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RESUMO 
 
Uma das conseqüências da globalização da economia é a dispersão de espécies 

invasoras exóticas. Medidas quarentenárias desempenham papéis importantes 

contribuindo para barrar a entrada de espécies exóticas.  Helicoverpa armigera 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 RAP-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 
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estabelecimento e desenvolvimento de um banco de marcadores moleculares 

baseados em RAPD para insetos exóticos. A técnica de RAPD-PCR (Polimorfismo de 

DNA Amplificado ao Acaso) se baseia na amplificação do DNA gerando simplicidade e 

rapidez a baixos custos ao mesmo tempo em que facilita a identificação de uma praga 

quarentenária. 
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RAPD-PCR fingerprinting to the quarantine 
pest to Brazil, Helicoverpa armigera (Hubner, 
1808) (Lepidoptera, Noctuidae)  

 
ABSTRACT
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INTRODUÇÃO   

 

A economia mundial é moldada por avanços tecnológicos, melhorias no comércio 

doméstico e de alianças estratégicas internacionais. Essas ações tendem cada vez 

mais a globalizar os mercados. No setor agrícola, para concretização das ações 

humanas foi necessário o deslocamento de espécies, tanto vegetal como animal. Os 

objetivos iam desde o plantio de culturas já conhecidas para uso na alimentação, até de 

plantas ornamentais de jardins por razões sentimentais.  

 

Uma das conseqüências dessas ações é a dispersão de espécies invasoras, que 

podem ser caracterizar como pragas, quando consideramos o trânsito de produtos 

agrícolas. Os deslocamentos dessas espécies em muitos casos, provocam impactos 

negativos nos ecossistemas locais e sobre as espécies que compõem estes ambientes.  

 

As questões fitossanitárias constituem, dessa forma, no momento atual um dos 

principais fatores que podem colocar em risco a troca de mercadorias agrícolas em 

nível internacional, bem como de qualquer outro tipo de mercadoria, quando 

consideramos o problema sério de pragas em embalagens e suportes de madeira.  

 

Com objetivos claros de resguardarem a economia internacional ao mesmo 

tempo em que promovem a proteção e sanidade vegetal e animal, vários órgãos 

internacionais, em conjunto ou separadamente, foram formados para estabelecerem 

regras, normas e diretrizes, entre eles, a Convenção da Biodiversidade, a qual tem a 

adesão de 178 países e a Organização Mundial do Comércio (OMC), com 139 países 

membros. O primeiro protege a biodiversidade mundial e o último, o comércio 

internacional de comodities e serviços, e uma de suas ações refere-se ao Acordo de 

Aplicação de Medidas Sanitárias e Fitossanitárias (Acordo SPS) (WORLD TRADE 

ORGANIZATION, 1994). 

 

O Acordo visa proteger os países de inúmeras espécies de pragas enquanto 

promove os princípios de liberdade e equivalência no comércio, também facilitando a 
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segurança por meio do uso de medidas que (1) estabelecem normas internacionais de 

medidas sanitárias e fitossanitárias, (2) realizem avaliações de risco baseadas em 

evidências e princípios científicos, (3) apresentem consistência na aplicação de 

medidas apropriadas de proteção, (4) tenham impacto mínimo, (5) apresentem 

equivalência de medidas, (6) mantenham transparência nas notificações das medidas 

aplicadas ao comércio (WORLD TRADE ORGANIZATION, 1994). 

 

As atividades de proteção de plantas, incluindo quarentena também estão no 

âmbito da Organização das Nações Unidas para Agricultura e Alimentação (FAO) por 

meio da Convenção Internacional para Proteção dos Vegetais (CIPV). Ao mesmo 

tempo para facilitar o comércio regional e fortalecer a negociação internacional, os 

países têm se organizado em grupos, próximos geograficamente, para regulamentar e 

implementar a quarentena de plantas, parte de plantas e seus derivados destinados ao 

comércio e à pesquisa. 

 

Individualmente, os países devem contar com Organizações Nacionais de 

Proteção Fitossanitária (ONPF), que estão sendo desafiadas a acomodarem as 

inúmeras demandas criadas com as aceleradas taxas de crescimento do comércio 

internacional ao mesmo tempo que acompanham e implementam as constantes 

mudanças nas exigências fitossanitárias internacionais. No Brasil, o Órgão Nacional de 

Proteção Fitossanitária (ONPF), representado pelo Departamento de Defesa e 

Inspeção Vegetal (DDIV) do Ministério da Agricultura, Pecuária e do Abastecimento 

(MAPA) está sendo desafiado a acomodar as enormes demandas criadas com essas 

mudanças no comércio. 

 

 Neste cenário, os avanços científicos, paralelamente a ONPF, devem ser 

capazes de fornecer subsídios técnicos para que as medidas e as ações geradas 

dessas demandas sejam implementadas beneficiando a sociedade de modo geral. Na 

área fitossanitária, as pragas são importantes organismos neste processo, porque ao se 

dispersarem para áreas isentas podem promover grandes impactos nos ecossistemas. 

Vários países tiveram suas economias profundamente abaladas pela presença de 
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pragas em seus agroecossistemas e muitas das barreiras não-tarifárias impostas em 

produtos comerciais são resultantes da presença indesejada 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 expressão econômica potencial para a área 

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

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

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

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

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

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

e por  “espécies invasoras exóticas” – EIE, uma espécie exótica cuja introdução e ou 

dispersão ameaça a diversidade biológica (CONVENTION ON BIOLOGICAL 

DIVERSITY, 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) 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. 

 

 Os insetos comprazem a categoria de organismos que mais impactos causam a 

agricultura, em nível mundial. Dentro desse grupo, as lepidópteras e os coleópteros, 

são os que mais contribuem para as perdas e danos do sistema produtivo agrícola. H. 
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armigera e Spodoptera frugiperda, pertencem a Ordem Lepidoptera, Família Noctuidae,  

são espécies polífagas e cosmopolita, conseqüentemente, causam grande impacto 

econômico, ambiental e social, nas áreas onde ocorrem. H. armigera ataca importantes 

plantas cultivadas, entre elas as plantas ornamentais, o milho, o tomate, a soja e as 

frutas do grupo das amoras (DUFFIELD e CHAPPLE, 2001; INRA, 2005).   

 

 Para efeito de determinação do perfil molecular de H. armigera, nesse trabalho, 

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

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

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

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

milho, podendo causar perdas de até 39% (VIANA e PRATES, 2003), dependendo, 

principalmente, do estádio da cultura em que ocorre o ataque (VALICENTE e CRUZ, 

1991; CRUZ, 1995 citados por BOGORNI e VENDRAMIM, 2003). Nagoshi e Meagher 

(2004), relaciona duas raças para essa espécie, a raça do arroz e a do milho. 

