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Determinacao do Numero de
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Resumo

Spodoptera frugiperda é uma praga que ocasiona danos a diversas culturas
economicamente importantes, em varias regioes produtoras do pais. Popularmente
conhecida como lagarta do cartucho ou lagarta militar, é considerada a principal praga da
cultura do milho no Brasil, apesar de danificar também outras culturas. A resisténcia a
inseticidas é uma realidade no manejo de S. frugiperda, o que tem dificultado ainda mais o
seu controle. Um aspecto importante para o controle é o conhecimento de suas
caracteristicas fenotipicas e genotipicas. Este conhecimento pode auxiliar no
estabelecimento do perfil genético do inseto e na identificacdo de marcadores que apontem
para populacdes resistentes a inseticidas ou para populacdes potencialmente transmissoras
de doencas. Uma das estratégias para contornar o problema pode ser a utilizacao da
técnica de RAPD. Uma caracteristica deste tipo de marcador é o seu comportamento como
marcador genético dominante. A dominancia, neste caso, nao se refere a interacao
genética entre alelos de um mesmo /ocus e sim a interpretacao relativa entre fenétipo e
genotipo.

Palavras-chave: Insecta; lagarta-do-cartucho; RAPD; Marcadores moleculares.
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Abstract

Spodoptera frugiperda is a pest that attacks several cultures economically important in
several producing areas of the country. Popularly known as fall armyworm, is considered
the main pest of corn crop in Brazil, in spite of also attacking other crops. The resistance
to insecticides is a reality in the handling of S. frugiperda, what has been hindering the
control. An important aspect for the control is the knowledge of their phenotype and
genotype characteristics. This knowledge can aid in the establishment of a genetic profile
of the insect and in the identification of markers that appear for resistant populations to
insecticides or for populations, vectors of diseases. One of the strategies to outline the
problem can be the use of the technique of RAPD. A characteristic of this molecular
marker is the behavior as a dominant genetic marker. The dominance, in this case, doesn't
refer to the genetic interaction among allele of the same /ocus but the relative

interpretation between phenotype and genotype.

Key words: Insecta; fall armyworm; RAPD; Molecular Markers.



Introducéao

Spodoptera frugiperda (J. Smith 1797) é um importante lepiddptero praga que ocasiona
danos a diversas culturas economicamente importantes, em varias regides produtoras do
pais. E conhecida popularmente como lagarta do cartucho ou lagarta militar, sendo
considerada a principal praga da cultura do milho no Brasil, mas ataca também outras
culturas como: algodao, sorgo, arroz, trigo, alfafa, feijdo, amendoim, tomate, batata,
repolho, espinafre, abébora, alface e couve (CRUZ et al., 1999; MONTESBRAVO, 2001;
CRUZ e MONTEIRO, 2004). Apenas na cultura do milho, uma das mais importantes em
escala nacional, essa praga pode provocar danos na ordem de 34 a 38%. (VALICENTE e
CRUZ, 1991; CRUZ et al., 1995; MEREGE, 2001). Uma das principais razées para o
aumento desta praga e de outras no Brasil tém sido devido as alteracbes no meio
ambiente, provocadas pelo homem, com a expansao de fronteiras e desenvolvimento de

novas tecnologias de producdo (PARRA e OMOTO, 2004).

O ataque de S. frugiperda as folhas danifica o tecido meristematico, ocasionando o
sintoma conhecido como folhas raspadas. Quando o ataque é mais intenso, as lagartas
causam buracos nas folhas, reducao da populacao de plantas, chegando a destruir
completamente plantas pequenas e causando severos danos em plantas maiores e
mudancgas na sua arquitetura (MEREGE, 2001). Estas lagartas causam danos desde a
emergéncia até a maturacao das plantas, ou seja, em todos os estagios de
desenvolvimento das diversas culturas (SANTOS, 2001; GALLO et al., 2002; CRUZ et al.,
1997; FUNDACAO MT, 2001). Em determinados anos, as lagartas atingem niveis

populacionais elevados, podendo destruir totalmente as lavouras (BUSATO et al., 2004).

