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RESUMO GERAL

A lagarta Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) é uma praga de grande importancia
econdmica em vdarios paises do mundo. Por ser uma espécie polifaga que ataca
severamente diferentes cultivos, ter uma grande capacidade de dispersdo do adulto e
apresentar uma acdo voraz, esse lepidoptero ocasiona perdas na produgdo agricola que
variam de 15 a 34%. Uma importante ferramenta para melhorar as praticas de
gerenciamento da praga e seu controle ¢ a caracterizagdo de diferencas genéticas entre
populagdes. O objetivo desse trabalho foi analisar a variabilidade genética entre
populagdes de S. frugiperda de ocorréncia em diferentes regides do Brasil nas culturas de
milho e algoddo utilizando-se marcadores RAPD e diferenciar essas populagdes por meio
de um marcador do DNA mitocondrial. As amplificagdes do DNA das amostras de S.
frugiperda utilizando 20 oligonucleotideos para cinco populagdes produziram um total de
752 loci de RAPD. A andlise por AMOVA revelou que a maior variabilidade genética
(76,34 %) foi originaria de variagdes dentro das populagcdes e que entre as populacdes foi
de 23,66 %. Através do dendrograma UPGMA observou-se dois agrupamentos distintos,
os das populagdes de S. frugiperda do milho e os das populagdes desta praga na cultura
de algoddo. As analises de RAPD diferenciaram as populagdes de S. frugiperda por meio
de fragmentos monomorficos presentes para todos individuos de determinadas
populacdes. A andlise da amplificacdo da regido NADH-DH do DNAmt mostrou a
presenca de um fragmento de 600 pb para as populagdes de S. frugiperda na cultura do
milho do Brasil ¢ do México. No entanto, nas popula¢des oriundas das culturas do
algoddo do Sul e do Mato Grosso do Brasil ndo houve amplificacdo desse fragmento. Os
resultados obtidos mostraram que ha variabilidade genética entre as populagdes de S.
frugiperda coletadas nas culturas do milho e do algoddo de diferentes regides do Brasil e
que foi possivel diferenciar as populagdes desta praga nessas duas culturas por meio dos
marcadores de RAPD e DNAmt. Com o auxilio desses marcadores, poderdo ser
desenvolvidas estratégias moleculares para o monitoramento da deriva genética, dinamica

da populacdo e o controle da dispersdo desse inseto.

Palavras-chave: RAPD, DNAmt, variabilidade genética, planta hospedeira, praga,
lagarta-do-cartucho.
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GENERAL SUMMARY

The caterpillar S. frugiperda (J.E. Smith) is a pest of great economic importance
in several countries around the world. Since it is a polyphagous species that severely
attacks different cultures, has a great dispersion capacity by the adult and presents a
voracious action, this lepidopteran causes losses in agricultural production that varies
from 15% to 34%. An important tool to improve the practices of managing of the pest
and its control is the characterization of genetic differences among populations. The
objective of this work was to analyze the genetic variability among populations of S.
frugiperda occurring in different regions of Brazil in the crops of corn and cotton, using
RAPD markers and to differentiate these populations by the marker of DNAmt. The
amplifications of the DNA from the samples of S. frugiperda using 20 primers to five
populations produced a total of 752 RAPD /oci . Analysis by AMOVA revealed that the
greatest genetic variability (76.34%) was derived from variations inside the populations
and that among the populations it was 23.66%. Through the dendrogram UPGMA there
are two distinct groupings, one from the populations of S. frugiperda from corn and the
second from the populations of this pest in the cotton crops. The RAPD analyses
differenciated the populations of S. frugiperda by the monomorphic fragments present to
in? all the individuals of some populations. The analysis of the profile of the
mitochondrial DNA shows in the NADH-DH the presence of a fragment of 600 bp to the
populations of S. frugiperda in the corn culture in Brazil and Mexico. However in the
populations derived from cotton crops in the South and in Mato Grosso in Brazil there
was no amplification of this fragment. The results showed that there is a genetic
variability among the populations of S. frugiperda collected on from corn and cotton
from different regions of Brazil from the marker RAPD and that it was possible to
differentiate the populations of this pest in these two cultures through the markers of
RAPD and DNAmt. This way, molecular strategies can be developed for the monitoring

of genetic deriving, population dynamics and the dispersion control of this insect.

Key words: RAPD, DNAmt, genetic variability, host plant, pest, fall armyworm.
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1. INTRODUCAO GERAL

Um dos grandes desafios para a consolidagdo da agricultura sustentavel continua
sendo o ataque de pragas que, quando ndo controladas, podem reduzir drasticamente a
producdo. A quantidade de pragas que atacam a agricultura ou o ser humano esta estimada
em 10% do total de insetos que ocorrem na superficie da Terra. Esses insetos causam
prejuizos econdmicos incalculaveis ao homem.

A lagarta-do-cartucho-do-milho, também chamada de lagarta-militar foi descrita
como praga, em 1797, na Georgia, Estados Unidos. O inseto pode ser encontrado nas
Américas e em algumas ilhas a oeste da India. Nos Estados Unidos, estes sobrevivem, no
inverno, nas regides tropicais do sul da Florida e no Texas, de onde as mariposas migram
durante a primavera, verdo e outono, podendo se deslocar a grandes distancias, atingindo as
regides ao norte do pais, chegando até o Canadd. No Brasil, em fun¢do da alimentagio
diversificada e disponivel o ano todo e das condi¢des de clima favoraveis ao inseto, ¢é
encontrado em todas as regides do territdrio nacional (Cruz, 1995).

A lagarta Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) pertence a ordem Lepidoptera e a
familia Noctuidae, apresenta coloragdo parda a esverdeada, dependendo do estagio em que
se encontra, ¢ ¢ muito voraz. Na fase adulta, as mariposas medem entre 35 a 40 mm de
envergadura apresentando um ciclo de vida de aproximadamente 12 dias. No milho esta
praga faz a postura na parte superior das folhas, em grupos de 50 a 300 ovos, totalizando
1500 a 2000 ovos por fémea. Apos trés dias, eclodem os ovos e as lagartas jovens comegam
o dano raspando as folhas mais novas do milho. A duragdo do periodo larval varia entre 12
a 30 dias. Findo este periodo, as lagartas penetram no solo, onde se transformam em pupas

de colorag@o avermelhada e permanecem assim por oito dias no verdo e vinte e cinco dias



no inverno. Apos o rompimento das pupas, surgem as mariposas (Alves et al., 1992; Cruz
et al., 1995; Gallo et al., 2002).

S. frugiperda é uma praga polifaga que ataca diversas culturas economicamente
importantes em varios paises. No Brasil, este inseto pode atacar culturas como milho,
sorgo, arroz, trigo, alfafa, feijao, amendoim, tomate, algoddo, batata, repolho, espinafre,
abdbora, couve, entre outras (Cruz et al., 1999; Montesbravo, 2001), causando severos
prejuizos, devido a grande capacidade de desfolhamento que causa a parte adérea das
plantagdes (Gallo et al., 1998), ocasionando perdas que variam de 15 a 37%, dependendo
da produgdo (Busato et al., 2005).

Apesar da caracteristica de polifagia desta espécie, foi relatada a existéncia de duas
racas associadas as plantas hospedeiras, caracterizadas nos Estados Unidos da América e no
Brasil. Estas racas de S. frugiperda estavam associadas as plantas de milho e algodao (raga
C) e as plantas de arroz e a certas gramineas de pastagens (raga R) (Pashley et al., 1992;
Pashley, 1993; Lu et al., 1994; Busato et al., 2004a). Segundo os resultados obtidos por
Busato ef al. (2005) com individuos de diferentes regides do Rio Grande do Sul do Brasil,
existe grande influéncia da planta hospedeira na performance das populagdes de S.
frugiperda oriundas do milho e arroz, assim como as alteragdes nos processos fisioldgicos
estdo associadas as plantas hospedeiras.

O ataque dessa praga a cultura do milho acontece em dois momentos: na fase
vegetativa e na fase reprodutiva. A lagarta-do-cartucho ¢ considerada a principal praga da
cultura do milho no Brasil. Ela causa prejuizos anuais da ordem de aproximadamente R$
800 milhdes (Duarte, 2000). A importancia econdmica na fase vegetativa é quando o ataque
na planta ocorre desde a sua emergéncia até¢ o pendoamento e espigamento. Com o seu

desenvolvimento, o inseto localiza-se no cartucho da palha destruindo-o, mas devido ao



canibalismo é comum encontrar-se apenas uma lagarta desenvolvida por cartucho podendo,
em separadas laminas das folhas de um mesmo cartucho, encontrar lagartas em instares
diferentes. O estagio da planta do milho mais sensivel ao ataque € de 8 a 10 folhas. A época
ideal de realizar medidas para o controle é quando 17% das plantas estiverem com o
sintoma de folhas raspadas (Gallo ez al., 2002).

Na fase reprodutiva, as perdas devido ao ataque da lagarta na espiga podem ser
altissimas, pois pode haver queda da espiga ou até mesmo falta de enchimento dos graos.
Muitas vezes, a falta de controle ou o controle inadequado do inseto na fase do cartucho,
faz com que se tenha a presenga na espiga de lagartas bem desenvolvidas com grande
capacidade de destruicdo. Os orificios na palha sdo um bom indicativo da presenca da
praga, bem como, espigas caidas e/ou danos no ponto de inser¢do da espiga com o colmo e
a ma formagdo dos grdos, visto que a lagarta pode atacar os estilo-estigmas (“cabelo do
milho”) (Cruz et al., 1995; Duarte, 2000).

Para o controle desta praga na primeira fase pode-se usar os quimicos ou controle
bioldgico. Existe um grande nimero de inseticidas registrados para o controle da lagarta
que podem ser aplicados via pulverizagdo e, em alguns casos, através de agua de irrigagdo
(insetigacdo) (Cruz et al., 2000). No entanto, esses inseticidas diferem em seletividade, ou
seja, causam impactos diferenciados sobre os inimigos naturais e, ainda, tem ocorrido casos
de resisténcia em algumas populagdes da lagarta aos inseticidas (Martinelli ez al., 2004).
Portanto, iniciou-se a busca por novas alternativas como o controle bioldgico que consiste
no emprego de um organismo (predador, parasita ou patdgeno) que ataca outro que esteja
causando danos econdmicos as lavouras e ndo causa danos ao meio ambiente. Alguns
métodos de controle podem ser aplicados, tais como, o predador Doru luteipes, conhecido

com tesourinha, e os parasitdides Trichogramma spp., Telenomus sp., Chelonus insularis e



Campoletis flavicincta, que sdo importantes agentes de controle biologico dessa praga.
Ainda existem vdarios microrganismos entomopatogénicos causadores de doencgas que
também atacam a lagarta, tais como, os fungos (Nomurae rileyi (Farlow) Smason,
Beauveria bassiana (Bals.)Vuillemin), o virus (baculovirus Spodoptera), as bactérias
(Bacillus thuringiensis subespécie Kurstaki e Aizawai) e outros agentes.

O controle da praga na segunda fase ¢ muito dificil com métodos convecionais em
fun¢do da dificuldade de colocagdo do inseticida quimico no local onde se encontra a praga,
mesmo quando ela estd exposta nos estilos-estigma. O controle biologico especialmente
com os predadores D. luteipes e Orius spp. tém sido importante na manuteng@o dessa praga
em niveis populacionais reduzidos na espiga de milho (Cruz et al., 2000).

Também a cultura do algoddo, que ¢ considerada a mais importante das fibras
téxteis, naturais ou artificiais, € a planta de aproveitamento mais completo que oferece os
mais variados produtos, tem sido alvo de ataque da lagarta S. frugiperda (Mello et al.,
2000). Essa lagarta causa a desfolha do algodoeiro ¢ provoca um prejuizo de até 30% na
producdo de fibras. O Brasil que ja foi um grande exportador mundial encontra-se hoje na
condicdo de segundo maior importador.

Como estratégias de controle de pragas tém-se o manejo integrado de pragas (MIP)
que tem como base fundamental a integracdo de varias técnicas de controle, tais como:
selec@o de cultivar resistente ou tolerante, controle cultural (plantio, conservagdo do solo e
adubagdo, densidade de plantio, catacdo de botdes florais, capulhos e magas caidas no solo,
destrui¢do dos restos de cultura e rotagdo de cultura), controles biologico e quimico.

O aumento da intensidade dos grandes ataques de S. frugiperda em ambas culturas
tem resultado uma expansdo e intensifica¢do de sucessivos cultivos de milho e algodao ano

apds ano, principalmente no centro-oeste do Brasil (Martinelli et al., 2006). Apesar de



esfor¢os integrados a diferentes controles taticos administrados em populagdes de S.
frugiperda no Brasil, o uso de inseticidas tem sido a maior ferramenta dos agricultores
(Diez-Rodriguez ¢ Omoto, 2001). No entanto, o uso constante e muitas vezes
indiscriminado dos agrotoxicos, vem selecionando populagdes resistentes de insetos aos
inseticidas e a redug¢do ou eliminagdo da populacdo de inimigos naturais de pragas, a
contaminacdo ambiental, além do aumento de custo de produgdo (Valicente e Cruz, 1991).
A detecgdo e caracterizacdo de diferengas genéticas entre populagdes de insetos ¢ uma
questdo importante para melhorar as praticas de manejo e controle da praga (Martinelli et
al., 2006). Entdo, conhecer o perfil genético, objetivando identificar marcadores
moleculares que indiquem a caracterizagdo e a identificagdo de populacdes naturais de S.
frugiperda, bem como a variabilidade genética e a dindmica da populagdo desta praga no
Brasil e no mundo, tornou-se uma importante ferramenta para auxiliar as praticas de
gerenciamento da praga e seu controle.

Técnicas moleculares tornaram-se instrumentos essenciais no estudo genético de
populagdes naturais de varios organismos. Entre elas esta a técnica de DNA polimdrfico
amplificado ao acaso (Random Amplified Polymorphic DNA — RAPD), desenvolvida por
grupos de pesquisadores nos EUA (Williams et al., 1990).

O marcador molecular RAPD ¢ um método sensivel, rapido, relativamente simples,
que utiliza apenas um oligonucleotideo arbitrario de 10 nucleotideos, com pelo menos 6 C
ou G, e que revelam varios /oci dispersos pelo genoma sem exigir conhecimento prévio da
informagdo genética de seqii€éncias alvo. Embora algumas técnicas baseadas na reagdo da
polimerase em cadeia (Polymerase Chain Reaction — PCR) produzam resultados
satisfatdrios utilizando-se DNA em pequenas quantidades e com algum grau de degradacao

(Reis et al., 1995) outras, como o RAPD, exigem um DNA integro e sua grande vantagem ¢



que pode ser usado para qualquer organismo. E por meio da técnica de PCR que a
seqiiéncia unica reconhece o DNA alvo, sendo entdo flanqueado por duas cdpias da
seqiiéncia do oligonucleotideo. O resultado ¢ um conjunto de bandas de DNA amplificadas
de tamanhos diferentes (Griffiths ez al., 1998).

As aplicacdes dos marcadores moleculares RAPD incluem: obtencdo de impressdes
digitais (fingerprintings) de natureza gendmica de individuos, variedades e populacdes;
analise de estrutura e diversidade genética em populagdes naturais; definicdo das relagdes
filogenéticas entre diferentes espécies; constru¢do de mapas genéticos de alta cobertura
genética; e a localizacdo de genes (Ferreira e Grattapaglia, 1998).

Esse trabalho teve como objetivo analisar a variabilidade genética entre populagdes
de S. frugiperda de ocorréncia em diferentes regides do Brasil nas culturas de milho e

algodao por meio do marcador molecular RAPD.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A lagarta-do-cartucho do milho pertence a familia Noctuidae cujas representantes
desse grupo sdo as mariposas. Apresentam o corpo robusto, asas densamente escamosas,
tamanho bastante variavel, antenas filiformes ou pectinadas. Lagartas, em geral, fitofagas,
de tegumento liso, algumas sdo canibais, outras predadoras de cochonilhas; muitas sdo de
importancia agricola. Esta familia compreende cerca de 20.000 espécies descritas, divididas
em varias subfamilias. As principais espécies sdo: Thysania agrippina, a maior mariposa
que se conhece (300 mm de envergadura); o género Agrotis compreende as lagartas-roscas;
S. frugiperda uma espécie polifaga; Mocis latipes, Helicoverpa zea ¢ Heliothis virescens;
Anticarsia gemmatalis; A. argillacea; Pseudaletia sequax (Gallo et al., 2002).

Existem algumas caracteristicas particulares a biologia de S. frugiperda que
contribuem para a severidade de seus ataques. Os adultos de S. frugiperda apresentam
grande capacidade de dispersdo e o habito migratdrio da espécie resulta em uma elevada
taxa de movimento. Esta espécie apresenta um comportamento alimentar polifago, que
inclui o consumo de diferentes plantas cultivadas como o milho, algodao e o arroz (Yu et

al., 2003).

2.1. Spodoptera frugiperda J. E. Smith 1797

2.1.1. Aspectos gerais

A lagarta-do-cartucho-do-milho, também chamada de lagarta-militar foi descrita

como praga, em 1797, na Georgia, Estados Unidos. Este inseto pode ser encontrado nas



Américas e em algumas ilhas a oeste da [ndia. Nos Estados Unidos, os insetos sobrevivem,
no inverno, nas regides tropicais do sul da Flérida e no Texas, de onde as mariposas
migram durante a primavera, verdo e outono, podendo se deslocar a grandes distancias,
atingindo as regides ao norte do pais, chegando até o Canadd. No Brasil, em funcdo da
alimentagdo diversificada e disponivel o ano todo e das condi¢des de clima favoraveis ao
inseto, a sua distribui¢@o € geral em todas as regides (Cruz, 1995).

Este inseto-praga ¢ polifago e ataca diversas culturas economicamente importantes
em varios paises (Gallo ef al., 2002), podendo facilitar a migrag@o para outras culturas. No
Brasil, este inseto pode atacar e causar prejuizos a mais de 23 familias de plantas (Cruz et
al.,1999; Montesbravo, 2001), normalmente associado ao desfolhamento a parte aérea das
plantagdes (Gallo ef al., 1988), ocasionando perdas na producdo que variam de 15 a 37%.
Apenas na cultura do milho, essa praga pode provocar danos na ordem 37% (Valicente e
Cruz, 1991; Cruz et al., 1995; Merege, 2007).

Nos Estados Unidos (EUA) foram detectadas duas ragas da lagarta-militar, a raga
“milho” que se alimenta de milho, sorgo e algoddo e a raca “arroz” que foi encontrada
alimentando-se de arroz, grama-seda e outras gramineas forrageiras (Pashley, 1993; Lu et
al., 1994). No México, diferengas bioldgicas e de compatibilidade reprodutiva, detectadas
entre cinco populagdes de S. frugiperda provenientes da cultura do milho, evidenciaram a
existéncia de duas ragas que representam espécies cripticas (Edwards ez al., 1999).

No Brasil, foi observado por Busato et al. (2005) que existe grande influéncia da
planta hospedeira na performance das populagdes de S. frugiperda oriundas do milho e
arroz, assim como as alteragdes nos processos fisiologicos estdo também associadas. E as

diferengas constatadas entre as populagdes de S. frugiperda coletadas em milho e arroz para



os parametros bioldgicos até a fase de pupa, independente do local de coleta, ndo foram
estendidas a fase adulta.

