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A traça-das-crucíferas, Plutella
xylostella (L.) (Lepidoptera:

Yponomeutidae), é considerada como
uma das pragas mais importantes das
plantas da família Brassicaceae no Bra-
sil e no mundo (Talekar e Shelton,
1993). Os danos por ela causados acar-
retam a depreciação do produto, o atra-
so no crescimento da planta e mesmo a
sua morte. Este inseto é originário pro-
vavelmente da região Mediterrânea e
está presente nos cinco continentes. O
custo para o seu controle pode represen-
tar até 50% do custo total da sua produ-
ção (Lim, 1986).

Dentre as diferentes técnicas de su-
pressão populacional da traça-das-
crucíferas, o controle químico tradicio-
nal é sem sombra de dúvida o mais em-
pregado. Ainda que os danos por ela
causados justifiquem a adoção dessa
medida de controle, sua implementação
traz riscos de intoxicação de produto-
res, animais domésticos e selvagens,
pode deixar resíduos nos alimentos, que
são consumidos via de regra in natura
ou com pouco preparo. Também existe
a possibilidade de contaminação do
ambiente e danos aos inimigos naturais
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da praga. O uso contínuo e desordenado
destes agentes pode ainda resultar na
seleção de populações resistentes, exis-
tindo, na região do Distrito Federal, re-
sistência de P. xylostella a piretróides
(Castelo Branco e Guimarães, 1990).

Como alternativa ao controle quími-
co, métodos biológicos têm sido estu-
dados e desenvolvidos, cabendo men-
cionar o uso de inimigos naturais, como
parasitóides, predadores e microrganis-
mos entomopatogênicos (Monnerat e
Bordat, 1998). O microrganismo mais
amplamente utilizado em controle bio-
lógico é o Bacillus thuringiensis (Bt).
Esta bactéria produz uma ou várias pro-
teínas tóxicas para a traça-das-crucíferas
(Monnerat et al., 1999), tendo como
grande vantagem de utilização sua
especificidade aos insetos sensíveis, seu
efeito não poluente ao meio ambiente,
sua inocuidade aos mamíferos e
invertebrados e ausência de toxicidade
às plantas (Whiteley e Schnepf, 1986;
OMS., 1987).

Cabe salientar que existem relatos
de migração da traça-das-crucíferas em
várias partes do mundo, sugerindo a
existência de diferentes populações, que

podem ter suscetibilidades diferentes ao
Bt. Trabalhos recentes têm sido realiza-
dos para verificar a variabilidade gené-
tica entre populações em diversas espé-
cies de insetos por meio da análise
molecular do DNA (Frohlich et al.,
1999; Lima et al., 2002).

Este trabalho foi realizado para ve-
rificar se quatro populações de P.
xylostella oriundas de diferentes partes
do mundo apresentavam diferenças
quanto a susceptibilidade ao B.
thuringiensis e variabilidade genética,
observada em reações de RAPD-PCR.

MATERIAL E MÉTODOS

Os insetos utilizados foram
coletados na Ilha da Reunião, Brasil,
Benin e Filipinas, e mantidos em labo-
ratório nas seguintes condições: Tem-
peratura: 28°C±2, fotoperíodo: 14/10 e
UR: 70%.

Os testes de suscetibilidade foram
realizados por meio de bioensaios, con-
duzidos com larvas de segundo estágio
da primeira geração de P. xylostella
oriundas das diferentes localidades. Fo-
lhas de couve foram mergulhadas em
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diluições decimais (10-1 a 10-8) prepara-
das com um formulado à base de B.
thuringiensis var. kurstaki (Tabashnik et
al., 1990). Para cada diluição foram fei-
tas três repetições, contendo, cada uma,
50 larvas. A mortalidade larval foi ava-
liada dois e cinco dias após o início do
ensaio e a CL50 (concentração necessá-
ria para matar 50% da população expos-
ta) foi calculada por meio da análise de
Probit (Finney, 1971).

A variabilidade genética de P.
xylostella foi obtida pela extração e
amplificação do DNA. Para a obtenção
do DNA foram avaliados os protocolos
de extração descritos por Black et al.

(1992), Langridge et al. (1991) e Möller
et al. (1992).

O protocolo descrito por Black et al.
(1992) foi selecionado e consistiu em
(a) macerar os insetos em tampão TES
(100 mM TRIS, pH 8,0, 10 mM 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 água e
deixar 15 minutos a 37°C, (e) 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 indivíduos adultos de cada po-
pulação foram utilizados para os testes

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

Um volume de 1 ml da solução con-
tendo o DNA do inseto foi misturado
com os seguintes componentes: (1) 2,5
ml de tampão de reação (100 mM tris-
HCl pH 8,8; 50 mM KCl, 15 mM Mg
Cl2 e 1% de detergente não iônico), (2)
1,5 ml do oligonucleotídeo (50 ng/ml),
(3) 0,25 ml dNTPs a 20 mM, (4) 0,2 ml
de DNA Taq Polimerase (5U/ml,
Northumbria Biologicals), (5) 19,55 ml
de água bidestilada estéril.