Os adultos de S. frugiperda sdao mariposas de aproximadamente 30 a 35mm de
envergadura com asas anteriores de coloracdo marrom-acinzentada, tendo os machos,
manchas no apice bem visiveis, enquanto que, nas fémeas sdo quase imperceptiveis. Em
ambos os sexos as asas posteriores sdo esbranquicadas e hialinas. No milho, este inseto
faz a postura em massa na face adaxial das folhas, e cada fémea coloca cerca de 1500
ovos durante a vida. Elas apresentam um “y” invertido na parte frontal da cabeca (CRUZ et
al., 1995; GALLO et al., 2002). As lagartas passam por seis instares larval e no Ultimo

instar pode atingir até 40 mm de comprimento (DEGRANDE, 1998).

Um aspecto importante no controle desta importante praga é o conhecimento de suas
caracteristicas fenotipicas e genotipicas. Este conhecimento pode auxiliar no
estabelecimento do perfil genético deste inseto e na identificacao de marcadores que

apontem para populacdes resistentes a inseticidas ou para populacdes potencialmente



transmissoras de doencas. A resisténcia a inseticidas é uma realidade no manejo de S.
frugiperda, o que tem dificultado ainda mais o seu controle. Uma das estratégias para
contornar o problema da resisténcia tem sido a necessidade de aplicacao rotacional de

inseticidas de mecanismos de acao distintos, que pode ser auxiliado pela técnica de RAPD.

A técnica de RAPD (WILLIAMS et al., 1990) tem sido muito utilizada por apresentar
caracteristicas que permitem a obtencado de um grande ndmero de informacdes para a
andlise de genomas onde pouco se conhece a respeito de sua composicao, uma vez que,
emprega a utilizacdo de um unico primer de seqUéncia arbitraria com potencial de
reconhecer regioes desconhecidas do DNA alvo. Podendo vir a se tornar uma técnica
importante no planejamento de sistemas de producao de culturas e um passo crucial para a
implementacao de estratégias efetivas de Manejo de Pragas, (PARRA e OMOTO, 2004)

como S. frugiperda.

Os marcadores RAPD se baseiam na amplificacdo do DNA, gerando informacGes com
simplicidade e rapidez a baixos custos. Assim, grande quantidade de polimorfismo na
forma de segmentos de DNA podem ser obtidos em curto espaco de tempo. Para que haja
a amplificacdo de um fragmento RAPD, duas seqiiéncias de DNA complementares ao
primer devem estar adjacentes (a menos de 4 kb) e em orientacao oposta, para permitir a

amplificacdo pela Tag DNA polimerase (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998).

Uma caracteristica deste tipo de marcador é o seu comportamento como marcador
genético dominante. Lembrando que a dominancia, neste caso, nao se refere a interacao
genética entre alelos de um mesmo /ocus e sim a interpretacao relativa entre fenétipo e

genétipo (CIAMPI e MAGALHAES, 2001).

Objetivo

O objetivo desse trabalho foi determinar o nimero de marcadores moleculares de RAPD
ideal para a anélise da variabilidade genética dos individuos de S. frugiperda mantidos em

uma coldnia.

Materiais e Métodos

Insetos utilizados na analise molecular
Foram utilizados vinte individuos de S. frugiperda coletados aleatoriamente a partir de uma

colOnia estabelecida no laboratério de criacdo de insetos da Embrapa Recursos Genéticos e



Biotecnologia. Para a anéalise molecular dos individuos da coldnia foram utilizadas larvas em
seu terceiro instar de desenvolvimento que foram mantidas em etanol 100 % a - 20 °C até

o momento do uso.

Obtencao de acido nucléico total
Para os estudos de caracterizacdo molecular, o DNA dos individuos foi extraido a partir de
um método previamente estabelecido (QUEIROZ et al., 2004) seguindo-se adaptacdes dos

protocolos de Agusti et al. (1999) e Monnerat et al. (2004).

Submeteu-se cada larva a uma maceracéo individual e, a seguir, adicionou-se 500 uL de
tampao de extragdo (Tris-HCI 10 mM pH 8, EDTA 1 mM, Triton X-100 0,3 % e Proteinase
K 120 pug.mL"), incubando-se por 60 min a 65 °C. O homogenato foi centrifugado por 10
min a 10.000xg e, o sobrenadante, transferido para um tubo plastico. Adicionou-se 500 pL
de fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (25:24:1) e as fases foram homogeneizadas em
vortex por 5 s. O material foi centrifugado por 10 min a 10.000xg e a 10 °C. A fase
aguosa foi entao transferida para um novo tubo plastico, repetindo-se a etapa

anteriormente descrita.