 

A metodologia de trabalho constará da elaboração das fichas biológicas de H. 

armigera, considerando a abordagem de prevenção de entrada da praga no país e de 

S. frugiperda, pela expressão econômica que ela representa para as culturas de milho e 

arroz no país. Também terá como objetivo determinar o perfil molecular por meio de 

RAPD, para essa espécie, de forma a subsidiar as medidas quarentenárias que por 

ventura necessitarem ser 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 
 
Insetos 

 

Os insetos utilizados nesse trabalho foram S. frugiperda e H. armigera. 
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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. armigera foi cedido pelo Instituto de ARC-Grain Crops, em 

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

análise parte de indivíduo adulto de H. armigera. 

 
Perfil molecular 

 

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

foi otimizado com base no protocolo previamente estabelecido para Helicoverpa 

armigera (LIMA et al., no prelo).  

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

500μL de tampão de extração (Tris-HCl 10mM pH 8, EDTA 1mM, Triton X-100 0,3% e 

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

500μL de fenol/clorofórmio/álcool isoamílico (25:24:1) e as fases foram 

homogeneizadas em vortex por 5s. Após a homogeneização, o material foi centrifugado 

por 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 30μL 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 500μL de etanol 70%, seco à temperatura 

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

a –20ºC. Para as análises de RAPD, utilizaram-se os DNA’s extraídos a partir dos 

fragmentos originários dos indivíduos adultos de H. armigera diluídos 10X e de S. 

frugiperda diluído 50X em TE 0,1X. 
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Reações de  RAPD-PCR 
 

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

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

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

da Operon Technologies, Inc. (Tabela 1), 0,3µL de enzima Taq DNA polimerase (2,5 U) 

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

adição do DNA, as reações foram cobertas com óleo mineral. 

 

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

Primer Seqüência (5’  3’) 

OPA-03 AGT CAG CCA C 

OPA-04 AAT CGG GCT G 

OPA-10 GTG ATC GCA G 

OPA-11 CAA TCG CCG T 

OPA-13 CAG CAC CCA C 

OPA-18 AGG TGA CCG T 

OPR-01 TGC GGG TCC T 

OPR-02 CAC AGC TGC C 

OPR-04 CCC GTA GCA C 

OPR-08 CCC GTT GCC T 

 

 

Obtenção de perfis eletroforéticos 

 

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

programado para 45 ciclos, contendo uma etapa inicial de desnaturação de 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 
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visualizados em gel de agarose 1,5% submerso em tampão TBE 1X (Tris-borato 9mM e 

EDTA 1mM), fotografados e arquivados no sistema de foto documentação (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 
 

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

trabalho 

 
1.1. Helicoverpa armigera (Hubner, 1808) 

 

Posição Taxonômica 
 
Classe: Insecta 

Ordem: Lepidoptera 

Família: Noctuidae 

 
Sinonímia 
 

Heliothis armigera Hubner 

Heliothis fusca Cockerell 

Chloridea armigera Hübner 

Noctua armigera Hübner 

 
Nomes Vulgares  
 

american bollworm 

corn ear-worm 

corn earworm 
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cotton ball worm 

cotton bollworm 

gram caterpillar 

gram pod-borer 

groundnut leafminer 
old world bollworm 

pod borer 

tobacco budworm 

tomato fruitworm 

 
Plantas Hospedeiras 
 

Abelmoschus esculentus (quiabo), Malvaceae (SRIVASTAVA et al., 2002; KAKIMOTO 

et al., 2003; BALAKRISHNAN et al., 2004) 

Allium sp., Liliaceae (SRIVASTAVA et al., 2002) 

Allium cepa (cebola, Liliaceae) (SRIVASTAVA et al., 2002) 

Amaranthus viridis (caruru verde), Amaranthaceae (JOGINDER et al., 1990) 

Arachis hypogaea (amendoim), Fabaceae (SHI et al, 1995; SHANOWER et al., 1999) 

Asparagus officinalis (aspargo), Liliaceae (DAVIS e VENETTE, 2004) 

Brassica oleracea var. botrytis (couve-flor), Brassicaceae (ANIL et al., 2004) 

Brassica oleracea var. capitata (repolho), Brassicaceae (SAUCKE et al., 2000; ANIL et 

al., 2004) 

Cajanus cajan (guandu), Fabaceae (MINJA et al., 1999; MARFO, 2000; ANIL et al., 

2004) 

Capsicum sp.  Solanaceae (SRIVASTAVA et al., 2002; KAKIMOTO et al., 2003) 

Carthamus tinctorius (cártamo), Asteraceae (SRIVASTAVA et al., 2002) 

Chenopodium album (ançarinha branca), Chenopodiaceae (JOGINDER et al., 1990; 

SATPUTE et al., 2002; ANIL et al., 2004) 

Chenopodium quinoa (quinoa, Chenopodiaceae) (ANIL et al., 2004) 

Cicer arietinum (grão de bico), Fabaceae (SHANOWER et al., 1999; SATPUTE et al., 

2002; ANIL et al., 2004) 
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Citrus sinensis (laranja), Rutaceae (REDDY e REDDY, 1999) 

Commelina benghalensis (trapoeraba), Commelinaceae (SATPUTE et al., 2002) 

Convolvulus arvensis (siminho), Convolvulaceae (JOGINDER et al., 1990; SATPUTE et 

al., 2002) 

Cucumis anguria (maxixe), Cucurbitaceae (RAVI et al., 1998) 

Cucumis melo (melão), Cucurbitaceae (RAO e  RAO, 1999) 

Datura stramonium (zabumba), Solanaceae (SATPUTE et al., 2002) 

Dianthus caryophyllus (cravo), Caryophyllaceae (GANESHAN et al., 1997) 

Digera arvensis, Amaranthaceae (SATPUTE et al., 2002) 

Fragaria ananassa (morando), Rosaceae (RAJPAL et al., 2004) 

Glycine max (soja), Fabaceae (LUONG, 1995; KAKIMOTO et al., 2003) 

Gossypium hirsutum (algodão), Malvaceae (SHI et al, 1995; GOZE et al., 2003; 

MELLET et al., 2004; NIBOUCHE et al., 2004) 

Gossypium sp. (algodão), Malvaceae (MUKHITDINOV, 1994; PASCUA et al., 1997; 

MATTHEWS, 1999; JAVAID et al., 2000; MICHEL, et al., 2000; ADNAN et al., 2002; 

SRIVASTAVA et al., 2002; KAKIMOTO et al., 2003; BALAKRISHNAN et al., 2004) 

