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Apresentação

A identificação das espécies é de fundamental importância seja 
qual for o ramo da ciência que envolva estudos biológicos. Com a 
correta classificação taxonômica dos organismos, as múltiplas ques-
tões são direcionadas adequadamente para solucionar problemas 
no contexto da agropecuária, com ênfase para as pragas e para os 
inimigos naturais. Neste caso, destacam-se as espécies do gênero 
Trichogramma, um dos parasitoides de ovos de lepidópteros mais es-
tudados e utilizados em todo mundo. 

Entretanto, até a determinação de ferramentas eficientes para 
dirimir os problemas taxonômicos, um percurso muito longo se pas-
sou, sendo os primeiros avanços alcançados cerca de 150 anos após 
a descoberta da espécie T. evanesces — Westwood, 1833 —, com 
base no estudo da genitália dos machos para identificação das espé-
cies de Trichogramma. 

Apesar do grande avanço, nem todas as espécies foram identifi-
cadas, principalmente devido a fator genético nuclear desconhecido 
ou a infecção por organismo simbionte do gênero Wolbachia, impos-
sibilitando a descendência de indivíduos machos, isto é, únicos indiví-
duos possíveis de serem identificados pela sistemática morfométrica.

Aproximadamente duas décadas depois, a biologia molecular 
despontou nos estudos com Trichogramma, reconhecendo as espé-
cies via sequenciamento molecular, independentemente da extração 
do DNA ser com a utilização de indivíduos machos ou fêmeas.

Este documento traz informações orientadoras e esclarecedoras 
para todos que desejam se utilizar da biologia molecular como ferra-
menta para identificação das espécies do gênero Trichogramma. Esta 
publicação está relacionada aos objetivos de desenvolvimento sus-
tentável 12 (Consumo e produção responsáveis).

Nair Helena Castro Arriel
Chefe-Geral da Embrapa Algodão
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Introdução

Inimigos naturais da família Trichogrammatidae são liberados em 
todo o mundo contra um grande número de lepidópteros-praga, em 
vários sistemas produtivos, incluindo culturas anuais, pomares, flo-
restas e produtos armazenados (Kot, 1964; Smith, 1994; Grenier, 
1994; Li, 2004; Pinto, 2006; Querino; Zucchi, 2019).

Insetos do gênero Trichogramma são parasitoides exclusivos de 
ovos, principalmente de lepidópteros, cuja família consiste de apro-
ximadamente 650 espécies descritas em 80 gêneros (Pinto, 1997). 
Esses insetos são parasitoides diminutos, com cerca de 0,7 mm, dis-
tribuídos mundialmente nas regiões paleártica, neártica, australiana, 
oriental, neotropical e afrotropical, contando com cerca de 235 espécies 
(Pinto; Stouthamer, 1994; Pinto, 1999, 2006).

Com exceção da Guiana Francesa e Suriname, todos os países 
da América  do Sul  registram a ocorrência  de Trichogramma, tota-
lizando 43 espécies. No Brasil, é encontrado o maior número, com 
pelo menos 29 espécies conhecidas (Zucchi; Monteiro, 1997; Silva, 
2002; Querino; Zucchi, 2003a, 2003b; Querino; Zucchi, 2019).

Uma etapa fundamental que deve ser considerada antes da cria-
ção massal e comercialização é a correta identificação dos inimigos 
naturais (Hassan, 1995; Ivezić   et al., 2018). Procedimentos padrões 
para comparação de espécies de Trichogramma candidatas para o 
controle biológico têm sido propostos (Hassan, 1994), visando à de-
terminação de linhagens apropriadas e de qualidades  conhecidas, 
antes que as liberações de campo sejam realizadas. Com as libera-
ções, a efetividade de Trichogramma no campo depende grandemente 
de seu comportamento de procura, preferência pelo hospedeiro e to-
lerância às condições ambientais (Hassan, 1995). 

A introdução de espécie de Trichogramma incorretamente iden-
tificada  pode ser um real problema, caso o inseto-praga alvo para 
o controle biológico não esteja associado à suposta espécie do pa-
rasitoide (Almeida; Stouthamer, 2003). Outro problema pode ocor-
rer quando a espécie liberada for a mesma que uma espécie nativa 
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existente, supostamente mais adaptada e eficiente que a espécie in-
troduzida nas condições do agroecossistema (Poorjavad et al., 2012). 
Além disso, caso a espécie nativa não esteja ainda registrada/identifi-
cada, se perderá a oportunidade de seu registro como espécie nativa 
(Almeida; Stouthamer, 2003).

Uma grande limitação nos estudos taxonômicos, associados à 
morfologia dos parasitoides, é que fêmeas de Trichogramma não 
são identificáveis, a menos que sejam associadas aos machos. Isso 
apresenta um problema particular para formas de reprodução total-
mente partenogenéticas, na qual machos não estão presentes, isto é, 
formas partenogenéticas não reversíveis (Stouthamer et al., 1990b). 
A solução surgiu com a identificação de Trichogramma baseada na 
sequência do DNA do espaçador transcrito interno 2 (ITS2), proposto 
por Stouthamer et al. (1999b).

