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Resumo 
 
O mundo passa por mudanças no desenvolvimento sustentável da agricultura, na 

segurança dos alimentos e na comercialização de produtos agropecuários. Medidas 

quarentenárias desempenham papéis importantes contribuindo para barrar a entrada de 

organismos exóticos contribuindo de forma preponderante para sustentabilidade 

ambiental e do agronegócio brasileiro. Agrotis segetum é uma praga de expressão 

quarentenária para o Brasil. Ela compõe a “Coleção biológica de referência de insetos 

exóticos” da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. O perfil molecular para 
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essa praga foi determinado por meio de RAPD-PCR. O protocolo molecular otimizado 

deverá ser aplicado quando da suspeita ou interceptação da praga no país, 

contribuindo para a concretização de ações quarentenárias e no estabelecimento e 

desenvolvimento de um banco de marcadores moleculares baseados em RAPD para 

insetos exóticos. A técnica de RAPD-PCR (Polimorfismo de DNA Amplificado ao Acaso) 

se baseia na amplificação do DNA gerando simplicidade e rapidez a baixos custos ao 

mesmo tempo em que facilita a identificação de uma praga quarentenária. 
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RAPD-PCR fingerprinting to the quarantine 
pest to Brazil, Agrotis segetum  (Lepidoptera, 
Noctuidae) 

 
ABSTRACT 
 

 

The world goes by changes in the maintainable development of the agriculture, in the 

safety of the food and in the commercialization of agricultural products. Quarantine 

measures play important parts contributing to obstruct the entrance of exotic organisms 

in a preponderant way to environmental sustainability and Brazilian Agrobusiness. 

Agrotis segetum is a pest of quarantine expression to Brazil. It composes the biological 

"Collection of Reference of Exotic Insects" of Embrapa Genetic Resources and 

Biotechnology. The molecular profile for that pest was determined through RAPD-PCR. 

The optimized molecular protocol should be applied to test all imported commodities 

suspicious of being infested with pests, contributing to the products quarantine actions 

and to the establishment and development of a molecular markers bank based on 

RAPD for exotic insects. The technique of RAPD-PCR (Random Amplified Polymorphic 

DNA) is based on the amplification of DNA generating simplicity, efficiency and at the 

same
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INTRODUÇÃO 
 

O mundo passa por mudanças no desenvolvimento sustentável da agricultura, na 

segurança dos alimentos e na comercialização de produtos agropecuários. A sociedade 

busca pela segurança biológica do meio onde vive. Associado a esses fatores tem o 

desenvolvimento do país, no qual uma concentração de esforços tenta reduzir perdas 

agrícolas ocasionadas por pragas que são introduzidas no país. Hoje, a bem da 

necessidade de crescer e alimentar o Brasil e o planeta, busca-se reduzir as perdas em 

níveis próximos de zero, por meio do aperfeiçoamento do processo de manejo, que vai 

desde a escolha de variedades e ponto de colheita, até o seu depósito em silos ou 

armazéns (Oliveira et al., 2005). 

 Um dos elementos críticos nesse processo de sustentabilidade, eficiência e 

segurança no contexto da globalização da economia é o movimento de organismos ou 

espécies invasoras exóticas (EIE), de uma região para outra, em função do comércio, 

transporte, trânsito e turismo. Bioglobalização se refere ao deslocamento de 

organismos de uma região para outra, inadvertida ou intencionalmente, levando a 

prejuízos incalculáveis. Vários exemplos podem ser dados sobre o impacto da entrada 

de pragas exóticos na agricultura brasileira e mundial (Oliveira et al., 2005).  

 De acordo com a FAO (2002), praga é qualquer espécie, raça ou biótipo de 

vegetais, animais ou agentes patogênicos, nocivos aos vegetais ou produtos vegetais. 

Praga quarentenária é um organismo de expressão econômica potencial para a área 

posta em perigo e onde ainda não está presente, ou se está não se encontra 

amplamente distribuída e é oficialmente controlada (FAO 2002). Entende-se também 

como sinônimo de pragas quarentenárias, as espécies exóticas (EE), cuja definição é: 

espécies ou subespécies ou grupos táxons inferiores, introduzidos fora de seu habitat 

natural ou presente distribuição geográfica; inclui qualquer parte de tais espécies como 

gametas, ovos ou propágulos que possam sobreviver e subseqüentemente reproduzir, 

e por espécies invasoras exóticas (EIE), uma espécie exótica cuja introdução e ou 

dispersão ameaça a diversidade biológica (CBD, 2002).  

 

 9



 Dentro dessa perspectiva, a Estação Quarentenária de Germoplasma Vegetal – 

EQGV, da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária – Embrapa, Embrapa 

Recursos Genéticos e Biotecnologia, tem como uma de suas atribuições, a estruturação 

de uma “Coleção biológica de referência de insetos exóticos”. A elaboração de informes 

bioecológicos da praga considerando a abordagem de prevenção de entrada da praga 

no país associado à determinação do perfil molecular de RAPD-PCR (Polimorfismo de 

DNA Amplificado ao Acaso) contribui para a concretização de ações quarentenárias e 

no estabelecimento e desenvolvimento futuro de um banco de marcadores moleculares. 

Isso permitirá a identificação rápida e segura de uma praga exótica ser interceptada em 

um ponto de entrada no país, colaborando para a adoção de medidas quarentenárias e 

fitossanitárias de forma mais eficiente. 

 Agrotis segetum integra a “Coleção biológica de referência de insetos exóticos” 

da EQGV. Ela consta da lista de pragas quarentenárias para o Brasil e é uma praga 

polífaga e de ampla dispersão geográfica. Ela faz parte do grupo de lagartas-roscas 

pertencente à Família Noctuidae, porque no seu estágio imaturo, tem o hábito de cortar 

a base das hastes de plântulas e de ficar protegida no subsolo das áreas de cultivo e, à 

medida que avança a fase imatura, suas larvas se movimentam, fazendo túneis e 

danificando raízes. Ela está associada a solos férteis e muito cultivados (Jones & 

Jones, 1974; Bowden et al., 1982, citados por Oliveira, 1988). A sua via-de-ingresso 

pode ser feita por meio da parte aérea das plantas ornamentais.  

 Para efeito de determinação do perfil molecular de A. segetum nesse trabalho, 

Spodoptera frugiperda (Smith) foi utilizada como espécie-padrão. Essa praga é uma 

das principais pragas do arroz e milho, no continente americano. Ela é vulgarmente 

conhecida como a lagarta-do-cartucho do milho ou lagarta-militar e é considerada a 

mais importante praga do milho no país. O seu ataque ocorre em todos os estádios de 

desenvolvimento do milho, podendo causar perdas de até 39% (Williams & Prates, 

2003), dependendo, principalmente, do estádio da cultura em que ocorre o ataque 

(Valicente & Cruz, 1991; Cruz, 1995 citados por Bogorni & Vendarmim, 2003). Nagoshi 

& Meagher (2004), relaciona duas raças para essa espécie, a raça do arroz e a do 

milho. 

 

 10



A metodologia de trabalho constará da elaboração das fichas biológicas de 

Helicoverpa armigera, considerando a abordagem de prevenção de entrada da praga 

no país e de S. frugiperda, pela expressão econômica que ela representa para as 

culturas de milho e arroz no país. Também terá como objetivo determinar o perfil 

molecular por meio de RAPD, para essa espécie, de forma a subsidiar as medidas 

quarentenárias que por ventura necessitarem ser aplicadas para essa espécie 

quarentenária que integra a coleção biológica de referência de insetos quarentenários, 

se houver interceptação ou introdução da praga no país.  

 

MATERIAIS E MÉTODOS 
 
Insetos 
 

Os insetos utilizados nesse trabalho foram, S. frugiperda e A. segetum. 

