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Resumo

Helicoverpa armigera é uma das principais pragas polifagas de distribuigdo
mundial das culturas de interesse econdmico. A identificagdo dessa espécie por meio
molecular auxilia no estabelecimento do perfil genético, na caracterizagdo e no mo-
nitoramento das popula¢des desse inseto da ordem Lepidoptera. O objetivo desse
trabalho foi estabelecer uma metodologia de extragdo de DNA para H. armigera, de-
terminar perfis eletroforéticos e analisar a variabilidade genética entre as populagdes
desse inseto-praga. Os cinco iniciadores de RAPD produziram fragmentos de DNA
que revelaram uma similaridade genética inferior a 80% entre as dez populagdes no
dendrograma que foi gerado. Os resultados obtidos com as anélises de varidncia mo-
lecular (AMOVA) revelaram que a elevada fonte de variagao genética foi o resultado
da variabilidade dentro de cada populagdo. As causas que levaram a essa elevada

variabilidade precisam ser mais bem estudadas nos paises onde a praga ocorre.

Palavras-chave: Marcador molecular. RAPD. Tomate. Algodao.

1 Introducao

As espécies de insetos da ordem Lepidoptera podem ser pragas especificas

de determinadas plantas hospedeiras, assim como, atacar plantas de géneros ou de
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familias botanicas variadas. As injdrias causadas por esses insetos sdo provocadas
pela fase de larva e pode-se citar a formagdo de minas no parénquima foliar, desfo-
lha, perfuracgdes de caule e raiz, destrui¢do das estruturas foliares, sementes e frutos
(HOLLOWAY; BRADLEY; CARTER, 1987; PAULA et al., 2004).

A determinagido das espécies de Lepidoptera baseia-se na analise dos ca-
racteres morfoldgicos. Entretanto, outras estratégias podem ser utilizadas na iden-
tificagdo, tais como, a analise molecular. Essas sdo ferramentas tteis que auxiliam
no estabelecimento do perfil genético dos insetos, caracterizagao e identificagio
de marcadores que sejam especificos para populacdes de lepidopteras de interesse

quarentendrio.

Dessa forma, a técnica de RAPD (WILLIAMS et al.,, 1990) tem sido muito
utilizada por apresentar caracteristicas que permitem a obten¢ao de um grande
nimero de informagdes para a analise de genomas pouco conhecidos em termos
de composi¢ao, uma vez que emprega a utilizagdo de um tnico iniciador de se-
quéncia arbitraria com potencial de reconhecer regides desconhecidas do DNA
alvo. Os marcadores RAPD se baseiam na amplificagio do DNA, gerando infor-
magoes com simplicidade e rapidez a baixos custos. Assim, grande quantidade de
polimorfismo, na forma de segmentos de DN é obtida em curto espago de tempo
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998). Uma caracteristica desse tipo de marcador
¢ 0 seu comportamento como genético dominante. Lembrando que a dominancia,
nesse caso, nao se refere a interagao genética entre alelos de um mesmo locus e sim
a interpretagio relativa entre fenétipo e genétipo (CIAMPI; MAGALHAES, 2001).

Os marcadores RAPD tem sido utilizados na analise molecular de espé-
cies de lepidépteras, tais como, Anticarsia gemmatalis (SOSA-GOMEZ, 2004),
Plutella xylostela (MARTINS et al., 2005) e S. frugiperda (NAGOSHI; MEA-
GHER, 2008).
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A identificagdo e a diagnose correta das espécies dessa ordem sdo essenciais
na elaboragao de estratégias para o controle de pragas. Helicoverpa armigera (Le-
pidoptera: Noctuidae) é uma praga polifaga de importantes culturas de interesse
agrondmico. Os individuos maturos alimentam-se em todos os estagios de desen-
volvimento da planta, danificando as estruturas frutiferas e nio frutiferas (JOHN-
SON; ZALUCKTI, 2005). As larvas dessa espécie atacam ramos, flores e capsulas da
semente de plantas desenvolvidas (SANNINO, 2005). Essa praga se alimenta das
partes da planta que sdo de maior valor para o consumo humano, provocando re-
dugdes na quantidade de alimentos disponiveis. Por exemplo, as perdas anuais na
producao de feijao-guandu provocadas por H. armigera sao estimadas em U$ 317
milhées no mundo todo (SHANOWER et al., 1999).

