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RESUMO

A mosca-branca (Bemisia tabaci) tem assumido um papel de destaque na
agricultura mundial por ser uma praga de importancia econdmica em funcdo das
infestacOes causadas pelo bidtipo B de B. tabaci e que ja se encontra distribuido em todos
os continentes. O conhecimento da diferenciacdo genética de B. tabaci permitira o
desenvolvimento de estratégias para o controle da mosca-branca no Brasil. O presente
estudo teve como objetivo caracterizar e analisar a variabilidade genética da mosca-branca
B. tabaci, por meio de marcadores moleculares baseados em DNA. Os dados de
caracterizacdo molecular por RAPD, revelaram a extrema complexidade da espécie
sugerindo uma possivel separagdo das populagdes em funcdo da planta hospedeira.
Posteriormente, os dados de variancia molecular revelaram que, a maior fonte de
variabilidade era originaria de diferencas entre as populagdes, do que em relacdo a
variacdes dentro das populacbes do biotipo B desse inseto. Observou-se, ainda, que o
bi6tipo BR, nativo do Brasil, apresentou baixa similaridade genética em relacdo ao bidtipo
B, que foi introduzido no pais. Sendo assim, fragmentos de RAPD de ocorréncia
persistente nas populacdes estudadas dos bidtipos B e BR, foram clonados e sequenciados,
seguindo-se o desenvolvimento de dois conjuntos de primers, para a detec¢do do bidtipo B
e um para a deteccdo do bidtipo BR. Esses marcadores denominados SCAR (Sequéncias
Caracterizadas de Regibes Amplificadas) mostraram-se sensiveis para a deteccdo dos
bidtipos em questdo, sendo capazes de discrimina-los em testes utilizando amostras de
DNA provenientes de diferentes insetos. Os resultados obtidos permitem propor um
modelo para a dispersdo do bi6tipo B em campo. Possivelmente, as fémeas de B. tabaci
biotipo B adotam um sistema multifatorial (deteccdo de predadores, interferéncia por
machos de outros biotipos, disponibilidade de recursos e competicdo entre populacdes de
um mesmo biotipo) para a selecdo das culturas hospedeiras. Independente do fenémeno
ocorrido em relacdo a cultura hospedeira selecionada pelo bi6tipo B de B. tabaci, os
marcadores SCAR foram capazes de detectar os dois bi6tipos de ocorréncia no Brasil. O
desenvolvimento de marcadores especificos para cada bidtipo de B. tabaci é uma etapa
decisiva para o estabelecimento de estratégias baseadas em DNA para a deteccdo e a
prevencdo da entrada de novos bidtipos no Brasil, minimizando os riscos provocados pela

entrada de insetos exoticos no agro-ecossistema brasileiro.
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ABSTRACT

The whitefly Bemisia tabaci has assumed an increasing importance because it is
one of the most harmful pests of plant production. An increasing number of plant diseases
were related to the B biotype of B. tabaci. This biotype is the most widespread pest of
economically important plant crops. The understanding of the genetic differentiation of B.
tabaci allows the development of methods to control this pest in many countries, including
Brazil. The objective of this study was the characterization and analysis of the genetic
variability of the B. tabaci using DNA based molecular markers. The molecular
characterization by RAPD revealed the extreme complexity of this species suggesting
possible population segregation by host culture. The molecular variance analysis
(AMOVA) revealed that the highest genetic variability were more due to variations among
the populations analyzed than genetic variation in the populations of the B biotype of B.
tabaci. The native B. tabaci biotype (called BR) showed low genetic similarity to the
introduced B. tabaci B biotype. Random amplified polymorphic DNA (RAPD) fragments
occurring persistently in all B and BR populations studied were cloned, sequenced, and
used to design two sets of SCAR (Sequence Characterized Amplified Region) primers to
detect the B biotype and one to detect the BR biotype. These SCAR markers were very
sensitive to discriminate the two biotypes analyzed in this study. The specific biotype
detection occurred in several conditions, including tests using DNA extracted from
different insect sources. These molecular results could be used in a proposition of a model
trying to explain the dispersion of B. tabaci in the field. Possibly, the B. tabaci B biotype
females could adopt a multifactorial system to select its host crops. This system could be
formed by factors like detection of predators of its offspring, interference by males from
different biotypes, availability of plant resources, and competition among populations of
the same biotype. Independently of which factors were interfering or influencing on B.
tabaci to take a decision about host plant, the SCAR markers developed in this study were
able to detect the most common B. tabaci biotypes occurring in Brazil. The development of
specific molecular markers to each B. tabaci biotypes is a very important step to the
establishment of DNA based strategies to detect and prevent the incoming of new biotypes
of whiteflies in Brazil, reducing the risks produced by the introduction of exotic insects in
the Brazilian agricultural system.
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INTRODUCAO GERAL

Caracteristicas biologicas, variabilidade genética
e impacto econdémico causado pela

mosca branca Bemisia tabaci (Hemiptera: Aleyrodidae)

O estudo em geral, a busca da verdade e da
beleza sdo dominios em que nos é consentido ficar
criancas toda a vida.

Albert Einstein (1879-1955).

RESUMO

A mosca branca (Bemisia tabaci) foi descrita pela primeira vez, em 1889, por
Gennadius. A partir de entdo, passaram a constar da lista de insetos de grande importancia
agro-econémica, sendo que estas estdo entre as pragas mais prejudiciais da agricultura
contemporanea. Os danos sdo causados pelos adultos e ninfas tanto diretamente, atuando
como pragas, provocando debilidades e desordens fitotdxicas as plantas quanto
indiretamente, atuando como vetores de fitoviroses, destacando-se 0 grupo dos
geminivirus. A importancia agricola de B. tabaci vem do fato de que esta espécie €
atualmente uma das pragas de maior expressdo econémica para a agricultura mundial e
muitas das epidemias relatadas tém sido identificadas como causadas pelo biétipo B, que ja
se encontra em todos 0s continentes. Sua capacidade para colonizar 600 espécies
pertencentes a 74 familias botanicas diferentes e de ser o vetor de mais de 60 diferentes
fitovirus é motivo de preocupacdo para todas as regides agricolas do mundo. Além da
importancia dos estudos das caracteristicas bioldgicas e genéticas soma-se, ainda, 0
impacto econémico ocasionado pelos bidtipos de B. tabaci. Cada bidtipo apresenta
variagdes no grau de danos que provocam nas culturas hospedeiras. Atualmente, o biotipo
B de B. tabaci tem sido relacionado com os maiores prejuizos agricolas. Estima-se que nas
ultimas trés décadas as perdas e 0s custos de controle provocados pelo inseto foram da
ordem de bilhdes de ddlares. Caracteristicas comuns encontradas em praticamente todas as
regides nas quais houve um ataque intensivo de populacBes desta espécie foram préaticas



agricolas intensivas com sobreposicdo de estacBes de cultivo, clima arido e quente,
associado a uma espécie com grande potencial biotico de adaptacao a inumeros ambientes,
plantas hospedeiras adequadas e uso de agrotdxicos. Recentemente, a tecnologia molecular
forneceu instrumentos valiosos para a investigacdo de marcadores moleculares presentes
nas populagdes naturais, dando o esclarecimento necessario sobre o comportamento e a
dindmica das populacGes, no seu contexto ecoldgico. Assim, o conhecimento da
diferenciacdo genética da B. tabaci no Brasil, envolvendo populac@es de diferentes plantas
hospedeiras, de diferentes regiGes geogréficas e possivelmente ocorréncia de variages
genéticas dentro de populacdes, terdo implicagcBes importantes para as estratégias de

controle da mosca branca no Brasil.

INTRODUCAO

A mosca branca da batata doce (Bemisia tabaci) também conhecida como a mosca
branca do algodao, da mandioca e do fumo foi descrita pela primeira vez por Gennadius,
na Grécia em 1889, como Aleyrodes tabaci. A introdugdo e o estabelecimento dessa praga
nos continentes americano, asiatico, africano e ilhas do Oceano Pacifico nos 50 anos
subsequentes ao seu primeiro relato, levaram a uma confusdo taxonémica, resultando em
23 sinonimias para a espécie. Desde a sua primeira descri¢cdo, a mosca branca recebeu
inimeras designacGes sendo que, Takashi (1936) e Russell (1957) reagruparam essas
sinonimias dentro da espécie B. tabaci de acordo com as descricdes morfoldgicas citadas
para essa espécie (Perring, 2001). Posteriormente, Mound e Halsey (1978) sumarizaram
essas informagdes a partir das sinonimias, ano de deteccdo, regido geogréfica e plantas
hospedeiras associadas.

A grande variacdo morfologica associada a adaptacdo da arquitetura da planta e
condi¢des climaticas contribuiu para o grau de variacdo externa das ninfas da mosca
branca sendo que atualmente, a identificacdo das espécies de mosca branca se faz por meio
das ninfas de quarto instar.

A partir de entdo, desde o seu primeiro relato por Gennadius, as moscas brancas do
género Bemisia passaram a constar da lista de insetos de grande importancia agro-
econdmica, sendo que estas estdo entre as pragas mais prejudiciais da agricultura
contemporanea. As moscas brancas do género Bemisia sdo consideradas insetos tropicais e

semitropicais e, além da reproducdo capaz de gerar machos e fémeas, apresentam



partenogénese arrenotoca, gerando apenas machos do tipo XO (Byrne & Bellows, 1991).
Tanto o adulto quanto a ninfa possuem aparelho bucal do tipo picador-sugador. As
mandibulas e maxilas formam um tubo duplo (probdscide) que é usado para succionar a
seiva dos canais do floema da planta atacada (Villas Boas et al., 1997).

Os danos sdo causados pelos adultos e ninfas tanto diretamente, atuando como
pragas, provocando debilidades e desordens fitotoxicas as plantas quanto indiretamente,
atuando como vetores de fitoviroses, destacando-se o grupo dos geminivirus (Oliveira et
al., 1997). Com relagdo a transmissdo de virus por mosca branca, no inicio dos anos 50
foram registradas varias correlacBes entre a presenca de B. tabaci e sintomas de doencas
caracterizadas por malformacdo foliar, enrolamento de folhas, nanismo e mosaico amarelo
em diferentes plantas cultivadas e selvagens nas Américas e na regido do Caribe (Brown e
Bird, 1992). Muitas destas doengas foram posteriormente identificadas como sendo
causadas por geminivirus (Brown e Bird, 1992).

No inicio dos anos 90, virus transmitidos por moscas brancas ja eram considerados
um problema na producdo de legumes. Desde entdo, altas incidéncias de geminivirus em
areas produtoras de tomate na Florida, Caribe, México, América Central, Venezuela e
Brasil tém sido registradas (Polston e Anderson, 1997).

Atualmente, a América Latina é a regido mais afetada pelo complexo populacional
Bemisia tabaci-geminivirus, tanto pelo nimero de culturas afetadas quanto pelas perdas na
producdo e area agricola devastada. A infeccdo por geminivirus dentro do agrossistema
ocorre de forma dindmica. As interacdes sdo complexas e envolvem varios fatores tais
como 0s geminivirus, os sistemas de producao, o ambiente e os bidtipos do vetor. Por esta
razdo, a identificacdo dos virus deve ser um processo permanente, visto que as novas
pragas vdo requerer continua mudanca nas estratégias de controle (Zuniga e Ramirez,
2002). A familia geminiviridae possui diversas espécies-tipo de virus infectando
importantes espécies de monocotileddneas e dicotileddneas causando perdas significativas
para a agricultura. As espécies sdo transmitidas pela mosca branca B. tabaci de forma
persistente, circulativa e infectam plantas dicotiledoneas. Epidemias de populagdes de
B. tabaci sdo freqlientemente acompanhadas por alta incidéncia do género Begomovirus.
Durante as duas ultimas décadas, a disseminacdo global do biétipo B de B. tabaci vem
sendo acompanhada pela ocorréncia de geminivirus transmitidos por essa mosca branca.

Medidas de controle para conter a disseminacao de geminivirus em regides afetadas
sdo baseadas principalmente na limitacdo das populagbes do vetor, usando barreiras

quimicas ou fisicas. Entretanto, sob condicdes de ataque severo de mosca branca, nenhuma



destas medidas tém sido eficientes para prevenir a disseminacdo dessas viroses. A forma
mais eficiente para reduzir as perdas causadas por geminivirus é o uso de variedades
resistentes ou tolerantes obtidas por meio de melhoramento genético classico ou de
engenharia genética. Os Begomovirus tém sido intensivamente pesquisados devido aos
danos causados as culturas afetadas levando a severo impacto econdmico
(Lapidot e Friedmann, 2002).

Dados de revisdo de literatura indicam que foram encontrados 183 virus (ou
isolados) pertencentes ao género Begomovirus que podem ser transmitidos por B. tabaci.
Verificou-se também que além da familia Geminiviridae, outras duas familias possuem
géneros de virus que podem ser transmitidos por B. tabaci: a Potyviridae (3 Ipomovirus,
2 Potyvirus e 1 poty-like) e a Closteroviridae (3 Crinivirus e 4 Closterovirus). Foram
encontrados ainda 2 Carlavirus (género 6rfao) e 1 virus o qual nao foi possivel determinar
a qual familia e género pertence (Vidal et al., 2000).

A importancia agricola de B. tabaci vem do fato de que esta espécie é atualmente
uma das pragas de maior expressao econdmica para a agricultura mundial e muitas das
epidemias relatadas tém sido identificadas como causadas pelo polifago bi6tipo B, que ja
se encontra registrado em todos os continentes. Sua capacidade para colonizar diferentes
especies de plantas e de ser o vetor de mais de 60 diferentes fitovirus é motivo de
preocupacao para todas as regides agricolas do mundo (Secker et al., 1998).

Com relagdo ao comportamento do bidtipo B de B. tabaci atuar como praga,
destaca-se o fato de que essa € uma espécie polifaga que se alimenta de, aproximadamente,
600 espécies de plantas pertencentes a 74 familias boténicas diferentes, tanto
monocotileddneas quanto dicotiledéneas (Secker et al., 1998). Em virtude desta
caracteristica, B. tabaci vem causando perdas consideraveis em varias culturas de grande
importancia sécio-econdmica como tomate, abdbora, meldo, melancia, pimentdo e jilo, e
em plantas ornamentais como poinsétia e crisantemo.

Até o inicio da década de 1960, os problemas causados por B. tabaci no Brasil eram
de natureza variada, mais como vetor do que como praga direta. A transmissao de virus,
tais como, virus da clorose variegada das malvaceas, virus do mosaico do abutilon, virus
do mosaico ando, virus do mosaico dourado e virus do mosaico das euforbiaceas,
ocasionava inimeros prejuizos. As culturas que mais sofriam perdas devido aos ataques
desses virus eram o algodéo, tomate e feijdo (Costa et al., 1973). E provavel que mudancas

nas praticas agricolas estimuladas pela “revolucdo verde” tenham favorecido o surgimento,



no final da década de 1960 e inicio da década de 1970, de surtos populacionais nos estados
de S&o Paulo e Parand em algodoais, tomateiros e feijoeiros (Costa, 1975).

No inicio da década de 1990, altas populagdes de B. tabaci foram relatadas por Melo
(1992) na regido de Campinas (SP), ocorrendo sobre tomate (Lycopersicon esculentum),
detectando-se inclusive o amadurecimento irregular dos frutos. As caracteristicas descritas
levaram a suspeita de que o bidtipo B de B. tabaci, até entdo ocorrendo em outros paises
das Ameéricas, havia finalmente entrado no pais. A introducdo inadvertida da praga,
provavelmente ocorreu por meio do transito internacional de passageiros ou pelo comércio
internacional de plantas ornamentais ou de partes de plantas (Lima et al., 1992).

Em maio de 1992, em propriedade de 12 ha cultivados em casas de vegetacdo no
municipio de Holambra (SP), Lima et al. (1992) avaliaram moscas brancas que causavam
altas infestacdes sobre Chrysantemum spp. (cultivares “Polaris Branco”, “Rupin”, “Towt
Talk”, “Super White” e “Dark Flamingo”). Estas infestaces atingiam todos as fases de
crescimento da planta hospedeira, fato até entdo ndo registrado no Brasil. Foi também
constatada a presenca de um viroide presente nas folhas das plantas, conforme relatado por
Marinho e Fonseca (1992). Na oportunidade, adultos de B. tabaci foram coletados para
determinacdo dos padrdes eletroforéticos de isoenzimas o e [ esterases, na tentativa de
encontrar marcadores moleculares que pudessem auxiliar na identificacdo do bidtipo B
agora presente no pais (Lima et al., 1992 e Oliveira e Lima 1997).

Em estudos realizados em 1998, adultos de B. tabaci foram coletados em Limoeiro
do Norte (CE) e nas colénias de criacdo da mosca branca da Embrapa Recursos Genéticos
e Biotecnologia, em Brasilia (DF), onde observou-se que os padrfes eletroforéticos eram
idénticos aos da populacdo coletada em crisantemo, proveniente da regido de Campinas
(SP), indicando que no periodo de seis anos o bidtipo B havia dispersado para outras
regibes do pais (Oliveira et al., 1998 e Lima et al., 2001).

Lourengdo e Nagai (1994), por volta de 1992, também observaram este bi6tipo no
estado de Sdo Paulo em culturas de tomate (L. esculentum), plantas invasoras (Sida
rhombifolia, Ipomoea acuminata, Sonchus oleraceus e Solanum viarum) e plantas
ornamentais (Cucumis spp., Brassica spp., S. melongena e G. hirsutum).

Uma hipotese sugerida para a dispersdo do bi6tipo B de B tabaci para varias regides
do Brasil pode ter sido, gradualmente, pela distribuicdo de plantas ornamentais pelo
transporte rodoviario de flores. Em 1996, durante um levantamento realizado pelo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) e Secretaria de Agricultura

do Estado de Sdo Paulo, constatou-se a presenca deste bidtipo em cinco estados da



Federacdo: Sdo Paulo, Bahia, Pernambuco, Ceara, Parand e no Distrito Federal. Porém,
desde entdo, o complexo populacional B. tabaci tem sido encontrado em 23 dos 26 estados
da federacgéo e no Distrito Federal (Lima et al., 2001).

A grande adaptabilidade dos individuos de B. tabaci tanto a diferentes temperaturas
quanto a resisténcia aos pesticidas pode ter sido um dos fatores que tém favorecido a
disseminacdo dos mesmos em todo o pais, principalmente na regido nordeste e do semi-
arido, permitindo a ocorréncia deste inseto em alta densidade em varias regides do Brasil
(Oliveira et al., 1998). Esse fendmeno ocorre, por exemplo, na regido nordeste, que se
caracteriza por apresentar clima tropical seco com estacdo Umida curta, alta luminosidade e
calor constante. Essas sdo condicdes ideais para o plantio de diferentes tipos de culturas,
permitindo que na regido do semi-arido seja encontrada a maior area plantada de
fruticultura do pais. Em todas as areas de cultivo dessa regido, um surto populacional
expressivo desse inseto foi detectado em culturas de tomate, meldo, melancia, uva,
algodéo, entre outras. As perdas chegaram a 100 % na maioria das pequenas propriedades
dos estados do Ceard e do Rio Grande do Norte. As perdas nas culturas de meldo e
melancia variaram entre 30 % e 100 %. Em Pernambuco, a situagdo tornou-se grave nas
culturas de tomate, onde a praga induziu sérias desordens fitotdxicas nas plantas atacadas,
como também, disseminou o0 geminivirus na regido do vale do Sdo Francisco, Bahia e
Paraiba. Na regido de Mossoré (RN), o uso excessivo de produtos quimicos selecionou
formas resistentes do inseto, provocando o aumento e a dispersdo da mosca branca nas
propriedades agricolas locais. Em algumas dessas propriedades foi observada grande
densidade populacional (em média 15 adultos/folha) da mosca branca.

Uma estratégia a esta situacdo seria a formacdo de uma linha de defesa
fitossanitéaria ao redor do semi-arido, criando um sistema de protecdo para evitar a entrada
de novas pragas bem adaptadas aquele tipo de clima ou de prevenir a introducdo de outras
pragas ou mesmo de biotipos da mosca-branca, mais agressivas, com uma maior
diversidade de hospedeiros e/ou de dificil controle (Byrne et al., 1990).

Além dos danos causados em culturas de expressdo econémica, soma-se 0 potencial
da mosca branca provocar um grande impacto na cultura de mandioca (Manhiot esculenta
Crantz) estabelecida no Brasil. Esta cultura tem um importante papel s6cio-econémico nas
regibes em desenvolvimento, pois 500 milhdes de pessoas nos continentes africano,
asiatico e americano dependem direta ou indiretamente do cultivo desta planta (Carvalho et
al., 2000). A producdo mundial esta estimada em 154 milhdes de toneladas (Cereda et al.,

1996) sendo que, a América Latina ocupa o 3° lugar com uma producao de 32 milhdes de



toneladas (Best & Henry, 1994) e o Brasil, 0 1° lugar com uma producéo de 25 milhdes de
toneladas (Cereda et al., 1996). Nas Gltimas décadas, a mosca-branca (B. tabaci) tem
causado grande impacto sdcio-econémico atuando como vetor de fitoviroses, tendo
potencial para transmitir varios tipos de virus. O aparecimento e o estabelecimento de
populacbes de mosca branca em areas produtoras de mandioca tém ocorrido em virtude do
transito de manivas de mandioca entre areas produtoras. 1sso tem causado danos na cultura
de mandioca pela transmissdo do virus do mosaico africano da mandioca (ACMV). Este
virus tem causado no continente africano uma reducdo de 50 % na produgdo de mandioca
(Fauquet e Fargette, 1990) com prejuizos superiores a 2 bilhGes de ddlares (Basu, 1995).
Até o momento, este virus ndo foi detectado nas culturas de mandioca brasileiras. Sendo
assim, torna-se imperioso o controle e a prevencdo da entrada da mosca branca, uma vez
gue, caso este virus seja introduzido no Brasil, 0s prejuizos poderao ser elevados.

A identificacdo e a dispersdo de B. tabaci presente em areas agricolas foram
relatadas por pesquisadores em outras partes do mundo. Esse mesmo fato correu em paises
da Bacia do Mediterraneo, no final da década de 1970, quando horticolas e plantas
ornamentais foram atacadas pelo inseto de forma agressiva (Traboulsi, 1994). Outros
surtos populacionais de B. tabaci surgiram no final da década de 1980, causando grande
impacto econdmico, por exemplo, na regido da Fldrida, nos Estados Unidos da América,
sobre a cultura do tomateiro quando desordens fisioldgicas como o amadurecimento
irregular dos frutos foi relatado. Um outro sintoma observado foi o do prateamento das
folhas da aboboreira. Além desses fatores, essas populacdes apresentavam altos niveis de
resisténcia aos inseticidas e transmitiam viroses desconhecidas (De Barro et al., 2004).

Investigacdes mais elaboradas foram realizadas utilizando-se padrdes de esterase e
dois bidtipos foram entdo descritos, o bidtipo A, coletado sobre popula¢fes no campo e o
bidtipo B, sobre populacdes da mosca branca em casa de vegetacdo (Brown, 1995).
Entretanto, mudancas no comportamento das duas popula¢des indicaram uma maior
agressividade do biotipo B sobre o A. O bidtipo B, em um periodo de trés anos, além de
dominar as areas de cultivo, também deslocou o bidtipo A para outras regides dos EUA
(Brown et al., 1992). As primeiras analises das populagdes de B. tabaci baseadas em
padrdes de esterases identificaram mais de 20 bidtipos diferentes associados a varias
plantas hospedeiras, danos agricolas e localizacdes geograficas (Bedford et al., 1994;
Brown et al., 1995; Brown et al., 2000; Perring, 2001 e De Barro et al., 2004).

Os termos racga ou bidtipo apresentam o mesmo nivel de distin¢do e sdo utilizados

para designar populacbes com auséncia de caracteres morfolégicos adequados para



identificacdo, mas que possuem outras caracteristicas bioldgicas que permitem a separacao
guando comparada a outras populacdes (Perring, 2001). A existéncia de biodtipos distintos
ndo é simplesmente uma questdo taxondmica e sim uma influéncia direta da dinamica das
interagdes entre praga-vetor-hospedeiro (Maruthi et al., 2001).

A descricdo de biotipos de B. tabaci € um tema recorrente na descrigdo taxonémica
dessa espécie. No final da década de 1950, Bird (1957), relatou a existéncia de populacdes
de B. tabaci com preferéncia a Jatropha e Sida indicando a formacéao de racas ou bidtipos
na espécie, associado a plantas hospedeiras e transmissdo de viroses. Trabalhos
subseqlientes de Brown et al. (1995), Markham et al. (1995) e Perring (2001) descrevem a
existéncia de, pelo menos, 40 biotipos diferentes. Em 2003, Simon et al., descreveram um
novo bidtipo (denominado de T) de B. tabaci ocorrendo na Italia atacando Euphorbia
characias. Mais recentemente, Delatte et al. (2005) descreveram um novo bi6tipo,
denominado de Ms, ocorrendo nas ilhas do sudeste do Ocenao indico.

Um outro fato que também chamou a atencdo da comunidade cientifica foi em
relacdo aos comportamentos bioldgicos diferenciados de B. tabaci a diferentes plantas
hospedeiras. Como exemplo, cita-se a mandioca (Manihot esculenta), espécie endémica
para o Brasil e que foi introduzida no continente africano. No pais, a cultura da mandioca
ndo é atacada por B. tabaci (Costa e Russell, 1975). Contudo, no continente africano as
perdas ocasionadas pela transmissdo de viroses sdo devastadoras (Fauquet et al., 1998).
Burban et al. (1992), observaram a presenca de dois bi6tipos na Costa do Marfim, um que
coloniza exclusivamente mandioca e outro polifago, mas que ndo ataca essa cultura. A
espécie, também, ataca mandioca na india e Malésia (Basu, 1999).

De acordo com Mound (1983), as espécies quando introduzidas em novas areas
levam consigo apenas parte de seu material genético viavel, podendo ser uma das
explicagdes plausiveis para o surgimento de biGtipos nas populacdes de B. tabaci. A
medida que populacdes da mosca-branca foram sendo introduzidas em novas areas
geograficas ou diferentes locais dentro de um pais, novos fatos foram relatados quanto a
comportamentos mais agressivos da espécie. Diferencas entre as populacdes de B. tabaci
tem sido um assunto polémico e reconhecido como uma apresentacdao de varios biotipos
diferentes ou simplesmente uma espécie-complexo (Brown et al., 1995 e Perring, 2001).

A partir de entdo, amostragens intensivas tém sido realizadas em todo o mundo
sobre populagfes de B. tabaci, pela expressdo econdmica que essa espécie representa para
a agricultura mundial. Ela é considerada um dos insetos mais nocivos para 0s ecossistemas

agricolas e esta na lista das espécies invasoras de maior impacto agro-econémico. Isso



ocorre em virtude da dificuldade em controlar as suas populagdes, da transmissdo de
viroses, das mudancas bioldgicas associadas a plantas hospedeiras e das condicdes
geogréaficas que levam a formacdo de bidtipos. As investigacOes cientificas indicam que o
transito internacional de plantas ornamentais tenha contribuido para a dispersdo de
diferentes populagdes de B. tabaci para 0 mundo.

Desde entdo métodos mais especificos, rapidos e seguros associados aos estudos de
cruzamento entre os diferentes bidtipos tém sido realizados em varios paises buscando-se a
identificacdo dos biotipos de B. tabaci. Esses métodos relacionam-se ao uso de marcadores
moleculares baseados em DNA. Por exemplo, Gawel e Bartlett (1993), De Barro e Driver
(1997), Guirao et al. (1997) e Lima et al. (1999, 2000 e 2002a) utilizaram os marcadores
RAPD para diferenciar variacbes genéticas entre populacbes da mosca-branca e
caracterizar os biotipos da espécie B. tabaci.

Além da importancia dos estudos das caracteristicas bioldgicas e genéticas soma-se,
ainda, o impacto econdémico ocasionado pelos biotipos de B. tabaci. Cada biotipo apresenta
variacdes no grau de danos que provocam nas culturas hospedeiras. Atualmente, o bi6tipo
gue tem sido relacionado com os maiores prejuizos agricolas refere-se ao bi6tipo B de
B. tabaci. O bidtipo B de B. tabaci, considerado o mais agressivo do mundo, tornou-se
evidente quando foi introduzido nos Estados Unidos, no inicio da década de oitenta (Costa
e Brown, 1990 e 1991; Brown et al., 1992 e Perring et al., 1993). Esse biotipo foi
considerado bem diferente do biotipo nativo (denominado de bidtipo A), sendo descrito
como uma nova espécie, Bemisia argentifolii Bellows e Perring (Perring et al., 1993 e
Bellows et al., 1994), cujo nome vulgar é mosca branca da folha prateada (Perring et al.,
1993). A designacdo dessa nova espécie é controversa e nao é aceita pela maioria da
comunidade cientifica. De Barro et al. (2004) confirmaram ser a denominagédo
B. argentifolii uma forma redundante de B. tabaci, sugerindo que o uso da mesma nao seja
empregado. Atualmente, populacdes cosmopolitas como as do bidtipo B estdo presentes
em praticamente todas as regifes do mundo. O tratamento a base de diferentes inseticidas
selecionou novas caracteristicas da praga como aumento na fecundidade e na adaptacdo a
outros hospedeiros surgindo entdo os bidtipos que, cada vez mais, apresentam maiores
niveis de resisténcia a inseticidas (EI-Kady et al., 2002 e Byrne et al., 2003).