Helianthus annuus (girassol), Asteraceae (SRIVASTAVA et al., 2002; BALAKRISHNAN 

et al.; HORVATH et al., 2004)) 

Hordeum vulgare (cevada), Poaceae (PRASAD, 1997) 

Hyptis suaveolens (jitirana), Labiatae (WILSON, 1997) 

Ipomoea batatas (batata doce), Solanaceae (SHI et al., 1995) 

Lactuca sativa (alface) Asteraceae (ANIL et al., 2004) 

Lens culinaris (lentilha), Fabaceae (SRIVASTAVA et al., 2002) 

Linum usitatissimum (linho), Linaceae (SATPATHI, 2003) 

Lycopersicon esculentum (tomate), Solanaceae (GANESHAN et al., 1997; AHEER et 

al., 1998; SRIVASTAVA et al., 2002; TUMWINE et al., 2002; KAKIMOTO et al., 2003) 

Malus pumila (maçã), Rosaceae (LI et al., 1998) 

Medicago sativa (alfafa), Fabaceae (SRIVASTAVA et al., 2002) 

Momordica charantia (melão-de-são-caetano), Cucurbitaceae (MATHEW et al., 1996) 

Nicotiana sp., Solanaceae (TITMARSH et al., 1990; GANESHAN et al., 1997) 

Nicotiana tabacum (tabaco), Solanaceae (SANNINO, 2005) 
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Papaver somniferum (papoula), Papaveraceae (SRIVASTAVA et al., 2002) 

Pennisetum glaucum (milheto), Poaceae (SHANOWER et al., 1999; BALAKRISHNAN et 

al., 2004)  

Phaseolus vulgaris (feijão), Fabaceae (SHI et al., 1995) 

Pisum sativum (ervilha), Fabaceae (SRIVASTAVA et al., 2002) 

Ricinus communis (mamona), Euphorbiaceae (SRIVASTAVA et al., 2002; GEETHA et 

al., 2003) 

Rosa chinensis (rosa), Rosaceae (GAHUKAR, 2002) 

Solanum melongena (berinjela), Solanaceae (SRIVASTAVA et al., 2002) 

Solanum tuberosum (batata), Solanaceae (GANESHAN et al., 1997; SRIVASTAVA et 

al., 2002) 

Solanum viarum (joá), Solanaceae (TALEKAR et al., 1999) 

Sonchus arvensis, Asteraceae (SATPUTE et al., 2002) 

Sorghum bicolor (sorgo), Fabaceae (BALAKRISHNAN et al., 2004) 

Sorghum sp., Fabaceae (SHANOWER et al., 1999; BOCK et al., 2001) 

Trifolium alexandrinum (trevo-de-Alexandria), Fabaceae (SRIVASTAVA et al., 2002; 

ANIL et al., 2004) 

Triticum aestivum (trigo), Poaceae (SHI et al., 1995) 

Vigna sp. Fabaceae (SRIVASTAVA et al., 2002) 

Vigna mungo (feijão), Fabaceae (BALAKRISHNAN et al., 2004) 

Vigna radiata (feijão mungo), Fabaceae (ADAMU et al., 2001; BALAKRISHNAN et al., 

2004) 

Vigna unguiculata (caupi), Fabaceae (GALANIHE e RANASINGHE, 1991; 

BALAKRISHNAN et al., 2004) 

Zea mays (milho), Poaceae (SHI et al., 1995; SHANOWER et al., 1999; SRIVASTAVA 

et al., 2002; BAGRINTSEVA et al., 2004; BALAKRISHNAN et al., 2004; FAURE et al., 

2004) 

 

Distribuição Geográfica 

 

África 
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África do Sul (MELLET et al., 2004) 

Burkina Faso (GOZE et al., 2003) 

Camarões (GOZE et al., 2003; NIBOUCHE et al., 2004) 

Costa do Marfim (MARTIN et al., 2003) 

Egito (EL MERGAWY et al., 2003) 

Gana (MARFO, 2000) 

Madagascar (KUKLINSKI e BORGEMEISTER, 2002) 

Malaui (MINJA, 1999) 

Mali (MICHEL, 2000) 

Marrocos (HMIMINA et al., 1993) 

Maurício (GANESHAN et al., 1997) 

Moçambique (JAVAID et al., 2000) 

Nigéria (ADAMU et al., 2001) 

Quênia (MINJA  et al., 1999; BOCK et al., 2001) 

Senegal (DAVIS e VENETTE, 2004) 

Sudão (ABDELRAHMAN et al., 1998) 

Tanzânia (MINJA  et al., 1999) 

Uganda (MINJA  et al., 1999; TUMWINE et al., 2002) 

Zimbábue (MATTHEWS, 1999) 

 

Ásia 

Bangladesh (MUSA et al., 1999) 

Cazaquistão (AIMANBETOV e AZHBENOV, 2004) 

China (SHI et al., 1995) 

Filipinas (PASCUA et al., 1997) 

Índia  (MATHEW et al., 1996; RAVI et al., 1998; REDDY e REDDY, 1999; GAHUKAR, 

2002; SINGH et al., 2002; SRIVASTAVA et al., 2002; GEETHA et al., 2003; SATPATHI, 

2003; ANIL et al., 2004; RAJPAL et al., 2004) 

Indonésia (BERG et al., 2000) 

Israel (ZHOU et al., 2000) 

Japão (ENDO et al., 2000) 
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Nepal (APEL et al., 1999) 

Omã (ELAWAD et al., 1997) 

Paquistão (AHEER et al., 1998) 

Rússia (BAGRINTSEVA et al., 2004) 

Síria (ADNAN et al., 2002) 

Sri Lanka (GALANIHE e RANASINGHE, 1991) 

Tadjiquistão (MUKHITDINOV, 1994) 

Tailândia (BUHOLZER et al., 1997) 

Taiwan (TALEKAR et al., 1999) 

Turquia (KARSAVURAN e CETIN, 2002) 

Uzbequistão (SAGDULLAEV et al., 2003) 

Vietnã (LUONG, 1995) 

 

Europa 

Alemanha (HOPPE et al., 1994) 

Belarus (KULAK e SOLODOVNIKOV, 2002) 

Eslovênia (GOMBOC, 1999) 

Espanha (BUHOLZER et al., 1997) 

França (FAURE et al., 2004) 

Holanda (VOS, 2000) 

Hungria (HORVATH et al., 2004) 

Itália (SANNINO et al., 2004) 

Noruega (HANSEN, 1989) 

Portugal (LEANDRO et al., 2003) 

Romênia (ROMAN et al., 1996) 

Suíça (HACHLER et al., 1998) 

 

Oceania 

Austrália (TITMARSH et al., 1990; WILSON, 1997) 

Nova Caledônia (DALY, 1999) 

Nova Zelândia (CAMERON et al., 2001) 
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Papua-Nova Guiné  (SAUCKE et al., 2000) 

 

Via-de-ingresso 
 

Parte aérea da planta (flor, estruturas reprodutivas, pontos de crescimento, folha, 

gemas, fruto/vagem). 

