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RESUMO

O aumento na demanda de frutas no comércio internacional vem contribuindo de forma
preponderante para o incremento das exportacdes brasileiras, gerando empregos na
area rural. Entretanto, uma das consequéncias da globalizacdo da economia é a
dispersdo de espécies invasoras exoticas. Medidas quarentenarias desempenham
papéis importantes contribuindo para barrar a entrada dessas espécies. Grapholita
molesta (Busck, 1916) e G. prunivora (Walsh, 1868), sdo pragas de expressao
econdmica e quarentenaria para o Brasil, respectivamente. Elas compdem a “Colecéo
biologica de referéncia de insetos exoticos” da Embrapa Recursos Genéticos e

Biotecnologia. O perfil molecular para essas pragas foi determinado por meio de RAP-
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PCR. O protocolo molecular otimizado devera ser aplicado quando da suspeita ou
interceptacdo da praga quarentenaria no pais, contribuindo para a concretizacdo de
acOes quarentendrias e no estabelecimento e desenvolvimento de um banco de
marcadores moleculares baseados em RAPD para insetos exoticos. A técnica de
RAPD-PCR (Polimorfismo de DNA Amplificado ao Acaso) se baseia na amplificacdo do
DNA, gerando simplicidade e rapidez a baixos custos ao mesmo tempo em que facilita
a identificacdo de uma praga quarentendria.



RAPD-PCR fingerprinting of the pests of
economic, Grapholita molesta and quarantine,
Grapholita prunivora (Lepidoptera, Tortricidae),

importance to Brazil.

ABSTRACT



Introducéo

O aumento na demanda de frutas no comércio internacional vem contribuindo
de forma preponderante para o aumento do PIB brasileiro, gerando empregos na area
rural e, consequentemente, melhoria na qualidade dos habitantes do campo. Apesar de
todos os esforgos por parte de organizagdes internacionais e nacionais para gerenciar
os diferentes segmentos de agronegdcio, incluindo o de frutiferas, as nacfes mais
desenvolvidas imp&em grandes pressdes econdmicas aos paises em desenvolvimento.
Desse modo, ha mesma propor¢cdo em que aumenta o volume do comércio, surgem as
barreiras fitossanitarias em decorréncia da presenca de pragas indesejadas nesses

produtos.

A contribuicdo da atividade humana para a ocorréncia de invasao de espécies de
plantas, animais e microrganismos exoéticos é reconhecida, principalmente pelo
movimento de pessoas e mercadorias para conducdo desse processo. Desde os
primordios da agricultura, esses organismos tém sido intencionalmente transportados
de uma para outra regido do mundo, fazendo com que nos anos recentes tenha sido
muito grande o volume das espécies introduzidas nos diversos locais do Planeta.

Muitas dessas espécies tornaram-se pragas em varias regiées do mundo.

De acordo com a FAO (2002), praga € qualquer espécie, raca ou biotipo de
vegetais, animais ou agentes patogénicos, nocivos aos vegetais ou produtos vegetais.
Praga quarentenaria € um organismo de expressao econdmica potencial para a area
posta em perigo e onde ainda ndo esta presente, ou se estj, ndo se encontra
amplamente distribuida e é oficialmente controlada (FAO, 2002). Entende-se também
como sinbnimo de pragas quarentenarias, as espécies exoticas — EE, cuja definicdo é:
espécies ou subespécies ou grupos taxons inferiores, introduzidos fora de seu habitat
natural ou presente distribuicdo geogréfica; inclui qualquer parte de tais espécies como
gametas, ovos ou propagulos que possam sobreviver e subsequientemente reproduzir.
Por “espécie invasora exotica” — EIE, entende-se uma espécie exotica cuja introducéo e

ou dispersdo ameaca a diversidade bioldgica (CBD, 2002).



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 atribuices, a estruturacdo
de uma “Colecao bioldgica de referéncia de insetos exoticos”. A elaboracao de informes
bioecolbgicos da praga, considerando a abordagem de prevencao de entrada da praga
no pais associado a determinacdo do perfil molecular de RAPD-PCR (Polimorfismo de
DNA Amplificado ao Acaso), contribui para a concretizacdo de acdes quarentenarias e
no estabelecimento e desenvolvimento futuro de um banco de marcadores moleculares.
Isso permitira a identificacdo rapida e segura de uma praga exotica ao ser interceptada
em um ponto de entrada no pais, colaborando para a adoc¢do de medidas

guarentenarias e fitossanitarias de forma mais eficiente.

Grapholita molesta (Busck) (Lepidoptera: Tortricidae), conhecida comumente por
mariposa oriental, é nativa do continente asiatico e foi introduzida no Brasil em 1929, no
Estado do Rio Grande do Sul (ARIOLI et al., 2004), dispersando-se para os demais
estados das regides Centro-Sul (ARIOLI et al., 2004). A grafolita € uma praga polifaga,
que ataca preferencialmente rosaceas. Ela se desenvolve em diversas plantas
frutiferas, como ameixeira, cerejeira, pereira, pessegueiro, nectarineiro, marmeleiro,
macieira e nespeira, entre outras (SALLES, 2001). A literatura refere também o ataque
da grafolita em caqui, uva, nogueira-peca e rosa, embora ainda ndo tenha sido

constatado sua presenca nesses hospedeiros no sul do Brasil (SALLES, 2001).

Dentro da categoria de outras frutiferas, a macieira, cultura de grande expressao
na exportacdo de frutas no sul do Brasil pode ser comprometida pela presenca da
mariposa-oriental, G. molesta, que se alimenta dos frutos e € considerada praga-chave
da cultura (FERREIRA et al., 2005).

Além das pragas ja existentes no sistema de producao de frutiferas temperadas,
outras exoticas ao pais podem ser introduzidas e, uma vez estabelecidas, poderéo
causar grande impacto econdémico, social e ambiental. Entre as pragas quarentenarias

para frutiferas temperadas temos a pequena traca-da-macad, Grapholita prunivora
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(Walsh) (PAULA et al., 2004). A larva, enquanto se alimenta, faz galerias superficiais
com menos de 6mm de profundidade sob a casca, que a principio permanece intacta e
depois fica enrugada, tornando-se marrom e formando ampolas onde os excrementos
sdo acumulados. As macas atacadas pela primeira geracao de larvas tendem a cair
prematuramente e, quando atacadas no final da estacao, o fruto permanece na arvore
até a colheita, mas inapto para a comercializagdo (SMITH et al., 1992; PAULA et al.,
2004).

Para efeito de determinacgéo do perfil molecular de G. molesta e G. prunivora,
nesse trabalho, Spodoptera frugiperda (Smith), foi utilizada como espécie-padréo. Esta
€ uma das principais pragas do arroz e milho, no continente americano. Vulgarmente
conhecida como a lagarta-do-cartucho do milho ou lagarta-militar é considerada a mais
importante praga do milho no pais. O seu ataque ocorre em todos os estadios da
cultura, podendo causar perdas de até 39%, dependendo, principalmente, do estadio da
cultura em que ocorre o ataque (BOGORNI e VENDRAMIM, 2003; VIANA e PRATES,
2003). Nagoshi e Meagher (2004), relacionam duas racas para essa espécie, a raca do
arroz e a do milho.

