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Resumo

A caracterizacdo de insetos possibilita a identificacdo de diversas espécies por meio
do conhecimento de seus padrdes fisiolégicos, morfolégicos e genéticos. Os marcadores
moleculares sao ferramentas baseadas em DNA, complementares ao estudo desta
caracterizacdo. As informacdes obtidas pelas metodologias de marcadores moleculares
fornecem valiosos instrumentos para a caracterizacdo de populacées naturais. Os
marcadores apresentam muitas vantagens, pois independem do estagio de
desenvolvimento do organismo e nao sao influenciados pelas condicbes ambientais. Por
isso, o desenvolvimento de marcadores moleculares especificos para a identificacao de
espécies de interesse agrondmico serd de grande utilidade para o estabelecimento de
estratégias baseadas em DNA, para o monitoramento de insetos em areas agricolas e para
auxiliar na interceptacao de amostras infestadas por meio de métodos mais eficientes,
precisos e de maior sensibilidade de deteccdo. Utilizando-se os marcadores de RAPD, o
objetivo foi realizar um estudo comparativo do perfil molecular de B. tabac/i com outras
espécies de insetos. Uma vez determinadas as condicdes de extracao de DNA das varias
espécies de insetos analisadas, os padroes de bandeamento foram comparados para fins
de identificacdo com base molecular. A anédlise por AMOVA de todas as populagdes

consideradas indicou que, a maior parte da variabilidade encontrada era devida a variacoes
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entre as populacdes e que a menor parte era de variacoes dentro das populacdes. Esses
resultados indicaram a possibilidade de selecdo de determinados fragmentos de DNA,
gerados por RAPD e especificos para cada espécie. O inicio para o desenvolvimento de kits
de identificacdo, com métodos mais precisos e especificos para a identificacdo e

monitoramento da dispersdo de espécies de insetos.

Palavra-chave: RAPD; Marcadores Moleculares; Marcadores - DNA.



Abstract

The characterization of insects makes possible the identification of several species
through the knowledge of their patterns physiologic, morphologic and genetic. The
molecular markers are tools based in DNA, complemented to the study of this
characterization. The information obtained by the methodologies of molecular markers
supply valuable instruments for the characterization of natural populations. The markers
present a lot of advantages, because they do not depend on the stage of development of
the organism and they are not influenced by the environmental conditions. Therefore, the
development of specific molecular markers for the identification of species of agronomic
interest will be of great usefulness for the establishment of strategies based in DNA, for
following the insects in agricultural areas and to aid in the interception of samples infested
through methods more efficient, necessary and of larger detection sensibility. Being used
the markers of RAPD; the objective was to accomplish a comparative study of the
molecular profile of B. tabaci with other species of insects. Once certain the conditions of
extraction of DNA of the several species of insects analyzed, the profiles and patterns
were compared for identification ends with molecular base. The analysis for AMOVA of all
of the considered populations indicated that, most of the found variability was owed to
variations among the populations and that to smallest part was of variations inside of the
populations. Those results indicated the possibility of selection of certain fragments of
DNA, generated by RAPD and specific for each species. The beginning for the development
of identification kits, with methods more specific for the identification and for following the

dispersion of species of insects.

Key word: RAPD; Molecular Markers; DNA Markers.



Introducao

O levantamento qualitativo e quantitativo de aspectos relacionados a um dado organismo
permite a sua caracterizagcdo. Dessa forma, com a caracterizacado é possivel segregar as
diversas espécies de insetos por meio do conhecimento de seus padrdes fisioldgicos,
morfoldgicos e genéticos. Neste contexto, a caracterizagdo também auxilia no processo de
identificacao, quando a espécie nao estad bem definida (Frutos et al., 1994). O
conhecimento de cada um destes aspectos sdo complementares e definem cada
organismo. Quanto mais detalhados forem os conhecimentos sobre um organismo, maior
serd a chance de realizar a sua identificacdo. A andlise de varias caracteristicas fornece
suporte para resolver questoes geradas pela sistematica cladssica na identificacdo de
espécies, assim como permite a analise filogenética de géneros e espécies relacionadas
(Sosa-Goémez et al., 1998).

Dessa forma, os marcadores moleculares entram como ferramentas complementares para
os estudos de caracterizacdao de organismos. O marcador molecular representa todo e
qualquer fenétipo de um gene expresso, como no caso das isoenzimas, ou de um
segmento do DNA que corresponde a regides, expressas ou ndao, do genoma (Ferreira &
Grattapaglia, 1995). O desenvolvimento da Biologia Molecular permitiu o surgimento de
diversos métodos de deteccao de polimorfismo genético, tanto bioquimico (isoenzimas)
quanto molecular (baseados em DNA). As principais vantagens do uso dos marcadores
moleculares baseados em DNA séo: 1. a andlise de um grande nimero de /ocus; 2. a
neutralidade em relacao a efeitos fenotipicos (efeito epistatico ou pleiotrépico minimo ou
nulo); 3. a co-dominancia, com maior quantidade de informagao genética por /ocus; 4. a
caracterizacdo do genétipo de um individuo a partir de amostras de células ou tecidos.

Tais propriedades dos marcadores podem ser aplicadas ao estudo das espécies de insetos
de interesse agrondmico. Uma identificacdo rapida desses insetos-praga que seria uma
alternativa na prevencao dos problemas causados por eles.

