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ANALISE DA VARIABILIDADE GENETICA DE UMA POPULAGCAO DE Spodoptera
frugiperda (J.E. SMITH, 1797) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE) POR MEIO DE
MARCADORES MOLECULARES RAPD

RESUMO

Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) € uma
espécie polifaga que ataca diversas culturas economicamente importantes em varios
paises. No Brasil, a perda de producdo devido a esta lagarta pode chegar a 34%.
Neste trabalho individuos de uma mesma populacdo de S. frugiperda foram
caracterizados geneticamente através da técnica de RAPD-PCR. Para isso foi
desenvolvida uma metodologia para extracdo de DNA e testados diferentes primers.
Os primers selecionados foram: OPA-03, OPA-04, OPA-10, OPA-11 e OPA-13. Foi
encontrada alta variabilidade genética, apontada por um coeficiente de similaridade
que variou de 35 a 90%.

Palavras-chave: Spodoptera frugiperda, Insecta, RAPD, Caracterizacdo molecular.



ABSTRACT

Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) is a polyphagous
insect that attacks many economically important crops in several countries. In Brazil,
the loss of production due to this insect is about 34%. In this work, insects of the
same S. frugiperda population were genetically characterized through RAPD-PCR.
For this purpose a DNA extraction method was developed and different primers were
tested. The selected primers were: OPA-03, OPA-04, OPA-10, OPA-11 and OPA-13.
A coefficient of genetic similarity between 35 to 90% showed a high degree of
genetic variability in this population.



INTRODUCAO

Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) é uma
espécie polifaga que ataca diversas culturas economicamente importantes em varios
paises. No Brasil, este inseto pode atacar culturas como milho, sorgo, arroz, trigo,
alfafa, feijdo, amendoim, tomate, algodado, batata, repolho, espinafre, abdbora,
couve, entre outras (CRUZ et al, 1999; MONTESBRAVO, 2001) ocasionando
severos prejuizos, com perdas que variam de 15% a 34% da producéo
(CARVALHO, 1970; CRUZ e TURPIN, 1982).

A larva deste inseto pode atacar em todos os estagios da cultura (CRUZ et
al.,1997), assumindo grande importancia no México, América Central e Ameérica do
Sul (MEREGE, 2001). Os danos sdo maximizados nas épocas secas do ano (CRUZ
e TURPIN, 1982).

Um aspecto importante no controle de pragas é o conhecimento de suas
caracteristicas fenotipicas e genotipicas. Este conhecimento pode auxiliar no
estabelecimento do perfil genético dos insetos e na identificacdo de marcadores que
apontem para populacdes resistentes a inseticidas ou potencialmente transmissoras
de doencas.

A técnica de RAPD (WILLIAMS et al., 1990) é muito utilizada na obtencédo de
informacdes na analise gendmica. RAPD possui duas caracteristicas distintas como
a utilizacdo de um unico primer ao invés de um par e onde aquele tem sequéncia
arbitraria de modo que a regidao de DNA alvo é desconhecida.

Os marcadores RAPD se baseiam na amplificacio do DNA gerando
simplicidade e rapidez a baixos custos. Assim, grande quantidade de polimorfismo e
segmentos de DNA sdo obtidos em curto espaco de tempo. Para que haja a
amplificacdo de um fragmento RAPD duas sequéncias de DNA complementares ao
primer devem estar adjacentes (a menos de 4 kb) e em orientacdo oposta, para
permitir a amplificacdo pela Tag DNA polimerase (FERREIRA e GRATTAPAGLIA,
1998).

Uma caracteristica deste tipo de marcador é o seu comportamento como
marcador genético dominante. Lembrando que a dominéncia, neste caso, ndo se
refere a interacdo genética entre alelos de um mesmo loco e sim a interpretacao
relativa entre fenétipo e genétipo (CIAMPI e MAGALHAES, 2001).



OBJETIVO
O presente trabalho tem como objetivo determinar a variabilidade genética
entre individuos de uma mesma populacao de S. frugiperda através de RAPD-PCR.

MATERIAL E METODOS

Os individuos de S. frugiperda de terceiro instar foram coletados
aleatoriamente de uma col6nia mantida no laboratério de criacdo de insetos da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia e mantidos em etanol 100 % a — 20
°C.

METODOS

Para os estudos de caracterizacdo molecular, o DNA de vinte individuos de
terceiro instar foram extraidos a partir dos protocolos modificados de Agusti et al.
(1999) e Monnerat et al. (2004).