 
Sintomas 
 

 Os instares mais jovens (1 a 5 dias) alimentam-se muito nas folhas e flores do 

grão-de-bico, enquanto os mais velhos (terceiro ínstar em diante) alimentam-se nas 

folhas (se os frutos não estão disponíveis) e nos frutos. Entretanto, no amendoim, a 

larva alimenta-se bastante nas folhas terminais. Para guandu e algodão o maior dano é 

causado nas estruturas reprodutivas. A larva alimenta-se nas folhas quando as 

estruturas reprodutivas não estão disponíveis (SHARMA et al., 2005).  

 

 Helicoverpa armigera (Hubner) (Lep., Noctuidae) é uma das principais pragas 

polífagas das culturas agrícolas do mundo todo. Os estágios imaturos alimentam-se em 

todos os estágios de desenvolvimento da planta, danificando as estruturas frutíferas e 

não frutíferas (JOHNSON e ZALUCKI, 2005). A larva de Helicoverpa armigera ataca 

ramos, flores e cápsulas da semente de plantas desenvolvidas (SANNINO, 2005). 

 

Detecção 

 

 O comércio de plantas ornamentais e flores de corte é um bom meio de 

dispersão da praga. As larvas podem alimentar-se no interior de frutas e vegetais, 

tornando a detecção difícil, mas podem ser encontradas perto dos furos nas frutas e 

nas flores. O dano externo causado pela alimentação dos instares mais avançados é 

prontamente detectável. O material vegetal deve ser inspecionado cuidadosamente 

para detectar ovos, devido seu tamanho reduzido. Os machos adultos podem ser 
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capturados usando armadilhas de feromônio específicas e adultos de ambos os sexos 

podem ser capturados em armadilhas luminosas (EPPO, 2003). 

 
Expressão Econômica 

 

 As perdas anuais na produção de guandu, devido a H. Armigera, têm sido 

estimadas em U$ 317 milhões no mundo todo, a praga se alimenta na parte mais 

valiosa para o ser humano, o alimento (SHANOWER et al., 1999).  

 

Medidas Quarentenárias 

 

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

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

ornamentais, como arranjos florais (COMMONWEALTH OF AUSTRALIA, 1996). Nos 

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

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

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

suspeita, o material deve ser tratado imediatamente. Recomenda-se que todas as 

plantas hospedeiras e parte destas, bem como outro tipo de material de propagação, 

sejam provenientes de sementeiras ou locais livres da praga e quando importadas, 

estejam acompanhadas de um Certificado Fitossanitário, bem como fumigados antes 

do envio. O Certificado Fitossanitário deve especificar o tratamento realizado no 

material vegetal.  
 

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

Posição Taxonômica 
 
Classe: Insecta 

Ordem: Lepidoptera 

Família: Noctuidae 
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Sinonímia 
 

Laphygma frugiperda

Noctua frugiperda  

Phalaena frugiperda 

 
Nomes Vulgares 
 

fall armyworm 

gusano cogollero 

lagarta-do-cartucho 

lagarta-do-cartucho do milho 

lagarta-dos-arrozais 

lagarta militar 

 
Plantas Hospedeiras 
 

Arachis hypogea (amendoim), Fabaceae (MEAGHER 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) 
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Distribuição Geográfica 
 

América Central e Caribe 

Cuba (JOSE FERNANDEZ et al., 2001) 

Costa Rica (BADILLA FERNANDEZ, 2002) 

Honduras (KUNIYOSHI et al., 2003) 

Nicaragua (VANEGAS, 1990) 

Porto Rico (ARMSTRONG, 1994) 

Trinidade e Tobago (VIGNES, 1991) 

 

América do Norte 

Estados Unidos (NAGOSHI 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 J. et al., 2001) 

Chile (VARGAS e BOBADILLA, 2003) 
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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, 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, 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 devido ao ataque da lagarta podem reduzir a produção em até  O seu ataque 

ocorre em todos os estádios do milho, podendo causar perdas de até 39% (VIANA e 
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PRATES, 2003), dependendo, principalmente, do estádio da cultura em que ocorre o 

ataque essas perdas podem alcançar até 34% (VALICENTE e CRUZ, 1991; CRUZ, 

1995 citados por BOGORNI e VENDRAMIM, 2003; CRUZ et al., 2000). Nagoshi e 

Meagher (2004), relaciona 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, 2005). 

 

 

2. Definições de perfis eletroforéticos 
 

Os 10 primers de seqüência aleatória de RAPD produziram padrões de 

bandeamento diferenciados entre as espécies de lepidópteras analisadas nesse 

trabalho (Figura 1). 
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      OPA-03                OPA-04               OPA-10                OPA-11               OPA-13

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

 M    1     2      3  M     1     2    3  M    1     2     3  M    1     2     3  M    1     2    3

 M   1     2    3  M    1     2     3  M    1      2    3  M     1     2    3  M    1     2    3

 

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

uso de 10 primers de RAPD. A letra M indica o marcador de massa molecular 100 pb 

ladder, (1) e (2) indivíduos adultos de H. armigera  e (3) larva de Spodoptera frugiperda 

(amostra padrão). 

 

Os dois indivíduos adultos de H. armigera originaram perfis diferenciados em 

todas as combinações de primers que foram utilizadas nas reações de amplificação por 

RAPD. Com o primer OPA-03, o indivíduo (1) de H. armigera originou um fragmento de 

550 pb que não foi observado no indivíduo (2) e nem na amostra de S. frugiperda. Com 

esse mesmo primer observou-se uma banda de 1100 pb. Provavelmente, essa banda 

 27



de DNA deverá ser uma candidata para o desenvolvimento de um marcador espécie-

específico. Das 10 seqüências aleatórias de RAPD que foram utilizadas, observou-se 

que os mais polimórficos foram os primers OPA-04, OPR-01, OPR-02 e OPR-08. Uma 

banda característica de 450 pb foi encontrada no indivíduo (1) com a utilização do 

primer OPA-11, o mesmo não aconteceu para o indivíduo (2) de H. armigera. O mesmo 

resultado foi observado com o primer OPA-13, gerando um fragmento característico de 