A existéncia de racas de S. frugiperda tem fundamental importancia, pois pode
haver um comportamento diferenciado na suscetibilidade a inseticidas e na resisténcia de
plantas aos bidtipos (Busato et al., 2005). As racas desta praga sdo morfologicamente
idénticas, mas ha diferengas significativas fisioldgicas a cada um destes grupos de inseto
com relagdo as taxas de desenvolvimento e ao peso de lagartas e pupas (Pashley, 1988;
Whitford et al., 1992).

O primeiro grande surto registrado na histéria ocorreu em 1899, quando uma grande
parte dos Estados Unidos, a leste das Montanhas Rochosas, foi invadida pela lagarta-do-
cartucho, causando severos danos em milho, feijao, arroz, sorgo e trigo. Em 1902, cerca de
16.187.43 hectares de pastagens foram severamente danificados pelo inseto, no Texas.
Também nos Estados Unidos, ataques intensos foram verificados em aveia, algoddo e
pastagens. Atualmente, tem sido considerada a principal praga de milho, pastagem e
amendoim nos estados americanos do Sudeste. No Brasil, o primeiro surto foi relatado em
1964, com enormes danos em milho, arroz e pastagens. O inseto ¢ também considerado
uma das pragas mais importantes do milho na Coldombia, Venezuela, Guatemala, México,

Peru e Chile (Figura 1) (Cruz, 1995).
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Figura

1: Mapa de distribuicdo da lagarta S. frugiperda no mundo.
(www.eppo.org/../LAPHFR map.htm)

2.1.2. Biologia e Descricdo da lagarta

A mariposa mede cerca de 40 mm de envergadura e o comprimento do corpo € de
aproximadamente 15 mm, de coloracdo pardo escura nas asas anteriores e branco
acizentada nas posteriores. O ciclo de vida dura aproximadamente 12 dias. As asas
anteriores do macho possuem manchas mais claras, diferenciando-o das fémeas (Figura 2).
No milho, esta praga faz a postura na parte superior das folhas, em grupos de 50 a 300
ovos, totalizando 1500 a 2000 ovos por fémea (Alves et al., 1992; Cruz et al., 1995; Gallo

et al., 2002).
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Figura 2: a) S. frugiperda macho adulto. b) S. frugiperda fémea adulta. O tamanho da barra

das  figuras A e B correspondem  aproximadamente a 20 mm.
(www.msstate.edu/org/mississippientmuseum/images/export.sp.maps/Spodoptera.frugiperda.jpgeimgrefurl )

O periodo de incubagdo dos ovos ¢ de aproximadamente trés dias sob temperaturas
variando entre 25 °C e 30 °C. Em temperaturas inferiores a 25 °C esse periodo pode se
prolongar em até dez dias. Inicialmente, o ovo é de colorag¢do verde-clara, passando a uma
coloracdo mais alaranjada ap6s 12 a 15 horas (Figura 3). Proximo a eclosdo das larvas,
mostra-se escurecido devido a cabega da larva, vista atras da casca do ovo, este apresenta
forma oblonga esferoidal. Sua superficie ¢ esculturada com pontos quadrangulares, que sido
retangulares na regido central e mais triangular nos pdélos. Os ovos sdo cobertos com uma
camada fina e longa de escamas, deixadas pela fémea por ocasido da postura ¢ mostram-se

achatados nos pontos de contato com os locais de postura (Praga, 2003).

Figura 3: Postura de ovos de S. frugiperda (Praga, 2003).
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Apds a eclosdo, as lagartas alimentam-se da propria casca do ovo, e permanecem
em repouso por um tempo que varia de duas a dez horas. Em seguida, as lagartas recém-
eclodidas, passam a alimentar-se das folhas centrais ¢ novas do milho, raspando-as (Alves
et al., 1992; Cruz et al., 1995; Gallo et al., 2002; Busato et al., 2004b). A duragdo do
periodo larval ¢ de 12 a 30 dias, sendo que ao final a lagarta pode medir aproximadamente

50 mm de comprimento (Gallo et al., 2002).

Figura 4: Larvas no final do primeiro instar na cultura do milho.

As larvas no primeiro instar (Figura 4) sdo esbranquicadas e¢ medem
aproximadamente 1,90 mm de comprimento (Cruz et al, 1999). A partir do segundo
estadio de desenvolvimento, as lagartas podem apresentar canibalismo e por isso ¢ comum
encontrar-se apenas uma lagarta desenvolvida por cartucho (Cruz et al., 1997; Gallo et al.,
2002). Neste estadio apresentam a mesma coloragdo, porém com um sombreamento
marrom no dorso e comprimento de 3,5 mm a 4,0 mm. Devido ao fato delas migrarem em
bandos em busca de alimento, sdo chamadas também de lagartas militares (Cruz et al.,

1999).
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E possivel encontrar lagartas em instares diferentes em um mesmo cartucho,
separadas por laminas das folhas (Gallo et al., 2002). As larvas de terceiro e quarto estadio,
destroem completamente uma planta pequena, pois fazem buracos nas folhas e ainda
podem dirigir-se ao cartucho, causando reducdo dos graos de milho. No algoddo, os
primeiros estagios preferem danificar as bracteas dos botdes florais, raspando-as. Quando
desenvolvidas, podem ser encontradas no interior das flores ou na base das magas
raspando-as até perfurarem (Barros et al., 2005). No terceiro instar (Figura 5), elas sdo de
coloragdo marrom-clara no dorso, esverdeada na parte ventral com linhas dorsais brancas e
com comprimento variando de 6,35 mm a 6,50 mm. No quarto instar, a larva apresenta
cabeca marrom-avermelhada, corpo marrom-escuro no dorso ¢ podem medir 10 mm (Cruz

et al., 1999; Praga, 2003).

Figura 5: Lagarta-militar no final do terceiro instar na cultura do milho.

As larvas de quinto e sexto intares sdo as que causam maiores danos nas plantagdes
(Gallo et al., 2002) pois migram com freqiiéncia para o cartucho. Sua presenca pode ser

indicada pela quantidade de excrementos ainda frescos existentes na planta (Merege, 2007),
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ou abrindo-se as folhas e observando lagartas com cabega escura e corpo mais escuro € com
comprimento de aproximadamente 18 mm (Cruz et al., 1999).

Quando o milho ¢ muito precoce ou em infestacdes tardias, a lagarta pode migrar
para o colmo e causar um dano semelhante ao da broca da cana-de-acucar (Gallo et al.,
2002). Nestas fases, elas tém o corpo cilindrico, com coloragdo marrom-acinzentada com
uma listra clara no dorso, esverdeada na parte ventral. A cabeg¢a ¢ mais escura com a
presenga de um Y invertido na parte frontal e medem, em comprimento, aproximadamente
35 a 50 mm (Cruz et al., 1999; Merege, 2007). Findo o periodo larval, as lagartas penetram
no solo, onde se transformam em crisalidas (Figura 6) de colora¢do avermelhada, medindo
cerca de 16 mm de comprimento. O periodo pupal € de 8 dias no verdo e 25 dias no inverno
(Gallo et al., 2002). A pupa ¢ fragil e muito sensivel a danos, quando tocada ela se

movimenta vigorosamente com a porg¢ao cefalica do corpo (Cruz et al., 1999).

Figura 6: Pupa de S. frugiperda no solo de uma plantacdo de algodao.

A quantidade e qualidade do alimento consumido por uma lagarta afetam a taxa de

crescimento, tempo de desenvolvimento, peso final, dispersdo e sobrevivéncia e, em outros
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casos, a atividade dos adultos, como a fecundidade, fertilidade e dispersdo (Busato et al.,
2004b). A 25 °C, o ciclo total do inseto pode ser completado em menos de 30 dias,
possibilitando a essa espécie a producdo de vdarias geragdes durante o ano (Cruz et al.,

1999; Busato et al., 2004D).

2.1.3. Danos Nacionais e Mundiais

O dano causado pela lagarta-do-cartucho no milho ¢ influenciado pelo vigor da
planta e pelo clima. Na regido tropical, o rigoroso ataque deste inseto-praga vem
aumentando em algumas areas, podendo chegar até¢ 60% de redu¢do no rendimento de
graos (Cruz et al., 1999; Merege, 2007). Os danos maiores ocorrem na fase de oito a dez
folhas, podendo reduzir em até 20% no rendimento de graos (Cruz e Turpin, 1982).

No Brasil, redugdes no rendimento do milho devido ao ataque da lagarta-do-
cartucho chegam a 37%, dependendo da fase de desenvolvimento da planta. As perdas
econOmicas causadas por esta praga na cultura do milho sdo estimadas em mais de 400
milhdes de délares (Busato et al., 2005).

Na literatura entomologica mundial ¢ comum encontrar referéncias sobre os
prejuizos quantitativos e qualitativos da lagarta-militar, para a cultura do milho, na
Venezuela, no México, nos Estados Unidos e na Nicaragua. Cruz (1986) cita esta lagarta
como a praga mais disseminada e a mais importante na cultura do milho no Brasil. Mitchell
e Mclaughlin (1982) a relataram como uma das duas mais sérias pragas agricolas das
Américas. No México, foi verificada uma redugdo de 37,7% na producdo de milho devido

ao ataque deste inseto-praga (Merege, 2007).
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As lagartas S. frugiperda ocasionam danos a cultura desde a emergéncia até a
maturagdo das plantas (Santos, 2001). Podem ser encontradas no algoddo danificando o
caule, folhas, botdes florais, magds e capulhos, e no milho, em caule, nas folhas e no
cartucho (Gallo er al, 2002). No entanto, as lagartas pequenas (alta densidade
populacional) tém distribui¢do agregada no campo, enquanto que as lagartas grandes (baixa
densidade populacional) podem ser mais dispersas no campo, tendendo a aleatoriedade

(Farias et al., 2001).

2.1.4. Impactos nas culturas do algodao e milho

Os impactos dos cultivos de algoddo e milho em uma mesma regido agricola sobre a
analise da variabilidade genética de S. frugiperda sdao esperados porque alguns trabalhos
disponiveis na literatura classificam as populagdes desta praga que ocorrem nestas culturas
como pertencentes a mesma raca. E também, o movimento e acasalamento destas
populagdes podem influenciar diretamente a organizacdo da variabilidade da espécie em
uma determinada regido. Martinelli et al. (2006) pesquisaram por meio da técnica de
RAPD, 10 populagdes de lagarta-militar coletadas das planta¢des de algoddo e milho em
diferentes regides geograficas do Brasil, no qual os resultados demonstraram que essas
populagdes em culturas de milho e algoddo, em uma mesma regido, apresentam um nivel
significativo de fluxo génico. Assim, para o manejo efetivo deste inseto-praga torna-se
necessario um melhor entendimento e quantificagdo do fluxo génico entre as populagdes
associadas as diferentes plantas hospedeiras dentro da faixa de distribuicdo da lagarta-do-

cartucho e nos diversos sistemas agricolas.
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2.2. Métodos de Controle

A necessidade de adogdo de métodos culturais que viabilizem a produgdo de
alimentos com sustentabilidade ambiental torna essencial uma abordagem mais abrangente
da questdo de manejo de pragas nas lavouras. Resultados de pesquisas indicam que a
producdo integrada para o alcance da sustentabilidade nos ambientes agricolas, onde
métodos culturais e manejo de pragas em geral (insetos, doengas e plantas invasoras) sdo
abordados conjuntamente e com amplitude regional, inclusive os ambientes naturais (Sujii
et al., 2003).

A época ideal de realizar medidas para o controle ¢ quando cerca de 20% das
plantas estiverem com o sintoma de folhas raspadas (Duarte, 2000; Merege, 2007). A
amostragem deve ser feita percorrendo a area na diagonal, iniciando-se quando as plantas
tiverem uma a duas folhas, observando-se um total de 25 plantas/ha e mais seis plantas por
cada hectare adicional. E importante contar o numero de massas de ovos e larvas de

diferentes estagios de todas as folhas de cada planta (Montesbravo, 2001).

2.2.1. Controle quimico

Os produtos quimicos devem ser aplicados quando os sintomas de folhas raspadas
em 20% das plantas até 30 dias apds o plantio e de 10% de plantas com o sintoma de 40 a
60 dias forem atacadas. O ideal € que se controlem as lagartas quando essas sdo pequenas,
para melhor eficiéncia dos inseticidas (Santos, 1997; Papa ef al., 1999). Podem ser usados
inseticidas fosforados, clorofosforados, organofosforados, carbamatos e piretroides (Alves

et al., 1992; Gallo et al,, 2002; Tomquelski, 2006; ANVISA, 2007) ou reguladores de
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crescimento em pulverizagdes com bico de leque, visando o cartucho da planta. O novo
lufenuron tem sido aplicado em 40% da é4rea de milho tratada, devido as suas
caracteristicas, adequa-se ao contexto do Manejo Integrado de Pragas - MIP (Schmidt,
2002). Os inseticidas granulados também poderdo ser utilizados no cartucho com
aplicadores manuais ou em dispositivos adaptados as plantadoras de tragdo animal (Gallo et
al., 2002). Os inseticidas liquidos devem ser aplicados nas horas de maior grau de umidade
relativa do ar e com sol baixo, usando-se bicos de gotas grandes, direcionados ao centro do
cartucho, no entanto, o controle é relativamente baixo (Cruz et al., 1999). Recomenda-se,
ainda, utilizar produtos com caracteristicas de seletividade aos inimigos naturais e de baixa
toxicidade (Degrande, 1998).

Garcia et al.(2005) avaliaram a eficiéncia de diversos inseticidas para o controle de
S. eridania na cultura do algodoeiro e concluiram que os quimicos Tracer 480 SC, Talstar
100 CE, Karate Zeon 250 SC, Meothrin 300 CE e Fury 400 CE foram eficazes até aos 7
dias apds a aplicacdo e o Talstar foi até 11 dias. Aguillera e Bottan (2005) avaliaram o
controle quimico da lagarta Spodoptera spp. na cultura do algoddo em Campo Verde (MT),
os fisiologicos e o quimico Avaunt atigiram eficiéncia satisfatoria no controle destas
pragas. Paula et al. (2005) analisaram os principios clorfluazuron, lifenuron, fenpropathrin,
bifenthin concluiram que os produtos quimicos utilizados no periodo em que se estabeleceu
o experimento ndo foram eficientes no controle de S. frugiperda no algodoeiro da regido do
Cerrado.

E interessante que se faca a rotagdo de inseticidas, considerando o mecanismo de
acdo, a frequéncia de resisténcia observada para os diferentes grupos quimicos e época de

plantio. O abuso no uso de inseticidas ndo seletivos e de amplo espectro, as vezes, mata a
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praga e elimina os seus inimigos naturais, além de diminuir os inimigos naturais de outras
pragas e insetos benéficos, como os polinizadores (Praga, 2003).

Atualmente, muitos dos inseticidas antes empregados com sucesso no controle desta
praga ndo tém se mostrado eficientes, pois, devido ao uso indiscriminado dos produtos
quimicos que pode levar a evolugdo das resisténcias a niveis bastantes criticos. Fracassos
no controle desta praga sdo frequentemente relatados com o uso dos produtos tradicionais
como fosforados e piretroides no Brasil (Schmidt, 2002). Ha na literatura inumeros casos
documentados de resisténcia de S. frugiperda a inseticidas. Yu (1991) verificou na Floérida
a razdo de resisténcia a piretréides que variou de 2 a 216 vezes. Para os fosforados, a
intensidade variou de 12 a 271 vezes e para os carbamatos de 14 a 192 vezes.

Desta maneira, as diferentes populagdes de S. frugiperda tém sofrido constantes
pressdes de sele¢do por inseticidas nos distintos sistemas agricolas, o que possivelmente
tem contribuido e acarretado o estabelecimento de populagdes resistentes a varias classes de

inseticidas (Diez-Rodriguez e Omoto, 2001; Yu, 2006).

2.2.1.1. Resisténcia de S. frugiperda a inseticidas

Um dos grandes problemas enfrentados pela agricultura mundial diz respeito ao uso
constante e muitas vezes indiscriminado dos agrotdxicos, causando, em muitos casos,
resisténcia dos insetos aos inseticidas ¢ a redug¢do ou elimina¢do da populagdo de inimigos
naturais de pragas, a contamina¢do ambiental, além do aumento de custo de produgdo
(Valicente e Cruz, 1991).

A escolha incorreta de produtos quimicos, seu uso desregrado, excessivo € a ma

regulagem dos equipamentos também tém aumentado o nimero médio de aplicagdes. Na
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cultura do milho, a cada ano, os danos provocados pela lagarta do cartucho tém sido mais
severos (Cruz, 1995) indicando a sele¢do de populagdes resistentes. H4 um verdadeiro
circulo vicioso dos pesticidas tornarem as pragas resistentes e novos produtos serem
sintetizados para combater novas linhagens que, em pouco tempo, por pressdo de selecdo,
tornar-se-do também resistentes a esses novos produtos (Riiegg, 1991).

O desenvolvimento de populagdes resistentes a produtos quimicos, verificados em
algumas regides e a diminui¢do sensivel da diversidade de agentes de controle bioldgico
(Cruz, 1999), sdo os impactos diferenciados, ou seja, a seletividade. Essa resisténcia
caracteriza-se por ser pré-adaptativa, genética e, portanto, hereditaria. A resisténcia pré-
adaptativa significa dizer que antes da aplicacdo dos inseticidas ja se encontram no campo
individuos resistentes logo, o uso constante de um determinado produto com um mesmo
mecanismo de acdo levara a sele¢cdo de individuos resistentes (Martinelli ez al., 2004).

No trabalho realizado por Yu (1992), detectou-se resisténcia ao peritroéide (263
vezes), fosforado (516 vezes) e carbamato (560 vezes). E também verificou-se um aumento
de 1,2 a 11 vezes na concentragdo de enzimas detoxificantes das populagdes de S.
frugiperda provenientes do campo quando comparada com a de populagdes de laboratdrio.
Segundo o trabalho de Schmidt (2002), observa-se que ha diferengas na suscetibilidade a
lufenuron das populacdes de S. frugiperda em diferentes regides do Brasil.

Dentre os fatores que afetam a evolucdo da resisténcia, os conhecimentos da
estrutura genética e do fluxo génico entre as populagdes desta praga tém sido reconhecidos
como informagdes de grande importancia para o MIP. O entendimento da estrutura genética
e do nivel intra-especifico de fluxo génico entre populagdes de uma praga ¢ essencial para o
delineamento de praticas de manejo com o objetivo de retardar a evolugdo a resisténcia a

qualquer tatica de controle de insetos (Caprio e Tabashnik, 1992).
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Deste modo, a utilizacdo indistinta dos pesticidas desequilibra todo o meio
ambiente, as pragas, o homem, os animais domésticos e silvestres, a agua, o solo, os
alimentos, pois podem deixar residuos (Annebelli, 2005). Portanto, para evitar os
problemas acarretados pelos agrotoxicos, torna-se imperativa a busca de medidas

alternativas para o controle de pragas (Valicente e Cruz, 1991).

2.2.2. Controle mecénico

Entre os aspectos que contribuem para a redug¢do da populagdo de S. frugiperda ¢é
muito importante o controle das pupas que permanecem no solo, que podem ser combatidas
através de sistemas rapidos de preparo do mesmo. Este sistema eleva as pupas a superficie
e, assim, elas morrem por efeito da temperatura e das condi¢des adversas ou por
esmagamento. Outro fator a ser levado em consideracdo ¢ a elimina¢do de plantas daninhas
ao redor das plantacdes através do preparo de solo, que ajuda a diminuir a infestagdo, pois
estas plantas podem servir de hospedeiros alternativos para lagarta do cartucho do milho
(Cruz et al., 1995; Montesbravo, 2001; Karam e Melhoranga, 2005).