Identificação de espécies 
de Trichogramma

A correta identificação de espécies é a primeira etapa de um progra-
ma de controle biológico bem-sucedido (Pinto; Stouthamer, 1994; Ercan 
et al., 2022). Porém, há dificuldades na identificação de indivíduos de 
Trichogramma, visto que é requerida habilidade especializada (Pinto; 
Stouthamer, 1994). Casos de identificação incorreta têm sido registrados 
na Europa em espécies amplamente disseminadas como Trichogramma 
euproctidis e Trichogramma evanescens (Polaszek et al., 2012).

A avaliação de espécimens de Trichogramma preparados em lâ-
minas é um processo que requer tempo e considerável experiência, 
devido ao pequeno tamanho e à falta de caracteres morfológicos dis-
tintos (Platner et al., 1999).

A descoberta das características morfológicas do macho (Nagarkatti; 
Nagaraja, 1968, 1971) foi um grande avanço no estudo taxonômico, 
embora não tenha resolvido os casos nos quais apenas fêmeas são 
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produzidas (Almeida; Stouthamer, 2015). Muitas espécies comparti-
lham estruturas similares da genitália e isso obriga os especialistas 
a contar com caracteres menos confiáveis que, muitas vezes, são 
intraespecificamente variáveis e sujeitos à plasticidade fenotípica 
(Pinto; Stouthamer, 1994; Pinto   et al., 1999).

Condições do ambiente, como temperatura e tamanho do hospe-
deiro, podem afetar as características morfológicas dos parasitoides 
(Pinto et al., 1989), além de existir um grande número de espécies 
crípticas no gênero Trichogramma devido à morfologia geral similar 
dentro desse grupo de trichogramatídeos (Knutson, 1998).

Assim, na escolha da técnica a ser utilizada para identificação 
das espécies    de Trichogramma, o tipo de reprodução é considerado 
importante. A forma reprodutiva mais comum entre os himenópteros 
é arrenotoquia, em que machos haploides são originados de ovos 
infertilizados e fêmeas diploides de ovos fertilizados. A Telitoquia é 
uma outra forma de reprodução em que fêmeas se originam de ovos 
infertilizados e é causada pela bactéria do gênero Wolbachia Hertig 
(Rickettsiaceae) (Luck et al., 1992; Almeida; Stouthamer, 2018).

O simbionte Wolbachia tem sido extensivamente estudado em uma 
ampla gama de organismos, sendo sua presença estimada em cerca 
de 16, 22 e 19% das espécies infectadas no Panamá, Grã-Bretanha e 
América do Norte, respectivamente (Werren et al., 1995; West et al., 
1998; Werren; Windsor, 2000).

Na reprodução telítoca, os machos de Trichogramma não se ori-
ginam quando  as bactérias são herdadas citoplasmaticamente, isto 
é, eles não passam para gerações seguintes (Huigens et al., 2000). 
As filhas são produzidas quando a partenogênese induzida por 
Wolbachia suprime a formação do fuso durante a anáfase na primei-
ra divisão mitótica, e restaura a diploidia pela fusão dos dois núcleos 
mitóticos (Stouthamer, 1977), tendo este simbionte um importan-
te papel na evolução, ecologia e reprodução de seus hospedeiros 
(Werren, 1997).

Nos casos em que a infecção por Wolbachia pode ser curada pelo 
tratamento com antibiótico e aumento da temperatura (Stouthamer 
et al., 1990a; Huigens et al., 2004; Almeida et al., 2010), a produção 
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de machos pode ser restaurada e se utilizar a taxonomia morfométri-
ca, caso contrário, quando a infecção é irreversível, esse método de 
identificação é inviável.

Caso em que a telitoquia em Trichogramma não é reversível e 
Wolbachia não está associada a seu hospedeiro foi registrado por 
Stouthamer et al. (1990b). Nessa forma de reprodução, apenas 
a utilização da técnica molecular baseada no sequenciamento do 
DNA ribossomal (DNAr) da região ITS-2 foi viável para identifica-
ção de Trichogramma cacoeciae, cuja reprodução telítoca é resul-
tado de algum fator genético nuclear (Stouthamer et al., 1990b; 
Almeida; Stouthamer, 2003). Isso também se aplica aos casos em 
que as espécies de Trichogramma são infectadas com Wolbachia e 
apenas produzem fêmeas, demostrando a importância das técnicas 
moleculares como únicas e confiáveis ferramentas na identificação de 
fêmeas telitocas (Stouthamer et al., 1990b; Stouthamer et al., 1993; 
Schilthuizen; Stouthamer, 1997; Almeida; Stouthamer, 2015).

Análises moleculares na 
identificação de Trichogramma

Técnicas moleculares são amplamente utilizadas para detecção, 
discriminação, análises filogenéticas, taxonomia e caracterização de 
agentes de controle biológico pertencentes ao gênero Trichogramma 
(Koca et al., 2018), além de serem empregadas no estudo de gené-
tica de populações, biologia da conservação e diversidade genética 
entre populações naturais de insetos (Oosterhout et al., 2004).