2 Objetivo

Estabelecer uma metodologia de extragdo de DNA para H. armigera, visan-
do determinar perfis eletroforéticos para essa praga exotica e analisar a variabilida-
de genética entre larvas desse inseto coletadas em culturas de algodao e tomate em

quatro localidades de Burkina Faso, Africa.

3 Material e métodos

3.1 Insetos

Larvas de H. armigera encontradas nas culturas de algoddo e tomate pro-
venientes das localidades de Soumousso, N'Dorola, Gaoua e Réo em Burkina Faso
foram coletadas pela técnica de pano de batida, armazenadas em etanol 95% a 4 °C

e submetidas a identificacdo molecular (Tabela 1).
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Tabela 1. Individuos de H. armigera coletados em culturas de algodao e tomate em quatro
localidades de Burkina Faso e utilizados nos experimentos de identificagdo molecular.

Data de Provincia de Localiza¢ao
Amostra Cultura . .
coleta Burkina Faso geografica
7 de setembro .
AlSol de 2001 Algodio Soumousso
11 de 0 11 A
AlSo2 novembro de Algodao Soumousso 1 1, 0,, North,
4° 30" West.
2001
ToSo3 7 de janeiro Tomate Soumousso
de 2002
6 de setembro . ,
AIND4 de 2001 Algodio N’Dorola
13 de AU
AIND5  novembro de Algodao N’Dorola 1 025, 0,, North,
5°0"0” West
2001
17 de janeiro ,
ToND6 de 2002 Tomate N’Dorola
12 de outubro
AlGa7 Algodao Gaoua
de 2001 8 10° 19’ 0” North,
25 de janeiro 3°1070” West
ToGa8 de 2002 Tomate Gaoua
12 de outubro
AlRe9 Algodao Réo
de 2001 8 12°19' 0" North,
24 de janeiro , 2°28'0" West
ToRel0 de 2002 Tomate Réo

3.3 Obtencao de acidos nucleicos

Para a obtencdo dos dcidos nucleicos totais, utilizou-se a metade posterior
de cinco larvas de terceiro instar de individuos de H. armigera que foram coletados
em cada uma das varias localidades de Burkina Faso. Essas amostras foram
submetidas a extragdo de DNA (QUEIROZ et al., 2004) adicionando-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 pg.mL") e incubando-se por 60 min a 65 °C. O homogenato
foi centrifugado por 10 min a 10.000xg e, o sobrenadante, transferido para um

novo tubo plastico de 1,5 mL. Adicionou-se 500 pL de fenol/cloroférmio/élcool
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isoamilico (25:24:1) e as fases foram homogeneizadas em vortex por 30 s. O
material foi centrifugado por 10 min a 10.000xg a 10°C. A fase aquosa foi entdo
transferida para um novo tubo plastico de 1,5 mL, repetindo-se o tratamento com

500 uL de fenol/cloroférmio/élcool isoamilico.

O DNA foi precipitado pela adi¢cdo de 30 uL de NaCl 5 M e 1 mL de etanol
absoluto incubando-se por 2 h a - 20 °C. Ap6s centrifugagdo a 10.000xg por 10
min a 10 °C, o DNA precipitado foi lavado duas vezes com 500 pL de etanol 70%,
seco, ressuspenso em tampao TE 0,1X (Tris-HCl 1 mM pH 8, EDTA 0,1 mM) e

armazenado a -20 °C.

Para as andlises moleculares, utilizou-se o DNA diluido em tampéao TE 0,1X

para se obter uma concentragio final de 20 ng.pL™.

3.4 Reagdes de RAPD

Para os estudos de identificagdo molecular, o0 DNA extraido de cada uma
das amostras foi utilizado em 30 pL de uma reagdo contendo tampéo Tris-HCI 6
mM (pH 8,8), KCI 50 mM, MgCl, 2 mM, dNTP’s 0,2 mM, 0,4 uM de um oligonu-
cleotidio de sequéncia aleatdria da Operon Technologies, Inc.(Tabela 2), 2,5 U.uL™*
de Tag DNA polimerase (Amersham Health Care) e 5 pL de DNA (20 ng.puL").