Este método tem sido eficaz no controle, por exemplo, de curuqueré-da-couve em
pequenas hortas por meio de esmagamento de ovos e catagdo de lagartas; catagdo manual
de bichos-cestos em cafezal; esmagamento de brocas de ramos e tronco em frutiferas como
a figueira; corte de lagartas em fumos e mandiocas com tesouras; formag¢do de barreiras ou
sulcos contra ataque do curuqueré-dos-capinzais e gafanhotos em surtos graves (Gallo et

al., 2002).
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2.2.3. Controle cultural

O uso de certas praticas culturais para controle, baseando-se em conhecimentos
ecologicos e bioldgicos das pragas, como exemplo, a rotagdo de cultura que consiste no
plantio alternado, em anos sucessivos, de culturas que ainda n3o sejam hospedeiras da
lagarta-militar como girassol, guandu e outros (Gallo ef al., 2002). Desta maneira, evita-se
o estabelecimento da mesma nas areas destinadas ao cultivo do milho ou algodao,
minimizando os danos e a incidéncia do inseto-praga (Cruz et al., 1995; Montesbravo,
2001).

Outra alternativa ¢ o policultivo, muito utilizado pelos produtores de agricultura
familiar na regido da América Central e Caribe, incluindo Cuba, com resultados
satisfatdrios para o sistema de milho x feijao além da redu¢@o substancial da incidéncia da
praga (Montesbravo, 2001).

Também s3o importantes as seguintes praticas culturais: a época de plantio e
colheita, destruicdo total de restos de culturas, poda, limpeza, adubagdo e irrigagdo de
forma correta, cultura-armadilha nas areas marginais ao plantio, o plantio direto e outros

sistemas de cultivo (Gallo ef al., 2002; Freire e Morello, 2003).

2.2.4. Controle biologico

O controle bioldgico consiste no uso de organismos vivos (predador, parasita ou
patdgenos) que atacam insetos-pragas e, dessa maneira, mantém a populagdo de
determinada praga em equilibrio no agrossistema, ndo ocasionando danos econdémicos ao

produtor. Na natureza ha varios organismos que utilizam como alimento, os insetos-pragas,
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tais como, aves, répteis, anfibios, peixes, mamiferos, diferentes tipos de insetos
(parasitdides e predadores), dcaros, aranhas e os entomopatogenos (fungos, bactérias, virus,
protozoarios, nematoides, rickéttsias e mollicutes) que tém papel importante no controle de
pragas (Valicente e Cruz, 1991; Gallo et al., 2002). Esse método de controle é uma
estratégia muito utilizada em sistema agroecoldgico, bem como no manejo integrado de
pragas na agricultura convencional. O controle bioldgico ¢, portanto, um fendmeno natural
que consiste na regulacdo do numero de plantas e animais por inimigos naturais, que
constituem os agentes de mortalidade biotica (Gallo et al., 2002).

O conhecimento da existéncia de inimigos naturais de insetos comega no século I1I,
com os chineses usando formigas predadoras contra insetos-pragas de citros. No comeg¢o do
século XVIII, passaros predadores e joaninhas foram usados como agentes de controle
natural, e em algumas localidades da Europa foram feitas transferéncias de insetos
predadores para combater surtos de insetos-pragas. Por volta de 1830, os fungos, as
bactérias e os protozoarios, foram identificados como agentes causais de doengas em
insetos, sendo que em 1870 foi feita a primeira tentativa de controle de insetos com
patdégenos. Os virus foram identificados no inicio do século XX. O grande marco deste
método aconteceu em 1888 com a introdugdo na Califérnia (USA) da joaninha Rodolia
cardinalis, trazida da Australia para o controle do pulgdo-branco-dos-citros, Icerya
purchasi, que finalizou com sucesso, dois anos apos a liberacdo do inseto-predador (Gallo
et al.,2002).

Para o controle bioldgico da lagarta S. frugiperda existem diversos parasitoides e
predadores dentre eles, Telenomus sp., tem a capacidade de parasitar ovos e alcancar
populagdes com o dobro do seu hospedeiro (Figueiredo ef al., 1999; Cave, 2000;

Montesbravo, 2001); E. plathypena, deve ser liberado quando ocorrerem adultos, e quando
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existir a presenca de larvas de 3 e 4 instares (Montesbravo, 2001); C. insularis, parasita
ovo e larva, e com seu alto potencial reprodutivo é considerada a espécie com maior
influéncia natural desta praga (Van Huis, 1981; Montesbravo, 2001); Trichogramma spp.,
parasita ovos de 200 espécies de insetos, com preferéncia por ovos de lepiddpteros, vem
sendo utilizado na China, Franca, USA, Russia, Nicaragua e Colombia (Cruz et al., 1999;
Gallo et al., 2002); D. luteipes, um predador que se alimenta dos ovos e de lagartas
pequenas desta praga, sendo que cada individuo é capaz de consumir cerca de 496 ovos e
12 lagartas por dia, e desta forma, a tesourinha tem contribuido de maneia substancial no
controle bioldgico da lagarta-do-cartucho-do-milho (Cruz e Oliveira, 1997; Cruz et al.,
1999; Ovejero, 2001).

Os bioinseticidas também sdo utilizados no combate de S. frugiperda, tendo como
principio ativo os varios microrganismos entomopatdgenos, no entanto, os mais propicios
para as condi¢des do Brasil sdo B. thuringiensis Berliner, virus da poliedrose nuclear
(VPN) baculovirus Spodoptera, N. rileyi (Farlow) Smason e B. bassiana (Bals.)Vuillemin.
A bactéria B. thuringiensis ¢ um agente cujas formulagdes encontradas no mercado sdo
baseadas nas subespécies Kurstaki e Aizawai. Esta bactéria causa septicemia, devido a
ingestdo dos cristais protéicos. Em campo deve-se aplicar o produto de modo que as folhas
fiquem cobertas e distribuidas de forma uniforme sobre todas as partes das folhas aonde as
lagartas irdo se alimentar (Hofte e Whiteley, 1989; Habib e Andrade, 1998; Monnerat e
Bravo, 2000; Montesbravo, 2001; Praga ef al., 2004). O baculovirus Spodoptera tem sido
usado no controle da lagarta-do-cartucho-do-milho como uma medida econdmica, eficiente,
segura e especifica, agindo somente com a lagarta. A aplicagdo do VPN pode ser realizada
via agua de irrigagdo, usando diferentes laminas de 4gua ou feita pelos equipamentos

convencionais (Cruz et al., 1995; Cruz, 2000). O fungo N. rileyi se destaca para o controle
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de pragas agricolas por atacar mais de 32 espécies de insetos entre coledpteros, ortopteros e
em sua maioria lepiddpteros. Os resultados mais expressivos tém sido com Anticarsia
gemmatallis. Em Cuba, foram realizados experimentos com uma linhagem selecionada
deste fungo, onde sua efetividade foi de 90% em todos os casos (Montesbravo, 2001). E o
fungo B. bassiana é um micoinseticida, ja comercializado como p6 soluvel de conidios para
uso agricola e doméstico. Muitos estudos t€ém mostrado que certos isolados de B. bassiana
sdo eficazes no controle de lepiddpteros, como a lagarta-do-cartucho (Cruz, 1995; Carneiro

et al., 2004).

2.2.5. Manejo Integrado de pragas

O Manejo Integrado de Pragas é um sistema de manejo que no contexto associa o
ambiente e a dindmica populacional da espécie, utiliza todas as técnicas apropriadas e
métodos de forma tdo compativel quanto possivel e mantém a populagdo da praga em
niveis abaixo daqueles capazes de causar danos econdmicos (FAO, 2007). Essa estrutura
considera os efeitos negativos que cada método de controle pode ter na sociedade e no meio
ambiente, procurando utilizar a0 maximo os agentes naturais de controle do meio fisico e
biologico, manipulando-os, observando as caracteristicas ecoldgicas e econdmicas das
culturas e das pragas, e assim integrar se necessario os diferentes métodos, desde que seja
de forma harmoniosa (Gallo et al., 2002). No entanto, ndo ¢ o uso de varios métodos de
controle que caracteriza um sistema de manejo, mas sim a relagdo dos métodos dentro dos
preceitos ecologicos, econdmicos e sociais que sdo a base do MIP (Gallo et al., 2002).

Os fundamentos baseiam-se em quatro elementos: na exploracdo do controle

natural, dos niveis de tolerancia das plantas aos danos causados pelas pragas, no
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monitoramento das populagdes para tomadas de decisdo e na biologia e ecologia da cultura
e de suas pragas (Freire e Morello, 2003; Embrapa Milho e Sorgo, 2005). Estas premissas
implicam no conhecimento dos fatores naturais de mortalidade, nas definicdes das
densidades populacionais ou da quantidade de danos causados pelas espécies-alvo
equivalentes aos niveis de dano econdomico e de controle. Outra varidvel importante seria a
determinacdo do nivel de equilibrio das espécies que habitam o agroecossistema em
questdo. Em fun¢do da flutuagdo da densidade da espécie-alvo e de sua posicao relativa a
esses trés niveis ao longo do tempo, as espécies podem ser classificadas em pragas-chave,
pragas esporadicas e ndo-pragas (Embrapa Milho e Sorgo, 2005).

No cerrado o método de controle mais empregado € o controle quimico, e dessa
forma, torna-se de fundamental importancia o conhecimento e uso de técnicas eficazes e
sustentdveis, como a utilizacdo de inseticidas seletivos aos inimigos naturais,
preferencialmente, produtos de faixa verde ou com menor impacto possivel no ambiente
(Martinelli et al., 2004; Tomquelski ef al., 2006).

A CATI (Coordenadoria de Assisténcia Técnica Integral) vem fazendo um trabalho
de MIP Milho, cuja praga alvo ¢ a lagarta do cartucho. O controle ¢ feito por meio de
monitoramento da cultura, aplicando-se produtos quimicos quando a cultura apresenta 20%
de plantas com o sintoma de folhas raspadas e as lagartas estdo com 7 mm a 8§ mm
(Merege, 2007).

Sendo assim, para uma boa estratégia de manejo integrado de pragas € preciso
integrar os procedimentos disponiveis para a prevencdo e combate da praga. Deve-se
conhecer o comportamento do inseto-alvo para o correto monitoramento da cultura, avaliar
os inimigos naturais, estudar os fatores climaticos que podem afetar a populacdo da praga e

seus inimigos naturais, utilizar rotagdo de culturas e policultivos, preparo do solo,
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densidade de plantas com bons niveis de fertilizagdo, destruicdo das plantas hospedeiras,
avaliar a dindmica da populagdo, determinar os niveis de dano econdmico, conhecer o
momento oportuno do uso de diferentes métodos de controle biologico, como o uso de
parasitoides e bioinseticidas, podendo ainda utilizar inseticidas adequados para o momento

(Gallo et al., 2002; Pracga, 2003).

2.3. Caracteristicas da cultura do milho

O milho (Figura 7) ¢ uma planta da familia Gramineae e da espécie Zea mays L.,
planta alta, monocotiledonea, nativa da América do Sul, com grios dispostos em largas
espigas e que sdo ricamente nutritivos (Soares, 1993). E um cereal de altas qualidades

nutritivas que permite ser utilizado como alimento humano, ragdo animal e também nas

industrias farmacéutica, bélica e aérea (Alessi et al., 2003).

Figura 7: a) Plantacdo de milho (Zea mays L.) na vitrine da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia. b) Em detalhe, a espiga do milho e o estilo-estigmas (“‘cabelo do milho”).

A histdria mostra que ¢ uma planta originaria das Américas, tendo indicagdes que

sua origem especifica tenha sido no México, América Central ou Sudoeste dos Estados
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Unidos. Com as grandes navegagdes do século XVI e o inicio do processo de coloniza¢ao
da América, a cultura do milho se expandiu para a Europa, onde era cultivado inicialmente
em jardins, até que seu valor alimenticio tornou-se conhecido. E uma das culturas mais
antigas do mundo, havendo provas, através de escavagdes arqueologicas, geoldgicas e de
medi¢des por desintegragdo radioativa, de que € cultivado ha pelo menos 5.000 anos.

Hoje ¢ cultivado e consumido em todos os continentes e sua produgdo so perde para
a do trigo, ocupando assim, o segundo lugar dentre os cereais mais produzidos no mundo e
sua importancia ndo se restringe apenas ao fato de ser produzido com facilidade e em larga
escala, mas também pelo valor sdcio-econdmico que a cultura representa. No Brasil, o
cultivo do milho vem desde antes da chegada dos europeus, pois os indios, principalmente
os guaranis, tinham o cereal como o principal ingrediente de sua dieta. Com a chegada dos
portugueses, o consumo aumentou € novos produtos a base de milho foram incorporados
aos habitos alimentares dos brasileiros (Jugenheimer, 1990; Godoy, 2002). Atualmente, o
milho ¢ cultivado em diversas regides do mundo sendo os maiores produtores mundiais os
Estados Unidos, a China e o Brasil, totalizando uma produg¢do mundial acima de 600
milhdes de toneladas (Duarte, 2000). Apesar do Brasil estd entre os trés maiores produtores,
ele ndo se destaca entre os paises com maior produtividade, ficando em sexto lugar por
apresentar uma produtividade abaixo da média mundial que estd acima de 4000 kg/ha. No
entanto, observa-se um crescimento sistematico, tendo passado de 1.874 kg/ha, em 1990,
para 3.352 kg/ha, em 2001 (FAO, 2002). Este crescimento ¢ refletido nos dias atuais, pois
em 2005, o Brasil produziu 35,1 milhdes de toneladas e em 2006 produziu 42,1 milhdes de
toneladas em grao de milho nas duas safras.

A importancia econdmica do milho ¢ caracterizada pelas diversas formas de sua

utilizacdo, que vai desde a alimentagcdo animal até a induastria de alta tecnologia. Na
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realidade, o uso do milho em grao como alimentagdo animal representa a maior parte do
uso desse cereal, isto €, cerca de 70% do consumo mundial. Nos Estados Unidos, cerca de
50% ¢ destinado a esse fim, enquanto que no Brasil varia de 60% a 85%, dependendo da
fonte da estimativa e de ano para ano (Embrapa Milho e Sorgo, 2005). Esta graminea
constitui um dos principais insumos para o segmento produtivo de cadeias pecuaristas, e €
utilizada com destaque no arragoamento de animais, em especial na suinocultura, na
bovinocultura de leite e na avicultura, tanto na forma in natura como na forma de farelos e
silagens. No sul do Brasil, a demanda do estado do Parand representa 45% do total
produzido (Abimilho, 2002; Godoy, 2002).

Devido a versatilidade em seu uso, a produgcdo de milho tem acompanhado o
crescimento da produ¢do de suinos e aves, no Brasil e no Mundo. H4 uma tendéncia de
crescimento de sua producdo nacional, segundo a CONAB (2001) houve um aumento da
producgdo do milho do ano de 1992 (31,5 milhdes de toneladas) para o ano de 2001 (41,5
milhdes de toneladas) e paralelamente, um aumento da produgdo destes animais em 1992
de 2,8 milhdes de toneladas para 6,1 milhdes de toneladas em 2001, devido o uso do milho
como um ingrediente importante na composi¢do das ragdes para esses animais. Na
realidade, também fazem parte da demanda por milho para alimentagdo animal, os bovinos
e 0s pequenos animais. Atualmente, a produ¢do de ragdo para pequenos animais tem se
constituido em um mercado crescente para o uso desse cereal, buscando um alimento de
melhor qualidade para esses animais (Embrapa Milho e Sorgo, 2005).

Apesar de ndo ter uma participagdo muito grande no uso de milho em grao, a
alimentagdo humana, com derivados de milho, constitui fator importante de uso desse
cereal em regides com baixa renda. Em algumas situacdes, o milho constitui a ragdo didria

de alimentagéo, por exemplo, no Nordeste do Brasil, onde o milho ¢ a fonte de energia para
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muitas pessoas que vivem no semi-arido; outro exemplo esta na populagdo mexicana, que
tem no milho o ingrediente basico para a sua culindria.

O milho ¢ um dos alimentos mais nutritivos que existe, puro ou como ingrediente de
outros produtos, ¢ uma importante fonte energética para o homem. Ao contrario do trigo e
do arroz, que sdo refinados durante seus processos de industrializagdo, o milho conserva
sua casca, que ¢ rica em fibras, fundamental para a eliminagdo das toxinas do organismo
humano. Além das fibras, o grdo de milho ¢é constituido de carboidratos, proteinas,
vitaminas (A e complexo B), sais minerais (ferro, fésforo, potassio, calcio), 6leo e grandes
quantidades de acucares, gorduras, celulose e calorias (Abimilho, 2002).

Maior que as qualidades nutricionais do milho, s6 mesmo sua versatilidade para o
aproveitamento na alimentagdo humana. Ele pode ser consumido diretamente ou como
componente para a fabricagdo de balas, biscoitos, paes, chocolates, geléias, sorvetes,
maionese ¢ até cerveja. Apesar de serem usados para fazer paes, o milho ndo contém a

proteina gluten, favorecendo as pessoas que apresentam alguma rejeicao a essa proteina.

2.4. Caracteristicas da cultura do algoddo

O algodao (Figura 8), planta do género Gossypium spp., pertencente a familia
Malvaceae, planta dicotiledonea, e a raca Latifolium Hutch, pertence ao algodoeiro
herbaceo e a raga Marie Galante Hutch, pertence ao algodoeiro arboreo; caracteriza-se por
ser a fibra téxtil mais antiga e importante, cultivada no mundo e considerada a fibra vegetal
mais utilizada pelo homem, cujo comprimento pode atingir 38 mm e, em decorréncia das
poucas exigéncias em solo e clima, pode ser produzida e cultivada em todos os continentes

(Richetti e Melo-Filho, 2001). As cultivares se diferenciam quanto ao tamanho da fibra,
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ciclo curto ou longo, porte alto ou baixo, resisténcia ou susceptibilidade a doengas, entre

outras caracteristicas.

Figura 8: a) Capulho de algodio aberto (fibra madura). b) Plantacdo de algodao (Gossypium
hirsutum) em campo experimental da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.

Atualmente ¢ cultivado em regides tropicais e em algumas regides subtropicais. Os
algodoeiros cultivados no mundo pertencem a quatro espécies distintas: Gossypium
hirsutum, G. barbadense, G. arboreum e G. herbaceum, sendo que a primeira contribui
com 90% da produ¢do mundial do algoddo. A planta é subarbustiva e, na producdo
comercial, o ciclo € anual.

A fibra do algodao ¢ constituida de mais de 95% de celulose, polimero de glicose,
sendo a principal matéria-prima utilizada na confeccdo de varios tipos de tecido para a
tecelagem e fios, para a confec¢@o de feltro, obtencdo de celulose, peliculas fotograficas e
chapas para radiografia (Diaz, 1993).

Além dos beneficios obtidos pela utilizagdo da fibra, pode-se aproveitar, também, as
propriedades da semente do algodao, rica em 6leo e util para a alimentacdo humana e para a

fabrica¢do de margarina e sabdo. O subproduto da extracdo do 6leo (torta) também pode ser
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util para a alimentagdo animal (Richetti e Melo-Filho, 2001), logo o aproveitamento do
algodoeiro € praticamente total.