Submeteu-se um inseto inteiro a maceracgao e, a seguir, adicionou-se 500 uL
de tampéao de extracdo (Tris-HCI 10 mM pH 8, EDTA 1 mM, Triton X-100 0,3 % e
Proteinase K 60 ng.mL™), incubando-se por 30 min a 65 °C. O homogenato foi
centrifugado por 10 min a 10.000xg e, o sobrenadante, transferido para um tubo
plastico. Adicionou-se 500 uL de fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (25:24:1) e as
fases foram homogeneizadas em vortex por 5 s. O material foi centrifugado por 10
min a 10.000xg e a 10 °C. A fase aquosa foi entdo transferida para um novo tubo
plastico, repetindo-se a etapa anteriormente descrita.

O DNA foi precipitado pela adigdo de 30 uL de NaCl 5 M e 1 mL de etanol
absoluto incubando-se por 2 h a — 20 °C. Apds centrifugagdo a 10.000xg por 10 min
a 10 °C, o DNA precipitado foi lavado duas vezes com 500 uL de etanol 70 %, seco
a temperatura ambiente e ressuspenso em TE 0,1 X (Tris-HCI 1 mM pH 8, EDTA 0,1
mM) e armazenado a — 20 °C. Para as analises de RAPD, utilizou-se o DNA diluido
10 Xem TE 0,1 X.



REACOES DE RAPD-PCR

Para os estudos de caracterizacdo molecular, O DNA extraido a partir de
cinco individuos de cada populacao foi utilizado em 30 uL de uma reacdo de RAPD-
PCR, contendo tampéao Tris-HCI 6 mM (pH 8,8), KCI 50 mM, MgCl, 2 mM, dNTP’s
0,2 mM, 0,4 uM de um primer de seqUéncia aleatéria da Operon Technologies,
Inc.(Tab. 1), 2,5 U.uL™" de Tag DNA polimerase (Pharmacia) e 5 uL de DNA.

Tabela 1 — Primers usados nas reacfes de RAPD-PCR.

Primer Sequéncia (5’ = 3)
OPA-03 AGT CAGCCAC
OPA-04 AAT CGG GCT G
OPA-10 GTG ATC GCA G
OPA-11 CAATCGCCGT
OPA-13 CAG CACCCAC

OBTENCAO DE PERFIS ELETROFORETICOS

As amplificacOes foram efetuadas em termociclador (PTC 100 MJ Research)
programado para 45 ciclos, contendo uma etapa inicial de desnaturacdo de 3 min a
94 °C. Cada ciclo foi constituido de uma etapa de desnaturacédo de 1 min a 93 °C,
anelamento por 1 min a 35 °C e extensdo por 2 min a 72 °C. Ap6s os ciclos, foi
realizada uma etapa de extensao final de 5 min a 72 °C. Os produtos de
amplificacéo foram visualizados em gel de agarose 1,5 % submerso em tampéao TBE
1X (Tris-borato 9 mM e EDTA 1 mM), fotografados e arquivados no sistema
Eagleeye. Em todos os géis, marcadores de massa molecular (Ladder 100 bp -
GIBCO) foram usados para a determinacdo do tamanho dos fragmentos
amplificados.



ANALISE DOS DADOS

As fotos das amplificagOes realizadas com os primers selecionados foram
usadas para a analise do polimorfismo entre os individuos da populacdo. As bandas
presentes nos geéis foram consideradas como marcadores RAPD. Foi gerada entédo
uma matriz de similaridade levando-se em consideracdo as relagbes entre
individuos, primers e massas moleculares das bandas obtidas com um dado primer.

Utilizou-se o valor 1 para a presenca de um marcador e 0 para a auséncia. No
caso de duavida o numero 9 foi usado como padréo. A seguir, a planilha obtida foi
submetida a um programa de andlise estatistica multivariada para a determinacéo
das distancias genéticas entre os individuos.

A matriz de similaridade foi obtida por meio do coeficiente de Jaccard, apos, o
que, através da analise por UPGMA produziu-se um dendograma que evidenciou o
agrupamento dos individuos, utilizando-se o programa NTSYS versdo 2.02 pc
(RHOLF, 1993).

RESULTADOS e DISCUSSAO

Utilizando-se a metodologia de extracdo de DNA estabelecida, foi possivel
obter perfis eletroforéticos de S. frugiperda por meio de reacdes de RAPD. A fixacdo
das células em etanol, seguida da conservacdo em baixa temperatura, permitiu a
extragcdo de DNA em quantidade e em qualidade para as reacdes de amplificacao
por RAPD. Nessas reacdes foram usados os primers OPA-03, OPA-04, OPA-10,
OPA-11 e OPA-13 que produziram diferentes perfis eletroforéticos entre o0s

individuos analisados (Fig. 1).
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Figura 1 — Perfis eletroforéticos de vinte individuos de S. frugiperda produzido
por cinco primers de RAPD. A letra M representa o marcador 100 pb ladder. Os
nameros de 1 a 20 representam os individuos analisados nas reacfes de

amplificacéo.