Tabela 2. Iniciadores decaméricos utilizados nas reacdes de RAPD para a identificagdo
molecular de H. armigera.

Iniciador Sequéncia (5 =2 3)
OPA-02 TGC CGA GCT G
OPA-03 AGT CAGCCAC
OPA-04 AAT CGG GCT G
OPA-10 GTG ATC GCA G

OPA-13 CAGCACCCAC
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3.5 Ciclos de amplificacao

As amplificagdes foram efetuadas em termociclador (PTC 100 M] Resear-
ch) programado para 45 ciclos, contendo uma etapa inicial de desnaturagao de 3
min a 94 °C. Cada ciclo foi constituido de uma etapa de desnatura¢do de 1 min a
93 °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.

3.6 Obtencao de perfis eletroforéticos

Os produtos de amplificagdo foram visualizados em gel de agarose 1,5%
submerso em tampao TBE 1X (Tris-borato 9 mM e EDTA 1 mM), fotografados e
arquivados no sistema Eagleeye. Em todos os géis, marcadores de massa molecu-
lar (Leader 100 bp - GIBCO) foram usados para a determinag¢do do tamanho dos

fragmentos amplificados.

3.7 Analise dos dados

As fotos das amplificagdes com os varios oligonucleotidios foram usadas
para a analise do polimorfismo entre os individuos de uma mesma populagio e
entre as populagdes em estudo. Os fragmentos de DNA presentes nos géis foram
considerados como marcadores RAPD. Foi gerada, entdo, uma matriz de simila-
ridade, levando-se em consideragio a relac¢do entre individuo, iniciador e massas
moleculares dos fragmentos obtidos com um dado iniciador. Utilizou-se como pa-
drédo 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 padrao. A seguir, a
planilha obtida foi submetida a um programa de analise estatistica multivariada
para a determinagdo das similaridades entre os individuos. O programa usado foi
o NTSYS-pc versdo 2.02 (RHOLE 1993) e teve como fungdo a analise estatistica
multivariada de diferentes andlises com matrizes de similaridade. A matriz de si-

milaridade e agrupamento para essa andlise foi feita por UPGMA (Unweighted
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PairGroup Method, Arithmetic Average), agrupando os individuos par a par e de-

terminando um dendrograma.

A seguir, os valores obtidos e tabelados em uma planilha foram submetidos
a analise de variadncia molecular (AMOVA) para a determinagdo estatistica das
possiveis origens das variabilidades encontradas nas popula¢des pela aplicagdo de
algoritmos especificos pelo programa Arlequin ver. 2000 (SCHNEIDER; ROESSLI;
EXCOFFIER, 2000).

3.8 Resultados

3.8.1 Extracdao de DNA e rea¢6es de RAPD

O sucesso na obtenc¢do de marcadores moleculares via RAPD ¢ dependente da
qualidade do DNA obtido a partir dos tecidos do inseto. A técnica de extragio de DNA
que foi adaptada para esse trabalho forneceu DNA com quantidade (em torno de 1
pg.uL™) e qualidade (260 nm/280 nm = 0,8) para analisar a variabilidade genética de

dez populacdes de H. armigera, utilizando-se apenas cinco iniciadores de RAPD.

Os varios iniciadores de RAPD produziram 61 fragmentos de amplificagdo
com uma média de 12,2 + 5,2 fragmentos por oligonucleotidio. Os iniciadores OPA-
03 e OPA-13 produziram 15 fragmentos de DNA, seguindo-se os iniciadores OPA-
02 e OPA-10 com 14 fragmentos. O iniciador OPA-04 gerou apenas 4 fragmentos.

Analisando-se os 61 fragmentos gerados pela técnica de RAPD, observou-
-se que apenas 2 fragmentos (3,28%) foram isomorficos e 59 (96,72%) foram po-

limorficos.