A regido Nordeste e o Brasil j& foram grandes produtoras e exportadoras de algodao,
chegando a posi¢do de 5° produtor mundial nas décadas de 1960 e 1970, e de 5° exportador
de pluma, colocando no mercado internacional, mais de 420.000 t de pluma, no ano de
1969. Neste periodo, o nosso pais, em especial a regido Nordeste, que vivia do chamado
“Ouro Branco”, tinha mais de 12% da area plantada com esta malvacea no mundo, mais de
3,6 milhdes de hectares e quase metade da populagdo, direta e indiretamente, trabalhava
com o algodao e seus subprodutos (Beltrdo, 2003).

Pouco se conhece da historia passada do algoddo no Brasil, porém se sabe que,
quando os portugueses aqui chegaram, os indios ja conheciam o algodio, e ja sabiam fia-lo
e fazer tecido. Para Neves e Junqueira (1965) o algoddo teve, no Brasil, varias fases: as
primeiras exploragdes nos Estados da Bahia e do Ceard, no inicio do século XVI, a fase de
subsisténcia que se iniciou no século XVII, quando o incremento do cultivo da cana-de-
agucar na regido litoranea impeliu a pecuaria. O algoddo acompanhou este processo, pois,
além da produgdo da fibra, alimentava o gado com suas sementes, ramos ¢ folhas, e assim,
ele era, durante os séculos XVII e XVIII, cultivado por toda parte em pequenas rogas € em
todos os Estados da Federa¢do. Com a Revolugdo Industrial, no século XVIII, cuja mola
mestra e propulsora foi o algoddo, pois foi com a inven¢do do escarogador de serras que a
revolugdo se iniciou, estabelecendo a fase de exportacdo de algoddo. Como exemplo, o
estado do Maranhao que chegou a exportar, em 1830, mais de 78.000 sacas de algodado para
a Europa. Do Maranhdo, essa cultura migrou para Pernambuco e demais estados do
Nordeste, com o trindmio, algoddo, boi e culturas alimentares, que perdurou até a década de

80 do século passado, quando o algoddo perene foi quase extinto, ndo sendo mais plantado
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nos dias atuais. O algodao ¢ um produto que desde a época da colonizacdo até os nossos
dias tem desfrutado de uma historia extremamente rica no Brasil (Beltrdo, 2003).

O parque téxtil do Estado do Ceard, segundo polo de consumo de algoddo do Brasil,
consome em média 170.000 toneladas de pluma por ano. Na safra de 1998, por exemplo,
consumiu mais de 150.000 toneladas de pluma, das quais 90% foram importadas (Beltrdo,
2003). E, nesse mesmo ano, esta fibra respondeu por 60% do consumo total de fibras e
filamentos utilizados pela industria brasileira (Mello et al., 2000). Portanto, a cultura do
algoddo ¢ de grande expressdo socioecondmica para os setores primario e secundario do
Brasil.

No inicio da década de 90, a producdo de algoddao no Brasil concentrava-se nas
regides Sul, Sudeste e Nordeste. Apos esse periodo, aumentou significativamente a
participacdo do algoddo produzido nas areas de cerrado, basicamente da regido Centro-
Oeste (Freire e Morello, 2003). Esta regido que em 1990 cultivava apenas 123.000 ha
(8,8% da area de algodao do pais) passou para 479.000 ha em 2002, correspondendo a
63,0% do total da area. Em 2005, no Brasil foram produzidos 3.663.453 t de algodao
herbaceo em carogo em uma area de 1.254.875 ha (Embrapa Algodao, 2003; IBGE, 2006).

No ambito mundial, a China é o maior pais produtor de algoddo, com o equivalente
a 23% do total em 2005/06, e também o maior importador, em virtude da insuficiéncia de
sua producdo frente a crescente demanda pela fibra. Essa caracteristica foi intensificada no
ano de 2006 dada a reducdo de 9,7% na quantidade produzida, estimada em 5,7 milhdes de
toneladas (Barbosa, 2006). Na Africa, em 2002/2003, os produtores da regido de Benin
plantaram apenas 320 mil hectares de algoddo em vez dos 400 mil previstos. Em
conseqiiéncia, a producdo caiu 23%, de 415 mil toneladas, em 2001/2002, passou para 320

mil toneladas. Entretanto, os principais exportadores sdo os Estados Unidos, a zona franca
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da Africa, o Egito, o Uzbequistdo e a Australia; os importadores sdo, em primeiro lugar, os

paises do sudeste da Asia, como a China (Campos, 2003).

2.5. Importancia econdomica do milho e do algoddo

O levantamento de campo realizado pelo Sistema GCEA do IBGE para a safra
nacional de cereais, leguminosas e oleaginosas, em novembro de 2006, aponta uma
producdo da ordem de 115,9 milhdes de toneladas, a qual esta 0,2% inferior a prevista em
outubro deste mesmo ano (116,2 milhdes de toneladas), no entanto, foi 3,0% superior a
obtida em 2005 (112,6 milhdes de toneladas) (IBGE, 2007).

Em termos absolutos (milhdes de toneladas) a produg@o de cereais, leguminosas e
oleaginosas estd assim distribuida pelas Grandes Regides do Brasil: Sul, 48,1; Centro-
Oeste, 39,1; Sudeste, 15,8; Nordeste, 9,6 € Norte, 3,3.

O milho (Zea mays L.) apresenta cerca de 80% de participacdo na produgdo
nacional de grios, em valores absolutos, os maiores ganhos de produg¢ao, superando a safra
anterior em: milho em grdo 1% safra, 4.260.465 t (15,7%) e milho em grdo 2* safra,
2.695.626 t (33,9%), tendo uma produgdo total de 42.072.002 t (Tabelal), em uma area
total colhida na safra de 2006 de 12.554.623 ha (IBGE, 2006).

O algodao (Gossypium spp.) € cultivado em apenas seis estados, os quais perfazem
95,4% do total produzido no pais, sendo que a produgdo nacional de algodido herbaceo, em
carogo, no ano de 2005, totalizou 3.663.453 toneladas (Tabelal). A safra de 2006 poderia
ter sido melhor, caso ndo fosse prejudicada pelos problemas climaticos, que provocaram

uma queda de cerca de 29,4% no rendimento médio (IBGE, 2006).
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Tabela 1 - Confronto das Safras de 2005 e 2006 - Brasil - Novembro 2006.

Produtos Producio (t) Area (ha)

Agricolas Safra 2005 Safra 2006 Variacio% Safra 2005 Safra 2006 Variacio%

Algodio herbaceo
(em carogo) 3663453 2796916 -23,7 1254 875 886509  -294

Milho (em grao)
Total 35115911 42072 002 19,8 11548912 12 554 623 8,7

Milho (em gréo)
1? safra 27154025 31414490 15,7 8579847 9283542 8,2

Milho (em grao)

2% safra 7961886 10657512 33,9 2969 065 3271 081 10,2

FONTE - Grupo de Coordenagdo de Estatisticas Agropecuarias - GCEA/IBGE, DPE, COAGRO -
Levantamento Sistematico da Produgio Agricola, Novembro 2006.

A produg@o mundial de milho em 2004 foi de 705.293 mil toneladas, sendo que os
maiores produtores sdo os Estados Unidos com 42,3% e a China com 18,7%. O Brasil é o
terceiro maior produtor de milho e sua producao corresponde a 5,9% da produgdo mundial.

O principal exportador de milho do mundo sdo os Estados Unidos. Em 2006, o pais
vendeu mais de 40 milhdes de toneladas para o Japao, México, Coréia do Sul, Egito e
Unido Européia. A redug@o nos estoques norte-americanos abre espago para a entrada de
outros exportadores, pois de 2005 para 2006, as exportagdes do milho brasileiro
aumentaram de 1 milhdo de toneladas para 3,9 milhdes de toneladas e a previsdo para 2007
¢ de 5 milhdes de toneladas (Guimaraes, 2007).

Esta redug¢do deixou os agricultores que plantaram milho na safra de 2006
satisfeitos, pois ela acontece devido ao aumento do consumo dos graos para produzir alcool

nos Estados Unidos e os precos do produto dispararam no mercado internacional. Em
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janeiro de 2006, a tonelada do milho chegou a ser vendida por US$ 153,29 (USDA, 2007),
o que correspondeu a uma alta de 61% em relacdo a setembro do ano passado. Com isso, as
vendas de sementes cresceram 30% em relagdo ao ano de 2005.

Essa oportunidade para aumentar a produg¢do de milho surgiu em solo estrangeiro.
Os Estados Unidos da América pretendem reduzir em 20% o consumo de gasolina no pais
nos proximos dez anos e estimular o uso de combustiveis “limpos” que causam menos
danos ao meio ambiente do que o petrdleo, como o alcool, que naquele pais, ¢ feito de
milho (Guimaraes, 2007).

A oferta mundial de algoddo em pluma alcangou 36,6 milhdes de toneladas em
2005/06, com acréscimo de 2,5% em comparagdo com a anterior. Embora seja a maior
quantidade das ultimas temporadas, a reducdo de 5,9% na producdo, prevista em 24,7
milhdes de toneladas, impede o crescimento mais acentuado na disponibilidade do produto,
em virtude do estoque inicial relativamente elevado de 11,8 milhdes de toneladas (Tabela

2) (Barbosa, 20006).

Tabela 2 - Suprimento Mundial de Algodio em Pluma, 2003/04 a 2005/06'

Item 2003/04 2004/05 2005/06
Estoque inicial 9,6 9,4 11,8
Producéo 20,7 26,2 24,7
Oferta 30,4 35,6 36,5
Consumo 21,3 23,7 25,5
Importacdes 7,4 7,2 9,6
Exportagdes 7,2 7,6 9,5
Estoque final 9,4 11,8 11,4

" Ano comercial de agosto a julho.

Os valores foram calculados para 1000 t.
Fonte: Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA).
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O consumo de algodao ¢ estimado em 25,5 milhdes de toneladas, superior em 7,6%,
o que vem reforgar a crescente demanda iniciada em 2004/05. Apesar da intensificacdo do
uso de algoddo no mundo, a temporada atual teve um estoque final de 11,4 milhdes de
toneladas (-3,4%) (Tabela 2), conforme o Departamento de Agricultura dos Estados Unidos
(USDA).

A China vem sendo o maior produtor e importador de algoddo devido a
insuficiéncia de sua produgdo frente a crescente demanda pela fibra, que ¢ caracterizada no
ano de 2006 pela a reducdo de 9,7% na quantidade produzida. O consumo de algoddo neste
pais cresceu ininterruptamente nos trés ultimos anos até culminar em 10,1 milhdes de
toneladas na safra 2005/06, um acréscimo de 20,8% em comparagdo com a safra passada,
entdo este resultado elevou a participacdo do pais de 33% para 40% do consumo mundial
no periodo (Barbosa, 2007).

As exportacgdes brasileiras de algoddo para a China evoluiram de US$18,8 milhdes
em 2003 para US$90,15 milhdes em 2005, com o equivalente em relagdo ao total exportado
alcancando 20%. Isto tornou o mercado chinés o principal destino das exportacdes da fibra
do Brasil no ultimo ano, segundo a Secretaria de Comércio Exterior — SECEX (CONAB,

2001).

2.6. Principais Pragas Agricolas de ambas culturas

2.6.1. Aspectos Gerais

Insetos estdo por toda parte, podendo ser encontrados com facilidade em todos os

principais tipos de hébitats terrestres e aquaticos, com exce¢do apenas dos marinhos, onde
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esses artropodes sdo raros (Mitter et al., 1988). Apenas 10% do total de insetos que
ocorrem na superficie da Terra sdo pragas que atacam a agricultura ou ao ser humano de
alguma maneira. Esses insetos-pragas causam um grande prejuizo econdmico ao homem.

De acordo com a FAO (2007), praga € qualquer espécie, raga ou bidtipo de vegetais,
animais ou agentes patogénicos, nocivos aos vegetais ou produtos vegetais para consumo
humano ou animal.

Na natureza, os insetos, geralmente, tém suas populagdes controladas por
predadores, parasitoides e doengas, caso condi¢des adequadas ocorram. Porém, devido ao
desequilibrio ecoldgico, a globalizacdo de pragas e o progresso descontrolado, vém
causando um grande impacto ambiental, permitindo o aumento das populacdes destas

pragas no meio ambiente.

2.6.2. Pragas presentes na cultura do milho

Varios insetos atacam as sementes, raizes ¢ plantulas do milho apds a semeadura, e
o tipo de ataque reduz o numero de plantas na area cultivada e o potencial produtivo da
lavoura. Esses insetos sdo de habito subterrdneo ou superficial e, na maioria das vezes,
passam despercebidos pelo agricultor, dificultando o emprego de medidas para o seu
controle. A importancia desses insetos varia de acordo com o local, ano e sistema de
cultivo. Como principais espécies, temos: Larva alfinete (Diabrotica spp.); Larva-arame
(Conoderus spp., Melanotus spp); Bicho-bolo, coré ou pao de galinha (Diloboderus
abderus, Eutheola humilis, Dyscinetus dubius, Stenocrates sp, Liogenys sp.); Percevejo
castanho (Scaptocoris castanea e Atarsocoris brachiariae); Larva Angora (Astylus

variegatus) essa praga ataca varias espécies de plantas cultivadas e ¢ considerada uma
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praga secunddria da cultura do milho; Lagarta-elasmo (Elasmopalpus lignosellus); Tripes
(Frankliniela williamsi) os danos causados pelos tripes t€ém sido verificados nos periodos
de estiagem logo apds a emergéncia das plantulas podendo, sob altas infesta¢des, causar até
morte das plantas com perdas econOmicas significativas;, Percevejos: barriga-verde
(Dichelops furcatus, D. melacanthus), verde (Nezara viridula) os percevejos siao pragas
tipicamente da soja, mas com o plantio do milho em sucess@do ou mesmo em rotacdo
passaram a causar danos na fase de emergéncia do milho; Cigarrinha-do-milho (Dalbulus
maidis); Pulgdo-do-milho (Rhopalosiphum maidis) esta ¢ a espécie de inseto de ocorréncia
mais endémica no milho, mas raramente constitui problema para a cultura pela acdo
eficiente dos inimigos naturais (predadores e parasitdides); Lagarta-rosca (Agrotis ipsilon)
predomina em areas de solos pesados, mal cultivados, ou seja, areas sujas e as larvas
atacam a regido do coleto, cortando as plantas na base o que provoca morte ou
perfilhamento; Lagarta-do-cartucho (S. frugiperda) ¢ a principal praga da cultura do milho
no Brasil pois inicia o ataque em plantulas levando a sua morte, especialmente quando a
cultura ¢ instalada apds a dessecag@o no sistema de plantio direto, pois a populagdo de
lagartas se estabelece na lavoura. E, ainda, esta espécie ataca tipicamente o cartucho da
planta (Figura 9), o que pode ocorrer desde a emergéncia até o pendoamento. Todavia,
quando o ataque ocorre no inicio de desenvolvimento da cultura, a lagarta pode perfurar a
base da planta, atingindo o ponto de crescimento e provocar o sintoma de "coragdo morto",
tipico da elasmo. Os danos sdo muitas vezes incalculaveis pois quando a mesma se
encontra no cartucho ndo se tem um controle adequado, levando a perda da lavoura
(Embrapa Milho e Sorgo, 2005). Essa espécie ¢ freqiiente também em todas as regides
algodoeiras, mas ocorre principalmente em areas com rotagdo ou proximas a cultura de

milho, sorgo, arroz, trigo e outras (Santos, 1997; Degrande, 1998; Delano et al., 1999).
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Figura 9: S. frugiperda atacando o cartucho do milho.

2.6.3. Pragas presentes na cultura do Algodao

As pragas constituem-se um dos fatores limitantes para a exploragdo do algodio,
pois atacam desde a emergéncia até a colheita, caso ndo sejam tomadas medidas eficientes
de controle. Dentre as pragas que atacam o algoddo cultivado no cerrado, destacam-se: as
brocas (Eutinobothrus brasiliensis e Conotrachellus denieri), a lagarta rosca (Agrotis spp.),
os pulgdes (Aphis gossypii e Myzus persicae), o tripes (Frankliniella spp.), o percevejo de
renda (Gargaphia torresi), o curuqueré (Alabama argillacea), o bicudo (Anthonomus
grandis), a lagarta-das-macgas (Heliothis virescens), as lagartas do género Spodoptera
(S.frugiperda e S. eridania), a lagarta rosada (Pectinophora gossypiella), os &caros
(Tetranychus urticae, Polyphagotarsonemus latus), os percevejos (Horcias nobilellus e
Dysdercus spp.) e a mosca branca (Bemisia tabaci) (Embrapa Algodao, 2003; Freire e

Morello, 2003).
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Sendo que as pragas que tém crescido em importancia no algodoeiro sao as lagartas
que atacam de maneiras diferentes, podendo ocorrer o ataque a partir dos 30 a 40 dias apos
a germinacdo, mas a grande maioria delas tem seu ataque concentrado do meio para o final
do ciclo de crescimento da cultura. Enquanto algumas espécies sdo capazes de atacar as
folhas da cultura (4. argillacea, S. frugiperda e S. eridania), outras (H. virescens, S.
frugiperda, S. eridania, P. gossypiella) concentram seu ataque nos botdes e macds das
plantas (Embrapa Algodao, 2007).

No entanto, a principal praga de importincia para a cotonicultura mundial € o
bicudo (4. grandis). Em algumas areas do Cerrado, normalmente o inseto concentra o
inicio do seu ataque na época de colheita do plantio regular (safra). Todavia, em outras
areas sua presenca comeca a ser verificada nas lavouras por ocasido da emissdo dos
primeiros capulhos (Figura 10), local preferido para seu ataque, causando assim, grandes
danos. Destacam-se também a lagarta S. frugiperda que tem migrado para essa cultura e se
alimentado das folhas no estagio larval, penetrando nas magas e nos botdes florais, o que
dificulta o seu controle e comprometendo a qualidade e quantidade de fibras produzidas
(Da Silva et al., 2005). As outras pragas sdo de menor importancia, pois tem sua
ocorréncia restrita a alguns locais e condigdes especificas. Também ocorrem na regido os
acaros, os percevejos, os pulgdes, o tripes, a mosca branca e as brocas do algodoeiro

(Embrapa Algodao, 2007).
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Figura 10: Lagarta S. frugiperda coletada atacando os primeiros capulhos de algodao.

2.6.4. Danos Economicos provocados por pragas

Os danos causados pelos insetos as plantas sdo varidveis, podendo ser observados
em todos os orgdos vegetais, dependendo da espécie e da densidade populacional da praga,
do estadio de desenvolvimento, da estrutura vegetal atacada e da duragdo do ataque. E
valido considerar também o pais em questdo, caracteristicas climaticas, técnicas
agrondmicas empregadas e caracteristicas socioeconomicas. A partir desses fatores, podera
entdo haver maior ou menor prejuizo quantitativo e qualitativo.

Os insetos podem causar danos diretos quando atacam o produto a ser
comercializado, ou indireto quando atacam estruturas vegetais que ndo serdo
comercializadas, mas que alteram os processos fisioldgicos, provocando reflexos na
producdo. E também, podem atuar indiretamente, transmitindo patdégenos em geral ou
injetando substancias toxicogénicas durante o processo alimentar (Gallo ef al., 2002).

Em termos mundiais, os prejuizos causados por pragas e doencas sdo bastante
elevados e, juntamente com as plantas daninhas, chegam a causar perdas da ordem de 38%.

