribute for the correct choice on which population will be
used for applied biological control programs against |epidopterous pests.
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RESUMO - Identificou-se pela primeira vez no Brasil a presenca de Wolbachia em Trichogramma
através de um PCR com o primer especifico wsp. A populagéo de Trichogramma atopovirilia Oatman
& Platner foi coletadana Embrapa Milho e Sorgo, em ovos de Helicoverpa zea Boddie (L epidoptera:
Noctuidae). Os resultados mostraram através da amplificacdo de bandas de DNA, a confirmagéo da
presenca de Wolbachia napopulagdo em estudo. A presenca dessaa-proteobactériairacontribuir para
a escolha da populagdo correta a ser utilizada em programas de controle biolégico aplicado contra

lepidopteros pragas.

PALAVRAS-CHAVE: Insecta, razéo sexual, controle biol gico, bactéria, parasitéide.

Parasitéides do género Trichogramma Westwood
(Hymenoptera: Trichogrammatidae) so os mais utilizados
no mundo no controle deinsetos pragas (Parra1997). Paraa
correta utilizacdo deste parasitéide, além da identificacdo
taxondmica, que é o alicerce do controle biol 6gico de pragas,
€ importante saber o seu modo de reproducao. Estes
parasit6ides podem se reproduzir sexual mente, originando
machos e fémeas ou via partenogénese telitoca, onde séo
produzidos apenas fémeas. De acordo com Stouthamer ez al.
(1990), bactérias do género Wolbachia sd0 capazes de
reverter o sexo, fazendo com que os descendentes
reproduzam-se por partenogénese telitoca. Esta descoberta
foi de grande valia, visto que as fémeas de parasitéides sdo
de fundamental importéncia no controle biolégico. Esse
microorganismo, além de alterar arazao sexual, pode causar
incompatibilidade citoplasmética unidirecional e/ou
bidirecional em écaros (Breeuwer 1997, Opijnen & Breeuwer
1999) e efeminacdo em crustaceos (Meer 1999).

Em programas de controle biol 6gico, utilizando-se uma

populacdo telitoca, varias vantagens sdo apresentadas em
relacdo a populacdo arrenétoca (Stouthamer 1993): 1)
crescimento mais rapido da populacéo telitoca; 2) reducdo
dos custos de producéo pois ndo ha producéo de machos; 3)
facil estabel ecimento no campo pois ndo ha necessidade de
copula, e além disto a populacdo pode reproduzir-se
eficientemente em densidade baixa do hospedeiro.

Para constatar a presenca de Wolbachia, pode-se dissecar
ovos do hospedeiro recém-parasitados e usar corantes para
facilitar a visuaizac8o (Stouthamer & Werren 1993) ou
utilizar atécnica de biologia molecular denominada reacéo
de polimerase em cadeia (PCR), onde utilizam-se primers
especificos para a amplificacdo do DNA dessa a-
proteobactéria (Meer et al. 1999, Braig ef al. 1998).

O presente trabal ho teve como objetivo detectar viaPCR
a presenca de Wolbachia em uma populagdo telitoca de
Trichogramma atopovirilia Oatman & Platner utilizando-se
primers especificos para esta a-protecbactéria.

Paraadeteccdo de Wolbachia, utilizou-se umapopul agdo



490

de T. atopovirilia coletada em ovos de Helicoverpa zea
Boddie (L epidoptera: Noctuidae), naEmbrapaMilho e Sorgo.
No controle negativo (Branco) utilizou-se agua no lugar do
DNA. Previamente aestetraba ho, paraseter certezade que
apopulacdo de T. atopovirilia eratélitoca, 10 fémeasforam
individualizadas em tubos de ensaio e acondicionadas em
ambiente controlado. Ofertaram-se ovos de Anagasta
kuehniella Ze€ller parao parasitismo. Verificou-se quetodos
0s descendentes das 10 fémeas eram fémeas, confirmando
assim atelitoquia. Os procedimentos de extracéo de DNA,
PCR e dletrof orese de fragmentos de DNA foram conduzidos
no Laboratério de Biologia Molecular do Departamento de
Entomologia da Universidade de Wageningen, naHolanda.
Utilizou-se uma populacdo de T. pretiosum originaria do
México (colegdo do Departamento de Entomologia de
Wageningen, Holanda), contendo Wolbachia e uma
populacdo de T. galloi origindria do Departamento de
Entomologiada ESAL Q/USP, como controle negativo.