A metodologia de trabalho constara da elaboracdo das fichas bioldgicas de G.
molesta e G. prunivora, considerando a abordagem de prevencédo de entrada da praga
no pais e de S. frugiperda, pela expressdo econdmica que ela representa para as
culturas de milho e arroz. Também ter4 como objetivo determinar o perfil molecular por
meio de RAPD, para essa espécie, de forma a subsidiar as medidas quarentenarias
que, por ventura, necessitarem ser aplicada para essa espécie quarentenaria que
integra a colecdo biolégica de referéncia de insetos quarentenérios, se houver

interceptacao ou introducao da praga no pais.

MATERIAIS E METODOS
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Insetos

Os insetos utilizados nesse trabalho foram, S. frugiperda, G. molesta e G.

prunivora.

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 populacdes
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 criacdo das larvas
foi realizada em ambiente com temperatura constante de 28° + 1°C e fotoperiodo de
12 h.

O material analisado de G. molesta e G. prunivora é originario do Yakima
Agricultural Research, ARS/USDA, sstado de Washington, Estados Unidos da América.
Utilizou-se, para analise das amostras, larva de G. molesta e de G. prunivora,

respectivamente.

Perfil molecular

O procedimento utilizado para a obtencao de perfis moleculares de G. molesta e
G. prunivora foi otimizado com base no protocolo previamente estabelecido para
Helicoverpa armigera (Lima et al., trabalho ndo publicado).

Os insetos foram submetidos a maceracéo e, em seguida, adicionados a 500uL
de tampao de extracdo (Tris-HClI 10mM pH 8, EDTA 1mM, Triton X-100 0,3% e
Proteinase K 60ug.mL™), incubando-se por 30min a 65°C. Em seguida, adicionaram-se
500uL de fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (25:24:1). As fases foram homogeneizadas
em vortex por 5s. Ap6s a homogeneizacdo, o material foi centrifugado por 10min a
10.000xg e a 10°C. A fase aquosa foi entdo transferida para um novo tubo plastico,

repetindo-se a etapa anteriormente descrita.
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O DNA foi precipitado pela adicdo de 30uL de NaCl 5M e 1mL de etanol
absoluto, incubando-se por 2h a — 20°C. Apos centrifugacdo a 10.000xg 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 das amostras de G.
molesta, G. prunivora e de S. frugiperda diluidas 50X em TE 0,1X.

ReacbOes de RAPD-PCR

Para os estudos de caracterizacdo molecular, utilizaram-se 5uL do DNA diluidos
(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 sequiéncia aleatéria
da Operon Technologies, Inc. (Tabela 1), 0,3uL de enzima Taq DNA polimerase
(Pharmacia), na concentracéo de 2,5U.uL™ e 24,9uL de agua milliQ destilada. Apés a

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

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

Primer Sequéncia (5’ = 3)
OPA-03 AGT CAGCCAC
OPA-04 AAT CGG GCT G
OPA-10 GTG ATC GCA G
OPA-11 CAATCGCCGT
OPA-13 CAG CACCCAC
OPA-18 AGG TGACCGT
OPR-01 TGC GGG TCCT
OPR-02 CAC AGCTGCC
OPR-04 CCCGTAGCAC
OPR-08 CCCGTTGCCT

Obtencéo de perfis eletroforéticos
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As amplificagbes 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 desnaturacdo de 1min a 93°C,
anelamento por 1min a 35°C e extensao por 2min a 72°C. Apdés os ciclos, foi realizada
uma etapa de extensado 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. Descricéo das fichas bioecoldgicas das espécies de insetos utilizadas nesse

trabalho

1.1. Grapholita molesta (Busck)

Posicdo Taxondmica

Classe: Insecta

Ordem: Lepidoptera

Familia: Tortricidae

Sinonimia

Cydia molesta

Nomes Vulgares
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eastern moth

eastern peach fruit moth
mariposa oriental

oriental fruit moth

oriental peach moth

pear piercing moth

Tordeuse orientale du pecher

torduse orientale

Plantas Hospedeiras

Cydonia sp. (Rosaceae) (GARIC et al., 1990; II'NCHEV e FLETT, 1999)

Cydonia oblonga (marmelo, Rosaceae) (II'N"CHEV e FLETT, 1999)

Malus pumila (macé, Rosaceae) (II'N'CHEV e FLETT, 1999; BRENIAUX, 2001; OKAZAKI
e IZAWA, 2003; GONZALEZ e VOLOSKY , 2004; KOVANCI et al., 2004; TOMSE et al.,
2004; TSCHUDI REIN et al., 2004; WALDSTEIN e GUT, 2004)

Prunus armeniaca (damasco, Rosaceae) (II'NCHEV e FLETT, 1999)

Prunus avium (cereja, Rosaceae) (II'NCHEV e FLETT, 1999)

Prunus domestica (ameixa, Rosaceae) (ANDREEV e KUTINKOVA, 2004; DICKLER et
al., 2004)

Prunus persica (péssego, Rosaceae) (TOTH et al.,, 1991; ATANOV, 1993; OS'KIN,
1996; MURRELL e LO, 1998; POLESNY, 1999; SOUZA et al., 2000; BLOMEFIELD e
BARNES, 2000; IVASCU et al.; 2000; NUNEZ e SCATONI, 2001; OKAZAKI e IZAWA,
2003; IL'ICHEV et al., 2004; KIM et al., 2004; KOVANCI et al., 2004; LLANOS e MARIN,
2004; MOLINARI et al., 2004; TOMSE et al., 2004; TSIPOURIDIS et al., 2004; ARIOLI
et al., 2005)

Pyrus communis (péra, Rosaceae) (IL'lCHEV e FLETT, 1999; IL'ICHEV et al., 2004)
Pyrus sp. (Rosaceae) (PAN et al., 2002)

Vitis vinifera (uva, Vitaceae) (KOS, 2003)
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Distribuicdo Geografica

Asia

China (PAN et al., 2002)

Coréia do Sul (KIM et al., 2004)
Jap&o (OKAZAKI e IZAWA, 2003)
Uzbequistdo (ATANOV, 1993)

Africa

Africa do Sul (BLOMEFIELD e BARNES, 2000)

América do Norte
Estados Unidos (KOVANCI et al., 2004)
Canada (TRIMBLE et al., 2004)

Ameérica do Sul
Argentina (LLANOS e MARIN, 2004)
Brazil
Minas Gerais (SOUZA et al., 2000)
Rio Grande do Sul (ARIOLI et al., 2005)
Santa Catarina (REIS, 1988)
Chile (GONZALEZ e VOLOSKY, 2004)
Uruguai (NUNEZ e SCATONI, 2001)

Europa

Alemanha (DICKLER et al., 2004)

Austria (POLESNY, 1999)

Bulgaria (ANDREEV e KUTINKOVA, 2004)
Croécia (BARIC e CIGLAR, 2003)
Eslovénia (KOS, 2003; TOMSE et al., 2004)
Franca (BRENIAUX, 2001)
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Grécia (TSIPOURIDIS et al., 2004)

Hungria (TOTH et al., 1991)

Italia (MOLINARI et al., 2004)

Republica Tcheca (HRUDOVA, 2005)
Romeénia (IVASCU et al., 2000)

Russia (OS'KIN, 1996)

Sérvia e Montenegro (GARIC et al., 1990)
Suécia (SVENSSON, 1994)

Suica (TSCHUDI REIN et al., 2004)

Ucrania (OMELYUTA e CHERNISHOV, 1997)

Oceania
Australia (IL'lCHEV e FLETT, 1999; IL'ICHEV et al., 2004)
Nova Zelandia (MURRELL e LO, 1998)

Via-de-ingresso

Ramos, frutos, gemas (EPPO, 2004).