 

S. frugiperda foi utilizada como espécie-padrão para a determinação do perfil 

molecular utilizando-se o RAPD-PCR. Larvas de terceiro instar, em número de cinco, 

foram coletadas na “Colônia de criação de insetos” da Embrapa Recursos Genéticos e 

Biotecnologia Essa colônia foi estabelecida em 1990 e é constituída de populações da 

Embrapa Milho e Sorgo, originárias da cultura do milho. A fase imatura é mantida em 

dieta artificial conforme estabelecido por Schmidt et al. (2001). A criação  das  larvas  foi  

realizada  em ambiente com temperatura constante de 28º ± 1oC e fotoperíodo de 12 h.  

O material analisado de A. segetum foi cedido pelo Instituto de ARC-Grain Crops, 

em Potchesfstrroom, África do Sul, por meio do Dr. Johnnie van den Berg. Utilizou-se 

para análise parte de larva de A. segetum e parte de indivíduo adulto de A. segetum. 
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Perfil molecular 
 

O procedimento utilizado para a obtenção de perfis moleculares de A. segetum, 

foi otimizado com base no protocolo previamente estabelecido para Helicoverpa 

armigera (Lima et al., trabalho no prelo).  

 

 Os insetos foram submetidos à maceração e em seguida, adicionou-se 500μL de 

tampão de extração (Tris-HCl 10mM pH 8, EDTA 1mM, Triton X-100 0,3% e Proteinase 

K 60μg.mL-1), incubando-se por 30min a 65ºC. Em seguida, adicionou-se 500μL de 

fenol/clorofórmio/álcool isoamílico (25:24:1) e as fases foram homogeneizadas em 

vortex por 5s. Após a homogeneização, o material foi centrifugado por 10 min a 10.000g 

e a 10ºC. A fase aquosa foi então transferida para um novo tubo plástico, repetindo-se a 

etapa anteriormente descrita. 

 

 O DNA foi precipitado pela adição de 30μL de NaCl 5M e 1mL de etanol absoluto 

incubando-se por 2h a – 20ºC. Após centrifugação a 10.000g por 10 min a 10ºC, o DNA 

precipitado foi lavado duas vezes com 500μL de etanol 70%, seco à temperatura 

ambiente, ressuspenso em TE 0,1X (Tris-HCl 1mM pH 8, EDTA 0,1mM) e armazenado 

a –20ºC. Para as análises de RAPD, utilizou-se o DNA da larva de A. segetum diluído 

100X e do indivíduo adulto de A. segetum e de S. frugiperda diluídos 50X em TE 0,1X. 

 

Reações de  RAPD-PCR 

 

Para os estudos de caracterização molecular, utilizou-se 5µL do DNA diluído 

(100ng) em 30μL de uma reação de RAPD-PCR, contendo 3,0µL de tampão 10X 

(Amersham), 0,6µL de dNTP’s 10mM, 1,2μL de um primer 10µM de seqüência aleatória 

da Operon Technologies, Inc. (Tabela 1), 0,3µL de enzima Taq DNA polimerase 

(Pharmacia) na concentração de 2,5U.μL-1 e 24,9µL de água milliQ destilada. Após a 

adição do DNA, as reações foram cobertas com óleo mineral. 
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Tabela 1 – Primers usados nas reações de RAPD-PCR. 

Primer Seqüência (5’  3’) 

OPA-03 AGT CAG CCA C 

OPA-04 AAT CGG GCT G 

OPA-10 GTG ATC GCA G 

OPA-11 CAA TCG CCG T 

OPA-13 CAG CAC CCA C 

OPA-18 AGG TGA CCG T 

OPR-01 TGC GGG TCC T 

OPR-02 CAC AGC TGC C 

OPR-04 CCC GTA GCA C 

OPR-08 CCC GTT GCC T 

 

 

Obtenção de perfis eletroforéticos 
 

As amplificações foram efetuadas em termociclador (PTC 100 MJ Research) 

programado para 45 ciclos, contendo uma etapa inicial de desnaturação de 3  min a 

94°C. Cada ciclo foi constituído de uma etapa de desnaturação de 1 min a 93°C, 

anelamento por 1 min a 35°C e extensão por 2 min a 72°C. Após os ciclos, foi realizada 

uma etapa de extensão final de 5min a 72°C. Os produtos de amplificação foram 

visualizados em gel de agarose 1,5% submerso em tampão TBE 1X (Tris-borato 9mM e 

EDTA 1mM), fotografados e arquivados no sistema de fotodocumentação (Eagleeye). 

Em todos os géis, marcadores de massa molecular (Ladder 100 bp - GIBCO) foram 

usados para a determinação do tamanho dos fragmentos amplificados. 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 
  

1. Descrição das fichas bioecológicas das espécies de insetos utilizadas nesse 

trabalho 

 

1.1. Agrotis segetum (Denis & Schiffermüller, 1775) 
 

Posição Taxonômica 
 
Classe: Insecta 

Ordem: Lepidoptera 

Família: Noctuidae 

 
Sinonímia 
 

Scotia segetum Schiffermüller 

Euxoa segetum 

 
Nomes Vulgares 
 

common cutworm 

gusano cortador 

noctuelle des moissons 

turnip moth 

winter moth 

mariposa do aipo 

 
 
 
Plantas Hospedeiras 
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Allium cepa (cebola), Alliaceae (Boettcher, 1992) 

Allium porrum (alho-porró), Alliaceae (Boll & Ravn, 1993) 

Arachis hypogaea (amendoim), Fabaceae (Eeden et al., 1994) 

Asparagus sp. (aspargo, Liliaceae) (Tarasco, 2001) 

Aster sp. (aster), Asteraceae (Fritzsche et al., 1991) 

Beta vulgaris (beterraba) Chenopodiaceae (Boll & Ravn, 1993; Mrowczynski et al., 

2003) 

Beta vulgaris var. saccharifera (beterraba), Chenopodiaceae (Ugur et al., 1987; 

Jakubowska, 2003) 

Brassica campestris var. toria, Brassicaceae (Kalra, 1992) (Wu et al., 1992) 

Brassica carinata (couve-da-Etiópia), Brassicaceae (Kalra, 1992) 

Brassica juncea (mostarda-de-folha), Brassicaceaee (Kalra, 1992) 

Brassica napus (canola), Brassicaceae (Kalra, 1992) 

Brassica napus var. oleifera (colza/canola), Brassicaceae (Gong et al., 1993) 

Brassica oleracea var. botrytis (couve-flor), Brassicaceae (Hachler, 1992) 

Brassica oleracea var. capitata (repolho), Brassicaceae (Ugur et al., 1987; Walangululu 

& Mushagalusa, 2000)      

Capsicum spp., Solanaceae (Zufarova & Kislitsina, 1991) 

Capsicum annuum (pimentão), Solanaceae (Nikolov & Davidkova, 1988) 

Chenopodium album, Chenopodiaceae (Wu et al., 1992) 

Cichorium intybus (chicoria amarga), Asteraceae (Taraborrelli et al., 1989) 

Cichorium endivia (chicória), Asteraceae (Lopez Robles & Hague, 2003) 

Cucumis melo (melão), Cucurbitaceae (EPPO, 2004b) 

Cucurbita pepo (abobrinha), Cucurbitaceae (EPPO, 2004b) 

Cynara scolymus (alcachofra), Asteraceae (Ortu & Putzolu, 1998) 

Daucus carota (cenoura), Apiaceae (Esbjerg, 2003) 

Fragaria ananassa (morango), Rosaceae (Benuzzi & Antoniacci, 1995) 

Glycine max (soja), Fabaceae (Ismukhambetov & Karbozova, 1992) 

Gossypium spp. (algodão), Malvaceae (Khushbaktov, 1995) 