Extraiu-se o DNA, macerando-se cinco individuos em
tubos eppendorf (0,5 m), juntamente com 100 m de Chelex
5% e 4 ni de proteinase K, sendo a seguir incubados a56°C
por 6h em banho-maria, e apds, 10' a95°C. O “mix” para
PCR foi preparado com 5 i da amostra.

As regido wsp do DNA de Wolbachia foi amplificada
respectivamente com os primers wsp-81F e 691R (Braig et
al. 1998). Utilizou-se o seguinte programa de PCR para o
primer wsp-81: 94°C por 3' (1 ciclo), 94°C por 1', 50°C por
1' e 72°C por 1' (40 ciclos) e 72°C por 5' (1 ciclo). Foi
congtatada, utilizando-se osprimers wsp (Braig et al. 1998),
apresencade Wolbachia emT. atopovirilia viaamplificagdo
de bandas de DNA em gel de agarose (Fig. 1). Este é 0
primerio registro de Wolbachia no Brasil e também da
utilizag8o datécnicade PCR com o objetivo de detectar essa
a-proteobactéria em uma espécie brasileira de
Trichogramma.
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Figura 1. Amplificacdo de DNA de Trichogramma em
gel deagarose. Linhas1 e6: marcadores moleculares; linha
2: T. pretiosum - controle positivo, originario do México;
linha 3: T. atopovirilia, EmbrapaMilho e Sorgo; linha4: 7.
galloi - controle negativo, ESALQ/USP; linha 5: Branco
(2guano lugar do DNA).

pb = pares de bases.
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Segundo Prezotti (com. pes.), essa mesma populagdo de
T. atopovirilia originou machos na primeira geracéo,
utilizando-se Tetrex 500 (tetraciclina) nabase de 100mg/ml
de mel. Isso demonstra, que existe um microorganismo
envolvido namudanca do modo de reproduco, identificado
neste trabalho, como Wolbachia.

Meer (1999) mostrou que, comparando populacdes
telitocas com sexuadas em casa-de-vegetacdo, a populacdo
com a presenca de Wolbachia foi mais eficiente em relagdo
ao numero de ovos parasitados. Em contrapartida, a
populaco sexuada apresentou maior dispersdo. E importante
ressaltar que paraas condices climéticas de um paistropical,
apresencade Wolbachia em Trichogramma, em temperaturas
elevadas, faz com que populacGes inicialmente telitocas
passem a ser sexuadas, pois essas a-proteobactérias ndo
suportam calor. Um outro fator aser considerado é que Meer
(1999) trabalhou apenas em condi¢des de laboratério e ndo
em campo. Porém, como relatado anteriormente, foi
constatada uma populac&o brasileira com Wolbachia,
mostrando a sua adaptacéo a regides de temperaturas mais
elevadas. Pintureau et al. (1999) estudaram o efeito de altas
temperaturas e o tratamento com antibi 6ti cos em popul agoes
telitocas de Trichogramma cordubensis Vargas & Cabello.
Esses autores, concluiram que existem potencialidades de
adaptacdo dessas populacdes a atas temperaturas, o que
explicaria em parte a distribuicdo desses simbiontes entre
diversas populacdes hospedeiras. Essa mesma adaptacdo
pode estar ocorrendo com Wolbachia da populagéo de T
atopovirilia coletadaem Sete Lagoas, MG.

Pesquisas futuras devem ser redlizadas com o objetivo
de avaliar abiologia comparada de popul agbes sexuadas de
Trichogramma com populacdes telitocas (com e sem
Wolbachia). De posse dosresultados, pode-setomar adecisio
correta da populacdo a ser utilizada para liberacdes
inundativas, visando o controle de lepidopteros pragas em
agroecossistemas agricol as.
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