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Resumo

O movimento de pessoas, bens de consumo e dos meios de transporte vem
favorecendo a disperséo e consequentemente, a globalizacdo de pragas. A introdugao
e 0 estabelecimento dessas pragas resultam em perdas para os ecossistemas natural e
agricola, favorecendo impactos econbmicos, ambientais e sociais. Medidas
quarentenarias desempenham papéis importantes contribuindo para barrar a entrada de
organismos exoéticos. Hyphantria cunea € uma praga de expressao quarentenaria para
o Brasil. Ela compde a “Colecdo biologica de referéncia de insetos exéticos” da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. O perfil molecular para essa praga foi
determinado por meio de RAPD-PCR. O protocolo molecular otimizado devera ser
aplicado quando da suspeita ou interceptacdo da praga no pais, contribuindo para a

concretizacao de ac¢des quarentendrias e no estabelecimento e desenvolvimento de um
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banco de marcadores moleculares baseados em RAPD para insetos exéticos. A técnica
de RAPD-PCR (Polimorfismo de DNA Amplificado ao Acaso) se baseia na amplificagéo
do DNA gerando simplicidade e rapidez a baixos custos a0 mesmo tempo em que

facilita a identificacdo de uma praga quarentenaria.



INTRODUCAO

A globalizacé@o de pragas paralelamente a da economia mundial tem aumentado
em consequéncia das demandas da sociedade moderna. Esse fato gera problemas
dificeis de serem solucionados porque ao se permitir ou facilitar a entrada de pragas
exoticas em areas de producdo agricola e/ou naturais é praticamente impossivel a

erradicacao desses organismos.

De acordo com a FAO (2002), praga € qualguer espécie, raca ou biotipo de
vegetais, animais ou agentes patogénicos, nocivos aos vegetais ou produtos vegetais.
Praga quarentenaria € um organismo de potencial expressao econémica para a area
posta em perigo e onde ainda ndo est4d presente, ou se esta ndao se encontra
amplamente distribuido e é oficialmente controlado (FAO, 2002). Entende-se também
como sinbnimo de pragas quarentenarias, as espécies exéticas (EE), cuja definicdo é:
espécies ou subespécies ou grupos taxons inferiores, introduzidos fora de seu habitat
natural ou na presente distribuicdo geogréfica; inclui qualquer parte de tais espécies
como gametas, ovos ou propagulos que possam sobreviver e subseqientemente
reproduzir, e por espécies invasoras exoticas (EIE), espécies exdticas cuja introducao

ou dispersdo ameacam a diversidade biolégica (CONVENTION..., 2002).

De acordo com De Porter e Clout (2005), espécies invasoras exoticas contribuem
para a “poluicdo biologica” porque elas ndao se diluem com o tempo, ao contrario, suas
populacées aumentam em numero fazendo com que haja um aumento exponencial,
tanto em termos de dispersdo geografica quanto em densidade. A prevencao de
introducéo de espécies exoticas é a primeira e mais efetiva opcdo em termos de custo-

beneficio e sob o ponto de vista de custos diretos e indiretos ambientais e econémicos.

Dentro dessa perspectiva, a Estacdo Quarentenaria de Germoplasma Vegetal —
EQGV, da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria — Embrapa, Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia, tem como uma de suas atribuicdes, a estruturacao

de uma “Colecgéo biolégica de referéncia de insetos exoticos”. A elaboragéo de informes



bioecoldgicos da praga considerando a abordagem de prevencéo de entrada da praga
no pais associado a determinacdo do perfil molecular de RAPD-PCR (Polimorfismo de
DNA Amplificado ao Acaso) contribuem para a concretizacdo de a¢des quarentenarias
e no estabelecimento e desenvolvimento futuro de um banco de marcadores
moleculares. Isso permitird a identificacao rapida e segura de uma praga exotica ao ser
interceptada em um ponto de entrada no pais, colaborando para a ado¢do de medidas

guarentenarias e fitossanitarias de forma mais eficiente.

Hyphantria cunea, integra a “Colecao biolégica de referéncia de insetos exoéticos”
da EQGV. Apesar de néo constar da lista de pragas quarentenarias para o Brasil, essa
praga é exética para o pais.