Uma técnica aplicada ao estudo da variabilidade de insetos é o RAPD (DNA polimérfico
amplificado ao acaso). O principio dessa técnica consiste em utilizar primers de 10
nucleotideos de comprimento e de seqliéncia aleatéria em reacoes de PCR ajustadas para
baixas condicdes de anelamento desses primers randdomicos (Williams et al., 1990). O
resultado consiste na amplificacdo de varios fragmentos de DNA em virtude do anelamento
aleatério dos primers ao longo do genoma da amostra estudada. Esses fragmentos sao
convertidos em dados binarios (presenca ou auséncia de bandas) e, posteriormente, usados
para a determinacao das relacoes filogenéticas entre populacdes ou espécies, como
também, para a determinacao de perfis eletroforéticos (fingerprints gendbmicos) das
amostras analisadas. Utilizando-se essa técnica, por exemplo, Gawel & Bartlett (1993) e
Perring et al. (1993) usando o DNA de individuos de B. tabaci distinguiram dois biétipos: A
e B. Os resultados indicaram que os biétipos dessa espécie, similares morfologicamente,
seriam completamente diferentes. Assim, devido a existéncia de numerosas formas
variantes de B. tabaci, um estudo sobre a diversidade genética, fisiolégica e morfolégica foi
conduzido com todas as formas variantes de B. tabaci antes de uma definicao das relacdes
taxonémicas entre as formas A e B. Guirao et al. (1994) utilizando a técnica de RAPD,
determinaram os perfis eletroforéticos especificos para 7. vaporariorum e B. tabaci. Além
disso, para as populacdes de B. tabaci, foi possivel observar diferencas intrapopulacionais,



como também, diferenciar as populacdes coletadas nas regides de Mdrcia e Tenerife na
Espanha. Em 2000, Lima et al. distinguiram os bidtipos B e BR por perfis de amplificacao
de RAPD, correlacionando a distribuicao de populacoes dentro do biétipo B em funcao do
tipo da planta hospedeira.

Os instrumentos moleculares tais como, o estudo das proteinas, como as isoenzimas e da
variacao do DNA (RAPD) poderao fornecer marcadores especificos para as principais
espécies de insetos de interesse agronémico. O uso de marcadores moleculares especificos
tem como vantagem principal a sua facilidade de deteccao além de, permitir o seu uso em
associacdo a estudos de identificacao de biétipos, o estabelecimento de relacées
filogenéticas entre diferentes espécies ou populacdes e a construcdo de mapas genéticos
de interesse econémico. Os marcadores apresentam muitas vantagens, pois independem
do estagio de desenvolvimento do organismo e nao sao influenciados pelas condi¢cdes
ambientais (Haymer, 1994). Esses dados serao de grande importancia no monitoramento
de populacées com genes resistentes a inseticidas, no estudo da dispersdo das populacoes
e no controle da entrada de novas espécies de insetos em regioes agricolas do Brasil.

Metodologia

OBJETIVO

Utilizando-se os marcadores baseados em DNA (RAPD), realizar um estudo
comparativo do perfil molecular de B. tabaci com outras espécies de insetos para o

desenvolvimento de novos marcadores mais especificos.

Materiais e Métodos

MANUTENCAO DAS POPULACOES DE INSETOS

Adultos de vérias populacdes de B. tabaci e de outros insetos de importancia quarentenaria
foram identificados segundo critérios morfolégicos adotados internacionalmente e mantidos

em etanol 70% a - 20° C para posterior analise molecular.

EXTRACAO DE DNA DE B. tabaci e OUTROS ALEIRODIDEOS

Para a analise por RAPD, o DNA foi obtido macerando-se fémeas adultas e individualizadas
de cada amostra em 60 puL de tampao de extracao (Tris-HClI 10mM pH 8; EDTA 1TmM;
Triton X-100; proteinase K 60ug.mL"). O macerado foi incubado por 15 min a 65°C,



seguindo-se fervura durante 10 min. O homogenato final foi armazenado a — 20°C até o

momento do uso.

EXTRACAO DE DNA DE LEPIDOPTEROS E COLEOPTEROS

Para os estudos moleculares, o DNA de individuos de terceiro instar de lepidépteros e
larvas de coledpteros foram extraidas a partir de um método previamente estabelecido
(Queiroz et al., 2004) seguindo-se adaptacdes dos protocolos de Agusti et al. (1999) e

Monnerat et al. (2004).

EXTRACAO DE DNA DE MOSCA NEGRA Aleurocanthus woglumi

Fémeas individualizadas de A. woglumi foram maceradas e o seu DNA extraido em 100puL
de tampao de extracdo (Tris-HCI 10mM pH8, EDTA 1mM, Triton X-100 0,3% e proteinase
K 60ug.mL™"). A seguir, completou-se o volume com 200uL de tamp&o de extracdo. O
macerado foi incubado por 15 min a 65°C, seguindo-se fervura durante 6 min e
centrifugacdo a 10000xg por 10s. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo

plastico e mantido a — 20°C até o momento do uso.