O DNA foi precipitado pela adicdo de 30 uL de NaCl 5 M e 1 mL de etanol absoluto
incubando-se por 16 h a — 20 °C. Apéds centrifugacdo a 10.000xg por 10 min a 10 °C, o
DNA precipitado foi lavado duas vezes com 500 uL de etanol 70 %, seco a temperatura
ambiente, ressuspenso em TE 0,1 X (Tris-HCI 1 mM pH 8, EDTA 0,1 mM) e armazenado a
— 20 °C. Para as anélises de RAPD, utilizou-se o DNA diluido 10 X (aproximadamente 100
ng) em TE O,1 X.

Reacdes de RAPD

Para os estudos de caracterizacdo molecular, O DNA extraido a partir de cinco individuos
de cada populacao foi utilizado em 30 uL de uma reacdo de RAPD contendo 24,9 uL de
dgua milliQ, 3,0 uL de tampao 10 X (Amersham Bioscience), 1,2 uL de primer 10 uM
(Operon technologies, Inc., CA, USA) (Tabela 1), 0,6 pL de dNTP’s (10 mM) e 0,3 puL de
Tag DNA polimerase na concentracdo de 5 U.uL' (Amersham) e 5 uL (20 ng) de DNA.



Tabela 1 — Seqliéncia dos oligonucleotidios de RAPD utilizados na determinacao dos perfis

eletroforéticos das diversas populacdes de insetos submetidas a analise molecular.

Primer Seqliéncia (5" = 3’)
OPA-02 TGC CGA GCT G
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 TGACCG T
OPA-20 GTT GCG ATC C
OPE-03 CCA GAT GCAC
OPE-07 AGA TGC AGC C

Obtencao de perfis eletroforéticos

As amplificacdes foram efetuadas em termociclador (PTC 100 MJ Research) programado

para 45 ciclos, contendo uma etapa inicial de desnaturacdo de 3 min a 94 °C. Cada ciclo
foi constituido de uma etapa de desnaturacdo de 1 min a 93 °C, anelamento por 1 min a

35 °C e extensao por 2 min a 72 °C. Apés os ciclos, foi realizada uma etapa de extensao

final de b min a 72 °C.

Andlise por eletroforese dos fragmentos de DNA gerados por RAPD

Os produtos de amplificacao originarios das reacdes de RAPD foram separados em gel de
agarose 1,5 % submerso em tampao TBE 1X (Tris-borato 90 mM e EDTA 1 mM) durante 3
h a 160 V. Ao término da corrida, os géis foram corados por 30 min em uma solucao
corante contendo brometo de etidio (5 ng.mL™), descorados por 30 min em agua destilada
e fotografado sob luz ultravioleta no comprimento de onda de 300 nm. A documentacéao

fotografica foi feita usando-se o sistema EagleEye Il still video system™ (Stratagene).

Em todos os géis, marcadores de massa molecular (100 bp Ladder - INVITROGEN) foram
usados para a determinacao da massa molecular dos fragmentos amplificados pela técnica

de RAPD.



Andlise dos dados

As fotos das amplificacOes realizadas com os primers selecionados foram usadas para a
andlise do polimorfismo entre os individuos da populacdo. As bandas presentes nos géis
foram consideradas como marcadores RAPD. Foi entdo gerada uma matriz de similaridade
levando-se em consideracao as relacdes entre individuos, primers e massas moleculares
das bandas obtidas com um dado primer. Utilizou-se o valor 1 para a presenca de um
marcador e O para a auséncia. No caso de ddvida o nimero 9 foi usado como padrao. A
seguir, a planilha obtida foi submetida a um programa de anélise estatistica multivariada
para a determinacao das distancias genéticas entre os individuos. A matriz de similaridade
foi obtida por meio do coeficiente de Jaccard (SNEATH e SOKAL, 1973) e que, por meio
da anélise por UPGMA (unweighted pair-group method analysis), produziu-se um
dendrograma que evidenciou o agrupamento dos individuos, utilizando-se o programa
NTSYS (Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis System) versdo 2.02 pc (RHOLF,
1993).

A seguir, os valores obtidos e tabelados em uma planilha foram submetidos a anélise de
variancia molecular (AMOVA) para a determinacao estatistica das possiveis origens das
variabilidades encontradas nas populacdes pela aplicacdo de algoritmos especificos pelo

programa Arlequin ver. 2000 (SCHNEIDER et al., 2000).