Para efeito de determinacdo do perfil molecular de H. cunea, Spodoptera
frugiperda, foi utilizada como espécie-padrdo. Essa praga € uma das principais pragas
do arroz e milho, no continente americano. Ela € vulgarmente conhecida como a
lagarta-do-cartucho do milho ou lagarta-militar e é considerada a mais importante praga
do milho no pais. O seu ataque ocorre em todos os estadios de desenvolvimento do
milho, podendo causar perdas de até 39% (VIANA e PRATES, 2003), dependendo,
principalmente, do estadio da cultura em que ocorre o ataque (BOGORNI e
VENDRAMIM, 2003). Nagoshi e Meagher (2004a), relacionam duas ragas para essa

espécie, araca do arroz e a do milho.

A metodologia deste trabalho consta da elaboracdo das fichas bioldgicas de H.
cunea, considerando a abordagem de prevencdo de entrada da praga no pais e de S.
frugiperda, pela expressdo econdmica que ela representa para as culturas de milho e
arroz no pais. Também tem como objetivo determinar o perfil molecular por meio de
RAPD-PCR, para essa espécie, de forma a subsidiar as medidas quarentenarias que
por ventura necessitam ser aplicada para essa espécie exdtica que integra a colegéo
biolégica de referéncia de insetos quarentenarios, se houver interceptacdo ou

introduc&o da praga no pais.



MATERIAIS E METODOS

Insetos

Os insetos utilizados nesse trabalho foram S. frugiperda e H. cunea.

S. frugiperda foi utilizada como espécie-padrao para a determinacdo do perfil
molecular utilizando-se o RAPD-PCR. Larvas de terceiro instar, em numero de cinco,
foram coletadas na “Col6nia de criacdo de insetos” da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia. Essa colbnia foi estabelecida em 1990 e € constituida de populacfes
originarias da Embrapa Milho e Sorgo da cultura do milho. A fase imatura € mantida em
dieta artificial conforme estabelecido por Schmidt et al. (2001). A criagéo das larvas foi

realizada em ambiente com temperatura constante de 28° + 1°C e fotoperiodo de 12 h.

O material analisado de H. cunea, fornecido pelo Departamento de Bioresources
Development da Universidade de Hiroshima, em Nanatsuka, Shobara, Japéo, por meio

do Dr. Tadashi Gorni. Utilizou-se para analise parte de larva de H. cunea.

Perfil molecular

O procedimento utilizado para a obtencdo de perfis moleculares de H. cunea, foi
modificado com base no protocolo estabelecido para Helicoverpa armigera (LIMA et al.,

trabalho no prelo).

Os insetos foram macerados e em seguida, adicionou-se 500uL de tampéao de
extragcao (Tris-HCI 10mM pH 8, EDTA 1mM, Triton X-100 0,3% e Proteinase K 60ug.mL"
Y, incubando-se por 30min a 65°C. Em seguida, adicionou-se 500uL de
fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (25:24:1) e as fases foram homogeneizadas em
vortex por 5s. Ap6s a homogeneizagéo, o material foi centrifugado por 10min a 10.000g
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e a 10°C. A fase aquosa foi transferida para novo tubo plastico, repetindo-se a etapa

anteriormente descrita.

O DNA foi precipitado pela adicdo de 30uL de NaCl 5M e 1mL de etanol absoluto
incubando-se por 2h a — 20°C. Apds centrifugacdo a 10.000g por 10min a 10°C, o DNA
precipitado foi lavado duas vezes com 500uL de etanol 70%, seco a temperatura
ambiente, ressuspenso em TE 0,1X (Tris-HCI 1mM pH 8, EDTA 0,1mM) e armazenado
a —20°C. Para as analises de RAPD, utilizou-se o DNA da amostra de H. cunea diluida
100X e de S. frugiperda diluida 50X em TE 0,1X.

Reacbes de RAPD-PCR

Para os estudos de caracterizacdo molecular, utilizou-se 5uL do DNA diluido
(100ng) em 30uL de uma reacdo de RAPD-PCR, contendo 3,0pL de tampéo 10X
(Amersham), 0,6puL de dNTP’s 10mM, 1,2ulL de um primer 10uM de sequéncia aleatoria
da Operon Technologies, Inc. (Tabela 1), 0,3uL de enzima Taq DNA polimerase
(Pharmacia) na concentracdo de 2,5U.uL™ e 24,9uL de 4gua milliQ destilada. Apés a

adicdo do DNA, as reacdes foram cobertas com 6leo mineral.