Sintomas

As geracdes pré-iniciais da larva perfuram partes dos ramos terminais e causam
a murchacédo (EPPO, 2004). Os danos provocados pelas lagartas e a intensidade de
ataque dependem da geracado da praga e do periodo de desenvolvimento da cultura. O
dano nos ramos é significativo em pomares jovens e viveiros onde as plantas
encontram-se em formacdo. O dano aos frutos pode ser provocado por lagartas
desenvolvidas, oriundas das brotacées e que migram para os frutos, ou por lagartas
recém-eclodidas. No primeiro caso, observa-se um orificio de entrada relativamente
grande, geralmente apresentando uma folha aderida ao mesmo. No segundo, a
penetracdo ocorre na regido do pedunculo, sendo de dificil percepcdo. No interior do

fruto as lagartas formam galerias em dire¢do ao caroco, liberando os excrementos na
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superficie, tornando-os imprestaveis para o comércio. Um prejuizo adicional do ataque
da mariposa oriental é o dano indireto, resultante da abertura de porta de entrada para
a podridao parda causada pelo fungo Monilinia fructicola, que eleva as perdas durante a
fase de amadurecimento dos frutos nos pomares e, ainda, durante 0 armazenamento
(BOTTON et al., 2005).

Bioecologia

De acordo com Botton et al. (2005), G. Molesta esta distribuida em praticamente
todas as regides produtoras de péssego e de outras frutiferas da familia das rosaceas.
O adulto é uma mariposa de coloragdo pardo-escura, com envergadura de asas entre
10 a 15 mm e comprimento do corpo variando de 5,5 a 7 mm. O acasalamento ocorre
ao entardecer, sendo que o0s ovos sdo depositados isoladamente na face inferior de
folhas novas ou diretamente sobre ramos néo lignificados. Logo apds a eclosao, as
lagartas penetram nos ponteiros ou frutos. Uma Unica lagarta pode se alimentar de 3 a
7 ramos diferentes na mesma planta, geralmente proximos entre si. O ataque aos frutos
pode ocorrer durante 0 movimento das lagartas entre ramos. As pupas medem entre 5
e 7 mm localizando-se, geralmente, sob fendas da casca no tronco, na regido da base
do peddnculo dos frutos ou no solo, na area de projecdo da copa. As primeiras
mariposas que dao origem ao novo ciclo anual sdo procedentes das lagartas que
passaram o inverno em diapausa. As fémeas iniciam a oviposicdo um a trés dias apos o
acasalamento, ovipositando de 30 a 40 ovos. O desenvolvimento do inseto é
influenciado principalmente pela temperatura, variando o numero de gerac¢des anuais
de acordo com as condi¢cfes climaticas de cada regido. A duracdo média das fases de
desenvolvimento (dias), de G. molesta na temperatura de 26°C, sédo: ovo (3,1); larva
(12,3); pré-pupa (3,4); pupa (7,7); adulto (14,8) e pré-oviposicao (2 a 3) (GRELLMANN,
1992; SALLES, 1998; BOTTON et al.,, 2005). No Brasil, sdo observadas de 4 a 6
geracdes sobre a cultura do pessegueiro (BOTTON et al., 2005).

Detecc¢éo
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G. molesta entra em diapausa como larva madura em casulos, nas fendas sob a
casca, no solo, em velhos recipientes ou embalagens de frutas. Os primeiros adultos
aparecem quando o péssego esta em floracdo. As fémeas depositam de 20 a 50 ovos
embaixo da folha ou em ramos novos. As geracdes pré-iniciais da larva perfuram partes
dos ramos terminais e causam a murchacdo. Antes da maturacdo, uma Unica larva
pode destruir de 2 a 5 ramos. A larva empupa no tronco da arvore ou no chéo. G.
molesta pode completar de 3 a 4 geragOes por ano. As larvas no verédo alimentam-se
nos frutos, quando os novos ramos comegam a endurecer (EPPO, 2004).

Expressdo Econdmica

A espécie, G. molesta esta entre os lepidopteros da familia Tortricidae, de
expressao econbmica para o Uruguai (Bentancourt & Scatoni, 1989). G. molesta é uma
praga de importancia para a cultura da péra na provincia de Hubei, China (PAN et al.,
2002). As principais pragas do péssego sdo G. molesta e Anastrepha fraterculus, que

causam 100% de dano em pomares néo tratados (BOTTON et al., 2002).

MONITORAMENTO

De acordo com Botton et al. (2003), o monitoramento da G. Molesta é realizado
por meio de armadilhas contendo o feroménio sexual sintético. O feroménio é uma
substancia emitida pela fémea com o objetivo de atrair os machos para o
acasalamento. Os componentes ativos, sintetizados em laboratorio, sdo impregnados
em septos de borracha e dispostos em armadilhas com fundo adesivo, fixadas nas
plantas de pessegueiro. O feroménio sexual sintético é liberado gradativamente no
ambiente, atraindo os machos que ficam aprisionados nas armadilhas permitindo aos
produtores acompanhar a populagcdo da praga nos pomares, direcionando o0s
tratamentos. A armadilha deve ser instalada no pomar no inicio da brotacdo devendo

ser mantida até a colheita. Recomenda-se posiciond-la numa planta no interior do
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pomar a uma altura de 1,7 m do nivel do solo, em local livre de ramos que possam

interferir na captura dos insetos.

Em pomares homogéneos, emprega-se uma armadilha para cada 5 ha.
Entretanto, em pomares menores, recomendam-se no minimo duas armadilhas por
pomar. Os septos devem ser substituidos a cada seis semanas. Atencéo especial deve
ser dada ao fundo adesivo da armadilha, pois a ocorréncia de periodos chuvosos, bem
como a presenca de grande quantidade de detritos e poeira ou o elevado nimero de
insetos capturados ocasionam perda de adesividade, prejudicando a avaliacdo da
flutuacéo populacional. O produtor deve observar as armadilhas e proceder a contagem

e retirada dos insetos capturados semanalmente.

Na regido da Serra Gaucha, o ataque das lagartas da mariposa oriental inicia
logo apos a brotacdo do pessegueiro (fins de agosto/inicio de setembro) nas cultivares
precoces. Sdo observados quatro periodos distintos de v6o dos adultos durante a
estacao produtiva do pessegueiro: meados de agosto, segunda quinzena de outubro,
primeira semana de dezembro e primeira semana de janeiro. O controle da praga deve
ser direcionado aos periodos de vbéo estabelecendo-se como nivel de controle da praga
a captura de 20 machos/armadilha/semana (BOTTON et al., 2005).