Em seguida, analisou-se a contribui¢do de cada iniciador de RAPD para
revelar a variabilidade genética de cada populagdo de H. armigera analisada neste

estudo (Figura 1).
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Figura 1 - Distribui¢do dos fragmentos gerados pelos cinco iniciadores de RAPD em dez
populagdes de H. armigera coletadas em culturas de algodao e tomate em trés localidades
de Burkina Faso. Os cddigos indicam: AlSol, Algoddo Soumousso 1; AlSo2, Algodao
Soumousso 2; ToSo3, Tomate Soumousso 3; AIND4, Algoddo N'Dorola 4; AINDS5, Algodao
N’Dorola 5; ToOND6, Tomate N'Dorola 6; AlGa7, Algodao Gaoua 7; ToGa8, Tomate Gaoua
8; AlRe9, Algodao Réo 9; ToRel0, Tomate Réo 10.

=OPA-02
=OPA-03
T OPA-04
HOPA-10
HOPA-13

Al5ol TaNDE

AlsoZ AlGa7

ToGas

AINDA AlReg9

AINDS ToRel10

O iniciador OPA-02 gerou o maior numero de fragmentos de RAPD para
as populacdes de H. armigera provenientes de culturas de algoddao de Soumous-
so (AlSol), 35,2%, algoddo de N'Dorola (ALND4), 25,9%, tomate de N’Dorola
(ToND6) 26,3%, algoddao de Gaoua (AlGa7), 29,0% e tomate de Réo (ToRel0),
24,7%. Em seguida, o oligonucleotidio OPA-03, com 26,4% para a populagio pro-
veniente da cultura de algoddo de Soumousso (AlSo02), tomate de Gaoua (ToGa8),
com 22,9% e algodao de Réo (AlRe9), com 26,1%.

Observou-se ainda que o oligonucleotidio OPA-04 gerou o maior nimero
de fragmentos de RAPD por populagio, ou seja, 42,4% para a amostra proveniente
da cultura de algodao de N’Dorola (AIND4).
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Por sua vez, o iniciador OPA-03 produziu o menor niimero de fragmentos
de RAPD por populagio, ou seja, apenas para a populagdo proveniente de tomate

de Soumousso (ToSo03) com 10,3%.

A partir dessas informagdes, foi possivel determinar que os iniciadores
OPA-02 e OPA-03 contribuiram com 80% dos fragmentos gerados pela técnica de

RAPD para as populagdes analisadas neste estudo.

3.8.2 Identificacao molecular de H. armigera por RAPD

A partir da adaptagdo da metodologia de extragdo de DNA para H. armigera,
foram obtidos diferentes perfis eletroforéticos entre os individuos analisados, utilizando-
-se 0s cinco iniciadores nas reagdes de RAPD. Empregando-se o iniciador OPA-02 nas
reagoes de amplificacio, observaram-se diferentes perfis moleculares entre os individuos

de uma mesma populagio, como também, entre populagdes distintas (Figuras 2 e 3).

Figura 2 - Perfis eletroforéticos de H. armigera obtidos com o iniciador OPA-02. Os
numeros indicam: 1 a 5, tomate em N’Dorola; 6 a 10, algoddo em Gaoua; 11 a 15, tomate em
Gaoua; 16 a 20, algodao em Réo; 21 a 23, tomate em Réo. A letra M indica o marcador de
massa molecular 100 pb ladder.

Figura 3 - Perfis eletroforéticos de H. armigera obtidos com o iniciador OPA-02. Os
nimeros indicam: 1 a 5, algoddo em Soumousso; 6 a 10, algoddao em Soumosso; 11 a 15,
tomate em Soumosso; 16 a 20, algoddo em N’Dorola, e 21, algoddo em N’Dorola. A letra M
indica o marcador de massa molecular 100 pb ladder.

M 1 2 3 4 5 & 7 8 9 10 1 12 13 14 15 Is 17 18 19 20 21 22 23
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Empregando-se o oligonucleotidio OPA-02 nao foi possivel identificar
qualquer padrio isomorfico entre os individuos dessa espécie. Contudo, a utiliza-
¢do desse iniciador revelou a variabilidade genética existente entre as populagdes

de H. armigera analisadas neste estudo.