1100 pb para o indivíduo (1). Com o primer OPA-18 foram visualizadas bandas 

específicas para os dois indivíduos. O indivíduo (1) apresentou um marcador molecular 

de 1200 pb e, o indivíduo (2), um de 1450 pb. O primer OPR-04 gerou um fragmento de 

1200 pb, específico apenas para o indivíduo (2). Os resultados também apresentaram 

perfis de RAPD com variabilidade genética para essa espécie de lepidóptera, havendo 

a possibilidade de se encontrar marcadores moleculares mais específicos que poderão 

ser desenvolvidos para a identificação mais precisa da espécie H. armigera.  Um 

exemplo disso seria marcadores moleculares como os primers específicos, gerados por 

RAPD, para identificação mais direta das espécies. 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. Usando a técnica de 

RAPD gerou-se um fragmento de 1200 pb - presente apenas em H. armigera e ausente 

no predador Dicyphus tamaninii - que foi então usado para a obtenção de um par de 

primers específico para essa região em H. armigera. Com essa estratégia foi possível 

detectar o inseto no intestino do respectivo predador. Dessa forma, os marcadores 

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

estratégias, para o estudo da dinâmica das populações de lepidópteras, assim como, 

para a caracterização de potenciais agentes de biocontrole. 

Estes resultados indicam que a técnica de RAPD poderá ser usada na 

identificação de H. armigera, tanto para amostras frescas quanto para as conservadas 

em álcool (LIMA et al., no prelo). 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) 
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que desenvolveram primers específicos para a detecção de H. armigera no intestino de 

possíveis predadores dessa espécie.  

 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 todo tipo de 

análise molecular.  

 

CONCLUSÃO 
 

 O perfil molecular obtido por meio de RAPD-PCR nesse trabalho demonstrou ser 

eficaz e será utilizado como perfil padrão para a identificação de H. armigera, caso a 

praga venha ser interceptada ou introduzida no país, permitindo uma identificação 

segura e ações rápidas de quarentena e a elaboração de políticas públicas para pragas 

quarentenárias.  
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Resumo XE "Resumo" 

Uma das conseqüências da globalização da economia é a dispersão de espécies invasoras exóticas. Medidas quarentenárias desempenham papéis importantes contribuindo para barrar a entrada de espécies exóticas.  Helicoverpa armigera 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 RAP-PCR. O protocolo molecular otimizado deverá ser aplicado quando da suspeita ou interceptação da praga no país, contribuindo para a concretização de ações quarentenárias e no estabelecimento e desenvolvimento de um banco de marcadores moleculares baseados em RAPD para insetos exóticos. A técnica de RAPD-PCR (Polimorfismo de DNA Amplificado ao Acaso) se baseia na amplificação do DNA gerando simplicidade e rapidez a baixos custos ao mesmo tempo em que facilita a identificação de uma praga quarentenária.

RAPD-PCR fingerprinting to the quarantine pest to Brazil, Helicoverpa armigera (Hubner, 1808) (Lepidoptera, Noctuidae) 




ABSTRACT XE "ABSTRACT" 


Introdução XE "Introdução"   


A economia mundial é moldada por avanços tecnológicos, melhorias no comércio doméstico e de alianças estratégicas internacionais. Essas ações tendem cada vez mais a globalizar os mercados. No setor agrícola, para concretização das ações humanas foi necessário o deslocamento de espécies, tanto vegetal como animal. Os objetivos iam desde o plantio de culturas já conhecidas para uso na alimentação, até de plantas ornamentais de jardins por razões sentimentais. 


Uma das conseqüências dessas ações é a dispersão de espécies invasoras, que podem ser caracterizar como pragas, quando consideramos o trânsito de produtos agrícolas. Os deslocamentos dessas espécies em muitos casos, provocam impactos negativos nos ecossistemas locais e sobre as espécies que compõem estes ambientes. 


As questões fitossanitárias constituem, dessa forma, no momento atual um dos principais fatores que podem colocar em risco a troca de mercadorias agrícolas em nível internacional, bem como de qualquer outro tipo de mercadoria, quando consideramos o problema sério de pragas em embalagens e suportes de madeira. 


Com objetivos claros de resguardarem a economia internacional ao mesmo tempo em que promovem a proteção e sanidade vegetal e animal, vários órgãos internacionais, em conjunto ou separadamente, foram formados para estabelecerem regras, normas e diretrizes, entre eles, a Convenção da Biodiversidade, a qual tem a adesão de 178 países e a Organização Mundial do Comércio (OMC), com 139 países membros. O primeiro protege a biodiversidade mundial e o último, o comércio internacional de comodities e serviços, e uma de suas ações refere-se ao Acordo de Aplicação de Medidas Sanitárias e Fitossanitárias (Acordo SPS) (WORLD TRADE ORGANIZATION, 1994).


O Acordo visa proteger os países de inúmeras espécies de pragas enquanto promove os princípios de liberdade e equivalência no comércio, também facilitando a segurança por meio do uso de medidas que (1) estabelecem normas internacionais de medidas sanitárias e fitossanitárias, (2) realizem avaliações de risco baseadas em evidências e princípios científicos, (3) apresentem consistência na aplicação de medidas apropriadas de proteção, (4) tenham impacto mínimo, (5) apresentem equivalência de medidas, (6) mantenham transparência nas notificações das medidas aplicadas ao comércio (WORLD TRADE ORGANIZATION, 1994).

As atividades de proteção de plantas, incluindo quarentena também estão no âmbito da Organização das Nações Unidas para Agricultura e Alimentação (FAO) por meio da Convenção Internacional para Proteção dos Vegetais (CIPV). Ao mesmo tempo para facilitar o comércio regional e fortalecer a negociação internacional, os países têm se organizado em grupos, próximos geograficamente, para regulamentar e implementar a quarentena de plantas, parte de plantas e seus derivados destinados ao comércio e à pesquisa.


Individualmente, os países devem contar com Organizações Nacionais de Proteção Fitossanitária (ONPF), que estão sendo desafiadas a acomodarem as inúmeras demandas criadas com as aceleradas taxas de crescimento do comércio internacional ao mesmo tempo que acompanham e implementam as constantes mudanças nas exigências fitossanitárias internacionais. No Brasil, o Órgão Nacional de Proteção Fitossanitária (ONPF), representado pelo Departamento de Defesa e Inspeção Vegetal (DDIV) do Ministério da Agricultura, Pecuária e do Abastecimento (MAPA) está sendo desafiado a acomodar as enormes demandas criadas com essas mudanças no comércio.