O comportamento da praga deve ser observado nos diferentes pomares para
verificar a necessidade de antecipar ou retardar a ado¢do de medidas de controle em
func@o das caracteristicas locais onde o pessegueiro € cultivado. As pastilhas contendo
feromoénio sexual devem ser armazenados em refrigerador (4°C) no maximo por um
ano, sendo retirados apenas no momento de leva-los a campo. Para 0 seu manuseio,
ndo se recomenda o contato manual, pois isso pode acarretar alteracdo no

comportamento do composto (feroménio) (BOTTON et al., 2005).

1.2. Grapholita prunivora (Walsh)

Posicdo Taxondmica
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Classe: Insecta
Ordem: Lepidoptera

Familia: Tortricidae

Sinonimia

Cydia prunivora (Walsh)
Epinotia prunivora

Sesamia prunivora (Walsh)
Laspeyresia prunivora (Walsh)
Enarmonia prunivora (Walsh)

Nomes Vulgares

carpocapse (petit) de la pomme
lesser appleworm
petite pyrale de la pomme

plum moth

Plantas Hospedeiras

Crataegus holmesiana, Rosaceae (SMITH et al., 1997)

Crataegus spp., Rosaceae (SMITH et al., 1997)

Malus domestica (macad), Rosaceae (COMMONWEALTH INSTITUTE OF
ENTOMOLOGY, 1975)

Photinia spp., Rosaceae (SMITH et al., 1992)

Prunus cerasus (cereja), Rosaceae (COMMONWEALTH INSTITUTE OF
ENTOMOLOGY, 1975)

Prunus domestica (ameixa), Rosaceae (COMMONWEALTH INSTITUTE OF
ENTOMOLOGY, 1975)
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Prunus persica (péssego), Rosaceae (COMMONWEALTH INSTITUTE OF
ENTOMOLOGY, 1975)

Quercus sp. (carvalho), Fagaceae (SMITH et al., 1992)

Rosa sinensis, Rosaceae (COMMONWEALTH INSTITUTE OF ENTOMOLOGY, 1975)
Ulmus sp., Uimaceae (SMITH et al., 1992)

Distribuicdo Geografica

América do Norte

Canada
Columbia Britanica (CAB INTERNATIONAL, 1999)
Manitoba (CAB INTERNATIONAL, 1999)
Nova Brunswick (CAB INTERNATIONAL, 1999)
Nova Escécia (CAB INTERNATIONAL, 1999)
Ontério (CAB INTERNATIONAL, 1999)
Quebec (CAB INTERNATIONAL, 1999)

Estados Unidos América
Arkansas (CAB INTERNATIONAL, 1999)
Califérnia (CAB INTERNATIONAL, 1999)
Colorado (CAB INTERNATIONAL, 1999)
Georgia (CAB INTERNATIONAL, 1999)
Idaho (CAB INTERNATIONAL, 1999)
lllinois (CAB INTERNATIONAL, 1999)
Indiana (CAB INTERNATIONAL, 1999)
lowa (CAB INTERNATIONAL, 1999)
Maine (CAB INTERNATIONAL, 1999)
Maryland (CAB INTERNATIONAL, 1999)
Massachusetts (CAB INTERNATIONAL, 1999)
Michigan (CAB INTERNATIONAL, 1999)
Missouri (CAB INTERNATIONAL, 1999)
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Nova lorque (CAB INTERNATIONAL, 1999)
Ohio (CAB INTERNATIONAL, 1999)

Oregon (CAB INTERNATIONAL, 1999)
Pennsylvania (CAB INTERNATIONAL, 1999)
Virginia (CAB INTERNATIONAL, 1999)
Washington (CAB INTERNATIONAL, 1999)
West Virginia (CAB INTERNATIONAL, 1999)
Wisconsin (CAB INTERNATIONAL, 1999)

Asia
China
Heilongjiang (CAB INTERNATIONAL, 1999)

Bioecologia

A maioria das larvas da primeira geracdo completa seu desenvolvimento sobre
frutos caidos. Os adultos de C. prunivora da segunda geracdo podem produzir uma
terceira geracao abortiva. Desse modo, que embora ocorra eclosdo dos ovos, as larvas
resultantes sdo aparentemente inabeis para completar o desenvolvimento (SMITH et
al., 1992) (PAULA et al., 2004).

Sintomas

A larva enquanto se alimenta faz galerias superficiais com menos de 6 mm de
profundidade sob a casca, que a principio permanece intacta e depois fica enrugada,
tornando-se marrom e formando ampolas onde os excrementos sdo acumulados. As
ampolas geralmente sdo formadas na extremidade do calice do fruto, mas podem ser
encontradas proximas ao pedudnculo. As macds atacadas pela primeira geracdo de
larvas tendem a cair prematuramente e quando atacadas no final da estacdo, o fruto
permanece na arvore até a colheita, mas € inapto para a comercializacdo (SMITH et al.,
1992; PAULA et al., 2004).
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Medidas Quarentenarias

Em geral, todas as plantas com origem de Crataegus, Malus, Prunus e Rosa
vindas de paises onde a praga ocorre devem ser livres de flores e frutos e o material
deve ter sido cultivado em meio organico ou meio de crescimento tratado ou testado
contra C. prunivora. Além disso, a commodity deve ser mantida em condi¢bes que
impecam a reinfestacdo pelo organismo. A fumigagdo com brometo de metila tem sido
utilizada para o controle em frutas frescas (SMITH et al., 1997; PAULA et al., 2004).

1.3. Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797)
Posicdo Taxonémica
Classe: Insecta
Ordem: Lepidoptera
Familia: Noctuidae
Sinonimia

Laphygma frugiperda
Noctua frugiperda
Phalaena frugiperda
Nomes Vulgares

fall armyworm

gusano cogollero
lagarta-do-cartucho

lagarta-do-cartucho do milho

lagarta-dos-arrozais
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lagarta militar

Plantas Hospedeiras

Arachis hypogea (amendoim), Fabaceae (MEAGHER JUNIOR 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.,, 2001; IAPAR, 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; JOSE 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, 2004; BUSATO et al., 2005)
Saccharum officinarum (cana-de-agucar), Poaceae (BADILLA FERNANDEZ, 2002)
Triticum aestivum (trigo) Poaceae (GOMEZ e AVILA, 2001)

Distribuicdo Geografica

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 e MEAGHER, 2004)
México (ROJAS et al., 2004)
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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)
Parana (IAPAR, 2001)
Pernambuco (GONZALEZ et al., 1994)
Rio Grande do Norte (SILVA et al., 2000)
Rio Grande do Sul (BUSATO et al., 2005)
S&o Paulo (GUERREIRO et al., 2003)
Tocantins (DIDONET et al., 2001)

Chile (VARGAS e BOBADILLA, 2003)

Colémbia (GARCIA R. et al., 2002)

Equador (EVANS e STANSLY, 1990)

Guiana Francesa (SILVAIN e REMILLET, 1993)

Venezuela (PINANGO et al., 2001)

Europa
Lituania (OSTRAUSKAS, 2003)

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
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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., 2000).