Resultado diferente foi obtido com o oligonucleotidio OPA-10, no qual fo-
ram identificados dois fragmentos isomodrficos em todas as populacoes de H. armi-

gera analisadas. (Figuras 4 e 5).

Figura 4 - Perfis eletroforéticos de H. armigera obtidos com o oligonucleotidio OPA-10.
Populagdes coletadas de: 1 a 5, tomate em N’Dorola; 6 a 10, algodao em Gaoua; 11 a 15,
tomate em Gaoua; 16 a 20, algoddo em Réo; 21 a 23, tomate em Réo. A letra M indica o
marcador de massa molecular 100 pb ladder. As setas indicam os fragmentos de 500 pb
e de 850 pb.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 O 0 11 12 13 14 15 16 17 18 12 20 21 12 13

\ — e D - - — e -_— -

™ '..-...-.-.-.—--—-- -

Figura 5 - Perfis eletroforéticos de H. armigera obtidos com o oligonucleotidio OPA-10.
Populagdes coletadas de: 1 a 5, algoddo em Soumousso; 6 a 10, algoddo em Soumosso; 11 a
15, tomate em Soumosso; 16 a 20, algodao em N'Dorola, e 21, algoddo em N’'Dorola. A letra
M indica o marcador de massa molecular 100 pb ladder. As setas indicam os fragmentos de
500 pb e de 850 pb.

" AeaneiniBiD —-...:..

O uso do iniciador OPA-10 nas reagdes de amplificagio por RAPD pro-
duziu fragmentos de 500 pb e de 850 pb, que foram identificados nos individuos
de todas as popula¢oes de H. armigera recebidas para a determinacgdo dos perfis
eletroforéticos de RAPD. Os fragmentos de DNA gerados pelo iniciador OPA-10
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apresentam potencial para o desenvolvimento de marcadores especificos para a
identificacdo dessa espécie a partir de populagdes coletadas em diferentes plantas

hospedeiras e/ou regides geograficas.

Para os demais oligonucleotidios, observou-se uma varia¢do no padrio
de marcadores RAPD entre os individuos. Contudo, mesmo com a utilizagdo
de poucos iniciadores, foi possivel identificar polimorfismos entre os individuos
analisados. A partir dessa informacdo, o polimorfismo produzido por cada or-
ganismo foi entdo utilizado para a determinagdo da matriz de distdncia genética
(Figura 6).
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Figura 6 - Matriz de distancia genética entre os individuos de dez populagoes de H.
armigera. Os codigos indicam: AlSol, Algodao Soumousso; AlSo2, Algoddo Soumousso;
ToSo03, Tomate Soumousso; AIND4, Algodao N'Dorola; AIND5, Algodao N'Dorola; ToNDG6,
Tomate N'Dorola; AlGa7, Algodao Gaoua; ToGa8, Tomate Gaoua; AlRe9, Algodao Réo;
ToRel0, Tomate Réo. Em vermelho estdo indicados o maior e o menor indice de distancia
genética entre os individuos analisados nesse estudo.

A partir da organizacao dos dados bindrios produzidos pelos marcadores
RAPD, obteve-se a matriz de distincia genética entre os varios individuos analisa-
dos. A distancia genética variou de 2%, entre os individuos AIND5. 3 e AIND5.5,
pertencentes a uma mesma populagio coletada na cultura de algodao em N'Dorola;
a 56%, entre os individuos ToGa8.4 e AIND5.1, originarios de populagdes coleta-
das em tomate (Gaoua) e algoddo (N’Dorola). A partir dessas informagdes, obser-

vou-se uma elevada variabilidade genética entre as populagdes em analise.
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A seguir, os dados bindrios correspondentes aos vérios individuos foram
utilizados para a determinac¢do de um dendrograma para o estabelecimento das

relagdes filogenéticas entre as dez populagdes de H. armigera (Figura 7).