Tabela 1 — Primers usados nas reacdes 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
OPA-18 AGG TGACCGT
OPR-01 TGC GGG TCCT
OPR-02 CACAGCTGCC
OPR-04 CCCGTAGCAC
OPR-08 CCCGTTGCCT

11



Obtencéo de perfis eletroforéticos

As amplificacbes foram efetuadas em termociclador (PTC 100 MJ Research)
programado para 45 ciclos, contendo uma etapa inicial de desnaturacdo de 3min a
94°C. Cada ciclo foi constituido de uma etapa de desnaturagcdo de 1min a 93°C,
anelamento por 1min a 35°C e extensdo por 2min a 72°C. Ap0s os ciclos, foi realizada
uma etapa de extensdo final de 5min a 72°C. Os produtos de amplificacdo foram
visualizados em gel de agarose 1,5% submerso em tampéo TBE 1X (Tris-borato 9mM e
EDTA 1mM), fotografados e arquivados no sistema de fotodocumentacdo (Eagleeye).
Em todos os géis, marcadores de massa molecular (Ladder 100 bp - GIBCO) foram

usados para a determinacao do tamanho dos fragmentos amplificados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Descricao das fichas bioecoldgicas das espécies de insetos utilizadas nesse

trabalho

1.1. Hyphantria cunea (Drury, 1773)
Posicao Taxondmica

Classe: Insecta

Ordem: Lepidoptera

Familia: Arctiidae

Sinonimia

Hyphantria textor Harris
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Nomes Vulgares

american fall webworm
american white butterfly
american white moth
bruco americano
chenille a tente estivale
fall webworm

I'ecaille fileuse

I'ifantria americana

Plantas Hospedeiras

Acer negundo (Aceraceae) (TREMATERRA et al., 1994; MAZZON e MARTINI, 2000;
IZHEVSKII, 2002)

Acer sp. Aceraceae (GAZIEV et al., 1999)

Corylus sp. (Betulaceae) (YAMAN et al., 2002)

Diospyros spp. Ebenaceae (GOMI e TAKEDA, 1991)

Diospyros virginiana, Ebenaceae (WILLIAMS et al., 1987)

Ficus carica (figo), Moraceae (GAZIEV et al., 1999)

Fraxinus excelsior (freixo-europeu), Oleaceae (MIKLOS, 1987)

Juglans regia (nogueira), Juglandaceae (GAZIEV et al., 1999; MAZZON e MARTINI,
2000)

Liguidambar styraciflua (liguidambar), Hamamelidaceae (DOWD et al., 1999)

Malus pumila (maca), Rosaceae (IZHEVSKII, 2002)

Morus alba (amora), Moraceae (TREMATERRA et al., 1994)

Morus nigra (amora preta), Moraceae (TREMATERRA et al., 1994)

Morus sp. Moraceae (GAZIEV et al.,, 1999; MAZZON e MARTINI, 2000; IZHEVSKII,
2002)
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Platanus spp. Platanaceae (TREMATERRA et al., 1994; MAZZON e MARTINI, 2000)
Populus spp. (Salicaceae) (GAZIEV et al., 1999; MAZZON e MARTINI, 2000)

Prunus avium (cereja), Rosaceae (IZHEVSKII, 2002)

Prunus domestica (ameixa), Rosaceae (IZHEVSKII; OLTEAN, 2002)

Salix spp. Salicaceae (MAZZON e MARTINI, 2000)

Sambucus nigra (sabugueiro), Caprifoliaceae (MAZZON e MARTINI, 2000)
Taxodium distichum (cipreste-calvo), Taxodiaceae (ZHOU et al., 1993)

Tilia cordata (tilia), Tiliaceae (TREMATERRA et al., 1994)

Vitis sp. (Vitaceae) (ORLINSKII, 1989; JERMINI et al., 1995; GAZIEV et al., 1999)
Vitis vinifera (uva), Vitaceae (DULA et al., 2004)

Distribuicdo Geogréfica

América do Norte

Canada (GOMI et al., 2004)

Estados Unidos (WILLIAMS et al., 1987; GOMI et al., 2004)
México (CAB..., 1999)

Asia

Azerbaijao (GAZIEV et al., 1999)

China (SU ZHI et al., 2004)

Coréia (GOMI et al., 2004)

Ird (REZAEI et al., 2003)

Japao (GOMI et al., 2004)

Republica da Georgia (LOLADZE et al., 2003)
Turquia (YAMAN et al., 2002)

Europa

Bulgaria (ORLINSKII, 1989)
Croéacia (GLAVAS et al., 1997)
Dinamarca (LARSEN, 1995)
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Franca (CHAUVEL, 2000)

Hungria (RIPKA, 2005)

Itdlia (TREMATERRA et al., 1994; MAZZON e MARTINI, 2000)
Moldova (DEREVYANKO, 1991)

Roménia (OLTEAN, 2002)

Russia (IZHEVSKII, 2002; STORCHEVAYA et al., 2004)
Sérvia e Montenegro (MIKLOS, 1987)

Suica (JERMINI et al., 1995)

Via-de-ingresso

Folhas (SHETLAR, 2005)

Sintomas

Poucos danos reais sao feitos a maioria das arvores. Entretanto, os ninhos podem néao
ser bem visiveis e mdultiplas geracdes em verdes prolongados podem levar a
desfolhacéao significativa. Grandes teias de seda nos ramos séo sinais da presenca de
Hyphantria cunea (Drury) (SHETLAR, 2005).