Para simplificar a identificação de espécies de Trichogramma, 
vários métodos foram propostos: (1) análise alozímica (Pintureau; 
Babault, 1980, 1981, 1982; Pintureau; Keita, 1989; Kazmer, 1991; 
Pinto et al., 1992, 1993; Pintureau, 1993); (2) testes de compatibi-
lidade reprodutiva (Nagarkatti; Nagaraja, 1968; Pinto et al., 1991; 
Pintureau, 1991); (3) sequência de DNA de espaçadores ribossomais 
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(Landry et al., 1993; Orrego; Agudelo-Silva, 1993; Sappal et al., 1995; 
Kan et al., 1996; Kan et al., 1997; Pinto et al., 1997); (4) polimorfismo 
de comprimento de fragmentos de DNA (RFLP) de genoma mito-
condrial completo (Vanlerberghe-Masutti, 1994).

O DNA ribossomal está presente em todos os organismos e é 
composto de muitas regiões – genes e espaçadores – que evoluem 
em ritmos diferentes (Hillis; Dixon, 1991). As regiões dos espaçadores 
transcritos internos (ITS1 e ITS2) têm , sido usadas para distinguir os 
diferentes organismos em níveis de espécies e intraespecificamente 
em muitos táxons (Carbone; Kohn, 1993; Bowles; McManus, 1993; 
Hsiao et al., 1994; Buckler IV et al., 1997).

Almeida e Stouthamer (2015) confirmaram a baixa variação in-
traespecífica no comprimento de sequências de ITS2 detectada 
por Stouthamer et al. (1999b) e Silva et al. (1999). De acordo com 
Stouthamer et al. (1999b), o ITS2 pode ser usado para identificação 
de espécies do gênero Trichogramma porque a variação intraespecí-
fica é relativamente pequena em relação à diferença interespecífica. 
Em geral, a variação entre o tamanho das sequências ITS2 de espécies 
de Trichogramma é limitada ao número de trechos repetidos de micros-
satélites encontradas nas sequências de ITS2 (Almeida; Stouthamer, 
2015). Segundo Fenton et al. (1997), a variação no número de microssa-
télites repetidos parece ser comum em sequência de ITS, sendo a varia-
ção similar de microssatélites também encontrada em ácaros eriofídeos.

Poorjavad et al. (2012) encontraram baixa variabilidade intraes-
pecífica no comprimento (3 a 18 bases) e determinaram significan-
tes diferenças interespecíficas. Koca et al. (2018) não encontraram 
nenhuma variação genética nas sequências de ITS2-DNAr nas nove 
populações de Trichogramma brassicae coletadas em cultivos de mi-
lho, na Província de Düzce, Turquia. De acordo com Liu et al. (2017), 
embora as sequências estudadas tenham apresentado significativas 
diferenças interespecíficas, elas também apresentaram baixa variabi-
lidade em tamanho (2 a 10 bases).

O DNAr nuclear consiste de três regiões altamente conservadas, 
separadas por duas regiões também muito conservadas dentro das 
espécies, mas varia substancialmente entre espécies. A reação em 
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cadeia da polimerase (PCR) pode  ser utilizada para amplificar es-
ses espaçadores ITS, utilizando iniciadores  – primers –  universais 
que se ligam em regiões altamente conservadas (Silva et al., 1999; 
Stouthamer et al., 1999b; Sumer et al., 2009).

Entre os marcadores moleculares, o DNAr é encontrado em todos 
os organismos e contém várias regiões que evoluem em diferentes 
taxas. Portanto, seu  uso como um marcador molecular é preferido 
em estudos para comparação de espécies e populações intimamente 
relacionadas. Adicionalmente, sabe-se que os métodos baseados no 
DNA não são afetados pelo ciclo biológico ou sexo das espécies 
de Trichogramma (Vanlerberghe-Masutti, 1994).

As sequências de ITS2 do DNAr são de utilidade como uma téc-
nica de identificação geral para espécies de Trichogramma e antes 
que qualquer característica possa ser proposta como apropriada para 
separar espécies, uma  variação instraspecífica potencial deve ser 
levada em consideração (Stouthamer et al., 1999b). O polimorfismo 
ocorre naturalmente e depende da variação na sequência do DNA, 
além de criar a base da variação intraespécies e interespécies em 
genomas de planta e animais (Meksem; Kahl, 2005). Estudos molecula-
res com Trichogramma têm frequentemente utilizado sequências ITS2 
(Campbell et al., 1993; Stouthamer et al., 1999b, 2000; Silva et al., 1999; 
Pinto et al., 2002; Li et al., 2004; Davies et al., 2006; Wahner et al., 
2008; Jeong et al., 2010; Poorjavad et al., 2012; Almeida; Stouthamer, 
2003, 2015; Santos et al., 2015; Liu et al., 2017; Ivezić et al., 2018; 
Viana et al., 2021; Can et al., 2022; Ercan et al., 2022).