Em se tratando desse Ultimo parametro, populacdes resistentes de mosca branca
B. tabaci tém sido selecionadas com relacdo aos pesticidas convencionais, tais como,
organofosforados, carbamatos, piretroides, hidrocarbonetos clorados e reguladores de

crescimento de insetos (Cahill et al.,, 1996). Uma nova classe de inseticida, 0s



neonicotindides, sendo o0 mais proeminente dessa classe, o cloronicotinil (imidacloprid),
foi a inovagdo no controle quimico da mosca branca a partir de 1991. Esse pesticida €
especialmente ativo contra hemipteros, incluindo aqueles especialmente resistentes aos
demais pesticidas quimicos. O imidacloprid, como os demais neonicotinodides, atua
agonisticamente nos receptores nicotinicos como, por exemplo, nos receptores de
acetilcolina. Esse produto é usado no tratamento de sementes e em aplicacdes foliares ou
em solo. Em funcdo das suas propriedades sistémicas, ele é igualmente distribuido ao
longo da planta em crescimento (Elbert et al., 1998).

Resultados de monitoramento publicados em 1996 revelaram os primeiros sinais de
resisténcia ao imidacloprid em populcbes de Bemisia na regido da Almeria, no sudeste da
Espanha (Cahill et al., 1996 e Elbert et al., 1996). Outros estudos tém mostrado que
populacdes de mosca branca localizadas em areas produtoras de algoddo no Arizona tém se
tornado menos suscetiveis ao imidacloprid no periodo de 1995 a 1997, quando de 1 % a
6 % da populacéo, respectivamente, ndo responderam a dose de controle. Em experimentos
de laboratério usando moscas brancas do bidtipo B coletadas a partir de culturas
comerciais de meldo originarias da California, os autores observaram a selecdo de
populacdes resistentes ao imidacloprid ap6s 24 geracdes quando estas foram mantidas em
um ensaio conduzido em cultura hidropdnica. A natureza do mecanismo de selecdo parece
ser instavel, provavelmente associado com desvantagens no processo de desenvolvimento
do inseto, uma vez que, quando a pressdo fora removida, a linhagem de caracteristica
resistente fora revertida apds poucas geracoes (Elbert e Nauen, 2000).

Trabalhos de Morin et al. (2002) mostraram que no bidtipo B a resisténcia estava
associada com a mutacdo L9251 (substituicdo de uma leucina por uma isoleucina na
posicdo 925) no para-tipo no canal de voltagem de sddio. Alon et al. (2006) realizaram
estudos com os dois principais bidtipos, B e Q, que sdo causadores de consideraveis perdas
na producéo agricola e que apresentam distribuicdo simpatrica no Mediterraneo. Estes dois
bi6tipos se carcaterizam por apresentarem altos niveis de resisténcia a piretréides quando
potencializados por organofosforados. Os autores identificaram no bidtipo Q duas
mutacfes no para-tipo no canal de voltagem de sodio associadas com a resisténcia a
piretréides potencializados por organofosforados. A primeira mutacdo foi a L9251 que
ocorre no bidtipo B e, a segunda, a substituicdo da treonina por valina na posicdo 929
(T929V). Para determinar se essas duas mutagdes tinham origens simples ou multiplas,
foram sequienciadas as regides do DNA que flanqueavam essas mutagfes em 13 linhagens

dos bidtipos B e Q de ocorréncia ao redor do mundo. Os estudos revelaram cinco alelos
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resistentes e cinco alelos suscetiveis. No caso dos alelos resistentes a diversidade de
nucleotideos era menor dentro dos bi6tipos e maior entre estes. Com relacdo a diversidade
de nucleotideos nos alelos suscetiveis, esta foi maior entre os dois bi6tipos. Essas
informacdes foram consistentes com origens multiplas independentes para o processo de
resisténcia. Embora os bidtipos B e Q coexistam em varias regifes do Mediterraneo, a
divergéncia nas sequéncias de DNA entre os dois biotipos no locus do para-tipo do canal
de voltagem de sddio sugere que o fluxo génico entre estes dois biotipos € baixo ou nulo.

Horowitz et al. (2005) realizaram o monitoramento de populacGes de B. tabaci de
ambos os biotipos, B e Q, ocorrendo em culturas comerciais de algoddao em duas regides de
Israel com relacdo a aplicagdo do inseticida pyriproxyfen no periodo de 1996 a 2003. O
uso desse inseticida foi suspenso nessas duas areas no periodo de 1996-1997 em funcao da
descricdo de casos de resisténcia em populagdes de mosca branca ocorrendo nas referidas
areas. Os autores observaram que com a suspensdo do inseticida, houve um declinio no
nivel de resisténcia das popula¢Ges. Contudo, a susceptibilidade ndo foi restaurada
completamente nas populacdes de B. tabaci. Dessa forma, duas populacdes coletadas nos
anos de 1999 e 2002 em éareas onde havia a aplicacdo de inseticida foram testadas com
relacdo as suas susceptibilidades ao pyriproxyfen na geracéo F1 e, subseqiientemente, uma
geracdo de cada uma dessas populacdes foi mantida em condi¢Bes controladas sem
exposicdo ao inseticida. Ap6s a manutencdo por mais de 20 geracGes em condicdes
controladas, a resisténcia ao inseticida nessas duas populacOes reduziu substancialmente.
Esse declinio era concorrente com a substituicdo do biotipo Q pelo bidtipo B em regimes
sem presenca de inseticidas. Os autores concluiram que, aparentemente, o biotipo B era
mais competitivo do que o bidtipo Q resistente ao pyriproxyfen. A selecdo sob condi¢bes
controladas com neonicotindides das populagcdes do bidtipo B resultou em niveis
continuados de resisténcia ao inseticida, predominantemente em relacdo ao bidtipo Q.
Baseado nesses dados, os autores concluiram que aplicacBes tanto do inseticida
pyriproxyfen ou de neonicotindides poderiam selecionar para o bidtipo Q que poderia
sobreviver quando presente em &reas onde ocorrem aplicagdes de inseticidas.

Muito embora o impacto socioecondémico efetivamente causado pelo complexo
B. tabaci na agricultura mundial seja de dificil mensuracao e, por isso mesmo indisponivel
nas publicagdes cientificas, estima-se que nas Ultimas trés décadas as perdas e 0s custos de
controle provocados pelo inseto foram da ordem de bilhdes de dolares. Sob condigdes
ideais de temperatura e umidade relativa do ar, uma populacdo capaz de produzir graves

danos a producdo pode surgir em trés semanas. Caracteristicas comuns encontradas em
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praticamente todas as regides nas quais houve um ataque intensivo de populacdes desta
espéecie foram praticas agricolas intensivas com sobreposicdo de estacdes de cultivo e
clima érido e quente, associado a uma espécie com grande potencial bidtico de adaptacédo a
inimeros ambientes (Toscano et al., 1998), plantas hospedeiras adequadas e ambientes
apresentando estresse provocado por agrotoxicos (Gerling, 2002).

O impacto da alimentacéo direta e da excre¢do da substancia agucarada em todos 0s
estagios da mosca branca leva a reducdo de qualidade e quantidade de producéo, em todas
as culturas atacadas pela praga. Em frutas, plantas ornamentais e na cultura do algodoeiro,
por exemplo, o impacto da alimentagdo direta e a excre¢do de agucares favorecem o
aparecimento de fumagina. A fumagina é causada pelo desenvolvimento de fungos
saprofitas sobre a excrecdo acucarada, deixando os produtos inadequados para
comercializacdo pela depreciacdo estética e, no caso especifico do algoddo, com fios
pegajosos que desgastam as maquinas nas industrias téxteis (Ellsworth et al., 1999).

Atualmente, B. tabaci bidtipo B € presenca constante em todos os continentes. A
maior causa dessa dispersdo se deve ao transporte e introducao de plantas ornamentais nos
diversos paises. Na Europa, a grande massa populacional da praga estd concentrada no
meio leste e presente até mesmo nas horticulturas protegidas do Norte da Europa. Um
biotipo bem proximo ao B, o B2, presente no 1émen, destréi plantacbes inteiras de
melancia, tomate e tabaco, ocasionando prejuizos da ordem de milhGes de dolares anuais
(Bedford et al., 1994). Recentemente, sua presenca foi detectada ao norte da india,
acarretando danos em plantacGes de tomate, com a transmissdo do virus TLCV (Tomato
leaf curl virus) (Banks et al., 2001).

Desde 1991, no sul dos Estados Unidos, as perdas vém ultrapassando a faixa de
US$ 500 milhdes de dolares, apenas em relagdo as culturas de inverno além dos prejuizos
causados como praga e vetor no restante do pais (Perring et al., 1993 e Perring, 2001). O
Vale Imperial da Califérnia sentiu os efeitos destrutivos do inseto no inicio da década de
1990, ja que as perdas estimadas em 1991 e 1992 no Arizona, Califérnia, Texas e Flérida,
variaram de US$ 200 a 500 milhdes (Henneberry et al., 1996 e 2000). No periodo entre
1991 a 1995, as perdas anuais no Vale Imperial foram superiores a US$ 100 milhGes
(Henneberry et al., 1996 e 2000). Entre 1994 a 1998, produtores de algoddo do Arizona,
California e Texas gastaram, aproximadamente, US$ 153,9 milhdes para o controle de B.
tabaci e prevencdo do sintoma de liga pegajosa dos fios do algoddo provocado pela
substancia acucarada eliminada pelo inseto (Ellsworth et al., 1999). Desde 1981 que B.

tabaci foi reconhecida como praga de expressdo econdmica de algoddo na Baixa
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Califérnia, México (Medina-Esparza e Leon-Paul, 1994). Contudo, os outonos de 1991 e
1992 também foram criticos para outras regides nesse pais, quando as perdas causadas por
B. tabaci excederam US$ 33 milhdes nas culturas do algoddo, meldo, melancia e gergelim.
A producdo de algodéo foi reduzida de 39.415 ha em 1991 para somente 653 ha em 1992.
Os plantios de algodao, na regido de Sonora, comparando-se 0s anos de 1995 e 1996, nesse
ultimo, as perdas atingiram 65 % da producdo (Silva-Sanchez, 1997).

O biodtipo B também €é predominante, tanto como praga quanto vetor, em El
Salvador, Honduras, Nicaragua, Costa Rica, Panama e Cuba, somando prejuizos acima de
US$ 100 milhdes de dolares em culturas como feijdo, meldo, pepino e principalmente
tomate. As perdas chegam até 100 % nas pequenas propriedades, ocasionando desemprego
e faléncia de algumas empresas de pequeno porte (Chang, 2000; Chicas e Cervantes, 2000;
Hilje et al., 2000; Sediles, 2000; Vasquez et al., 2000 e Morales e Anderson, 2001).

Na Colémbia a existéncia dos bidtipos A e B de B. tabaci é um fato muito
problematico. As culturas mais afetadas nas regides costeiras sao algoddo, tomate, meléo e
berinjela; ja, no interior do pais, as culturas mais afetadas sdo tabaco, meldo e ornamentais.
A distribuicdo do biotipo A esta relacionada as culturas plantadas nas regides mais centrais
do pais. Os prejuizos ainda sdo muitos (perdas de 50 % a 80 % da safra) mas, com algumas
medidas preventivas, 0s produtores conseguem conviver com o0s problemas causados pela
mosca branca (Gonzales e Lépez-Avila, 2000 e Morales e Anderson, 2001).

No Chile, B. tabaci foi encontrada pela primeira vez em 1998, em plantas de alfafa
provenientes dos EUA. Estas plantas logo receberam tratamento e o foco foi erradicado.
Em 1999, foi novamente detectada em viveiros de Hibiscus e Euphorbia no extremo norte
do pais, nas areas rurais e urbanas e também em parques publicos. Desde esse periodo, a
situacdo ndo tem sido facil para os produtores, principalmente nas zonas mais produtivas,
com os cultivos de tomate, cucurbitaceas, brocolis e alface. Até aquele momento se
desconheciam os bidtipos presentes no pais (SAG, 1999 e 2000).

O Brasil sentiu os efeitos provocados pela presenca do bidtipo B de B. tabaci a
partir de 1995. Este inseto tem causado grandes prejuizos nos ecossistemas agricolas,
semelhantemente aos problemas socioeconémicos provocados pela entrada do bicudo do
algodoeiro, Anthonomus grandis, na regido Nordeste, na década de 80. Perdas e danos
diretos e indiretos, associados as reducfes quantitativas e qualitativas na producéo, além da
reducdo de empregos no campo, podem exceder varios bilhdes de ddlares. As principais
culturas atacadas tém sido P. vulgaris, L. esculentum, G. hirsutum, C. melo, C. lunatus,

Cucumis anguria, Cucumis sativa, Capsicum spp., G. max, C. pepo, Brassica oleracea,
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Brassica oleracea var capitata, Brassica oleracea var. italica, Brassica oleracea var.
botrytis, Solanum gilo, Passiflora spp., H. esculentus, E. pulcherrima e Chrysantemum
spp. (Oliveira et al., 1998 e 2001).

A importancia econdmica da mosca branca como praga esta se expandindo em todo
0 mundo, inclusive no Brasil, principalmente como vetor de fitoviroses. Embora as moscas
brancas sejam consideradas insetos tropicais, atualmente elas podem ser encontradas em
quase todas as regides do mundo, sendo muito resistentes a variacdes de temperatura e aos
inseticidas. A grande adaptabilidade dos individuos dessas espécies favorece o
aparecimento de biotipos entre as populacfes e aumento do espectro de plantas
hospedeiras. Recentemente, a tecnologia molecular forneceu instrumentos valiosos para a
investigacdo de marcadores moleculares presentes nas popula¢fes naturais, dando o
esclarecimento necessario sobre o comportamento e a dindmica das populacfes, no seu
contexto ecoldgico. Assim, o conhecimento da diferenciacdo genética da B. tabaci no
Brasil, envolvendo populagdes de diferentes plantas hospedeiras, de diferentes regides
geograficas e possivelmente ocorréncia de variacGes genéticas dentro de populacgdes, terdo

implicagcOes importantes para as estratégias de controle da mosca branca no Brasil.

OBJETIVO GERAL

Caracterizar e analisar a variabilidade genética da mosca branca Bemisia tabaci por

meio de marcadores moleculares baseados em DNA.

HIPOTESE
Marcadores moleculares baseados em RAPD podem ser utilizados na identificacéo

e caracterizacdo genética, como também, no desenvolvimento de marcadores especificos

de DNA para a deteccdo dos diferentes biotipos de Bemisia tabaci.
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CAPITULO 1

Identificacdo molecular e analise da variabilidade genética

da mosca branca Bemisia tabaci (Hemiptera: Aleyrodidae)

““Ha duas formas para viver a sua vida:

Uma é acreditar que nao existe milagre.

A outra é acreditar que todas as coisas sdo um milagre”.
Albert Einstein (1879-1955).

RESUMO

Com a caracterizagdo é possivel discriminar as diversas espécies de insetos
fornecendo suporte na identificacdo e na analise filogenética de géneros e espécies
relacionadas. Além disso, os marcadores moleculares podem ser empregados em estudos
complementares de caracterizacdo de organismos. Varias estratégias moleculares tém sido
aplicadas nos estudos dos biotipos de B. tabaci, buscando-se a identificagdo e o
desenvolvimento de marcadores especificos para a caracterizacdo de populagdes naturais,
permitindo 0 seu uso em associacdo a estudos de identificacdo de biotipos, no
estabelecimento de relacBes filogenéticas entre diferentes populacdes de um mesmo
bi6tipo, no monitoramento e na interceptacdo de amostras infestadas por meio de métodos
mais eficientes, precisos e de maior sensibilidade de detec¢do. Marcadores de RAPD foram
utilizados no estudo dos biotipos de B. tabaci e outras espéecies de insetos, possibilitando
identificar populacBes de B. tabaci coletadas em varias culturas, analisar a dispersdo das
populacBes de mosca branca, caracterizar as populacGes do bidtipo B de B. tabaci
coletadas em varias culturas no Brasil e realizar um estudo comparativo do perfil
molecular de B. tabaci e outras espécies de insetos. Os resultados observados nas analises
moleculares apontam para um comportamento complexo da mosca branca em campo.
Dessa forma, uma resposta mais adequada para se avaliar o padrdo da mosca branca deve
agrupar muitas variaveis, desde a estratégia reprodutiva da espécie até outros parametros,
entre eles, comportamentais, ambientais e biologicos. Os resultados indicaram também a
possibilidade de selecdo de determinadas bandas de DNA, geradas por RAPD e especificas

para cada espécie, para o desenvolvimento de kits para a identificacdo das mesmas. Essa
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estratégia € particularmente importante para estudos envolvendo os biotipos de B. tabaci,
uma vez que, cada biotipo apresenta caracteristicas peculiares e a sua introducdo em
determinadas regides do mundo se constitui em risco quarentenario. A partir desse ponto,
esses dados poderdo resultar em informagfes valiosas para a elaboragdo de estratégias de
controle mais eficientes e servir de referéncia para a elaboracdo de medidas fitossanitarias

mais efetivas contra essa espécie de aleirodideo.

INTRODUCAO

O levantamento qualitativo e quantitativo de caracteres relacionados a um dado
organismo pemite a sua caracterizacdo. Dessa forma, com a caracterizacdo é possivel
discriminar as diversas espécies de insetos por meio do conhecimento de seus padrdes
fisioldgicos, morfoldgicos e genéticos. Neste contexto, a caracterizacdo também auxilia no
processo de identificacdo, quando a espécie ndo estd bem definida (Frutos et al., 1994). O
conhecimento de cada um destes aspectos séo complementares e definem cada organismo.
Quanto mais detalhados forem os conhecimentos sobre um organismo, maior serd a chance
de realizar a sua identificacdo. A analise de vérias caracteristicas fornece suporte para
resolver questdes geradas pela sistematica classica na identificacdo de espécies, assim
como permite a analise filogenética de géneros e espécies relacionadas (Sosa-Gomez et al.,
1998).

Dessa forma, os marcadores moleculares, entdo, sdo ferramentas complementares
para os estudos de caracterizacdo de organismos. O marcador molecular representa todo e
qualquer fenotipo de um gene expresso, COmo no caso das isoenzimas, ou de um segmento
do DNA que corresponde a regides, expressas ou ndo, do genoma. (Ferreira &
Grattapaglia, 1995). O desenvolvimento da Biologia Molecular permitiu o surgimento de
diversos métodos de deteccao de polimorfismo g enético, tanto bioquimico quanto de acido
nucleico. As principais vantagens do uso dos marcadores moleculares baseados em DNA
sdo: 1) a analise de um grande nimero de locus; 2) a neutralidade em relacéo a efeitos
fenotipicos (efeito epistatico ou pleiotropico minimo ou nulo); 3) a co-dominancia, com
maior quantidade de informacao genética por locus; 4) a caracterizacdo do genotipo de um
individuo a partir de amostras de células ou tecidos.

Essas propriedades podem entdo ser aplicadas ao estudo da mosca branca em

virtude dos problemas causados por esse inseto. Uma alternativa € a prevencéo por meio da
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identificacdo rapida do inseto na planta hospedeira, em areas locais ou em campo. A
identificacdo da mosca branca foi feita inicialmente por meio de caracteres morfoldgicos
da pupa. Contudo, esses critérios podem levar a uma identificagdo incompleta ou até
mesmo errdnea do individuo se forem consideradas isoladamente. Além disso, a
identificacdo a partir de adultos de algumas espécies de mosca branca € particularmente
dificil, pois estas compartilham caracteristicas morfologicas semelhantes (Wool et al.,
1989). Essa caracteristica também se aplica aos bidtipos de B. tabaci que apresentam uma
elevada semelhanca morfoldgica, dificultando a identificagdo e a individualizacdo dos seus
varios bidtipos.

Sendo assim, houve a necessidade de se estabelecer métodos mais precisos para a
identificacdo e a caracterizacdo dos bi6tipos de B. tabaci. Inicialmente, Wool et al. (1989)
usando os padrfes de esterase e a-glicerofosfato desidrogenase conseguiram diferenciar
populacdes de B. tabaci de outras espécies de aleirodideos, tais como, B. tuberculata,
B. afer, Dialeurodes kirkoldyi, D. citri e Trialeurodes vaporariorum. Em 1991, Wool et al.
usando padrdes de esterase sugeriram variacfes entre os bidtipos de B. tabaci ocorrendo
em varios estados da Colémbia. A partir dessa evidéncia, os autores postularam a
existéncia de racas geograficas. Nesse mesmo estudo, observou-se que amostras de B.
tabaci originarias da Florida, Califérnia e Kénya também possuiam diferencas em seus
padrdes de isoenzimas. Liu et al. (1992) usando padrdes definidos de esterase sugeriram o
método isoenzimatico como uma alternativa para a diferenciacdo entre os bidtipos de B.
tabaci. Perring et al., em 1992, usaram 14 sistemas de isoenzimas para analisar populacgdes
de B. tabaci coletadas em culturas comerciais de algodao e brécolis e em uma cultura de
planta ornamental, poinsetia. Dos resultados obtidos, os autores observaram que dos 18
loci analisados, seis eram polimoérficos e que, em cada um desses loci polimorficos, a
populacdo coletada em cultura de algoddo possuia um ou mais alelos Unicos. Ainda nesse
mesmo estudo, postulou-se que as populagdes encontradas em brdcolis e poinsetia
derivaram de uma mesma populagdo ancestral. A partir das informacdes geradas pelos
perfis eletroforéticos de isoenzimas foram identificados por Coats et al. (1994), nos
Estados Unidos e América Central, dois bidtipos de B. tabaci em funcdo dos seus padrbes
de esterase: o bidtipo A (algoddo, batata-doce ou tabaco) e o bidtipo B (poinsétia ou
abobora). O bidtipo B difere em algumas caracteristicas biologicas do A, principalmente
pela inducédo de desordens fitotoxicas, transmissao de fitoviroses, fecundidade, espectro de
hospedeiros e elevados niveis de resisténcia a inseticidas (Brown et al., 1995). Analisando-

se o perfil de esterase de 40 populagdes coletadas ao redor do mundo, Brown et al. (1995)
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identificaram 12 variantes eletroforéticos de B. tabaci da América Central, Africa e India.
Nesse mesmo estudo, os autores postularam, a partir das informacdes geradas pelos
padrdes de esterase, que 0 bidtipo B representaria um complexo de espécies. Em 1997,
Gunning et al., usando padrbes de esterase distinguiram o bi6tipo B, introduzido na
Australia, do bidtipo ndo B, nativo daquele pais. Além disso, pelos padrbes de isoenzima
o0s autores determinaram o potencial desses dois bidtipos de B. tabaci em intercruzarem.
Por esse mesmo principio, Ryckewaert e Alauzet (2001) analisaram popula¢fes de mosca
branca de ocorréncia nas Antilhas e determinaram que uma parte dessas populagoes
possuia perfil isoenziméatico relacionado ao bidtipo B de origem americana e que
individuos coletados em Jatropha gossypifolia apresentavam diferencas nos perfis
isoenzimaticos e tinham a capacidade de trocar material genético, por meio de cruzamentos
entre machos e fémeas, com o biétipo N de B. tabaci originario de Porto Rico.

Mesmo em funcdo do potencial de uso das isoenzimas, esta técnica apresenta
algumas limitacdes, tais como: 1) o perfil isoenzimatico gerado por um individuo pode
estar relacionado a expressao de uma dada isoenzima em um dado tecido; 2) por ser um
marcador de natureza bioguimica, este pode sofrer oscilagdes em fungéo das caracteristicas
fisiologicas do inseto em um dado momento. Soma-se a isso, o fato de que em
determinados casos, os caracteres morfologicos nao sdo suficientes para a distin¢do entre
o0s bidtipos de B. tabaci. Dessa forma, surge a necessidade de se utilizar outras estratégias
que possam ser mais precisas e que ndo sofram influéncia de condiges fisiologicas do
organismo em um dado momento e assim garantir uma identificagdo mais precisa da
especie de aleirodideo que estd sendo estudada. Por isso, os métodos moleculares baseados
em DNA estdo sendo desenvolvidos e usados como ferramentas auxiliares para a
identificacdo dos bidtipos de B. tabaci em virtude desse inseto representar uma ameaca
para as culturas de valor comercial (De Barro & Driver, 1997).

Os principais tipos de marcadores moleculares baseados em DNA podem ser
classificados em dois grupos de acordo com a metodologia utilizada para identifica-los: a)
hibridacdo ou; b) amplificacdo de DNA. No primeiro caso, utiliza-se uma sonda de DNA
marcada com is6topo radioativo ou fluorescente que seja complementar a regido do
genoma que se deseja estudar. No segundo, séo utilizados primers sintéticos de DNA que
sejam especificos para uma dada regido do genoma. Nesse caso, ocorre a amplificacdo de
um namero consideravel de cdpias apenas do segmento que se deseja estudar. A vantagem
desse ultimo esta no fato de que se dispensa 0 emprego de material radioativo, como

também, pode-se realizar as analises a partir de pequenas quantidades de DNA extraidos da
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amostra. Essa estratégia € particularmente importante para a mosca branca B. tabaci, uma
vez que, em virtude das suas dimens6es reduzidas (em torno de 1 mm de comprimento),
técnicas baseadas na amplificacdo de regides do genoma sdo mais adequadas para esse
inseto. Esse fato foi confirmado por Brown et al. (2005) que analisaram o contetdo de
DNA do nucleo de machos e fémeas de B. tabaci por citometria de fluxo e determinaram
que estes possuiam em torno de 1,04 pg e 2,06 pg de DNA. Fazendo-se as devidas
conversdes, 0s autores determinaram que 0 genoma de B. tabaci possuia em torno de
1020 Mb, correspondendo a cinco vezes o tamanho do genoma da mosca de fruta
Drosophila melanogaster. Assim, técnicas baseadas em DNA estdo sendo aplicadas ao
estudo da variabilidade genética desse aleirodideo em funcdo dessas quantidades de DNA
por nucleo hapldide. Uma técnica aplicada ao estudo da variabilidade de B. tabaci é o
RAPD (DNA polimdrfico amplificado ao acaso). O principio dessa técnica consiste em
utilizar primers de 10 nucleotideos de comprimento e de sequéncia aleatéria em reacdes de
PCR ajustadas para baixas condi¢Ges de anelamento desses primers randémicos (Williams
et al., 1990). O resultado consiste na amplificacdo de varios fragmentos de DNA em
virtude do anelamento aleat6rio dos primers ao longo do genoma da amostra estudada.
Esses fragmentos sdo convertidos em dados binérios (presenca ou auséncia de bandas) e,
posteriormente, usados para a determinacdo das relacOes filogenéticas entre popula¢des ou
especies, como também, para a determinacdo de perfis eletroforéticos (fingerprints
genémicos) 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 bidtipos: A e B. Os resultados indicaram que essas moscas-brancas,
similares morfologicamente, representavam biotipos diferentes. Assim, devido a existéncia
de numerosas formas variantes de B. tabaci, seria adequado conduzir um estudo sobre a
diversidade genética, fisioldgica e morfoldgica de todas as formas variantes de B. tabaci
antes de uma definicdo das relagcdes taxondmicas entre as formas A e B. Guirao et al.
(1994) utilizando a técnica de RAPD, determinaram os perfis eletroforéticos especificos
para T. vaporariorum e B. tabaci. Além disso, para as populagdes de B. tabaci, foi possivel
observar diferengas intrapopulacionais, como também, diferenciar as populacgdes coletadas
nas regides de Murcia e Tenerife na Espanha. Em 2000, Lima et al. distinguiram 0s
biétipos B e BR por perfis de amplificacdo de RAPD, correlacionando a distribui¢do de
populacdes dentro do bidtipo B em funcdo do tipo da planta hospedeira. Nesse mesmo ano,
Martinez et al. (2000) usando um unico primer de RAPD fizeram a distin¢do entre trés

bidtipos de B. tabaci, sendo que, um desses biotipos era restrito a cultura de mandioca. Em
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todos os trabalhos utilizando-se a técnica de RAPD fica evidente que os perfis de
marcadores indicam a existéncia de varios biotipos, como também, a variacdo nos perfis
desses marcadores intrapopulacionalmente. Esse resultado, em funcdo das caracteristicas
da técnica, pode estar associado a varia¢des nas condi¢fes de amplificacdo, resultando em
perfis de dificil reproducdo. Sendo assim, uma alternativa, é a utilizacdo de outros
marcadores para corroborar ou desfazer as premissas obtidas com a técnica de marcadores
moleculares RAPD.