No Brasil, as pragas podem ser responsaveis por perdas da ordem de 2,2 bilhdes de dolares
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para as principais culturas brasileiras (Bento, 1999). E no caso da lagarta-do-cartucho o
prejuizo é da ordem dos 400 milhdes de dolares (Duarte, 2000). Portanto, € necessario o
controle desta praga com as varias taticas de controles existentes, e ndo somente com 0 uso
do agrotdxico, pois o seu emprego indiscriminado vem selecionando resisténcia dos insetos
aos inseticidas e a reducdo ou eliminag@o da populacdo de inimigos naturais de pragas, a
contaminag¢do ambiental, além do aumento de custo de produgdo (Valicente e Cruz, 1991).
Sendo assim, a detec¢do e caracterizagdo de diferengas genéticas entre as populagdes de
insetos ¢ uma questdo importante para melhorar as praticas de gerenciamento desta praga

(Martinelli et al., 2006).

2.7. Caracterizacdo Molecular

Uma importante ferramenta para desenhar estratégias de manejo e controle de
insetos-praga ¢ conhecer o perfil genético dos mesmos, objetivando identificar marcadores
moleculares que indiquem a caracterizagdo ¢ a identificacdo de populagdes naturais de
insetos-pragas, bem como a variabilidade genética e, ainda, ser usado como ferramenta para
conhecer a dindmica da populagdo desta praga no Brasil e no mundo.

A caracteriza¢do de um organismo ¢ possivel devido ao levantamento qualitativo e
quantitativo de seus caracteres. Dessa forma, com a carcteriza¢do podem-se descriminar as
diversas espécies de insetos por meio do conhecimento de seus padrdes fisioldgicos,
morfoldgicos e genéticos e, assim, também auxilia no processo de identificagdo da espécie
(Frutos ef al., 1994). A andlise dessas varias caracteristicas fornece suporte para resolver
questdes geradas na identificagdo de espécies, assim como permite a separacdo filogenética

de géneros e espécies relacionadas (Sosa-Gomez ef al., 1998).

43



Na década de 60 os marcadores utilizados na genética e melhoramento eram
controlados por genes associados a caracteres morfoldgicos, em geral, fenotipos de facil
identificagdo visual. Os marcadores morfologicos contribuiram para o desenvolvimento
teorico da analise génica e para a construgdo das primeiras versdes de mapas genéticos. No
entanto, foram identificados poucos marcadores ligados a genes de importancia econdmica.
Com isso, limitava o seu emprego e assim, a disponibilidade era essencialmente restrita as
poucas espécies. A revolucdo neste aspecto iniciou-se com o desenvolvimento de
marcadores isoenzimaticos, que ampliou o numero de marcadores genéticos e a
aplicabilidade incluiu todas as espécies. Com o advento das técnicas modernas de biologia
molecular, surgiram diversos métodos de detec¢do de polimorfismo genético de DNA,
como a utilizacdo de enzimas de restricio que permitiu a analise de polimorfismo de
comprimento de fragmentos de restricdo de DNA (RFLP). Na década de 80, o
desenvolvimento do processo de amplificagdo em cadeia utilizando uma DNA polimerase
(PCR) (Ferreira e Grattapaglia, 1995; Griffiths et al., 1998).

A técnica de PCR foi desenvolvida por Kary Mullis no inicio da década de 1980
(Mullis e Fallona, 1987), tendo-lhe sido posteriormente atribuido o Prémio Nobel da
Quimica, pois foi um dos passos revolucionarios na genética molecular onde, tornou-se
possivel a produ¢do de multiplas copias de seqii€ncias especificas de DNA (Alberts et al.,
1994). Em 1989, a Hoffman La Roche e Perkin-Elmer Corporation patentearam este
processo. O método PCR ¢ usado habitualmente nos laboratérios de investigagdo médica e
bioldgica para uma variedade de tarefas, como a detec¢do de doencas hereditérias, a
identificagdo de "impressdes digitais" genéticas, a constru¢do de arvores filogenéticas, a

clonagem de genes, a identificacdo de genes especificos e testes de paternidade.
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A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) ¢ um método in vitro no qual seqiiéncias
de DNA ou RNA sao rapidamente amplificados com alta especificidade e fidelidade usando
oligonucleotideos iniciadores em suas extremidades 3 onde ha seqiiéncias complementares
que direcionam a polimerase na sintese, e também sdo necessarios o tampao 10X com co-
fator Cloreto de magnésio, os dNTPs (G, C, A, T) livres para a complementacgao da fita de
DNA e a enzima TagDNA polimerase em uma simples reagdo automatizada que permite a
formagdo de duas fitas de DNA (Alberts et al., 1994; Ferreira, 1996). O método PCR pode
ter inicio com uma quantidade muito pequena de DNA original, ou seja, nanogramas ou
mesmo picogramas de amostra.

A PCR ¢ hoje empregada em diversas areas, desde a biologia molecular basica a
estudos da medicina forense, fitopatologia, microbiologia, entomologia e outras. Esta
técnica envolve trés etapas essenciais: (a) desnaturacdo do DNA alvo; (b) anelamento de
dois olgonucleotideos iniciadores as fitas de DNA; e (c) extensdo dos iniciadores por agdo
da enzima termoestavel Tag DNA polimerase. Novas fitas de DNA sdo sintetizadas e
servem como moldes para amplificagdes subsequentes as trés etapas que se repetem
sucessivamente até o fim do programa. O processo ¢ possivel devido a disponibilidade de
termocicladores, onde programa-se tempo e temperatura para os determinados ciclos
(Ferreira e Grattapaglia, 1998).

De acordo com White et al. (1989) citado por Ferreira (2003) a sensibilidade,
rapidez e versatilidade da técnica de PCR tem apresentado um grande impacto sobre a
biologia molecular, expandindo diversas dreas que antigamente eram inatingiveis, devido a
caréncia de um método com as vantagens do PCR. Estes pesquisadores acrescentam que em

virtude da capacidade de adicionar, deletar ou alterar as informagdes dos iniciadores feitos
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na PCR, este método ¢é ideal para introduzir mutagdes especificas em posi¢des escolhidas
em um fragmento de DNA, facilitando o estudo das interagdes entre proteinas e DNA.

A especificidade do método ¢ conferida pela seqiiéncia dos iniciadores que se
anelam as regides especificas no genoma e definem a regido alvo a ser amplificada. A
grande vantagem dessa técnica ¢ a pequena quantidade de DNA necessaria para a reagao
(dezenas de nanogramas). A parte limitante da técnica € que ndo pode haver contaminagdo
no DNA pois a técnica ¢ muito sensivel e ha necessidade de se conhecer a seqiiéncia que
flanqueia determinado segmento a ser amplificado para que os iniciadores possam ser
construidos (Ferreira e Grattapaglia, 1998). Entdo, para resolver essa problematica
desenvolveu-se o marcador molecular RAPD (Polimorfismo de DNA Amplificado ao
Acaso) que utiliza iniciadores curtos de seqiiéncia arbitraria para dirigir a reagdo de
amplificagdo.

Além do RAPD, existem outros marcadores baseados em PCR com diferentes
estratégias, tais como: amplifica¢des e comparagdes entre seqiiéncias de regides dos genes
de rRNA (Amako et al., 1996); analise de restricdo dos produtos gerados por PCR (Matioli
e Brito, 1995) e, geracdo de iniciadores especificos a partir de seqiiéncias de regides do

rDNA (Pashley e Ke, 1992), MtDNA (Levy et al., 2002), elementos repetitivos ou

fragmentos gerados por RAPD (Léry et al., 2003).

2.7.1. Marcador Molecular

Marcadores moleculares s3o fragmentos de DNA que podem ser usados para
diferenciar um individuo do outro, ou seja, todo e qualquer fendtipo molecular oriundo de

um gene expresso, correspondente a regides expressas ou ndo do genoma (Ferreira e
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Grattapaglia, 1995). Isto ¢ devido a variagdo genética natural e a existéncia de varias
seqiiéncias de DNA polimorficas entre os individuos. Os marcadores procuram explorar
esta variacdo para identificagdo com bases nessas diferengas (Buso, 2006).

A formacgdo genética dos organismos contém milhares de genes e regides entre
genes, com fun¢do desconhecida. As variagdes, ou polimorfismos, na seqiiéncia do DNA,
nos genes ou na regido intergénica, podem ser detectadas usando-se uma variedade de
técnicas. Para que as técnicas sejam utilizadas apropriadamente na resolu¢do de problemas
genéticos, as duas areas tém que ser abrangidas e conhecidas (Griffiths ez al., 1998).

Os distintos tipos de marcadores moleculares hoje disponiveis diferenciam-se pela
tecnologia utilizada para revelar variabilidade no DNA e, assim, variam quanto a habilidade
de detectar diferengas entre individuos, custo, facilidade de uso, consisténcia e repeticao.
Os principais tipos de marcadores moleculares podem ser classificados em dois grupos,
hibridagdo e amplificacdo, conforme a metodologia utilizada para identifica-los (Ferreira e
Grattapaglia, 1998).

A demanda por desenvolvimento e utilizagdo dos marcadores moleculares ¢
crescente e as técnicas sdo dinamicas. No entanto, a escolha do método mais adequado
depende principalmente da defini¢do do problema a ser resolvido, pois para cada tipo de

informacao desejada existe uma técnica.

2.7.2. Métodos Moleculares de Caracterizacao

O poder da reagdo de cadeia da polimerase (PCR) em estudos de insetos ¢
reconhecido a partir da andlise de polimorfismo de comprimento de fragmentos de restricdo

de DNA (RFLP), pois em oposi¢@o a esse, necessita somente de uma pequena quantidade
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de DNA o qual pode parcialmente, ser degradado, e ainda, as pequenas partes de um inseto
sdo suficientes para producdo de um diagndstico de fragmentos padrdo (Kambhampati et
al., 1992).

As analises de RAPD apresentam algumas vantagens sobre a escolha das técnicas de
DNA mitocondrial ou microssatélites que usam iniciadores especificos (Harry et al., 1998).
Devido ao uso de iniciadores curtos e de basear-se na amplificagdo de DNA, as analises de
RAPD ndo requerem um conhecimento prévio do genoma, trabalham com DNA de
diferentes espécies e geralmente, amplificam multilocus que aparecem como um cddigo de
barras apos eletroforese em gel. Na pratica, ndo apresentam limites de numeros de
diferentes iniciadores arbitrarios que podem ser usados e sdo facilmente obtidos. Segundo o
trabalho de Charpentier et al. (2002) no qual foram usados iniciadores de RAPD para
caracterizar 11 linhagens de insetos de varias espécies e para autenticar 4 independentes
linhagens do besouro da batata do Colorado, Leptinotarsa decemlineata, que foram antes
desenvolvidos em laboratdrio.

As principais vantagens do uso dos marcadores moleculares baseados em DNA sdo
as analises de um grande niimero de /ocus, a neutralidade em relagdo a efeitos fenotipicos, a
co-dominancia com maior quantidade de informagao genética por /ocus e a caracterizagao

do gendtipo de um individuo a partir de amostras de células ou tecidos.

2.7.2.1. RAPD

O RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) foi desenvolvido
independentemente por Williams ez al. (1990), que patentearam a tecnologia com o nome

mais comumente utilizado, polimorfismo de DNA amplificado ao acaso e descreveram a
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técnica no contexto da analise mendeliana, demonstrando a identificagdo de marcadores
genéticos para mapeamento; ¢ por Welsh e McClelland (1990), que propuseram a
denomina¢do de AP-PCR (Arbitrarily Primed - Polymerase Chain Reaction), sendo este
interessante, pois o oligonucleotideo possui seqiiéncia arbitraria, mas a amplificagdo ndo
ocorre ao acaso e sim em lugares especificos no genoma.

O polimorfismo de DNA amplificado ao acaso (RAPD) utiliza iniciadores mais
curtos e de seqiiéncia arbitraria para dirigir a reagdo de amplificagdo, eliminando assim a
necessidade de conhecimento prévio da seqiiéncia, como no caso do PCR. O resultado
dessa amplificagdo € essencialmente a geragdo de impressodes digitais genomicas simples e
reprodutiveis para a identificacdo de linhagens por eletroforese em gel (Ferreira e
Grattapaglia, 1998; Ferreira, 2003).

A anélise direta do polimorfismo permite avaliar a variacdo entre e dentre espécies.
Os iniciadores oligonucletideos deste marcador tém geralmente 10 nucleotideos com mais
de 50% de G ou C, envolve a amplificacdo simultanea de varios /oci andnimos no genoma
utilizando diversos principios de seqiiéncia arbitraria, sendo usado por reagdo um unico
iniciador (Ferreira, 1996; Ferreira, 2003). E um marcador molecular sensivel, rapido,
relativamente simples, onde polimorfismo genético tem natureza bindria, portanto, ¢
evidenciado quando ha presenca ou auséncia de bandas apos amplificagdo e eletroforese em
gel, porém nao é possivel saber se o individuo € heterozigoto ou homozigoto (Grattapaglia
e Ferreira, 1995; Matioli et al., 2001).

O RAPD apesar de usar uma pequena quantidade (dezenas de nanogramas) de
DNA, exige um DNA integro e também apresenta como grande vantagem, ser usado para
qualquer organismo, diferente de outras técnicas baseadas na PCR que produzam resultados

satisfatorios utilizando-se DNA em pequenas quantidades e com algum grau de degradagdo
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(Reis et al., 1995). Este marcador, por se uma variacdo da técnica de PCR, a seqiiéncia
unica reconhece o DNA alvo, sendo entdo flanqueado por duas cdpias da seqiiéncia do
oligonucleotideo. No entanto, no RAPD, ao contrario do PCR, utiliza-se um Ttnico
iniciador, ao invés de um par. Este fragmento pode ser visualizado, na forma de banda em
um gel de eletroforese, com brometo de etidio, € normalmente de agarose podendo também,
de forma alternativa, ser em gel de poliacrilamida sendo visualizado por meio de coloragdo
com nitrato de prata. O resultado ¢ um conjunto de fragmentos amplificados de tamanhos
diferentes de DNA (Ferreira e Grattaplagia, 1995; Griffiths ef al/, 1998).

As informagdes obtidas com 0 RAPD permitem estimar o grau de similaridade entre
os individuos analisados, possibilitando a indicagdo de cruzamentos entre pares mais ou
menos divergentes, conforme o objetivo desejado e também, a determinagdo das relagdes
filogenéticas entre populagdes ou espécies. Também €& possivel detectar-se marcadores
especificos para raga ou espécies, de uma maneira simples e rapida, permitindo o
desenvolvimento de protocolos para identificacdo da procedéncia de amostras e individuos
(Grattapaglia et al., 1992).

Uma caracteristica fundamental dos marcadores RAPD ¢é o fato de que estes se
comportam como marcadores genéticos dominantes, isto €, uma interpretacdo relativa entre
genotipo e fendtipo de um individuo, pois o poder de detec¢do de polimorfismo deste
marcador ¢ uma vantagem para a andlise da variabilidade genética. E o mapeamento
genético em diversas espécies indica que os /oci de marcadores RAPD estdo distribuidos ao
acaso ao longo do genoma, sem evidéncias de agrupamento de marcadores em regides
especificas (Grattapaglia e Ferreira, 1995).

Entre outras vantagens, a técnica de RAPD néo requer o desenvolvimento prévio de

uma biblioteca de sondas especificas para o organismo de interesse. Um conjunto de
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oligonucleotideos arbitrarios pode ser utilizado para qualquer organismo ¢ usa-se um
numero bem menor de reagentes. Portanto, ¢ eliminada a necessidade de is6topos
radioativos ou marca¢do ndo-radioativa. Sendo assim, o custo desta técnica ¢ mais baixo do
que outras, tais como, RFLP (Anamalai et al., 1995; Grattapaglia e Ferreira, 1998). A
principal limitagdo dos marcadores RAPD ¢ o baixo conteudo de informagdo genética por
loci, pois apenas um alelo ¢ detectado, no segmento que ¢ amplificado.

Utilizando a técnica de RAPD, por exemplo, Martinelli et al. (2006) avaliaram a
variabilidade genética de S. frugiperda em culturas de milho e algoddo de uma mesma
regido no Brasil; Monnerat et al. (2006) analisaram a variabilidade genética de populagdes
de S. frugiperda da América Latina e demonstraram que aquela estd associada com
variagdes em suscetibilidade de toxinas Cry de B. thuringiensis;, Sosa-Gomez (2004)
analizou a variacdo intraespecifica e a estrutura da populagdo da Anticarsia gemmatalis em
populacdes do Sul e Centro-Oeste do Brasil, Florida-USA e La Virginia-Argentina; Léry ef
al.(2003), usando essa técnica caracterizaram 11 linhagens celulares de insetos sendo seis
lepidoptera, um diptera e quatro coleoptera e viram que os perfis eletroforéticos
apresentaram diferencas entre as espécies; Tsai et al. (2003) caracterizaram microsporos
isolados de cinco insetos pragas lepidoptera comuns em Taiwan usando as técnicas
Western-blot e RAPD; Lima ef al. (2002) avaliaram a diversidade genética de Bemisia
tabaci em populagdes do Brasil revelado por marcadores RAPD; Abe et al. (1998)
investigaram a associagdo genética entre cinco marcadores RAPD e o gene nsd-1 no bicho
da seda (Bombyx mori).

O RAPD reune a simplicidade técnica da visualizagdo direta dos marcadores
isoenzimaticos com o poder de resolugdo dos marcadores de DNA. Experimentos tipicos de

programas de melhoramento, andlises de diversidade genética em populacdes naturais e
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caracterizagdo de bancos germoplasma envolvem tipicamente centenas de individuos.
Assim, a técnica de RAPD ¢ uma das poucas ferramentas disponiveis que efetivamente
permite a andlise da variabilidade genética detalhada para um grande numero de

marcadores (Ferreira e Grattapaglia, 1995).

2.7.2.2. DNA mitocondrial

A técnica utilizando marcadores moleculares baseados no DNA mitocondrial
(MtDNA) pode ser utilizada no estudo de filogenia e de diversidade, tendo como vantagem
a pouca variagdo e a baixa taxa de mutagdo em algumas de suas seqiiéncias e a capacidade
de resistir a degradacdo por agentes externos. Essa técnica tem sido muito usada como
marcadores moleculares para caracterizacdo e estudos de diversidade genética em diversos
organismos, tais como, fungos, acaros, protozoarios e alguns insetos.

O DNA mitocondrial ¢ uma regido conservada que ndo faz parte do genoma nuclear,
tem um formato circular, copia Unica, contém adenina ¢ Timina (A+T) em abundancia,
sendo Timina em maior quantidade e apresenta regides génicas conhecidas, tais como,
Citocromo oxidase I (COI), Citocromo oxidase II (COII), Citocromo oxidase III (COIII),
NADH e outras. A regiado NADH-DH ¢ uma regido muito conservada e responsavel pela
sintese de ATP, foi seqiienciada por Ke e Pashley (1992), mas ndo foi desenvolvido um
marcador usando essa regido. O tamanho do mtDNA de S. frugiperda foi estimado em 16,3
kb por Ke e Pashley (1992). No entanto, Lu e Adang (1996) estimaram um tamanho um
pouco menor de 14,8 kb para a mesma espécie.