Apesar de as sequências de DNAr-ITS2 serem utilizadas com 
sucesso como uma ferramenta de identificação geral para espé-
cies de Trichogramma (Stouthamer et al., 1999b), uma exceção foi 
verificada no caso das espécies cripticas Trichogramma minutum 
e Trichogramma platneri, que não foram distinguidas nos estudos 
morfológicos e moleculares utilizando as sequências de DNA-ITS2, 
sugerindo que derivaram de um ancestral comum (Stouthamer et al., 
2000), apesar de serem definidas como espécies diferentes, o que 
tem sido explicado pelo fato de serem incompatíveis ao se cruzarem 
(Pinto et al., 1991).
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A vantagem das sequências de ITS2 sobre os sistemas baseados 
na morfologia do inseto é que a identificação das espécies pode ser 
realizada rapidamente e com baixo custo. Além disso, fêmeas podem 
ser identificadas, não sendo possível no sistema baseado em carac-
teres morfométricos dos insetos (Almeida; Stouthamer, 2003, 2015).

Outros autores verificaram a vantagem do uso da região ITS2 para 
identificação específica e a empregaram para Trichogramma, a exem-
plo de Silva et al.  (1999). Da mesma forma, Davies et al. (2006) usaram 
a região ITS2 para facilmente diferenciar espécies de Trichogramma 
pretiosum de Trichogramma australicum Girault. Esse critério foi usado 
por Espanã-Luna et al. (2008), os quais usaram a percentagem de 
similaridade entre sequências de ITS2 para identificar as espécies de 
T. pretiosum e Trichogramma exigum entre outras.

A variação da sequência de ITS2 dentro das espécies de 
Trichogramma é relativamente pequena em comparação às dife-
rentes espécies encontradas e todas as espécies crípticas distintas 
morfologicamente são também reconhecidas por diferentes sequên-
cias (Stouthamer et al., 1999b). Sequências de ITS2 dentro de cada 
espécie são muito similares e não existe evidência para duas ou mais 
famílias de genes que diferem substancialmente dentro do genoma 
de um único indivíduo, como tem sido encontrado em outros táxons 
(Vogler; De Salle, 1994).

Análises moleculares utilizando a região do DNAr-ITS2 também têm 
possibilitado explicar aspectos comportamentais de Trichogramma (Viana 
et al.,  2021). Os autores enfatizaram a capacidade de T. pretiosum ser 
um parasitoide generalista, pelo fato de sua grande variação genética 
intraespecífica, contrariamente ao verificado com T. marandobai, 
T. manicobai e T. galloi, que apresentam similaridades genéticas 
determinadas em estudos filogenéticos. Explicam ainda que a região 
ITS2 do DNAr situa-se entre os genes nucleares RNAr 5.8S e 28S e, 
por não corresponder a uma região codificadora de proteína, não se 
expressa como uma característica observável (fenótipo).

A extração de DNA e amplificação do PCR é facilmente realizada e 
para extração do DNA são utilizados os iniciadores (primers) "forward 
e reverse" (ITS2- forward: 5' -TGTGAACTGCAG GACACATG-3' 
localizado na região 5.8S do DNAr; ITS2-reverse: 5’ -GTCTTGCC 
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TGCTCTGCTCTGAG-3’ (Stouthamer et al., 1999b), localizado na 
região 28S do DNAr.

O DNA genômico tem sido extraído utilizando-se um, três, cinco ou 
dez indivíduos de Trichogramma (Walsh et al., 1991; España-Luna et al., 
2008; Polaszek et al., 2012; Almeida; Stouthamer, 2015; Santos et al., 
2015; Liu et al., 2017; Koca et al., 2018;  Ivezić et al., 2018). O produto 
do PCR é purificado e para confirmar se a correta parte do DNA foi 
clonada, uma reação de PCR é corrida em gel de agarose com uma 
amostra extraída de uma cultura de bactéria. Uma vez que o ITS2 
é clonado, a cultura é usada para purificar o plasmídeo, sendo utili-
zada para o sequenciamento do DNA de Trichogramma (Silva et al., 
1999; Stouthamer et al., 1999b; Ciociola Junior et al., 2001; Almeida; 
Stouthamer, 2015).

Para reconhecimento das espécies são levadas em consideração 
o tamanho do ITS2 e sua correspondência com sequências já iden-
tificadas via alinhamento manual ou com a utilização de programas 
específicos (Thompson et al., 1997; Larkin et al., 2007, Ivezić et al., 
2018; Can et al., 2022; Ercan et al., 2022).

Novas sequências de Trichogramma podem ser comparadas com 
sequências depositadas no banco de dados do GenBank database 
- NCBI, para determinação da similaridade entre elas (Santos et al., 
2015; Ivezić et al., 2018).

Espécies de Trichogramma 
identificadas via sequência 
do  DNA ribossomal

Até o presente momento foram depositadas no GenBank 808 
sequências de DNA de 71 espécies de Trichogramma (Figura 1), 
representando 30,21% das espécies descritas. Essas espécies fo-
ram sequenciadas utilizando as regiões ITS1, ITS2, 5.8S do rRNA e 
28S do rRNA, 26S r-RNA gene.
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Figura 1. Sequências de espécies de Trichogramma depositadas no 
GenBank. Disponível em: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/. *Número 
de sequências (variação da quantidade de pares de bases). Regiões sequen-
ciadas: ITS1, ITS2, 5.8S do rRNA e 28S do rRNA, 26S ribosomal RNA gene, 
parcial ou completa.
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Sequências completas de ITS2 depositadas no GenBank de espé-
cies de Trichogramma são em sua maioria hospedeiras de lepidópteros 
e de importância econômica originárias de culturas anuais, perma-
nentes e florestal (Almeida; Stouthamer, 2015). Novas sequências de 
ITS2 têm sido comparadas com as sequências do GenBank, permitindo 
assim a correta identificação das espécies (Liu et al., 2017).