Resultados

Em trabalho anterior, Queiroz et al. (2004) utilizaram 5 primers (OPA-03, OPA-04, OPA-
10, OPA-11 e OPA-13) para a determinacao dos perfis eletroforéticos de marcadores
moleculares de RAPD adequados para a deteccao de individuos de S. frugiperda, como
também, para o estudo da variabilidade genética de uma populacdo mantida em uma
col6nia. A seguir, questionou-se qual nimero de primers de RAPD deveriam ser utilizados
para o rapido levantamento da variabilidade genética dentro de uma populacao de S.
frugiperda mantida sob condicdes controladas. Sendo assim, procedeu-se a uma andlise
molecular empregando dez primers de RAPD (OPA-02, OPA-03, OPA-04, OPA-10, OPA-
11, OPA-13, OPA-18, OPA-20, OPE-O3 e OPE-07) para a avaliacdao do nimero minimo
necessario e efetivo para uma répida avaliacao da variabilidade genética dentro de uma
populacao de S. frugiperda.

Os dados obtidos a partir do emprego dos dez primers indicaram que 0s mesmos
produziram diferentes informagdes com relacdo a selecdo de bandas candidatas para o

emprego em estratégias de identificacdo de S. frugiperda (Tabela 1).



Tabela 1 — Determinacdo do numero total de fragmentos obtidos com o emprego de dez primers
de RAPD.

Primer

OPA- OPA- OPA- OPA- OPA- OPA- OPA- OPA- OPE- OPE-
Fragmentos Total
02 03 04 10 11 13 18 20 03 07

Monombérficos 3 3 6 3 2 4 3 1 1 4 30
Polimérficos 0 7 3 5 5 4 0 0 1 0 30
Total 3 10 9 8 7 8 3 1 2 4 60

O emprego dos dez oligonucleotidios produziu um total de 60 fragmentos de RAPD sendo
gue, cada oligonucleotidio produziu, em média, 5,5 = 3,2 fragmentos de DNA. Ainda, a
partir desses resultados, observou-se que os primers OPA-04, OPA-13 e OPE-O7
forneceram o maior nimero de fragmentos monomérficos Uteis para a identificacao
molecular dos individuos da espécie S. frugiperda. Além disso, os primers OPA-03, OPA-10
e OPA-11 produziram o maior nimero de fragmentos polimérficos de RAPD adequados
para os estudos de variablidade genética dessa espécie em questdo. Observou-se, ainda,
que os primers OPA-03, OPA-04, OPA-10, OPA-11 e OPA-13 foram os oligonucleotidios
gue produziram o maior nimero de fragmentos de RAPD. Essa caracteristica é
particularmente importante no que diz respeito a selecao de primers de RAPD capazes de
gerar o maior niumero de informacao para a andlise de variabilidade genética dentro de uma

populacao.

A seguir, procurou-se determinar os fragmentos, gerados pelos varios primers de RAPD,
candidatos para a identificacdo molecular dos individuos de S. frugiperda. A partir do
emprego dos dez primers de RAPD foram obtidos 25 provaveis fragmentos candidatos para

a identificacao molecular dos individuos de S. frugiperda (Tabela 2).



Tabela 2 - Fragmentos gerados pelo emprego de dez primers de RAPD com potencial de

emprego na identificacdo molecular dos individuos de S. frugiperda.

Primer

OPA- OPA- OPA- OPA- OPA- OPA- OPA- OPA- OPE- OPE-
02 03 04 10 11 13 18 20 03 07

400, 800 450, 500 400 500, 550, 650 950 400,

Fragmentos 650 e 550, e e 950 1100 600,
de RAPD e 1000 800 1200 950 e e 850
(pb) 1100 e 1100 1300 e

1000 1450
Total 3 2 4 2 2 3 3 1 1 4

Dos resultados obtidos observou-se que os oligonucleotidios OPA-04 e OPE-O7 foram os
primers de RAPD que produziram o maior nimero de fragmentos de DNA com potencial
para a identificacdo molecular de S. frugiperda. A seguir, os oligonucleotidios OPA-02,
OPA-13 e OPA-18 produziram 3 fragmentos de DNA adequados para a finalidade sugerida
anteriormente. O emprego dos primers OPA-20 e OPE-O3 nas reacdes de amplificacdo de
RAPD geraram um fragmento com potencial para a clonagem e o desenvolvimento de um
novo marcador molecular como, por exemplo, o marcador SCAR (Sequence Characterized
Amplified Region). Sendo assim, para a identificacdo molecular dos individuos de S.
frugiperda, sugere-se a combinacao de dois ou mais primers que estejam listados na tabela

2.