Quinze oligonucleotídeos (kit
Operon) foram utilizados neste estudo
(OPA7, OPB16, OPE6, OPE16, OPF13,
OPK1, OPK2, OPK5, OPK7, OPK9,
OPK10, OPK11, OPK15, OPK17 e
OPK18).

As amplificações foram realizadas
em termociclador (Hybaid) programa-
do da seguinte forma: (1) desnaturação
inicial de 5 minutos a 94°C, (2) 42 ci-
clos de desnaturação de 1 minuto a
92°C, hibridação de 1 minuto a 35°C e
alongamento de 1 minuto a 72°C, (3)
alongamento final de 1 minuto a 72°C.

Os produtos foram analisados em gel
de agarose 0,8% em tampão TBE
(45mM TRIS, 45mM de ácido bórico,
1mM EDTA pH 8,0) e as bandas
visualizadas em luz ultra-violeta.

Para a análise das bandas, os perfis
eletroforéticos foram analisados através
do programa estatístico Genstat (Payne
et al., 1987) e a matriz de similaridade
genética foi calculada através do coefi-
ciente de similaridade de Jaccard
(Sneath e Sokal, 1973).

RESULTADOS E DISCUSSÃO

B. thuringiensis var. kurstaki apre-
sentou o mesmo nível de toxicidade con-
tra as quatro populações de P. xylostella.
Os valores de CL50 encontrados após
dois e cinco 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 dia, in-
dicando que não há diferenças de
suscetibilidade entre as populações. Es-
ses resultados mostram que as toxinas
produzidas pela bactéria continuam
agindo mesmo após o segundo dia de
aplicação, pois a CL50 encontrada na

Os valores obtidos em cada coluna, seguidos pela mesma letra não diferem entre si ao nível
de 5% pelo teste de Newman-Keuls.

Tabela 1. Suscetibilidade à Bacillus thuringiensis de quatro populações de Plutella xylostella
oriundas de diferentes regiões. Montpellier (França), 1994.
Origem da população CL50 (mg/ml) 2 dias CL50 (mg/ml) 5 dias

Ilha da Reunião 12,41 (9,47-16,27) a 2,06 (1,61-2,63) a

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

R. G. Monnerat et al.

Tabela 2. Matriz do coeficiente de similaridade genética de quatro populações de P. xylostella,
baseado na porcentagem de bandas co-migrantes em gel de eletroforese. Harpenden (UK),
Rothamsted, 1994.
Ilha da Reunião 100

Brasil 88.9 100

Benin 86.1 75.0 100

Filipinas 83.3 77.8 91.7 100

Ilha da Reunião Brasil Benin Filipinas

Figura 1. Perfil de RAPD-PCR das populações de Plutella xylostella oriundas da Ilha da
Reunião (R 1,2,3), Brasil (B 1,2,3), Benin (A 1,2,3) e Filipinas (P 1,2,3) usando o
oligonucleotídeo OPK-02; marcador de peso molecular Lambda/HindIII, pUC19/TaqI/
Sau3AI (m). Harpenden (UK), Rothamsted, 1994.
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avaliação realizada no quinto dia foi em
média 5,5 vezes inferior a CL50 obtida
no segundo dia.

Três métodos de extração de DNA
foram avaliados, pois não havia nenhum
método descrito especificamente para a
traça-das-crucíferas. Dentre esses, o mé-
todo de Black et al. (1992), descrito para
extração de DNA de afídeos, foi selecio-
nado para a realização do trabalho, pois
foi o único que proporcionou uma boa
extração de DNA. Os outros métodos,
descritos para a extração de DNA de plan-
tas (Langridge et al., 1991) e de fungos
filamentosos (Möller et al., 1992), não
foram apropriados por não resultarem em
um DNA de boa qualidade.

Nenhuma variabilidade genética
intra-populacional foi detectada usando
os 15 oligonucleotídeos mencionados
(100% de similaridade), sugerindo que
cada uma das populações são genetica-
mente homogêneas (Figura 1).

As amplificações RAPD-PCR com
o DNA das diferentes populações gera-
ram 37 produtos. De forma geral, as
populações eram bastante homogêneas,
pois o menor coeficiente de similarida-
de era de 75% (Tabela 2). As popula-
ções provenientes do Benin e das Fili-
pinas eram as mais semelhantes (91%).
A população do Brasil estava mais pró-
xima da população originária da Ilha da
Reunião (88,9%) do que as provenien-
tes do Benin e das Filipinas, que apre-
sentaram coeficientes de similaridade res-
pectivamente de 75 e 77,8% (Tabela 2).

Os dois parâmetros utilizados neste
trabalho mostraram semelhanças entre as
diferentes populações de P. xylostella, tan-

to de suscetibilidade ao B. thuringiensis
quanto na variabilidade genética por
RAPD-PCR. A alta homogeneidade en-
contrada nas populações estudadas suge-
re uma recente irradiação desta espécie,
acompanhando os movimentos do homem
e da cultura das crucíferas. Estudos en-
volvendo maior número de populações e
o emprego de outras técnicas molecular
seria de grande importância para corro-
borar estes dados.
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