Gossypium hirsutum (algodão), Malvaceae (EPPO, 2004a) 

Hibiscus cannabinus (cânhamo brasileiro), Malvaceae (Zufarova & Kislitsina, 1991) 
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Hordeum vulgare (cevada), Poaceae (Mohyuddin, 1996; Mrowczynski et al., 2003) 

Lactuca sativa (alface), Asteraceae (Hachler, 1992; Boll & Ravn, 1993) 

Lycopersicon esculentum (tomate), Solanaceae (Zufarova & Kislitsina, 1991; Verma & 

Verma, 2002) 

Malus pumila (maçã), Rosaceae (Dickler & Steuerwald, 1997; Ciglar & Baric, 1998) 

Medicago sativa (alfafa), Fabaceae (Hansson et al., 1990; El Mergawy et al., 2003) 

Mentha sp., Lamiaceae (Ramesh Chandra, 2004) 

Nicotiana spp. (tabaco), Solanaceae (Vasilev, 1987) 

Nicotiana tabacum (fumo), Solanaceae (Sannino, 2005) 

Oryza sp., Poaceae (Jana et al., 1993) 

Phaseolus vulgaris (feijão), Fabaceae (Parisi & Ranalli, 1997) 

Prunus persica (pêssego), Rosaceae (Ciglar & Baric, 1998) 

Pyrus communis (pêra), Rosaceae (Ciglar & Baric, 1998) 

Secale cereale (centeio), Poaceae (Loginov, 2003) 

Sesamum indicum (gergelim), Pedaliaceae (Zumreoglu & Akbulut, 1988) 

Solanum tuberosum (batata), Solanaceae (Boll & Ravn, 1993; Jakubowska; 

Mrowczynski et al., 2003) 

Spinacia oleracea (espinafre), Chenopodiaceae (Ugur et al., 1987) 

Trifolium alexandrium (trevo de Alexandria, Fabaceae) (El Mergawy et al., 2003) 

Trifolium repens (trevo branco, Fabaceae) (Zhao PeiBao et al., 2004) 

Triticum sp., Poaceae (Wu et al., 1992) 

Triticum aestivum (trigo), Poaceae (Mohyuddin, 1996; Zubachev et al., 2001) 

Zea mays (milho), Poaceae (Zufarova & Kislitsina, 1991; Hachler, 1992; David & 

Decoin, 1999; Hachler et al., 2001) 

 
Distribuição Geográfica 
 
África: 

África do Sul (Eeden et al., 1994) 

Costa do Marfim (Vanucci et al., 1992) 

Egito (El Mergawy et al., 2003) 
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Etiópia (Kravtchenko, 1992) 

Republica Democrática do Congo (Walangululu & Mushagalusa, 2000) 

Zimbábue (LaForest et al., 1999) 

 

Ásia: 

Azerbaijão (Kulieva, 1997) 

Cazaquistão (Ismukhambetov & Karbozova, 1992) 

China  

Shandong (Zhao PeiBao et al., 2004) 

Shanxi (Wang & Zhang, 1988) 

Hunan (Li et al., 1993) 

Índia (Kalra, 1992; Verma & Verma, 2002) 

Malásia (Ishibashi & Choi, 1992) 

Myamar (Morris & Waterhouse, 2001) 

Paquistão (Mohyuddin, 1996)  

Turquia (Zumreoglu & Akbulut, 1988) 

Uzbequistão (Zufarova & Kislitsina, 1991; Khushbaktov, 1995) 

 

Europa: 

Alemanha (Dickler & Steuerwald, 1997) 

Armênia (Hansson et al., 1990) 

Bulgária (Nikolov & Davidkova, 1988; Hansson et al., 1990) 

Croácia (Ciglar & Baric, 1998) 

Dinamarca (Boll & Ravn, 1993; Esbjerg, 2003) 

Espanha (Lopez Robles & Hague, 2003) 

França (Alsácia) (David & Decoin, 1999; Barnay et al., 2001) 

Hungria (Nowinszky, 1999) 

Itália (Parisi & Ranalli, 1997; Ortu & Putzolu, 1998; Tarasco, 2001) 

Macedônia  (Vasilev, 1987) 

Moldova  (Ram et al., 1995) 

Noruega (Kobro, 1991) 
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Polônia (Jakubowska; Mrowczynski et al., 2003) 

Portugal (Marques et al., 1999) 

Reino Unido (Wickramasinghe et al., 2004) 

República Tcheca (Hrudova, 2005) 

Romênia  (Brudea & Rosca, 1992) 

Rússia (Loginov, 2003; Korganova, 2004) 

Suécia (Esbjerg, 2003) 

Suíça (Genebra) (Hachler, 1992; Hachler et al., 2001) 

Ucrânia (Zubachev et al., 2001; MROWCZYNSKI et al., 2003) 

  

Via-de-ingresso 

 

Folha, caule e raiz. 
 
Sintomas 
 

As larvas danificam a brotação do algodão, fazem buracos, cortam as raízes ou talos 

próximos a raiz e às vezes consomem a parte aérea do broto. Durante períodos de pico 

populacional as larvas podem destruir completamente os brotos (Khamraev & 

Davenport, 2005). Agrotis segetum e Agrotis ipsilon atacam o tabaco após o 

transplante, cortando o caule ao nível do solo (Sannino, 2005). 

 

Detecção 

 

Por viver no solo, onde se alimenta nas mudas de vários vegetais e de muitas outras 

plantas, Agrotis segetum é difícil de controlar. Geralmente é detectado somente quando 

as plantas já estão muito danificadas (El Salamouny et al., 2003). 
 
 
Expressão Econômica 
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Por ser uma praga polífaga, qualquer vegetal poderá servir como alimento, em qualquer 

período do ano. Os efeitos da alimentação podem ser cosméticos ou até a destruição 

completa de plântulas pelo corte na base da haste. Uma amostragem de largata-rosca 

no Reino Unido revelou que essa é a espécie mais comum, encontrada em uma grande 

variedade de culturas causando grande impacto nas áreas de produção, como por 

exemplo, em beterraba, alface e repolho, no período correspondente a julho a outubro 

(Oliveira, 1988). Em Israel o ataque da praga ocorre no período de maio a junho mas as 

principais perdas ocorreram entre abril e junho, nas áreas de produção de citros, maçã, 

oliveira, uva, milho, tabaco, batata, berinjela, cenoura e repolho (Oliveira, 1988).  

 
Medidas Quarentenárias 

 

O maior risco de introdução desta praga em regiões onde ainda não existe é a 

partir da entrada de larvas ou pupas em plantas hospedeiras e partes de plantas 

ornamentais, como arranjos florais (Commonwealth of Australia, 1996). Nos portos e 

aeroportos, as brotações, as folhas novas, os frutos em desenvolvimento e outras 

partes de vegetais, principalmente de plantas ornamentais, devem ser cuidadosamente 

examinados, com o auxílio de lupas de bolso (x30). Em caso de suspeita, o material 

deve ser tratado imediatamente. Recomenda-se que todas as plantas hospedeiras e 

parte destas, bem como outro tipo de material de propagação, sejam provenientes de 

sementeiras ou locais livres da praga e quando importadas, estejam acompanhadas de 

um Certificado Fitossanitário, bem como sejam fumigados antes do envio. O Certificado 

Fitossanitário deve especificar o tratamento realizado no material vegetal.  
 