A partir da planilha de dados binarios obtida pela andlise dos perfis eletroforéticos de
marcadores moleculares, obteve-se a distancia genética entre os individuos componentes
de uma mesma colbnia. Das informacdes obtidas, observou-se variacdo dentro do grupo

analisado (Figura 1).



SF01 SF02 SF03 SF04 SF05

SF06 SFO7 SF08 SF09 SF10 SF11 SF12 SF13 SF14 SF15SF16 SF17 SF18 SF19 SF20

SF010.00
SF020.17 0.00
SF03|0.14 0.17 0.00
SF04|0.38 0.40 0.38 0.00
SF05]0.29 0.31 0.19 0.24
SF06 | 0.21 0.19Q0.02 0.40
SF07]0.17 0.14 0.26 0.36
SF08|0.21 0.33 0.31 0.36
SF09 | 0.57[0.69]0.57 0.33
SF10]0.38 0.40 0.38 0.14
SF11]0.17 0.19 012 0.36
SF12]0.12 0.19Q.0D0.40
SF13]0.29 0.21 0.24 0.48
SF14]0.31 0.29 0.31 0.36
SF15]0.19 0.12 0.24 0.38
SF16]0.36 0.43 0.36 0.26
SF17]0.26 0.33 0.36 0.40
SF18]0.45 0.43 0.40 0.21
SF19]0.26 0.24 0.21 0.26
SF20]0.31 0.29 0.31 0.31

0.00
0.21
0.26
0.36
0.43
0.33
0.17
0.21
0.33
0.31
0.29
0.26
0.40
0.36
0.21
0.31

0.00
0.24 0.00

0.33 0.33 0.00

0.60 0.64 0.50 0.00
0.40 0.40 0.36 0.33 0.00
0.19 0.14 0.33 0.55 0.40
0.14 0.24 0.24_0.55 0.40
0.21 0.26 0.26[0.71]0.48
0.29 0.29 0.29 0.60 0.50
0.21Q.0D0.36 0.67 0.43
0.38 0.33 0.29 0.40 0.36
0.33 0.33 0.14 0.60 0.40
0.48 0.48 0.48 0.40 0.17
0.24 0.24 0.29 0.45 0.31
0.33 0.29 0.24 0.60 0.40

0.00
0.10
0.26
0.29
0.21
0.33
0.43
0.43
0.14
0.29

0.00
0.17
0.29
0.26
0.33
0.33
0.43
0.19
0.29

0.00

0.26 0.00

0.24 0.26 0.00

0.36 0.33 0.36 0.00

0.26 0.24 0.36 0.29 0.00

0.45 0.52 0.45 0.38 0.43 0.00

0.31 0.24 0.26 0.38 0.38 0.38 0.00
0.26 0.38 0.26 0.38 0.38 0.43 0.24 0.00

Figura 1 — Valores indicativos da distancia genética dos individuos de S. frugiperda obtidos
apo6s a analise dos marcadores moleculares obtidos pelo emprego de 10 primers de RAPD.
Os valores destacados em um quadrado representam as maiores distancias e os valores

indicados em elipses representam as menores distancias entre dois individuos.

Observou-se que as maiores distancias genéticas ficaram entre os individuos: a) SFO9 e
SF13 (71 %) e; b) SFO2 e SFO9 (69%). Além disso, observou-se que os individuos: a)
SFO3 e SFO6; b) SFO3 e SF12 e; c) SFO7 e SF15, apresentaram apenas 7 % de distancia
entre si. Esse resultado demonstra a grande variabilidade dentro do grupo em estudo, uma

vez que, este apresentou grandes amplitudes de variagcdo entre os individuos.

A seguir, realizou-se a mesma analise para o conjunto de 10 primers de RAPD, onde néao

foram observadas variacGes em relacao ao resultado anterior (Figura 2).