Dentre as espécies sequenciadas (Figura 1) de Trichogramma, 
destacam-se T. pretiosum, T. brassicae, T. evanescens e T. chilonis pelo 
número de estudos taxonômicos moleculares. A primeira espécie é 
predominante das regiões neática e neotropical e as demais das 
regiões paleártica e oriental. Entretanto, apenas uma minoria das espé-
cies listadas na Figura 1 é utilizada no controle biológico aplicado.

A identificação das espécies de Trichogramma, via estudos 
moleculares, tem se mostrado de grande utilidade para solucionar 
problemas de confundimento de espécies baseado em estudos mor-
fométricos da genitália do macho, de modo que o erro de identificação 
de espécies representa um sério problema em programas de controle 
biológico com Trichogramma (Almeida; Stouthamer, 2015).

T. brassicae foi relatada como um novo registro de espécie 
introduzida na América do Sul, identificada por intermédio de se-
quência de ITS2. Acreditava-se ser T. evanescens, mas a identifica-
ção molecular mostrou ser T. brassicae (Almeida; Stouthamer, 2015). 
Identificação controversa de T. evanescens foi registrada tanto por 
Kostadinov e Pintureau (1991), como por Nagarkatti e Nagaraja (1968) 
e Kostadinov e Pintureau (1991). Nagarkatti e Nagaraja (1968) relataram 
caso em que T. australicum foi erroneamente referida como T. evanescens 
por aproximadamente  50 anos.

Os tamanhos dos produtos de DNAr-ITS2 das diferentes espécies di-
ferem consistentemente entre si, ao contrário da variação intraespecífica, 
confirmando sua utilidade na identificação específica de Trichogramma 
(Stouthamer et al., 1999b; Silva  et al., 1999; Ciociola Junior et al., 2001; 
Almeida; Stouthamer, 2003, 2015; Liu et al., 2017; Ercan et al., 2022).

A utilidade de sequências do DNAr-ITS2 tem sido amplamente 
reconhecida e, por isso, a sua utilização na identificação de espécies 
de Trichogramma tem crescido nas últimas décadas (Tabela 1). Con-
tudo, a identificação de espécies de micro-himenópteros em termos 
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Tabela 1. Espécies de Trichogramma identificadas com sequência do DNAr-ITS2.

Espécies identificadas Local Autor

T. cordubensis, T. evanescens, T. turkestanica; 
T. pintoi e T. bourarachae Portugal Silva et al. (1999)

T. alpha, T. aurosum, californicum, T. cacoeciae, 
T. deion , T. exiguum, T. itsybitsi, T. minutum,  
T. platneri, pretiosum e T. sibericum

Estados 
Unidos Pinto et al. (2002)

T. brassicae, T. nr. Brassicae;  T. carverae, 
T. funiculatum, T. pretiosum Austrália Thomson et al. (2003)

T. yabui, T. okinawae e T. aomoriense Japão Honda et al. (2006)

T. achaeae, T. chilonis, T. japonicum,  
T. embryophagum, T. pretiosum, T. brassicae, 
T. dendrolimi, T. evanescens e T. mwanzai

Índia Kumar et al. (2009)

T. bourarachae, T. brassicae, T. cacoeciae /  
T. embryophagum, T. cordubensis,  
T. dendrolimi, T. euproctidis, T. evanescens,
T. nerudai, T. oleae e T. pintoi

Mediterrâneo Sumer et al. (2009)

T. ostrinae e T. brassicae Coreia Jeong et al. (2010)

T. brassicae, T. cacoeciae, T. embryophagum, 
T. evanescens,   T.   euproctidis,   T.   pintoi   e
T. tshumakovae

Irã Poorjavad et al. (2012)

T. chilonis, T. chilotraeae, T. evanescens, T. 
pintoi, T. euproctidis, T. siddiqi Paquistão Nasir et al. (2013)

T. acacioi, T. atopovirilia, T. brassicae, T. bruni, 
T. cacoeciae, T. dendrolimi. T. esalqueanum, 
T. exiguum, T. fuentesi, T. galloi, T. iracildae, 
T. lasallei, T. lopezandinensis, T. nerudai,  
T. pintoi, T. pretiosum, T. rojasi

América 
do Sul    

(Nativas e 
introduzidas)

Almeida e Stouhamer 
(2015)

T. chilonis, T. evanescens, T. ostriniae,
T. embryophagum, T. dendrolimi e   
T. japonicum

China e 
Coreia Liu et al. (2017)

T. brassicae e T. evanescens Sibéria Ivezić et al. (2018)

T. manicobai, T. marandobai, T. galloi e  
T. pretiosum Brasil Viana et al. (2021)

T. brassicae e T. turkestanica Turquia Ercan et al. (2022)
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de raça, utilizando-se métodos clássicos, não tem sido possível de 
acordo com Landry et al. (1993).