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 polifaga
e tem grande poder de destruicdo. No arroz irrigado, o periodo critico de ataque ocorre
entre a emergéncia das plantulas e a inundagéo da lavoura, quando as lagartas cortam
as plantas rente ao solo, podendo destruir &reas 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 ha
comprometimento da folha bandeira (FERREIRA e BARRIGOSSI, 2004).

Expressdao Econémica

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. O
seu ataque ocorre em todos os estadios do milho, podendo causar perdas de 34% até
39% (CRUZ et al., 2000). Nagoshi e Meagher (2004) relacionam duas ragas para essa
espécie, a raca do arroz e a do milho. Busato et al. (2004) e Busato et al. (2005), citam
a presenca das racas do arroz e milho, no estado do Rio Grande do Sul.

Em condi¢cdes 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 responsaveis
por mais de 90% do total de folhas consumidas. Em arroz novo, antes da irrigacao,
verificou-se que, em sete dias de alimentacdo, 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, 2004).
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2. Defini¢cBes de perfis eletroforéticos
Os 10 primers de sequéncia aleatéria de RAPD produziram padrbes de

bandeamento diferenciados entre as espécies de lepiddpteras 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, (Gm) G. molesta, (Gp) G. prunivora e (Sf) S.
frugiperda.

As trés espécies de lepidépteras quando analisadas com o primer OPA-13
produziram duas bandas de massa molecular elevada, comum aos dois géneros.
Entretanto, com G. molesta foram produzidas duas bandas de DNA de 300 pb e 500 pb.
Com G. prunivora, identificou-se uma banda caracteristica de 850 pb e com S.
frugiperda, observou-se a auséncia de uma banda na faixa de 300 pb. Ao ser utilizado o

primer OPA-04, obtiveram-se duas bandas de 700 pb e 1000 pb em G. prunivora, as
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quais ndo apresentavam correspondéncia em G. molesta. Provavelmente, o emprego
desse primer possa ser util para a deteccdo de marcadores especificos para G.
prunivora. Resultado similar foi observado com o primer OPA-10. Empregando-se o
primer OPA-11 obteve-se uma banda de 300 pb detectavel apenas em G. molesta. O
resultado sugere que esse primer possa ser usado como marcador especifico dessa
espécie de lepidéptero. Resultado similar também foi observado com o primer OPA-18
para G. molesta. Os primers OPR-02 e OPR-04 geraram marcadores distintos para as
espécies de lepidopteras do género Grapholita sendo que, o primer OPR-04 produziu
uma banda de 400 pb em G. molesta e uma banda de 1500 pb em G. prunivora. Esse
primer apresenta-se como forte candidato para uso em programas de identificacdo

rapida dessas espécies quando detectadas em material originario de importacao.

Estes resultados indicam que a técnica de RAPD pode ser usada a partir de
amostras frescas ou conservada em alcool (LIMA et al., 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 lepidopteras. Essa estratégia foi aplicada por Agusti et al. (1999)
que desenvolveram primers especificos para a detec¢do 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 populagfes 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
lepid6pteros utilizando-se primers de RAPD.
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CONCLUSAO

O perfil molecular obtido por meio de RAPD-PCR nesse trabalho indica que o método
poderda ser utilizado para elaboracdo de um perfil padrédo de identificacdo de G.
prunivora. Deverdo ser testadas outras espécies correlatas para avaliar a eficiéncia da
identificacdo molecular desta praga, caso ela venha ser interceptada ou introduzida no
pais, permitindo a identificagdo segura e a¢des rapidas de quarentena e a elaboracao de
politicas publicas para pragas quarentenarias. Para G. molesta, a identificacdo molecular
torna-se importante para o monitoramento das populacdes presentes no Brasil,
comparando-as com outras que podem ser introduzidas juntamente com a importacéo

inadvertida de rosaceas.
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Resumo XE "Resumo" 

O aumento na demanda de frutas no comércio internacional vem contribuindo de forma preponderante para o incremento das exportações brasileiras, gerando empregos na área rural. Entretanto, uma das conseqüências da globalização da economia é a dispersão de espécies invasoras exóticas. Medidas quarentenárias desempenham papéis importantes contribuindo para barrar a entrada dessas espécies.  Grapholita molesta (Busck, 1916) e G. prunivora (Walsh, 1868), são pragas de expressão econômica e quarentenária para o Brasil, respectivamente. Elas compõem a “Coleção biológica de referência de insetos exóticos” da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. O perfil molecular para essas pragas foi determinado por meio de RAP-PCR. O protocolo molecular otimizado deverá ser aplicado quando da suspeita ou interceptação da praga quarentenária 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 of the pests of economic, Grapholita molesta  and quarantine, Grapholita prunivora (Lepidoptera, Tortricidae),  importance to Brazil. 




ABSTRACT XE "ABSTRACT" 


Introdução XE "Introdução"  

O aumento na demanda de frutas no comércio internacional vem contribuindo de forma preponderante para o aumento do PIB brasileiro, gerando empregos na área rural e, conseqüentemente, melhoria na qualidade dos habitantes do campo. Apesar de todos os esforços por parte de organizações internacionais e nacionais para gerenciar os diferentes segmentos de agronegócio, incluindo o de frutíferas, as nações mais desenvolvidas impõem grandes pressões econômicas aos países em desenvolvimento. Desse modo, na mesma proporção em que aumenta o volume do comércio, surgem as barreiras fitossanitárias em decorrência da presença de pragas indesejadas nesses produtos.

A contribuição da atividade humana para a ocorrência de invasão de espécies de plantas, animais e microrganismos exóticos é reconhecida, principalmente pelo movimento de pessoas e mercadorias para condução desse processo. Desde os primórdios da agricultura, esses organismos têm sido intencionalmente transportados de uma para outra região do mundo, fazendo com que nos anos recentes tenha sido muito grande o volume das espécies introduzidas nos diversos locais do Planeta. Muitas dessas espécies tornaram-se pragas em várias regiões do mundo.


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. Por “espécie invasora exótica” – EIE, entende-se 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 ao ser interceptada em um ponto de entrada no país, colaborando para a adoção de medidas quarentenárias e fitossanitárias de forma mais eficiente.



Grapholita molesta (Busck) (Lepidoptera: Tortricidae), conhecida comumente por mariposa oriental, é nativa do continente asiático e foi introduzida no Brasil em 1929, no Estado do Rio Grande do Sul (ARIOLI et al., 2004), dispersando-se para os demais estados das regiões Centro-Sul (ARIOLI et al., 2004).  A grafolita é uma praga polífaga, que ataca preferencialmente rosáceas. Ela se desenvolve em diversas plantas frutíferas, como ameixeira, cerejeira, pereira, pessegueiro, nectarineiro, marmeleiro, macieira e nespeira, entre outras (SALLES, 2001). A literatura refere também o ataque da grafolita em caqui, uva, nogueira-pecã e rosa, embora ainda não tenha sido constatado sua presença nesses hospedeiros no sul do Brasil (SALLES, 2001). 