Deteccao

Hyphantria cunea (Drury), € mais freqientemente descoberta quando a presenca de
teias de seda nas arvores no final do verdao e inicio do outono sao observadas. As

lagartas incluem folhas e pequenos ramos em seus ninhos (SHETLAR, 2005).

Expressdo Econdmica

H. cunea é uma praga economicamente importante para aveld e outras culturas na Turquia, é responsavel ndo
somente como praga direta de plantas mas também como perturbador indireto para o homem - presenca no

ecossistema urbano - especialmente quando invadem as casas ou cobrem o0s carros estacionados com substéncia

agucarada (YAMAN et al., 2002).
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Medidas Quarentenarias

O maior risco de introducdo desta praga em regides onde ainda nao existe é a
partir da entrada de larvas ou pupas em plantas hospedeiras e partes de plantas
ornamentais, como arranjos florais (COMMONWEALTH..., 1996). Nos portos e
aeroportos, as brotacOes, as folhas novas, os frutos em desenvolvimento e outras
partes de vegetais, principalmente de plantas ornamentais como os bonsai, devem ser
cuidadosamente examinados, com o auxilio 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 propagacao,
sejam provenientes de sementeiras ou locais livres da praga e quando importadas,
estejam acompanhadas de um Certificado Fitossanitario, bem como fumigados antes
do envio. O Certificado Fitossanitario deve especificar o tratamento realizado no

material vegetal.

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

Classe: Insecta

Ordem: Lepidoptera

Familia: Noctuidae

Sinonimia

Laphygma frugiperda

Noctua frugiperda

Phalaena frugiperda
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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 e MITCHELL, 2001)

Brassica oleracea var. capitata (repolho), Brassicaceae (ARMSTRONG, 1994)
Gossypium hirsutum (algodéo), Malvaceae (FERNANDES et al., 2002)

Oryza sativa (arroz) Poaceae (DIDONET et al.; INSTITUTO..., 2001; BUSATO et al.,
2005)

Zea mays (milho) Poaceae (EVANS e STANSLY, 1990; VANEGAS, 1990; GONZALEZ
et al., 1994; LOPEZ e REYES, 1995; SILVA et al.,, 2000; FERNANDEZ et al., 2001;
PINANGO et al., 2001; GARCIA et al., 2002; BASTOS et al., 2003; BLEICHER et al.,
2003; GUERREIRO et al., 2003; KUNIYOSHI et al., 2003; VARGAS e BOBADILLA,
2003; GIAVENO et al., 2004; NAGOSHI e MEAGHER, 2004b; BUSATO et al., 2005)
Saccharum officinarum (cana-de-agucar), Poaceae (BADILLA FERNANDEZ, 2002)
Triticum aestivum (trigo) Poaceae (GOMEZ e AVILA, 2001)

Distribuicdo Geogréfica

América Central e Caribe

Cuba (FERNANDEZ et al., 2001)

Costa Rica (BADILLA FERNANDEZ, 2002)
Honduras (KUNIYOSHI et al., 2003)
Nicaragua (VANEGAS, 1990)
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Porto Rico (ARMSTRONG, 1994)
Trinidade e Tobago (VIGNES, 1991)

América do Norte
Estados Unidos (NAGOSHI e MEAGHER, 2004b)
México (ROJAS et al., 2004)

Ameérica do Sul

Argentina (GIAVENO et al., 2004)

Bolivia (LOPEZ e REYES, 1995)

Brasil
Ceara (BLEICHER et al., 2003)
Espirito Santo (FANTON, 1990)
Mato Grosso (GOMEZ e AVILA, 2001)
Mato Grosso do Sul (FAVERO et al., 2000; FERNANDES et al., 2002)
Minas Gerais (BASTOS et al., 2003)
Parand (INSTITUTO..., 2001)
Pernambuco (GONZALEZ et al., 1994)
Rio Grande do Norte (SILVA et al., 2000)
Rio Grande do Sul (BUSATO et al., 2005)
Séo Paulo (GUERREIRO et al., 2003)
Tocantins (DIDONET et al., 2001)