Espera-se que a quantidade de espécies sequenciadas, utili-
zando-se a região ITS2 do DNA Ribossomal (GenBank) até o pre-
sente momento, possa ser aumentada devido à diversidade de es-
pécies ainda por serem descobertas, devido ao fato de que muitas 
dessas espécies identificadas estão restritas a insetos de culturas 
de importância para agricultura. Isso reforça o entendimento de 
que a diversidade e biologia de espécies nativas de espécies de 
Trichogramma é uma etapa-chave na implementação comercial de 
parasitoides de ovos (Ivezić et al., 2018).

Assim, para o avanço na identificação de novas espécies com uso 
dessa técnica molecular, a identificação morfológica deve ser con-
siderada por sua importância devido à complementariedade dessas 
duas técnicas taxonômicas (Sumer et al., 2009; Almeida; Stouthamer, 
2015). O surgimento de novos especialistas para identificação morfo-
lógica de Trichogramma configura-se como um aspecto fundamental 
a ser considerado (Almeida; Stouthamer, 2015), visto que auxiliará 
muito os estudos em biologia molecular com Trichogramma, princi-
palmente no que diz respeito aos estudos filogenéticos (Schilthuizen; 
Stouthamer, 1997; Stouthamer et al., 1999b), cujo objetivo é analisar 
as relações evolutivas entre diferentes espécies.

Chaves moleculares e 
estudos filogenéticos 
comTrichogramma spp.

Chaves moleculares têm por objetivo separar espécies diferen-
tes com base  no tamanho do produto da PCR da região do ITS-2 e no 
perfil de fragmento seguindo a restrição com diferentes endonucleases. 
Sua utilidade para distinguir as espécies de Trichogramma tem sido 
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demonstrada por vários autores (Stouthamer et al., 1999b; Silva et al., 
1999; Pinto et al., 2002; Almeida; Stouthamer, 2015).

Espécies com produto de PCR similares são distinguidas pela 
seleção de enzimas de restrição, ao gerar diferentes tamanhos de 
fragmentos. Para realização desses estudos, pode-se atualmente 
contar com a disponibilidade de laboratórios de biologia molecular 
com infraestrutura básica para extração de DNA de material vivo, con-
gelado, preservado em etanol ou seco e realização de amplificações 
de PCR seguidas de digestões com enzimas de restrição (Post et al., 
1993; Kan et al., 1996; Ciociola Junior et al., 2000). Entretanto, como 
no caso de chaves morfológicas, chaves moleculares serão comple-
tamente confiáveis quando todas as espécies forem conhecidas 
(Almeida; Stouthamer, 2015).

A técnica molecular, por sua utilidade prática, é de valor indis-
pensável na identificação de espécies de Trichogramma, contribuindo 
para o entendimento do status de espécies introduzidas e das 
espécies a serem identificadas (Almeida; Stouthamer, 2015). Esse 
método tem ainda sua importância na detecção de contaminação po-
tencial em criações de laboratório e na avaliação do desempenho de 
linhagens após liberações (Silva et al., 1999).

Uma fraqueza potencial da chave molecular baseada em ITS2 
é que em alguns casos a chave molecular depende da restrição da 
sequência ITS2 por uma enzima em particular ou a falta dela. Quando 
nenhuma restrição é obtida não fica imediatamente claro se a endo-
nuclease funcionou ou se a reação de digestão falhou (Stouthamer 
et al., 1999b). É importante correr o gel com um controle positivo para 
assegurar que a reação de restrição funcionou.

Um dos primeiros trabalhos que realizaram a clivagem de diferen-
tes sequências de DNA com enzimas de restrição para distinguir es-
pécies de Trichogramma foi realizado por Stouthamer et al. (1999b), 
ao utilizar as enzimas MseI, EcoRI e MaeII (Figura 2).

Rijswijk et al. (2000) distinguiram quatro espécies de Trichogramma 
coletadas em cartões com ovos de Mamestra brassicae cultivados 
em repolho, jardins e plantas arbóreas em Wageningen, Holanda, uti-
lizando a enzima de restrição MseI; em outro trabalho, as enzimas 
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Figura 2. Eletroforese em gel de agarose com produtos de PCR de ITS2 mais 
regiões flanqueadoras para as espécies do complexo T. deion/ T. pretiosum com 
a enzima MseI (A) e EcoRI (B). Linha: 1 - Marcador molecular; 2 - T. interius;  
3 - T. kaykai; 4 - T. pratti; 5 - T. sathon; 6 - T. pretiosum; 7 - T. oleae; 8 - T. deion; 
9 - Marcador molecular. 

Fonte: Stouthamer et al. (1999b).
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EcoRI, MseI, PvuI e NruI foram testadas para separação de sete es-
pécies de Trichogramma do Brasil, com tamanhos que variaram de 
522 pb a valores maiores que 660 pb (Ciociola Junior et al., 2001). 
Kumar et al. (2009) estudaram onze espécies nativas da Índia 
e exóticas de Trichogrammatídeos dos gêneros Trichogramma e 
Trichogrammatoidea, utilizando as enzimas EcoRI, MseI, MvaI e 
TaqI; Nasir et al. (2013) identificaram seis espécies em zonas 
ecológicas do Paquistão, utilizando as enzimas Bsp119I e BseXI.