Goddard e Wolstenholme (1978) estudaram a origem e a dire¢do da replicagdo de

moléculas de mtDNA de Drosophila melanogaster. Lansman et al. (1983) fizeram um teste
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experimental critico da possibilidade de vazamentos paternais de DNA mitocondrial em
duas espécies de insetos lepidopteros do género Heliothis; Lu e Adang (1996) dintinguiram
as ragas da lagarta-militar (Lepidoptera:Noctuidae) usando como diagndstico o marcador
DNA mitocondrial; Ferreira ef al.(1996) avaliaram o isolamento de uma sequéncia
especifica do MtDNA de cinco isolados de Tilletia indica para identificacdo deste fungo;
Levy et al. (2002) avaliaram a identifica¢do de ragas de S. frugiperda usando COI PCR-
RFLP como teste de diagnostico; Prowell er al.(2004) avaliaram a andlise genética
multilocus das ragas da lagarta militar em diferentes plantas-hospedeiras de gramineas
utilizando mtDNA e AFLP; Navia et al.(2005) avaliaram a fonte da origem e da invasao
do acaro do coco (Aceria guerreronis) deduzida pela regido 16S do MtDNA; De Barro et
al.(2005) compararam as relagdes filogenéticas entre os gendtipos de B. tabaci utilizando
dados de sequéncias das regides ITS1 e COL.

De acordo com os autores Lu e Adang (1996), Levy et al. (2002), Prowell et
al.(2004) o marcador MtDNA pode ser utilizado como ferramenta de diagndstico para

identificag@o das ragas da lagarta S. frugiperda em diferentes plantas-hospedeiras.

2.7.3. Marcador Molecular x Controle Bioldgico

As técnicas moleculares tornaram-se ferramentas importantes no estudo genético de
populacdes naturais de varios organismos, visando a caracterizacdo e a identificagdo destes,
e, portanto, sendo possivel a andlise da deriva genética, o efeito gargalo na populagio e a
dindmica da populacdo no meio onde se encontra. Sendo assim, os marcadores moleculares
s6 tendem a somar aos estudos do controle biologico de diversos insetos-pragas fornecendo

maiores informag¢des para uma melhor eficiéncia no controle das pragas.
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HIPOTESE

Marcadores moleculares baseados em DNA podem ser usados na separacdo das

populagdes de S. frugiperda do bidtipo milho de diferentes culturas e localidades.

OBJETIVOS

Objetivo geral

Analisar a variabilidade genética entre populacdes de S. frugiperda de ocorréncia

em diferentes regides do Brasil nas culturas de milho e algoddo por meio de marcadores

moleculares.

Objetivos especificos

1. Analisar a variabilidade genética de populag¢des de S. frugiperda na cultura do

milho e do algodio por meio de marcadores RAPD.

2. Diferenciar as populagdes de S. frugiperda coletadas em milho e algoddo por meio

de marcador de mtDNA.
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CAPITULO UNICO

Analise da variabilidade genética por meio de marcadores RAPD e mtDNA de
populacées de Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae)

em culturas de milho e algodao no Brasil
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RESUMO

A lagarta-do-cartucho-do-milho  Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797)
(Lepidoptera: Noctuidae) ¢ uma espécie polifaga e voraz que ataca diversas culturas
economicamente importantes em varios paises. Uma importante ferramenta para melhorar
as praticas de gerenciamento da praga e seu controle ¢ a caracterizacdo de diferencas
genéticas entre populagdes. O objetivo desse trabalho foi analisar a variabilidade genética
entre cinco populagdes de S. frugiperda de ocorréncia em diferentes regides do Brasil nas
culturas de milho e algodao por meio de marcadores RAPD e diferenciar essas populagdes
por meio de marcador do DNA mitocondrial. As amplificagdes do DNA das amostras de S.
frugiperda utilizando 20 oligonucleotideos nas cinco popula¢des produziram um total de
752 loci de RAPD. O dendrograma UPGMA permitiu definir dois agrupamentos principais,
o grupo das trés populagdes de S. frugiperda na cultura do milho e o grupo das duas
populagdes deste inseto-praga na cultura do algodao. Detectou-se um ramo separado da
populagdo de S. frugiperda na cultura de milho do México em relagdo ao milho do Brasil e
um baixo grau de similaridade entre estes (6%). A andlise por AMOVA revelou que a
maior variabilidade genética (76,34%) foi originaria de variagdes dentro das populagdes e
que entre as populagdes foi de 23,66%. Mais de 35 fragmentos de DNA foram
monomorficos para uma ou mais populagdes, e podem ser utilizados para diferenciacdo
deste inseto-praga na cultura do milho e do algoddo. A similaridade genética média entre as
populagdes de S. frugiperda pelo indice de Jaccard foi de 0,375. A analise dos perfis
eletroforéticos do DNA mitocondrial apresentou na regido NADH-DH a presenga de um
fragmento de 600 pb para as populagdes de S. frugiperda na cultura do milho do Brasil e do
Meéxico. No entanto nas populagdes oriundas das culturas do algoddo do Sul e do Mato
Grosso do Brasil ndo houve amplificagdo desse fragmento. Os resultados obtidos
mostraram que ha variabilidade genética entre as populagdes de S. frugiperda coletadas nas
culturas do milho e do algoddo de diferentes regides do Brasil a partir dos marcadores
RAPD, como também, foi possivel diferenciar as populagdes desta praga nessas duas

culturas por meio de marcadores de RAPD e mtDNA.

Palavras-chave: RAPD, mtDNA, variabilidade genética, Spodoptera frugiperda
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CHAPTER SUMMARY

The fall armyworm Spodoptera frugiperda (J.E.Smith, 1797) (Lepidoptera:
Noctuidae) is a polyphagous and voracious species that attacks several economically
important cultures in many countries. An important tool to improve the pest management
practices and its control is the characterization of genetic differences among populations.
The objective of this work was to analyze the genetic variability among five populations of
S. frugiperda that occurred in different regions of Brazil on the corn and cotton crops by
RAPD markers and to differentiate these populations through the marker of mtDNA. The
amplifications of the DNA from the S. frugiperda samples using 20 primers in 5
populations produced a total of 752 RAPD loci. The dendrogram UPGMA allowed the
definition of two main groupings, the group of 3 populations of S. firugiperda on the corn
culture and the group of 2 populations of this pest on the cotton culture. Notice, also, that a
separate branch of the population of S. frugiperda is detected on the corn culture in Mexico
compared to Brazil and a low level of similarity among this group (6%). The analysis by
AMOVA revealed that the greatest genetic variability (76.34%) was derived from
variations inside the populations and that among the populations it was 23.66%. More than
35 fragments were monomorphic to one or more populations, and they can be used to
differentiate this pest on the corn and cotton culture. The regular genetic similarity among
the populations of S. frugiperda by the index of Jaccard was 0.375. The analysis of the
profiles of the mitochondrial DNA showed in the region NADH-DH the presence of a
fragment of 600 bp for the populations of S. frugiperda on the corn culture in Brazil and
Mexico. However, in the populations derived from cotton crops in the South and in Mato
Grosso in Brazil there was no amplification in this fragment. The results obtained showed
that there is genetic variability among the populations of S. frugiperda collected on the corn
and cotton crops from different regions of Brazil by the RAPD markers, and it was also
possible to differentiate the populations of this pest in these two cultures by the RAPD and
mtDNA markers.

Key words: RAPD, mtDNA, genetic variability, Spodoptera frugiperda.
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INTRODUCAO

A lagarta Spodoptera. frugiperda (J. E. Smith) ¢ uma praga de elevada importancia
econdmica em diversas culturas agricolas em varios paises do mundo (Gallo et al., 2002;
Méndez et al., 2002). Por ser uma espécie polifaga que ataca severamente diversas culturas
importantes (Gallo et al., 2002), o que lhe permite uma variedade em sua dieta e, portanto,
a grande capacidade de dispersdo do adulto e a migracdo para outras culturas resultando
uma alta taxa de movimento. Devido ao comportamento alimentar de polifagia, essa
espécie vem atacando de forma voraz as culturas de milho, algoddo e arroz, principalmente
(Yu et al., 2003). No entanto, ha existéncia de duas ragas deste inseto, a raga C que se
alimenta de milho, sorgo e algoddo e a raga R que foi encontrada alimentando-se de arroz,
grama-seda (Cynodon dactlylon) e outras gramineas forrageiras (Pashley, 1993; Lu et al.,
1994). Essas racas de S. frugiperda ja foram caracterizadas nos Estados Unidos da
América, no Brasil e no México (Pashley, 1986; Pashley, 1993; Edwards et al., 1999;
Busato et al., 2005).

A existéncia de ragas de S. frugiperda tem fundamental importancia, pois pode
haver um comportamento diferenciado na suscetibilidade a inseticidas e na resisténcia de
plantas aos bidtipos (Busato et al., 2005). As racas desta praga s@o morfologicamente
idénticas, mas ha diferengas significativas fisioldgicas em cada um destes grupos de inseto
com relagdo as taxas de desenvolvimento e ao peso de lagartas e pupas (Pashley, 1988;
Whitford et al., 1992).

O uso de inseticidas tem sido o principal método de controle empregado pelos

agricultores no combate a lagarta-militar. Com o uso indiscriminado dos quimicos, as
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diferentes populagdes de S. frugiperda t€m sofrido constantes pressdes de selecdo por
inseticidas nos distintos sistemas agricolas, o que possivelmente tem contribuido e
acarretado o estabelecimento de populagdes resistentes a varias classes de inseticidas (Diez-
Rodriguez e Omoto, 2001; Schmidt, 2002; Martinelli ef al., 2004; Yu, 2006).

Dentre os fatores que auxiliam no entendimento da evolugdo da resisténcia, estdo os
conhecimentos da estrutura genética e do fluxo génico entre as populagdes desta praga.
Deste modo, estudos que visam o entendimento da estrutura genética e do nivel intra-
especifico de fluxo génico entre populagdes de uma praga sdo essenciais para o
delineamento de praticas de manejo com o objetivo de retardar a evolugdo da resisténcia a
qualquer tatica de controle de insetos (Caprio e Tabashnik, 1992).

Deste modo, a utilizacdo indistinta dos pesticidas desequilibra todo o meio
ambiente, as pragas, o homem, os animais domésticos e silvestres, a agua, o solo, os
alimentos, uma vez que podem deixar residuos (Annebelli, 2005). Portanto, para evitar os
problemas acarretados pelos agrotoxicos, torna-se imperativa a busca de medidas
alternativas para o controle de pragas (Valicente e Cruz, 1991).

Atualmente, como agentes de controle bioldgico da lagarta S. frugiperda destacam-
se os parasitoides: Telenomus sp. (Figueiredo et al., 1999; Cave, 2000; Montesbravo,
2001), Euplectrus plathypena (Montesbravo, 2001), Chelomus insularis (Van Huis, 1981;
Montesbravo, 2001), Trichogramma spp.(Cruz et al., 1999; Gallo et al., 2002), e o
predador Dorus luteipes (Cruz e Oliveira, 1997; Cruz et al., 1999; Ovejero, 2001). Os
bioinseticidas também s@o utilizados no combate de S. frugiperda, tendo como principio
ativo os varios microrganismos entomopatégenos, no entanto, os mais propicios para as
condi¢des do Brasil sdo Bacillus thuringiensis Berliner, o virus da poliedrose nuclear

(VPN), Nomurae rileyi (Farlow) Smason e Beauveria bassiana (Bals.) Vuillemin. A
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bactéria B. thuringiensis é comercializada em formulagdes encontradas no mercado sio
subespécie Kurstaki e Aizawai (Praga et al., 2004).

Uma importante ferramenta para auxiliar as praticas de gerenciamento da praga e
seu controle ¢ conhecer o seu perfil genético, através da identificagdo de marcadores
moleculares uteis na caracterizagdo de populagdes naturais de insetos-pragas, bem como, de
sua variabilidade genética e ainda, que possam ser usados para conhecer a dinamica da
populacdo da praga no Brasil € no mundo.

Nos ultimos anos, os avangos alcangados nesta area possibilitaram o emprego de um
conjunto de técnicas que aumentaram significativamente o grau de resolucdo de estudos de
taxonomia e ecologia de insetos. A caracterizagdo de um organismo ¢é possivel através de
um levantamento qualitativo e quantitativo de seus caracteres. Dessa forma, com a
caracterizagdo podem-se descriminar as diversas espécies de insetos por meio do
conhecimento de seus padrdes fisioldgicos, morfologicos e genéticos e, a0 mesmo tempo
auxiliar no processo de identificacdo da espécie (Frutos et al., 1994).

O polimorfismo de DNA amplificado ao acaso (RAPD) utiliza iniciadores mais
curtos e de seqiiéncia arbitraria para dirigir a reagdo de amplificacdo, eliminando assim a
necessidade de conhecimento prévio de seqiiéncias do organismo-alvo, como no caso da
PCR. O resultado dessa amplificacdo ¢ essencialmente a gera¢do de impressdes digitais
gendmicas simples e reprodutiveis por eletroforese em gel para a identifica¢do de linhagens
(Ferreira e Grattapaglia, 1998; Ferreira, 2003). As informag¢des obtidas com RAPD
permitem estimar o grau de similaridade entre os individuos analisados, possibilitando a
indicacdo de cruzamentos entre pares mais ou menos divergentes conforme o objetivo
desejado e, também, a determinacdo das relagdes filogenéticas entre populagdes ou

espécies. Além disso, € possivel detectar-se marcadores especificos para ragas ou espécies,
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de uma maneira simples e rapida, permitindo o desenvolvimento de protocolos para
identificag@o da procedéncia de amostras e individuos (Grattapaglia et al., 1992).

Uma caracteristica fundamental dos marcadores RAPD € o fato de que estes se
comportam como marcadores genéticos dominantes, isto é, uma interpretacdo relativa entre
genotipo e fendtipo de um individuo, pois o poder de detec¢do de polimorfismo deste
marcador ¢ uma vantagem para a analise da variabilidade genética. O mapeamento genético
em diversas espécies indica que os /oci de marcadores RAPD estdo distribuidos ao acaso ao
longo do genoma, sem evidéncias de agrupamento de marcadores em regides especificas
(Grattapaglia e Ferreira, 1995).

A técnica utilizando marcadores moleculares baseados no DNA mitocondrial pode
ser utilizada no estudo de filogenia e de diversidade, tendo como vantagem a pouca
variacdo, a baixa taxa de mutacdo em algumas de suas seqiiéncias e a capacidade de resistir
a degradacdo por agentes externos. Essa técnica tem sido muito usada como marcadores
moleculares para caracterizacdo e estudos de diversidade genética em diversos organismos
tais como fungos, acaros, protozodrios e alguns insetos.

De acordo com as observacdes de Lu e Adang (1996), Levy et al. (2002), Prowell et
al.(2004) o marcador mtDNA pode ser utilizado como ferramenta de diagnostico para
identificac@o das ragas da lagarta S. frugiperda em diferentes plantas-hospedeiras.

No presente trabalho, a técnica de RAPD foi utilizada com o objetivo de analisar a
variabilidade genética entre popula¢des de S. frugiperda por meio de RAPD e os
marcadores baseados no mtDNA foram usados para a diferenciagdo de populagdes de S.
frugiperda coletadas em diferentes culturas de milho e algodao no Brasil.

MATERIAL E METODOS
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A pesquisa foi conduzida no Laboratorio de Bactérias Entomopatogénicas, do

Controle Bioldgico, da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia, Distrito

Federal, durante o periodo de mar¢o de 2005 a dezembro de 2006.

1. Obtengdo dos insetos

Lagartas de Spodoptera frugiperda de terceiro instar foram coletados aleatoriamente

de uma colonia mantida no laboratério de criagdo de insetos da Embrapa Recursos

Genéticos e Biotecnologia.

Além disso, amostras de populacdes dessa lagarta em diferentes instares foram

coletadas de diversas regides produtoras de milho ou algodao no Brasil, sendo cedida uma

populagdo de S. frugiperda da cidade de Cuernavaca no México oriunda da plantacdo de

milho (Tabela 3). Todos os trinta individuos de uma mesma populagdo foram coletados em

uma Unica data.

Tabela 3 - Populagdes de S. frugiperda utilizadas nos estudos com marcadores moleculares

para avaliag@o de variabilidade genética.

Origem Data de coleta Planta Hospedeira
Cuernavaca-México* 2004 Milho

Criacdo de Insetos

Embrapa Recursos Genéticos

e Biotecnologia-Brasilia-DF 17/02/2005 Milho
Plantagdo em Planaltina-DF** 23/03/2005 Milho

Porto Alegre do Norte — MT 2005 Algodao
Londrina-PR 10/04/2006 Algodao

* Universidade Nacional Auténoma do México — UNAM
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** Denominada: PADF
Ap6s a coleta, todos os individuos foram mantidos em etanol 100% a -20 °C até o

momento do uso.

2. Obtengdo de DNA gendmico

Para os estudos de caracterizagdo molecular, 10 individuos de cada populagdo, em
diferentes instares, foram utilizados. Empregou-se o protocolo de extragdo de DNA
elaborado especificamente para essa finalidade (Queiroz et al., 2004).

Submeteu-se um inseto inteiro a maceragdo com auxilio de bastdo de vidro adaptado
e, a seguir, adicionou-se 500 pL de tampao de extragdo (Tris-HCI 10 mM pH 8, EDTA 1
mM, Triton X-100 0,3% e Proteinase K 120 mg.mL™"), incubou-se por 30 min a 65 °C. O
homogenato foi centrifugado por 10 min a 10000 xg e, o sobrenadante, transferido para um
tubo pléstico. 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 5 min a
10000 xg e a 4 °C. A fase aquosa foi entdo transferida para um novo tubo plastico,
repetindo-se a etapa anteriormente descrita.

O DNA foi precipitado pela adi¢do de 30 pL de NaCl 5 M e 1 mL de etanol
absoluto incubando-se por 2 h a -20 °C. Apds centrifugagdo a 10000 xg por 10 min a 10 °C,
o DNA precipitado foi lavado duas vezes com 500 uL de etanol 70% e deixado sobre a
bancada para secagem. O DNA foi entdo ressuspenso em TE 0,1 X (Tris-HCI 1 mM pH 8,
EDTA 0,1 mM) e armazenado a -20 °C. Entdo, o DNA foi quantificado em

espectrofotdometro Hitachi U-2000, com trés repeticdes no comprimento de onda de 260
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nm. Para as analises de RAPD e mtDNA utilizou-se, portanto, o DNA diluido em 5X, 10X

ou 20X em TE 0,1 X até obter-se a concentragio de DNA de 20 ng. pL™.

3. Analise de RAPD

3.1. Reacdo de amplificacdo de RAPD

As reacdes de amplificacdo foram preparadas em um volume final de 30 pL,
contendo 5 pL de DNA gendémico (20 ng). As condi¢des de amplificacdo por reagdo
RAPD foram as seguintes: 24,9 pL de dgua miliQ autoclavada, 3 pL de tampdo 10 X
(Tris-HC1 60 mM pH 8,8, KCI 500 mM e MgCl, 20 mM, Amersham, Califérnia, EUA),
1,2 uL de oligonucleotideo 10 uM de uma seqiiéncia aleatoria da Operon Technologies
(Alameda, EUA) (Tabela 4), 0,6 uL de dNTP 10 mM, e 0,3 uL de Tag DNA polimerase
(Invitrogen Carlsbad — Califérnia, EUA) na concentragdo de 1 U/uL. Além disso, para
prevenir a evaporagdo foram acrescentadas duas gotas de 6leo mineral ao final de cada
reacdo. Todas as reagdes tiveram o controle negativo usando dgua miliQ autoclavada no

lugar do DNA.

