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RESUMO

Quatro populagdes de Plutella xylostella (L.) (Lepidoptera:
Yponomeutidae) oriundas do Brasil, |Iha da Reunido, Filipinas e
Benin foram avaliadas quanto a suscetibilidade ao B. thuringiensis
através de bioensaios e quanto a variabilidade genética, através de
RAPD-PCR. Os dois parametros avaliados mostraram similarida-
de de resultados entre as populagfes, sugerindo que as mesmas
devem ser bastante homogéneas, embora estejam geograficamen-
te distantes.

Palavras-chave: Brassicaceae, Plutella xylostella, variabilidade ge-

ABSTRACT

Characterization of geographically distinct populationsfrom
plutella xylostella to B. thuringiensisberliner and RAPD-PCR.

Four populations of Plutella xylostella (L.) (Lepidoptera:
Yponomeutidae) isolated in Brazil, Reunion Island, Philippinesand
Benin were evaluated for susceptibility to B. thuringiensis. Genetic
variability was accessed by RAPD analysis. Although the populations
wereoriginated from diverse geographical origins, thetwo evaluated
parameters showed a high degree of similarity. This suggests that
although the populations were geographically distant, they have a
high degree of similarity.

Keywords. Brassicaceae, Plutella xylostella, genetic variability,

nética, controle biolégico.

biological control.
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traca-das-cruciferas, Plutella
xylostella (L.) (Lepidoptera:
Yponomeutidae), é considerada como
uma das pragas mais importantes das
plantas dafamilia Brassicaceae no Bra-
sil e no mundo (Talekar e Shelton,
1993). Os danos por ela causados acar-
retam a depreciacao do produto, o atra-
SO no crescimento da plantae mesmo a
suamorte. Este inseto € originério pro-
vavelmente da regido Mediterrénea e
esta presente nos cinco continentes. O
custo para o seu controle pode represen-
tar até 50% do custo total da sua produ-
¢do (Lim, 1986).

Dentre as diferentes técnicas de su-
pressdo populacional da traca-das-
cruciferas, o controle quimico tradicio-
nal é sem sombrade dividao maisem-
pregado. Ainda gque os danos por ela
causados justifiquem a adocdo dessa
medidade controle, suaimplementacdo
traz riscos de intoxicacdo de produto-
res, animais domesticos e selvagens,
pode deixar residuos nosalimentos, que
s80 consumidos via de regrain natura
OuU com pouco preparo. Também existe
a possibilidade de contaminagdo do
ambiente e danos aos inimigos naturais
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dapraga. O uso continuo e desordenado
destes agentes pode ainda resultar na
selecdo de popul agdes resistentes, exis-
tindo, naregi&o do Distrito Federal, re-
sisténcia de P. xylostella a piretréides
(Castelo Branco e Guimaraes, 1990).

Como alternativaao controle quimi-
co, métodos bioldgicos tém sido estu-
dados e desenvolvidos, cabendo men-
cionar o uso deinimigos naturais, como
parasitéides, predadores e microrganis-
mos entomopatogénicos (Monnerat e
Bordat, 1998). O microrganismo mais
amplamente utilizado em controle bio-
[6gico é o Bacillus thuringiensis (Bt).
Estabactériaproduz umaou vérias pro-
teinastoxicasparaatraga-das-cruciferas
(Monnerat et al., 1999), tendo como
grande vantagem de utilizacéo sua
especificidade aosinsetos sensivel's, seu
efeito ndo poluente ao meio ambiente,
sua inocuidade aos mamiferos e
invertebrados e auséncia de toxicidade
as plantas (Whiteley e Schnepf, 1986;
OMS,, 1987).

Cabe salientar que existem relatos
de migracdo datraga-das-cruciferasem
vérias partes do mundo, sugerindo a
existénciade diferentes popul agbes, que

podem ter suscetibilidades diferentesao
Bt. Trabalhosrecentestém sido realiza-
dos paraverificar avariabilidade gené-
ticaentre populaces em diversas espé-
cies de insetos por meio da andlise
molecular do DNA (Frohlich et al.,
1999; Limaet al., 2002).

Este trabaho foi realizado para ve-
rificar se quatro populac@es de P.
xylostella oriundas de diferentes partes
do mundo apresentavam diferencas
quanto a susceptibilidade ao B.
thuringiensis e variabilidade genética,
observada em reactes de RAPD-PCR.