EXTRACAO DE DNA DE COCCINELIDEOS

Para a caracterizacdo molecular, amostras individualizadas de coccinelideos foram
maceradas e o DNA extraido em 100uL de tampé&o de extracéo (Tris-HClI 10mM pH 8;
EDTA 1mM; Triton X-100; proteinase K 60ug.mL™"). A seguir, completou-se o volume com
500uL de tampao de extracado e o macerado foi incubado por 15 min a 65°C, seguindo-se
fervura durante 6 min e centrifugacdo a 10000xg por 10s. O sobrenadante foi transferido
para um novo tubo plastico e mantido a — 20°C até o momento do uso. Para a realizacao

das reacdes de RAPD, adicionou-se 5L do sobrenadante em 100uL de tampéao TE O,1X.

REACAO DE RAPD

As reacdes de amplificacao foram realizadas em 30uL de uma mistura contendo 24,9l de
agua milliQ autoclavada, 3,0uL de tampao 10X (Tris-HCI 60 mM pHS8,8, KClI 500mM e
MgCl2 20mM, Amersham, CA, USA), 1,2uL de um primer de seqiiéncia aleatéria (Operon



Technologies, Inc.) na concentracao de 10uM (Tabela 1), 0,6uL de dNTP 10mM, O,3uL de
Tag DNA polimerase na concentracao de 1 U.uL" (Amersham, CA, USA) e 4ulL de
DNA (20ng).

PRIMERS DE RAPD USADOS NAS ANALISES MOLECULARES

Para a obtencdo dos perfis de marcadores moleculares das populacdes de insetos

analisadas nesse trabalho, foram utilizados varios primers (Operon Technologies, Inc.)

decaméricos de composicao aleatdria de nucleotideos (Tabela 1).

Tabela 1 - Primers de RAPD utilizados na determinacdo dos perfis

eletroforéticos das diversas populagcdes de insetos submetidas a andlise

molecular.

Primer Seqliéncia 5" —» 3’
OPA-02 TGCCGAGCTG
OPA-03 AGTCAGCCAC
OPA-04 AATCGGGCTG
OPA-05 AGGGGTCTTG
OPA-07 GAAACGGGTG
OPA-10 GTGATCGCAG
OPA-11 CAATCGCCGT
OPA-13 CAGCACCCAC
OPA-15 TTCCGAACCC
OPA-17 GACCGCTTGT
OPA-20 GTTGCGATCC
OPR-06 GTCTACGGCA

CONDICOES DE AMPLIFICACAO POR RAPD

As amplificacOes foram efetuadas em termociclador (PTC-100 MJ Research) contendo uma

etapa inicial de desnaturacdo de 3 min a 94°C, programado para 45 ciclos de



desnaturacado de 1 min a 93°C, anelamento por 1 min a 35°C e extensao por 2 min a

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

ANALISE E CARACTERIZACAO MOLECULAR DE POPULACOES DE ALEIRODIDEOS

Para a caracterizacao molecular, cinco individuos coletados a partir de varias populacoes
de aleirodideos (Tabela 2) foram comparados por meio dos seus padrdoes de marcadores
moleculares de RAPD com a mosca branca B. tabaci, biétipos B e BR usando-se os primers
OPA-02, OPA-03, OPA-04, OPA-05, OPA-10, OPA-11, OPA-13, OPA-15, OPA-17, OPA-
20 e OPR-06, para a determinacao de possiveis bandas de DNA com potencial para a

identificacao dessas diferentes espécies de aleirodidieos.

Tabela 2 - Populacdoes de aleirodideos utilizados nas determinacdoes dos perfis de

marcadores de RAPD para a identificacao molecular.

Cédigo Procedéncia Cultura Identificacao
34 Rondonépolis - MT Tomate e Almeiréo B. tabaci bidtipo BR
236 Deadé6polis - MS Mandioca B. tuberculata
255 Embrapa Cerrado - DF Mandioca Aleurothrixus aepim
261 Floriano — Pl Caju Aleurodicus cocois
264 Planaltina — DF Tomate B. tabaci bidtipo B
278 Flérida — USA Citros Aleurocanthus woglumi
279 Texas — USA Citros A. woglumi

Embrapa Recursos Genéticos

282 Fumo Trialeurodes vaporariorum

e Biotecnologia — DF




ANALISE COMPARATIVA ENTRE B. tabaci E OUTRAS ESPECIES DE INSETOS DE
INTERESSE AGRONOMICO

Individuos de vérias espécies de insetos de interesse agricola (Tabela 3) foram comparados
por meio dos seus padroes de marcadores moleculares de RAPD com a mosca branca B.
tabaci, biétipo B usando-se os primers OPA-04, OPA-07, OPA-10, OPA-11 e OPA-13. Em
funcao dos resultados foi possivel a determinacao de possiveis bandas de DNA com
potencial para a clonagem e desenvolvimento de marcadores a serem utilizados na

identificacdo do biotipo B de B. tabaci.

Tabela 3 — Populacdes de insetos utilizadas nas determinacdes dos perfis de marcadores

de RAPD.

Procedéncia Cultura Identificacéo

Mossoré — RN Meldo B. tabaci bidtipo B

Texas — USA Citros A. woglumi

Embrapa — Recursos Genéticos e Biotecnologia X Trichogramma

Embrapa — Recursos Genéticos e Biotecnologia X A. grandis

Embrapa — Recursos Genéticos e Biotecnologia X S. frugiperda

Embrapa — Recursos Genéticos e Biotecnologia X A. gemmatalis

Embrapa — Recursos Genéticos e Biotecnologia X Nephaspis gemini

X Indica a manutencdo da criacdo sob condicOes controladas (dieta, fotoperiodo e

umidade).