Cervera et al. (2000) utilizaram a técnica de AFLP (Polimorfismo de Comprimento
de Fragmentos Amplificados) para a determinacdo das relagGes filogenéticas entre bitipos
de B. tabaci. A técnica de AFLP consiste em quatro etapas: 1) digestdo do DNA gendmico
com duas enzimas de restricdo; 2) adaptadores de DNA sdo ligados aos terminais dos
fragmentos gendmicos gerados pela clivagem; 3) uma fracéo dos fragmentos é amplificada
por PCR utilizando-se primers desenhados para a regido dos adaptadores; 4) eletroforese
dos fragmentos amplificados pelo PCR especifico. Por essa técnica um grande nimero de
marcadores pode ser analisado em um Uunico gel, permitindo uma amostragem ampla e
simultanea de um genoma. Soma-se a isso 0 seu grande poder de deteccdo de variabilidade
genética por meio do polimorfismo de presenca ou auséncia de sitios de restricdo e a
ocorréncia ou ndo de amplificacdo. Por esse método, entdo, 0s autores anteriormente
citados, analisando 354 bandas polimorficas obtidas em duas reacdes de amplificacdo com
0 uso de duas combinacdes de primers, conseguiram diferenciar B. tabaci das espécies de
B. medinae e B. afer. Analisando-se, apenas, os bio6tipos de B. tabaci, os autores
distinguiram quatro grupos: 1) K (Paquistdo), H (india), 1l (Paquistdo), M (Turquia) e |
(Paquistdo); 2) Q (Espanha), Cowpea (Nigéria) e B (Espanha); 3) A (Arizona) e; 4) S
(Espanha) e Cassava (Nigéria).

Vérias estratégias tém sido aplicadas aos estudos de caracterizacdo molecular dos
bidtipos de B. tabaci buscando-se uma melhor compreenséo dessa espécie de aleirodideo.
Uma dessas novas abordagens é a andlise da regido ITS1 do rDNA. Essas seqliéncias
caracterizam-se pela conservacdo em sua composi¢do nucleotidica. Pequenas variacdes
podem ser detectadas nas seqiiéncias e entdo utilizadas como pardmetro de comparacgao
entre os varios bidtipos de mosca branca. Por essa metodologia, De Barro et al. (2000)
sustentam a teoria de ocorréncia de monofilia para cada bi6tipo e, também, um forte
padrdo de distribuicdo geografica. Pelas analises de sequenciamento da regido ITS, os
autores demonstraram que as populacdes das Américas (incluindo o biotipo A) formavam

um clado de elevada similaridade genética com o clado de B. tabaci biétipo B (responsavel
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pelo prateamento das folhas de certas espécies de plantas) e com o clado de um biétipo
proveniente do norte da Africa e regido do Mediterrdneo que ndo provocava O
caracteristico prateamento das folhas. Ainda pelo estudo do rDNA, os autores sugerem que
o fendmeno de prateamento é um evento recente e que o bidtipo de ndo prateamento é a
forma ancestral.

Frohlich et al. (1999) analisando as regides 16S rDNA e citocromo oxidase | (COIl)
no DNA mitocondrial fizeram uma reconstrucédo filogenética e geografica para os biotipos
de B. tabaci. Pelos dados obtidos pelas analises das seqliéncias, observou-se que a regido
16S foi menos informativa do que a COl. Dos 429 caracteres examinados para a regiao
COl, 185 locais foram invariaveis, ou seja, ndo houve variacdo de bases nitrogenadas em
determinada posicao da sequéncia, 244 foram variaveis, apresentando mudancas em uma
dada posicdo da sequéncia e 108 foram informativos, ou seja, houve mudanca de base
nitrogenada, permitindo identificar os biétipos de B. tabaci. Para a regido 16S rDNA foram
analisados 456 caracteres, sendo 298 invariaveis, 158 variaveis e 53 informativos. Por esse
método, a construcdo de um dendrograma e a sua conseqliente andlise filogenética
revelaram uma separacdo de B. tabaci em funcdo da sua origem geogréfica. As
informacdes geradas pela analise de DNAmt a partir das sequéncias COIl e 16S rDNA
indicaram que o bi6tipo B originou-se no velho mundo (Europa, Asia e Africa).

Fazendo a andlise da regido de DNA mitocondrial relacionada com o gene da
citocromo oxidase | (COIl), Viscarret et al. (2003) analisaram populacGes de B. tabaci
coletadas em varias culturas estabelecidas em diferentes pontos geograficos de seis
provincias da Argentina e uma colonizando a cultura de tomate na Bolivia. Nesse estudo,
0s autores relataram a presenca do biétipo B de B. tabaci no pais argentino, como também,
apresentaram evidéncias para novos haplotipos (chamados pelos autores de nativos ou
locais) presentes tanto na Argentina quanto na Bolivia. Além disso, pela analise de
comparacdo de seqiiéncia gerada pela amplificacdo da regido COI, esses haplétipos
formaram um agrupamento sul-americano filogeneticamente distinto do agrupamento de B.
tabaci presente no Novo Mundo.

Abdullahi et al. (2004) utilizando a técnica de PCR-RFLP conseguiram obter perfis
para a discriminacdo entre as populactes de B. tabaci associadas a infestacGes em culturas
de mandioca das demais populacGes desse mesmo inseto que eram capazes de infestar
culturas diferentes da mandioca. A partir da amplificacdo da regido ITS1 seguida da
digestdo com enzimas de restri¢do, os autores obtiveram perfis de digestdo que indicaram

que as populacdes da Africa associadas a infestagio de culturas de mandioca
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representavam um grupo distinto, com um nivel significativo de separagdo em sub-grupos
ndo sendo estes sub-grupos ligados a distribuicdo geogréafica. Ainda, nesse mesmo estudo,
utilizando-se o padrao de digestdo produzido pela endonuclease Smal foi possivel obter um
perfil para ser usado no monitoramento do bidtipo B de B. tabaci ao longo do cinturdo
produtor de mandioca africano.

Recentemente, De Barro et al. (2005) compararam as relacdes filogenéticas entre 0s
gendtipos de B. tabaci utilizando dados de sequiéncias que foram gerados por ITS1 e COI.
A partir dessas informagcdes, os autores sugerem seis grupos: 1) Asia; 2) Bali; 3) Australia;
4) Africa sub-Sahara; 5) Mediterraneo/Asia Menor/Africa; 6) Novo Mundo. Além desses
grupos, uma grande colecdo de gendtipos oriundos de regides da Asia também foi
identificada. Entretanto, esse grupo ndo apresentou forte associacdo com nenhum dos
grupos descritos pelos autores. A partir dessas informacoes, 0s autores sugerem um sistema
de identificagédo para B. tabaci a partir dos seis grupos descritos anteriormente.

Ainda, em 2005, De Barro estudando a colecdo de genétipos da regido da Asia-
Pacifico, obtida pela comparacédo de seqliéncias das regides 16S e COIl, por meio da anélise
de 15 loci de microssatélites demonstrou que aqueles gendtipos poderiam ser agrupados
em seis populacdes genéticas com pouco ou nenhum fluxo génico entre elas. Além disso,
quatro dessas seis populacdes genéticas foram ainda divididas em duas subpopulagfes com
pouca evidéncia de fluxo génico. Os dados do autor sugerem uma forte estrutura de
populacBes com separacdo geografica. Entretanto, o autor ndo descarta a possibilidade de
influéncia de outros fatores na organizacdo geral e na distribuicdo dessas populacdes de
mosca branca.

Das informacdes obtidas, entende-se que as metodologias de marcadores
moleculares fornecem hoje, valiosos instrumentos para a caracterizacdo de populagdes
naturais. Esses instrumentos tais como, o estudo da variacdo de proteinas (isoenzimas) e da
variacdo do DNA (RAPD) poderédo fornecer marcadores especificos para o complexo B.
tabaci. O uso de marcadores moleculares especificos tem como vantagem principal a sua
facilidade de deteccdo além de permitir o seu uso em associagdo a estudos de identificacdo
de bidtipos, o estabelecimento de relagBes filogenéticas entre diferentes espécies ou
populacbes e a construcdo de mapas genéticos de interesse econdmico. Os marcadores
apresentam muitas vantagens, pois independem do estdgio de desenvolvimento do
organismo e ndo sdo influenciados pelas condi¢cdes ambientais (Haymer, 1994). Esses
dados serdo de grande importancia no monitoramento de populagcdes com genes resistentes
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a inseticidas, no estudo da dispersdo das populacdes e no controle da entrada de novos
bidtipos de mosca branca em regides agricolas do Brasil.

Além da distin¢do entre os bidtipos de B. tabaci, as metodologias moleculares sdo
ferramentas Uteis na identificacdo de outros aleirodideos considerados pragas de interesse
quarentenario como, por exemplo, a mosca negra dos citros, Aleurocanthus woglumi. A
introducdo de novas pragas em areas isentas pode ocasionar serios problemas a agricultura
de um pais, ndo apenas sob o ponto de vista econdmico, mas também ambiental e social.
Visando minimizar o risco de introducdo de novas espécies ou bibtipos de organismos
potencialmente nocivos, adotam-se medidas quarentendrias, as quais tém como referéncia

béasica, a lista de pragas quarentendrias para o pais.

Por isso, a identificacdo e o desenvolvimento de marcadores moleculares
especificos para os biotipos de B. tabaci sera de grande utilidade para o estabelecimento de
estratégias baseadas em DNA, para 0 monitoramento destes quando em areas agricolas,
auxiliando na interceptacdo de amostras infestadas por meio de métodos mais eficientes,

precisos e de maior sensibilidade de deteccao.

OBJETIVOS

Utilizando-se os marcadores de RAPD no estudo dos bi6tipos de B. tabaci e outras
espécies de insetos, os objetivos foram:

- ldentificar molecularmente as populacdes de B. tabaci coletadas em varias
culturas;

- Analisar a dispersdo das populagfes de mosca branca no Brasil;

- Caracterizar as populagdes do biétipo B de B. tabaci coletadas em vérias culturas
no Brasil por meio de marcadores RAPD;

- Realizar estudo comparativo do perfil molecular de B. tabaci e outras espécies de

insetos.
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METODOLOGIA
MANUTENCAO DAS POPULACOES DE INSETOS

Adultos de varias populacbes de B. tabaci, assim como, outros aleirodideos ou
demais insetos, tanto de importancia quarentenaria quanto exoticos, enviados pelas DFA’s
(Delegacias Federais de Agricultura), por agricultores, instituices de ensino ou por
empresas agricolas, foram identificados segundo critérios morfologicos adotados

internacionalmente e mantidos em etanol 70 % a — 20 ° C para posterior analise molecular.

EXTRACAO DE DNA A PARTIR DE B. tabaci e OUTROS ALEIRODIDEOS

Para a andlise por RAPD, o DNA foi obtido macerando-se fémeas adultas e
individualizadas de cada amostra em 60 uL de tampéo de extracdo (Tris-HCI 10 mM pH 8;
EDTA 1 mM; Triton X-100; proteinase K 60 pug.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 A PARTIR DE LEPIDOPTEROS E COLEOPTEROS

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

Submeteu-se um inseto inteiro a maceracdo e, a seguir, adicionou-se 500 uL de
tampdo de extragdo (Tris-HCI 10 mM pH 8, EDTA 1 mM, Triton X-100 0,3 % e
Proteinase K 120 pg.mL™), incubando-se por 30 min a 65 °C. O homogenato foi
centrifugado por 10 min a 10000xg e, o sobrenadante, transferido para um tubo plastico.
Adicionou-se 500 uL de fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (25:24:1) e as fases foram

homogeneizadas em vortex por 5 s. O material foi centrifugado por 10 min a 10000xg a
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10 °C. A fase aquosa foi entdo transferida para um novo tubo pléastico, repetindo-se a etapa
anteriormente descrita.

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. Apds centrifugacdo a 10000xg por 10 min a 10
°C, o DNA precipitado foi lavado duas vezes com 500 uL de etanol 70 %, seco a
temperatura ambiente, ressuspenso em TE 0,1 X (Tris-HClI 1 mM pH 8, EDTA 0,1 mM) e
armazenado a — 20 °C. Para as analises de RAPD, utilizou-se o DNA diluido dez vezes
(100 ng) em TE 0,1 X.

EXTRACAO DE DNA DE MOSCA NEGRA Aleurocanthus woglumi

Fémeas individualizadas de A. woglumi foram maceradas e 0 seu DNA extraido em
100 uL de tampéo de extragédo (Tris-HCI 10 mM pH 8, EDTA 1 mM, Triton X-100 0,3 %
e proteinase K 60 ug.mL™). A seguir, completou-se o volume com 200 pL de tampao de
extracdo. O macerado foi incubado por 15 min a 65 °C, seguindo-se fervura durante 6 min
e centrifugacdo a 10000xg por 10 s. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo

plastico e mantido a — 20 °C até 0 momento do uso.

EXTRACAO DE DNA A PARTIR DE COCCINELIDEOS

Para a caracterizagcdo molecular, amostras individualizadas de coccinelideos foram
maceradas € 0 DNA extraido em 100 uL de tamp&o de extracdao (Tris-HCI 10 mM pH 8;
EDTA 1 mM; Triton X-100; proteinase K 60 pg.mL™). A seguir, completou-se o volume
com 500 uL de tampdo de extragdo e o macerado foi incubado por 15 min a 65 °C,
seguindo-se fervura durante 6 min e centrifugacdo a 10000xg por 10 s. O sobrenadante foi
transferido para um novo tubo plastico e mantido a — 20 °C até 0 momento do uso. Para a
realizacdo das reacbes de RAPD, adicionou-se 5 uL do sobrenadante em 100 uL de
tampéo TE 0,1 X.
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REACAO DE RAPD

As reacOes de amplificacdo foram realizadas em 30 pL de uma mistura contendo
24,9 uL de &gua milliQ autoclavada, 3,0 uL de tampdo 10 X (Tris-HCI 60 mM pH 8,8,
KCI 500 mM e MgCl, 20 mM, Amersham, CA, USA), 1,2 uL de um primer de seqliéncia
aleatdria (Operon Technologies, Inc.) na concentracdo de 10 uM (Tabela 1), 0,6 uL de
dNTP 10 mM, 0,3 pL de Tag DNA polimerase na concentracdo de 1 U.uL™* (Amersham,
CA, USA) e 4 L de DNA (20 ng).

PRIMERS DE RAPD USADOS NAS ANALISES MOLECULARES
Para a obtencdo dos perfis de marcadores moleculares das populacbes de insetos
analisadas nesse trabalho, foram utilizados varios primers (Operon Technologies, Inc.)

decaméricos de composicdo aleatdria de nucleotideos (Tabela 1).

Tabela 1 — Primers de RAPD utilizados na determinacdo dos perfis

eletroforéticos das diversas populacdes de insetos submetidas a analise

molecular.

Primer Sequéncia5’ —» 3’
OPA-02 TGCCGAGCTG
OPA-03 AGTCAGCCAC
OPA-04 AATCGGGCTG
OPA-05 AGGGGTCTTG
OPA-10 GTGATCGCAG
OPA-11 CAATCGCCGT
OPA-13 CAGCACCCAC
OPA-15 TTCCGAACCC
OPA-17 GACCGCTTGT
OPA-20 GTTGCGATCC
OPR-06 GTCTACGGCA
OPR-07 ACTGGCCTGA
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CONDICOES DE AMPLIFICACAO DE DNA GENOMICO

As amplificagdes foram efetuadas em termociclador (PTC-100 MJ Research)
contendo uma etapa inicial de desnaturagdo de 3 min a 94 °C, programado para 45 ciclos
de desnaturacao de 1 min a 93 °C, anelamento por 1 min a 35 °C e extensdo por 2 min a 72

°C e uma etapa final de extensdo de 5 mina 72 °C.

PROCEDIMENTO PADRAO PARA A IDENTIFICACAO MOLECULAR DE INSETOS

Foi realizada com a padronizacdo utilizando-se os primers OPA-04, OPA-10,
OPA-11 e OPA-13 para a identificacdo molecular dos biotipos de mosca branca, demais
aleirodideos e insetos quarentenarios, recebidos de varias localidades do pais e
armazenados na colecdo biolégica de referéncia de insetos e A&caros da Estacdo
Quarentenaria de Germoplasma Vegetal da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia,
uma vez que, aqueles primers foram os que apresentaram variacdo nos perfis de
fragmentos de DNA entre as populacdes de insetos analisados (Lima et al., 2000). Este
procedimento foi utilizado como triagem para a identificacdo dos biotipos de B. tabaci e

outros insetos antes de cada experimento.

VARIACAO MOLECULAR UTILIZANDO MARCADORES RAPD

As analises de variabilidade genética utilizando RAPD foram realizadas em
diferentes parametros, tais como, cultura, regido geografica, espécies e biotipos. Nesse
sentido, foram feitas compara¢fes com popula¢fes de B. tabaci de outros paises, com
populacbes de diferentes localidades dentro do Brasil e com populagdes de diferentes

culturas dentro do Distrito Federal.

A) ANALISE DE POPULACOES DE MOSCAS BRANCAS EM CULTURA DE
MANDIOCA

O perfil de RAPD em populacGes de aleirodideos ocorrendo em culturas de

mandioca do Brasil e do Paraguai (Tabela 2) foi obtido a partir de cinco individuos
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coletados aleatoriamente e analisados com os primers OPA-02, OPA-04, OPA-10, OPA-11
e OPA-13.

Tabela 2 — Populagdes de mosca branca ocorrendo em culturas
de mandioca no Brasil e Paraguai, utilizadas nos estudos de

identificacdo e caracterizacdo moleculares.

Cadigo Localidade Cultura
54 Magé - RJ Mandioca
101 Paraguai Mandioca
127 Paraguai Mandioca
128 Paraguai Mandioca
130 Paraguai Mandioca
186 Mage - RJ Mandioca
187 Porto Real - RJ Mandioca
212 Cajazeiras - CE Meldo
226 Brasilia - DF Algodao
228 Feira de Santana - BA Mandioca
229 Coracdo de Maria - BA Mandioca
230 Conceicdo do Jacuipe - BA Mandioca
235 Ivinhema - MS Quiabo
236 Deaddpolis - MS Mandioca
237 Deaddpolis - MS Mandioca
238 Ivinhema - MS Mandioca
249 Tibau - RN Mandioca
250 Santo Amaro - BA Mandioca
251 Santo Amaro - BA Mandioca
252 Governador Mangabeira - BA Mandioca
253 Governador Mangabeira - BA Mandioca
254 Cruz das Almas - BA Mandioca
255 Jodo Pinheiro - MG Mandioca

B) ANALISE DE POPULACOES DE MOSCA BRANCA EM DIFERENTES
CULTURAS NO BRASIL

Para as analises de variabilidade genética foram utilizados cinco individuos
pertencentes a populacGes de B. tabaci que foram coletadas em culturas dos Estados
Unidos, como também, em culturas estabelecidas em vérias localidades do Brasil (Tabela
3), com os primers OPA-02, OPA-03, OPA-05, OPA-10, OPA-11, OPA-13, OPA-15,
OPA-20, OPR-06 € OPR-07.
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Tabela 3 — Populagdes de B. tabaci coletadas em varias regides do Brasil e

utilizadas nos estudos de variabilidade genética.

Regiéo Codigo Procedéncia Cultura
61 Riverside — CA - USA Meléo
62 Riverside — CA - USA Melao
Anlise 1 23 Janau.ba - MG Algodao
60 Recife - PE Malva
Cento-Oeste . .
81 Campo Grande - MS Leguminosa Forrageira
Nordeste 106 Miguelopolis - SP Soj
Sudeste Miguelépolis- o
USA 119 Limoeiro do Norte - CE Feijdo
179 Tibau - RN Tomate
194 Cambuci - RJ Pepino
226 Brasilia - DF Algodao
8 Aracati - CE Melao
15 Boa Vista - RR Melao
Cento-Oeste ampos de : oytacazes - ouve
158.5 Recife - PE Couve
Nordeste o
168 Buritis - GO Feijéo
Sudeste -
184 Park Branco - RN Melao
Norte . .
222 Juazeiro - BA Melancia
233.1 Mogi Mirim - SP Algodao
240 Itiquira - MT Algodao

X Cultura nédo especificada.

C) MONITORAMENTO DE POPULACOES DE MOSCA BRANCA NO DISTRITO
FEDERAL EM DIFERENTES CULTURAS

Nos estudos de monitoramento para a verificagdo da presenca das populacdes do
biotipo B de B. tabaci, utilizaram-se fémeas adultas coletadas nas mesmas localidades do
Distrito Federal nos anos de 2000 e 2001, ocorrendo em culturas de berinjela, tomate,
pepino, abdbora e feijdo, mantidas tanto em campo quanto em casa de vegetacao.

A seguir, para a analise da dindmica da variabilidade genética daquelas populacGes
coletadas nos anos de 2000 e 2001, foram usadas como padrdo de comparacdo outras
populacbes de B. tabaci bidtipo B coletadas em varias culturas no Brasil em 1999
(Tabela 4).
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Nas analises de RAPD de ambas as estratégias empregaram-se os primers OPA-04,
OPA-10, OPA-11, OPA-13 e OPA-15 utilizando-se cinco individuos de cada amostra.

Tabela 4 — Populacdes de B. tabaci coletadas no Distrito Federal nos anos de

2000 e 2001 e em outras regides do Brasil no ano de 1999.

Regido (Ano)  Cddigo Localidade Cultura
226" Cenargen - DF Algodio
249? Tibau - RN Mandioca
BRASIL 64° Mangcuba - BA Abobora
1999 75° Goiania - GO Pepino
116° Limoeiro do Norte - CE Feijao
126° Jaboticabal - SP Berinjela
220° Juazeiro - BA Tomate
226" Cenargen - DF Algodio
249? Tibau - RN Mandioca
263° Planaltina - DF Berinjela
Distrito 264° Planaltina - DF Tomate
Federal 2000 265° Planaltina - DF Pepino
266° Planaltina - DF Abébora
288" Cenargen - DF Tomate
289* Cenargen - DF Abobora
290* Cenargen - DF Feijao
226" Cenargen - DF Algodio
249? Tibau - RN Mandioca
Distrito 02* Cenargen - DF Tomate
Federal 2001 03* Cenargen - DF Abodbora
04* Cenargen - DF Feijao
18° Planaltina - DF Tomate
19° Planaltina - DF Pepino
20° Planaltina - DF Berinjela

1 Biédtipo BR de Bemisia tabaci usado como padrdo;

2 Biotipo B de Bemisia tabaci usado como padrao;

3 Populagdes coletadas em campo;

4 Populacdes coletadas em culturas mantidas em casa de vegetacdo na Embrapa —
Recursos Genéticos e biotecnologia.
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D) ANALISE MOLECULAR ENTRE OS BIOTIPOS DE B. tabaci

Realizaram-se vérias reacGes de amplificacdo com os primers OPA-04, OPA-10,
OPA-11, OPA-13 e OPA-15 para a determinagé@o dos perfis de marcadores de RAPD que

sejam especificos para a distin¢do entre os biotipos de B. tabaci (Tabela 5).

Tabela 5 — Bi6tipos de Bemisia tabaci usados nos estudos de determinacdo de perfis de

marcadores moleculares de RAPD.

Caodigo Localidade Cultura Bidtipo de B. tabaci

7 Marrocos Pepino Q
8 Nigéria Mandioca Cassava

14 Espanha Tomate Q

NI Vérzea Grande - MT Algodao NI

61 Riverside — CA - USA Mel&o B

62 Riverside — CA - USA Melao A

140 Carolina - MA Soja B

184 Park Branco - RN Meldo B

Embrapa — Recursos Genéticos e
Biotecnologia - DF
Embrapa — Recursos Genéticos e

288 . ) Tomate B
Biotecnologia - DF

226 Algodao BR

NI Amostra ndo identificada;
X Cultura ndo especificada.

E) ANALISE E CARACTERIZACAO MOLECULAR DE POPULACOES DE
ALEIRODIDEOS

Para a caracterizacdo molecular, cinco individuos coletados a partir de varias
populacbes de aleirodideos (Tabela 6) foram comparados por meio dos seus padrdes de
marcadores moleculares de RAPD com a mosca branca B. tabaci, bi6tipos 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 determinacdo de possiveis bandas de DNA com

potencial para a identificacdo dessas diferentes espécies de aleirodidieos.
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Tabela 6 — PopulagGes de aleirodideos utilizados nas determinacGes dos perfis de
marcadores de RAPD para a identificacdo molecular.

Codigo Procedéncia Cultura Identificacdo
34 Rondondpolis - MT Tomate e Almeirdo B. tabaci biotipo BR
236 Deaddpolis — MS Mandioca B. tuberculata
255 Embrapa Cerrado - DF Mandioca Aleurothrixus aepim
261 Floriano — PI Caju Aleurodicus cocois
264 Planaltina — DF Tomate B. tabaci biotipo B
278 Flérida — USA Citros Aleurocanthus woglumi
279 Texas — USA Citros A. woglumi
282 Embrapa Recursos Geneticos Fumo Trialeurodes vaporariorum

e Biotecnologia — DF

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

Individuos de varias espécies de insetos de interesse agricola (Tabela 7) foram
comparados por meio dos seus padrdes 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 funcéo dos resultados foi possivel a determinacdo 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.
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Tabela 7 — PopulacGes de insetos utilizadas nas determinagdes dos perfis de marcadores de
RAPD.

Procedéncia Cultura Identificacdo
Mossoro — RN Melao B. tabaci biotipo B
Texas — USA Citros A. woglumi
Embrapa - i
e . . X Trichogramma
Recursos Genéticos e biotecnologia
Embrapa - i
L i . X A. grandis
Recursos Genéticos e biotecnologia
Embrapa - .
. . . X S. frugiperda
Recursos Genéticos e biotecnologia
Embrapa - i
L i . X A. gemmatalis
Recursos Genéticos e biotecnologia
Embrapa - . -
X Nephaspis gemini

Recursos Genéticos e biotecnologia
X Indica a manutencdo em criagao sob condigdes controladas (dieta, fotoperiodo e umidade).

ANALISE POR ELETROFORESE DOS FRAGMENTOS DE DNA GERADOS POR
RAPD

Os produtos de amplificacdo originarios das reac6es de RAPD foram separados em
gel de agarose 1,5 % submerso em tampédo TBE 1X (Tris-borato 90 mM e EDTA 1 mM)
durante 3 h a 160 V. Ao término da corrida, os géis foram corados por 30 min em uma
solugdo corante contendo brometo de etidio (5 pg.mL™), descorados por 30 min em agua
destilada e fotografado sob luz ultravioleta no comprimento de onda de 300 nm. A
documentacdo 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 determinagdo da massa molecular dos fragmentos
amplificados pela técnica de RAPD.
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ANALISE DOS DADOS

As fotos das amplificagOes realizadas com os primers selecionados foram usadas
para a analise do polimorfismo entre os individuos da populacdo. As bandas presentes nos
géis foram consideradas como marcadores RAPD. Foi gerada entdo uma matriz de
similaridade levando-se em consideracdo as relagdes entre individuos, primers e massas
moleculares das bandas obtidas com um dado primer. Utilizou-se o valor 1 para a presenca
de um marcador e 0 para a auséncia. No caso de duvida o nimero 9 foi usado como
padrdo. A seguir, a planilha obtida foi submetida a um programa de analise estatistica
multivariada para a determinacéo 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 analise por UPGMA (unweighted pair-group method analysis), produziu-se
um dendrograma que evidenciou o agrupamento dos individuos, utilizando-se o programa
NTSYS (Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis System) versdo 2.02 pc
(Rholf, 1993).

A seguir, os valores obtidos e tabelados em uma planilha foram submetidos a
analise de variancia molecular (AMOVA) para a determinacdo estatistica das possiveis
origens das variabilidades encontradas nas populacdes pela aplicagdo de algoritmos

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

RESULTADOS E DISCUSSAO

IDENTIFICACAO MOLECULAR

As amostras de insetos coletadas em varias culturas de diversas localidades foram
recebidas e mantidas na colecdo biologica de referéncia de insetos da Estacdo
Quarentenaria de Germoplasma Vegetal da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
e, posteriormente, tiveram os seus perfis moleculares estabelecidos para identificagdo com
o0 primer OPA-13. Os padrdes de bandas produzidos por cinco individuos de cada
populacdo a ser identificada foram comparados com padrdes de mosca branca B. tabaci

previamente determinadas como sendo bidtipo B ou BR (Figura 1).
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Figura 1 — Identificacdo de populacdes de mosca branca coletadas em culturas de varias
localidades por meio de perfis de fragmentos de DNA obtidos com o primer OPA-13. A
letra M indica o marcador 100 pb ladder (Gibco); As letras B e BR correspondem aos
bidtipos de B. tabaci usados como padrdo de identificacdo. A barra indica os individuos
analisados em cada amostra e, 0 nimero, 0 processo da amostra na colecdo bioldgica de

referéncia de insetos.

Das amostras analisadas no ano de 2000, 29 foram identificadas como sendo o
bidtipo B de B. tabaci, uma foi identificada como Aleurodicus cocois e duas como
Trialeurodes vaporariorum. Amostras de mosca negra (Aleurocanthus woglumi),
provenientes dos EUA, tiveram o seu padrdo de bandas determinado para fazer parte do
acervo de identificagcdo do banco de mosca branca. Além disso, uma amostra coletada em
feijdo proveniente de Chapec6 - SC apresentou um perfil de bandeamento ndo
correspondente aqueles pertencentes ao banco de marcadores moleculares de insetos de

interesse quarentenario (Tabela 8).
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Tabela 8 — Identificacdo molecular das amostras recebidas no ano de 2000.