 Neste cenário, os avanços científicos, paralelamente a ONPF, devem ser capazes de fornecer subsídios técnicos para que as medidas e as ações geradas dessas demandas sejam implementadas beneficiando a sociedade de modo geral. Na área fitossanitária, as pragas são importantes organismos neste processo, porque ao se dispersarem para áreas isentas podem promover grandes impactos nos ecossistemas. Vários países tiveram suas economias profundamente abaladas pela presença de pragas em seus agroecossistemas e muitas das barreiras não-tarifárias impostas em produtos comerciais são resultantes da presença indesejada 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 expressão econômica potencial para a área posta em perigo e onde ainda não está presente, ou se está não se encontra amplamente distribuída e é oficialmente controlada (FAO, 2002). Entende-se também como sinônimo de pragas quarentenárias, as espécies exóticas – EE, cuja definição é: espécies ou subespécies ou grupos táxons inferiores, introduzidos fora de seu habitat natural ou presente distribuição geográfica; inclui qualquer parte de tais espécies como gametas, ovos ou propágulos que possam sobreviver e subseqüentemente reproduzir, e por  “espécies invasoras exóticas” – EIE, uma espécie exótica cuja introdução e ou dispersão ameaça a diversidade biológica (CONVENTION ON BIOLOGICAL DIVERSITY, 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) 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.



Os insetos comprazem a categoria de organismos que mais impactos causam a agricultura, em nível mundial. Dentro desse grupo, as lepidópteras e os coleópteros, são os que mais contribuem para as perdas e danos do sistema produtivo agrícola. H. armigera e Spodoptera frugiperda, pertencem a Ordem Lepidoptera, Família Noctuidae,  são espécies polífagas e cosmopolita, conseqüentemente, causam grande impacto econômico, ambiental e social, nas áreas onde ocorrem. H. armigera ataca importantes plantas cultivadas, entre elas as plantas ornamentais, o milho, o tomate, a soja e as frutas do grupo das amoras (DUFFIELD e CHAPPLE, 2001; INRA, 2005).  


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

A metodologia de trabalho constará da elaboração das fichas biológicas de H. armigera, considerando a abordagem de prevenção de entrada da praga no país e de S. frugiperda, pela expressão econômica que ela representa para as culturas de milho e arroz no país. Também terá como objetivo determinar o perfil molecular por meio de RAPD, para essa espécie, de forma a subsidiar as medidas quarentenárias que por ventura necessitarem ser 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 e H. armigera.


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. armigera foi cedido pelo Instituto de ARC-Grain Crops, em Potchesfstrroom, África do Sul, por meio do Dr. Johnnie van den Berg. Utilizou-se para análise parte de indivíduo adulto de H. armigera.

Perfil molecular XE "Perfil molecular" 

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



Os insetos foram submetidos à maceração e em seguida, adicionou-se 500(L de tampão de extração (Tris-HCl 10mM pH 8, EDTA 1mM, Triton X-100 0,3% e Proteinase K 60(g.mL-1), incubando-se por 30min a 65ºC. Em seguida, adicionou-se 500(L de fenol/clorofórmio/álcool isoamílico (25:24:1) e as fases foram homogeneizadas em vortex por 5s. Após a homogeneização, o material foi centrifugado por 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, utilizaram-se os DNA’s extraídos a partir dos fragmentos originários dos indivíduos adultos de H. armigera diluídos 10X e de S. frugiperda diluído 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 PCR 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 (2,5 U) (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 foto documentação (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. Helicoverpa armigera (Hubner, 1808) XE "1.1. Helicoverpa armigera (Hubner, 1808)" 

Posição Taxonômica


Classe: Insecta


Ordem: Lepidoptera


Família: Noctuidae

Sinonímia


Heliothis armigera Hubner


Heliothis fusca Cockerell


Chloridea armigera Hübner


Noctua armigera Hübner


Nomes Vulgares 


american bollworm


corn ear-worm


corn earworm


cotton ball worm


cotton bollworm


gram caterpillar


gram pod-borer


groundnut leafminer

old world bollworm


pod borer


tobacco budworm


tomato fruitworm


Plantas Hospedeiras


Abelmoschus esculentus (quiabo), Malvaceae (SRIVASTAVA et al., 2002; KAKIMOTO et al., 2003; BALAKRISHNAN et al., 2004)


Allium sp., Liliaceae (SRIVASTAVA et al., 2002)


Allium cepa (cebola, Liliaceae) (SRIVASTAVA et al., 2002)


Amaranthus viridis (caruru verde), Amaranthaceae (JOGINDER et al., 1990)

Arachis hypogaea (amendoim), Fabaceae (SHI et al, 1995; SHANOWER et al., 1999)


Asparagus officinalis (aspargo), Liliaceae (DAVIS e VENETTE, 2004)

Brassica oleracea var. botrytis (couve-flor), Brassicaceae (ANIL et al., 2004)


Brassica oleracea var. capitata (repolho), Brassicaceae (SAUCKE et al., 2000; ANIL et al., 2004)


Cajanus cajan (guandu), Fabaceae (MINJA et al., 1999; MARFO, 2000; ANIL et al., 2004)


Capsicum sp.  Solanaceae (SRIVASTAVA et al., 2002; KAKIMOTO et al., 2003)


Carthamus tinctorius (cártamo), Asteraceae (SRIVASTAVA et al., 2002)


Chenopodium album (ançarinha branca), Chenopodiaceae (JOGINDER et al., 1990; SATPUTE et al., 2002; ANIL et al., 2004)


Chenopodium quinoa (quinoa, Chenopodiaceae) (ANIL et al., 2004)

Cicer arietinum (grão de bico), Fabaceae (SHANOWER et al., 1999; SATPUTE et al., 2002; ANIL et al., 2004)

Citrus sinensis (laranja), Rutaceae (REDDY e REDDY, 1999)

Commelina benghalensis (trapoeraba), Commelinaceae (SATPUTE et al., 2002)


Convolvulus arvensis (siminho), Convolvulaceae (JOGINDER et al., 1990; SATPUTE et al., 2002)


Cucumis anguria (maxixe), Cucurbitaceae (RAVI et al., 1998)

Cucumis melo (melão), Cucurbitaceae (RAO e  RAO, 1999)

Datura stramonium (zabumba), Solanaceae (SATPUTE et al., 2002)

Dianthus caryophyllus (cravo), Caryophyllaceae (GANESHAN et al., 1997)


Digera arvensis, Amaranthaceae (SATPUTE et al., 2002)


Fragaria ananassa (morando), Rosaceae (RAJPAL et al., 2004)


Glycine max (soja), Fabaceae (LUONG, 1995; KAKIMOTO et al., 2003)


Gossypium hirsutum (algodão), Malvaceae (SHI et al, 1995; GOZE et al., 2003; MELLET et al., 2004; NIBOUCHE et al., 2004)