3.2. Iniciadores de RAPD usados nas analises moleculares
Para obtengdo dos perfis eletroforéticos de marcadores moleculares das populagdes
de insetos analisados nesse trabalho, foram utilizados varios oligonucleotideos (Operon
Technologies, Inc.) decameros de composi¢ao aleatoria de nucleotideos (Tabela 4).
Tabela 4 — Iniciadores de RAPD utilizados na determinacdo dos perfis eletroforéticos das

diversas popula¢des de insetos submetidas a analise molecular.
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Oligonucleotideos

Seqiiéncia 5> — 3’

OPA-01
OPA-02
OPA-03
OPA-04
OPA-05
OPA-07
OPA-10
OPA-11
OPA-13
OPA-14
OPA-15
OPA-17
OPA-20
OPE-01
OPE-03
OPE-07
OPE-08
OPE-14
OPE-15
OPR-01
OPR-02
OPR-03
OPR-04
OPR-05
OPR-07
OPR-10
OPR-14

CAGGCCCTTC
TGCCGAGCTG
AGTCAGCCAC
AATCGGGCTG
AGGGGTCTTG
GAAACGGGTG
GTGATCGCAG
CAATCGCCGT
CAGCACCCAC
TCTGTGCTGG
TTCCGAACCC
GACCGCTTGT
GTTGCGATCC
CCCAAGGTCC
CCAGATGCAC
AGATGCAGCC
TCACCACGGT
TGCGGCTGAG
ACGCACAACC
TGCGGGTCCT
CACAGCTGCC
ACACAGAGGG
CCCGTAGCAC
GACCTAGTGG
ACTGGCCTGA
CCATTCCCCA
CAGGATTCCC

3.3. Condigdes de amplificagdo
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As amplificagdes de RAPD foram efetuadas em termociclador (PTC 100 MJ
Research) programado para 45 ciclos, contendo uma etapa inicial de desnaturacdo de 3 min
a 95 °C. Cada ciclo foi constituido de uma etapa de desnaturagdo de 1 min a 95 °C,
anelamento por 1 min a 35 °C e extensdo por 2 min a 72 °C. Apds os ciclos, foi realizada

uma etapa de extensdo final de 5 min a 72 °C e retornando para 4 °C.

4. Analise do mtDNA

4.1. Reagdo de amplificagdo do mtDNA

Aleatoriamente, algumas amostras de DNA de cada populagdo, ja extraidas e
testadas nas reacdes de RAPD, foram usadas para a amplificagdo de uma regido do
mtDNA. Cada reag@o foi preparada em um volume final de 25 pL, contendo 18,6 uL de
agua miliQ autoclavada, 2,5 pL de tampao 10 X (Tris-HCI 60 mM pH 8,8, KCI 500 mM e
MgCl, 20 mM, Amersham, Califérnia, EUA), 1,5 pL de cada iniciador 10 uM desenhado e
testado (Tabela 5), 0,5 uL. de ANTP’s 10mM, e 0,4 pL. de Tag DNA polimerase (Invitrogen
Carlsbad — Califérnia, EUA) na concentragdo de 1 U/pL. Para cada reagdo foram
adicionados duas gotas de o6leo mineral ao final. Todas as reagdes tiveram o controle

negativo usando agua miliQ autoclavada no lugar do DNA.
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4.2. Iniciadores usados para amplificacdo do mtDNA
Para a obtencdo do perfil eletroforético baseado no mtDNA dos diferentes
individuos das cinco populagdes do inseto em estudo, foram desenhados manualmente e
utilizados os oligonucleotideos (F e R) para a amplificacdo esperada de 600 pb de uma
regido do gene NADH - desidrogenase do DNA mitocondrial (Tabela 5), conforme o

seqiienciamento deste gene no trabalho de Pashley e Ke (1992).

Tabela 5 — Iniciadores utilizados para a amplificacdo da regido do DNA

mitocondrial que codifica o gene NADH - desidrogenase.

Oligonucleotideos Seqtiéncia 5° — 3’
F (Foward) CCCTCTTCTATACTCAATAT
R (Reverse) CTTTATTGGAGCGTAAGGTTT

4.3. Condigdes de amplificacdo

As amplificacdes do mtDNA foram efetuadas em termociclador (PTC 100 MJ
Research) programado para 35 ciclos, contendo uma etapa inicial de desnaturacdo de 3 min
a 94 °C e cada ciclo foi constituido de uma etapa de desnaturagdo de 1 min a 92 °C,
anelamento por 1 min a 47 °C e extens3o por 1 min a 72 °C. Ao término dos ciclos, foi

realizada uma etapa de extensdo final de 5 min a 72 °C e retornando para 4 °C.
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5. Obtencgao de perfis eletroforéticos

Os produtos das amplificacdes de RAPD e mtDNA foram visualizados em géis de
agarose a 1,5%, submetidos a eletroforese em tampao TBE 1X (Tris-borato 9 mM e EDTA
1 mM) por 4 horas a 150 V, posteriormente corado por 20 minutos em brometo de etidio (5
pgmL™), descorado por 30 minutos em 4gua destilada, visualizados por um
fotodocumentador (Stratagene Eagle Eye II — Still Video System) sob luz ultravioleta (UV)
no comprimento de onda de 300 nm, fotografados e arquivados no mesmo sistema. Em
todos os géis, marcadores de massa molecular (100 pb -DNA-Ladder — GIBCO, BPL)
foram usados para a determinag¢do do tamanho dos fragmentos amplificados pela duas

técnicas.

6. Analise dos dados de RAPD

As fotografias dos perfis de amplificacdo com os varios oligonucleotideos foram
usadas para a analise do polimorfismo dos individuos da populagdo. Foi gerada, uma matriz
de similaridade levando-se em consideracdo a relagdo entre individuo, iniciador e massas
moleculares das bandas obtidas com um dado iniciador.

Utilizou-se como padrao o valor 1 para a presenga de um marcador. Na auséncia de
marcador, atribuiu-se o valor 0. No caso de duvida, o nimero 9 foi usado como padrdo. Em
seguida, a planilha obtida foi submetida a um programa de andlise estatistica multivariada

para a determinagdo das similaridades genéticas entre os individuos, utilizando-se o
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programa NTSYS (Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis System) versdao 2.10
pc (Rohlf, 1993). A matriz de similaridade foi obtida por meio do coeficiente de Jaccard
(Sneath e Sokal, 1973) e o agrupamento destes dados foi feito por UPGMA (Unweighted
PairGroup Method Analysis) agrupando os individuos par a par e formando um
dendrograma, utilizando-se o programa NTSYS versao 2.10 pc (Rohlf, 1993).

Em seguida, a planilha obtida foi submetida a um programa de andlise de variancia
molecular (AMOVA) para a determinagdo estatistica da variabilidade genética nos
diferentes niveis entre os individuos de cada populagdo pela aplicacdo de algoritmos

especificos pelo programa Arlequin versao 2000 (Schneider ef al., 2000).

RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Analise da Variabilidade Genética por meio do RAPD

Os iniciadores com potencial de uso para a andlise da variabilidade genética das
cinco populagdes de S. frugiperda foram escolhidos a partir dos perfis gerados com 27
oligonucleotideos, sendo que 7 desses (OPA-05, OPA-15, OPA-17, OPA-20, OPE-01,
OPE-15, OPR-05) ndo geraram perfis com marcadores polimorficos ou monomorficos para
as populacdes deste inseto-praga.

As amplificagdes do DNA das amostras de S. frugiperda com os 20
oligonucleotideos utilizados neste trabalho produziram um total de 752 Joci de RAPD.
Estes iniciadores foram selecionados, pois forneceram padrdes de fragmentos consistentes e

intensos. Os perfis eletroforéticos dos iniciadores das Figuras 11, 12, 13 e 14 mostraram
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diferencas para cada populacdo e, assim como os outros iniciadores, geraram fragmentos
que variaram de 200 pb a 2100 pb.

O oligonucleotideo OPA-04 (Figura 11) amplificou um fragmento especifico para a
populagdo de S. frugiperda no milho do México (300 pb) e dois para as populagdes na
cultura do milho do Brasil (480 pb e 830 pb), enquanto nao houve um fragmento especifico

para as populagdes no algodao.

MILHO ALGODAO

Criacio PADF México PR MT |
345678 910111213141516171819202122232425262728293031 323334353637 383940414243 44 454647 48
I

Figura 11: Perfil eletroforético de RAPD com o oligonucleotideo OPA-04 em gel de
agarose 1,5% das populagdes de S. frugiperda nas culturas do milho e algoddo. A letra M
indica o marcador molecular 100 pb ladder (Gibco). Cada amostra corresponde a um
individuo: nimeros de 1 a 10 — Criagdo; 11 a 20 — PADF; 21 a 30 — México; 31 a 39 —
Parana e 40 a 48 — Mato Grosso.
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Na figura 12, pode-se observar uma diferenga entre os perfis eletroforéticos para
cada uma das populagdes com o iniciador OPA-13, sendo que para as populagdes da
lagarta-militar na cultura do milho tem-se o fragmento comum de 580 pb e para as

populagdes brasileiras do milho, o fragmento de 750 pb.

MILHO ALGODAO
Criacio PADF México PR MT M

34567 891011121314151617181920 21 22 232425 262728 29303132 3334353637383940 414243 4445464748

Figura 12: Perfil eletroforético do RAPD com o oligonucleotideo OPA-13 em gel de
agarose 1,5% em populacdes de S. frugiperda nas culturas do milho e algoddo. A letra M
indica o marcador molecular 100 pb ladder (Gibco). Cada amostra corresponde a um
individuo: nimeros de 1 a 10 — Criagdo; 11 a 20 — PADF; 21 a 30 — México; 31 a 39 —
Parana e 40 a 48 — Mato Grosso.

94



Nos perfis de amplificagdo de RAPD com o oligonucleotideo OPE-08 (Figura 13)
observou-se um fragmento 630 pb comum para as populagdes de S. frugiperda no milho do
Brasil mas ndo presente em todos os individuos e para alguns individuos das populagdes

desta lagarta no algodao do PR e MT.

MILHO ALGODAO
Criacio PADF México PR MT M

34567 891011121314151617181920 21 22232425 262728 293031323334353637383940 414243 4445464748

Poumwevwwe®™ wy o wue =

Figura 13: Perfil eletroforético do RAPD com o oligonucleotideo OPE-08 em gel de
agarose 1,5% em populacdes de S. frugiperda nas culturas do milho e algoddo. A letra M
indica o marcador molecular 100 pb ladder (Gibco). Cada amostra corresponde a um
individuo: nimeros de 1 a 10 — Criagdo; 11 a 20 — PADF; 21 a 30 — México; 31 a 39 —
Parana e 40 a 48 — Mato Grosso.
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Os perfis de amplificacdo de RAPD com o oligonucleotideo OPR-04 (Figura 14)
indicaram um fragmento de 680 pb comum para as populagdes de S. frugiperda no milho
do PADF, México e algodao do PR, e ainda para os individuos 9 e 10 da populagdo da

Criacdo e os individuos 40 e 41 da populagdo do MT.

MILHO ALGODAO
Criacio PADF México PR MT \Y |

345678 91011121314151617181920 21 22232425 262728 293031323334353637383940 414243 4445464748

Figura 14: Perfil eletroforético do RAPD com o oligonucleotideo OPR-04 em gel de
agarose 1,5% em populacdes de S. frugiperda nas culturas do milho e algoddo. A letra M
indica o marcador molecular 100 pb ladder (Gibco). Cada amostra corresponde a um
individuo: nimeros de 1 a 10 — Criagdo; 11 a 20 — PADF; 21 a 30 — México; 31 a 39 —
Parana e 40 a 48 — Mato Grosso.

Os oligonucleotideos que forneceram os maiores numeros de /loci totais e
polimérficos foram OPR-01 e OPR-02, enquanto OPE-08 gerou o menor niumero (Tabela

6). Dentre os fragmentos de DNA amplificados houve polimorfismo em 100% dos

fragmentos comparando-se as cinco populagdes independentes da cultura.
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Tabela 6: Numero de fragmentos de DNA polimdrficos gerados pelo emprego dos

oligonucleotideos de RAPD.

Oligonucleotideo Quantidade de /oci polimorficos
OPA -01 35
OPA - 02 31
OPA - 03 45
OPA - 04 29
OPA - 07 35
OPA - 10 28
OPA - 11 30
OPA - 13 29
OPA - 14 31
OPE - 03 30
OPE - 07 52
OPE - 08 18
OPE - 14 40
OPR - 01 54
OPR - 02 58
OPR -03 40
OPR - 04 44
OPR - 07 51
OPR - 10 47
OPR - 14 25
TOTAL 752

Analisando-se as populacdes separadamente € possivel observar a presenga de

fragmentos de DNA (Tabela 7) que sdo monomorficos apenas para uma ou mais

populagdes que foram estudadas. No entanto, ndo foi detectado nenhum marcador de

RAPD comum a todas as popula¢des utilizando esses vinte iniciadores. O OPA - 07 foi o
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unico oligonucleotideo que ndo apresentou banda monomorfica para nenhuma das

populagdes de S. frugiperda.

Tabela 7: Fragmentos de DNA monomorficos com potencial para a identificacdo de

determinadas populagdes de S. frugiperda expresso por cada iniciador decamero.

Iniciadores de Tamanho do fragmento Populagdo que pode
RAPD de DNA (pb) ser identificada
OPA-01 820, 1150 milho PADF
880, 1200 algoddo MT e PR
OPA-02 480 milho Brasil (Criagdo
¢ PADF)
580 milho México
OPA-03 350, 550 milho México
500 milho Criagdo
400, 530, 1050 milho PADF
450 milho PADF ¢
México
1000 milho Criagdo e
Algodao PR
1100 milho Criagao
580 Algodao MT
OPA-04 300 milho México
480, 830 milho Brasil
800 milho Criagdo e
Algodao PR
OPA-10 480 milho PADF
600 algodao PR
750 milho Criagdo
OPA-11 440 milho México
OPA-13 580, 750 milho Brasil e
México
OPA-14 550,1200 milho PADF
600, algodao MT
750, 1150 milho Criagdo
1250 algodao MT e PR
OPE-03 680, 1050 algodao PR
OPE-07 780 milho Brasil
OPE-08 630 milho PADF
OPR-02 430 milho México
OPR-03 450 milho Brasil
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A importancia do emprego da técnica de RAPD na anélise molecular de espécies de
insetos de interesse agricola esta relacionado com a identificacdo de fragmentos de RAPD
que sejam especificos a uma populagdo de um inseto. Uma vez identificados esses
fragmentos, novos marcadores podem ser desenvolvidos e podem servir como marcadores
para outras finalidades, como no trabalho de Agusti e al. (1999) que descreveram o
desenvolvimento de marcadores SCAR para a detec¢do de Helicoverpa armigera (Hiibner)
no intestino de possiveis predadores como o Dicyphus tamaninii (Wagner). Observou-se
que, mesmo apos 4 h da ingestdo dos ovos de H. armigera, foi possivel detectar os
vestigios desses insetos devido aos oligonucleotideos desenhados a partir de um fragmento
de 1200 pb resultante da amplificacdo por RAPD.

De acordo com os resultados da Tabela 7, as amplificagdes com o iniciador OPA-01
geraram fragmentos monomorficos de 820 pb e 1150 pb presentes em todos os individuos
das populagdes de S. frugiperda no milho de Planaltina-DF (PADF), e 880 pb e 1200 pb
para as populagdes de algoddo do MT e PR. Com o oligonucleotideo OPA-02 tem-se os
fragmentos monomorficos 480 pb para as populagdes de milho do Brasil e 580 pb para a
populagdo de milho do México. Assim, analisando os fragmentos de DNA monomorficos
para determinadas populag¢des da Tabela 7 seria possivel desenvolver marcadores do tipo
SCAR, a partir de novos testes com essas bandas monomorficas, poderdo ser feitos mais
testes. As amplificagdes, nesse caso, seriam menos sensiveis as variagdes da PCR e ainda
poderiam ser empregadas em outros estudos semelhantes aos de Agusti et al.(2000),
Kethidi et al.(2003) e Das et al.(2005). Como observado a partir dos marcadores
moleculares obtidos por RAPD, poderao ser desenvolvidos marcadores SCAR que poderao

ser uteis para a identificagdo de determinadas populagdes de S. frugiperda em culturas do
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milho e do algodao e assim acompanhar a dindmica das populagdes desta praga ao longo do
tempo.

O dendrograma UPGMA (Figura 15) obtido foi elaborado com os 752 marcadores
gerados pelos vintes iniciadores, mas foram feitos outros trés dendrogramas, com 5, 10 e 15
oligonucleotideos, onde se verifica que a partir de dez iniciadores ndo houve variacdo entre
os individuos dentro das populagdes de milho e algoddo. A obten¢do do dendrograma
permitiu definir dois agrupamentos principais: no grupo A, estdo as trés populacdes de S.
frugiperda na cultura do milho e, no grupo B, as duas populagdes na cultura do algodao,
com apenas 5% de similaridade genética entre os grupos (Figura 15). Observou-se,

portanto, uma clara separagdo entre as populagdes das duas culturas, do milho e do algodao.

1
_| 2
% Criagdo
EF g Milho
10
ik h
H_L| 14|  PADF
A ig © Milho
| — 19
2
—|_|_| B Meéxico
D L_|— % " Milho
31
.
. %g Algodao
B
F i
— ?é Algoddo
| ﬁg
. . : - - - - - - - - - - - - - 4
O.IOO 0.I25 ().ISO 0.I75 1 .IOO

Coefticient

Figura 15 — Dendrograma indicando o padrdo de similaridade genética entre as cinco
populagdes de S. frugiperda nas culturas de milho e algodao a partir do emprego de 752
marcadores de RAPD submetidos ao método UPGMA.
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Analisando as populagdes do grupo A observou-se que ele se dividiu em outros dois
subgrupos distintos, o C que corresponde as populagdes da lagarta-militar do milho do
Brasil e o D que formou um clado distinto, que corresponde a populacdo deste inseto
coletada na cultura do milho do México, com grau de similaridade de 6% entre elas. O
grupo C, por sua vez, formou dois clados com as populacdes de S. frugiperda do milho em
Planaltina — DF (subgrupo H) e da Criagdo de Insetos da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia Brasilia — DF (subgrupo G), com 9% de similaridade entre os seus
individuos. Em relagdo as populag¢des do grupo B observou-se que ele se dividiu em dois
subgrupos diferentes, o E que equivale a populacdo da lagarta S. frugiperda na cultura do
algodao de Porto Alegre do Norte — MT e o F corresponde a populagdo desta praga na
cultura do algoddo de Londrina — PR, com 7,5% de similaridade entre os subgrupos E e F.

No dendrograma obtido detectou-se um ramo separado da populagdo de S.
frugiperda na cultura de milho do México em relagdo ao milho do Brasil e um baixo grau
de similaridade entre este grupo (6%). Monnerat ef al. (2006), usando a técnica de RAPD,
mostraram que o nivel de variabilidade de S. frugiperda dentro do grupo foi menor que
entre duas populagdes de diferentes regides geograficas, onde o grupo do Brasil teve apenas
22% de similaridade com os grupos do Meéxico e Colombia e, ainda, observou-se
claramente, no dendrograma a separa¢do de um clado da populacido do Brasil em relagdo as
outras da América Latina.

Os individuos 13 e 14 do subgrupo H, da populagdo de lagarta-militar da cultura do
milho de Planaltina — DF, foram os que apresentaram maior grau de similaridade em torno
de 74,8%. Nenhum par de individuos teve 100% de similaridade (Figura 15).