Dentro da categoria de outras frutíferas, a macieira, cultura de grande expressão na exportação de frutas no sul do Brasil pode ser comprometida pela presença da mariposa-oriental, G. molesta, que se alimenta dos frutos e é considerada praga-chave da cultura (FERREIRA et al., 2005).


Além das pragas já existentes no sistema de produção de frutíferas temperadas, outras exóticas ao país podem ser introduzidas e, uma vez estabelecidas, poderão causar grande impacto econômico, social e ambiental. Entre as pragas quarentenárias para frutíferas temperadas temos a pequena traça-da-maçã, Grapholita prunivora (Walsh) (PAULA et al., 2004). A larva, enquanto se alimenta, faz galerias superficiais com menos de 6mm de profundidade sob a casca, que a princípio permanece intacta e depois fica enrugada, tornando-se marrom e formando ampolas onde os excrementos são acumulados. As maçãs atacadas pela primeira geração de larvas tendem a cair prematuramente e, quando atacadas no final da estação, o fruto permanece na árvore até a colheita, mas inapto para a comercialização (SMITH et al., 1992; PAULA et al., 2004).



Para efeito de determinação do perfil molecular de G. molesta e G. prunivora, nesse trabalho, Spodoptera frugiperda (Smith), foi utilizada como espécie-padrão. Esta é uma das principais pragas do arroz e milho, no continente americano. Vulgarmente conhecida como a lagarta-do-cartucho do milho ou lagarta-militar é considerada a mais importante praga do milho no país. O seu ataque ocorre em todos os estádios da cultura, podendo causar perdas de até 39%, dependendo, principalmente, do estádio da cultura em que ocorre o ataque (BOGORNI e VENDRAMIM, 2003; VIANA e PRATES, 2003). Nagoshi e Meagher (2004), relacionam duas raças para essa espécie, a raça do arroz e a do milho.


A metodologia de trabalho constará da elaboração das fichas biológicas de G. molesta e G. prunivora, 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. 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 aplicada 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, G. molesta e G. prunivora.


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 G. molesta e G. prunivora é originário do Yakima Agricultural Research, ARS/USDA, sstado de Washington, Estados Unidos da América. Utilizou-se, para análise das amostras, larva de G. molesta e de G. prunivora, respectivamente. 

Perfil molecular XE "Perfil molecular" 

O procedimento utilizado para a obtenção de perfis moleculares de G. molesta e G. prunivora foi otimizado com base no protocolo previamente estabelecido para Helicoverpa armigera (Lima et al., trabalho não publicado). 



Os insetos foram submetidos à maceração e, em seguida, adicionados a 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, adicionaram-se 500(L de fenol/clorofórmio/álcool isoamílico (25:24:1). As fases foram homogeneizadas em vortex por 5s. Após a homogeneização, o material foi centrifugado por 10min a 10.000xg 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 10.000xg 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 das amostras de G. molesta, G. prunivora e de S. frugiperda diluídas 50X em TE 0,1X.


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

Para os estudos de caracterização molecular, utilizaram-se 5µL do DNA diluídos (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. Grapholita molesta (Busck) XE "1.1. Grapholita molesta (Busck)" 

Posição Taxonômica


Classe: Insecta


Ordem: Lepidoptera


Família: Tortricidae

Sinonímia


Cydia molesta


Nomes Vulgares 


eastern moth


eastern peach fruit moth


mariposa oriental 


oriental fruit moth


oriental peach moth


pear piercing moth


Tordeuse orientale du pecher


torduse orientale


Plantas Hospedeiras


Cydonia sp. (Rosaceae) (GARIC et al., 1990; Il'ICHEV e FLETT, 1999)


Cydonia oblonga (marmelo, Rosaceae) (Il'ICHEV e FLETT, 1999)

Malus pumila (maçã, Rosaceae) (Il'ICHEV e FLETT, 1999; BRENIAUX, 2001; OKAZAKI e IZAWA, 2003; GONZALEZ e VOLOSKY , 2004; KOVANCI et al., 2004; TOMSE et al., 2004; TSCHUDI REIN et al., 2004; WALDSTEIN e GUT, 2004)


Prunus armeniaca (damasco, Rosaceae) (Il'ICHEV e FLETT, 1999)


Prunus avium (cereja, Rosaceae) (Il'ICHEV e FLETT, 1999)

Prunus domestica (ameixa, Rosaceae) (ANDREEV e KUTINKOVA, 2004; DICKLER et al., 2004)


Prunus persica (pêssego, Rosaceae) (TOTH et al., 1991; ATANOV, 1993; OS'KIN, 1996; MURRELL e LO, 1998; POLESNY, 1999; SOUZA et al., 2000; BLOMEFIELD e BARNES, 2000; IVASCU et al.; 2000; NUNEZ e SCATONI, 2001; OKAZAKI e IZAWA, 2003; IL'ICHEV et al., 2004; KIM et al., 2004; KOVANCI et al., 2004; LLANOS e MARIN, 2004; MOLINARI et al., 2004; TOMSE et al., 2004; TSIPOURIDIS et al., 2004; ARIOLI et al., 2005)


Pyrus communis (pêra, Rosaceae) (IL'ICHEV e FLETT, 1999; IL'ICHEV et al., 2004)

Pyrus sp. (Rosaceae) (PAN et al., 2002)


Vitis vinifera (uva, Vitaceae) (KOS, 2003)

Distribuição Geográfica


Ásia


China (PAN et al., 2002)


Coréia do Sul (KIM et al., 2004)


Japão (OKAZAKI e IZAWA, 2003)


Uzbequistão (ATANOV, 1993)


África


África do Sul (BLOMEFIELD e BARNES, 2000)


América do Norte


Estados Unidos (KOVANCI et al., 2004)


Canadá (TRIMBLE et al., 2004)


América do Sul


Argentina (LLANOS e MARIN, 2004)


Brazil 


Minas Gerais (SOUZA et al., 2000)


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


Santa Catarina (REIS, 1988)


Chile (GONZALEZ e VOLOSKY, 2004)


Uruguai (NUNEZ e SCATONI, 2001)


Europa


Alemanha (DICKLER et al., 2004)


Áustria (POLESNY, 1999)

Bulgária (ANDREEV e KUTINKOVA, 2004)


Croácia (BARIC e CIGLAR, 2003)


Eslovênia (KOS, 2003; TOMSE et al., 2004)


França (BRENIAUX, 2001)

Grécia (TSIPOURIDIS et al., 2004)


Hungria (TOTH et al., 1991)


Itália (MOLINARI et al., 2004)


República Tcheca (HRUDOVA, 2005)


Romênia (IVASCU et al., 2000)


Rússia (OS'KIN, 1996)


Sérvia e Montenegro (GARIC et al., 1990)


Suécia (SVENSSON, 1994)

Suíça (TSCHUDI REIN et al., 2004)


Ucrânia (OMELYUTA e CHERNISHOV, 1997)

Oceania


Australia (IL'ICHEV e FLETT, 1999; IL'ICHEV et al., 2004)


Nova Zelândia (MURRELL e LO, 1998)


Via-de-ingresso

Ramos, frutos, gemas (EPPO, 2004).