MATERIAL E METODOS

Os insetos utilizados foram
coletados na Ilha da Reuni&o, Brasil,
Benin e Filipinas, e mantidos em labo-
ratorio nas seguintes condicoes. Tem-
peratura: 28°C+2, fotoperiodo: 14/10 e
UR: 70%.

Os testes de suscetibilidade foram
realizados por meio de bioensaios, con-
duzidos com larvas de segundo est&gio
da primeira geracdo de P. xylostella
oriundas dasdiferentes|ocalidades. Fo-
lhas de couve foram mergulhadas em
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Tabela 1. Suscetibilidade aBacillusthuringiensis de quatro popul agdes de Plutella xylostella
oriundas de diferentes regides. Montpellier (Franga), 1994.
CL50 (ng/ml) 2 dias
12,41 (9,47-16,27) a

Origem da populagao CL50 (nmg/ml) 5 dias

2,06 (1,61-2,63) a

llha da Reuniao

Brasil 13,34 (10,07-17,66) a 2,33 (1,82-2,98) a
Benin 15,90 (12,14-21,06) a 3,24 (2,84-3,69) a
Filipinas 16,21 (12,30-21,36) a 2,52 (2,19-2,90) a

Os val ores obtidos em cada coluna, seguidos pelamesmaletrando diferem entre si ao nivel
de 5% pelo teste de Newman-Keuls.

Tabela 2. Matriz do coeficiente de similaridade genéti ca de quatro popul agdes de P. xylostella,
baseado na porcentagem de bandas co-migrantes em gel de eletroforese. Harpenden (UK),
Rothamsted, 1994.

llha da Reuniao 100

Brasil 88.9 100

Benin 86.1 75.0 100

Filipinas 83.3 77.8 91.7 100
Ilha da Reuniao Brasil Benin Filipinas

R B A P m

Figura 1. Perfil de RAPD-PCR das populagdes de Plutella xylostella oriundas da I1ha da
Reunido (R 1,2,3), Brasil (B 1,2,3), Benin (A 1,2,3) e Filipinas (P 1,2,3) usando o
oligonucleotideo OPK-02; marcador de peso molecular Lambda/Hindl I, pUC19/Tagl/

Sau3Al (m). Harpenden (UK), Rothamsted, 1994.

diluicdes decimais (10 a 10°®) prepara-
das com um formulado a base de B.
thuringiensisvar. kurstaki (Tabashnik et
al., 1990). Paracadadiluicdo foram fei-
tastrésrepeticdes, contendo, cadauma,
50 larvas. A mortalidade larval foi ava-
liada dois e cinco dias apds o inicio do
ensaio e a CL, (concentragdo necessa-
riaparamatar 50% da popul agdo expos-
ta) foi calculada por meio daandlise de
Probit (Finney, 1971).

A variabilidade genética de P.
xylostella foi obtida pela extracéo e
amplificacdo do DNA. Para a obtencéo
do DNA foram avaliados os protocolos
de extracdo descritos por Black et al.
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(1992), Langridge et al. (1991) eMdller
et al. (1992).

O protocolo descrito por Black et al.
(1992) foi selecionado e consistiu em
(a) macerar os insetos em tampédo TES
(100mM TRIS, pH 8,0, 10mM EDTA,
2%SDS), (b) deixar o macerado em re-
pouso por 5 minutos, (c) adicionar
proteinase K e deixar a 37°C por 15
minutos, (d) sdicionar 100 ml de &guae
deixar 15 minutos a 37°C, (€) deixar a
94°C por 5 minutos, (f) centrifugar por
5 minutos a 13.000 rpm, (g) coletar o
sobrenadante (h) estocar a—80°C.

Dez individuos adultos de cada po-
pulacdo foram utilizados para os testes

intra-especificos. Dez grupos de dez
adultos de cada populagéo foram utili-
zados para os testes inter-especificos.

Um volume de 1 ml da solugéo con-
tendo o DNA do inseto foi misturado
com 0s seguintes componentes: (1) 2,5
ml de tamp&o de reacdo (100 mM tris-
HCI pH 8,8; 50 mM KClI, 15 mM Mg
Cl2 e 1% de detergente ndo i6nico), (2)
1,5 ml do oligonucleotideo (50 ng/ml),
(3) 0,25 ml dNTPsa20 mM, (4) 0,2 ml
de DNA Tag Polimerase (5U/ml,
NorthumbriaBiologicals), (5) 19,55 ml
de &gua bidestilada estéril.