ANALISE POR ELETROFORESE DOS FRAGMENTOS DE DNA GERADOS POR RAPD

Os produtos de amplificacao originarios das reacdes de RAPD foram separados em gel de
agarose 1,5% submerso em tampao TBE 1X (Tris-borato 90mM e EDTA 1TmM) durante 3h
a 160V. Ao término da corrida, os géis foram corados por 30 min em uma solucao corante

contendo brometo de etidio (5ug.mL™"), descorados por 30 min em &agua destilada e



fotografado sob luz ultravioleta no comprimento de onda de 300 nm. A documentacao
fotografica foi feita usando-se o sistema EagleEye Il still video system™ (Stratagene).

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

de RAPD.

ANALISE DOS DADOS

As fotos das amplificacOes realizadas com os primers selecionados foram usadas para a
andlise do polimorfismo entre os individuos da populacado. As bandas presentes nos géis
foram consideradas como marcadores RAPD. Foi gerada entdo uma matriz de similaridade
levando-se em consideracao as relacoes entre individuos, primers e massas moleculares
das bandas obtidas com um dado primer. Utilizou-se o valor um (1) para a presenca de um
marcador e (0) para a auséncia. No caso de duvida o nimero (9) foi usado como padrao. A
seguir, a planilha obtida foi submetida a um programa de anélise estatistica multivariada
para a determinacao das distancias genéticas entre os individuos. A matriz de similaridade
foi obtida por meio do coeficiente de Jaccard (Sneath e Sokal, 1973) e que, por meio da
andlise por UPGMA (unweighted pair-group method analysis), produziu-se um dendrograma
gque evidenciou o agrupamento dos individuos, utilizando-se o programa NTSYS (Numerical
Taxonomy and Multivariate Analysis System) versao 2.02 pc (Rholf, 1993).

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

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

RESULTADOS E DISCUSSAO

CARACTERIZACAO MOLECULAR DE POPULACOES DE ALEIRODIDEOS

Individuos de vérias populacdes de artrépodos incluindo um inseto exdético, a mosca negra
(Aleurocanthus woglumi), tiveram seus padroes de bandas determinados com os primers
OPA-02, OPA-03, OPA-04, OPA-05, OPA-10, OPA-11, OPA-13, OPA-15, OPA-17 OPA-20
e OPR-06 e comparados com os perfis de marcadores moleculares ja determinados para os
biétipos de B e BR de B. tabaci.

Para a analise da mosca negra (Aleurocanthus woglumi), foi estabelecido um protocolo de

extracao de DNA, uma vez que, para as demais amostras usadas no experimento, inclusive



B. tabaci biétipos B e BR, o volume de tampéao de extracao de DNA foi de 60 puL. No caso
da mosca negra, determinou-se um volume de 300 pL de tampéao de extracdo de DNA.
Uma vez determinadas as condicOes de extracdo de DNA da mosca negra, esta teve seu
padrao de bandeamento comparado com outras populacdes presentes no banco de
aleirodideos, para fins de identificacdo por meio molecular. Observou-se que os perfis
eletroforéticos obtidos para as diversas populacdes de artropodos apresentaram diferencas

em relacao aos bidtipos de B. tabaci (Figura 1).

Primer OPA-04

Primer OPA-10

Figura 1 - Anélise dos fragmentos de DNA de varias populacdes de aleirodideos, obtidos de
amplificacdo com os primers OPA-03, OPA-04 e OPA-10. A letra M indica o marcador de
massa molecular 100 pb ladder. Os cédigos indicam: 34, Bemisia tabaci biétipo BR; 236,
B. tuberculata; 255, Aleurothrixus aepim; 261, Aleurodicus cocois; 264, B. tabaci biétipo
B; 278, Aleurocanthus woglumi; 279, A. woglumi, 282, Trialeurodes vaporariorum. As

barras indicam o nimero de individuos analisados.

Utilizando-se os perfis de fragmentos de DNA obtidos para as populacdes de mosca negra
como padrao de comparacao, observou-se que: um forte sinal de amplificacao na regido de
1000 pb foi obtido com o primer OPA-11; com o primer OPA-13, um fragmento de massa
molecular de 600 pb; utilizando-se o primer OPA-10 obteve-se uma banda de massa
molecular de 800 pb; jd o primer OPA-03, amplificou um sinal de 750 pb; o primer OPA-05
produziu um fragmento de 450 pb nao encontrado nas demais amostras; o primer OPA-20

produziu bandas de 650 pb e de 1000 pb que nao apresentaram correspondéncia com os



biétipos B e BR de B. tabaci; o primer OPA-15 produziu um fragmento de 950 pb, que
podera ser usado na identificacdo molecular da mosca negra.

Usando-se o primer OPA-11, observou-se que o biétipo BR de B. tabaci produziu um
fragmento de DNA de 500 pb que também foi encontrado na amostra de B. tuberculata.
Entretanto, aquele nao foi observado na amostra do biétipo B de B. tabaci. As reacdes de
amplificacdo com o primer OPA-13 produziram uma banda de 850 pb na amostra do
biétipo BR de B. tabaci. Esta mesma banda apresentou correspondéncia nas amostras de
mosca negra, mas com fraco sinal de amplificacdo. O uso deste primer permitiu identificar
molecularmente os bidtipos de B. tabaci.