SFO01 SF02 SF03 SF04 SF05

SF06 SFO7 SF08 SF09 SF10 SF11 SF12 SF13 SF14 SF15 SF16 SF17 SF18 SF19 SF20

SF01 | 0.00
SF02]0.17 0.00
SF03|0.14 0.17 0.00
SF04|0.38 0.40 0.38 0.00
SF05]0.29 0.31 0.19 0.24
SF06 | 0.21 0.1900.070.40
SF07]0.17 0.14 0.26 0.36
SF08|0.21 0.33 0.31 0.36

SF09 | 0.57[0.69] 0.57 0.33

SF10]0.38 0.40 0.38 0.14
0.19 0.12 0.36

0.1900.07>0.40

SF11]0.17
SF120.12
SF13]0.29
SF14]0.31
SF15]0.19
SF160.36
SF170.26
SF180.45
SF190.26
SF20|0.31

0.21
0.29
0.12
0.43
0.33
0.43
0.24
0.29

0.24
0.31
0.24
0.36
0.36
0.40
0.21
0.31

0.48
0.36
0.38
0.26
0.40
0.21
0.26
0.31

0.00
0.21
0.26
0.36
0.43
0.33
0.17
0.21
0.33
0.31
0.29
0.26
0.40
0.36
0.21
0.31

0.00
0.24
0.33
0.60
0.40

0.00

0.33 0.00

0.64 0.50 0.00
0.40 0.36 0.33 0.00

0.19 0.14 0.33 0.55 0.40
0.14 0.24 0.24 0.55 0.40
0.21 0.26 0.26[0.71] 0.48
0.29 0.29 0.29 0.60 0.50
0.250.07>0.36 0.67 0.43
0.38 0.33 0.29 0.40 0.36
0.33 0.33 0.14 0.60 0.40
0.48 0.48 0.48 0.40 0.17
0.24 0.24 0.29 0.45 0.31
0.33 0.29 0.24 0.60 0.40

0.00
0.10
0.26
0.29
0.21
0.33
0.43
0.43
0.14
0.29

0.00
0.17
0.29
0.26
0.33
0.33
0.43
0.19
0.29

0.00
0.26
0.24
0.36
0.26
0.45
0.31
0.26

0.00

0.26 0.00

0.33 0.36 0.00

0.24 0.36 0.29 0.00

0.52 0.45 0.38 0.43 0.00

0.24 0.26 0.38 0.38 0.38 0.00
0.38 0.26 0.38 0.38 0.43 0.24 0.00

Figura 2 — Valores indicativos da distancia genética dos individuos de S. frugiperda obtidos
ap6s a andlise dos marcadores moleculares obtidos pelo emprego de 10 primers de RAPD.
Os valores destacados em um quadrado representam as maiores distancias e os valores
indicados em elipses representam as menores distancias entre dois individuos.

Dos resultados obtidos foram observadas as mesmas amplitudes de variacado de distancia
genética entre os individuos do grupo em estudo. Esses resultados indicam para a
possibilidade do emprego de um menor nimeros de primers de RAPD no que diz respeito
ao estudo das caracteristicas genéticas de uma populacao estabelecida em uma criacao

sob condi¢cdes controladas.

Da anélise do dendrograma obtido com 5 primers (QUEIROZ et al., 2004) observou-se que
o coeficiente de similaridade variou de uma amplitude de 35 % a 92 % entre os individuos
da colonia de S. frugiperda. No dendrograma obtido foram identificados dois agrupamentos
com 54 % de similaridade genética. Ainda, o individuo SFO9 apresentou o menor

coeficiente de similaridade (35 %), separando-se dos demais no dendrograma. Além disso,

o individuo SF13 agrupou-se préximo ao individuo SFO5.

O novo dendrograma gerado a partir dos dez oligonucleotidios de RAPD indicou alteracao

no agrupamento de um individuo do grupo (Figura 3).
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Figura 3 — Dendrograma obtido a partir do emprego de dez oligonucleotidios de RAPD para
um grupo de S. frugiperda estabelecidos em uma colénia. O quadrado indica o individuo de
S. frugiperda que apresentou alteracdo em relacdo ao dendrograma gerado com dez
primers de RAPD. A elipse indica o individuo de S. frugiperda que apresentou o menor

coeficiente de similaridade entre os demais individuos da populacao.

A andlise do dendrograma gerado pelo emprego de 10 primers de RAPD indicou uma
amplitude de coeficiente de similaridade variando de 37 % a 93 %. Além disso, foram
obtidos dois grupos principais com 59 % de similaridade entre si. Ainda, como resultado,

observou-se que o individuo SFO9 apresentou 37 % de similaridade em relacdo aos demais

SF09
)



individuos da colénia. O novo dendrograma gerado pelos dez oligonucleotidios de RAPD

indicou uma alteracao para o SF13, sendo este agrupado com o individuo SF14.