Cddigo Localidade Cultura Identificacdo
226" Vitrine Cenargen - DF Algodao Bemisia tabaci BR
249? Tibau - RN Mandioca Bemisia tabaci B
260 Lavras - MG Brocolis B. tabaci B
261 Floriano - PI Caju Aleurodicus cocois
262.1 Baralna - RN Melao B. tabaci B
262.2 Barauna - RN Meldo B. tabaci B
262.3 Baralna - RN Melao B. tabaci B
262.4 Barauna - RN Meldo B. tabaci B
263 Planaltina - DF Berinjela B. tabaci B
264 Planaltina - DF Tomate B. tabaci B
265 Planaltina - DF Pepino B. tabaci B
266 Planaltina - DF Abdbora B. tabaci B
267 Petrolina - PE Tomate/Plantas invasoras B. tabaci B
268.1 Nova Porteirinha - MG Batata B. tabaci B
268.2  Nova Porteirinha - MG Tomate B. tabaci B
269 Mossoré - RN Meldo B. tabaci B
270 Mossor6 - RN Meldo B. tabaci B
271 Mossoré - RN Meldo B. tabaci B
272 Mossor6 - RN Meldo B. tabaci B
273 Mossoré - RN Meldo B. tabaci B
274 Mossor6 - RN Melao B. tabaci B
275 Mossoré - RN Meldo B. tabaci B
276 Mossor6 - RN Melao B. tabaci B
277 Mossoré - RN Meldo B. tabaci B
280 Lavras - MG Pepino B. tabaci B
281 Aguas Mornas - SC Abobrinha/Pepino Trialeurodes vaporariorum
282 Cenargen - DF Fumo T. vaporariorum
283 Pau Branco - RN Meldo B. tabaci B
284 Cajazeiras - CE Mel&o B. tabaci B
285 Mossoré - RN Meldo B. tabaci B
286 Baralna - RN Melao B. tabaci B
287 Chapecé - SC Feijao NI
288 Cenargen - DF Tomate B. tabaci B
289 Cenargen - DF Abdbora B. tabaci B
290 Cenargen - DF Feijao B. tabaci B

1 Bi6tipo BR de Bemisia tabaci usado como padrao;
2 Bi6tipo B de Bemisia tabaci usado como padréo;
NI Amostra ainda ndo identificada.

A mesma estratégia utilizada para a identificacdo de amostras de mosca branca no
ano de 2000 foi aplicada para a analise molecular dos individuos recebidos no ano de 2001,
onde observou-se a predominancia de amostras contendo individuos pertencentes ao
bidtipo B de B. tabaci (Tabela 9).
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Tabela 9 — Identificacdo molecular das amostras recebidas no ano de 2001.

Localidade Cultura Identificacdo
Jaboticabal - SP Feijao NI
Cenargen - DF Tomate Bemisia tabaci B
Cenargen - DF Abdbora B. tabaci B
Cenargen - DF Feijao B. tabaci B
Sinop - MT Soja/Algodao/Erva daninha NI
Vérzea Grande - MT Algodéo NI
Varzea Grande - MT Erva Daninha NI
Vérzea Grande - MT Algodao NI
Véarzea Grande - MT Algodao NI
Vérzea Grande - MT Soja NI
Pau Branco - RN Feijao B. tabaci B
Pau Branco - RN Tomate B. tabaci B
Pau Branco — RN Mandioca B. tabaci B
Cajazeiras - PB Meléo B. tabaci B
Cajazeiras - PB Melao B. tabaci B
Mossord - RN Melao B. tabaci B
Mossoré - RN Melao B. tabaci B
Mossord - RN Melao B. tabaci B
Mossoré - RN Melao B. tabaci B
Mossord - RN Melao B. tabaci B
Mossoré - RN Melao B. tabaci B
Mossord - RN Melao B. tabaci B
Mossoré - RN Melao B. tabaci B
Planaltina - DF Tomate B. tabaci B
Planaltina - DF Pepino B. tabaci B
Planaltina - DF Berinjela B. tabaci B
Mossoré - RN Melao B. tabaci B
Mossord - RN Melao B. tabaci B
Mossoré - RN Melao B. tabaci B
Baratna - RN Melao B. tabaci B
Tibau - RN Melao B. tabaci B
Toca da Raposa - RN Meléo B. tabaci B
PADF - DF Couve verde B. tabaci B
PADF - DF Couve manteiga B. tabaci B
PADF - DF Couve verde NI
PADF - DF Couve verde NI
Tibau - RN Melao B. tabaci B
Baratna - RN Melao B. tabaci B

NI Amostra ainda ndo identificada.

Além disso, duas amostras enviadas da Espanha e de Marrocos, contendo o biotipo
Q de B. tabaci, tiveram os seus padrdes de bandeamento determinados para fazer parte dos
perfis eletroforéticos do banco de aleirodideos. O mesmo foi feito com uma amostra

proveniente da Nigéria contendo o bidtipo cassava de B. tabaci (Figura 2).
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Figura 2 — PadrBes de bandas obtidos de amplificagdo com o primer OPA-10 dos bidtipos
de mosca branca. A letra M indica o marcador 100 pb ladder (Gibco). O nimero e a barra

indicam o codigo no banco de aleirodideos e o0 numero de individuos analisados.

Ao longo da identificagdo molecular, as amostras originarias de duas localidades de
Mato Grosso apresentaram um padrdo molecular ndo relacionado com os biotipos de B.
tabaci ou qualquer outro aleirodideo cujo perfil tenha sido anteriormente determinado. Em
futuros surtos populacionais em Mato Grosso, amostras poderdo ser coletadas nas mesmas
localidades e culturas, para um estudo mais detalhado para a averiguacdo dessa possivel
variabilidade entre os aleirodideos em estudo.

Dos resultados obtidos a partir da identificacdo das amostras provenientes das
varias localidades do Brasil, pode-se observar que o biétipo B de B. tabaci apresenta-se
disperso na maioria dos estados do Brasil. As exceg¢bes ficam com o0s estados do

Amazonas, Acre, Amap4, Parana e Sergipe (Figura 3).
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Figura 3 — Distribuicdo das populacdes de B. tabaci nas diversas unidades da federacdo. Os
pontos indicam a procedéncia das amostras que foram identificadas por metodologia
molecular de RAPD.

Resultados anteriores de identificagcdo, descritos por Lima et al. (1999), tém
demonstrado que o bidtipo BR pode estar presente em alguns estados, tais como, Mato
Grosso, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Goias e Distrito Federal. Nas regides de Barauna
(RN), Mossord (RN), Pau Branco (RN) e Tibau (RN), por exemplo, o biétipo B de B.
tabaci é o predominante. Esses resultados indicam uma disperséo do biotipo B de B. tabaci
nas diferentes localidades do Brasil. Além disso, percebe-se que ndo existe uma
preferéncia por cultura predada, indicando a extrema adaptabilidade dessa praga a
diferentes condicdes nutricionais.

Wool et al. (1994) usando padrbes de esterase foram capazes de diferenciar as
espécies B. tabaci e B. tuberculata em funcdo dos seus perfis eletroforéticos a partir de

amostras coletadas em varias localidades da Colémbia. Por esse estudo, os autores
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observaram sutis diferencas sugerindo, entdo, uma diferenciacdo genética em funcdo da
distribuicdo geogréafica dessas populac@es. Alem disso, analisando-se apenas as populacdes
de B. tabaci, os autores observaram variag0es nas frequiéncias de esterase associadas com
as localidades de coleta. Além disso, em algumas dessas localidades foram descritas a
aplicacdo de inseticidas. Esse ultimo fato pode ser responsavel por variacdes fisioldgicas
no inseto terminando por influenciar nos padrdes de esterase, uma vez que, esse marcador
bioquimico sofre influéncia de fatores ambientais. Dessa forma, surge a necessidade de se
utilizar uma estratégia complementar para a confirmacao dessas informacoes.

Em 1993, Gawel e Bartlett utilizaram a técnica de RAPD para o estudo de B.
tabaci. Utilizando vinte primers de RAPD, os autores distinguiram dois bidtipos de
ocorréncia nas culturas dos Estados Unidos: os biotipos A e B. Em funcdo desses
resultados, os autores apontam para a aplicacdo do RAPD na diferenciacdo de biotipos de
B. tabaci que apresentem semelhanca morfoldgica e proximidade genética.

Sendo assim, os perfis moleculares de RAPD obtidos nesse estudo confirmaram as
descricdes estabelecidas anteriormente por Lima et al. (1999), expandindo-se a
possibilidade de uso desses marcadores para a distin¢cdo entre os biotipos de B. tabaci e
para 0 monitoramento da dispersdo de populagdes especificas de um determinado bi6tipo
de mosca branca.

Além disso, De Barro & Driver (1997) sugerem que a técnica de RAPD é adequada
para a analise de insetos pois permite utilizar amostras frescas ou conservadas em alcool
para a identificacdo dos biotipos de B. tabaci e outros aleirodideos. Desta forma, uma
estratégia molecular pdde ser estabelecida para atender a necessidade de se detectar a
presenca do bidtipo B nas culturas do Brasil a partir de amostras armazenadas em alcool
com relativa rapidez e com precisdo para o estabelecimento de laudos de interesse

quarentenario.

ESTUDOS MOLECULARES DE MOSCA BRANCA EM MANDIOCA

A partir do estabelecimento de uma estratégia de identificacdo molecular por
RAPD, cinco individuos das populacdes de mosca branca, coletadas em culturas de

mandioca do Brasil e do Paraguai, foram usados para a determinacdo do perfil de
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fragmentos de DNA com o primer OPA-13, onde observou-se a presenca de diferentes

populacbes de mosca branca (Tabela 10).

Tabela 10 — Identificacdo por meio de trés primers de RAPD de populacGes de mosca
branca coletadas em culturas de mandioca, provenientes do Brasil e do Paraguai, a serem

utilizadas nos estudos de caracterizacdo molecular.

Cdodigo Origem Cultura Identificacdo
54 Magé — RJ Mandioca NI

101 Paraguai Mandioca B. tabaci B
127 Paraguai Mandioca B. tabaci B
128 Paraguai Mandioca B. tabaci B
130 Paraguai Mandioca NI
186 Mage — RJ Mandioca NI
187 Porto Real — RJ Mandioca NI
2121 Cajazeiras — CE Mel&o B. tabaci B
2262 Brasilia — DF Algodao B. tabaci BR
228 Feira de Santana — BA Mandioca Aleurothrixus aepim
229 Coragéo de Maria — BA Mandioca A. aepim
230 Conceicdo do Jacuipe — BA Mandioca A. aepim
2353 Ivinhema — MS Quiabo B. tuberculata
236 Deaddpolis — MS Mandioca B. tuberculata
237 Deadopolis — MS Mandioca B. tuberculata
238 Ivinhema — MS Mandioca B. tuberculata
249 Tibau — RN Mandioca B. tabaci B
250 Santo Amaro — BA Mandioca A. aepim
251 Santo Amaro — BA Mandioca A. aepim
252 Governador Mangabeira — BA Mandioca A. aepim
253 Governador Mangabeira — BA Mandioca A. aepim
254 Cruz das Almas - BA Mandioca A. aepim
255 Jodo Pinheiro - MG Mandioca A. aepim

1 Biétipo B de B. tabaci usado como padrdo de comparagao;
2 Bidtipo BR de B. tabaci usado como padrdo de comparac&o;
3 Amostra padrdo de comparacéo de B. tuberculata;

NI Amostra ndo identificada.

A andlise molecular permitiu identificar a presenca de B. tuberculata, B. tabaci
biotipo B e Aleurothrixus aepim nas culturas de mandioca, assim como, outros bidtipos
ainda ndo identificados (Figura 4).
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Figura 4 — Comparacéo de perfis de fragmentos de DNA de mosca branca obtidos a partir
de amplificagbes com os primers OPA-04 e OPA-11. A letra M indica o marcador
molecular 100 pb ladder (GIBCO). A barra indica o nimero de individuos analisados em

cada populagéo.

Usando esses primers foi possivel identificar, molecularmente, as populacées de B.
tabaci biotipo B, B. tuberculata e Aleurothrixus aepim. Dos resultados obtidos, o que
apresentou maior preocupacdo foi a deteccdo do bidtipo B de B. tabaci em culturas de
mandioca na regido de Tibau (RN). Este inseto € o vetor do virus ACMV (African Cassava
Mosaic Virus ou, virus do mosaico africano da mandioca), causador de sérios prejuizos nas
culturas de mandioca em varios paises africanos.

Uma vez identificadas as amostras de mosca branca, estas foram analisadas pela
técnica de RAPD com os primers OPA-02, OPA-04, OPA-10, OPA-11 e OPA-13 para a

determinacdo das relacdes filogenéticas entre estas populagdes (Figura 5).
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Figura 5 — Andlise de agrupamento de populagdes de aleirodideos coletadas em culturas de
mandioca do Brasil e do Paraguai. Os cddigos representam: CS54, CS186 e CS187,
amostras coletadas em mandioca (RJ); CS101, CS127, CS128 e CS130, mandioca
(Paraguai); CS212, meldo (CE); CS226, algoddo (DF); CS228, CS229, CS230, CS250,
CS251, CS252, CS253 e CS254, mandioca (BA); CS235, quiabo (MS); CS236, CS237 e
CS238, mandioca (MS); CS249, mandioca (RN); e CS255, mandioca (MG).

54



Por meio da andlise molecular observou-se a distribuicdo das populacdes de
aleirodideos em trés agrupamentos principais. No agrupamento A foram encontradas todas
as populacdes de A. aepim e uma populacdo de B. tabaci. A partir da analise do
dendrograma observou-se que A. aepim formou um agrupamento distinto de B. tuberculata
e B. tabaci bidtipo B (agrupamento B), apresentando similaridade em torno de 12 % em
relacdo a essas espécies. Para A. aepim, foram identificadas duas divisées (D e E) que
apresentaram em torno de 32 % de similaridade genética. A divisdo D foi constituida pelas
populacdes coletadas em 3 localidades distintas do estado da Bahia: Conceicdo do Jacuipe,
Coracdo de Maria e Feira de Santana. A divisao E ficou composta por duas subdivisdes (F
e G) apresentando 57 % de similaridade entre si. A divisdo F ficou composta por amostras
de mosca branca coletadas em duas localidades da Bahia: Governador Mangabeira e Santo
Amaro. A sub-divisdo G ficou composta por duas populacdes coletadas em areas distintas
(BA e MG), apresentando 85 % de similaridade genética. Dentro do agrupamento A
também foi identificada uma populacdo de B. tabaci coletada em meldo no Ceara. Essa
amostra apresentou 15 % de similaridade em relacdo as populagdes de A. aepim.

No agrupamento B foram identificadas todas as populacfes de B. tabaci coletadas
em mandioca no Paraguali, todas as populacGes de B. tuberculata do Brasil (MS e BA) e
uma populacdo de B. tabaci do Brasil. Nesse grupo, um resultado interessante observado
foi que as populagdes de B. tuberculata do Brasil e B. tabaci bidtipo B originarias do
Paraguai apresentaram similaridade em torno de 31 %, formando um agrupamento Unico.
Ja as populacdes de B. tabaci biotipo B coletadas em culturas de mandioca na regido de
Tibau (RN) apresentaram menor grau de similaridade (em torno de 17 %) com as
populacOes de B. tuberculata coletadas no Brasil e com as populagbes de B. tabaci do
Paraguai.

O bidtipo BR de B. tabaci apresentou baixa similaridade (10 %) em relagdo as
demais populacdes analisadas neste estudo, formando um agrupamento distinto
(agrupamento C).

A andlise do dendrograma permitiu identificar que duas amostras de populacGes
coletadas em culturas de mandioca nos estados do Rio de Janeiro e Bahia e uma originaria
do Paraguai formaram clados distintos nos agrupamentos A e C. Esse resultado reflete com
0 observado para a andlise por RAPD, cujo padrdo de bandas dessas popula¢es nédo

permitiu uma identificagdo por método molecular.
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Nesse estudo, ressalta-se a variabilidade das populac¢des de B. tabaci, uma vez que,
estas apresentaram ampla distribuicdo, sendo identificadas nos trés agrupamentos formados
no dendrograma.

A partir das informagdes geradas pelos perfis eletroforéticos de RAPD pelas varias
populacbes de aleirodideos, os dados binarios dessas amostras foram utilizados em uma
analise de variancia molecular (AMOVA) para a determinacdo das fontes de variabilidade
genética que foram identificadas no dendrograma. Dos resultados obtidos, observou-se que
90,25 % da fonte de variagdo era originaria de variagdes entre 0s grupos analisados e que,
9,75 % da variacdo era proveniente de dentro das populagdes. Esses dados indicam uma
elevada fonte de variabilidade genética para cada espécie de aleirodideo analisada nesse
estudo. Além disso, as amostras de B. tabaci biotipo B coletadas em culturas de meldo no
Ceara e em mandioca no Rio Grande do Norte, formaram um agrupamento distinto dos
demais individuos do mesmo bidtipo, sugerindo uma possivel preferéncia pela cultura
dentro de um mesmo biotipo.

A mosca branca (B. tabaci) biotipo B é o principal vetor do virus do mosaico
africano da mandioca (ACMV), responsavel por enormes prejuizos na cultura de mandioca
no continente africano, causando uma reducdo de 50 % na producdo de mandioca (Fauquet
& Fargette, 1990), com prejuizos superiores a 2 bilhGes de ddlares (Basu, 1995). Em uma
revisdo analisando a disseminacdo do virus ACMV e B. tabaci no continente africano,
Legg (1999) indica que a disseminacdo do virus do mosaico da mandioca ocorre de duas
formas: 1) por meio das manivas infectadas pelo virus ou; 2) pela mosca branca, B. tabaci
atuando como vetor. Estudos tém demonstrado que B. tabaci é o Unico vetor do ACMV
(African Cassava Mosaic Virus — Virus do Mosaico Africano da Mandioca). Ainda, alguns
estudos tém relatado a eficiéncia de transmissdo do virus por esse aleirodideo. Esses
valores variam de 0,15 % a 1,7 %, mas podem chegar até a 13 %. O autor da revisdo ainda
sugere que o fator chave da epidemiologia observada nos paises africanos se deve a
mobilidade da mosca branca pois, em determinadas circunstancias, este inseto pode se
deslocar até 7 km do seu ponto original. Ainda, nessa mesma revisao, o autor relaciona que
um dos fatores responsaveis pela epidemia desse virus € o aumento da densidade
populacional de B. tabaci. Ap6s um levantamento sobre os dados de epidemia do ACMV
em alguns paises africanos, concluiu-se que a incidéncia do virus estava relacionada com o
aumento populacional da mosca branca. Isso foi comprovado em experimentos em
Uganda, onde observou-se que entre os anos de 1992 e 1998, a populacdo de B. tabaci

aumentou 15 vezes.
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Em funcdo dessas informacdes, Maruthi et al. (2001) fizeram um estudo para
determinar se a disseminacdo do ACMYV estava associada a um novo biétipo de B. tabaci.
Para essas determinacOes foram realizados testes de compatibilidade reprodutiva,
fecundidade, desenvolvimento de ninfa e RAPD com 26 primers. Dos 26 primers
utilizados, seis primers indicaram que uma consideravel variacdo era observada entre os
individuos de uma mesma populacdo. Fazendo-se a analise por UPGMA, a partir do
polimorfismo de bandas produzido por cinco individuos de uma mesma populacao
coletada em areas de epidemia do ACMV, como também, de areas livres do virus, o
dendrograma gerado produziu um Unico e grande grupo, ndo havendo distin¢do entre as
populacbes coletadas em culturas de mandioca em areas de epidemia ou ndo do virus
ACMV. Os graus de similaridade entre os sub-grupos formados dentro do grupo principal
variaram de 78 % a 89 %. Um resultado interessante apontado também pelos autores nesse
trabalho foi a distingéo entre as populacdes de B. tabaci coletadas na india em culturas de
algoddo e mandioca. Pelo dendrograma, essas duas populacfes se segregaram a parte do
grupo principal, apresentando 45 % de similaridade genética. Além disso, Essas duas
populacdes coletadas na india formaram dois agrupamentos distintos, com similaridade
genética de 82 %. Esses resultados estdo de acordo com aqueles obtidos na andlise das
populacdes de B. tabaci e outros aleirodideos desse estudo.

Em 2003, Abdullahi et al. analisaram popula¢bes de B. tabaci coletadas em
mandioca na Africa e em outras culturas distribuidas ao redor do mundo pelas técnicas de
RAPD e ITS. Os resultados de RAPD indicaram a formacéo de dois agrupamentos no
dendrograma com a clara separacdo das populacdes de B. tabaci infectando culturas de
mandioca. A andlise de AMOVA indicou que 63,2 % da variacdo total era atribuida a
diferencas entre as populacdes, 27,1 % era devida a variagdes em funcdo da cultura
predada e 9,8 % era em funcdo de variagdes dentro das populagdes. Os autores fazendo a
analise da regido de ITS1 observaram que as populacGes de B. tabaci infectado a cultura de
mandioca eram diferentes das demais populacdes e especificas em colonizar aquela
cultura.

Abdullahi et al. (2004) utilizaram a técnica de PCR-RFLP a partir da regido 1TS1
de B. tabaci para obter perfis para a distincdo entre as populacdes de mosca branca de
ocorréncia em mandioca e as populacdes de ocorréncia em outras culturas. A partir da
andlise dos perfis de restri¢do da regido 1TS1, os autores sugerem que as populagdes de B.
tabaci associadas a culturas de mandioca da Africa representam um grupo distinto, com

um significativo nivel de separacdo em sub-grupos e que estes ndo estavam ligados a
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distribuicdo geografica. A andlise de variancia molecular (AMOVA) revelou que a
variacdo genética total de 47 % era atribuida a diferencas entre populacGes dentro dos
grupos associados ao seu hospedeiro. Utilizando-se a enzima de restricdo Smal, os autores
obtiveram um perfil de restricdo para a identificagdo e monitoramento do bi6tipo B de B.
tabaci ocorrendo em culturas de mandioca.

A partir dos dados observados nesse estudo e com a literatura disponivel surge a
necessidade de se estabelecer estratégias quarentenarias para evitar a entrada do virus
ACMV (African Cassava Mosaic Virus - Virus do Mosaico Africano da Mandioca), uma
vez que, 0 aparecimento e o estabelecimento de populacbes de mosca-branca em éreas
produtoras tem ocorrido em virtude do transito de manivas de mandioca. Recentemente,
esse virus foi detectado no Brasil em manivas de mandioca, provenientes de Angola. Além
disso, foi encontrado nesse estudo o bi6tipo B de B. tabaci em cultura de mandioca no
Brasil. Dessa forma, ressalta-se a necessidade de maiores estudos a respeito da
variabilidade dessa espécie de aleirodideo para o entendimento de quais fatores podem ser
responsaveis por uma possivel preferéncia pela cultura dentro de um mesmo biotipo de B.
tabaci. Sendo assim, a partir dessas informacdes, uma estratégia molecular poderéd ser
estabelecida para atender a necessidade de se monitorar a presenca do bi6tipo B na cultura

da mandioca como uma prevencdo a entrada do virus do mosaico africano no Brasil.

ANALISE DA VARIABILIDADE GENETICA DE POPULACOES DE MOSCA
BRANCA PRESENTES NO BRASIL

Inicialmente aos trabalhos de variabilidade genética, procedeu-se a identificacdo
molecular das amostras coletadas para a determinacdo dos bi6tipos de mosca branca. Das
amostras analisadas, observou-se que oito populacfes coletadas no Brasil pertenciam ao

biétipo B e uma correspondia ao biotipo BR de B. tabaci (Tabela 11).

58



Tabela 11 — Populagdes de B. tabaci coletadas em culturas de vérias regifes do Brasil
usadas nos estudos de variabilidade genética.

Localidade Cultura Bidtipo de B. tabaci
Riverside — CA — USA® Meldo Bidtipo B
Riverside — CA — USA? Melo Bidtipo A

Janalba - MG Algodao
Recife — PE Malva
Campo Grande — MS Leguminosa Forrageira
Migueldpolis — SP Soja Bidtipo B
Limoeiro do Norte — CE Feijao
Tibau - RN Tomate
Cambuci — RJ Pepino
Brasilia— DF Algodao Bidtipo BR

1 Bi6tipo B de B. tabaci usado como padrdo de comparacéo;
2 Bidtipo BR de B. tabaci usado como padrdo de comparacao.

A partir das informacdes geradas pelos perfis de marcadores de RAPD, realizou-se
um estudo de caracterizacdo molecular de populacdes provenientes de varias culturas
coletadas nas regides nordeste, centro-oeste e sudeste do Brasil, como também, dos
Estados Unidos, para efeitos de comparacdo. Submetendo-se 0 DNA dos individuos das
dez populacGes de mosca branca ao procedimento de RAPD com dez primers decamericos,
foram observadas diferencas nos perfis de marcadores entre as varias amostras analisadas
(Figura 6).
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Figura 6 - Andlise dos fragmentos de DNA obtidos com o primer OPA-13. A letra M
indica 0 marcador de massa molecular 100 pb ladder. A barra indica 0 ndmero de

individuos analisados para cada populacéo.

A analise dos marcadores moleculares produzidos pelo primer OPA-13 para o
biétipo B de B. tabaci permitiu identificar dois distintos sinais de amplificacdo de 1050 pb
e de 2000 pb em todas as amostras. Entretanto, para a amostra proveniente dos EUA,
observou-se perfil de bandas na faixa de 300 pb a 1700 pb ndo identificavel nas amostras
originarias do Brasil. O biotipo A dos EUA produziu um perfil diferente de marcadores
com uma banda de 550 pb caracteristica. Resultado similar foi encontrado para o bi6tipo
BR, produzindo um padréo de bandeamento na faixa de 1500 pb a 1800 pb. A populacéo
coletada em leguminosa forrageira no estado do Mato Grosso do Sul gerou um perfil de
bandas néo relacionado aos bidtipos envolvidos no estudo.

A partir da variacdo nos perfis de bandas e da impossibilidade de correlacdo da
populacdo coletada em leguminosa forrageira com os demais bidtipos de mosca branca,
utilizou-se os perfis de bandas de DNA produzidos pelos varios primers de RAPD pelas
dez populagdes para a determinacdo do agrupamento destas por meio do programa
NTSYS-pc (Rohlf, 1993). A analise dos padrdes de bandas das amostras de mosca branca
provenientes das regides do Brasil e dos Estados Unidos permitiu organizar as populacdes

em quatro agrupamentos principais (Figura 7).
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Figura 7 - Analise de agrupamento das populacBes de B. tabaci coletadas em diferentes

culturas das regides do Brasil e dos Estados Unidos.

O primeiro agrupamento foi constituido apenas pela populacdo de mosca branca
bidtipo A originéria dos EUA, apresentando uma similaridade de 7 % em relagdo aos
demais grupos analisados. A segunda distribuicdo de populagdes ficou relativa ao bi6tipo
B de B. tabaci, apresentando dois grupos (A e B) com aproximadamente 30 % de
similaridade. Para o grupo A, observou-se que o bidtipo B originario dos Estados Unidos
apresentou similaridade de 80 % com as popula¢des do Brasil coletadas em algodao e
malva. J& as populagdes de mosca branca coletadas em algodao e malva apresentaram uma
relacdo filogenética mais proxima, em torno de 90 %. O grupo B revelou que a populacdo
coletada em soja apresentou uma similaridade de 85 % em relacdo as populagdes de feijao,
pepino e tomate. Observou-se, também, que as popula¢Bes encontradas em feijdo e pepino
apresentaram maior similaridade entre si (97 %) do que em relacdo a populacdo de tomate

(95 %). No terceiro agrupamento, identificou-se o biotipo BR, coletado em algodao,
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apresentando baixa similaridade (20 %) em relacéo as populacdes de B. tabaci bittipo B
do Brasil e Estados Unidos. O Gltimo agrupamento correspondeu a populacdo coletada em
leguminosa forrageira cujos marcadores ndo apresentaram correspondéncia com as marcas
genéticas dos demais bidtipos, sugerindo ser um grupo diverso em relagdo aos demais
biotipos analisados nesse estudo.

Em funcdo dos agrupamentos observados no dendrograma, procedeu-se a analise de
variancia molecular (AMOVA) para a identificacdo da variabilidade genética entre 0s

grupos e dentro de cada populagdo em estudo (Tabela 12).

Tabela 12 — Analise de variancia molecular (AMOVA) entre as populac@es coletadas em varias

culturas e entre os individuos de uma mesma populag&o.

Algoddo Malva Forrag. Soja Feijdo Tomate Pepino Algodéo
MG PE MS SP CE RN RJ DF

Algodéo - MG 0 62.50 99.10 98.40 98.12 98.37 97.24 99.18
Malva — PE 37.50 0 97.08 97.14 96.71 97.27 95.87 98.25
Forrageira - MS 0.90 2.92 0 98.82 98.68 98.80 97.79 99.40
Soja—SP 1.60 2.86 1.18 0 60.00 90.00 77.27 99.37
Feijdo — CE 1.88 3.29 1.32 40.00 0 -25.00 -13.64  99.32
Tomate - RN 1.63 2.73 1.20 10.00  125.00 0 -13.64  99.36
Pepino - RJ 2.76 4.13 2.21 22.73  113.64 113.64 0 98.19
Algodéo - DF 0.82 1.75 0.60 0.63 0.68 0.64 1.81 0

Os nimeros em negrito indicam a porcentagem de variagao (%) entre as populagdes analisadas;
Os numeros na parte inferior da tabela indicam a porcentagem de variagdo (%) dentro das populag6es em estudo.