Quinze oligonucleotideos (Kkit
Operon) foram utilizados neste estudo
(OPA7, OPB16, OPE6, OPE16, OPF13,
OPK1, OPK2, OPK5, OPK7, OPKJ9,
OPK10, OPK11, OPK15, OPK17 e
OPK 18).

As amplificacdes foram realizadas
em termociclador (Hybaid) programa-
do da seguinte forma: (1) desnaturacdo
inicial de 5 minutos a 94°C, (2) 42 ci-
clos de desnaturacéo de 1 minuto a
92°C, hibridac&o de 1 minuto a35°C e
alongamento de 1 minuto a 72°C, (3)
alongamento final de 1 minuto a72°C.

Osprodutosforam anaisadosem gel
de agarose 0,8% em tampdo TBE
(45mM TRIS, 45mM de &cido bérico,
1mM EDTA pH 8,0) e as bandas
visualizadas em luz ultra-violeta.

Para a andlise das bandas, os perfis
eletroforéticosforam analisados através
do programa estatistico Genstat (Payne
et al., 1987) e amatriz de similaridade
genéticafoi calculada através do coefi-
ciente de similaridade de Jaccard
(Sneath e Sokal, 1973).

RESULTADOSE DISCUSSAO

B. thuringiensis var. kurstaki apre-
sentou 0 mesmo nivel detoxicidade con-
traasquatro populacbesde P. xylostella.
Os valores de CL, encontrados apds
doisecinco dias (Tabela 1) foram esta-
tisticamente similares, variando de
12,41 a 16,21 mg/ml no segundo dia e
de 2,06 a 3,24 mg/ml no quinto dig, in-
dicando que ndo ha diferencas de
suscetibilidade entre as popul agbes. Es-
ses resultados mostram gue as toxinas
produzidas pela bactéria continuam
agindo mesmo apds o segundo dia de
aplicacdo, pois a CL ., encontrada na
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avaliacdo realizadano quinto diafoi em
média 5,5 vezes inferior a CL,, obtida
no segundo dia.

Trés métodos de extragdo de DNA
foram avaliados, pois ndo havianenhum
método descrito especificamente para a
traga-das-cruciferas. Dentre esses, o mé-
todo deBlack et al. (1992), descrito para
extracdo de DNA deafideos, foi selecio-
nado para a realizacdo do trabalho, pois
foi 0 Unico que proporcionou uma boa
extracdo de DNA. Os outros métodos,
descritosparaaextracéo de DNA deplan-
tas (Langridge et al., 1991) e de fungos
filamentosos (Mdller et al., 1992), ndo
foram apropriados por ndo resultaremem
um DNA de boa qualidade.

Nenhuma variabilidade genética
intra-populacional foi detectadausando
os 15 oligonucleotideos mencionados
(100% de similaridade), sugerindo que
cada uma das popul agdes sio genetica-
mente homogénesas (Figura 1).

As amplificagbes RAPD-PCR com
0 DNA das diferentes popul agbes gera-
ram 37 produtos. De forma geral, as
popul agdes eram bastante homogéneas,
pois 0 menor coeficiente de similarida-
de era de 75% (Tabela 2). As popula
¢Oes provenientes do Benin e das Fili-
pinas eram as mais semel hantes (91%).
A populagéo do Brasil estavamais pré-
ximadapopulacdo originariadallhada
Reunido (88,9%) do que as provenien-
tes do Benin e das Filipinas, que apre-
sentaram coeficientesdesimilaridaderes-
pectivamente de 75 e 77,8% (Tabela 2).

Os dois parémetros utilizados neste
trabalho mostraram semelhangas entre as
diferentes popul agesde P. xylostdlla, tan-

to de suscetibilidade a0 B. thuringiensis
guanto na variabilidade genética por
RAPD-PCR. A dta homogeneidade en-
contrada nas popul agbes estudadas suge-
re uma recente irradiacdo desta espécie,
acompanhando osmovimentosdo homem
e da cultura das cruciferas. Estudos en-
volvendo maior nimero de populagles e
0 emprego de outras técnicas molecular
seria de grande importancia para corro-
borar estes dados.
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