1.2. Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797) 
 

Posição Taxonômica 
 
Classe: Insecta 

Ordem: Lepidoptera 

Família: Noctuidae 
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Sinonímia 
 

Laphygma frugiperda

Noctua frugiperda  

Phalaena frugiperda 

 
Nomes Vulgares 
 

fall armyworm 

gusano cogollero 

lagarta-do-cartucho 

lagarta-do-cartucho do milho 

lagarta-dos-arrozais 

lagarta militar 

 
Plantas Hospedeiras 
 

Arachis hypogea (amendoim), Fabaceae (Meagher & Mitchell, 2001) 

Brassica oleracea var. capitata (repolho), Brassicaceae (Armstrong, 1994) 

Gossypium hirsutum (algodão), Malvaceae (Fernandes et al., 2002) 

Oryza sativa (arroz) Poaceae (Didonet J. et al.; IAPAR, 2001; Busato et al., 2005) 

Zea mays (milho) Poaceae  (Evans & Stansly; Vanegas, 1990; Gonzalez et al., 1994; 

Lopez & Reyes, 1995; Silva et al., 2000; Jose Fernandez et al., 2001; Pinango et al., 

2001; Garcia et al., 2002; Bastos et al.; Bleicher et al.; Guerreiro et al.; Kuniyoshi et al.; 

Vargas & Bobadilla, 2003; Giaveno et al.; Nagoshi & Meagher, 2004; Busato et al., 

2005) 

Saccharum officinarum (cana-de-açúcar), Poaceae (Badilla Fernandez, 2002) 

Triticum aestivum (trigo) Poaceae (Gomez & Avila, 2001) 
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Distribuição Geográfica 
 

América Central e Caribe 

 Cuba (Jose Fernandez et al., 2001) 

 Costa Rica (Badilla Fernandez, 2002) 

 Honduras (Kuniyoshi et al., 2003) 

 Nicaragua (Vanegas, 1990) 

 Porto Rico (Armstrong, 1994) 

 Trinidade e Tobago (Vignes, 1991) 

 

América do Norte 

Estados Unidos (Nagoshi & Meagher, 2004) 

México (Rojas et al., 2004) 

 

América do Sul 

Argentina (Giaveno et al., 2004) 

Bolívia (Lopez & Reyes, 1995) 

Brasil 

Ceará (Bleicher et al., 2003) 

Espírito Santo (Fanton, 1990) 

Mato Grosso (Gomez & Avila, 2001) 

Mato Grosso do Sul (Favero et al., 2000; Fernandes et al., 2002) 

Minas Gerais (Bastos et al., 2003) 

Paraná (IAPAR, 2001) 

Pernambuco (Gonzalez et al., 1994) 

Rio Grande do Norte (Silva et al., 2000) 

Rio Grande do Sul (Busato et al., 2005) 

São Paulo (Guerreiro et al., 2003) 

Tocantins (Didonet J. et al., 2001) 

Chile (Vargas & Bobadilla, 2003) 

Colômbia (Garcia R. et al., 2002) 
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Equador (Evans & Stansly, 1990) 

Guiana Francesa (Silvain & Remillet, 2003) 

Venezuela (Pinango et al., 2001) 

 
Europa 

Lituânia (Ostrauskas, 2003) 

 

Sintomas 
 

 No início do ataque à planta do milho, as lagartas raspam as folhas deixando 

áreas transparentes. A lagarta se desenvolve e passa a localizar-se no cartucho da 

planta, destruindo-o. O estádio da planta mais sensível ao ataque é quando esta 

apresenta de 8 a 10 folhas. Medidas para o controle devem ser realizadas quando 17% 

das plantas estiverem com o sintoma de folhas raspadas (Cruz et al., 2005).  

 

 A lagarta-dos-arrozais, também conhecida como lagarta-do-cartucho do milho ou 

lagarta-militar (Spodoptera frugiperda) existe em todos os Estados do Brasil, é polífaga 

e tem grande poder de destruição. No arroz irrigado, o período crítico de ataque ocorre 

entre a emergência das plântulas e a inundação da lavoura, quando as lagartas cortam 

as plantas rente ao solo, podendo destruir áreas extensas da cultura. A praga pode 

atacar toda a parte aérea da planta de arroz, sendo mais comum e prejudicial por 

reduzir a superfície foliar das plantas jovens ou mais desenvolvidas, quando há 

comprometimento da folha bandeira (Ferreira & Barrigossi, 2005). 

 
Expressão Econômica 

 

 Spodoptera frugiperda é considerada a principal praga da cultura do milho no 

Brasil. Ataca a planta desde a sua emergência até o pendoamento e espigamento. O 

seu ataque ocorre em todos os estádios de desenvolvimento do milho, podendo causar 

perdas de até 34% (Willims & Prates, 2003) e dependendo do estádio da cultura, essas 

perdas podem alcançar até 39% (Bogorni & Vendarmim, 2003; Cruz et al., 2005). 
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Nagoshi & Meagher (2004), relacionam duas raças para essa espécie, a raça do arroz e 

a do milho. Busato et al. (2004) e Busato et al. (2005), citam a presença das raças do 

arroz e milho, no estado do Rio Grande do Sul. 

 

 Em condições de laboratório, uma lagarta de S. frugiperda, para completar o 

desenvolvimento na cultivar de arroz irrigado BR Irga 409, precisou, em média, de 20,6 

dias, e consumiu 156,7 cm2 de folha; os três últimos ínstares larvais foram responsáveis 

por mais de 90% do total de folhas consumidas. Em arroz novo, antes da irrigação, 

verificou-se que, em sete dias de alimentação, cada lagarta pode provocar redução de 

0,9% na produção de grãos, se for originada dentro da lavoura, e 1,5%, se for migrante 

(Ferreira & Barrigossi, 2005). 

 
2. Definições de perfis eletroforéticos 

 
 Os 10 primers de seqüência aleatória de RAPD produziram padrões de 

bandeamento diferenciados entre as espécies de lepidópteras analisadas nesse 

trabalho (Figura 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 23



       OPA-03               OPA-04                OPA-10                OPA-11               OPA-13

      OPA-18                 OPR-01                  OPR-02             OPR-04             OPR-08

 

 

Figura 1 – Perfis de marcadores moleculares obtidos das amostras analisadas com    

10 primers de RAPD. Amostras organizadas da esquerda para direita: marcador de 

massa molecular 100 pb ladder, larva de A. segetum, indivíduo adulto de A. segetum e 

larva de S. frugiperda. 

 

Quando comparado com o perfil eletroforético produzido pela larva de 3o ínstar 

de S. frugiperda, as amostras de A. segetum produziram diferentes padrões de 

bandeamento. Com o primer OPA-04 observou-se bandas de 200 pb e 320 pb 

presentes nas amostras de A. segetum que não apresentavam correspondência nas 

amostras de S. frugiperda. Resultado similar foi observado com o uso do primer OPA-

10. O primer OPA-11 produziu uma banda de massa molecular elevada e encontrada 

apenas no indivíduo adulto de A. segetum. O primer OPA-13 gerou uma banda de 250 
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pb com potencial de ser explorada como marcador espécie-específico para essa 

variedade de lepidóptera. O mesmo aconteceu com o primer OPA-18 onde foi 

observada uma banda de massa molecular elevada, também, com potencial de uso 

semelhante ao primer OPA-13. Com os primers OPR-01, OPR-02 e OPR-08 foram 

gerados diferentes perfis de marcadores entre as duas amostras de A. segetum. 

Apenas o primer OPA-03 não apresentou diferenças marcantes entre as duas espécies 

de lepidópteros. 

 

Estes resultados indicam que a técnica de RAPD pode ser usada a partir de 

amostras frescas ou conservada em álcool (Lima et al., trabalho no prelo), para a 

identificação dos lepidópteros em questão. Uma estratégia molecular foi estabelecida 

para atender a necessidade de se detectar a presença de insetos exóticos nas culturas 

do Brasil a partir de amostras armazenadas em álcool. Além disso, a partir dos 

marcadores moleculares gerados por RAPD é possível o desenvolvimento de primers 

específicos para as espécies de lepidópteras. Essa estratégia foi aplicada por Agusti et 

al. (1999) que desenvolveram primers específicos para a detecção de H. armigera no 

intestino de possíveis predadores dessa espécie. Dessa forma, os marcadores 

moleculares obtidos por RAPD mostram-se úteis para o desenvolvimento de várias 

estratégias no estudo da dinâmica das populações de lepidópteras. 