A similaridade genética média (Figura 16) entre as populagdes de S. frugiperda pelo

coeficiente de Jaccard foi de 0,375. Os individuos 13 e 14 eles guardam entre si a maior
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similaridade genética que foi de 74,26% e, 25,74% de distancia genética. E os individuos
05 e 32 guardam 0,74% de similaridade genética entre eles. Portanto, eles apresentam a
maior distancia genética que foi de 99,26%. Analisando apenas as populagdes de S.
frugiperda dentro da cultura do algodao, apresentam uma variagdo de 3,05% a 27,84% de
similaridade genética. Enquanto, entre as popula¢des desta praga na cultura do milho do

Brasil e do México tem-se uma variagdo de 1,74% a 74,26%.
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Examinando a amplitude de variabilidade genética encontrada dentro de cada
populagdo de S. frugiperda, observou-se que: a) a populagdo da criagdo de inseto que foi
coletada em milho e depois cultivada em dieta artificial apresentou amplitude variando de
20,8 a 40,5%; b) a populagdo da plantagdo de milho do PADF com variagdo de 17,8 a
74,8%; c) a populagdo do milho do México teve uma amplitude de 13 a 36%; d) a
populagdo de algoddo do MT variou de 11,5 a 26,5%, e e) a populagdo de algoddo do PR
variando de 12,5 a 28%. De todas as analises observou-se que a populagdo da plantagdo de
milho do PADF foi a que apresentou maior amplitude de similaridade genética, variando
em torno de 57%. Observou-se também que as populacdes de algoddo do MT e do PR
obtiveram a amplitude de similaridade genética com uma variagcdo muito préxima de 15% e
15,5%, respectivamente.

Em relacdo a organizagdo dentro de cada populagdo da lagarta-do-cartucho,
observou-se (Figura 15) que alguns individuos apresentaram perfis de similaridade genética
diferentes em relagdo aos demais individuos da mesma populagdo, tais como: a) na
populagdo da Criacdo, os individuos 1, 2, 3, 4 apresentaram 21% de similaridade genética e
os individuos 5, 6, 7 com 37,5% de similaridade; b) na populagdo do PADF os individuos
11 e 12 tiveram 70% de similaridade enquanto os individuos 13 e 14 apresentaram 74,8%;
¢) na populacdo do México os individuos 25, 27, 28 tiveram 36% de similaridade; d) na
populagdo do algoddo do MT os individuos 38 e 39 apresentaram 26,5%; e e) na populacio
do algodao do PR os individuos 45, 46, 47 tiveram 25% de similaridade. A partir desses
resultados, podemos observar que ha um maior grau de similaridade genética nos
individuos da populagdo de S. frugiperda do PADF, o que possivelmente possa ser efeito de

endocruzamento.
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Utilizando-se os mesmos dados binarios que foram aplicados na geracdo do
dendrograma, a analise de varidncia molecular (AMOVA) de todas as populagdes de S.
frugiperda deste trabalho permitiu identificar que a maior variabilidade genética (76,34%)
foi originaria de variagdes dentro das populagdes e que 23,66% foi originaria das variagdes
entre as populagdes. E analisando a fonte de variabilidade (Tabela 8) entre o grupo de
milho e algodao, tem-se que 2,77% da fonte de variacdo foi localizada nas variagdes entre
as populagdes, 75,47% era proveniente de variagcdes dentro das populagdes e que 21,77%
provém de variagdes entre as populagdes e dentro de cada grupo. Examinando-se a
variabilidade dos trés grupos, milho Brasil, milho México e algoddo Brasil, observou-se
que 2,91% da fonte de variag@o era originaria de variagdes entre as populagdes, que 75,9%
era proveniente de variacdes dentro das populacdes e que entre as populacdes e dentro de
cada grupo teve 21,19%. E, também, analisando-se a variabilidade das populacdes de milho
do Brasil e de algoddo do Brasil, observou-se que 4,63% da fonte de variacdo provém das
variacdes entre as populagdes, 76,27% da variacdo origina de variagdes dentro das

populagdes e que 19,10% de variacdo vem de variagdes entre populacdes e dentro de cada

grupo.

Tabela 8: A Analise de varidncia molecular de todas as populacdes de S. frugiperda.

| Algodao x milho milho Brasil x milho México milho Brasil
AMOVA | x algodio Brasil x algodio Brasil
entre: 2,77 % 2,91 % 4,63 %
dentro: 75,47 % 75,90 % 76,27 %
entre e
dentro: 21,77 % 21,19 % 19,10 %
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Marttinelli et al. (2006) analisaram a variabilidade genética entre dez populagdes de
S. frugiperda coletadas em milho e algoddo utilizando a técnica de RAPD. A partir de 10
oligonucleotideos, os autores obtiveram 206 marcadores, onde 15% da variabilidade
molecular estava localizada entre os grupos e 85% dentro dos grupos das populagdes. As
populagdes de milho e algoddo eram proximamente relacionadas visto que, ndo houve
separagdo das populagdes em relag@o a cultura de origem. Os resultados obtidos sugeriram
a ocorréncia de consideravel fluxo génico entre as populagdes deste inseto estabelecidas
nestas culturas localizadas em uma mesma regido do Brasil. Por sua vez, os dados de
Monnerat et al. (2006) mostraram que a diversidade da lagarta S. frugiperda esta
claramente correlacionada com a origem geografica. No presente estudo, verificou-se pelos
dados do dendrograma que as populagdes estudadas de milho e algoddo do Brasil estao
separadas geneticamente, devido ao fato de estarem afastadas geograficamente,
comprovado pela analise de variancia molecular que mostra 76,27% de variag¢do dentro das
populacdes e 4,63% de variacdo entre as populagdes do milho e do algodao do Brasil.

As diferengas genéticas de diferentes populagdes podem evoluir desde que as
adaptagdes fisiologicas de um inseto para um determinado hospedeiro acarretem
diminuicdo de desempenho ou valor adaptativo deste inseto em um dado hospedeiro
(Busato et al., 2002). Busato ef al. (2005) mostraram que a biologia de populagdes de S.
frugiperda em folhas de milho e arroz irrigado do Rio Grande do Sul apresentaram,
independente do local de coleta, necessidades fisiologicas intrisecas e que sdo evidenciadas
nos diferentes parametros bioldgicos. Diante dos resultados concluiram-se que ambos os
biotipos “milho” e “arroz” de lagarta-militar ocorrem no Rio Grande do Sul do Brasil.

A existéncia de racas de S. frugiperda associadas a plantas hospedeiras foi

inicialmente identificada por Pashley ez al. (1985) por meio da técnica de isoenzimas, onde
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mostrou-se que a racga arroz estd associada a plantas de arroz e grama-seda (Cynodon
dactlylon), enquanto a raga milho ocorre em plantas de milho e algoddo do Hemisfério
Norte. McMichael et al.(1999) separaram molecularmente as ragas “milho” e “arroz”
utilizando marcadores AFLP.

De acordo com Léry et al.(2003) que caracterizaram 11 linhagens de células insetos
das ordens Lepidoptera, Diptera e Coleoptera, mantidas em cultura, usando a técnica de
RAPD, concluiram que é possivel o emprego de marcadores gerados por RAPD para a
identificagdo de linhagens especificas a partir de uma dada amostra de uma espécie de
inseto em particular e confirmaram que os marcadores de RAPD representam um método
aplicavel para a caracterizag¢@o de linhagens de células de insetos. No presente estudo, os
dados gerados pelo dendrograma permitiram concluir que o nimero de marcadores de
RAPD utilizados neste estudo foram suficientes para as analises das cinco populagdes de S.
frugiperda coletadas nas culturas de milho e algoddo do Brasil e de milho do México. De
modo geral, o dendrograma classificou as populacdes da lagarta-militar de acordo com as
plantas hospedeiras, formando dois grandes grupos: o milho e o algodao.

O cultivo de algoddo no Brasil Central tem crescido consideravelmente e, essas
lavouras s@o estabelecidas em localidades adjacentes ou em seqiiéncia a cultura do milho,
permitindo assim um fluxo génico entre populacdes de S. frugiperda nas duas culturas,
como mostra Martinelli ez al. (2006). Essas evidéncias sdo extremamente importantes
devido as caracteristicas deste inseto-praga, tais como, polifagia, infestagdes criticas e a
voracidade foliar (Griitzmacher ef al., 1999), causando sérios danos em diferentes
agroecossistemas.

Dentro das cinco populagdes do presente estudo identificou-se uma variabilidade

genética de 76,34% e as variagdes entre as populacdes foi de 23,66%. Essa variagdo entre
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grupos de S. frugiperda geograficamente separados sugere a existéncia de fatores que
favorecem a permanéncia destes lepidopteros em ambas as culturas no Brasil. Assim, essa
porcentagem afirma a existéncia da dinamica entre as diferentes populacdes da lagarta-
militar em diferentes culturas. No entanto, segundo Sosa-Gomez et al. (2004) para
validagdo dos resultados com marcadores moleculares tornam-se necessarias as
observagdes ecoldgicas referentes ao comportamento de voo e a capacidade de dispersdo da
espécie.

As populagdes deste estudo foram de uma mesma raca, a raca “milho”, conforme
descrito por Pashley (1993). Os dados obtidos por meio de marcadores de RAPD
mostraram que, as populagdes estdo geneticamente separadas, com similaridade de 5%
(Figura 15) e apresentaram uma maior variabilidade genética dentro das populagdes
(76,34%), portanto permite a sugestdo de uma maior permanéncia dessas populagdes de S.
frugiperda na cultura em que foram coletadas. As variagdes originarias entre as populacdes
foram de 23,66%, no entanto para esse estudo nao foi possivel observar se houve fluxo
génico entre essas populacdes, por estarem geograficamente distantes e por ndo serem
analisadas as culturas de milho e algoddo em uma mesma regido como mostra o trabalho de
Marttinelli et al. (2006). Para estudos de fluxo génico das populagdes de S. frugiperda, ha a
necessidade de se analisar outros marcadores moleculares, tais como, mtDNA e
microssatélites, e essas informagdes poderdo elucidar como se deu a dindmica na formagao
dessas populagdes. Isso é importante devido a grande capacidade de desfolhamento que S.
frugiperda causa na parte aérea das plantagdes, ocasionando perdas na produgdo de 15 a
37% (Cruz et al.,1995), sendo estimada em mais de 400 milhdes de ddlares (Busato et al.,

2005) de decréscimo econdmico no Brasil. Essa praga tem atacado frequentemente as
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diferentes culturas agricolas e ornamentais nas diversas regides do nosso pais e do México,
por ter uma caracteristica polifaga.

O presente estudo demonstrou a variabilidade genética existente dentro e entre
algumas das populagdes deste inseto-praga de interesse agrondmico, portanto sio
importantes na selegdo de fragmentos de RAPD potenciais para o desenvolvimento de
marcadores SCAR que sejam sensiveis e eficientes para a deteccdo e identificacdo das
populagdes de S. frugiperda, e uteis, como ferramenta nas praticas de controle das
populagdes desta praga no Brasil. A partir dessas informagdes poderdo ser desenvolvidas
estratégias moleculares para o monitoramento da deriva genética e o controle da dispersao
desse inseto, como também, para a associagdo com outras caracteristicas, tais como, a
resisténcia a inseticidas quimicos e a susceptibilidade a ag¢do de bactérias

entomopatogénicas.

2. Analise do DNA mitocondrial

Analisando-se os perfis eletroforéticos obtidos com a amplificagdo do gene da
NADH - DH do DNA mitocondrial, observou-se a presenga de um fragmento de 600 pb
para as populagdes de S. frugiperda na cultura do milho no Brasil e no México (Figura 17).
No entanto, na populagdo oriunda da cultura do algodao do Sul do Brasil ndo houve
amplificagdo desse fragmento (Figura 18). Observou-se também que as amostras da criagdo
da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia que foram coletadas em diferentes regides
com a cultura do milho, também tiveram a presenga do mesmo fragmento que as outras
populagdes da lagarta-militar coletadas no milho. As lagartas da criagdo estiveram sob dieta

artificial por dois meses antes do inicio da extracdo de DNA, com exce¢do do individuo 10
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que permaneceu por um més nessas condi¢cdes. Os individuos coletados no milho em
Cuernavaca, México, também apresentaram o fragmento do mesmo tamanho que as
lagartas do milho do Brasil, sendo possivel sugerir que este fragmento seja caracteristico de

S. frugiperda para esta cultura.

600pb

Figura 17: Amplificagdo de uma regido do gene da NADH — desidrogenase do mtDNA de
S. frugiperda em gel de agarose 1,5%. A letra M indica o marcador molecular 100 pb
ladder (Gibco). Cada amostra corresponde a um individuo: México — 1, 2, 3; PADF — 4, 5,
6; Criacdo — 7, 8,9, 10.

M
México milho PR Algodo 14

6r T8, =910 11 12 13 14 15 &=

600pb

Figura 18: Amplifica¢do de uma regido do gene da NADH — desidrogenase do mtDNA de
S. frugiperda em gel de agarose 1,5%. A letra M indica o marcador molecular 100 pb
ladder (Gibco). Cada amostra corresponde a um individuo: em culturas do milho no PADF
-1,2,3,4 ¢ 5; no México — 6, 7, 8, 9 e 10; e na cultura do algoddo PR — 11, 12, 13, 14 ¢
15.
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As amostras de DNA de S. frugiperda da cultura de algoddo do Mato Grosso do
Brasil nessa regido nao produziram fragmentos amplificados (Figura 19). Portanto, para as
populagdes da lagarta-do-cartucho na cultura do algodao, pode ter havido mutagdes no sitio
do anelamento do oligonucleotideo e por esse motivo ndo houve amplificagdo. Dessa
maneira, observa-se a existéncia de diferengas genéticas nos individuos da lagarta-militar
na cultura do milho e na cultura do algodao o que confirma os resultados do RAPD onde
observou-se a separacdo bem distinta das duas culturas no dendrograma UPGMA (Figura
15). Portanto, a presenga do fragmento de 600 pb pode ser utilizado para a identificagdo de

S. frugiperda raga “milho”, apds o seqlienciamento e novos testes com mais populagdes.

T B 3 R B -RaT Rl B ok

PADF México MT
milho milho algodao

le a3 __4 058 o0 600 a0

Figura 19: Amplificacdo de uma regido do gene da NADH — desidrogenase do mtDNA de
S. frugiperda em gel de agarose 1,5%. A letra M indica o marcador molecular 100 pb
ladder (Gibco). Cada amostra corresponde a um individuo: em culturas do milho no PADF
—1, 2, 3; no México — 4, 5, 6; e na cultura do algodao MT -7, 8, 9.

Como exemplos de estudos de mtDNA tém-se: Saito et al. (2005) analisaram a
origem da replicagio do DNA mitocondrial em diferentes insetos das ordens Diptera,

Lepidoptera, Coleoptera e Orthoptera, interpretando as regides onde foram mapeadas em

defini¢do de l-nucleotideo dentro de uma regido rica em A + T usando-se o método de
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PCR. Para as quatro espécies de Drosophila o gene foi localizado imediatamente seguido
pelo nucleotideo timina. Prowell e al. (2004) usando AFLP, analisaram 168 individuos da
lagarta-militar do Sul dos Estados Unidos, Caribe e América do Sul sendo da raca “milho”
hospedeira somente do milho e a raga “arroz” predominantemente hospedeira de gramineas,
de pastagens e arroz, mas ocasionalmente em milho. A analise de regidoes do mtDNA do
biotipo de S. frugiperda do milho revelou que 2% s@o haplétipos. Segundo esses autores, a
forte associagdo existente entre gendtipos de esterase e haplotipos de mtDNA ¢é consistente
com as duas racas, “milho” e “arroz”.

Lewter et al. (2006) analisaram a variagdo genética entre e dentro das ragas de
“milho” e “arroz” em 71 individuos de S. frugiperda, onde encontram um fragmento de
608 pb das regides COI e COII e seqiienciaram, resultando trés haplotipos da raca “milho”
e quatro da raga “arroz”, a divergéncia genética entre as duas ragas variou de 0.66 a
0.99%. Levy et al. (2002) analisaram a regido COI de S. frugiperda das ragas “milho” e
“arroz” e observaram que para as populagdes coletadas em 1989 e conservadas a -20 °C
foram 98% homodlogas apresentando um fragmento de 569 pb. Dentro das diferencas foi
encontrado um local reconhecido (CCGG) na seqiiencia da raca “milho” e ausente na raca
“arroz”. Apos a digestdo com a enzima de restricdo Mspl, os produtos de PCR obtidos de
S. frugiperda da raca “milho” resultaram em dois fragmentos de 497 pb e 72 pb,
desenhando oligonucleotideos para identifica¢do das racas da lagarta-militar. Dessa forma,
Lu e Adang (1996), usaram o marcador mtDNA como diagndstico para distinguir as racas
da lagarta-militar, usando 25 endonucleases de restri¢do. O padrdo polimorfico de mtDNA
com as enzimas de restricdo foram identificados para Bs/NI, Hinfl e Mspl, sendo que o
padrdao Mspl foi o mais caracteristico, pois pelo tamanho do fragmento de DNA ¢ possivel

diferenciar as duas ragas. Os dois fragmentos de MtDNA de 10,4 kb e 4,4 kb sdo para
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padrdo da raga “arroz” e os 3 fragmentos de 5,4 kb, 4,3 kb, 3,8 kb foram para o padrdo da
raca “milho” que sdo facilmente detectados.

Os dados do presente trabalho indicam a possibilidade de se empregar um marcador
baseado em mtDNA para distinguir S. frugiperda em diferentes culturas, bem como,
diagnosticar a dindmica da populagdo visto que o perfil mostra um fragmento de 600 pb
presente apenas para os individuos da cultura do milho e ausentes para a cultura do
algoddo. Segundo Lu e Adang (1996) o uso de marcadores de mtDNA e nuclear DNA sao
bons mecanismos para diferenciacdo de racas e para o gerenciamento dos impactos das
pragas. Portanto, essas avaliagdes sdo importantes no que diz respeito a sele¢do deste
fragmento de mtDNA para o desenvolvimento de kits que sejam sensiveis e eficientes a
deteccdo e a identificacdo de S. frugiperda na cultura do milho e do algodado, permitindo
assim um acompanhamento da dindmica da populacdo e da deriva genética, pois essa
praga vem causando severos prejuizos em diferentes culturas por serem muito vorazes e
polifagas, e segundo Merege (2007) vem resultando perdas de mais de 400 milhdes de
doélares para o Brasil e no México a reducdo na producdo de milho, devido aos ataques
desta praga, alcangou 37,7%. E ainda, considerando que, no Brasil os cultivos de algoddo
e de milho tém crescido tornam-se uteis essas novas ferramentas no intuito de auxiliar o

controle de S. frugiperda.
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CONCLUSOES

Considerando o que foi exposto, conclui-se que:

e Ha variabilidade genética entre as populagdes de S. frugiperda coletadas nas culturas do
milho e do algodao de diferentes regides geograficas do Brasil e na cultura do milho do
México visualizada a partir do emprego de RAPD.

e Existem fragmentos de RAPD que podem ser usados na identificacdo de populacdes de
S. frugiperda na cultura do milho e do algodao.

e E possivel diferenciar as populagdes de S. fiugiperda coletadas em milho e algoddo por

meio de um marcador de mtDNA, que corresponde ao gene da NADH — desidrogenase.
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PERSPECTIVAS

e Seqiienciar as regides do mtDNA amplificado buscando marcadores SNP, e ainda

desenvolver kits primers.
e Construgdo de marcadores especificos (SCAR) para identificag@o de biotipos.

e Relacionar populagdes resistentes e susceptiveis a agrotdxicos e B. thuringiensis

subsespécies kurstaki com marcadores moleculares.
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