Sintomas



As gerações pré-iniciais da larva perfuram partes dos ramos terminais e causam a murchação (EPPO, 2004). Os danos provocados pelas lagartas e a intensidade de ataque dependem da geração da praga e do período de desenvolvimento da cultura. O dano nos ramos é significativo em pomares jovens e viveiros onde as plantas encontram-se em formação. O dano aos frutos pode ser provocado por lagartas desenvolvidas, oriundas das brotações e que migram para os frutos, ou por lagartas recém-eclodidas. No primeiro caso, observa-se um orifício de entrada relativamente grande, geralmente apresentando uma folha aderida ao mesmo. No segundo, a penetração ocorre na região do pedúnculo, sendo de difícil percepção. No interior do fruto as lagartas formam galerias em direção ao caroço, liberando os excrementos na superfície, tornando-os imprestáveis para o comércio. Um prejuízo adicional do ataque da mariposa oriental é o dano indireto, resultante da abertura de porta de entrada para à podridão parda causada pelo fungo Monilinia fructicola, que eleva as perdas durante a fase de amadurecimento dos frutos nos pomares e, ainda, durante o armazenamento (BOTTON et al., 2005).


Bioecologia



De acordo com Botton et al. (2005), G. Molesta está distribuída em praticamente todas as regiões produtoras de pêssego e de outras frutíferas da família das rosáceas. O adulto é uma mariposa de coloração pardo-escura, com envergadura de asas entre 10 a 15 mm e comprimento do corpo variando de 5,5 a 7 mm. O acasalamento ocorre ao entardecer, sendo que os ovos são depositados isoladamente na face inferior de folhas novas ou diretamente sobre ramos não lignificados. Logo após a eclosão, as lagartas penetram nos ponteiros ou frutos. Uma única lagarta pode se alimentar de 3 a 7 ramos diferentes na mesma planta, geralmente próximos entre si. O ataque aos frutos pode ocorrer durante o movimento das lagartas entre ramos. As pupas medem entre 5 e 7 mm localizando-se, geralmente, sob fendas da casca no tronco, na região da base do pedúnculo dos frutos ou no solo, na área de projeção da copa. As primeiras mariposas que dão origem ao novo ciclo anual são procedentes das lagartas que passaram o inverno em diapausa. As fêmeas iniciam a oviposição um a três dias após o acasalamento, ovipositando de 30 a 40 ovos. O desenvolvimento do inseto é influenciado principalmente pela temperatura, variando o número de gerações anuais de acordo com as condições climáticas de cada região. A duração média das fases de desenvolvimento (dias), de G. molesta na temperatura de 26ºC, são: ovo (3,1); larva (12,3); pré-pupa (3,4); pupa (7,7); adulto (14,8) e pré-oviposição (2 a 3) (GRELLMANN, 1992; SALLES, 1998; BOTTON et al., 2005).  No Brasil, são observadas de 4 a 6 gerações sobre a cultura do pessegueiro (BOTTON et al., 2005).


Detecção


G. molesta entra em diapausa como larva madura em casulos, nas fendas sob a casca, no solo, em velhos recipientes ou embalagens de frutas. Os primeiros adultos aparecem quando o pêssego está em floração. As fêmeas depositam de 20 a 50 ovos embaixo da folha ou em ramos novos. As gerações pré-iniciais da larva perfuram partes dos ramos terminais e causam a murchação. Antes da maturação, uma única larva pode destruir de 2 a 5 ramos. A larva empupa no tronco da árvore ou no chão. G. molesta pode completar de 3 a 4 gerações por ano. As larvas no verão alimentam-se nos frutos, quando os novos ramos começam a endurecer (EPPO, 2004).


Expressão Econômica


A espécie, G. molesta está entre os lepidopteros da família Tortricidae, de expressão econômica para o Uruguai (Bentancourt & Scatoni, 1989). G. molesta é uma praga de importância para a cultura da pêra na província de Hubei, China (PAN et al., 2002). As principais pragas do pêssego são G. molesta e Anastrepha fraterculus, que causam 100% de dano em pomares não tratados (BOTTON et al., 2002).

Monitoramento


De acordo com Botton et al. (2003), o monitoramento da G. Molesta é realizado por meio de armadilhas contendo o feromônio sexual sintético. O feromônio é uma substância emitida pela fêmea com o objetivo de atrair os machos para o acasalamento. Os componentes ativos, sintetizados em laboratório, são impregnados em septos de borracha e dispostos em armadilhas com fundo adesivo, fixadas nas plantas de pessegueiro. O feromônio sexual sintético é liberado gradativamente no ambiente, atraindo os machos que ficam aprisionados nas armadilhas permitindo aos produtores acompanhar a população da praga nos pomares, direcionando os tratamentos. A armadilha deve ser instalada no pomar no início da brotação devendo ser mantida até a colheita. Recomenda-se posicioná-la numa planta no interior do pomar a uma altura de 1,7 m do nível do solo, em local livre de ramos que possam interferir na captura dos insetos.

    
Em pomares homogêneos, emprega-se uma armadilha para cada 5 ha. Entretanto, em pomares menores, recomendam-se no mínimo duas armadilhas por pomar. Os septos devem ser substituídos a cada seis semanas. Atenção especial deve ser dada ao fundo adesivo da armadilha, pois a ocorrência de períodos chuvosos, bem como a presença de grande quantidade de detritos e poeira ou o elevado número de insetos capturados ocasionam perda de adesividade, prejudicando a avaliação da flutuação populacional. O produtor deve observar as armadilhas e proceder à contagem e retirada dos insetos capturados semanalmente. 


Na região da Serra Gaúcha, o ataque das lagartas da mariposa oriental inicia logo após a brotação do pessegueiro (fins de agosto/início de setembro) nas cultivares precoces. São observados quatro períodos distintos de vôo dos adultos durante a estação produtiva do pessegueiro: meados de agosto, segunda quinzena de outubro, primeira semana de dezembro e primeira semana de janeiro. O controle da praga deve ser direcionado aos períodos de vôo estabelecendo-se como nível de controle da praga a captura de 20 machos/armadilha/semana (BOTTON et al., 2005). 

     O comportamento da praga deve ser observado nos diferentes pomares para verificar a necessidade de antecipar ou retardar a adoção de medidas de controle em função das características locais onde o pessegueiro é cultivado. As pastilhas contendo feromônio sexual devem ser armazenados em refrigerador (4°C) no máximo por um ano, sendo retirados apenas no momento de levá-los à campo. Para o seu manuseio, não se recomenda o contato manual, pois isso pode acarretar alteração no comportamento do composto (feromônio) (BOTTON et al., 2005).