Observou-se que a maior fonte de variacdo genética era proveniente da
variabilidade entre as populagfes. Essa variagdo correspondeu a um intervalo de 96,71 %
até 99,40 %. As excecbes ficaram para as relagdes entre as populacdes coletadas em feijao-
PE e soja-SP (60 %), malva-PE e algodao-MG (62,5 %) e pepino-RJ e soja-SP (77,27 %).

Essas informacdes sugerem que as diferencas entre 0os grupos possam ser devidas a
fatores relacionados com a disponibilidade da dieta, presenga de predadores e com a
aplicacdo de produtos quimicos que podem atuar selecionando grupos com perfis genéticos
ligeiramente diferentes dentro de um dado biotipo de B. tabaci. Soma-se ainda a essa
variacdo dentro dos biotipos, a estratégia reprodutiva adotada pela espécie, uma vez que, a
partenogénese arrendtoca é a forma de reproducgdo preferencial para manter os genes nas
populacdes desse inseto. Essa estratégia é particularmente interessante para B. tabaci em

virtude desta espécie representar um grupo cosmopolita. A reproducdo assexuada assegura
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o rapido crescimento da populacdo para a utilizacdo rapida dos recursos disponiveis. Sob
condigdes ainda desconhecidas, a reproducdo sexuada é a forma alternativa para a geracdo
de novas combinagdes genéticas com o intuito de superar alguma barreira seletiva como,
por exemplo, a pressdo provocada pelo uso de produtos quimicos. Esses fatores podem ser
0S responsaveis pela variacdo dentro de um biétipo, refletindo as diferencas que sé@o
observadas no dendrograma. Além disso, pelas analises de variancia molecular (AMOVA)
excluiu-se a influéncia da localizacdo geografica como fator determinante na separacédo
entre as populac@es de B. tabaci biotipo B.

Em funcgéo dos resultados obtidos com as populag6es coletadas ao longo do ano de
2000 e visando confirmar os fatos obtidos anteriormente, realizou-se outra analise
molecular com os mesmos primers de RAPD anteriormente citados para complementar 0s
estudos de caracterizacdo entre populagOes coletadas em culturas estabelecidas nas regides
norte, nordeste, centro-oeste e sudeste do Brasil (Tabela 13).

Tabela 13 — PopulacGes de B. tabaci usadas nos estudos complementares de variabilidade
genética coletadas em varias regibes do Brasil.

Localidade Cultura Bidtipo de B. tabaci
Aracati/CE Meléo
Boa Vista/RR Meléo
Vicosa/MG Soja Bidtipo B
Campos de Goytacazes/RJ Couve
Recife/PE Couve
Buritis/GO Feijao Bidtipo BR
Park Branco/RN Meléo
Juazeiro/BA Melancia Bidtipo B
Mogi Mirim/SP Algodao
Itiquira/MT Algodéo Bictipo BR

A andlise das amostras provenientes de culturas das regiGes Centro-Oeste,
Nordeste, Sudeste e Norte com o primer OPA-02 permitiu distinguir padrbées de bandas

diferentes entre as populacdes analisadas (Figura 8).
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Figura 8 - Analise dos fragmentos de DNA obtidos com o primer OPA-02. A letra M
indica 0 marcador de massa molecular 100 pb ladder. A barra indica o ndmero de

aleirodideos analisados.

As populacBes de B. tabaci bidtipo BR coletadas em GO e MT produziram um
perfil de bandas similar com dois sinais de amplificagdo em torno de 400 pb e 800 pb. Para
as amostras de B. tabaci biotipo B observou-se polimorfismo nos fragmentos de RAPD
sendo que, as populagdes coletadas em RJ, PE, RN e BA produziram uma banda de 350 pb
comum a essas amostras.

Mais uma vez, em fungdo da variagdo nos marcadores gerados entre as amostras,
utilizou-se os perfis de bandas para a determinacdo do agrupamento destas pelo programa
NTSYS-pc (Rohlf, 1993). A analise dos fragmentos obtidos pelas amostras de mosca
branca provenientes das regides do Brasil permitiu organizar as populacdes em 2

agrupamentos principais com similaridade de 22,5 % (Figura 9).
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Figura 9 - Analise de agrupamento das populacdes de B. tabaci coletadas em culturas

localizadas em diferentes regifes do Brasil.

O primeiro grupo ficou composto apenas pelas populacdes de B. tabaci biotipo B.
Dentro desse grupo as populacdes coletadas em meldo (RN) e melancia (BA) apresentaram
43 % de similaridade em relacdo aos demais do grupo. As populagdes coletadas em soja
(MG) e couve (RJ) formaram um grupo apresentando similaridade de 82 %. A Unica
amostra obtida da regido norte formou um grupo independente dos demais, apresentando
50 % de similaridade genética. Uma amostra coletada em couve (PE) apresentou maior
proximidade genética (58 %) com as populagdes coletadas em couve na regido sudeste.
Para o segundo grupo, observou-se a presenca dos dois bidtipos de B. tabaci. O biétipo BR
coletado em cultura de feijdo formou um grupo independente com 38 % de similaridade
em relacdo as demais populacGes. A amostra de biotipo B coletada em meldo no CE
apresentou a menor similaridade em relacdo as demais populagdes componentes do grupo
(26 %). Além disso, os individuos coletados em culturas de algoddo nos estados de SP e

MT apresentaram a maior similaridade dentro deste agrupamento (72 %). Contudo, pela
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metodologia molecular previamente estabelecida para a identificacdo dos biotipos de
mosca branca, observou-se a presenca de biotipos distintos nessas amostras. Dessa forma,
0s resultados sugerem uma separagdo por cultura predada. Para averiguar essas
observacdes, os marcadores moleculares gerados pelas populagfes foram submetidos a
analise molecular de variancia (Schneider et al., 2000).

As populacbes coletadas em uma mesma cultura foram agrupadas e submetidas ao
teste de variancia molecular. Os resultados indicaram que 86,20 % da fonte de variacéo
genética observada era resultante da composicdo genética das populagfes dentro dos
grupos, 11,37 % resultante da variacdo entre os grupos e 2,44 % era proveniente da
variabilidade dentro das populagcfes. Prosseguiu-se a analise das amostras em funcdo das
regibes de coleta e observou-se que a maior fonte de variacdo era devida a variabilidade
entre as populagdes dentro dos grupos. Por altimo, realizou-se a analise da varia¢do entre
as populacgdes desse estudo observando-se que a maior fonte de variagdo era resultante da
variabilidade entre as popula¢des (97,53 %) e, em menor escala (2,47 %), dentro das
populagdes. Os resultados indicam assim, que o fator cultura e local de estabelecimento da
populacdo ndo exercem efeitos pronunciados sobre a dindmica genética dessas populagdes.
Provavelmente, a estratégia reprodutiva adotada pela espécie, ou seja, ciclos
partenogenéticos intercalados por eventos de reproducdo sexuada sejam fatores
independentes ou pouco influenciados pelo tipo de dieta. Poderia-se postular também que
as populacbes clonais estabelecidas em um &rea em conjunto quando em uma baixa
frequéncia de migracdo e sob pressdo de selecdo provocada por agentes quimicos possam
estar contribuindo mais diretamente na variacdo dos perfis de marcadores moleculares que
sdo encontrados nas popualcBes de mosca branca B. tabaci.

Estudos bioquimicos e moleculares de B. tabaci tém fornecido substancial
evidéncia no que diz respeito ao grau de polimorfismo entre populagbes de distintas
regibes geograficas e/ou hospedeiros. Esta evidéncia é corroborada pela existéncia de
biotipos. Recentes analises filogenéticas do DNA mitocondrial de populagdes de B. tabaci
coletadas em diferentes hospedeiros e regides geograficas, tém sugerido uma importante
divergéncia genética entre populacfes geograficamente separadas. Entretanto, ainda nédo
existem suficientes evidéncias biologicas e genéticas para separar o biotipo B do complexo
B. tabaci (Kirk et al., 2000).

Maiores estudos precisam ser conduzidos para se obter dados que possam ser
aplicados na identificacdo e no monitoramento destes bi6tipos especificos em campo,
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assim como, na averiguacdo dos fatores que sdo responsaveis pela sua distribuicdo

geografica e pela flutuacdo de marcadores dentro de um biotipo.

MONITORAMENTO DE POPULAGCOES DE MOSCA BRANCA OCORRENDO EM
CULTURAS NO DISTRITO FEDERAL

Em seguida, visando analisar se 0 mesmo fendmeno observado para os marcadores
moleculares de popula¢des de B. tabaci bidtipo B coletadas em varias culturas e em varios
locais do pais, também ocorre em uma mesma localidade, foram realizados estudos de
monitoramento de populacdes de mosca branca, a partir da analise com cinco primers de
RAPD de fémeas adultas coletadas nas mesmas areas do Distrito Federal nos anos de 2000
e 2001, ocorrendo em culturas de berinjela, tomate, pepino, abobora e feijdo, mantidas
tanto em campo quanto em casa de vegetacdo. Nesse estudo, também foram utilizadas
populacdes de mosca branca, coletadas em varias localidades do Brasil, ao longo do ano de
1999, para comparacgédo nos estudos de monitoramento. A partir das analises moleculares
de identificacdo dos bidtipos, observou-se que todas as popula¢bes de mosca branca

coletadas pertenciam ao biétipo B (Tabela 14).

67



Tabela 14 — PopulacGes de Bemisia coletadas no Distrito Federal nos anos de 2000 e 2001

e no Brasil no ano de 1999.

Ano Cadigo Localidade Cultura Identificacdo
226" Cenargen - DF Algodao B. tabaci BR

249° Tibau - RN Mandioca B. tabaci B

1999 64° Mangcuba - BA Abobora B. tabaci B
BRASIL 75° Goiania - GO Pepino B. tabaci B
116° Limoeiro do Norte - CE Feijdo B. tabaci B

126° Jaboticabal - SP Berinjela B. tabaci B

220° Juazeiro - BA Tomate B. tabaci B

226" Cenargen - DF Algodao B. tabaci BR

249 Tibau — RN Mandioca B. tabaci B

263° Planaltina - DF Berinjela B. tabaci B

2000 264° Planaltina - DF Tomate B. tabaci B
DF 265° Planaltina - DF Pepino B. tabaci B
266° Planaltina - DF Abdbora B. tabaci B

288" Cenargen - DF Tomate B. tabaci B

289* Cenargen - DF Abébora B. tabaci B

290" Cenargen - DF Feijao B. tabaci B

226" Cenargen - DF Algodao B. tabaci BR

249 Tibau — RN Mandioca B. tabaci B

02* Cenargen - DF Tomate B. tabaci B

2001 03* Cenargen - DF Abdbora B. tabaci B
DF 04* Cenargen - DF Feij&o B. tabaci B
18° Planaltina - DF Tomate B. tabaci B

19° Planaltina - DF Pepino B. tabaci B

20° Planaltina - DF Berinjela B. tabaci B

1 Bi6tipo BR de B. tabaci usado como padrao;
2 Biotipo B de B. tabaci usado como padréo;

3 Populagbes coletadas em campo;

4 Populac@es coletadas em casa de vegetacdo no CENARGEN.

Em relagdo aos individuos coletados no ano de 2000, tanto em casa de vegetacao

quanto em campo, predadores de culturas de abdbora e tomate, ndo houve uma diferenca

significativa nos padrdes de DNA quando amplificados com o primer OPA-13 (Figura 10).
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Figura 10 — Analise dos fragmentos de DNA, de amostras coletadas em 2000, obtidos de
amplificagdo com o primer OPA-13. A letra M indica o marcador de massa molecular 100
pb ladder. As letras BR e B correspondem aos biotipos BR e B de B. tabaci usados como

padréo de identificagéo.

O mesmo resultado foi observado quando utilizou-se o primer OPA-13 nas reacdes
de amplificacdo de RAPD para as amostras coletadas em tomate, tanto em campo quanto
em casa de vegetacdo, no ano de 2001 (Figura 11).
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Figura 11 — Analise dos fragmentos de DNA, de amostras coletadas em 2001, obtidos de
amplificagdo com o primer OPA-13. A letra M indica o marcador de massa molecular 100
pb ladder. As letras BR e B correspondem aos biétipos de B. tabaci usados como padréo de

identificacdo.

Os padrdes de comparacdo para abdbora ndo puderam ser obtidos para o ano de
2001, pois néo foi possivel coletar individuos nessa cultura em campo no referido periodo.

Utilizando-se o primer OPA-15, detectou-se diferencas entre as populagdes
coletadas em tomate e berinjela em 2000 (Figura 12).
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Figura 12 - Andlise dos fragmentos de DNA de mosca branca, obtidos de amplificacao
com o primer OPA-15 a partir de populagdes coletadas no ano de 2000, em tomate e em
berinjela. A letra M indica o marcador de massa molecular 100 pb ladder. As letras BR e B

correspondem aos biotipos de B. tabaci usados como padrao de referéncia.

Entretanto, a analise molecular dessas mesmas amostras, coletadas em 2001, ndo
permitiu observar diferencas no padrdo de bandeamento quando utilizou-se 0 mesmo

primer (Figura 13).
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Figura 13 - Analise dos fragmentos de DNA de mosca branca, obtidos de amplificacdo
com o primer OPA-15 em populagdes coletadas em campo no ano de 2001, tanto em
tomate quanto em berinjela. A letra M indica o marcador de massa molecular 100 pb

ladder. As letras BR e B indicam os bi6tipos de mosca branca usados como referéncia.

Os padrdes de bandas obtidos pelas popula¢des de mosca branca coletadas em 2000
produziram 2 agrupamentos principais: 1) o agrupamento A, sendo formado apenas pelas
populacdes de B. tabaci biétipo BR coletadas em algoddo e; 2) o agrupamento B,
constituido apenas pelas populagbes de B. tabaci bidtipo B, coletadas em mandioca,
abobora, pepino, feijao, berinjela e tomate (Figura 14).
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Figura 14 — Analise das populacdes de B. tabaci coletadas no ano de 2000 em culturas

mantidas tanto em casa de vegetacdo quanto em campo.

O agrupamento E ficou constituido pelas populagdes de mosca branca presentes em
culturas de feijdo e pepino que apresentaram uma similaridade genética de 43 %. Além
disso, observou-se que as populacdes do agrupamento D presentes em culturas de berinjela
e tomate apresentaram um grau de similaridade em torno de 33 %. Por sua vez, esses dois
agrupamentos apresentaram similaridade genética de 25 %.

Pela analise do dendrograma, observou-se que o agrupamento C foi constituido
pelas populacBes coletadas em abdbora e mandioca. Essas duas populacdes apresentaram
12,5 % de similaridade genética em relacdo aos agrupamentos D e E. A amostra coletada
em abobora apresentou relagdo filogenética mais proxima com a populagdo coletada em
mandioca, originaria do RN, apresentando grau de similaridade de 40 % e mostrando-se
diferente em relacdo as demais populacdes que foram coletadas na regido de Planaltina
(DF).
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Observou-se também diferencas entre os individuos coletados em culturas mantidas
tanto em casa de vegetacdo quanto em campo. As populacbes coletadas em abdbora
(campo e casa de vegetacdo) apresentaram um grau de similaridade em torno de 65 %. Para
as populacdes coletadas em tomate, sob as mesmas condic¢des, observou-se similaridade
em torno de 75 %. O dendrograma revelou que a populacdo de B. tabaci bidtipo BR
(agrupamento A) apresentou menor grau de similaridade em relacdo as demais populactes
analisadas nesse estudo (10 %).

Os dados binarios, gerados pelos perfis de marcadores moleculares obtidos pelo uso
dos primers de RAPD, foram usados na analise de variancia molecular (AMOVA). Por
meio da comparacdo de todas as populacdes de B. tabaci biotipos B e BR, observou-se que
92,06 % da fonte de variacdo genética era originaria de variacbes entre as populacGes e
que, 7,94 % era proveniente de variacGes dentro das populacGes. Comparando-se as
populacdes coletadas em tomate e abdbora tanto em campo quanto em casa de vegetacéo,
observou-se uma variacao de: 73,89 % entre populacfes dentro dos grupos; 23,08 % entre
0s grupos; e 3,04 % dentro das populacbes. A seguir, fazendo-se uma comparagdo entre
todas as populacbes coletadas em campo e em casa de vegetacdo, observou-se uma
variacdo de: 76,58 % entre populagdes dentro dos grupos; 18,50 % entre oS grupos; e
4,92 % dentro das populacoes.

As informacdes de variancia molecular refletem resultados semelhantes aos das
anélises de populagcfes de mosca branca coletadas em varias culturas em vérias regides do
Brasil, ou seja, o fator cultura e localidade ndo influenciam na separacdo das populacdes.
Sendo assim, foi proposta nova coleta de populacGes na regido do Distrito Federal para a
confirmacdo dos resultados anteriormente descritos.

A andlise das populagdes coletadas em 2001, revelou diferencas em relacdo a
analise do ano anterior. Observou-se que as populagdes de B. tabaci bidtipo B formaram
dois agrupamentos: o agrupamento A, formado pela populagédo de B. tabaci biétipo BR; e 0
agrupamento B, formado pelas populacdes de B. tabaci bidtipo B coletadas tanto em
campo quanto em casa de vegetacdo, em culturas de mandioca, tomate, feijdo, abdbora,
pepino e berinjela (Figura 15).
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Figura 15 — Andlise das populacBes de Bemisia coletadas no ano de 2001 em culturas

mantidas tanto em casa de vegetagcdo quanto em campo.

Nesse estudo, mais uma vez, confirmou-se que a populacdo de B. tabaci bi6tipo
BR, apresentou baixa similaridade genética (5 %) em relacdo as amostras de B. tabaci
biétipo B utilizadas, formando um clado em separado (agrupamento A).

Para o agrupamento B, foram identificadas duas divisdes (C e D). Na divisdo C, as
populacbes coletadas em tomate e feijdo, ambas provenientes de casa de vegetagéo,
apresentaram similaridade em torno de 94 %. Essas populacGes coletadas em casa de
vegetacdo formaram um grupo Unico e apresentaram 83 % de similaridade com a
populacdo coletada em mandioca originéria do RN. Na divisdo D, as populagdes coletadas
em tomate, pepino e berinjela, coletadas em campo, apresentaram similaridade em torno de
96 %, formando um grupo Unico. Esse resultado apresentou-se diferente de todas as
analises que foram realizadas, uma vez que, 0 padrdo que parecia estar estabelecido era o
de separagdo das populagdes do bidtipo B de B. tabaci em fungdo do tipo cultura. Além
disso, os individuos coletados em cultura de abdbora mantida em casa de vegetacdo,
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apresentaram similaridade de 89 % com as culturas coletadas em campo, agrupando-se
com estas populagdes.

Em seguida, realizou a andlise de variancia molecular (AMOVA) para a
determinacéo das fontes de variacdo observadas no dendrograma. Dos resultados obtidos
pela AMOVA, quando todas as populacdes foram analisadas em conjunto, determinou-se
que 96,66 % da fonte de variacdo observada era proveniente de variacdes entre as
populacdes analisadas e que 3,34 % era de variacdes dentro das populacdes. Comparando-
se 0s principais agrupamentos (A, C e D), observou-se que a variagdo era devida a: 52,85
% entre populagdes dentro dos grupos; 44,28 % entre 0os grupos e 2,86 % dentro das
populacdes. Analisando-se apenas as populacdes de B. tabaci biotipo B (agrupamentos C e
D) determinou-se que a variacdo era devida a: 83,75 % entre populacGes dentro dos
grupos; 11,05 % entre os grupos; e 5,20 % dentro das populagdes. Comparando-se as
populacBes coletadas tanto em campo quanto em casa de vegetacdo, a variagdo genética
observada foi de: 85,76 % entre populacGes dentro de grupos; 8,99 % entre 0s grupos; e
5,24 % dentro das populac6es. Dos resultados da AMOVA, confirmou-se, mais uma vez,
que a variabilidade genética encontrada entre as popula¢es ndo era influenciada pela
cultura, localidade de coleta ou ano. Esse resultado é valido mesmo considerando-se o caso
das populacdes do agrupamento D.

Em funcdo dos resultados encontrados entre as populacdes de B. tabaci biotipo B
coletadas no Distrito Federal, realizou-se mais uma analise utilizando-se, agora,
populacdes de varias localidades do Brasil coletadas em culturas ao longo do ano de 1999
para o estabelecimento de padrdes de comparacdo. Os resultados revelaram a formacéo de
dois agrupamentos: 1) o primeiro (agrupamento A), foi constituido pela populacdo de B.
tabaci bidtipo BR e; 2) o segundo (agrupamento B), foi constituido por populagdes de B.
tabaci bidtipo B coletadas em abobora, feijdo, pepino, berinjela, tomate e mandioca
(Figura 16).
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Figura 16 — Andlise das populacdes de Bemisia coletadas em culturas originarias de varias
localidades do Brasil ao longo do ano de 1999.

A anélise do dendrograma revelou que o bidtipo BR de B. tabaci apresentou o
menor indice de similaridade em relacdo as demais populacdes analisadas (16 %),
formando um agrupamento a parte. Para as populacGes de B. tabaci bidtipo B foram
identificados dois agrupamentos (C e D). No agrupamento C, as populacdes de abdbora e
feijdo apresentaram 75 % de similaridade em relacdo as amostras coletadas em pepino e
berinjela. As populac6es de abdbora (BA) e feijdo (CE) apresentaram 85 % de similaridade
e, as populacdes de pepino (GO) e berinjela (SP), apresentaram similaridade de 78 %. No
agrupamento D, observou-se que a similaridade das populacdes de tomate (BA) e
mandioca (RN) foi de 82 %. O dendrograma revelou que as populacGes provenientes de
estados da regido nordeste formaram dois grupos distintos, enquanto as populagdes do
Cento-Oeste e Sudeste formam um grupo unico. A analise do dendrograma sugere também
uma possivel separacdo das popula¢fes em funcéo do tipo de cultura.

Dessa forma, os dados obtidos a partir dessas populacGes foram submetidos a
analise de variancia molecular (AMOVA). Fazendo-se a comparacdo entre todas as

populacbes do estudo, observou-se que a variacdo era devida a: 95,69 % entre as
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populacdes e 4,31 % dentro das populaces. Considerando-se apenas as populagdes do
biétipo B de B. tabaci observou-se que a variacdo era devida a 95,26 % entre as
populacOes e 4,74 % dentro das populagdes. Com esses resultados, confirmou-se que a
variabilidade observada entre as populagdes de B. tabaci estd correlacionada,
provavelmente, com a estratégia de reproducdo adotada por essa espécie. Soma-se a esses
fatos, a ampla variabilidade genética que é encontrada dentro dessa espécie de aleirodideo.

A anélise dos dendrogramas permitiu destacar algumas caracteristicas, dentre as
quais:

- O bidtipo BR de B. tabaci apresentou baixa similaridade em todas as analises,
variando de 10 % a 15 %, em relacdo ao biotipo B;

- A comparacdo das populacdes coletadas em mandioca e tomate, tanto no
monitoramento realizado em 2001 quanto na analise das populagdes coletadas no Brasil,
revelou um grau de similaridade variando de 80 % a 85 %;

- O monitoramento de 2000 e 2001 indicou que as populagdes coletadas em
berinjela e em tomate apresentaram diferencas no grau de similaridade, variando de 35 %
no ano de 2000 para 90 % em 2001. A anélise das populacdes coletadas em 1999 no Brasil,
revelou que estas duas populagdes apresentam-se em agrupamentos distintos;

- A comparacdo das populagdes coletadas em mandioca e tomate, no
monitoramento de 2001 e no estudo realizado nas populac¢Ges ao longo de 1999, revelou
que estas apresentaram variacdo de 80 % a 85 % no grau de similaridade;

- A andlise das populagdes coletadas em berinjela e pepino, indicou uma
similaridade de 80 % nas populacdes coletadas em 1999 e de 99 % no monitoramento
realizado em 2001;

- No monitoramento realizado em 2001, observou-se que as populagdes coletadas
em campo formaram um agrupamento nico;

- Na andlise das populac¢des de 1999, observou-se que aquelas amostras coletadas
na regidao nordeste formaram grupos distintos em relacdo aquelas coletadas no Centro-
Oeste e Sudeste.

- A variacdo observada nos monitoramentos pode ser devida as alteracdes
climaticas ocorridas no més de agosto, tanto em 2000 (quente e seco) quanto em 2001 (frio
e chuvoso).

- Os resultados quando organizados em um dendrograma sugerem que as
populacdes de um mesmo bidtipo podem se agregar de acordo com a cultura predada.

Contudo, por meio da analise de variancia molecular (AMOVA), observou-se que a fonte
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de variabilidade estava relacionada a variacGes entre as populacfes do que em relagédo a
variacdes dentro das populaces.

Utilizando padrdes de esterase, Liu et al. (1992) observaram que populagdes de B.
tabaci bidtipo B coletadas em culturas de poinsetia e hibisco estabelecidas nos Estados
Unidos apresentaram perfis idénticos de isoenzimas, indicando que esses padrbes
isoenzimaticos ndo eram influenciados pela cultura vegetal hospedeira.

Entretanto, Wool et al. (1994) a partir dos padrGes de esterase obtidos de
populacBes de B. tabaci coletadas em diferentes regides geograficas da Colémbia,
sugeriram que esta espécie de aleirodideo ndo era uma entidade genética Unica, ou seja, por
meio dos padr@es de isoenzimas, as moscas brancas da Colémbia eram diferenciadas
geograficamente. Os autores apresentam a definicdo de racas geograficas para melhor
definir essa caracteristica revelada pelas isoenzimas.

Em 2001, Moya et al. por meio de marcadores moleculares RAPD e fazendo a
analise de variancia determinaram que os biotipos contribuem significativamente mais para
a variabilidade observada do que as populacdes dentro de um mesmo biotipo, ou seja, o
fluxo génico entre dois bidtipos de uma mesma populacdo € menor do que entre
populacdes de bidtipos idénticos.

Independentemente dos eventos que influenciam a distribui¢do das populacbes de
B. tabaci, a técnica de RAPD demonstrou-se sensivel o bastante para revelar flutuacbes
ocorridas nas populagdes ao longo de um ano. Com isso, as técnicas moleculares baseadas
em DNA mostram-se Uteis para confirmar a existéncia de bidtipos e avaliar o grau de
separacdo entre estes. Para propositos epidemiologicos e agro-econdmicos, torna-se
essencial entender a intima relacdo que se desenvolve entre as populagdes locais de B.
tabaci e, especialmente, qualquer diferenciacdo entre populagdes que estejam relacionadas
com o hospedeiro (Burban et al., 1992).

Estas informacGes poderdo servir de base para maiores estudos visando identificar
quais fatores influem na distribuicdo das populacGes em uma dada area, como também,
poderdo ser Uteis na determinacdo de métodos de controle quimico da mosca-branca em
relacdo a uma cultura hospedeira especifica. Passa a ser de grande importancia a obtencao
de informac0es a respeito das fontes de variagdo que ocorrem dentro do biotipo B de B.
tabaci, uma vez que, populacdes resistentes de mosca branca podem ser selecionadas com
relativa facilidade apds a aplicacdo de inseticidas quimicos. Maiores estudos precisam ser
realizados para se obter dados que possam ser aplicados na identificagdo destas populacdes

especificas de mosca branca.
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ANALISE DA VARIABILIDADE GENETICA ENTRE OS BIOTIPOS DE B. tabaci

Para as analises genéticas das populacGes B. tabaci, fémeas adultas pertencentes
aos seus varios bidtipos, incluindo Q e cassava, tiveram 0s seus padrdes de bandas
determinados, por RAPD, com os primers OPA-04, OPA-10, OPA-11, OPA-13 e OPA-15.

Para todos os biotipos usados no estudo, incluindo aqueles provenientes de
localidades fora do Brasil, o volume de tampdo de extragdo de DNA foi o mesmo ja
estabelecido para as populacfes de B. tabaci bi6tipos B e BR. Uma vez determinadas as
condigcdes de extracdo de DNA dos diversos biotipos, estes tiveram seus padrdes de
bandeamento comparados com outras populagcdes presentes no banco de mosca branca,
para fins de identificacdo por meio molecular. Observou-se diferengas entre os padrdes
eletroforéticos obtidos para os bi6tipos de B. tabaci (Figura 17).
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Figura 17 - Andlise dos fragmentos de DNA dos varios biotipos de B. tabaci obtidos de
amplificacdo com o primer OPA-10. A letra M indica o marcador 100 pb ladder. Os
numeros acompanhados das barras indicam o nimero de individuos pertencentes aquele

codigo do banco de aleirodideos que foram analisados.
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A anélise das amostras com o primer OPA-04, revelou diferencas entre 0s varios
bi6tipos. Com relacdo ao biotipo Q, foram identificadas bandas de 550 pb e 900 pb que nao
sdo correspondentes nos demais bidtipos de B. tabaci. Possivelmente, esse primer podera
ser usado na identificacdo molecular desse bidtipo. Por sua vez, o bidtipo cassava
apresentou um forte sinal de amplificacdo de 950 pb. Apenas o bidtipo BR possui uma
banda de massa molecular de valor aproximado, em torno de 950 pb, quando se usa esse
primer. A analise com o primer OPA-10 indicou grande polimorfismo na faixa de 600 pb a
1300 pb para o bidtipo Q. Além disso, esse bidtipo apresentou diferenca em relacdo ao
bidtipo B, pela auséncia de sinal de amplificacdo na faixa de 450 pb. O bidtipo cassava
apresentou polimorfismo na faixa de 500 pb a 1100 pb em relagdo as demais amostras
analisadas. O uso do primer OPA-11 nas reacdes de amplificacdo produziu uma banda
caracteristica para o bidtipo Q na faixa de 750 pb. O bidtipo cassava apresentou sinal de
amplificacdo em torno de 550 pb. Ambos os bidtipos ndo apresentaram as bandas de 350
pb e 500 pb caracteristicas dos biotipos B e BR, respectivamente. Observou-se, também,
diferencas entre os bidtipo Q e cassava, quando utilizou-se o primer OPA-13. O uso deste
primer permitiu identificar uma banda extra (superior a 1900 pb) no bidtipo cassava que
ndo apresenta correspondéncia no bidtipo Q. Além disso, esse primer produziu um
polimorfismo muito similar entre esses dois biotipos e o bidtipo B. Em relagdo ao bidtipo
BR, notou-se a auséncia de banda na regido correspondente a 850 pb. Com o primer OPA-
15, observou-se uma banda comum, de 700 pb, entre os bidtipos Q, B e BR. Entretanto, o
bidtipo cassava apresentou uma banda em torno de 800 pb, diferenciando-se dos demais
padrdes. Esse primer podera ser entdo usado para a identificacdo do biotipo cassava.