Chile (VARGAS e BOBADILLA, 2003)

Colombia (GARCIA et al., 2002)

Equador (EVANS e STANSLY, 1990)

Guiana Francesa (SILVAIN e REMILLET, 1993)

Venezuela (PINANGO et al., 2001)

Europa
Lituania (OSTRAUSKAS, 2003)
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Sintomas

No inicio do ataque a planta do milho, as lagartas raspam as folhas deixando
areas transparentes. A lagarta se desenvolve e passa a localizar-se no cartucho da
planta, destruindo-o. O estadio da planta mais sensivel 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, (Spodoptera frugiperda) existe em todos os Estados do
Brasil, é polifaga e tem grande poder de destrui¢cdo. No arroz irrigado, o periodo critico
de ataque ocorre entre a emergéncia das plantulas e a inundacao da lavoura, quando
as lagartas cortam as plantas rente ao solo, podendo destruir areas extensas da
cultura. A praga pode atacar toda a parte aérea da planta de arroz, sendo mais comum
e prejudicial por reduzir a superficie foliar das plantas jovens ou mais desenvolvidas,
quando h&d comprometimento da folha bandeira (FERREIRA e BARRIGOSSI, 2005).

Expressdo Econ6mica

Spodoptera frugiperda é considerada a principal praga da cultura do milho no
Brasil. Ataca a planta desde a sua emergéncia até o pendoamento e espigamento. As
perdas devidas ao ataque da lagarta podem reduzir a producdo em até 39% (VIANA e
PRATES, 2003), dependendo, principalmente, do estadio da cultura em que ocorre o
ataque essas perdas podem alcancar até 34% (BOGORNI e VENDRAMIM, 20083;
CRUZ et al., 2005). Nagoshi e Meagher (2004a), relacionam duas racas para essa
espécie, a raca do arroz e a do milho. Busato et al. (2004, 2005), citam a presenca das

racas do arroz e milho, no estado do Rio Grande do Sul.
Em condicdes de laboratério, 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 cm? de folha; os trés Gltimos instares larvais foram responséaveis
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por mais de 90% do total de folhas consumidas. Em arroz novo, antes da irrigacao,
verificou-se que, em sete dias de alimentagao, cada lagarta pode provocar reducao de
0,9% na producédo de graos, se for originada dentro da lavoura, e 1,5%, se for migrante
(FERREIRA e BARRIGOSSI, 2005).

2. Defini¢cBes de perfis eletroforéticos

Os 10 primers de sequéncia aleatéria de RAPD produziram padrdes de
bandeamento diferenciados entre as espécies de lepidopteras analisadas nesse
trabalho (Figura 1).
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Figura 1 — Perfis de marcadores moleculares obtidos das amostras analisadas com
10 primers de RAPD. Amostras organizadas da esquerda para direita: (MM) marcador
de massa molecular 100 pb ladder, larva de (Hc) H. cunea e larva de (Sf) S. frugiperda.

O perfil eletroforético produzido pela larva de 3° instar de H. cunea com o primer
OPA-03 gerou duas bandas principais de 480 pb e 650 pb nao relacionadas com a
amostra padrdo de S. frugiperda. Com o primer OPA-04 diferenciou-se H. cunea por
trés intensos sinais de amplificagédo variando na faixa de 700 pb a 1000 pb. Utilizando-
se o primer OPA-10 obteve-se uma banda de 550 pb n&o relacionada com a amostra
padrdo. Provavelmente, esse sinal de amplificacdo podera ser usado para a geracao de
um marcador especifico para essa espécie de lepidoptera. O primer OPA-11 originou

21



trés bandas de DNA caracteristicas na faixa de 600 pb a 900 pb. Os produtos gerados
pelo primer OPA-18 também se apresentaram como fortes candidatos para a geragao
de marcadores especificos para H. cunea. O primer OPR-01 duas bandas de 300 pb e
520 pb bem definidas para essa espécie de lepidoptera. Destacou-se nesse trabalho os
perfis eletroforéticos gerados pelos primers OPA-13, OPR-02 e OPR-04 como sendo 0s
primers mais polimorficos para a analise de H. cunea. Observou-se também que, dentre
0s primers selecionados para estudo, o primer OPR-08 gerou o mais intenso sinal de
amplificagéo, localizado na faixa de 600 pb a 700 pb.