1.2. Grapholita prunivora (Walsh) XE "1.2. Grapholita prunivora (Walsh)" 

Posição Taxonômica


Classe: Insecta


Ordem: Lepidoptera


Família: Tortricidae


Sinonímia


Cydia prunivora (Walsh)


Epinotia prunivora


Sesamia prunivora (Walsh)


Laspeyresia prunivora (Walsh)


Enarmonia prunivora (Walsh)


Nomes Vulgares


carpocapse (petit) de la pomme


lesser appleworm


petite pyrale de la pomme


plum moth


Plantas Hospedeiras


Crataegus holmesiana, Rosaceae (SMITH et al., 1997)


Crataegus spp., Rosaceae (SMITH et al., 1997)


Malus domestica (maçã), Rosaceae (COMMONWEALTH INSTITUTE OF ENTOMOLOGY, 1975)

Photinia spp., Rosaceae (SMITH et al., 1992)


Prunus cerasus (cereja), Rosaceae (COMMONWEALTH INSTITUTE OF ENTOMOLOGY, 1975)


Prunus domestica (ameixa), Rosaceae (COMMONWEALTH INSTITUTE OF ENTOMOLOGY, 1975)


Prunus persica (pêssego), Rosaceae (COMMONWEALTH INSTITUTE OF ENTOMOLOGY, 1975)


Quercus sp. (carvalho), Fagaceae (SMITH et al., 1992)


Rosa sinensis, Rosaceae (COMMONWEALTH INSTITUTE OF ENTOMOLOGY, 1975)


Ulmus sp., Ulmaceae (SMITH et al., 1992)


Distribuição Geográfica


América do Norte


Canadá


Colúmbia Britânica (CAB INTERNATIONAL, 1999)



Manitoba (CAB INTERNATIONAL, 1999)



Nova Brunswick (CAB INTERNATIONAL, 1999)



Nova Escócia (CAB INTERNATIONAL, 1999)



Ontário (CAB INTERNATIONAL, 1999)



Quebec (CAB INTERNATIONAL, 1999)


Estados Unidos América


Arkansas (CAB INTERNATIONAL, 1999)



Califórnia (CAB INTERNATIONAL, 1999)



Colorado (CAB INTERNATIONAL, 1999)



Geórgia (CAB INTERNATIONAL, 1999)



Idaho (CAB INTERNATIONAL, 1999)



Illinois (CAB INTERNATIONAL, 1999)



Indiana (CAB INTERNATIONAL, 1999)



Iowa (CAB INTERNATIONAL, 1999)



Maine (CAB INTERNATIONAL, 1999)



Maryland (CAB INTERNATIONAL, 1999)



Massachusetts (CAB INTERNATIONAL, 1999)



Michigan (CAB INTERNATIONAL, 1999)



Missouri (CAB INTERNATIONAL, 1999)



Nova Iorque (CAB INTERNATIONAL, 1999)



Ohio (CAB INTERNATIONAL, 1999)



Oregon (CAB INTERNATIONAL, 1999)



Pennsylvania (CAB INTERNATIONAL, 1999)



Virginia (CAB INTERNATIONAL, 1999)



Washington (CAB INTERNATIONAL, 1999)



West Virgínia (CAB INTERNATIONAL, 1999)



Wisconsin (CAB INTERNATIONAL, 1999)


Ásia


China


Heilongjiang (CAB INTERNATIONAL, 1999)


Bioecologia


A maioria das larvas da primeira geração completa seu desenvolvimento sobre frutos caídos. Os adultos de C. prunivora da segunda geração podem produzir uma terceira geração abortiva. Desse modo, que embora ocorra eclosão dos ovos, as larvas resultantes são aparentemente inábeis para completar o desenvolvimento (SMITH et al., 1992) (PAULA et al., 2004). 

Sintomas

A larva enquanto se alimenta faz galerias superficiais com menos de 6 mm de profundidade sob a casca, que a princípio permanece intacta e depois fica enrugada, tornando-se marrom e formando ampolas onde os excrementos são acumulados. As ampolas geralmente são formadas na extremidade do cálice do fruto, mas podem ser encontradas próximas ao pedúnculo. As maçãs atacadas pela primeira geração de larvas tendem a cair prematuramente e quando atacadas no final da estação, o fruto permanece na árvore até a colheita, mas é inapto para a comercialização (SMITH et al., 1992; PAULA et al., 2004).


Medidas Quarentenárias

Em geral, todas as plantas com origem de Crataegus, Malus, Prunus e Rosa vindas de países onde a praga ocorre devem ser livres de flores e frutos e o material deve ter sido cultivado em meio orgânico ou meio de crescimento tratado ou testado contra C. prunivora. Além disso, a commodity deve ser mantida em condições que impeçam a reinfestação pelo organismo. A fumigação com brometo de metila tem sido utilizada para o controle em frutas frescas (SMITH et al., 1997; PAULA et al., 2004).


1.3. Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797) XE "1.3. 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 JUNIOR 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., 2001; IAPAR, 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; JOSE 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, 2004; 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 (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 e MEAGHER, 2004)

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 (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 et al., 2001)


Chile (VARGAS e BOBADILLA, 2003)


Colômbia (GARCIA R. 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., 2000). 



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 e BARRIGOSSI, 2004).


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 do milho, podendo causar perdas de 34% até 39% (CRUZ et al., 2000). Nagoshi e 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 e BARRIGOSSI, 2004).


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, (Gm) G. molesta, (Gp) G. prunivora e (Sf) S. frugiperda.


As três espécies de lepidópteras quando analisadas com o primer OPA-13 produziram duas bandas de massa molecular elevada, comum aos dois gêneros. Entretanto, com G. molesta foram produzidas duas bandas de DNA de 300 pb e 500 pb. Com G. prunivora, identificou-se uma banda característica de 850 pb e com S. frugiperda, observou-se a ausência de uma banda na faixa de 300 pb. Ao ser utilizado o primer OPA-04, obtiveram-se duas bandas de 700 pb e 1000 pb em G. prunivora, as quais não apresentavam correspondência em G. molesta. Provavelmente, o emprego desse primer possa ser útil para a detecção de marcadores específicos para G. prunivora. Resultado similar foi observado com o primer OPA-10. Empregando-se o primer OPA-11 obteve-se uma banda de 300 pb detectável apenas em G. molesta. O resultado sugere que esse primer possa ser usado como marcador específico dessa espécie de lepidóptero. Resultado similar também foi observado com o primer OPA-18 para G. molesta. Os primers OPR-02 e OPR-04 geraram marcadores distintos para as espécies de lepidópteras do gênero Grapholita sendo que, o primer OPR-04 produziu uma banda de 400 pb em G. molesta e uma banda de 1500 pb em G. prunivora. Esse primer apresenta-se como forte candidato para uso em programas de identificação rápida dessas espécies quando detectadas em material originário de importação.

Estes resultados indicam que a técnica de RAPD pode ser usada a partir de amostras frescas ou conservada em álcool (LIMA et al., no prelo), para a identificação dos lepidópteros em questão. Uma estratégia molecular foi estabelecida para atender à 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 G. prunivora. 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. Para G. molesta, a identificação molecular torna-se importante para o monitoramento das populações presentes no Brasil, comparando-as com outras que podem ser introduzidas juntamente com a importação inadvertida de rosáceas. 
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