Uma vez estabelecida a identificacdo molecular dos bidtipos de mosca branca por
RAPD, poderéo ser realizados estudos destas populacgdes. Os resultados obtidos poderdo
ser utilizados para a determinacdo das relagdes filogenéticas entre bi6tipos de importancia
econdmica.

A analise dos perfis eletroforéticos produzidos pelos bidtipos de B. tabaci, permitiu

organizar as populagfes em 3 agrupamentos principais (Figura 18).
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Figura 18 — Analise de populagdes dos varios biotipos de B. tabaci presentes no Brasil e

em outros paises.

O agrupamento A foi constituido pelo bi6tipo B que apresentou baixa similaridade
(16 %) em relacdo aos demais bidtipos de B. tabaci. A andlise revelou ainda que o bidtipo
B dos Estados Unidos apresentou similaridade de 79 % em relagdo ao mesmo bidtipo
coletado em culturas no Brasil. Além disso, as populacdes, de B. tabaci B, coletadas em
meldo e soja no Brasil apresentaram, aproximadamente, 95 % de similaridade genética.

Para o agrupamento B, observou-se que as duas populacdes do bidtipo Q
apresentaram 83 % de similaridade entre si e 37 % em relacdo ao biotipo cassava. Além
disso, uma populacdo do biétipo B de B. tabaci, coletada em cultura de tomate no Brasil,
apresentou maior similaridade com aqueles dois bidtipos do que com populagdes do
mesmo biotipo coletadas no Brasil.

O agrupamento C foi constituido pelas populagGes de B. tabaci pertencentes aos
bidtipos A e BR. Estas duas populagcBes de mosca branca apresentaram similaridade

genética em torno de 79 %. Além disso, uma populacdo ndo identificada, coletada em
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cultura de algoddo no Mato Grosso, apresentou maior similaridade com os bidtipos A e
BR. Uma possibilidade seria de que esta populacdo constitua uma variante do biétipo BR.
Contudo, experimentos envolvendo o cruzamento entre estes bidtipos precisam ser
realizados para a confirmacao dessa suposicéao.

A analise de AMOVA utilizando todos os bidtipos de B. tabaci indicou que a fonte
de variacdo era proveniente de: 96,22 % entre as populacdes e 3,78 % de dentro das
populacbes. A seguir, fazendo-se a comparacdo entre os trés agrupamentos observou-se
que 56,95 % da variagdo era proveniente dentre os grupos, 39,84 % entre populacgdes
dentro dos grupos e 3,21 % de dentro das popula¢Bes. Esse ultimo resultado pode ser
devido ao fato de que os biodtipos B e Q compartilham uma maior similaridade genética
sendo, também, descrita a ocorréncia de formacdo de hibridos B/Q resultantes de
cruzamentos entre esses dois bidtipos (Ronda et al., 1999).

Em 2001, Moya et al. por meio de marcadores moleculares RAPD e fazendo a
analise de variancia determinaram que os biotipos contribuem significativamente mais para
a variabilidade observada do que as populacdes dentro de um mesmo biotipo, ou seja, o
fluxo génico entre dois bidtipos de uma mesma populacdo € menor do que entre
populacdes de bidtipos idénticos.

Um estudo da distribuicdo de biotipos na Peninsula Ibérica, revelou a presenca de
dois bidtipos: B e Q. Na Espanha, ambos os bi6tipos coexistem na mesma area, sendo que
0 biodtipo Q é o predominante. Eles diferem em varias caracteristicas bioldgicas como:
periodo de desenvolvimento, preferéncia por hospedeiro e eficiéncia na transmissdo de
virus. O bidtipo Q também foi encontrado em Marrocos. Em virtude do potencial do
biétipo Q se tornar uma praga tdo prejudicial quanto o biétipo B, surge a necessidade de
uma continua vigilancia para se evitar a disseminacdo daquele no Mediterraneo e em
outras regides do mundo. Além disso, a riqueza de interacGes entre os bidtipos de B. tabaci
e 0s virus que eles transmitem, determinam a importancia dos estudos de genetica das
populacbes de mosca branca de forma a melhor se entender a epidemiologia dessas viroses
(Moya et al., 2001).

Uma vez que os perfis eletroforéticos foram determinados para os bidtipos de
B. tabaci, estas informac6es poderdo ser usadas em trabalhos futuros de identificacdo,
monitoramento e dispersdo destes biGtipos de expressdo quarentendria. Além disso,
maiores estudos poderéo ser realizados para se estabelecer as relagdes entre a biologia e a

genética destas populacdes de aleirodideos.

81



CARACTERIZACAO MOLECULAR DE POPULACOES DE ALEIRODIDEOS

Individuos de varias popula¢Ges de artropodos incluindo um inseto exotico, a
mosca negra (Aleurocanthus woglumi), tiveram seus padrdes 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 bi6tipos de B e BR de B. tabaci.

Para a andlise da mosca negra (Aleurocanthus woglumi), foi estabelecido um
protocolo de extracdo de DNA, uma vez que, para as demais amostras usadas no
experimento, inclusive B. tabaci biotipos B e BR, o volume de tampdo de extracdo de
DNA foi de 60 uL. No caso da mosca negra, determinou-se um volume de 300 uL de
tampdo de extracdo de DNA. Uma vez determinadas as condicGes de extracdo de DNA da
mosca negra, esta teve seu padrdo de bandeamento comparado com outras populagdes
presentes no banco de aleirodideos, para fins de identificagio por meio molecular.
Observou-se que os perfis eletroforéticos obtidos para as diversas populactes de

artropodos apresentaram diferencas em relacédo aos bidtipos de B. tabaci (Figura 19).
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Primer OPA-10

Figura 19 - Analise dos fragmentos de DNA de vérias populacdes de aleirodideos, obtidos
de amplificagdo com os primers OPA-03, OPA-04 e OPA-10. A letra M indica o marcador
de massa molecular 100 pb ladder. Os codigos indicam: 34, Bemisia tabaci biotipo 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 populacGes de mosca
negra como padrdo de comparacdo, observou-se que: um forte sinal de amplificacdo 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; ja o primer OPA-03, amplificou um sinal de amplificacdo de
750 pb; o primer OPA-05 produziu um fragmento de 450 pb ndo encontrado nas demais
amostras; o primer OPA-20 produziu bandas de 650 pb e de 1000 pb que ndo apresentaram
correspondéncia com os bidtipos 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.
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Usando-se o primer OPA-11, observou-se que o bidtipo BR de B. tabaci produziu
um fragmento de DNA de 500 pb que também foi encontrado na amostra de
B. tuberculata. Entretanto, aquele ndo foi observado na amostra do biétipo B de B. tabaci.
As reacdes de amplificagdo com o primer OPA-13 produziram uma banda de 850 pb na
amostra do biotipo 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 biotipos 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 reacdes de RAPD, produziu uma banda caracteristica
de 900 pb na amostra de B. tabaci bidtipo B. Contudo, para as amostras de B. tabaci
bidtipo BR foram visualizados dois sinais de amplificacdo de 900 pb e de 1200 pb.

Os bidtipos B e BR de B. tabaci, assim como, a mosca negra apresentaram padrdes
distintos de bandeamento utilizando-se o primer OPA-04. Além disso, com 0 uso desse
mesmo primer, determinou-se um padrdo para Aleurodicus cocois. A identificagédo de
Aleurothrixus aepim também foi possivel nas reacdes de amplificacdo de RAPD quando
utilizou-se o primer OPA-10.

Gawel & Bartlett (1993) identificaram os biotipos A e B de B. tabaci empregando a
técnica de RAPD. Além disso, Haymer (1994) sugere o uso de primers de seqléncias
aleatorias para o estudo de variacBes genéticas em populagdes 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 obtencdo de perfis moleculares para a identificagdo de T. vaporariorum e
B. tabaci, outros insetos poderdo 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 Al para o Brasil e outros paises do Comité de Sanidade Vegetal do
Cone Sul (COSAVE), principalmente em ralacdo aos citros e outras frutiferas. Este inseto
faz parte do alerta maximo e € considerado uma das pragas que estdo na iminéncia de
entrada no pais. Sendo assim, de modo a estabelecer critérios para uma identificacéo 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 erradicacdo do inseto

conforme determinagéo do DDIV/DAS/MA, padrdes moleculares foram estabelecidos para
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este inseto, assim como, determinou-se o seu grau de similaridade genética em relacdo a
outras populacdes de aleirodideos.

Uma vez estabelecida a identificagdo molecular das amostras de moscas branca e
negra por meio de RAPD, poderao ser realizados estudos destas populagfes. Os resultados
obtidos foram utilizados para a determinacdo das relac6es filogenéticas entre estes insetos
de importancia econdmica. A andlise dos perfis eletroforéticos, permitiu organizar as

populacbes em 2 agrupamentos principais (Figura 20).
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Figura 20 - Andlise das populagdes de aleirodideos coletadas em diferentes culturas.

Com relacdo ao primeiro agrupamento (definido com A), observou-se que as
populacBes de B. tabaci bidtipos B e BR, assim como, A. woglumi, formaram um
agrupamento com 17 % de similaridade em relacdo as demais populacdes de aleirodideos.
Dentro desse agrupamento foram encontradas duas divisdes (C e D), sendo que, 0s
bi6tipos B e BR de B. tabaci formaram um grupo Unico (divisdo C) apresentando 28 % de
similaridade entre si e 25 % em relagdo as populagdes de A. woglumi (divisdo D). As duas
populacdes de mosca negra, apresentaram uma relacédo filogenética de 89 %.
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No agrupamento B, observou-se que B. tuberculata e A. aepim, apresentaram
similaridade de 24 % entre as suas popula¢des, formando um grupo unico (divisdo E). E,
em relacdo a populacdo de T. vaporariorum, apresentam um grau de similaridade
filogenética de 20 %.

Da analise da distribuicdo das populacBes de insetos no dendrograma, observa-se
um resultado interessante que esta relacionado com o agrupamento das populacGes em
funcao da cultura predada. Esse padrédo foi observado tanto para as popula¢6es dos biotipos
de B. tabaci predando tomate, quanto para A. woglumi atacando citros, formando o
agrupamento A no dendrograma. As mesmas observagOes puderam ser feitas para as
populacbes de insetos encontradas no agrupamento B do dendrograma, uma vez que, B.
tuberculata e A. aepim foram encontradas predando culturas de mandioca. Fazendo-se a
comparagdo com o trabalho das populac6es de aleirodideos atacando cultura de mandioca,
confirmou-se também, nesse trabalho, a baixa similaridade entre estas duas populagdes.
Por fim, a populacdo de T. vaporariorum apresentou similaridade em torno de 20 % em
relacdo as populagdes coletadas em mandioca.

As andlises sugerem, mais uma vez, uma possivel separacdo das populagdes de
aleirodideos em funcdo da cultura predada. Dessa forma, foram conduzidas analises de
AMOVA para a determinacdo das fontes de variacdo entre as populacbes desse estudo.
Comparando-se os padrdes binarios produzidos por cada populacdo, observou-se que:
97,75 % da fonte de variagdo era proveniente de variagOes entre as populacdes e 2,25 % de
variagdes dentro das populagdes de insetos. Comparando-se a influéncia das culturas na
separacdo das populacdes no dendrograma observou-se que: 59,47 % da variacdo era
devida a variacdes entre populacbes dentro dos grupos, 38,41 % de variacdes entre 0s
grupos e 2,13 % de variagbes dentro das populagGes. Mais uma vez, exclui-se a
interferéncia das culturas sobre o padrdo de separacdo das espécies de artrépodos no
dendrograma. Provavelmente, o resultado observado possa ser devido as estratégias
reprodutivas de cada espécie, por exemplo, reproducdo assexuada gerando populacdes
clonais e, dessa forma, isogénicas. Uma vez determinados os perfis eletroforéticos e as
relacbes filogenéticas das populagdes de aleirodideos, estudos poderdo ser realizados
usando marcadores desenhados especificamente para cada populacéo de inseto buscando-
se averiguar quais fatores sdo determinantes para a escolha de uma dada cultura para
predacdo e para o estabelecimento das popula¢fes em uma determinada area.

Por sua vez, foi também possivel determinar bandas de DNA candidatas para o

desenvolvimento de marcadores moleculares que sejam especificos para os biotipos de B.
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tabaci. Essa praga que foi introduzida no pais apresenta-se dispersa na maioria dos estados

da federacéo, provocando prejuizos a produgéo 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 obtengdo de perfis de marcadores
moleculares entre os varios insetos de interesse agronémico, foram observadas diferencas
entre os padrBes de bandas produzidos pelo biétipo B de B. tabaci em relacdo aos demais
insetos analisados (Figura 21).
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Figura 21 — Perfis de marcadores moleculares gerados pela técnica de RAPD utilizando-se
0s primers OPA-04 e OPA-13. Os numeros indicam: 1 a 4, B. tabaci bi6tipo B; 5 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 biotipo B de
B. tabaci.
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Utilizando-se o primer OPA-04 nas reacdes de RAPD foram obtidos diferentes
perfis de DNA para cada populacdo de inseto. Observou-se que a populacdo de
Tichogramma produziu um dnico e forte sinal de amplificacdo de 450 pb. Para A. grandis
obteve-se uma banda de 400 pb. Para S. frugiperda identificou-se uma banda caracteristica
para essa populacdo de 800 pb. J& a populacdo de A. gemmatalis produziu uma banda de
350 pb especifica para essa populacdo. Para N. gemini obteve-se, também, uma banda de
350 pb Entretanto, o perfil de fragmentos de DNA para essa populacdo foi diferente se
comparado com a populacdo de A. gemmatalis. Para B. tabaci bidtipo 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
coleopteros, lepiddpteros 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 lepidOpteras apresentaram
intenso polimorfismo variando de 300 pb a 1700 pb. Um resultado interessante foi a
grande semelhanca entre os perfis eletroforéticos do bidtipo 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 populacéo de B. tabaci biotipo
B. Por meio da técnica de RAPD foi possivel identificar diferencas moleculares entre
importantes espécies de insetos de interesse agrondémico. Além disso, a técnica de RAPD
revelou possiveis bandas de DNA candidatas a clonagem e ao desenvolvimento de
marcadores mais especificos para a deteccdo de uma determinada espécie de inseto.

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 anélise do grau de
similaridade entre as espécies analisadas nesse estudo (Figura 22).
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Figura 22 — Determinacdo do grau de similaridade entre varias popula¢es de insetos

pertencentes a diferentes familias taxonémicas.

A anélise com os cinco primers de RAPD permitiu organizar as populacdes de
insetos em dois agrupamentos principais. No agrupamento A foram encontradas as
especies B. tabaci biotipo B, A. grandis, S. frugiperda, A. gemmatalis e N. gemini. Dentro
desse agrupamento, encontrou-se a divisdo C compreendendo as espécies B. tabaci bidtipo
B e A. grandis que apresentaram 20 % de similaridade genética. Dentro da divisdo D foram
encontradas as espécies de lepidopteras S. frugiperda e A. gemmatalis e o0 coccinelideo N.
gemini. As lepiddpteras formaram um grupo em separado (divisdo E) apresentando 32 %
de similaridade filogenética em relacdo ao coccinelideo. Entre as lepidopteras, o grau de
similaridade compreendeu 38 %.

J& o agrupamento B ficou constituido pelas espécies A. woglumi e Trichogramma

que apresentaram um grau de similaridade de 23 %.
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A distribuicdo das populacGes 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 populacdo 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 anélise por AMOVA de todas as populacBes consideradas em conjunto indicou
que 77,04 % da variabilidade encontrada era devida a variagdes entre as populacgdes e que
22,96 % era devida a variacfes 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 variacGes entre as popula¢fes dentro de cada grupo,
25,26 % era proveniente de variacOes entre os grupos e que 21,58 % estava relacionada
com variagdes dentro das populagdes.

Esses resultados indicaram a possibilidade de selecdo de determinados fragmentos
de DNA, gerados por RAPD e especificos para cada espécie, para o desenvolvimento de
kits para a identificacdo das mesmas. Essa estratégia € particularmente importante para
estudos envolvendo os bidtipos de B. tabaci, uma vez que, cada bidtipo apresenta
caracteristicas peculiares e a sua introducdo em determinadas regies do mundo se
constitui em risco quarentenario. Sendo assim, o desenvolvimento de kits diagndsticos, a
partir de bandas de DNA geradas por primers de RAPD, que sejam estritamente
relacionadas a um dado biétipo, é uma ferramenta crucial para a prevencdo da entrada de
determinados biotipos em areas agricolas, minimizando os prejuizos provocados pela
entrada de espécies exoticas, diminuindo a demanda pelo uso de produtos quimicos
nocivos ao homem e ao ambiente, como também, garantindo a manutencdo das condicGes
de elevada produtividade.

Provavelmente, o comportamento revelado nos dendrogramas e nas analises de
variancia molecular apontam para um comportamento complexo da mosca branca em
campo. Dessa forma, uma resposta mais adequada para se avaliar o padrdo da mosca
branca deve agrupar muitas varidveis, desde a estratégia reprodutiva da espécie até outros

parametros, entre eles, comportamentais, ambientais e bioldgicos.

Dessa forma, em 1999, Bernays apresenta parametros comportamentais para B.
tabaci durante a escolha da planta hospedeira. Experimentos com fémeas adultas de B.

tabaci demonstraram que quando uma mistura de plantas hospedeiras é encontrada em uma
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area, a performance do inseto é diminuida quando sdo comparados os mesmos dados
utilizando-se apenas uma planta conhecida como sendo a melhor hospedeira. Em misturas
de plantas hospedeiras, as moscas brancas ficam menos tempo sobre a superficie foliar,
movendo-se a maior parte do seu tempo e mais freqientemente para novos locais de
alimentacéo, ficando menos tempo em um determinado ponto de nutri¢do. O autor sugere
que B. tabaci acaba por perceber locais alternativos de alimentacdo e que a performance
observada deve estar relacionada com mecanismos de processamento de informacdo e
tomada de decisdo pelo inseto. Os dados apontados pelo autor sugerem que esse
comportamento observado é o resultado de uma perda de atencdo caracteristica quando o
inseto esta na presenca de uma mistura de varios sinais sensoriais complexos. Isso pode
resultar em um efeito de distracdo e conseqlente reducdo na tomada de decisdo por parte

do inseto.

De Barro e Hart (2000) estudando as interacdes de acasalamento entre um bi6tipo
nativo e um exotico de B. tabaci ocorrendo na Australia, observaram uma redugdo no
tamanho da populacdo, um aumento na propor¢do de machos e pouca producdo de ovos
por fémeas acasaladas com machos do outro bidtipo. Observou-se, ainda, que ndo existiam
diferencas na producédo de ovos por fémeas ndo acasaladas ou por fémeas acasaladas com
machos do mesmo bidtipo. Além disso, quando é feita um mistura entre machos e fémeas
de bidtipos diferentes, o tempo de atividade de corte é maior do que se comparado entre
machos e fémeas do mesmo bidtipo. A partir desses dados, 0s autores apresentam trés
hipo6teses para 0 comportamento sexual e reprodutivo de B. tabaci: 1) hip6tese de distracao
provocada pelo macho. Nessa hipGtese observa-se que casais constituidos por machos e
fémeas de diferentes bi6tipos gastam mais tempo na atividade de corte e, assim, as fémeas
gastam menos tempo na atividade de oviposi¢do, ou seja, machos e fémeas ndo se
reconhecem e nédo terminam o processo de corte com a atividade de acasalamento. Assim,
as fémeas passam menos tempo em atividade de oviposi¢do, como também, 0s ovos que
sdo depositados ndo sdo fecundados e geram apenas machos; 2) modelo de determinagéo
do sexo por complementaridade de locus simples. Esse modelo relaciona que a reducéo na
oviposicdo possa ser devida a producdo de zigotos de machos diploides inviaveis. Esse
modelo se apdia no fato de que o sexo € determinado por multiplos alelos em um Unico
locus. Nesse locus, fémeas sdo heterozigotas (dipléides), machos podem ser hemizigotos
(hapldides) e homozigotos (dipldides). Neste ultimo caso, 0s machos ndo sao viaveis.

Dessa forma, em um sistema de isolamento pds-acasalamento, 0s cruzamentos entre
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membros de coldnias diferentes provocam um aumento na heterozigozidade e um aumento
no numero de machos dipldides as expensas de fémeas heterozigotas, resultando em um
aumento nos machos e um declinio no tamanho da colénia. Isso poderia explicar o fato de
que mesmo que machos e fémeas de bidtipos diferentes de B. tabaci consigam terminar o
processo de corte seguindo-se a cdpula, ovos de machos diploides seriam formados durante
a embriogénese e, conseqlientemente, reabsorvidos pela fémea. O resultado seria a reducéo
na taxa de crescimento da colénia com a concomitante producdo de um numero reduzido
de fémeas, e; 3) incompatibilidade citoplasméatica provocada por Wolbachia. Esse
endossimbionte € conhecido por causar completo ou parcial isolamento reprodutivo pés
acasalamento entre espécies ou populagdes. Se esse for o caso, o resultado serd a producéo

predominante de machos.

Outro parametro importante pode ser a presenca de predadores na cultura. Nomikou
et al. (2003) em seu trabalho indicaram que artrépodos herbivoros ndo selecionam as
plantas hospedeiras apenas pela sua qualidade, mas também, pelo risco de predacdo
associado a cada planta hospedeira, ou seja, insetos herbivoros excluem plantas com alto
risco de predacédo do seu perfil de preferéncia. Essa informacao sugere, entdo, que o inseto
herbivoro assume um constante e previsivel risco de predacdo ao invés de um
comportamento estatico. Dessa forma, plantas hospedeiras sdo ignoradas a respeito do seu
alto risco de predacdo. A partir dessa informacdo, os autores relatam que fémeas adultas de
B. tabaci aprendem a evitar plantas hospedeiras com acaros predadores que sejam capazes
de atacar as suas formas juvenis. Ao mesmo tempo, B. tabaci € capaz de se estabelecer na
mesma espécie de planta hospedeira desde que esta ndo possua predadores para 0s seus
ovos e ninfas. Isso se deve ao fato de que acaros predadores de mosca branca apresentam
dispersdo mais lenta, pois sdo incapazes de voar e, alternativamente, se deslocam de uma
planta a outra. Sendo assim, evitando plantas com possiveis predadores, as moscas brancas
criam um refugio temporario para a sua prole. Dessas informacgdes, observa-se que
artropodos herbivoros fazem a associacdo dos riscos associados as plantas hospedeiras.
Esse parece ser um critério importante para a tomada de decisdo para a sele¢do da planta
hospedeira.

Sendo assim, ressalta-se a importancia de métodos bem estabelecidos para a
identificacdo de biotipos especificos de mosca branca, evitando-se denominagfes
diferentes para o mesmo tipo de bidtipo em virtude da dindmica genética dessa espécie.
Perring (2001) em uma revisdo a respeito do assunto refere-se a B. tabaci como um
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complexo de espécies, formado por bidtipos e duas especies cripticas, B. tabaci e B.
argentifolii. Nessa revisdo o autor com o auxilio de dados de identificacdo baseados em
caracteristicas bioldgicas, bioquimicas e moleculares, agrupa esse complexo de espécies
em sete grupos: 1) bidtipos A, C, N e R do Novo Mundo; 2) bidtipos B (B. argentifolii) e
B2 que sdo cosmopolitas; 3) bidtipos E e S; 4) biodtipo H; 5) bidtipos L, Q e J, e um bidtipo
desconhecido encontrado no Egito; 6) biétipo M e dois biotipos desconhecidos e
encontrados em Hainan e na Coréia; 7) biotipo AN. Contudo, nessa mesma publicacédo, o
autor destaca a falta de métodos bem estabelecidos para a analise dos biotipos visando a
sua identificacdo e classificacdo taxonémica. J& em 2005 De Barro et al. por meio de
analises moleculares baseadas no estudo das regides ITS e COI levantaram a hipotese de
gue nao existem critérios biologicos e moleculares suficientes para a separacdo entre
B. tabaci e B. argentifolii e que o termo B. argentifolii deveria ndo ser utilizado. Esses
dados refletem a complexidade da espécie B. tabaci, uma vez que, dependendo dos
critérios adotados para a analise das populacbes em questdo, duvidas e inconsisténcias
taxonémicas e filogenéticas aparecem de forma pronunciada, provocando uma série de

dificuldades para se chegar a um consenso definitivo sobre essa espécie.

Sendo assim, o desenvolvimento de novos critérios de identificacdo usando outras
marcas moleculares, torna-se imperioso para dirimir ddvidas e para o entendimento da
dindmica dessa espécie. Em funcdo dessa demanda, bandas de DNA monomorficas,
consistentes e especificas para os biotipos B e BR, provenientes de populagfes coletadas
em diferentes culturas de vérias localidades geograficas e que foram produzidas por perfis
de RAPD (Tabela 15) poderdo ser usadas para o desenvolvimento de um método mais
preciso (SCAR, por exemplo) de identificacdo de biodtipos, para 0 monitoramento da

dispersdo e para o entendimento da dindmica desses biotipos especificos de mosca branca.
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Tabela 15 — Fragmentos de DNA obtidos pelo emprego de véarios primers de RAPD
candidatos ao desenvolvimento de marcadores moleculares especificos (SCAR) para a
identificacdo dos biotipos B e BR de B. tabaci.

Primer Bidtipo Fragmento de RAPD (pb)
600
OPA-05 B 900
B 400
OPA-10 900
BR 1000
B 550
OPA-11 1100
BR 500
600
B 1000
OPA-13 1600
BR 800
P3 800
B 700
OPA-15 700
BR 1100

A partir desse ponto, esses dados poderéo resultar em informacdes valiosas para a
elaboracdo de estratégias de controle mais eficientes e servir de referéncia para a

elaboracdo de medidas fitossanitarias mais efetivas contra essa espécie de aleirodideo.
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CAPITULO 2

Desenvolvimento de marcadores SCAR para a identificacao

de biotipos de Bemisia tabaci (Hemiptera: Aleyrodidae)

"Ndo basta ensinar ao homem uma
especialidade, porque se tornara assim uma maquina
utilizavel e ndo uma personalidade. E necessario que
adquira um sentimento, um senso pratico daquilo que vale
a pena ser empreendido, daquilo que € belo, do que é
moralmente correto”.

Albert Einstein (1879-1955).