 

 Contudo, o sucesso na obtenção de marcadores moleculares via RAPD é 

dependente da qualidade do DNA obtido a partir dos tecidos do inseto. A técnica de 

extração utilizada nesse trabalho forneceu DNA com qualidade para a análise de 

lepidópteros utilizando-se primers de RAPD.  

 

CONCLUSÃO 
 

 O perfil molecular obtido por meio de RAPD-PCR nesse trabalho indica que o 

método poderá ser utilizado para elaboração de um perfil padrão de identificação de A. 

segetum. Deverão ser testadas outras espécies correlatas para avaliar a eficiência da 

identificação molecular desta praga, caso ela venha ser interceptada ou introduzida no 
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país, permitindo a identificação segura e ações rápidas de quarentena e a elaboração de 

políticas públicas para pragas quarentenárias. 
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Resumo XE "Resumo" 

O mundo passa por mudanças no desenvolvimento sustentável da agricultura, na segurança dos alimentos e na comercialização de produtos agropecuários. Medidas quarentenárias desempenham papéis importantes contribuindo para barrar a entrada de organismos exóticos contribuindo de forma preponderante para sustentabilidade ambiental e do agronegócio brasileiro. Agrotis segetum é uma praga de expressão quarentenária para o Brasil. Ela compõe a “Coleção biológica de referência de insetos exóticos” da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. O perfil molecular para essa praga foi determinado por meio de RAPD-PCR. O protocolo molecular otimizado deverá ser aplicado quando da suspeita ou interceptação da praga no país, contribuindo para a concretização de ações quarentenárias e no estabelecimento e desenvolvimento de um banco de marcadores moleculares baseados em RAPD para insetos exóticos. A técnica de RAPD-PCR (Polimorfismo de DNA Amplificado ao Acaso) se baseia na amplificação do DNA gerando simplicidade e rapidez a baixos custos ao mesmo tempo em que facilita a identificação de uma praga quarentenária.

RAPD-PCR fingerprinting to the quarantine pest to Brazil, Agrotis segetum  (Lepidoptera, Noctuidae)



ABSTRACT XE "ABSTRACT" 

The world goes by changes in the maintainable development of the agriculture, in the safety of the food and in the commercialization of agricultural products. Quarantine measures play important parts contributing to obstruct the entrance of exotic organisms in a preponderant way to environmental sustainability and Brazilian Agrobusiness. Agrotis segetum is a pest of quarantine expression to Brazil. It composes the biological "Collection of Reference of Exotic Insects" of Embrapa Genetic Resources and Biotechnology. The molecular profile for that pest was determined through RAPD-PCR. The optimized molecular protocol should be applied to test all imported commodities suspicious of being infested with pests, contributing to the products quarantine actions and to the establishment and development of a molecular markers bank based on RAPD for exotic insects. The technique of RAPD-PCR (Random Amplified Polymorphic DNA) is based on the amplification of DNA generating simplicity, efficiency and at the same


Introdução XE "Introdução" 

O mundo passa por mudanças no desenvolvimento sustentável da agricultura, na segurança dos alimentos e na comercialização de produtos agropecuários. A sociedade busca pela segurança biológica do meio onde vive. Associado a esses fatores tem o desenvolvimento do país, no qual uma concentração de esforços tenta reduzir perdas agrícolas ocasionadas por pragas que são introduzidas no país.
 


INCLUDEPICTURE "../Plano%20de%20contingência/indent.gif" \* MERGEFORMAT \d"
Hoje, a bem da necessidade de crescer e alimentar o Brasil e o planeta, busca-se reduzir as perdas em níveis próximos de zero, por meio do aperfeiçoamento do processo de manejo, que vai desde a escolha de variedades e ponto de colheita, até o seu depósito em silos ou armazéns (Oliveira et al., 2005).



Um dos elementos críticos nesse processo de sustentabilidade, eficiência e segurança no contexto da globalização da economia é o movimento de organismos ou espécies invasoras exóticas (EIE), de uma região para outra, em função do comércio, transporte, trânsito e turismo. Bioglobalização se refere ao deslocamento de organismos de uma região para outra, inadvertida ou intencionalmente, levando a prejuízos incalculáveis. Vários exemplos podem ser dados sobre o impacto da entrada de pragas exóticos na agricultura brasileira e mundial (Oliveira et al., 2005). 



De acordo com a FAO (2002), praga é qualquer espécie, raça ou biótipo de vegetais, animais ou agentes patogênicos, nocivos aos vegetais ou produtos vegetais. Praga quarentenária é um organismo de expressão econômica potencial para a área posta em perigo e onde ainda não está presente, ou se está não se encontra amplamente distribuída e é oficialmente controlada (FAO 2002). Entende-se também como sinônimo de pragas quarentenárias, as espécies exóticas (EE), cuja definição é: espécies ou subespécies ou grupos táxons inferiores, introduzidos fora de seu habitat natural ou presente distribuição geográfica; inclui qualquer parte de tais espécies como gametas, ovos ou propágulos que possam sobreviver e subseqüentemente reproduzir, e por espécies invasoras exóticas (EIE), uma espécie exótica cuja introdução e ou dispersão ameaça a diversidade biológica (CBD, 2002). 



Dentro dessa perspectiva, a Estação Quarentenária de Germoplasma Vegetal – EQGV, da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária – Embrapa, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, tem como uma de suas atribuições, a estruturação de uma “Coleção biológica de referência de insetos exóticos”. A elaboração de informes bioecológicos da praga considerando a abordagem de prevenção de entrada da praga no país associado à determinação do perfil molecular de RAPD-PCR (Polimorfismo de DNA Amplificado ao Acaso) contribui para a concretização de ações quarentenárias e no estabelecimento e desenvolvimento futuro de um banco de marcadores moleculares. Isso permitirá a identificação rápida e segura de uma praga exótica ser interceptada em um ponto de entrada no país, colaborando para a adoção de medidas quarentenárias e fitossanitárias de forma mais eficiente.



Agrotis segetum integra a “Coleção biológica de referência de insetos exóticos” da EQGV. Ela consta da lista de pragas quarentenárias para o Brasil e é uma praga polífaga e de ampla dispersão geográfica. Ela faz parte do grupo de lagartas-roscas pertencente à Família Noctuidae, porque no seu estágio imaturo, tem o hábito de cortar a base das hastes de plântulas e de ficar protegida no subsolo das áreas de cultivo e, à medida que avança a fase imatura, suas larvas se movimentam, fazendo túneis e danificando raízes. Ela está associada a solos férteis e muito cultivados (Jones & Jones, 1974; Bowden et al., 1982, citados por Oliveira, 1988). A sua via-de-ingresso pode ser feita por meio da parte aérea das plantas ornamentais. 



Para efeito de determinação do perfil molecular de A. segetum nesse trabalho, Spodoptera frugiperda (Smith) foi utilizada como espécie-padrão. Essa praga é uma das principais pragas do arroz e milho, no continente americano. Ela é vulgarmente conhecida como a lagarta-do-cartucho do milho ou lagarta-militar e é considerada a mais importante praga do milho no país. O seu ataque ocorre em todos os estádios de desenvolvimento do milho, podendo causar perdas de até 39% (Williams & Prates, 2003), dependendo, principalmente, do estádio da cultura em que ocorre o ataque (Valicente & Cruz, 1991; Cruz, 1995 citados por Bogorni & Vendarmim, 2003). Nagoshi & Meagher (2004), relaciona duas raças para essa espécie, a raça do arroz e a do milho.