Gossypium sp. (algodão), Malvaceae (MUKHITDINOV, 1994; PASCUA et al., 1997; MATTHEWS, 1999; JAVAID et al., 2000; MICHEL, et al., 2000; ADNAN et al., 2002; SRIVASTAVA et al., 2002; KAKIMOTO et al., 2003; BALAKRISHNAN et al., 2004)


Helianthus annuus (girassol), Asteraceae (SRIVASTAVA et al., 2002; BALAKRISHNAN et al.; HORVATH et al., 2004))


Hordeum vulgare (cevada), Poaceae (PRASAD, 1997)


Hyptis suaveolens (jitirana), Labiatae (WILSON, 1997)


Ipomoea batatas (batata doce), Solanaceae (SHI et al., 1995)


Lactuca sativa (alface) Asteraceae (ANIL et al., 2004)


Lens culinaris (lentilha), Fabaceae (SRIVASTAVA et al., 2002)

Linum usitatissimum (linho), Linaceae (SATPATHI, 2003)


Lycopersicon esculentum (tomate), Solanaceae (GANESHAN et al., 1997; AHEER et al., 1998; SRIVASTAVA et al., 2002; TUMWINE et al., 2002; KAKIMOTO et al., 2003)


Malus pumila (maçã), Rosaceae (LI et al., 1998)


Medicago sativa (alfafa), Fabaceae (SRIVASTAVA et al., 2002)


Momordica charantia (melão-de-são-caetano), Cucurbitaceae (MATHEW et al., 1996)


Nicotiana sp., Solanaceae (TITMARSH et al., 1990; GANESHAN et al., 1997)


Nicotiana tabacum (tabaco), Solanaceae (SANNINO, 2005)

Papaver somniferum (papoula), Papaveraceae (SRIVASTAVA et al., 2002)

Pennisetum glaucum (milheto), Poaceae (SHANOWER et al., 1999; BALAKRISHNAN et al., 2004)


Phaseolus vulgaris (feijão), Fabaceae (SHI et al., 1995)


Pisum sativum (ervilha), Fabaceae (SRIVASTAVA et al., 2002)


Ricinus communis (mamona), Euphorbiaceae (SRIVASTAVA et al., 2002; GEETHA et al., 2003)


Rosa chinensis (rosa), Rosaceae (GAHUKAR, 2002)


Solanum melongena (berinjela), Solanaceae (SRIVASTAVA et al., 2002)


Solanum tuberosum (batata), Solanaceae (GANESHAN et al., 1997; SRIVASTAVA et al., 2002)


Solanum viarum (joá), Solanaceae (TALEKAR et al., 1999)


Sonchus arvensis, Asteraceae (SATPUTE et al., 2002)


Sorghum bicolor (sorgo), Fabaceae (BALAKRISHNAN et al., 2004)


Sorghum sp., Fabaceae (SHANOWER et al., 1999; BOCK et al., 2001)


Trifolium alexandrinum (trevo-de-Alexandria), Fabaceae (SRIVASTAVA et al., 2002; ANIL et al., 2004)


Triticum aestivum (trigo), Poaceae (SHI et al., 1995)

Vigna sp. Fabaceae (SRIVASTAVA et al., 2002)


Vigna mungo (feijão), Fabaceae (BALAKRISHNAN et al., 2004)


Vigna radiata (feijão mungo), Fabaceae (ADAMU et al., 2001; BALAKRISHNAN et al., 2004)


Vigna unguiculata (caupi), Fabaceae (GALANIHE e RANASINGHE, 1991; BALAKRISHNAN et al., 2004)


Zea mays (milho), Poaceae (SHI et al., 1995; SHANOWER et al., 1999; SRIVASTAVA et al., 2002; BAGRINTSEVA et al., 2004; BALAKRISHNAN et al., 2004; FAURE et al., 2004)


Distribuição Geográfica

África


África do Sul (MELLET et al., 2004)


Burkina Faso (GOZE et al., 2003)


Camarões (GOZE et al., 2003; NIBOUCHE et al., 2004)


Costa do Marfim (MARTIN et al., 2003)


Egito (EL MERGAWY et al., 2003)


Gana (MARFO, 2000)


Madagascar (KUKLINSKI e BORGEMEISTER, 2002)


Malaui (MINJA, 1999)


Mali (MICHEL, 2000)


Marrocos (HMIMINA et al., 1993)


Maurício (GANESHAN et al., 1997)


Moçambique (JAVAID et al., 2000)

Nigéria (ADAMU et al., 2001)

Quênia (MINJA  et al., 1999; BOCK et al., 2001)


Senegal (DAVIS e VENETTE, 2004)


Sudão (ABDELRAHMAN et al., 1998)


Tanzânia (MINJA  et al., 1999)


Uganda (MINJA  et al., 1999; TUMWINE et al., 2002)


Zimbábue (MATTHEWS, 1999)


Ásia


Bangladesh (MUSA et al., 1999)


Cazaquistão (AIMANBETOV e AZHBENOV, 2004)


China (SHI et al., 1995)


Filipinas (PASCUA et al., 1997)


Índia  (MATHEW et al., 1996; RAVI et al., 1998; REDDY e REDDY, 1999; GAHUKAR, 2002; SINGH et al., 2002; SRIVASTAVA et al., 2002; GEETHA et al., 2003; SATPATHI, 2003; ANIL et al., 2004; RAJPAL et al., 2004)


Indonésia (BERG et al., 2000)


Israel (ZHOU et al., 2000)


Japão (ENDO et al., 2000)


Nepal (APEL et al., 1999)


Omã (ELAWAD et al., 1997)


Paquistão (AHEER et al., 1998)

Rússia (BAGRINTSEVA et al., 2004)


Síria (ADNAN et al., 2002)

Sri Lanka (GALANIHE e RANASINGHE, 1991)


Tadjiquistão (MUKHITDINOV, 1994)


Tailândia (BUHOLZER et al., 1997)


Taiwan (TALEKAR et al., 1999)


Turquia (KARSAVURAN e CETIN, 2002)


Uzbequistão (SAGDULLAEV et al., 2003)


Vietnã (LUONG, 1995)


Europa


Alemanha (HOPPE et al., 1994)

Belarus (KULAK e SOLODOVNIKOV, 2002)

Eslovênia (GOMBOC, 1999)

Espanha (BUHOLZER et al., 1997)


França (FAURE et al., 2004)


Holanda (VOS, 2000)


Hungria (HORVATH et al., 2004)


Itália (SANNINO et al., 2004)


Noruega (HANSEN, 1989)


Portugal (LEANDRO et al., 2003)


Romênia (ROMAN et al., 1996)


Suíça (HACHLER et al., 1998)


Oceania


Austrália (TITMARSH et al., 1990; WILSON, 1997)


Nova Caledônia (DALY, 1999)


Nova Zelândia (CAMERON et al., 2001)


Papua-Nova Guiné  (SAUCKE et al., 2000)


Via-de-ingresso


Parte aérea da planta (flor, estruturas reprodutivas, pontos de crescimento, folha, gemas, fruto/vagem).