O primer OPA-03, por sua vez, produziu um fragmento de 850 pb caracteristico para a
identificacdo de amostras de Bemisia tuberculata. Provavelmente, este primer podera ser
empregado na identificacdo molecular daquele inseto.

O uso do primer OPA-05 nas reacoes de RAPD, produziu uma banda caracteristica de 900
pb na amostra de B. tabaci biétipo B. Contudo, para as amostras de B. tabaci biétipo BR
foram visualizados dois sinais de amplificagcdo de 900 pb e de 1200 pb.

Os bidétipos B e BR de B. tabaci, assim como, a mosca negra apresentaram padroes
distintos de bandeamento utilizando-se o primer OPA-04. Além disso, com o uso desse
mesmo primer, determinou-se um padrao para Aleurodicus cocois. A identificacao de
Aleurothrixus aepim também foi possivel nas reacdes de amplificacdao de RAPD quando se
utilizou o primer OPA-10.

A partir das informacoes obtidas pelos perfis eletroforéticos, primers de RAPD foram
propostos como candidatos para a identificacdo molecular de alguns insetos de interesse

agrondmico (Tabela 4).

Tabela 4 - Selecdao de primers de RAPD provéaveis candidatos para a identificacao

molecular de insetos de interesse agricola.

Primer de RAPD Espécie Fragmento (pb)
OPA-03 A. woglumi 750 e 1050
OPA-03 B. tuberculata 800
OPA-04 B. tabaci biétipo BR 900
OPA-04 B. tabaci biétipo B 650 e 1200
OPA-04 Aleurodicus cocois 420, 7560 e 1050
OPA-10 Trialeurodes vaporariorum 500 e 720
OPA-10 Aleurothrixus aepim 1000

Gawel & Bartlett (1993) identificaram os biétipos A e B de B. tabaci empregando a técnica

de RAPD. Além disso, Haymer (1994) sugere o uso de primers de seqlUéncias aleatdrias



para o estudo de variacOes genéticas em populacdes de insetos. Guirao et al. (1994)
empregaram a técnica de RAPD para a identificacdo, por meio de diferencas entre os perfis
de marcadores moleculares, das espécies de T. vaporariorum e B. tabaci.

Além da obtencao de perfis moleculares para a identificacdo de 7. vaporariorum e B.
tabaci, outros insetos poderao ser identificados por meio dessa estratégia baseada em DNA
como, por exemplo, a mosca negra dos citros A. woglumi. Esse inseto é considerado uma
praga de nivel A1 para o Brasil e outros paises do Comité de Sanidade Vegetal do Cone Sul
(COSAVE), principalmente em ralacao aos citros e outras frutiferas. Este inseto faz parte
do alerta maximo e é considerado uma das pragas que estao na iminéncia de entrada no
pais. Sendo assim, de modo a estabelecer critérios para uma identificagcao rapida e
eficiente deste inseto caso ele venha a ser detectado em pontos de entrada do pais e ainda
visando auxiliar em medidas fitossanitarias necessarias para a erradicacao do inseto
conforme determinacdo do DDIV/DAS/MA, padrdes moleculares foram estabelecidos para
este inseto, assim como, determinou-se o seu grau de similaridade genética em relacao a
outras populacdes de aleirodideos.

Uma vez estabelecida a identificacdo molecular das amostras de moscas branca e negra
por meio de RAPD, poderao ser realizados estudos destas populacdes. Os resultados
obtidos foram utilizados para a determinacao das relagcdes filogenéticas entre estes insetos
de importancia econdmica. A andlise dos perfis eletroforéticos permitiu organizar as

populacdes em 2 agrupamentos principais (Figura 2).
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Figura 2 - Anélise das populacdes de aleirodideos coletadas em diferentes culturas. Os
nimeros indicam: 34, B. tabaci biétipo BR; 236, B. tuberculata; 255, Aleurothrixus aepim;
261, Aleurodicus cocois; 264, B. tabaci bidtipo B; 278, Aleurocanthus woglumi; 279, A.

woglumi; 282, Trialeurodes vaporariorum.

Com relacéo ao primeiro agrupamento (definido com A), observou-se que as populacdes de
B. tabaci biétipos B e BR, assim como, A. wog/umi, formaram um agrupamento com 17 %
de similaridade em relacdo as demais populacdes de aleirodideos. Dentro desse
agrupamento foram encontradas duas divisoes (C e D), sendo que, os biétipos B e BR de B.
tabaci formaram um grupo Unico (divisdo C) apresentando 28 % de similaridade entre si e
25 % em relacado as populagcdes de A. woglumi (divisdao D). As duas populacdes de mosca
negra apresentaram uma relacao filogenética de 89 %.

No agrupamento B, observou-se que B. tuberculata e A. aepim, apresentaram similaridade
de 24 % entre as suas populacdes, formando um grupo Unico (divisdo E). E, em relacéo a
populacédo de 7. vaporariorum, apresentam um grau de similaridade filogenética de 20 %.
Da anélise da distribuicdo das populacdes de insetos no dendrograma, observa-se um

resultado interessante que estd relacionado com o agrupamento das populacdes em funcao



da cultura hospedeira. Esse padrao foi observado tanto para as populacdes dos bidtipos de
B. tabaci em cultura de tomate, quanto para A. wog/umi atacando citros, formando o
agrupamento A no dendrograma. As mesmas observacoes puderam ser feitas para as
populacdes de insetos encontradas no agrupamento B do dendrograma, uma vez que, B.
tuberculata e A. aepim foram encontradas em culturas de mandioca. Fazendo-se a
comparacao com o trabalho das populacdes de aleirodideos atacando cultura de mandioca,
confirmou-se também, nesse trabalho, a baixa similaridade entre estas duas populacdes.
Por fim, a populacdo de 7. vaporariorum apresentou similaridade em torno de 20 % em
relacao as populacdes coletadas em mandioca.