Estes resultados indicam que a técnica de RAPD pode ser usada a partir de
amostras frescas ou conservada em alcool (LIMA et al., trabalho no prelo) para a
identificacdo dos lepidopteros em questdo. Uma estratégia molecular foi estabelecida
para atender a necessidade de se detectar a presenca de insetos exoticos nas culturas
do Brasil a partir de amostras armazenadas em alcool. Além disso, a partir dos
marcadores moleculares gerados por RAPD é possivel o desenvolvimento de primers
especificos para as espécies de lepiddpteras. 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. Dessa forma, os marcadores
moleculares obtidos por RAPD mostram-se Uteis para o desenvolvimento de varias
estratégias no estudo da dindmica das populacdes de lepiddpteras.

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 a andlise de

lepiddpteros utilizando-se primers de RAPD.
CONCLUSAO

O perfil molecular obtido por meio de RAPD-PCR nesse trabalho indica que o
método poderd ser utilizado para elaboracdo de um perfil padréo de identificacdo de H.

cunea. Deverdo ser testadas outras espécies correlatas para avaliar a eficiéncia da

identificacdo molecular desta praga, caso ela venha ser interceptada ou introduzida no
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pais, permitindo a identificacdo segura e acdes rapidas de quarentena e a elaboracado de

politicas publicas para pragas quarentenarias.
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Resumo XE "Resumo" 

O movimento de pessoas, bens de consumo e dos meios de transporte vem favorecendo a dispersão e conseqüentemente, a globalização de pragas. A introdução e o estabelecimento dessas pragas resultam em perdas para os ecossistemas natural e agrícola, favorecendo impactos econômicos, ambientais e sociais. Medidas quarentenárias desempenham papéis importantes contribuindo para barrar a entrada de organismos exóticos. Hyphantria cunea 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.


Introdução XE "Introdução"  



A globalização de pragas paralelamente à da economia mundial tem aumentado em conseqüência das demandas da sociedade moderna. Esse fato gera problemas difíceis de serem solucionados porque ao se permitir ou facilitar a entrada de pragas exóticas em áreas de produção agrícola e/ou naturais é praticamente impossível a erradicação desses organismos.



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 potencial expressão econômica para a área posta em perigo e onde ainda não está presente, ou se está não se encontra amplamente distribuído e é oficialmente controlado (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 na 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), espécies exóticas cuja introdução ou dispersão ameaçam a diversidade biológica (CONVENTION..., 2002). 



De acordo com De Porter e Clout (2005), espécies invasoras exóticas contribuem para a “poluição biológica” porque elas não se diluem com o tempo, ao contrário, suas populações aumentam em número fazendo com que haja um aumento exponencial, tanto em termos de dispersão geográfica quanto em densidade. A prevenção de introdução de espécies exóticas é a primeira e mais efetiva opção em termos de custo-benefício e sob o ponto de vista de custos diretos e indiretos ambientais e econômicos.



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) contribuem 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 ao ser interceptada em um ponto de entrada no país, colaborando para a adoção de medidas quarentenárias e fitossanitárias de forma mais eficiente.



Hyphantria cunea, integra a “Coleção biológica de referência de insetos exóticos” da EQGV. Apesar de não constar da lista de pragas quarentenárias para o Brasil, essa praga é exótica para o país. 



Para efeito de determinação do perfil molecular de H. cunea, Spodoptera frugiperda, 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% (VIANA e PRATES, 2003), dependendo, principalmente, do estádio da cultura em que ocorre o ataque (BOGORNI e VENDRAMIM, 2003). Nagoshi e Meagher (2004a), relacionam duas raças para essa espécie, a raça do arroz e a do milho.


A metodologia deste trabalho consta da elaboração das fichas biológicas de H. cunea, 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 tem como objetivo determinar o perfil molecular por meio de RAPD-PCR, para essa espécie, de forma a subsidiar as medidas quarentenárias que por ventura necessitam ser aplicada para essa espécie exótica 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 H. cunea.


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 originárias da Embrapa Milho e Sorgo 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 H. cunea, fornecido pelo Departamento de Bioresources Development da Universidade de Hiroshima, em Nanatsuka, Shobara, Japão, por meio do Dr. Tadashi Gorni. Utilizou-se para análise parte de larva de H. cunea. 

Perfil molecular XE "Perfil molecular" 

O procedimento utilizado para a obtenção de perfis moleculares de H. cunea, foi modificado com base no protocolo estabelecido para Helicoverpa armigera (LIMA et al., trabalho no prelo). 