Com base em uma única sequência de ITS2 de T. tshumakovae, 
Poorjavad et  al. (2012) a distinguiram de T. evanescens, ao verificar 
que a maior banda após a digestão de restrição com a enzima Mnl1 
resultou em 460 pb para T. tshumakovae, enquanto para T. evanescens 
foi de apenas 300 pb. EcoRI clivou ambas as espécies em apenas 
dois fragmentos. Duas bandas claramente diferentes, com tamanho 
de 236 e 307 pb foram encontradas para T. tshumakovae, entretanto 
para T. evanescens duas bandas similares (270 e 282 pb), de modo 
que apenas uma única banda foi visível no gel.

Três enzimas de restrição (EcoRI, MseI e MaeI) utilizadas para 
construção de chave molecular (Tabela 2) distinguiram 17 espécies 
em função da clivagem dos produtos do ITS2 das diferentes espécies 
(Almeida; Stouthamer, 2015). Nesse estudo, uma previsão do tamanho 
de fragmentos foi obtida pela utilização de programa do Webcutter 2.0 
(Heiman, 1997).

España-Luna et al. (2008) utilizaram duas enzimas de restrição 
(EcoRI e AluI)  para avaliar sete espécies de Trichogramma do México, 
sendo que duas (T. minutum e T. platneri) não foram separadas nas 
chaves moleculares, e, segundo Stouthamer et al. (2000), foram con-
sideradas idênticas em estudos moleculares. O mesmo resultado foi 
obtido para T. minutum e T. platneri por Pinto et al. (2002), que utiliza-
rem as enzimas de restrição EcoRI, MseI e BsmI para distinguir 
onze espécies de Trichogramma de diferentes regiões nos Estados 
Unidos. Sumer et al. (2009) usaram três enzimas de restrição (MnlI, 
MseI e DraI) para distinguir dez espécies de Trichogramma coletada 
em lavouras do Mediterrâneo.

O uso da chave molecular elaborada com base nos tamanhos dos 
produtos   de PCR da região ITS2, assim como a digestão das enzimas 
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Tabela 2. Chave molecular para identificação de espécies Trichogramma com 
base no tamanho do produto de PCR e no padrão de restrição das endonucleases.

1. Tamanho do produto do PCR < 620 pb
Tamanho do produto do PCR > 620 pb

2
10

2. Tamanho do produto do PCR < 550 pb
Tamanho do produto do PCR >550 pb

3
7

3. Tamanho do produto do PCR ≤ 500 pb
Tamanho do produto do PCR > 550 pb

4
5

4. Clivagem do produto do PCR por MseI ≈ 280 e 191pb
Sem clivagem do Produto do PCR por MseI

T. esalqueanum
T. exiguum

5. Clivagem do produto do PCR por EcoRI
Sem clivagem do Produto do PCR por EcoRI

6
T. pretiosum

6. Clivagem do produto do PCR por MseI ≈ 441 pb
Clivagem do produto do PCR por MseI ≈ 411 pb

T. dendrolimi
T. brassicae

7. Sem clivagem do Produto do PCR por MseI
Clivagem do produto do PCR por MseI

8
9

8. Clivagem do produto do PCR por MaeI ≈ 267 e 218 pb
Clivagem do produto do PCR por MaeI ≈ 182 e 113 pb

T. fuentesi
T. galloi

9. Clivagem do produto do PCR por EcoRI ≈ 346 e 228 pb
Sem clivagem do Produto do PCR por EcoRI

T. cacoeciae
T. lasallei

10. Tamanho do produto do PCR < 670 pb
Tamanho do produto do PCR > 670 pb

11
14

11. Sem clivagem do Produto do PCR por MseI
Clivagem do produto do PCR por MseI

12
13

12. Clivagem do produto do PCR por MaeI ≈ 480 e 143 pb
Clivagem do produto do PCR por MaeI ≈ 517 pb

T. lopezandinensis
T. iracildae

13. Clivagem do produto do PCR por MseI ≈ 390 e 194 pb
Clivagem do produto do PCR por MseI ≈ 463 e 187 pb

T. rojasi
T. bruni

14. Tamanho do produto do PCR > 700 pb
Tamanho do produto do PCR < 700 pb

T. nerudai
15

15. Clivagem do produto do PCR por EcoRI
Sem clivagem do Produto do PCR por EcoRI

T. pintoi
16

16. Clivagem do produto do PCR por MseI ≈ 478 e 196 pb
Clivagem do produto do PCR por MseI ≈ 345, 198 e 
137 pb

T. acacioi
T. atopovirilia

Fonte: Almeida e Stouthamer (2015).
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de restrição EcoRI e AluI, pode incrementar a precisão nas espécies 
liberadas para o controle biológico (España-Luna et al., 2008) e pro-
duzir resultados confiáveis e replicáveis (Silva et al., 1999).