As analises sugerem, mais uma vez, uma possivel separacao das populacdes de
aleirodideos em funcao da cultura hospedeira. Dessa forma, foram conduzidas andlises de
AMOVA para a determinacao das fontes de variacdo entre as populacdes desse estudo.
Comparando-se os padrdes bindrios produzidos por cada populacdo, observou-se que:
97,75% da fonte de variacdo eram provenientes de variacdes entre as populacdes e
2,25% de variacdes dentro das populacdes de insetos. Comparando-se a influéncia das
culturas na separacdo das populagdes no dendrograma observou-se que: 59,47% da
variacdo eram devidas a variacdes entre populacdes dentro dos grupos, 38,41% de
variacdes entre os grupos e 2,13% de variacdes dentro das populacdes. Mais uma vez,
exclui-se a interferéncia das culturas sobre o padrdao de separacao das espécies de
artropodos no dendrograma. Provavelmente, o resultado observado possa ser devido as
estratégias reprodutivas de cada espécie, por exemplo, reproducao assexuada gerando
populacdes clonais e, dessa forma, isogénicas. Uma vez determinados os perfis
eletroforéticos e as relacdes filogenéticas das populacdes de aleirodideos, estudos poderao
ser realizados usando marcadores desenhados especificamente para cada populacao de
inseto buscando-se averiguar quais fatores sdao determinantes para a escolha de uma dada
cultura hospedeira e para o estabelecimento das populacdes em uma determinada éarea.
Por sua vez, foi também possivel determinar bandas de DNA candidatas para o
desenvolvimento de marcadores moleculares que sejam especificos para os biétipos de B.
tabaci. Essa praga que foi introduzida no pais apresenta-se dispersa na maioria dos estados

da federacao, provocando prejuizos a producao e causando impactos ao agro-ecossistema.

COMPARACAO DE PERFIS DE MARCADORES MOLECULARES ENTRE B. tabaci E VARIAS
ESPECIES DE INSETOS DE INTERESSE AGRONOMICO

Utilizando-se primers de RAPD para a obtencao de perfis de marcadores moleculares entre
os varios insetos de interesse agrondmico, foram observadas diferencas entre os padroes
de bandas produzidos pelo bidtipo B de B. tabaci em relacdo aos demais insetos analisados

(Figura 3).
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Figura 3 — Perfis de marcadores moleculares gerados pela técnica de RAPD utilizando-se os
primers OPA-04 e OPA-13. Os numeros indicam: 1 a 4, B. tabaci biétipo B; b a 8, A.
woglumi; 9 a 12, Trichogramma; 13 a 16, A. grandis; 17 a 20, S. frugiperda; 21 a 24, A.
gemmatalis; 25 a 28, N. gemini. A letra M indica o marcador de massa molecular 100 pb
Ladder. As setas indicam fragmentos de DNA caracteristicos para a o bi6étipo B de B.

tabaci.

Utilizando-se o primer OPA-04 nas reacées de RAPD foram obtidos diferentes perfis de
DNA para cada populacdo de inseto. Observou-se que a populacao de Tichogramma
produziu um unico e forte sinal de amplificacao de 450 pb. Para A. grandis obteve-se uma
banda de 400 pb. Para S. frugiperda identificou-se uma banda caracteristica para essa
populacédo de 800 pb. J& a populacdo de A. gemmatalis produziu uma banda de 350 pb
especifica para essa populacédo. Para N. gemini obteve-se, também, uma banda de 350 pb
Entretanto, o perfil de fragmentos de DNA para essa populacao foi diferente se comparado
com a populacado de A. gemmatalis. Para B. tabaci biétipo B foram identificadas trés
bandas de DNA de 150 pb, 350 pb e 700 pb. Além disso, observou-se que o perfil
eletroforético para esse hemiptero foi diferente se comparado aos perfis de coledpteros,
lepidépteros e himendpteros usados nesse estudo.

Utilizando-se o primer OPA-13 obteve-se uma banda de DNA de 750 pb caracteristica para
A. woglumi. Para a populacdo de Trichogramma foram obtidas duas bandas caracteristicas
de 450 pb e 550 pb. Ja as espécies de lepiddpteras apresentaram intenso polimorfismo

variando de 300 pb a 1700 pb. Um resultado interessante foi a grande semelhanga entre



os perfis eletroforéticos do biétipo B de B. tabaci e A. grandis. A diferenca entre estas
duas espécies ficou relacionada com a presenca de duas bandas de DNA de 1700 pb e
1800 pb que sdo encontradas apenas na populacado de B. tabaci biétipo B. Por meio da
técnica de RAPD foi possivel identificar diferengcas moleculares entre importantes espécies
de insetos de interesse agrondmico. Além disso, a técnica de RAPD revelou possiveis
bandas de DNA candidatas a clonagem e ao desenvolvimento de marcadores mais
especificos para a deteccao de uma determinada espécie de inseto.