Discussao

Perfis eletroforéticos de fragmentos de DNA gerados por RAPD tém sido utilizados para a
identificacdo molecular de espécies de insetos. Por exemplo, em 1993, Gawel e Bartlett
utilizaram a técnica de RAPD para o estudo de Bemisia tabaci. Utilizando vinte primers de
RAPD, os autores distinguiram dois biétipos de ocorréncia nas culturas dos Estados
Unidos: os bidtipos A e B. Em funcao desses resultados, os autores apontam para a
aplicacdao do RAPD na diferenciacao de biétipos de B. tabaci que apresentem semelhanca

morfolégica e proximidade genética.

Martinelli et al. (2006) analisaram a variabilidade genética entre dez populacdes de S.
frugiperda coletadas em milho (Zea mays) e algodao (Gossypium hirsutum) utilizando a
técnica de RAPD. A partir dos 206 fragmentos de RAPD analisados, os autores observaram
gue 98 % desses marcadores eram polimérficos. Os resultados obtidos sugeriram a
ocorréncia de consideravel fluxo génico entre as populacoes de S. frugiperda estabelecidas

nas culturas de milho e algodao localizadas em uma mesma regidao do Brasil.

A importancia do emprego da técnica de RAPD na analise molecular de espécies de insetos
de interesse agricola estéa relacionada com a identificacao de fragmentos de RAPD que
sejam especificos a uma dada espécie de inseto. Uma vez identificados esses fragmentos,
novos marcadores podem ser desenvolvidos para a identificacdo molecular mais precisa da
espécie de interesse. Por exemplo, Agusti et al. (1999) descrevem o desenvolvimento de
marcadores SCAR para a deteccao de Helicoverpa armigera no intestino de possiveis
predadores. Um fragmento de 1200 pb resultante da amplificacdo por RAPD usando o
DNA de H. armigera permitiu o desenho de trés conjuntos de primers sendo que dois
desses foram capazes de detectar vestigios de H. armigera no intestino médio do seu
predador Dicyphus tamaninii mesmo ap6s 4 h da ingestdo dos ovos de H. armigera. Esses
resultados indicaram a possibilidade de selecao de determinados fragmentos de DNA,
gerados por RAPD e especificos para cada espécie, para o desenvolvimento de kits para a

identificacao das mesmas.

Esses dados indicam e demonstram a variabilidade genética existente dentro e entre
algumas das populacoes de insetos-praga de interesse agricola. Essas avaliacdes sao
particularmente importantes no que diz respeito a selecao de fragmentos de RAPD

potenciais para o desenvolvimento de kits que sejam sensiveis e eficientes para a deteccao



e a identificacdo de espécies de insetos de interesse agricola. A partir dessas informacdes
poderao ser desenvolvidas estratégias moleculares para o monitoramento e o controle da
dispersao de insetos que sejam de interesse agronémico, como também, para a associacao
com outras caracteristicas biolégicas, tais como, a resisténcia a inseticidas quimicos e a

susceptibilidade a acdo de bactérias entomopatogénicas.

Conclusao

O emprego de primers de RAPD permitiu obter perfis eletroforéticos especificos para a
identificacado de S. frugiperda. Das informacdes obtidas observou-se que os primers de
RAPD OPA-02, OPA-03, OPA-04, OPA-10, OPA-11, OPA-13, OPA-18, OPA-20, OPE-O3 e
OPE-O7 foram adequados para a anéalise molecular dos individuos da espécie S. fugiperda.
Dos primers previamente analisados sugerem-se o emprego dos oligonucleotidios OPA-03,
OPA-04, OPA-10, OPA-11 e OPA-13 para a identificacdo molecular de individuos que
sejam pertencentes a espécie S. frugiperda. Entretanto, para individuos que foram
mantidos em colénia, o emprego dos dez primers de RAPD para anélise da variabilidade
genética seria a maneira mais plausivel. A partir do emprego de dez oligonucleotideos de
RAPD foram obtidos 60 marcadores que permitiram obter um dendrograma onde as
populacdes em estudo foram organizadas em dois grupos principais. Além disso, os
primers OPA-20 e OPE-03 apresentaram potencial para o desenvolvimento de marcadores
SCAR que sdo mais especificos para a identificacdo desse inseto e para o monitoramento

do mesmo em campo.
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