Os insetos foram macerados 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 10min a 10.000g e a 10ºC. A fase aquosa foi transferida para 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 10min 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 amostra de H. cunea diluída 100X e de S. frugiperda diluída 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 3min a 94°C. Cada ciclo foi constituído de uma etapa de desnaturação de 1min a 93°C, anelamento por 1min a 35°C e extensão por 2min 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. Hyphantria cunea (Drury, 1773) XE "1.1. Hyphantria cunea (Drury, 1773)" 

Posição Taxonômica


Classe: Insecta


Ordem: Lepidoptera


Família: Arctiidae


Sinonímia


Hyphantria textor Harris

Nomes Vulgares


american fall webworm


american white butterfly


american white moth


bruco americano

chenille à tente estivale


fall webworm


l'ecaille fileuse


l'ifantria americana


Plantas Hospedeiras


Acer negundo (Aceraceae) (TREMATERRA et al., 1994; MAZZON e MARTINI, 2000; IZHEVSKII, 2002)

Acer sp. Aceraceae (GAZIEV et al., 1999)

Corylus sp. (Betulaceae) (YAMAN et al., 2002)


Diospyros spp. Ebenaceae (GOMI e TAKEDA, 1991)

Diospyros virginiana, Ebenaceae (WILLIAMS et al., 1987)

Ficus carica (figo), Moraceae (GAZIEV et al., 1999)


Fraxinus excelsior (freixo-europeu), Oleaceae (MIKLOS, 1987)

Juglans regia (nogueira), Juglandaceae (GAZIEV et al., 1999; MAZZON e MARTINI, 2000)

Liquidambar styraciflua (liquidambar), Hamamelidaceae (DOWD et al., 1999)

Malus pumila (maçã), Rosaceae (IZHEVSKII, 2002)

Morus alba (amora), Moraceae (TREMATERRA et al., 1994)


Morus nigra (amora preta), Moraceae (TREMATERRA et al., 1994)

Morus sp. Moraceae (GAZIEV et al., 1999; MAZZON e MARTINI, 2000; IZHEVSKII, 2002)


Platanus spp. Platanaceae (TREMATERRA et al., 1994; MAZZON e MARTINI, 2000)


Populus spp. (Salicaceae) (GAZIEV et al., 1999; MAZZON e MARTINI, 2000)

Prunus avium (cereja), Rosaceae (IZHEVSKII, 2002)


Prunus domestica (ameixa), Rosaceae (IZHEVSKII; OLTEAN, 2002)

Salix spp. Salicaceae (MAZZON e MARTINI, 2000)


Sambucus nigra (sabugueiro), Caprifoliaceae (MAZZON e MARTINI, 2000)


Taxodium distichum (cipreste-calvo), Taxodiaceae (ZHOU et al., 1993)


Tília cordata (tília), Tiliaceae (TREMATERRA et al., 1994)


Vitis sp. (Vitaceae) (ORLINSKII, 1989; JERMINI et al., 1995; GAZIEV et al., 1999)


Vitis vinifera (uva), Vitaceae (DULA et al., 2004)


Distribuição Geográfica


América do Norte


Canadá (GOMI et al., 2004)


Estados Unidos (WILLIAMS et al., 1987; GOMI et al., 2004)


México (CAB..., 1999)


Ásia


Azerbaijão (GAZIEV et al., 1999)

China (SU ZHI et al., 2004)

Coréia (GOMI et al., 2004)

Irã (REZAEI et al., 2003)


Japão (GOMI et al., 2004)

República da Geórgia (LOLADZE et al., 2003)


Turquia (YAMAN et al., 2002)


Europa 


Bulgaria (ORLINSKII, 1989)


Croácia (GLAVAS et al., 1997)


Dinamarca (LARSEN, 1995)


França (CHAUVEL, 2000)


Hungria (Ripka, 2005)


Itália (TREMATERRA et al., 1994; MAZZON e MARTINI, 2000)


Moldova (DEREVYANKO, 1991)

Romênia (OLTEAN, 2002)


Rússia (IZHEVSKII, 2002; STORCHEVAYA et al., 2004)

Sérvia e Montenegro (MIKLOS, 1987)


Suíça (JERMINI et al., 1995)


Via-de-ingresso

Folhas (SHETLAR, 2005)

Sintomas


Poucos danos reais são feitos à maioria das árvores. Entretanto, os ninhos podem  não ser bem visíveis e múltiplas gerações em verões prolongados podem levar à desfolhação significativa. Grandes teias de seda nos ramos são sinais da presença de Hyphantria cunea (Drury) (SHETLAR, 2005). 