Os dados gerados pelos perfis eletroforéticos de RAPD permitiram selecionar dois primers
de RAPD como possiveis candidatos para a identificacdo de algumas espécies de insetos

de interesse agrondmico (Tabela 5).

Tabela 5 — Primers de RAPD candidatos para a identificagdo de algumas

espécies de insetos de interesse agronémico.

Primer de RAPD Espécie Fragmento (pb)
OPA-04 B. tabaci biétipo B 700
OPA-04 Trichogramma 450
OPA-04 A. grandis 400
OPA-04 S. frugiperda 1500
OPA-04 A. gemmatalis 350
OPA-13 A. woglumi 750
OPA-13 N. gemini 800

Uma vez obtidos os perfis de marcadores de RAPD entre as populagdes de inseto, estes foram
usados para a determinacdo de um dendrograma para a andlise do grau de similaridade entre

as espécies analisadas nesse estudo (Figura 4).
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Figura 4 — Determinacdo do grau de similaridade entre vérias populacdes de insetos

pertencentes a diferentes familias taxonémicas. Os nimeros indicam: 110, B. tabaci

biétipo B; 279, A. woglumi. Os cédigos indicam: ag, A. gemmatalis; ant, A. grandis; ng, N.

gemini; sf, S. frugiperda; tric, Trichograma.

A andlise com os cinco primers de RAPD permitiu organizar as populacdes de insetos em
dois agrupamentos principais. No agrupamento A foram encontradas as espécies B. tabaci
biétipo B, A. grandis, S. frugiperda, A. gemmatalis e N. gemini. Dentro desse
agrupamento, encontrou-se a divisao C compreendendo as espécies B. tabaci bi6tipo B e
A. grandis que apresentaram 20% de similaridade genética. Dentro da divisdo D foram
encontradas as espécies de lepidépteras S. frugiperda e A. gemmatalis e o coccinelideo N.
gemini. As lepidépteras formaram um grupo em separado (divisdo E) apresentando 32% de
similaridade filogenética em relacao ao coccinelideo. Entre as lepidépteras, o grau de

similaridade compreendeu 38 %.



Ja o agrupamento B ficou constituido pelas espécies A. woglumi e Trichogramma que

apresentaram um grau de similaridade de 23%.

A distribuicao das populacoes de insetos no dendrograma indicou uma baixa similaridade

genética entre estas espécies, sendo encontrado um grau de similaridade abaixo de 38%.

Contudo, o grau de similaridade encontrado dentro de cada populacado de inseto ficou
acima de 54% sendo que para B. tabaci biétipo B, encontrou-se o maior valor de

similaridade, ficando em torno de 73%.

A andlise por AMOVA de todas as populacdes consideradas em conjunto indicou que
77,04% da variabilidade encontrada era devida a variagcGes entre as populagdes e que
22,96% era devida a variacdes dentro das populacdes. Fazendo-se a anélise das espécies
distribuidas nos trés agrupamentos principais (B, C e D), observou-se que 53,16% da
variabilidade encontrada era devida a variacdes entre as populacdes dentro de cada grupo,
25,26 % era proveniente de variagdes entre os grupos e que 21,58% estava relacionada

com variacoes dentro das populagodes.

Esses resultados indicaram a possibilidade de selecao de determinados fragmentos de
DNA, gerados por RAPD e especificos para cada espécie, com indicacado para o
desenvolvimento de kits na identificacdo de espécies. Essa estratégia é particularmente
importante para os estudos envolvendo os biétipos de B. tabaci, uma vez que, cada bidtipo
apresenta caracteristicas peculiares e a sua introducado constitui um risco quarentenario em
determinadas regides do mundo. Dessa forma, o desenvolvimento de kits diagndsticos, a
partir de fragmentos de DNA gerados por primers de RAPD e que sejam estritamente
relacionadas a uma dada espécie, é uma ferramenta crucial para a prevencao da entrada de
determinados insetos em areas agricolas. Em conseqliéncia disso, os prejuizos provocados
pela entrada de espécies exdticas tendem a ser minimizados assim como a demanda pelo
uso de produtos quimicos nocivos ao homem reduzido, garantindo as condicdes de
produtividade. Uma alternativa metodoldgica é a conversdo de marcadores de RAPD em
marcadores SCAR. Os marcadores SCAR tém como caracteristica a simplicidade e

eficiéncia de uso, pois sdo especificos a uma dada regido do genoma da espécie-alvo.

Alguns trabalhos sobre a aplicacao dos marcadores SCAR no estudo de vérias espécies de
insetos sao descritos na literatura. Por exemplo, Agusti et a/. (1999) que descreveram o
desenvolvimento de marcadores SCAR para a deteccao de Helicoverpa armigera (Hubner)
(Lepidoptera: Noctuidae) no intestino de possiveis predadores. Um fragmento de 1200 pb
resultante da amplificacdo por RAPD usando o DNA de H. armigera permitiu o desenho de

trés conjuntos de primers sendo que dois desses foram capazes de detectar vestigios de H.



armigera no intestino médio do seu predador Dicyphus tamaninii (Wagner) (Heteroptera:

Miridae) mesmo apés 4 h da ingestdao dos ovos de H. armigera.