Figura 7 - Dendrograma construido a partir de dados de RAPD das dez populagdes de H.
armigera coletadas em culturas de algodao e tomate em trés localidades de Burkina Faso. Os
codigos indicam: AlSol, Algodao Soumousso; AlSo2, Algoddo Soumousso; ToSo3, Tomate
Soumousso; AIND4, Algoddo N’Dorola; AIND5, Algodao N'Dorola; ToND6, Tomate
N’Dorola; AlGa7, Algoddo Gaoua; ToGa8, Tomate Gaoua; AlRe9, Algodao Réo; ToRelO,
Tomate Réo. A linha pontilhada vertical indica o limite maximo de similaridade encontrado
entre as populagdes de H. armigera.

A andlise do dendrograma permitiu identificar trés agrupamentos principais.
Os individuos componentes do grupo 1 foram constituidos pelas duas popula¢des
coletadas em algoddo (Soumosso), uma em tomate (Soumosso) e uma em algodao
(N’Dorola). As populagdes constituintes do agrupamento 2 foram coletadas em
tomate (N’Dorola), algoddo (Gaoua), algoddo (N’Dorola), tomate (Réo), tomate
(Gaoua) e algodao (Réo). Esses dois agrupamentos apresentaram, entre si,

aproximadamente 20% de similaridade genética. O agrupamento 3 foi composto
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apenas por uma populagdo coletada em algodao em N’Dorola. Essa populacio
apresentou em torno de 15% de similaridade genética em relagdo aos grupos 1
e 2. Dos resultados analisados no dendrograma, observou-se que a similaridade
genética entre as populacdes de H. armigera foi inferior a 80%, indicando uma alta
variabilidade genética entre os individuos que foram analisados neste estudo. A
exce¢do ficou apenas para a populagdo coletada em tomate (Réo) que apresentou

indices de similaridade superiores a 80%.

Para a confirmagdo e validacdo estatistica dos resultados obtidos, realizou-se
a seguir uma analise de variancia molecular (AMOVA) para a determinagao das fon-

tes de variagdo genética que foram observadas nos agrupamentos no dendrograma.

A primeira andlise consistiu em determinar a fonte de varia¢ao, quando
todas as populagdes foram consideradas, independentemente da cultura e do local
de coleta. Os dados de AMOVA revelaram que 24,26% da variagdo observada eram
provenientes de variagdes entre os grupos e que 75,74% eram de variagdes obser-
vadas dentro da popula¢io. Analisando-se posteriormente os individuos em rela-
¢do as respectivas plantas hospedeiras, observou-se que, para a cultura de algodao,
23,53% da variagao obtida eram originarias de variagOes entre as popula¢des e que,
76,47% estavam associadas a variagdes dentro das popula¢des de H. armigera. Para
a cultura de tomate, foram obtidos valores muitos semelhantes, ou seja, 23,48% de

variacdo entre populacgdes e 76,52%, dentro da populagio.

A influéncia das localidades na distribui¢do das populagdes de H. armige-
ra foi também analisada. Os resultados indicaram 9,07% de varia¢do era entre os
grupos, 16,42% entre populacdes nos grupos e 74,51% dentro das populagoes. Das
andlises de similaridade genética e de AMOVA, observou-se uma elevada variabi-

lidade genética dentro dos grupos analisados.

3.9 Discussao

Em virtude de seu amplo espectro de uso, a técnica de RAPD tem sido

aplicada em diferentes niveis de estudo molecular de populagdes e espécies
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relacionadas de lepiddpteras. Por exemplo, Fakrudin et al. (2004) empregaram
25 iniciadores de RAPD para analisar a variabilidade genética de populacdes de
H. armigera ocorrendo em 12 4reas produtoras de algoddo no sul da India. Os
497 fragmentos de RAPD produziram perfis eletroforéticos caracteristicos para
cada uma das populagdes, revelando elevada variabilidade genética entre elas.
O dendrograma gerado revelou dois grupos principais com 22% de similaridade
genética. Os autores sugerem que a alta variabilidade genética encontrada entre as
populagdes de H. armigera poderia ser devido a barreiras topoldgicas e a temporais
que poderiam influenciar no isolamento e no fluxo génico entre as populagoes

desse Lepidoptera.