Sintomas



Os instares mais jovens (1 a 5 dias) alimentam-se muito nas folhas e flores do grão-de-bico, enquanto os mais velhos (terceiro ínstar em diante) alimentam-se nas folhas (se os frutos não estão disponíveis) e nos frutos. Entretanto, no amendoim, a larva alimenta-se bastante nas folhas terminais. Para guandu e algodão o maior dano é causado nas estruturas reprodutivas. A larva alimenta-se nas folhas quando as estruturas reprodutivas não estão disponíveis (SHARMA et al., 2005). 



Helicoverpa armigera (Hubner) (Lep., Noctuidae) é uma das principais pragas polífagas das culturas agrícolas do mundo todo. Os estágios imaturos alimentam-se em todos os estágios de desenvolvimento da planta, danificando as estruturas frutíferas e não frutíferas (JOHNSON e ZALUCKI, 2005). A larva de Helicoverpa armigera ataca ramos, flores e cápsulas da semente de plantas desenvolvidas (SANNINO, 2005).


Detecção


O comércio de plantas ornamentais e flores de corte é um bom meio de dispersão da praga. As larvas podem alimentar-se no interior de frutas e vegetais, tornando a detecção difícil, mas podem ser encontradas perto dos furos nas frutas e nas flores. O dano externo causado pela alimentação dos instares mais avançados é prontamente detectável. O material vegetal deve ser inspecionado cuidadosamente para detectar ovos, devido seu tamanho reduzido. Os machos adultos podem ser capturados usando armadilhas de feromônio específicas e adultos de ambos os sexos podem ser capturados em armadilhas luminosas (EPPO, 2003).


Expressão Econômica


As perdas anuais na produção de guandu, devido a H. Armigera, têm sido estimadas em U$ 317 milhões no mundo todo, a praga se alimenta na parte mais valiosa para o ser humano, o alimento (SHANOWER et al., 1999). 


Medidas Quarentenárias

O maior risco de introdução desta praga em regiões onde ainda não existe é a partir da entrada de larvas ou pupas em plantas hospedeiras e partes de plantas ornamentais, como arranjos florais (COMMONWEALTH OF AUSTRALIA, 1996). Nos portos e aeroportos, as brotações, as folhas novas, os frutos em desenvolvimento e outras partes de vegetais, principalmente de plantas ornamentais, devem ser cuidadosamente examinados, com o auxílio de lupas de bolso (x30). Em caso de suspeita, o material deve ser tratado imediatamente. Recomenda-se que todas as plantas hospedeiras e parte destas, bem como outro tipo de material de propagação, sejam provenientes de sementeiras ou locais livres da praga e quando importadas, estejam acompanhadas de um Certificado Fitossanitário, bem como 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., 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 J. 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, 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, 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 devido ao ataque da lagarta podem reduzir a produção em até  O seu ataque ocorre em todos os estádios do milho, podendo causar perdas de até 39% (VIANA e PRATES, 2003), dependendo, principalmente, do estádio da cultura em que ocorre o ataque essas perdas podem alcançar até 34% (VALICENTE e CRUZ, 1991; CRUZ, 1995 citados por BOGORNI e VENDRAMIM, 2003; CRUZ et al., 2000). Nagoshi e Meagher (2004), relaciona 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, 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 o uso de 10 primers de RAPD. A letra M indica o marcador de massa molecular 100 pb ladder, (1) e (2) indivíduos adultos de H. armigera  e (3) larva de Spodoptera frugiperda (amostra padrão).


Os dois indivíduos adultos de H. armigera originaram perfis diferenciados em todas as combinações de primers que foram utilizadas nas reações de amplificação por RAPD. Com o primer OPA-03, o indivíduo (1) de H. armigera originou um fragmento de 550 pb que não foi observado no indivíduo (2) e nem na amostra de S. frugiperda. Com esse mesmo primer observou-se uma banda de 1100 pb. Provavelmente, essa banda de DNA deverá ser uma candidata para o desenvolvimento de um marcador espécie-específico. Das 10 seqüências aleatórias de RAPD que foram utilizadas, observou-se que os mais polimórficos foram os primers OPA-04, OPR-01, OPR-02 e OPR-08. Uma banda característica de 450 pb foi encontrada no indivíduo (1) com a utilização do primer OPA-11, o mesmo não aconteceu para o indivíduo (2) de H. armigera. O mesmo resultado foi observado com o primer OPA-13, gerando um fragmento característico de 1100 pb para o indivíduo (1). Com o primer OPA-18 foram visualizadas bandas específicas para os dois indivíduos. O indivíduo (1) apresentou um marcador molecular de 1200 pb e, o indivíduo (2), um de 1450 pb. O primer OPR-04 gerou um fragmento de 1200 pb, específico apenas para o indivíduo (2). Os resultados também apresentaram perfis de RAPD com variabilidade genética para essa espécie de lepidóptera, havendo a possibilidade de se encontrar marcadores moleculares mais específicos que poderão ser desenvolvidos para a identificação mais precisa da espécie H. armigera.  Um exemplo disso seria marcadores moleculares como os primers específicos, gerados por RAPD, para identificação mais direta das espécies. 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. Usando a técnica de RAPD gerou-se um fragmento de 1200 pb - presente apenas em H. armigera e ausente no predador Dicyphus tamaninii - que foi então usado para a obtenção de um par de primers específico para essa região em H. armigera. Com essa estratégia foi possível detectar o inseto no intestino do respectivo predador. Dessa forma, os marcadores moleculares obtidos por RAPD mostram-se úteis para o desenvolvimento de várias estratégias, para o estudo da dinâmica das populações de lepidópteras, assim como, para a caracterização de potenciais agentes de biocontrole.


Estes resultados indicam que a técnica de RAPD poderá ser usada na identificação de H. armigera, tanto para amostras frescas quanto para as conservadas em álcool (LIMA et al., no prelo). 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. 



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 todo tipo de análise molecular. 


Conclusão XE "Conclusão" 


O perfil molecular obtido por meio de RAPD-PCR nesse trabalho demonstrou ser eficaz e será utilizado como perfil padrão para a identificação de H. armigera, caso a praga venha ser interceptada ou introduzida no país, permitindo uma identificação segura e ações rápidas de quarentena e a elaboração de políticas públicas para pragas quarentenárias.
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