A mesma estratégia aplicada para H. armigera, foi aplicada por Agusti et al. (2000) em
estudos com Trialeurodes vaporariorum para detectar vestigios dessa mosca branca no
intestino do predador D. tamaninii. A partir de um fragmento de 2400 pb gerado por RAPD
e presente apenas em 7. vaporariorum, foram gerados dois jogos de primers sendo que,
apenas um foi capaz de detectar a mosca branca no intestino do seu hospedeiro. Como
esperado, o marcador SCAR foi identificado em todos os estagios de vida da mosca
branca. Nesse mesmo trabalho péde ser feita uma comparacao entre os marcadores de
natureza bioquimica e os baseados em DNA. Utilizando-se anticorpos monoclonais para
vitelina, uma proteina expressa apenas em ovos de 7. vaporariorum, os autores relataram a
ineficiéncia dos anticorpos anti-vitelina em detectar predadores D. tamaninii positivos
quando estes se alimentaram de ninfas de mosca-branca. Isto se deve ao fato de que o
emprego de anticorpos monoclonais pode resultar em analise subestimada do processo de
de selecao de possiveis predadores em virtude de esse marcador bioquimico ser estagio-
especifico. Por outro lado, o mesmo experimento utilizando-se marcadores SCAR detectou
o DNA da presa em 60% dos predadores apés 4 h da ingestao de ninfas de 7.
vaporariorum. O DNA, por sua vez, ndo sofre variacoes ao longo do ciclo de vida da presa
e, dessa forma, primers de SCAR desenhados para 7. vaporariorum, podem ser usados
para detectar a presa em qualquer estagio do seu ciclo de vida (ovo, ninfa ou adulto) no
intestino de predadores. Com o emprego de marcadores SCAR é possivel a selecdo de

insetos potenciais, predadores para emprego em programas de manejo integrado de pragas.

Existem inimeras vantagens para o uso dos marcadores SCAR na andlise molecular de
insetos: a) ndo necessitam de grandes quantidades de DNA com alto grau de pureza se
comparado com outras técnicas como, por exemplo, os métodos de hibridacao requeridos
pelo RFLP; b) a anélise dos resultados é mais simples do que outros métodos baseados em
DNA, tais como, RAPD e AFLP. Os marcadores SCAR sao revelados por PCR simples, nao
necessitando digestdao com enzimas de restricdo; c¢) a informacado genémica pode ser obtida
diretamente pela andlise dos produtos de PCR. Estes marcadores oferecem um método
mais pratico para a varredura de um numero elevado de amostras em um curto intervalo de
tempo e dispensam etapas laboriosas; d) oferecem também um ponto de partida para a
clonagem de genes que estejam compreendidos na seqliiéncia do marcador (Kethidi et al.,

2003).

A partir das informacdes disponibilizadas, entende-se que a utilizacdo da técnica de RAPD,
como em qualquer técnica molecular, apresenta limitacdes e é justamente por isso, que sao

continuamente vasculhadas novas regides do genoma dos organismos visando a



identificacdo de /oc/i mais vantajosos do ponto de vista técnico e molecular. Nesse aspecto,
a técnica de RAPD cumpre com o seu papel, uma vez que, é possivel, com poucos primers,
varrer um ndmero muito superior de /oci no genoma do organismo-alvo quando comparado
com outras técnicas, fornecendo o ponto de partida para o desenvolvimento de novos
marcadores mais especificos quando ndo se conhece, em sua totalidade, o genoma do
organismo de estudo. Complementar as informagdes produzidas pelos marcadores RAPD, a
conversao destes em marcadores mais especificos, tais como, o SCAR permite aumentar
ainda as possibilidades de desenvolvimento de novas estratégias moleculares para o
entendimento da dindmica, ecologia e biologia das populagcdes em estudo. Essa visao é
particularmente importante para B. tabaci, praga de distribuicdo global que apresenta
variacoes entre os seus bidtipos. O desenvolvimento de marcadores especificos para cada
biétipo é uma etapa decisiva para o estabelecimento de estratégias baseadas em DNA para
a deteccao e a prevencao da entrada de novos biétipos no Brasil, minimizando os riscos

provocados pela entrada de insetos exdticos no agro-ecossistema brasileiro.

Sendo assim, o desenvolvimento de novos critérios de identificacdo usando outras marcas
moleculares, torna-se imperioso para esclarecer duvidas e para o entendimento da dindmica
das espécies de interesse. Em funcao dessa demanda, perfis de RAPD especificos a uma
dada espécie poderao ser usados para o desenvolvimento de um método mais preciso de
identificacdo de biétipos, para o monitoramento da dispersado e para o entendimento da

dindmica das espécies em campo.

CONCLUSAO

A partir das informacgdes geradas pela aplicacdo dos marcadores RAPD na obtencéo de perfis
moleculares especificos para algumas espécies de interesse agrondémico, foram obtidos
fragmentos de DNA com potencial para a identificacdo de espécies especificas de insetos de
interesse agrondmico. Os fragmentos de RAPD obtidos das analises mostraram-se com
potencial para o desenvolvimento de kits diagnéstico para a identificagdo molecular das
espécies de insetos de interesse agronémico. Contudo, maiores experimentos deverdo ser
realizados, utilizando-se um nimero maior de primer, na busca e selecao de outros fragmentos
com o0 mesmo potencial. Essas informac8es poderdo ser utilizadas, posteriormente, para a
identificacdo, 0 monitoramento e o controle da entrada de insetos em areas agricolas livres de

praga.
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