RESUMO

Os marcadores moleculares permitem diferenciar dois ou mais individuos a partir
da analise de regibes do DNA por meio de técnicas moleculares bem estabelecidas. Por
exemplo, marcadores RAPD s&o de facil manipulacdo e de menor custo, embora sejam de
resultados menos consistentes. Dessa forma, a conversao dos marcadores RAPD em SCAR
permite o desenvolvimento de marcadores mais precisos, fornecendo ferramentas
moleculares para a diferenciacdo de bidtipos dentro de uma espécie, tais como, a mosca
branca Bemisia tabaci. Em funcdo de suas caracteristicas bioldgicas diferenciadas, cada
bidtipo de B. tabaci representa riscos diversificados de prejuizos a vérias culturas
comerciais e, dessa forma, o desenvolvimento de kits diagnosticos baseados em DNA é
uma medida vantajosa para 0 monitoramento e o controle da entrada desses biotipos em
areas agricolas, minimizando os prejuizos causados por esse inseto. Utilizando-se 0s
bi6tipos B e BR de B. tabaci, foram identificados e caracterizados marcadores de RAPD
para cada biotipo, seguindo-se o desenvolvimento de marcadores SCAR para a
identificacdo desses bidtipos. Utilizando-se amostras de DNA extraidas a partir dos
bi6tipos B e BR nas reacbes de RAPD, foram selecionadas bandas de DNA especificas
para cada bi6tipo para a clonagem e caracterizagdo moleculares. A partir das informacdes
oriundas da analise das sequéncias descritas anteriormente, foram desenhados primers para

a elaboracdo de reacbes de SCAR especificas a cada bidtipo. Das analises moleculares
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realizadas, observou-se que duas reacdes de SCAR permitiram a deteccdo do biotipo B e
uma foi especifica para o bidtipo BR. Utilizando-se amostras de DNA extraidas de varias
ordens e familias de insetos, observou-se a especificidade das reacfes de SCAR em
detectar apenas o bi6tipo investigado. Os testes de consisténcia revelaram a eficiéncia e a
especificidade dos conjuntos de primers, permitindo identificar o bidtipo B em variadas
condicdes de monitoramento e contaminacdo com DNA exdgeno. Dessa forma, foi
possivel o estabelecimento de testes de identificacdo de bidtipos de B. tabaci por meio da
técnica de SCAR. O desenvolvimento de marcadores especificos para cada biétipo de B.
tabaci é uma etapa decisiva para o estabelecimento de estratégias baseadas em DNA para a
deteccdo e a prevencdo da entrada de novos biotipos no Brasil, minimizando 0s riscos

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

INTRODUCAO

Os marcadores moleculares sdo regides do DNA que permitem diferenciar dois ou
mais individuos, uma vez que, estes sdo herdados geneticamente (Milach, 2005). Os
distintos tipos de marcadores moleculares hoje disponiveis diferenciam-se pela tecnologia
utilizada para revelar a variacdo ao nivel do DNA, e assim variam quanto a habilidade de
detectar diferencas entre individuos, custo, facilidade de wuso, consisténcia e
reprodutibilidade. Os principais tipos de marcadores moleculares podem ser classificados
em dois grupos de acordo com a metodologia utilizada para identifica-los: a) hibridagéo
ou; b) amplificacdo de DNA. Entre os marcadores identificados por hibridacdo estdo o
RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism — Polimorfismo no Comprimento de
Fragmento de Restricdo, Botstein et al., 1980) e os minissatélites ou locus VNTR (Variable
Number of Tandem Repeats — NUmero Variavel de Repeti¢cdes in tandem, Jeffreys et al.,
1985). Ja aqueles revelados por amplificacdo incluem os marcadores do tipo RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA — DNA Polimérfico Amplificado ao Acaso,
Williams et al., 1990), SCAR (Sequence Characterized Amplified Regions — Regides
Amplificadas de Sequiéncias Caracterizadas, Paran e Michelmore, 1993) e Microssatélite
(Litt & Lutty, 1989).

Dessa forma, as principais etapas requeridas para a obtencéo de resultados variam
com o tipo de marcador molecular utilizado. Além disso, as tecnologias de marcadores

moleculares estdo evoluindo rapidamente e modificacGes ja existem para algumas técnicas
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de obtencdo destes. Contudo, os tipos de marcadores anteriormente descritos sdo ainda 0s
mais utilizados em estudos genéticos e programas de melhoramento. Ainda, com relacéo as
aplicacBes, os marcadores também estdo sendo utilizados na caracterizagdo molecular de
insetos e na elaboracédo de estratégias de identificacdo destes quando interceptados durante
o0 intercambio de commodities entre paises produtores de insumos agropecuarios.

Atributos como consisténcia e tempo para obtencdo de resultados, nivel de
polimorfismo obtido, custo e facilidade de uso sdo importantes para a implementacao de
marcadores moleculares na rotina de um programa de melhoramento ou em programas de
deteccdo de insetos exdticos. O passo inicial consiste em fazer uma comparacao entre 0s
tipos de marcadores a serem utilizados em programas de identificacdo de espécies. Por
exemplo, enquanto os marcadores de RFLP tém sido utilizados em estudos de mapeamento
comparativo em fungdo da consisténcia dos resultados obtidos, estes tendem a ser mais
caros e mais dificeis de implementacdo em determinados programas. Isso se deve ao fato
de que esta categoria de marcador se baseia no principio de que a distancia entre os sitios
de restricdo no DNA difere entre os individuos. Estes sitios de restricdo fornecem um perfil
de bandas que permite a identificacdo de forma precisa do individuo analisado. Se 0 DNA
de dois individuos for cortado com uma mesma enzima, obtém-se dois padrdes de
fragmentacdo do DNA que séo distintos pela variacdo no comprimento dos fragmentos de
restricdo que foram produzidos, uma vez que, cada padrdo de fragmentos é Unico em cada
individuo. A ocorréncia de muitos padrdes de fragmentos com diferentes comprimentos ira
originar o polimorfismo, elemento essencial que caracteriza essa técnica. Contudo, 0s
entraves a utilizacdo dessa técnica se devem: a) ao método de extracdo de DNA, pois, as
enzimas de restricdo sdo sensiveis a presenca de contaminantes (fenol, proteinas, outros
elementos diferentes a natureza do DNA) resultando em baixa eficiéncia da digestdo ou
deteccdo de atividade estrela, gerando perfis de baixa qualidade; b) a quantidade de DNA
requerida, necessitando de microgramas de DNA genbmico para a digestdo. Em
determinadas amostras essa quantidade de DNA € limitante; ¢) o emprego de sondas
marcadas radioativamente, o que eleva o custo da técnica, além da necessidade de
procedimentos adicionais para o acondicionamento e o descarte de material radioativo; d) e
a demanda de mao-de-obra e tempo, uma vez que, sdo requeridos muitos passos
sequenciais até a obtencdo do radiograma e, havendo falha em algum passo do processo,
compromete o desenvolvimento das etapas posteriores.

Por outro lado, marcadores identificados por amplificagdo, especialmente RAPD,

sdo mais faceis de se manipular e de custo menor, embora sejam de resultados menos
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consistentes. Esta técnica utiliza um Unico oligonucleotideo sintético como iniciador do
processo de amplificacdo, que produz um polimorfismo detectado pela presenca ou
auséncia de bandas discretas de DNA. A técnica de RAPD é mais simples e rapida,
requerendo menores quantidades de DNA, ndo envolvendo o emprego de sondas
radioativas, ndo necessita de informacgfes prévias da seqiiéncia de DNA da espécie em
estudo e demanda menos mé&o-de-obra. Esta técnica consiste em extrair o DNA dos
individuos a serem analisados e submeté-los as reacdes de amplificacdo, utilizando um
primer decamérico de seqiiéncia aleatéria a cada reacdo da amplificagdo. Um produto de
amplificacdo é gerado para cada regido cromossémica flanqueada por um par de sitios de
iniciacdo. Os fragmentos amplificados s@o separados por eletroforese em gel de agarose. O
principio dessa técnica reside no fato de que diferentes individuos produzem diferentes
perfis de fragmentos de amplificacdo. Entretanto, essa técnica apresenta algumas
limitacOes, tais como, os perfis de DNA podem ser influenciados pelos lotes dos reagentes
utilizados, dificultando a repeticdo dos mesmos e a caracteristica dominante desse
marcador que ndo discrimina entre heterozigotos ou homozigotos. Entretanto, bandas
produzidas por amplificacdo de DNA gendmico com primers aleatorios tém permitido a
identificacdo de segmentos especificos de DNA, caracteristicos de uma unica linhagem que
podem ser convertidos, posteriormente, para outra categoria de marcador molecular.

Para melhorar a precisdo dos marcadores de RAPD e converté-los em marcadores
codominantes, Paran e Michelmore (1993) desenvolveram a técnica conhecida como
SCAR. Os marcadores SCAR sdo baseados no sequenciamento de fragmentos
polimorficos gerados por RAPD e do desenho de primers superiores a 10-mer especificos a
esses dados fragmentos de RAPD. A desvantagem se relaciona com o desenvolvimento
dos primers, o que eleva o custo. Entretanto, uma vez que estes estejam disponiveis, esta
técnica apresenta custo comparavel ao RAPD. Os marcadores SCAR sdo mais vantajosos
pois representam locus Unicos geneticamente definidos, identificados pela amplificacdo por
PCR do DNA genbémico, com pares de primers com grande especificidade de pareamento
com o DNA (Borém e Santos, 2002). Com excecdo do tipo de primer utilizado, 0 SCAR ¢
muito semelhante a técnica de RAPD, com a vantagem de ser mais consistente, menos
sensivel a mudancas nas condicdes de amplificacdo e representar marcadores
codominantes e assim, de maior reproducdo (Kethidi et al., 2003). Em virtude das
caracteristicas apresentadas pelos marcadores SCAR, estes apresentam potencial de uso
como ferramentas auxiliares na implantagdo de rotinas em programas de melhoramento

genético assistido por marcadores moleculares e de identificagdo de insetos de interesse
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quarentenario. Contudo, os exemplos de selecdo assistida por marcadores moleculares
ainda s@o escassos na literatura, especialmente porque as informacdes de programas de
melhoramento de empresas privadas, que sao hoje, possivelmente, os principais executores
dessa estratégia, ainda ndo estdo disponiveis. Além disso, o limitado uso de marcadores
moleculares em programas de melhoramento pode ser conseqiiéncia do custo e oS
procedimentos elaborados da maioria dos marcadores disponiveis. Mesmo assim, alguns
exemplos publicados, como é o caso da transferéncia de genes favoraveis de espécies
selvagens para cultivada para aumento de tamanho de fruto em tomate (Tanksley et al.,
1996; Tanksley & McCouch, 1997), indicam o grande potencial do emprego dos
marcadores moleculares para 0 melhoramento de plantas (Milach, 2005).

Muitos sdo os aspectos envolvidos na escolha do tipo de marcador molecular a ser
utilizado e, por isso, ndo existe aquele que possa ser considerado superior para todos 0s
atributos. Por esta razdo, as opcOes disponiveis devem ser analisadas antes de ser decidido
o tipo de marcador a ser empregado (Milach, 2005).

Na literatura ja existem trabalhos disponiveis empregando marcadores SCAR para
0 estudo de insetos e outros artropodos. Abe et al. (1998) relatam que Bombyx mori sofre a
acdo do virus da densonucleose tipo | e tipo Il, que causam sérios danos econémicos na
producéo da seda. Certas linhagens de B. mori sdo altamente suscetiveis ou resistentes aos
dois tipos de virus (denominados de DNV-1 e DNV-2). A resisténcia ao virus tipo 2 é
controlada pelo gene nsd-2, enquanto a resisténcia ao virus tipo | é controlada pelos genes
nsd-1 e Nid-1. Sendo assim, a utilizacdo de linhagens de B. mori homozigotas para os
genes nsd-1 e nsd-2 é a forma mais adequada para o controle das perdas provocadas pelos
dois tipos de virus da densonucleose na producdo da seda. Esse objetivo pode ser
alcancado por meio do cruzamento entre linhagens comerciais para a obtencdo de novas
linhagens que sejam resistentes aos dois tipos de virus. Dessa forma, o emprego de
marcadores ligados aos alelos de sensibilidade e/ou resisténcia € um passo importante para
a utilizacdo em programas de selecdo assistida por marcadores moleculares. Utilizando-se
280 primers de RAPD foram identificadas duas bandas de DNA presentes nos individuos
suscetiveis, 0 que permitiu desenvolver um marcador SCAR para a selecdo destes
dispensando, entdo, a necessidade de inoculagdo do virus tipo | para a selecdo dos
organismos resistentes.

Simon et al. (1999) empregando marcadores SCAR forneceram uma nova
ferramenta molecular para investigar a distribuicdo ecolégica de linhagens assexuadas e

sexuadas de Rhopalosiphum padi e suas relagdes genéticas. Nesse trabalho, fez-se a
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associacdo do SCAR com diferencas na forma de acasalamento tanto entre populagdes de
laboratdrio quanto entre populacbes de campo desse afidio, demonstrando-se varia¢fes na
forma de acasalamento dessa espécie. Essa espécie apresenta coexisténcia entre populactes
sexuadas e assexuadas, fornecendo um modelo adequado para estudos a respeito da
evolucgdo da variacdo da estratégia de acasalamento no contexto das teorias a respeito da
origem e manutencdo da reproducdo sexuada. Nesse aspecto, marcadores RAPD
relacionados as diferencas nas formas de acasalamento foram desenvolvidos e convertidos
em marcadores SCAR. Essa estratégia permitiu uma andlise detalhada da distribuigdo
alélica e divergéncia do locus SCAR entre populagdes assexuadas e sexuadas, fornecendo
evidéncia para uma perda antiga da reproducao sexuada nesse afidio.

Kethidi et al. (2003), por exemplo, realizaram seus estudos com o besouro
Anoplophora glabripennis, praga endémica da China e peninsula Coreana que introduzida
na América do Norte, tem provocado sérios danos tanto a espécies que produzem secre¢des
acucaradas comestiveis, tais como, Acer saccharum, A. platanoides, A. ruber e A. negundo
guanto a espécies que ndo produzem essas secrecdes, tais como, Esculus hippocastanum,
Robinia pseudoacacia e Liriodendron tulipifera. Uma vez que estas espécies de lenhosas
estejam infestadas por aquele patdégeno, a medida de controle consiste no corte e queima
das mesmas. A identificacdo das lenhosas infestadas pelo patdgeno consiste no
reconhecimento dos sitios de oviposicdo do besouro, vazamento de resina e presenca de
serragem ao redor do sitio de oviposicdo. A atividade larval também € detectada pela
presenca de galerias no interior do tronco. Dessa forma, a deteccdo e a identificagéo
precoce desse inseto e o0 rapido tratamento sdo medidas cruciais para o controle dessa
praga. Entretanto, as espécies de Anoplophora sdo similares fenotipicamente e nao
possuem marcadores moleculares especificos para a identificacdo das diferentes espécies.
Dessa forma, os autores testaram 230 primers aleatorios e obtiveram um fragmento de
2740 pb especifico para A. glabripennis. A partir dessa seqiiéncia foram desenhados dois
pares de primers do tipo SCAR que foram capazes de identificar e diferenciar o patégeno
das demais espécies nativas.

Além do emprego dos primers de SCAR em sistemas individualizados de PCR,
uma das vantagens dessa metodologia molecular é o seu emprego em sistemas multiplex.
Behura et al. (1999) aplicaram a estratégia do SCAR para distinguir cinco diferentes
bi6tipos de Orseolia oryzae, uma praga responsavel por provocar perdas consideraveis nas
culturas de arroz nos paises asiaticos. A partir de 400 primers de RAPD, cinco produtos de

PCR foram isolados, clonados, seqlienciados e convertidos em marcadores SCAR com
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finalidade de diagnostico. Esses primers foram capazes de identificar especificamente os
cinco bidtipos a partir de um sistema multiplex de PCR. Além disso, esses primers foram
capazes de diferenciar a espécie O. oryzae, de ocorréncia na Asia, da espécie O. oryzivora,
de ocorréncia africana. A grande vantagem de emprego dessa estratégia no diagnostico dos
biotipos de O. oryzae é a sua rapidez, praticidade e por ndo ser afetada por condicdes
bioquimicas e fisioldgicas do inseto em estudo.

Seguindo o uso de primers de SCAR empregados em um sistema multiplex de
PCR, Manguin et al. (2002) estudaram Anopheles dirus, que compreende um complexo de
sete espécies com algumas sendo potenciais vetores da malaria no sudeste da Asia. Esse
complexo caracteriza-se pelo fato de que cada espécie do complexo ndo pode ser
diferenciada por caracteres morfoldgicos e, dessa forma, uma estratégia molecular é
importante para o entendimento da ecologia desses potenciais insetos vetores para a
implementacdo de métodos efetivos de controle. A partir dos marcadores de RAPD foram
desenhados e combinados seis primers de SCAR que resultaram no desenvolvimento de
um simples PCR multiplex capaz de identificar os importantes vetores da malaria entre as
quatro espécies mais comuns do complexo, ou seja, a espécie: A, de varios paises do
sudeste asiatico; B, Perlis e Malésia e; C e D, da Tailandia.

A partir das informacdes disponibilizadas, observa-se que a conversdo dos
marcadores RAPD em SCAR fornece novas ferramentas moleculares para indmeras
aplicag0es, tais como, a diferenciacdo de biotipos dentro de uma espécie, identificacdo das
melhores linhagens para programas de melhoramento genético, determinagdo do espectro
de predadores a uma dada especie de inseto e a aplicacdo em sistemas multiplex. Outra
possibilidade que se vislumbra a aplicacdo dos marcadores SCAR consiste na detec¢do de
pragas exoticas interceptadas em postos alfandegarios. Uma espécie alvo potencial de
aplicacdo dessa técnica é a mosca branca Bemisia tabaci. Essa espécie caracteriza-se pelo
amplo espectro de bidtipos. Cada bidtipo apresenta caracteristicas biologicas diferenciadas
com riscos de prejuizos a varias culturas comerciais. Sendo assim, o desenvolvimento de
kits diagndsticos para os principais biotipos € uma medida extremamente vantajosa para o
monitoramento e o controle da entrada desses bidtipos de mosca branca em areas agricolas,

minimizando os prejuizos causados por esse inseto.
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OBJETIVOS

Utilizando-se os bidtipos B e BR de B. tabaci, os objetivos foram:

Identificar e caracterizar marcadores de RAPD de ocorréncia especifica em cada
biotipo;

Desenvolver marcadores SCAR para a identificacdo desses bidtipos a partir de
marcadores RAPD especificos para cada biotipo;

Verificar as condigOes de aplicagdo dos marcadores SCAR para a detecgdo dos
bidtipos de mosca branca.

METODOLOGIA

INDIVIDUOS DE Bemisia tabaci

Fémeas adultas provenientes de duas populacdes de B. tabaci (Tabela 16) foram

identificadas segundo critérios morfoldgicos e, a seguir, mantidas em alcool 70 % a -20 °

C para posterior utilizacdo nas técnicas de desenvolvimento de marcadores moleculares.

Tabela 16 — Bidtipos de B. tabaci utilizados nos experimentos de desenvolvimento de
marcadores moleculares do tipo SCAR.

Bidtipo de B. tabaci Localidade Cultura
B Mossoré — RN Melao
BR Cuiabd - MT Algodao

OBTENCAO DE DNA A PARTIR DE Bemisia tabaci

Para a utilizaco nas estratégias moleculares, o DNA foi obtido macerando-se 5
fémeas adultas e individualizadas de B. tabaci em 60 uL de tampé&o de extragdo (Tris-HCI
10 mM pH 8, EDTA 1 mM, Triton X-100 0,3 % e proteinase K 60 pug.mL™). O macerado
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foi incubado por 15 min a 65 °C, seguindo-se fervura durante 5 min. O homogenato final

foi armazenado a — 20 °C até o momento do uso.

OBTENCAO DE DNA A PARTIR DE LEPIDOPTEROS E COLEOPTEROS

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

Submeteu-se um inseto inteiro a maceracdo e, a seguir, adicionou-se 500 uL de
tampdo de extracdo (Tris-HCI 10 mM pH 8, EDTA 1 mM, Triton X-100 0,3 % e
Proteinase K 120 pg.mL™), incubando-se por 30 min a 65 °C. O homogenato foi
centrifugado por 10 min a 10000xg e, o sobrenadante, transferido para um tubo plastico.
Adicionou-se 500 uL de fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (25:24:1) e as fases foram
homogeneizadas em vortex por 5 s. O material foi centrifugado por 10 min a 10000xg a
10 °C. A fase aquosa foi entdo transferida para um novo tubo plastico, repetindo-se a etapa
anteriormente descrita.

O DNA foi precipitado pela adicdo de 30 puL de NaCl 5 M e 1 mL de etanol
absoluto incubando-se por 2 h a — 20 °C. Apds centrifugacdo a 10000xg por 10 min a
10 °C, o DNA precipitado foi lavado duas vezes com 500 uL de etanol 70 %, seco a
temperatura ambiente, ressuspenso em TE 0,1 X (Tris-HCI 1 mM pH 8, EDTA 0,1 mM) e
armazenado a — 20 °C. Para as analises de RAPD, utilizou-se o DNA diluido dez vezes
(100 ng) em TE 0,1 X.

OBTENCAO DE DNA DE MOSCA NEGRA Aleurocanthus woglumi

Fémeas individualizadas de A. woglumi foram maceradas e 0 seu DNA extraido em
100 uL de tampéo de extragédo (Tris-HCI 10 mM pH 8, EDTA 1 mM, Triton X-100 0,3 %
e proteinase K 60 pg.mL™). A seguir, completou-se o volume com 200 uL de tampédo de

extracdo. O macerado foi incubado por 15 min a 65 °C, seguindo-se fervura durante 6 min
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e centrifugacdo a 10000xg por 10 s. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo

plastico e mantido a — 20 °C até 0 momento do uso.

REACAO DE RAPD

As reacOes de amplificacdo foram realizadas em 30 puL de uma mistura contendo
24,9 pL de agua milliQ autoclavada, 3,0 uL de tampéo 10 X (Tris-HCI 60 mM pH 8,8,
KCI 500 mM e MgCl, 20 mM, Amersham, CA, USA), 1,2 uL de um primer de seqliéncia
aleatdria (Operon Technologies, Inc.) na concentracdo de 10 uM (Tabela 17), 0,6 uL de
dNTP 10 mM, 0,3 uL de Tag DNA polimerase (Amersham, CA, USA) e 4 uL de DNA
(20 ng).

Tabela 17 — Primers de RAPD utilizados na obtengdo dos perfis de bandeamento entre os
biotipos de B. tabaci.

Primer Sequéncia5’ —» 3’
OPA - 05 AGGGGTCTTG
OPA -10 GTGATCGCAG
OPA -11 CAATCGCCGT
OPA -13 CAGCACCCAC
OPA -15 TTCCGAACCC

CONDICOES DE AMPLIFICACAO DE DNA GENOMICO

As amplificacdes 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 desnaturacdo de 1 min a 93 °C, anelamento por 1 min a 35 °C e extens&o por 2 min a
72 °C e uma etapa final de extenséo de 5 mina 72 °C.
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EXCISAO DOS FRAGMENTOS DE DNA SEPARADOS EM GEL DE AGAROSE

Os produtos de reacdo de RAPD foram aplicados em gel de agarose 0,8 %
submerso em tampdo TBE 1X (Tris-borato 90 mM e EDTA 1 mM) durante 2 h a 100 V.
Ao término da corrida, os géis foram corados por 30 min em uma solucdo corante contendo
brometo de etidio (5 pg.mL™), descorados por 30 min em &gua destilada. A seguir, 0s
fragmentos de interesse foram excisados do gel sob luz ultravioleta e purificados usando-se
o kit Concert™ rapid gel extraction system (Gibco BRL) seguindo-se as recomendacdes do

fabricante.

LIGACAO DOS FRAGMENTOS DE RAPD EM PLASMIDIO

Ap0s a excisdo e a purificacdo das bandas de interesse, realizou-se a ligacdo destas
a um vetor de clonagem por meio do kit pGEM®-T vector system (Promega) segundo as

recomendacdes do fabricante por 16 h a 4 °C.

CULTURA BACTERIANA PARA CLONAGEM

A col6nia bacteriana Escherichia coli DH5a foi mantida em meio LB liquido
(casefna 10 g.L™*; NaCl 5 g.L™; extrato de levedura 5 g.L™ pH 7,0) acrescido de glicerol na

concentracdo de 50 % e mantida a — 20 °C.

TRANSFORMAGCAO BACTERIANA

Um volume de 150 uL da linhagem DH5a de E coli mantida em glicerol foi
inoculado em 5 mL de meio LB e mantido por 16 h a 37 °C e 150 rpm. A seguir, 150 uL
da cultura foram inoculados em 5 mL de meio LB e mantidos a 37 °C e 150 rpm por 3 h.

Posteriormente, 1,5 mL de meio foram transferidos para tubo estéril, centrifugados
a 12000xg por 20 s a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e as células ressuspensas em 500

uL de CaCl, 50 mM e mantidas por 10 min a 4 °C. A seguir, as células foram lavadas a
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12000xg por 20 s com 300 uL de CaCl, 50 mM e mantidas no gelo por 20 min. Aliquotas
de 50 uL foram colocadas em tubos estéreis com 3 uL da ligacdo incubando-se a 4 °C por
20 min, seguindo-se entdo o choque térmico a 42 °C por 2 min. As células foram
recuperadas em 1 mL de meio LB liquido por 1 h a 37 °C e 150 rpm. Ao final do periodo
de recuperacao, as culturas foram centrifugadas a 12000xg por 1 min, ressuspensas em 100
uL de meio LB, sendo as células transformadas selecionadas em LB sélido suplementado
com ampicilina 100 pg.mL™?, IPTG 0,5 mM e X-Gal 80 pg.mL™ a 37 °C.

Colbnias positivas para a insercdo foram entdo coletadas com palito estéril e
transferidas para meio LB sélido suplementado com ampicilina 100 ug.ml™, IPTG 0,5 mM

e X-Gal 80 ug.mL™ a 37 °C para confirmacéo da ligacéo.

EXTRACAO DE PLASMIDIOS

Inoculou-se 150 uL de células transformadas de E. coli em 5 mL de LB
suplementado com ampicilina 100 pg.mL™, mantendo-se a 37 °C por 16 h com agitacéo de
150 rpm. ApoGs a fase de crescimento, os plasmidios foram extraidos utilizando-se o kit

tTM

Concert™ ™ rapid plasmid miniprep system (Gibco BRL) seguindo-se as recomenda¢fes do

fabricante.

CONFIRMACAO DA CLONAGEM DOS FRAGMENTOS DE RAPD

A determinacéo dos insertos foi feita por meio da digestdo do DNA plasmidial com
as enzimas de restricdo Sacl e Sacll. Cada 30 uL de reagdo continha 0,5 uL Sacl
(10 U.uL™), 0,5 pL Sacll (10 U.uL™), 3,0 uL tampdo OPA 10 X (One-Phor-All buffer
PLUS) (Amersham Biotech), 3,0 uL plasmidio e 23,0 uL agua milliQ. Os sistemas de
digestdo foram incubados a 37 °C por 16 h sendo, posteriormente, aplicados em gel de
agarose 0,8 % submerso em tampdo TBE 1X durante 2 h a 100 V. A documentagéo
fotografica foi feita usando-se o sistema EagleEye Il still video system™ (Stratagene). Em
todos os géis, marcadores de massa molecular (Leader 100 bp - GIBCO) foram usados

para a determinacdo do tamanho dos insertos e confirmacdo do processo de clonagem.
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SEQUENCIAMENTO DOS FRAGMENTOS DE RAPD, DESENHO E SINTESE DE
PRIMERS DO TIPO SCAR

Uma vez confirmada a clonagem dos fragmentos de RAPD desejados, 100 ng.uL™
dos vetores de clonagem foram sequienciados usando-se o kit ABI PRISM® BigDye™
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit versdo 3.1 (Applied Biosystems ) ou
DYEnamic ET Terminator Matrix Standard (Applied Biosystems) em um sequenciador
ABI-PRISM 377 (Applied Biosystems) para a determinacdo da composi¢édo de
nucleotidios de cada banda de RAPD.

Ap0s a obtencdo das seqiiéncias provenientes das bandas de RAPD de interesse que
foram clonadas, primers especificos de 19 a 21 nt foram desenhados para o
desenvolvimento de marcadores SCAR e sintetizados a 25 nmol, liofilizados,
dessalinizados e desbloqueados (IDT, Inc., Coralville, 1A).

AMOSTRAS USADAS PARA OS TESTES DE IDENTIFICACAO DE MARCADORES
MOLECULARES SCAR

A confirmacdo da especificidade dos primers de SCAR foi feita utilizando-se o

DNA de insetos de varias ordens e bidtipos de Bemisia tabaci (Tabela 18).
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Tabela 18 — Insetos utilizados na analise da especificidade dos primers de SCAR para B.

tabaci.

Amostra

Localidade / Cultura

Identificacdo

7
8
14
45
75
61
110
140
207

226

228
236
278
281

288

ae

ag

ant

sf

pX

Marrocos / Abobora
Nigéria / Mandioca
Murcia — Espanha / Tomate
Delegacia Federal de Agricultura — DF
Universidade Federal de Goids — GO / Pepino
Universidade da Califérnia — Riversidade — CA
Itaberaba — BA / Melancia
Embrapa Soja / Soja
Mossoro — RN / Caju
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia — DF /
Algodao
Feira de Santana — BA / Mandioca
Deaddpolis — MS / Mandioca
Division of Plant Industry — Florida / Citrus
Aguas Mornas — SC / Abobrinha e Pepino
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia — DF /
Tomate
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia — DF /
Laboratorio de Criacéo de Insetos
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia — DF /
Laboratorio de Criacéo de Insetos
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia — DF /
Laboratorio de Criacéo de Insetos
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia — DF /
Laboratorio de Criacéo de Insetos
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia — DF /
Laboratorio de Criacéo de Insetos

B. tabaci biotipo Q
B. tabaci biotipo Q
B. tabaci biotipo Q
B. tabaci biotipo BR
B. tabaci biotipo BR
B. tabaci biotipo B
B. tabaci biotipo B
B. tabaci biotipo B
Aleyrodicus cocois

B. tabaci bi6tipo BR

Aleurothrixus aepim
B. tuberculata
Aleurocanthus woglumi

Trialeurodes vaporariorum

B. tabaci biotipo B

Aedes aegypti

Anticarsia gemmatalis

Anthonomous grandis

Spodoptera frugiperda

Plutella xylostela

Com a finalidade de averiguar a qualidade da extracdo de DNA e o potencial dessas

amostras em produzir um perfil de bandas, realizou-se uma reacdo de RAPD com o primer

OPA-13 e com insetos selecionados aleatoriamente, seguindo-se o procedimento de

amplificacdo ja descrito em secdo anterior.
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REACOES DE SCAR UTILIZANDO O Primer BT-B1

As reacOes de amplificagdo foram realizadas em 25 pyL de uma mistura contendo
11,1 puL de agua milliQ autoclavada, 2,5 pL de tampdo 10 X (100 mM Tris-HCI pH 9,2,
500 mM KCl e 1 % Tween 20), 1,5 uL MgCl; 25 mM, 1,5 uL de cada primer (IDT, Inc.,
Coralville, 1A) na concentracdo de 3 uM, 1,2 uL. DMSO, 0,3 uL dNTP 10 mM, 0,4 uL Taq
DNA polimerase (Amersham) 1 U.uL™ e 5,0 uL de DNA (20 ng).