Ainda, com relagdo a distancia genética e ao fluxo génico em lepiddpteras,
Sosa-Gdémez (2004), utilizando a técnica de RAPD, analisou a variabilidade genética
de A. gemmatalis ocorrendo em cinco localidades do Brasil e uma da Argentina. Os
resultados de RAPD indicaram que existia uma grande diferenca genética entre os
individuos presentes nesses dois paises. Entretanto, foi possivel sugerir a possibilida-

de de eventos migratérios entre individuos presentes em localidades distantes.

Zhou et al. (2000) analisaram cinco popula¢des de H. armigera ocorren-
do em Israel e uma populagdo ocorrendo na Turquia. Os autores utilizaram trés
iniciadores de RAPD que produziram 84 loci polimérficos que foram utilizados
para estimar a relagao filogenética entre essas populagdes. Os resultados de RAPD
revelaram uma baixa distincia genética, indicando um elevado fluxo génico entre

tais populagoes.

Para os individuos de H. armigera analisados nesse trabalho, observou-se
uma elevada variabilidade genética dentro das populagdes, mas uma baixa varia-
¢do entre elas. Isso sugere a possibilidade de eventos migratérios com consequente
fluxo génico entre populagdes de dreas distantes, tais como, N'Dorola, Gaoua e
Réo, uma vez que os individuos coletados nessas trés localidades se agruparam no
mesmo clado do dendrograma. O mesmo resultado foi observado para as popula-

¢des de Soumosso e N'Dorola.
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Além disso, a partir dos marcadores moleculares gerados por RAPD, foi
possivel o desenvolvimento de oligonucleotidios especificos para varias espécies
de insetos. Essa estratégia foi aplicada por Agusti, De Vicente e Gabarra (1999) que
desenvolveram iniciadores especificos para a detecgao de H. armigera no intesti-
no de possiveis predadores dessa espécie, como Dicyphus tamaninii (Heteroptera:
Miridae). A partir de um fragmento de 1200 pb presente apenas em H. armigera e
ausente em D. tamaninii, foi possivel detectar a presenca do inseto no intestino do

seu respectivo predador.

Neste estudo, foram obtidos com o iniciador OPA-10 fragmentos de 500
pb e de 850 pb nos individuos de todas as populacdes de H. armigera. Esses frag-
mentos sdo alvos potenciais para o desenvolvimento de novos marcadores a serem
amplificados em reagdes de PCR. A vantagem dessa estratégia é a obtengdo de
novas técnicas moleculares de detec¢do de pragas por métodos mais robustos que

os marcadores RAPD.

4 Conclusao

A metodologia de extracdo foi adequada para a obten¢ao de DNA, como
também os iniciadores de RAPD forneceram perfis moleculares para a identifica-

¢do de H. armigera.

A técnica de RAPD mostrou-se ttil na determinagdo de fragmentos de
DNA comuns a todos os individuos nas dez populagdes analisadas, empregando-

-se apenas cinco iniciadores.

Observou-se elevada variabilidade genética dentro das popula¢des dessa le-

pidoptera em Burkina Faso. Entretanto, houve baixa variagdo entre as populacdes.

Os dados gerados por RAPD sugerem processos migratérios com conse-

quente fluxo génico entre as popula¢des de H. armigera.
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Genetic variability analysis of Helicoverpa armigera (Lepidoptera:
noctuidae) populations in crops of cotton and tomato

Abstract

Helicoverpa armigera is a major polyphagous pest of worldwide distribution
of crops of economic interest. The identification of this species by molecular ma-
rkers is important to establish the genetic profile for the characterization and mo-
nitoring of populations of this Lepidoptera. The aim of this study was to establish
a method for extraction of DNA from H. armigera and determine electrophoretic
profiles and analyze the genetic variability among populations of this insect pest.
The five RAPD primers produced DNA fragments that showed a genetic similarity
less than 80% among ten populations in the dendrogram that was generated. The
results obtained from analysis of molecular variance (AMOVA) revealed that the
highest source of genetic variation was the result of variability within each popu-
lation. The causes that led to this high variability should be better studied in coun-

tries where the pest occurs.

Keywords: Molecular marker. RAPD. Tomato. Cotton.
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