A metodologia de trabalho constará da elaboração das fichas biológicas de Helicoverpa armigera, considerando a abordagem de prevenção de entrada da praga no país e de S. frugiperda, pela expressão econômica que ela representa para as culturas de milho e arroz no país. Também terá como objetivo determinar o perfil molecular por meio de RAPD, para essa espécie, de forma a subsidiar as medidas quarentenárias que por ventura necessitarem ser aplicadas para essa espécie quarentenária que integra a coleção biológica de referência de insetos quarentenários, se houver interceptação ou introdução da praga no país. 

Materiais e Métodos XE "Materiais e Métodos" 

Insetos XE "Insetos" 

Os insetos utilizados nesse trabalho foram, S. frugiperda e A. segetum.

S. frugiperda foi utilizada como espécie-padrão para a determinação do perfil molecular utilizando-se o RAPD-PCR. Larvas de terceiro instar, em número de cinco, foram coletadas na “Colônia de criação de insetos” da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia Essa colônia foi estabelecida em 1990 e é constituída de populações da Embrapa Milho e Sorgo, originárias da cultura do milho. A fase imatura é mantida em dieta artificial conforme estabelecido por Schmidt et al. (2001). A criação  das  larvas  foi  realizada  em ambiente com temperatura constante de 28º ± 1oC e fotoperíodo de 12 h. 


O material analisado de A. segetum foi cedido pelo Instituto de ARC-Grain Crops, em Potchesfstrroom, África do Sul, por meio do Dr. Johnnie van den Berg. Utilizou-se para análise parte de larva de A. segetum e parte de indivíduo adulto de A. segetum.

Perfil molecular XE "Perfil molecular" 

O procedimento utilizado para a obtenção de perfis moleculares de A. segetum, foi otimizado com base no protocolo previamente estabelecido para Helicoverpa armigera (Lima et al., trabalho no prelo). 


Os insetos foram submetidos à maceração e em seguida, adicionou-se 500(L de tampão de extração (Tris-HCl 10mM pH 8, EDTA 1mM, Triton X-100 0,3% e Proteinase K 60(g.mL-1), incubando-se por 30min a 65ºC. Em seguida, adicionou-se 500(L de fenol/clorofórmio/álcool isoamílico (25:24:1) e as fases foram homogeneizadas em vortex por 5s. Após a homogeneização, o material foi centrifugado por 10 min a 10.000g e a 10ºC. A fase aquosa foi então transferida para um novo tubo plástico, repetindo-se a etapa anteriormente descrita.


O DNA foi precipitado pela adição de 30(L de NaCl 5M e 1mL de etanol absoluto incubando-se por 2h a – 20ºC. Após centrifugação a 10.000g por 10 min a 10ºC, o DNA precipitado foi lavado duas vezes com 500(L de etanol 70%, seco à temperatura ambiente, ressuspenso em TE 0,1X (Tris-HCl 1mM pH 8, EDTA 0,1mM) e armazenado a –20ºC. Para as análises de RAPD, utilizou-se o DNA da larva de A. segetum diluído 100X e do indivíduo adulto de A. segetum e de S. frugiperda diluídos 50X em TE 0,1X.


Reações de  RAPD-PCR XE "Reações de  RAPD-PCR" 

Para os estudos de caracterização molecular, utilizou-se 5µL do DNA diluído (100ng) em 30(L de uma reação de RAPD-PCR, contendo 3,0µL de tampão 10X (Amersham), 0,6µL de dNTP’s 10mM, 1,2(L de um primer 10µM de seqüência aleatória da Operon Technologies, Inc. (Tabela 1), 0,3µL de enzima Taq DNA polimerase (Pharmacia) na concentração de 2,5U.(L-1 e 24,9µL de água milliQ destilada. Após a adição do DNA, as reações foram cobertas com óleo mineral.


Tabela 1 – Primers usados nas reações de RAPD-PCR.


		Primer

		Seqüência (5’ ( 3’)



		OPA-03

		AGT CAG CCA C



		OPA-04

		AAT CGG GCT G



		OPA-10

		GTG ATC GCA G



		OPA-11

		CAA TCG CCG T



		OPA-13

		CAG CAC CCA C



		OPA-18

		AGG TGA CCG T



		OPR-01

		TGC GGG TCC T



		OPR-02

		CAC AGC TGC C



		OPR-04

		CCC GTA GCA C



		OPR-08

		CCC GTT GCC T





Obtenção de perfis eletroforéticos XE "Obtenção de perfis eletroforéticos" 

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


Resultados e Discussão XE "Resultados e Discussão" 

1. Descrição das fichas bioecológicas das espécies de insetos utilizadas nesse trabalho XE "1. Descrição das fichas bioecológicas das espécies de insetos utilizadas nesse trabalho" 

1.1. Agrotis segetum (Denis & Schiffermüller, 1775) XE "1.1. Agrotis segetum (Denis & Schiffermüller, 1775)" 

Posição Taxonômica

Classe: Insecta


Ordem: Lepidoptera


Família: Noctuidae

Sinonímia


Scotia segetum Schiffermüller


Euxoa segetum

Nomes Vulgares


common cutworm


gusano cortador


noctuelle des moissons


turnip moth


winter moth


mariposa do aipo


Plantas Hospedeiras


Allium cepa (cebola), Alliaceae (Boettcher, 1992)


Allium porrum (alho-porró), Alliaceae (Boll & Ravn, 1993)


Arachis hypogaea (amendoim), Fabaceae (Eeden et al., 1994)


Asparagus sp. (aspargo, Liliaceae) (Tarasco, 2001)

Aster sp. (aster), Asteraceae (Fritzsche et al., 1991)

Beta vulgaris (beterraba) Chenopodiaceae (Boll & Ravn, 1993; Mrowczynski et al., 2003)

Beta vulgaris var. saccharifera (beterraba), Chenopodiaceae (Ugur et al., 1987; Jakubowska, 2003)


Brassica campestris var. toria, Brassicaceae (Kalra, 1992) (Wu et al., 1992)


Brassica carinata (couve-da-Etiópia), Brassicaceae (Kalra, 1992)


Brassica juncea (mostarda-de-folha), Brassicaceaee (Kalra, 1992)


Brassica napus (canola), Brassicaceae (Kalra, 1992)


Brassica napus var. oleifera (colza/canola), Brassicaceae (Gong et al., 1993)

Brassica oleracea var. botrytis (couve-flor), Brassicaceae (Hachler, 1992)


Brassica oleracea var. capitata (repolho), Brassicaceae (Ugur et al., 1987; Walangululu & Mushagalusa, 2000)     


Capsicum spp., Solanaceae (Zufarova & Kislitsina, 1991)

Capsicum annuum (pimentão), Solanaceae (Nikolov & Davidkova, 1988)


Chenopodium album, Chenopodiaceae (Wu et al., 1992)


Cichorium intybus (chicoria amarga), Asteraceae (Taraborrelli et al., 1989)


Cichorium endivia (chicória), Asteraceae (Lopez Robles & Hague, 2003)


Cucumis melo (melão), Cucurbitaceae (EPPO, 2004b)


Cucurbita pepo (abobrinha), Cucurbitaceae (EPPO, 2004b)


Cynara scolymus (alcachofra), Asteraceae (Ortu & Putzolu, 1998)

Daucus carota (cenoura), Apiaceae (Esbjerg, 2003)


Fragaria ananassa (morango), Rosaceae (Benuzzi & Antoniacci, 1995)


Glycine max (soja), Fabaceae (Ismukhambetov & Karbozova, 1992)


Gossypium spp. (algodão), Malvaceae (Khushbaktov, 1995)


Gossypium hirsutum (algodão), Malvaceae (EPPO, 2004a)