Detecção

Hyphantria cunea (Drury), é mais freqüentemente descoberta quando a presença de  teias de seda nas árvores no final do verão e início do outono são observadas. As lagartas incluem folhas e pequenos ramos em seus ninhos (SHETLAR, 2005).

Expressão Econômica

H. cunea é uma praga economicamente importante para avelã e outras culturas na Turquia, é responsável não somente como praga direta de plantas mas também como perturbador indireto para o homem – presença no ecossistema urbano - especialmente quando invadem as casas ou cobrem os carros estacionados com substância açucarada (YAMAN et al., 2002).


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..., 1996). Nos portos e aeroportos, as brotações, as folhas novas, os frutos em desenvolvimento e outras partes de vegetais, principalmente de plantas ornamentais como os bonsai, 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 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 e MITCHELL, 2001)

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

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

Oryza sativa (arroz) Poaceae (DIDONET et al.; INSTITUTO..., 2001; BUSATO et al., 2005)

Zea mays (milho) Poaceae  (EVANS e STANSLY, 1990; VANEGAS, 1990; GONZALEZ et al., 1994; LOPEZ e REYES, 1995; SILVA et al., 2000; FERNANDEZ et al., 2001; PINANGO et al., 2001; GARCIA et al., 2002; BASTOS et al., 2003; BLEICHER et al., 2003; GUERREIRO et al., 2003; KUNIYOSHI et al., 2003; VARGAS e BOBADILLA, 2003; GIAVENO et al., 2004; NAGOSHI e MEAGHER, 2004b; BUSATO et al., 2005)


Saccharum officinarum (cana-de-açúcar), Poaceae (BADILLA FERNANDEZ, 2002)


Triticum aestivum (trigo) Poaceae (GOMEZ e AVILA, 2001)

Distribuição Geográfica


América Central e Caribe


Cuba (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 e MEAGHER, 2004b)


México (ROJAS et al., 2004)

América do Sul


Argentina (GIAVENO et al., 2004)


Bolívia (LOPEZ e REYES, 1995)

Brasil


Ceará (BLEICHER et al., 2003)


Espírito Santo (FANTON, 1990)

Mato Grosso (GOMEZ e AVILA, 2001)


Mato Grosso do Sul (FAVERO et al., 2000; FERNANDES et al., 2002)

Minas Gerais (BASTOS et al., 2003)


Paraná (INSTITUTO..., 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 et al., 2001)


Chile (VARGAS e BOBADILLA, 2003)


Colômbia (GARCIA et al., 2002)


Equador (EVANS e STANSLY, 1990)


Guiana Francesa (SILVAIN e REMILLET, 1993)


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, (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 e 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. As perdas devidas ao ataque da lagarta podem reduzir a produção em até 39% (VIANA e PRATES, 2003), dependendo, principalmente, do estádio da cultura em que ocorre o ataque essas perdas podem alcançar até 34% (BOGORNI e VENDRAMIM, 2003; CRUZ et al., 2005). Nagoshi e Meagher (2004a), relacionam duas raças para essa espécie, a raça do arroz e a do milho. Busato et al. (2004, 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 e 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: (MM) marcador de massa molecular 100 pb ladder, larva de (Hc) H. cunea e larva de (Sf) S. frugiperda.


O perfil eletroforético produzido pela larva de 3o ínstar de H. cunea com o primer OPA-03 gerou duas bandas principais de 480 pb e 650 pb não relacionadas com a amostra padrão de S. frugiperda. Com o primer OPA-04 diferenciou-se H. cunea por três intensos sinais de amplificação variando na faixa de 700 pb a 1000 pb. Utilizando-se o primer OPA-10 obteve-se uma banda de 550 pb não relacionada com a amostra padrão. Provavelmente, esse sinal de amplificação poderá ser usado para a geração de um marcador específico para essa espécie de lepidóptera. O primer OPA-11 originou três bandas de DNA características na faixa de 600 pb a 900 pb. Os produtos gerados pelo primer OPA-18 também se apresentaram como fortes candidatos para a geração de marcadores específicos para H. cunea. O primer OPR-01 duas bandas de 300 pb e 520 pb bem definidas para essa espécie de lepidóptera. Destacou-se nesse trabalho os perfis eletroforéticos gerados pelos primers OPA-13, OPR-02 e OPR-04 como sendo os primers mais polimórficos para a análise de H. cunea. Observou-se também que, dentre os primers selecionados para estudo, o primer OPR-08 gerou o mais intenso sinal de amplificação, localizado na faixa de 600 pb a 700 pb.


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 H. cunea. 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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