O primer OPA-10 produziu duas bandas monomorficas de 500 pb e 1200 pb
identificavel em todos os individuos de S. frugiperda. Utilizando-se o primer OPA-11
foram geradas duas bandas monomorficas de 400 pb e de 950 pb. Nos géis de
agarose foi possivel detectar uma diferenca no perfil de bandas correspondente ao
nono individuo da populacdo (SF09). Para os demais primers observou-se um
padrdo de bandeamento similar entre os individuos. Contudo, mesmo com a
utilizacdo de poucos primers, foi possivel identificar polimorfismos entre os
individuos analisados nesse estudo.

O polimorfismo produzido por cada organismo foi entdo utilizado para a

determinacao da matriz de distancia (tabela 1) pelo programa NTSYS.

Tabela 1 - Matriz de distancia genética entre 20 individuos de uma populacéo de S.

frugiperda

SF01 SF02 SF03 SF04 SFO05 SFO6 SFO7 SF08 SFO9 SF10 SF11 SF12 SF13 SF14 SF15 SF16 SF17 SF18 SF19 SF20

SFo1|0.00

SF02 | 0.17 0.00

SF03|0.14 0.17 0.00

SFo4 | 0.38 0.40 0.38 0.00

SFo5|0.29 0.31 0.19 0.24 0.00

SFo6 | 0.21 0.19 0.07 0.40 0.21 0.00

SF07|0.17 0.14 0.26 0.36 0.26 0.24 0.00

SFos | 0.21 0.33 0.31 0.36 0.36 0.33 0.33 0.00

SFo9 |IDISTNBIGENENSH 0.33 0.43NNGENINEE 0.50 0.00

SF10|0.38 0.40 0.38 0.14 0.33 0.40 0.40 0.36 0.33 0.00

SF11]0.17 0.19 0.12 0.36 0.17 0.19 0.14 0.33 0.40 0.00

SF12]0.12 0.19 0.07 0.40 0.21 0.14 0.24 0.24 0.40 0.10 0.00

SF13]0.29 0.21 0.24 0.48 0.33 0.21 0.26 0.26 0.48 0.26 0.17 0.00

SF14|0.31 0.29 0.31 0.36 0.31 0.29 0.29 0.29 0.50 0.29 0.29 0.26 0.00

SF15]0.19 0.12 0.24 0.38 0.29 0.21 0.07 0.36 0.43 0.21 0.26 0.24 0.26 0.00

SF16|0.36 0.43 0.36 0.26 0.26 0.38 0.33 0.29 0.40 0.36 0.33 0.33 0.36 0.33 0.36 0.00

SF17]0.26 0.33 0.36 0.40 0.40 0.33 0.33 0.14 . 0.40 0.43 0.33 0.26 0.24 0.36 0.29 0.00
SF18]0.45 0.43 0.40 0.21 0.36 0.48 0.48 0.48 0.40 0.17 0.43 0.43 0.45 0.52 0.45 0.38 0.43 0.00
SF19|0.26 0.24 0.21 0.26 0.21 0.24 0.24 0.29 0.45 0.31 0.14 0.19 0.31 0.24 0.26 0.38 0.38 0.38 0.00
SF20|0.31 0.29 0.31 0.31 0.31 0.33 0.29 0.24 B8 0.40 0.29 0.29 0.26 0.38 0.26 0.38 0.38 0.43 0.24 0.00

Por esses dados, foi possivel identificar o individuo SFO9 como sendo aquele
de maior distancia genética em relagdo aos demais organismos da populacao,
variando de 55 % em relacdo aos individuos SF11 e SF12 até 71 % em relacdo ao
individuo SF13. Por essa metodologia, observou-se variabilidade entre os individuos

analisados.



A seguir, os dados binarios correspondentes aos varios individuos foram
utilizados para a determinagdo de um dendrograma para o estabelecimento das
relag@es filogenéticas entre os individuos de S. frugiperda. (Figura 2).

[ I I ]
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Figura 2 — Dendrograma construido a partir de dados obtidos de RAPD de uma
populacdo de 20 individuos de S. frugiperda mantida na Embrapa Recursos

Genéticos e Biotecnologia.