As análises filogenéticas, que estudam as relações evolutivas 
entre diferentes espécies, são elaboradas por intermédio de re-
sultados de sequências do DNA ribossomal. Assim, Clustal W e 
Clustal são exemplos de softwares empregados para fazer o ali-
nhamento de sequências múltiplas e para gerar árvores filogenéti-
cas (Hall, 1999; Viana et al., 2021; Ercan et al., 2022). Os estudos 
de distância genética e árvores filogenéticas podem ser calcula-
das via MEGA (Molecular Evolutionary Genetic Analysis) software 
(Kumar et al., 2018; Ercan et al., 2022). Estudos evolutivos podem 
ser inferidos utilizando-se diferentes métodos, entre os quais a 
máxima verossimilhança, baseado no modelo Kimura 2-parâmetro 
(Kimura, 1980).

Li et al. (2004) avaliaram o status taxonômico, com base em aná-
lise filogenética de quatro espécies de Trichogramma intimamente re-
lacionadas, utilizando o marcador ITS2 para detectar diferenças entre 
espécies. Conforme cladograma elaborado, em que foram adicio-
nadas 67 sequências do GenBank, a sequência de T. maidis e a de 
T. evanescens foram agrupadas em ramos diferentes de T. confusum 
e T. chilonis. Os resultados sugerem que T. maidis é distinta de 
T. brassicae, sendo, portanto, espécies crípticas de T. Evanescens. Por 
sua vez, T. confusum e T. chilonis não são espécies crípticas, mas duas 
espécies intimamente relacionadas.

Com base na construção de dendrograma, Dem’yanchuk et al. 
(2008) separaram as espécies em dois grupos. O primeiro incluiu as 
espécies T. pintoi e T. dendrolimi, enquanto o segundo consistiu das 
espécies T. cacociae, T. semblidis e T. evanescens. As sequências 
da região ITS2 de T. pintoi e T. dendrolimi obtiveram 98% de simila-
ridade, enquanto para T. cacociae, T. semblidis, e T. evanescens, a 
similaridade foi de 87–98%. Os dois grupos apresentaram similaridade 
de apenas 61–65%.
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Samara et al. (2008) compararam a espécie T. aurosum de po-
pulações europeia com norte-americanas, além de verificaram que o 
clado aurosum foi descrito como monofilético formando um segundo 
grupo com as outras quatro espécies da seção exiguum (T. pretiosum, 
T. cacoeciae, T. evanescens e T. exiguum). Nesse estudo, análises 
de polimorfismo de comprimento de fragmento amplificado (AFLP) 
apresentaram um alto potencial para revelar a diversidade genética, 
demonstrando ser uma ferramenta importante para genética popula-
cional de T. aurosum.

Santos et al. (2015) distinguiram três grupos conforme dendro-
grama obtido a partir das distâncias genéticas entre as espé-
cies (T. pretiosum, T. galloi e T. exiguum) estudadas. Viana et al. 
(2021) determinaram três grupos compreendendo T. manicobai e 
T. marandobai (grupo I), T. galloi (grupo II) e T. pretiosum (grupo 
III), confirmando ser o marcador ITS2 um poderoso DNA barcode 
para discriminar espécies de Trichogramma. Koca et al. (2018) não 
detectaram variação genética em nove amostras de Trichogramma 
brassicae estudadas, porém distinguiram em grupos distintos essa 
espécie de outras (sequências do GenBank) via análise filogenética, 
demonstrando sua utilidade em diagnósticos rápidos.

Estudos filogenéticos realizados por Ercan et al. (2022) dividiram 
as espécies de Trichogramma estudadas em dois principais grupos. 
Cinco espécimens foram incluídos no grupo T. turkestanica e 32 ou-
tros espécimens no grupo T. brassicae de acordo com as análises 
de sequências ITS2. Outros grupos foram formados por espécies 
obtidas de sequências do GeBank. Can et al. (2022) confirmaram 
seis amostras como sendo T. evanescens e as distinguiram filoge-
neticamente de outras espécies utilizando o DNAr ribosomal-ITS2 e 
DNA mitocondrial-COI (Citocromo Oxidase I), com sequências obti-
das do GenBank. Essas duas regiões de genes são consideradas 
poderosas ferramentas para estudos filogenéticos para os níveis ta-
xonômicos inferiores (Cruickshank, 2002).
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Considerações finais

 Com este documento se verificou que a identificação de espécies 
de Trichogramma por meio de marcadores de DNAr-ITS2 pode ser 
utilizada para complementar classificações baseadas em caracteres 
morfológicos, na detecção de contaminação potencial em criações 
de laboratório e na avaliação do desempenho de linhagens após as 
liberações. Além disso, as sequências de DNA podem ser aplicadas 
em estudos filogenéticos e na elaboração de chaves moleculares, por 
ser uma técnica de fácil separação das espécies de Trichogramma.

Sequências ITS2 utilizadas em estudos taxonômicos provaram 
ser úteis em prover uma identificação confiável de espécies de 
Trichogramma, de modo que a técnica molecular é indispensável na 
identificação de espécies de Trichogramma, em que o resultado do 
status da introdução de espécies é melhor entendido e novas espé-
cies poderão ser identificadas.
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