Hibiscus cannabinus (cânhamo brasileiro), Malvaceae (Zufarova & Kislitsina, 1991)

Hordeum vulgare (cevada), Poaceae (Mohyuddin, 1996; Mrowczynski et al., 2003)

Lactuca sativa (alface), Asteraceae (Hachler, 1992; Boll & Ravn, 1993)


Lycopersicon esculentum (tomate), Solanaceae (Zufarova & Kislitsina, 1991; Verma & Verma, 2002)


Malus pumila (maçã), Rosaceae (Dickler & Steuerwald, 1997; Ciglar & Baric, 1998)


Medicago sativa (alfafa), Fabaceae (Hansson et al., 1990; El Mergawy et al., 2003)


Mentha sp., Lamiaceae (Ramesh Chandra, 2004)


Nicotiana spp. (tabaco), Solanaceae (Vasilev, 1987)


Nicotiana tabacum (fumo), Solanaceae (Sannino, 2005)


Oryza sp., Poaceae (Jana et al., 1993)


Phaseolus vulgaris (feijão), Fabaceae (Parisi & Ranalli, 1997)


Prunus persica (pêssego), Rosaceae (Ciglar & Baric, 1998)

Pyrus communis (pêra), Rosaceae (Ciglar & Baric, 1998)

Secale cereale (centeio), Poaceae (Loginov, 2003)


Sesamum indicum (gergelim), Pedaliaceae (Zumreoglu & Akbulut, 1988)


Solanum tuberosum (batata), Solanaceae (Boll & Ravn, 1993; Jakubowska; Mrowczynski et al., 2003)


Spinacia oleracea (espinafre), Chenopodiaceae (Ugur et al., 1987)


Trifolium alexandrium (trevo de Alexandria, Fabaceae) (El Mergawy et al., 2003)

Trifolium repens (trevo branco, Fabaceae) (Zhao PeiBao et al., 2004)

Triticum sp., Poaceae (Wu et al., 1992)


Triticum aestivum (trigo), Poaceae (Mohyuddin, 1996; Zubachev et al., 2001)


Zea mays (milho), Poaceae (Zufarova & Kislitsina, 1991; Hachler, 1992; David & Decoin, 1999; Hachler et al., 2001)

Distribuição Geográfica


África:


África do Sul (Eeden et al., 1994)


Costa do Marfim (Vanucci et al., 1992)


Egito (El Mergawy et al., 2003)


Etiópia (Kravtchenko, 1992)


Republica Democrática do Congo (Walangululu & Mushagalusa, 2000)


Zimbábue (LaForest et al., 1999)


Ásia:


Azerbaijão (Kulieva, 1997)


Cazaquistão (Ismukhambetov & Karbozova, 1992)


China 


Shandong (Zhao PeiBao et al., 2004)


Shanxi (Wang & Zhang, 1988)


Hunan (Li et al., 1993)


Índia (Kalra, 1992; Verma & Verma, 2002)


Malásia (Ishibashi & Choi, 1992)


Myamar (Morris & Waterhouse, 2001)


Paquistão (Mohyuddin, 1996) 


Turquia (Zumreoglu & Akbulut, 1988)


Uzbequistão (Zufarova & Kislitsina, 1991; Khushbaktov, 1995)


Europa:


Alemanha (Dickler & Steuerwald, 1997)


Armênia (Hansson et al., 1990)


Bulgária (Nikolov & Davidkova, 1988; Hansson et al., 1990)


Croácia (Ciglar & Baric, 1998)


Dinamarca (Boll & Ravn, 1993; Esbjerg, 2003)


Espanha (Lopez Robles & Hague, 2003)


França (Alsácia) (David & Decoin, 1999; Barnay et al., 2001)


Hungria (Nowinszky, 1999)


Itália (Parisi & Ranalli, 1997; Ortu & Putzolu, 1998; Tarasco, 2001)

Macedônia  (Vasilev, 1987)


Moldova  (Ram et al., 1995)


Noruega (Kobro, 1991)


Polônia (Jakubowska; Mrowczynski et al., 2003)

Portugal (Marques et al., 1999)


Reino Unido (Wickramasinghe et al., 2004)


República Tcheca (Hrudova, 2005)


Romênia  (Brudea & Rosca, 1992)

Rússia (Loginov, 2003; Korganova, 2004)


Suécia (Esbjerg, 2003)


Suíça (Genebra) (Hachler, 1992; Hachler et al., 2001)


Ucrânia (Zubachev et al., 2001; MROWCZYNSKI et al., 2003)


Via-de-ingresso

Folha, caule e raiz.

Sintomas


As larvas danificam a brotação do algodão, fazem buracos, cortam as raízes ou talos próximos a raiz e às vezes consomem a parte aérea do broto. Durante períodos de pico populacional as larvas podem destruir completamente os brotos (Khamraev & Davenport, 2005). Agrotis segetum e Agrotis ipsilon atacam o tabaco após o transplante, cortando o caule ao nível do solo (Sannino, 2005).


Detecção

Por viver no solo, onde se alimenta nas mudas de vários vegetais e de muitas outras plantas, Agrotis segetum é difícil de controlar. Geralmente é detectado somente quando as plantas já estão muito danificadas (El Salamouny et al., 2003).

Expressão Econômica

Por ser uma praga polífaga, qualquer vegetal poderá servir como alimento, em qualquer período do ano. Os efeitos da alimentação podem ser cosméticos ou até a destruição completa de plântulas pelo corte na base da haste. Uma amostragem de largata-rosca no Reino Unido revelou que essa é a espécie mais comum, encontrada em uma grande variedade de culturas causando grande impacto nas áreas de produção, como por exemplo, em beterraba, alface e repolho, no período correspondente a julho a outubro (Oliveira, 1988). Em Israel o ataque da praga ocorre no período de maio a junho mas as principais perdas ocorreram entre abril e junho, nas áreas de produção de citros, maçã, oliveira, uva, milho, tabaco, batata, berinjela, cenoura e repolho (Oliveira, 1988). 

Medidas Quarentenárias

O maior risco de introdução desta praga em regiões onde ainda não existe é a partir da entrada de larvas ou pupas em plantas hospedeiras e partes de plantas ornamentais, como arranjos florais (Commonwealth of australia, 1996). Nos portos e aeroportos, as brotações, as folhas novas, os frutos em desenvolvimento e outras partes de vegetais, principalmente de plantas ornamentais, devem ser cuidadosamente examinados, com o auxílio de lupas de bolso (x30). Em caso de suspeita, o material deve ser tratado imediatamente. Recomenda-se que todas as plantas hospedeiras e parte destas, bem como outro tipo de material de propagação, sejam provenientes de sementeiras ou locais livres da praga e quando importadas, estejam acompanhadas de um Certificado Fitossanitário, bem como sejam fumigados antes do envio. O Certificado Fitossanitário deve especificar o tratamento realizado no material vegetal. 