A analise do dendrograma permitiu identificar 4 grupos principais sendo que o
individuo SF09 (grupo A) apresentou a menor relagéo filogenética (35 %) em relagéo
aos demais da populacdo. O grupo B formado pelos individuos SF04, SF10 e SF18
apresentou 53 % de similaridade em relacdo aos grupos C e D. Os individuos do
grupo C, SF08, SF17, SF14 e SF16, apresentaram similaridade de 64 % em relacao
ao grupo D. Por sua vez, o grupo D foi formado pelos demais individuos da

populacao, apresentando 68 % de similaridade genética.



Em virtude de seu amplo espectro de uso, a técnica de RAPD tem sido
aplicada em diferentes niveis de estudo na caracterizagdo molecular tanto de
populacdes de insetos-praga quanto das possiveis espécies relacionadas. Monnerat
et al. (2004), por exemplo, demonstraram que néo havia variabilidade genética intra-
populacional em trés espécies de Diadegma (Himenoptera: Ichneumonidae), um
importante parasitdide de larvas das tracas das cruciferas Plutela xylostella. Tsai et
al. (1999) utilizando essa mesma técnica, demonstraram o potencial de uso do
RAPD para a analise filogenética de parasitas intercelulares obrigatérios do género
Nosema que foram isolados de lepiddpteras, tais como, Spodoptera litura, S. exigua,
Helicoverpa armigera, P. xylostella e Pieris spp. Nesse trabalho, observou-se que 0s
isolados de Nosema, presentes em Pieris spp., S. exigua e H. armigera, eram mais
proximos filogeneticamente. A importancia do género Nosema esta no fato de que
as ordens de insetos Lepidoptera e diptera sdo os hospedeiros mais suscetiveis e,
dessa forma, o género Nosema desempenha um papel importante em regular o
tamanho das populagdes de insetos.

Além disso, a partir dos marcadores moleculares gerados por RAPD é
possivel o desenvolvimento de primers especificos para as espécies de
lepidopetras. Essa estratégia foi aplicada por Agusti et al. (1999) que desenvolveram
primers especificos para a deteccdo de H. armigera no intestino de possiveis
predadores dessa espécie. Usando a técnica de RAPD gerou-se um fragmento de
1200 pb - presente apenas em H. armigera e ausente no predador Dicyphus
tamaninii - que foi entdo usado para a obtencdo de um par de primers especifico
para essa regidao em H. armigera. Com essa estratégia foi possivel detectar o inseto
no intestino do respectivo predador. Dessa forma, os marcadores moleculares
obtidos por RAPD mostram-se Uteis para o desenvolvimento de varias estratégias
para o estudo da dindmica das populacdes de lepidopteras, assim como, para a
caracterizacao de potenciais agentes de biocontrole.

Contudo, o sucesso na obtencdo de marcadores moleculares via RAPD é
dependente da qualidade do DNA obtido a partir dos tecidos do inseto. A técnica de
extracdo utilizada nesse trabalho, forneceu DNA com qualidade para analisar a
variabilidade genética de uma populacdo de S. frugiperda utilizando-se primers de
RAPD. O uso de apenas 5 primers permitiu analisar a variabilidade genética de uma
colonia. Essa estratégia podera ser utilizada para se estudar futuras modificacdes de

marcadores moleculares quando novos individuos forem introduzidos na col6nia.



Além disso, com a técnica de extracdo de DNA foi possivel obter DNA a partir de
individuos de terceiro instar, permitindo analisar os marcadores moleculares em
estagios iniciais do desenvolvimento desses insetos.

Uma futura aplicacdo pode ser o desenvolvimento de um banco de
marcadores moleculares de RAPD para o monitoramento dessa espécie em campo.
Para isso varias populacdes devem ser analisadas representando locais diferentes
de ocorréncia da espécie e hospedeiros (culturas) diferentes.

CONCLUSAO

O protocolo de extracdo que foi modificado para uso nesse trabalho produziu
DNA em quantidade e em qualidade para as reacbes de amplificacdo usando os
cinco primers de RAPD. Esses primers produziram perfis eletroforéticos para a
caracterizacdo e a andlise da variabilidade genética dos individuos da populagéo de
S. frugiperda. Os primers OPA-10 e OPA-11 produziram duas bandas monomorficas
identificaveis em todos os individuos. O dendograma indicou a presenca de trés
grupos principais sendo que, o individuo SF09 apresentou baixa similaridade
genética (em torno de 30 %) em relagdo aos demais individuos da populacdo em
estudo.
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