1.2. Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797) XE "1.2. Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797)" 

Posição Taxonômica


Classe: Insecta


Ordem: Lepidoptera


Família: Noctuidae


Sinonímia


Laphygma frugiperda

Noctua frugiperda 


Phalaena frugiperda


Nomes Vulgares


fall armyworm


gusano cogollero


lagarta-do-cartucho


lagarta-do-cartucho do milho


lagarta-dos-arrozais

lagarta militar


Plantas Hospedeiras


Arachis hypogea (amendoim), Fabaceae (Meagher & Mitchell, 2001)

Brassica oleracea var. capitata (repolho), Brassicaceae (Armstrong, 1994)

Gossypium hirsutum (algodão), Malvaceae (Fernandes et al., 2002)

Oryza sativa (arroz) Poaceae (Didonet J. et al.; IAPAR, 2001; Busato et al., 2005)

Zea mays (milho) Poaceae  (Evans & Stansly; Vanegas, 1990; Gonzalez et al., 1994; Lopez & Reyes, 1995; Silva et al., 2000; Jose Fernandez et al., 2001; Pinango et al., 2001; Garcia et al., 2002; Bastos et al.; Bleicher et al.; Guerreiro et al.; Kuniyoshi et al.; Vargas & Bobadilla, 2003; Giaveno et al.; Nagoshi & Meagher, 2004; Busato et al., 2005)


Saccharum officinarum (cana-de-açúcar), Poaceae (Badilla Fernandez, 2002)


Triticum aestivum (trigo) Poaceae (Gomez & Avila, 2001)

Distribuição Geográfica


América Central e Caribe



Cuba (Jose Fernandez et al., 2001)


Costa Rica (Badilla Fernandez, 2002)



Honduras (Kuniyoshi et al., 2003)


Nicaragua (Vanegas, 1990)


Porto Rico (Armstrong, 1994)



Trinidade e Tobago (Vignes, 1991)

América do Norte


Estados Unidos (Nagoshi & Meagher, 2004)

México (Rojas et al., 2004)

América do Sul


Argentina (Giaveno et al., 2004)


Bolívia (Lopez & Reyes, 1995)

Brasil


Ceará (Bleicher et al., 2003)


Espírito Santo (Fanton, 1990)

Mato Grosso (Gomez & Avila, 2001)


Mato Grosso do Sul (Favero et al., 2000; Fernandes et al., 2002)

Minas Gerais (Bastos et al., 2003)


Paraná (IAPAR, 2001)


Pernambuco (Gonzalez et al., 1994)


Rio Grande do Norte (Silva et al., 2000)


Rio Grande do Sul (Busato et al., 2005)


São Paulo (Guerreiro et al., 2003)


Tocantins (Didonet J. et al., 2001)


Chile (Vargas & Bobadilla, 2003)


Colômbia (Garcia R. et al., 2002)


Equador (Evans & Stansly, 1990)


Guiana Francesa (Silvain & Remillet, 2003)


Venezuela (Pinango et al., 2001)


Europa


Lituânia (Ostrauskas, 2003)

Sintomas



No início do ataque à planta do milho, as lagartas raspam as folhas deixando áreas transparentes. A lagarta se desenvolve e passa a localizar-se no cartucho da planta, destruindo-o. O estádio da planta mais sensível ao ataque é quando esta apresenta de 8 a 10 folhas. Medidas para o controle devem ser realizadas quando 17% das plantas estiverem com o sintoma de folhas raspadas (Cruz et al., 2005). 



A lagarta-dos-arrozais, também conhecida como lagarta-do-cartucho do milho ou lagarta-militar (Spodoptera frugiperda) existe em todos os Estados do Brasil, é polífaga e tem grande poder de destruição. No arroz irrigado, o período crítico de ataque ocorre entre a emergência das plântulas e a inundação da lavoura, quando as lagartas cortam as plantas rente ao solo, podendo destruir áreas extensas da cultura. A praga pode atacar toda a parte aérea da planta de arroz, sendo mais comum e prejudicial por reduzir a superfície foliar das plantas jovens ou mais desenvolvidas, quando há comprometimento da folha bandeira (Ferreira & Barrigossi, 2005).


Expressão Econômica


Spodoptera frugiperda é considerada a principal praga da cultura do milho no Brasil. Ataca a planta desde a sua emergência até o pendoamento e espigamento. O seu ataque ocorre em todos os estádios de desenvolvimento do milho, podendo causar perdas de até 34% (Willims & Prates, 2003) e dependendo do estádio da cultura, essas perdas podem alcançar até 39% (Bogorni & Vendarmim, 2003; Cruz et al., 2005). Nagoshi & Meagher (2004), relacionam duas raças para essa espécie, a raça do arroz e a do milho. Busato et al. (2004) e Busato et al. (2005), citam a presença das raças do arroz e milho, no estado do Rio Grande do Sul.



Em condições de laboratório, uma lagarta de S. frugiperda, para completar o desenvolvimento na cultivar de arroz irrigado BR Irga 409, precisou, em média, de 20,6 dias, e consumiu 156,7 cm2 de folha; os três últimos ínstares larvais foram responsáveis por mais de 90% do total de folhas consumidas. Em arroz novo, antes da irrigação, verificou-se que, em sete dias de alimentação, cada lagarta pode provocar redução de 0,9% na produção de grãos, se for originada dentro da lavoura, e 1,5%, se for migrante (Ferreira & Barrigossi, 2005).


2. Definições de perfis eletroforéticos XE "2. Definições de perfis eletroforéticos" 

 Os 10 primers de seqüência aleatória de RAPD produziram padrões de bandeamento diferenciados entre as espécies de lepidópteras analisadas nesse trabalho (Figura 1).



Figura 1 – Perfis de marcadores moleculares obtidos das amostras analisadas com    10 primers de RAPD. Amostras organizadas da esquerda para direita: marcador de massa molecular 100 pb ladder, larva de A. segetum, indivíduo adulto de A. segetum e larva de S. frugiperda.


Quando comparado com o perfil eletroforético produzido pela larva de 3o ínstar de S. frugiperda, as amostras de A. segetum produziram diferentes padrões de bandeamento. Com o primer OPA-04 observou-se bandas de 200 pb e 320 pb presentes nas amostras de A. segetum que não apresentavam correspondência nas amostras de S. frugiperda. Resultado similar foi observado com o uso do primer OPA-10. O primer OPA-11 produziu uma banda de massa molecular elevada e encontrada apenas no indivíduo adulto de A. segetum. O primer OPA-13 gerou uma banda de 250 pb com potencial de ser explorada como marcador espécie-específico para essa variedade de lepidóptera. O mesmo aconteceu com o primer OPA-18 onde foi observada uma banda de massa molecular elevada, também, com potencial de uso semelhante ao primer OPA-13. Com os primers OPR-01, OPR-02 e OPR-08 foram gerados diferentes perfis de marcadores entre as duas amostras de A. segetum. Apenas o primer OPA-03 não apresentou diferenças marcantes entre as duas espécies de lepidópteros.

Estes resultados indicam que a técnica de RAPD pode ser usada a partir de amostras frescas ou conservada em álcool (Lima et al., trabalho no prelo), para a identificação dos lepidópteros em questão. Uma estratégia molecular foi estabelecida para atender a necessidade de se detectar a presença de insetos exóticos nas culturas do Brasil a partir de amostras armazenadas em álcool. Além disso, a partir dos marcadores moleculares gerados por RAPD é possível o desenvolvimento de primers específicos para as espécies de lepidópteras. Essa estratégia foi aplicada por Agusti et al. (1999) que desenvolveram primers específicos para a detecção de H. armigera no intestino de possíveis predadores dessa espécie. Dessa forma, os marcadores moleculares obtidos por RAPD mostram-se úteis para o desenvolvimento de várias estratégias no estudo da dinâmica das populações de lepidópteras.


Contudo, o sucesso na obtenção de marcadores moleculares via RAPD é dependente da qualidade do DNA obtido a partir dos tecidos do inseto. A técnica de extração utilizada nesse trabalho forneceu DNA com qualidade para a análise de lepidópteros utilizando-se primers de RAPD. 


Conclusão XE "Conclusão" 


O perfil molecular obtido por meio de RAPD-PCR nesse trabalho indica que o método poderá ser utilizado para elaboração de um perfil padrão de identificação de A. segetum. Deverão ser testadas outras espécies correlatas para avaliar a eficiência da identificação molecular desta praga, caso ela venha ser interceptada ou introduzida no país, permitindo a identificação segura e ações rápidas de quarentena e a elaboração de políticas públicas para pragas quarentenárias.
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