REACOES DE SCAR UTILIZANDO O Primer BT-B3

As reacOes de amplificacdo foram realizadas em 25 puL de uma mistura contendo
12,3 uL de agua milliQ autoclavada, 2,5 uL de tampdo 10 X (100 mM Tris-HCI pH 9,2,
500 mM KCl e 1 % Tween 20), 1,5 uL MgCl, 25 mM, 1,5 uL de cada primer (IDT, Inc.,
Coralville, 1A) na concentracdo de 1 uM, 0,3 uL dNTP 10 mM, 0,4 uL Tag DNA
polimerase (Amersham) 1 U.uL™ e 5,0 uL de DNA (20 ng).

REACOES DE SCAR UTILIZANDO O Primer BT-BR1

As reacOes de amplificagdo foram realizadas em 25 pyL de uma mistura contendo
11,8 uL de agua milliQ autoclavada, 2,5 uL de tamp&o 10 X (100 mM Tris-HCI pH 9,2,
500 mM KCl e 1 % Tween 20), 1,5 uL MgCl, 25 mM, 0,5 pL DMSO, 1,5 uL de cada
primer (IDT, Inc., Coralville, IA) na concentragdo de 1,0 uM, 0,3 pL dNTP 10 mM, 0,4
uL Tagq DNA polimerase (Amersham) 1 U.uL™ e 5,0 uL de DNA (20 ng).

CONDICOES DE AMPLIFICACAO PARA OS PRIMERS BT-B1 E BT-B3
As amplificagbes foram efetuadas em termociclador (PTC-100 MJ Research)
contendo uma etapa inicial de desnaturacdo de 3 min a 94 °C, programado para 30 ciclos

de desnaturacdo de 1 min a 94 °C, anelamento por 1 min a 63 °C e extensdo por 1 min a

72 °C e uma etapa final de extensdo de 5 mina 72 °C.
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CONDICOES DE AMPLIFICACAO PARA O PRIMER BT-BR1

As amplificacdes foram efetuadas em termociclador (PTC-100 MJ Research)
contendo uma etapa inicial de desnaturacdo de 3 min a 94 °C, programado para 30 ciclos
de desnaturacdo de 1 min a 94 °C, anelamento por 1 min a 63,5 °C e extensdo por 1 min a

72 °C e uma etapa final de extenséo de 5 mina 72 °C.

TESTE DOS MARCADORES SCAR APLICADOS AS PARTES DO INSETO

Individuos do bidtipo B de B. tabaci coletados em uma colénia estabelecida em
casa de vegetacdo da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia foram seccionados em
duas partes (cabeca e torax/abddmen) e entdo o DNA extraido em 30 uL ou 60 uL de

tampdo de extracdo conforme procedimento descrito anteriormente (Tabela 4).

TESTE DOS MARCADORES SCAR APLICADOS AO GENERO DE B. tabaci

Amostras do bi6tipo B de B. tabaci pertencentes a colecdo bioldgica de referéncia
de insetos da Estacdo Quarentenaria de Germoplasma Vegetal da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia, foram separados conforme o género e o DNA extraido
conforme a metodologia previamente estabelecida (Tabela 19).

Para os testes de detec¢do dos marcadores SCAR foram utilizados os primers BT-

B1 e BT-B3 segundo a metodologia descrita em se¢des anteriores.
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Tabela 19 — Individuos de B. tabaci utilizados na deteccdo dos marcadores SCAR em

partes do inseto ou em funcgédo do género.

Amostra Cultura Localidade
TC Tomate Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia — DF

TJ Tomate Jatai - MG

B Berinjela Jatai — MG

FJ Feijao Jatai — MG

ANALISE DOS NIVEIS DE CONTAMINACAO COM DNA EXOGENO NAS
AMOSTRAS DE B. tabaci BIOTIPOS B E BR

Para a determinagdo das quantidades minimas de contaminacdo das amostras de
mosca branca com DNA exdgeno, diferentes proporcdes de DNA de B. tabaci, extraido
dos bidtipos B e BR, foram misturadas com o DNA de A. gemmatalis nas seguintes
proporcdes: 1:0, 4:1, 3:2, 1:1, 2:3, 1:4 e 0:1. Em seguida, as misturas foram submetidas as
reacOes de SCAR com os primers BT-B1, BT-B3 e BT-BR1.

TESTE DE EFICIENCIA DOS MARCADORES SCAR SOB DIFERENTES
CONDICOES DE MONITORAMENTO

Individuos do biotipo B de B. tabaci pertencentes a uma coldnia estabelecida em
casa de vegetacdo da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia foram coletados e
submetidos a um tratamento com fixagéo em etanol 100 % por 72 h a -20 °C com posterior
manutencdo em placas de Petri em estufa a 25 °C.

Outro tratamento consistiu no resfriamento de novas amostras dos insetos por 3 h a
- 20 °C sob as seguintes condi¢es de monitoramento: a) placa de Petri em estufa a 25 °C;
2) placa de Petri em estufa a 45 °C e; 3) placa de Petri contendo solo a 45 °C.

As amostras foram entdo monitoradas durante 40 dias e, em intervalos de 24 h, dois
individuos de cada tratamento foram coletados e 0 DNA extraido conforme metodologia

anteriormente descrita e armazenados a -20 °C até o momento do uso. Posteriormente, as
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amostras foram analisadas com conjunto de primers de SCAR BT-B1 nas condi¢cfes de

amplificacdo ja descritas em secdes anteriores.

APLICACAO DOS MARCADORES SCAR EM ROTINA DE IDENTIFICACAO DOS
BIOTIPOS DE B. tabaci

Na analise de rotina de laboratorio utilizando-se os marcadores SCAR para a
identificacdo do bidtipo B de B. tabaci, cinco individuos de nove populag¢fes provenientes
de varias localidades do estado do Maranhdo (Tabela 20) armazenadas em etanol 70 % a
-20 °C e mantidas na colecdo bioldgica de referéncia de insetos da Estacdo Quarentendria
de Germoplasma Vegetal da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, foram
submetidas a extracdo de DNA e amplificagdo com os conjuntos de primers de SCAR. Em
paralelo, procedeu-se a amplificagdo por RAPD com o primer OPA-13 nas condicdes ja

estabelecidas para essa técnica.

Tabela 20 — Amostras utilizadas em rotina de deteccdo do bidtipo B de B. tabaci

utilizando-se os primers de SCAR.

Amostra Localidade Cultura
F1 PAD - DF Couve organica

80/05 Séo Luis - MA Couve manteiga
81/05 Séo Luis - MA Pepino caipira
82/05 Séo Luis - MA Tomate
83/05 Séo Luis— MA Pepino
84/05 Séo Luis - MA Tomate
85/05 Séo Luis— MA Quiabo
86/05 Sao Luis - MA Goiaba
87/05 Séo Luis— MA Acai
88/05 Séo Luis - MA Quiabo
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ANALISE POR ELETROFORESE DOS FRAGMENTOS DE DNA GERADOS POR
RAPD

Os produtos de amplificacdo originarios das reacbes de RAPD ou SCAR foram
separados em gel de agarose 1,5 % submerso em tampédo TBE 1X (Tris-borato 90 mM e
EDTA 1 mM) durante 3 h a 160 V. Ao término da corrida, os géis foram corados por 30
min em uma solucdo corante contendo brometo de etidio (5 pg.mL™), descorados por 30
min em agua destilada e fotografado sob luz ultravioleta no comprimento de onda de 300
nm. A documentacdo fotografica foi feita usando-se o sistema EagleEye Il still video
system™ (Stratagene).

Em todos os géis, marcadores de massa molecular (Ladder 100 bp -
INVITROGEN) foram usados para a determinacdo do tamanho dos fragmentos
amplificados e escolha das provaveis bandas de RAPD a serem selecionadas para o
desenvolvimento do marcador SCAR, como também, para a determinacdo do tamanho dos

fragmentos resultantes da amplificacdo quando se utilizaram os primers de SCAR.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Utilizando-se o DNA extraido do biotipo B de B. tabaci nas reacbes de RAPD,
foram obtidas bandas especificas de aproximadamente 850 pb para esse bidtipo com o
primer OPA-10 e de 582 pb com o primer OPA-13. Para o bidtipo BR de B. tabaci obteve-
se uma banda especifica de 700 pb com o primer OPA-15 (Figura 23).
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1) OPA-10 2) OPA-13 3) OPA-15

Figura 23 — Fragmentos de RAPD produzidos a partir do DNA extraido dos bi6tipos de B.
tabaci. O asterisco indica os fragmentos selecionados para o desenho dos primers de
SCAR. Gel 1 = biétipo B amplificado com o primer OPA-10; Gel 2 = bidtipo B
amplificado com o primer OPA-13; Gel 3 = bittipo BR amplificado com o primer OPA-
15. Os nimeros 1 e 2 indicam os bidtipos B e BR de B. tabaci, nessa ordem. A letra M

indica o marcador 100 pb ladder.

Uma vez determinados os perfis eletroforéticos especificos para os biotipos, essas
bandas foram excisadas dos géis de agarose e, em seguida, os fragmentos foram ligados ao
plasmidio pGEM-T para a clonagem molecular. As reacdes de ligacdo do inserto ao vetor
foram entdo usadas na transformagéo da linhagem DH5a. Coldnias transformantes de
aspecto branco e crescidas em meio suplementado com IPTG/X-Gal/ampicilina foram
transferidas para placas suplementadas com estes mesmos componentes para a
confirmacéo da ligacdo do inserto de interesse.

A seqguir, as col6nias positivas e crescidas em meio liquido tiveram os plasmidios
extraidos e digeridos com as enzimas Sacl e Sacll. Apos a digestdo, foram visualizados em
gel de agarose fragmentos de 831 pb, 582 pb e 794 pb, confirmando a clonagem dos

insertos de interesse (Figura 24).
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Figura 24 — Digestdes de plasmidios resultantes da clonagem de vérios fragmentos de

RAPD a partir dos biétipos B e BR de B. tabaci. Os asteriscos indicam 0s insertos
clonados no vetor pGEM-T, assim como, a seta indica o vetor de clonagem. A letra M

indica o marcador de massa molecular 100 pb ladder.

Uma vez confirmada a insercdo das bandas de RAPD nos seus respectivos vetores
de clonagem, os plasmidios contendo os fragmentos de interesse foram seqiienciados e a
sua composicdo de nucleotidios entdo determinada. Para o bidtipo B de B. tabaci foram
obtidos dois padrdes de sequéncias de DNA de 831 pb (Figura 25) e de 582 pb (Figura 27).
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GTGATCGCAGAATGTCTCACTGCACGCCTGGATATTTCACCCAAGCGCACAA
GCACGATAAATTGCGGTTGCAGTTTTTGAAGGCGCTTTTGATACTTACAATTTA
CCTGAGGCCGGTGCCGAGATGGCCAGATTGAACGAAGTAGGAAACATAGGTG
GGAAGTGTCGTATTCAATCAAGTGCCTAGACCTTTTTTTATGACCCCTCCCAAA
TCTATTCTTTCATTAGAGGAAATTGTATCTATTTCAATTTTGATGATTACAATAA
ACTTGACAAAAAAAAAAAAAAAAAACAATGATCCCTCCTACCGCAAACTGTT
AGCGGGCTGATAAACCTACATTTCATTTCGTCCTCTCTGATATCTCTGTATCCT
GATCGCCTTTTTGGAGGCCCTTATTTGCATGTGATTCCTCAAAAGTCTCTGTTTC
TTACATAGTGTTTTAATCCCTTGCAATCATCACAGGGCATTTCATTTCAAGAGA
CCCTAATCAGCATCTTGCCTCATTTTTCATTTTGATTACCTGACGATATAGCATT
AAAATTACGCAATATCCTACATACCATCTGTTAAAAATAAAAAAAATAAAATA
AAAAAAACATACGGCCACATGAGCATAATCGAAGAAGGGAAACATGCTCGTT
GATGACGGCGCAGAGATACAACTATTCGTGTTTGATGGATGTCCGTGTTGCATT
TGCAAAATTGAAGGCGCGATGGTGCGAGGCGTGATCTCGCAATGCTTCGTTCT
AAGCAGTCTATTCTGTCAACAAGGTGCCGCTCAGATTTTGGAGAAAAGTTAAA
AAACGAGTCCCGCATACTTCTCTCCTATTTTCGGCTGCGATCAC

Figura 25 — Composicdo de nucleotidios do fragmento de 831 pb obtido do bidtipo B de
B. tabaci com o primer OPA-10. Em negrito encontra-se o primer de RAPD usado nas

reacOes de amplificacéo.

A andlise da composicdo da sequéncia de 831 pb permitiu identificar 60,1 % das
bases como sendo Adenina (A) e Timina (T) e 39,9 % correspondente a Citosina (C) e
Guanina (G). A leitura das trincas de bases dessa sequéncia revelou a presenca de 17
codons de parada, ndo sendo encontrado qualquer peptidio depositado no GenBank. Foi
possivel também determinar o perfil de sitios de restricdo que estdo distribuidos ao longo

dessa sequiéncia (Figura 26).

122



1 Ndell ]Jgatc3
1 Mbol ]gatc3

iv 1 A E CL TARULD I S P KIRT ST I

1 GTGATCGCAGAATGTCTCACTGCACGCCTGGATATTTCACCCAAGCGCACAAGCACGATA
61 Mspl c]cgglls
61 Hpall c]cggll5

22N C 6 C S F*RRF>*Y L QF T * G R C

61 AATTGCGGTTGCAGTTTTTGAAGGCGCTTTTGATACTTACAATTTACCTGAGGCCGGTGC

41 R D G Q I E R S R KHIRWEV S Y S 1 K

121 CGAGATGGCCAGATTGAACGAAGTAGGAAACATAGGTGGGAAGTGTCGTATTCAATCAAG

61 C L D L F L *PLPNULFFH * R K LY

181 TGCCTAGACCTTTTTTTATGACCCCTCCCAAATCTATTCTTTCATTAGAGGAAATTGTAT

241 Ndell ]Jgatc297
241 Mbol |gatc297
81 L F Q F * * L Q * T * Q K K K K K T M 1

241 CTATTTCAATTTTGATGATTACAATAAACTTGACAAAAAAAAAAAAAAAAAACAATGATC

101 P P T ANC * R A DIKUPTUFHFV L S D

301 CCTCCTACCGCAAACTGTTAGCGGGCTGATAAACCTACATTTCATTTCGTCCTCTCTGAT

361 Ndell |Jgatc374
361 Mbol |gatc374
361 ECcoRV gatJatc361 | Hinfl g]antc407

221 s v s * S P F WRWPLUFATCUD S S KV
361 ATCTCTGTATCCTGATCGCCTTTTTGGAGGCCCTTATTTGCATGTGATTCCTCAAAAGTC
141s v s Y I vV F * S L A1 I T G H F I S R
421 TCTGTTTCTTACATAGTGTTTTAATCCCTTGCAATCATCACAGGGCATTTCATTTCAAGA
161D P N Q H L A S F F I L I''' T * R Y S 1 K
481 GACCCTAATCAGCATCTTGCCTCATTTTTCATTTTGATTACCTGACGATATAGCATTAAA
18121 T Q Y P T Y H L L K I K K I K * K K H
541 ATTACGCAATATCCTACATACCATCTGTTAAAAATAAAAAAAATAAAATAAAAAAAACAT
601 Taql t]cga620 Mboll gaagannnnnnnn] 634
20T AT * A * S K K G NM L V DD G A E 1
601 ACGGCCACATGAGCATAATCGAAGAAGGGAAACATGCTCGTTGATGACGGCGCAGAGATA

222 Q L F V F DG CUPOCT CI CIK 1 EGAMYV

661 CAACTATTCGTGTTTGATGGATGTCCGTGTTGCATTTGCAAAATTGAAGGCGCGATGGTG
721 Ndell Jgatc729

721 Mbol |gatc729 Hincll gty]rac767

241 R G V. 1 S Q C FV L S S L FCQ QG A A
721 CGAGGCGTGATCTCGCAATGCTTCGTTCTAAGCAGTCTATTCTGTCAACAAGGTGCCGCT
781 Hinfl g]antc808

261Q 1 L E K S *» K T S P A Y F S P 1

781 CAGATTTTGGAGAAAAGTTAAAAAACGAGTCCCGCATACTTCTCTCCTATT

Figura 26 — Perfil de sitios de restricdo distribuidos ao longo da seqiiéncia de 831 pb
originada a partir da amplificacdo do DNA de B. tabaci bi6tipo B com o uso do primer

OPA-10 de RAPD. Em destaque esta indicado o sitio de restricdo da enzima EcoRV.
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Dentro desse fragmento de RAPD foi encontrado um Unico sitio de restricdo para a
enzima EcoRV na posi¢do 361. Esse sitio podera ser explorado para o desenvolvimento de
perfis de PCR-RFLP quando da suspeita de variabilidade entre individuos do biotipo B de
B. tabaci.

Para a seqiiéncia de 582 pb foram determinadas as composi¢fes dos pareamentos
AJ/T e C/G como sendo de 62,4 % e 37,6 %, respectivamente (Figura 5). A analise dos
cédons indicou a presenca de 10 cddons de parada ndo havendo qualquer indicacdo de
peptidio semelhante no GenBank.

CAGCACCCACGGACATTGAAATTGATCTTGACTAGATGTCAAATCGACGGTTA
GGCCTACTTTATTTTTACGATATTCTTCCCTTTTTTTCGTTTGCGACGTTTCAAA
ATACTAATCATAAGCCTCTTTTTAATTTTATTGGATGTAACATTTTTTAAAAATA
AACCCACCGGCTTCGAACGCTGTTTAGACACAAAAATTCAAAACTTCCAACAA
GCAACACAAACGAGACCTAAAAGATATTGAACTGTGATAATAATATTTCTAAG
AACTCTGTAGCGAAGAGTAGGCACTGATTCTTTCGTGAACTTTTTTTCTTAAAG
AGCGATGCCATTTATTAAGGTCAGAATCGTCAATCCTTCGTCGATTGTACCAAA
ACGATTTAAACCCGCCAAACACATGGGGTTTAGTCTATGATGGTAGAGTTCAC
GAGATAATGGCAATTAAAACTCATTGTTTTTAAGGTCATGAAAGAACTACCAG
TCCAGAAGGGTCATGAAAGCGAAATAAGGGAAGAAAAGCTGTCAAAGAAGAC
GCTTGATTCGTTTCCTCCCGAGAGACGAAGGATACAGTGGGTGCTG

Figura 27 — Composicdo de nucleotidios do fragmento de 582 pb obtido do bidtipo B de
B. tabaci com o primer OPA-13. Em negrito encontra-se o primer de RAPD usado nas

reaces de amplificacéo.

A conversédo das bases em sitios de restricdo indicou um sitio Unico para a enzima

de restricdo Sspl na posicdo 261 dessa sequiéncia (Figura 28).
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Ndell |gatc24 Stul agg]cct56
Mbol [Jgatc24 Taql t]cgad5
Q HPRTULIKWLTI1TLTRZCOQI DG G™=*AY
CAGCACCCACGGACATTGAAATTGATCTTGACTAGATGTCAAATCGACGGTTAGGCCTAC
Mboll n]nnnnnnntcttc70
F 1 F T 1 FFPFFRULIRRZFKTIT L I I
TTTATTTTTACGATATTCTTCCCTTTTTTTCGTTTGCGACGTTTCAAAATACTAATCATA
Mspl c]cggl7l
Hpall c]cggl7l
Dral ttt]aaal57 Taql t]cgal77
S L FL 1 LLDVTEFZFIKNIKWPTG F E
AGCCTCTTTTTAATTTTATTGGATGTAACATTTTTTAAAAATAAACCCACCGGCTTCGAA
R C L DT K1 QNIFQQATIOQTRPKR
CGCTGTTTAGACACAAAAATTCAAAACTTCCAACAAGCAACACAAACGAGACCTAAAAGA
Hinfl glantc296

Y * T VvV 1 1 Ft—R T £t * R R V G T D S
TATTGAACTGTGATAATAATATTTCTAAGAACTCTGTAGCGAAGAGTAGGCACTGATTCT
Hinfl glantc348
F VNFFS*RAMWPIZFI1 KV R 1T VNP
TTCGTGAACTTTTTTTCTTAAAGAGCGATGCCATTTATTAAGGTCAGAATCGTCAATCCT
Rsal gt]ac372
Tagl t]cga365 Dral ttt]aaa385
s S1 VvV PKRZFKWPAIKHMMGZ FSL * W
TCGTCGATTGTACCAAAACGATTTAAACCCGCCAAACACATGGGGTTTAGTCTATGATGG
*S S RDNGN®*=NSULFULI RS * K NY
TAGAGTTCACGAGATAATGGCAATTAAAACTCATTGTTTTTAAGGTCATGAAAGAACTAC
Mboll gaagannnnnnnn|526
Alul ag|ct522
Q S RRVMIKAIK™*=GI KK S COQWRIRR RL
CAGTCCAGAAGGGTCATGAAAGCGAAATAAGGGAAGAAAAGCTGTCAAAGAAGACGCTTG
Aval c|]ycgrg553
Mbol I gaagannnnnnnn]543
Hinfl g]antc541
Il R F L PRDEGY S G C =*
ATTCGTTTCCTCCCGAGAGACGAAGGATACAGTGGGTGCTGA

Figura 28 — Perfil de sitios de restricdo distribuidos ao longo da seqiiéncia de 582 pb

originada a partir da amplificacdo do DNA de B. tabaci bi6tipo B com o uso do primer

OPA-13 de RAPD. Em destaque esta indicado o sitio de restricdo da enzima Sspl.

Esse sitio Unico de restricdo podera ser explorado pela metodologia de PCR-RFLP

para a identificacdo de possiveis variacBes genéticas que ocorram dentro e entre as

populagdes do bidtipo B de B. tabaci.

A mesma estratégia de clonagem e sequenciamento desenvolvida para o bi6tipo B

foi aplicada ao bidtipo BR de B. tabaci a partir do fragmento de 831 pb gerado por RAPD
(Figura 29).
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TTCCGAACCCGCAAGATAGTGATTTTCCACGCCGAGATTCGTAGTAATAGTNT
CCACATGTGATCCTCCCCGTGCAGTGCTGTGATTTTTTTTAGTACCCTTGTTTTT
CGGAGTCGTATGACTTCCTTGTTGCTAGTTGTTTAAGAAAATAGTCAAGCTGTG
GGGCTCAGGGGCTTTCTTCCTTCCCCCGCAAGGGATGTACTACCCGGTAAGAT
GTTTTGACACTCCATCCATTTTGTTTTTCTCTCGTGAATCGAATCTCACGCAAG
GCGTGTTCCGCGAATTCTGAAGCGCGTCTCGGCCAGAGAGAGGCCCTCGTTCC
GTTGCGCAATTTTATGCTGAAACTCCTCGATTTCGTACAGATTCGCTTCCGAGT
TTCGCAACATGCAGGACAAACTTGTTGGATTCTGTCTGGCCACACAGTCCTATC
ATATTGCTCAATATTGGGCGCCCTCTGTTTACTAATGTAATAACGGAGGGTCCC
TCCAGCTTTTGTTTCTCAACTGAAATCCGAGCTAAATCTTGGCTTTTGTTCAGTC
GTTATTAATCTAGATCTTGGGCACACTGGTCTTAATGTTTCTTTCTTATCAGTTG
TTATCCATATTCATGGACATTTCTTTTCGAGCGTAGGGTTACACTGTATGTTTAC
GTTCAACTACCGAAGTAGATTATGTAGTAGGCTCCTTTGTCAGCACAGCAGAA
TGCATTACAGAACCAAAATTATTCCACCTATTCGTTACTTTAAATGTACGGCTT
AAATCTCAAGTTTAATCCTCCACCAAAGGGTTCGGAA

Figura 29 — Composicdo de nucleotidios do fragmento de 793 pb obtido do bi6tipo BR de
B. tabaci com o primer OPA-15. Em negrito encontra-se o primer de RAPD usado nas

reacOes de amplificagéo.

Para esse fragmento foi determinada uma composicao de 56,2 % para 0 pareamento
A/T e de 43,7 para o par de bases C/G. Foram identificados 11 cddons de parada e, mais
uma vez, ndo identificada qualquer seqiiéncia semelhante no GenBank.

A sequéncia de bases desse fragmento foi entdo usada para a determinacéo do perfil
de restricdo, onde foram identificados trés sitios Unicos para as enzimas de restricdo EcoRl
(posicao 282), Sspl (posicao 443) e Xbal (posicdo 549). Esses sitios sdo alvos potenciais
para serem usados em estudos de determinacao de variabilidade dentro do biotipo BR de B.
tabaci (Figura 30).
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1 Hinfl glantc37

1 R T R K 1 V1 FH A E I R S N S X H M

1 TTCCGAACCCGCAAGATAGTGATTTTCCACGCCGAGATTCGTAGTAATAGTNTCCACATG
61 Ndell |Jgatc62

61 Mbol |Jgatc62 Rsal gt]ac97 Hinfl glantcl12

22** s s P C S AV 1 FF S TUL V F R S R M

61 TGATCCTCCCCGTGCAGTGCTGTGATTTTTTTTAGTACCCTTGTTTTTCGGAGTCGTATG

121 Mboll nlnnnnnnntcttcl70
121 Alul ag]ctl58

41 1T S L L L V V * E N S Q AV G L R G F L
121 ACTTCCTTGTTGCTAGTTGTTTAAGAAAATAGTCAAGCTGTGGGGCTCAGGGGCTTTCTT

181 Mspl c]cgg207

181 Hpall c]cgg207

181 Rsal gt]ac201

61 P S P AR DV L P G K M F * H S I H F V

181 CCTTCCCCCGCAAGGGATGTACTACCCGGTAAGATGTTTTGACACTCCATCCATTTTGTT
241 Hinfl glantc257

241 Taql t]cga255

241 Hinfl glantc252 EcoRl glaatt0282|

81 F L S * 1 E S H A R R V P RTT L K R V S
241 TTTCTCTCGTGAATCGAATCTCACGCAAGGCGTGTTCCGCGAATTCTGAAGCGCGTCTCG
301 Rsal gt]ac359
301 Taql t]cga350
101A R E R P S F R CAIULTC™®*NZS S 1 S Y
301 GCCAGAGAGAGGCCCTCGTTCCGTTGCGCAATTTTATGCTGAAACTCCTCGATTTCGTAC
361 Hinfl glantc363 Hinfl glantc405

121 R F A S E F R NM Q D K L V G F CL AT
361 AGATTCGCTTCCGAGTTTCGCAACATGCAGGACAAACTTGTTGGATTCTGTCTGGCCACA

421 Narl galcacc449

421 Sspl aat]att443

1412 Q S Y H 1 A Q Y * C N N G G
421 CAGTCCTATCATATTGCTCAATATTGGGCGCCCTCTGTTTACTAATGTAATAACGGAGGG
481 Allul ag]ct490 Alul ag]ct516

161 S L Q L L F L N* NP S * 1 L A F V Q S
481 TCCCTCCAGCTTTTGTTTCTCAACTGAAATCCGAGCTAAATCTTGGCTTTTGTTCAGTCG
541 Ndell |]gatc552

541 Mbol |Jgatch52

541 52

541 Xbal t]ctaga549

541 VspT a aa

182 L L I * I L G T L V L M F L S Y Q L L s
541 TTATTAATCTAGATCTTGGGCACACTGGTCTTAATGTTTCTTTCTTATCAGTTGTTATCC
601 Taql t]cga622

2001 F M DI S FRA™=*GY TV CULI RS TT
601 ATATTCATGGACATTTCTTTTCGAGCGTAGGGTTACACTGTATGTTTACGTTCAACTACC
221 E V D Y V V 6 S FV S T A E C 1 T E P K
661 GAAGTAGATTATGTAGTAGGCTCCTTTGTCAGCACAGCAGAATGCATTACAGAACCAAAA
721 Rsal gt]ac750

721 Dral ttt]aaa744

241 L F H L F V T L NV R L K S Q V * s S T
721 TTATTCCACCTATTCGTTACTTTAAATGTACGGCTTAAATCTCAAGTTTAATCCTCCACC
261 K G F G

781 AAAGGGTTCGGAAA

Figura 30 — Perfil de sitios de restricdo distribuidos ao longo da sequéncia de 794 pb
originada a partir da amplificacdo do DNA de B. tabaci biétipo BR com o uso do primer
OPA-15 de RAPD. Em destaque estdo indicados os sitios de restricdo para as enzimas
EcoRl, Sspl e Xbal.
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Esses sitios de restricdo que foram identificados na sequiéncia do fragmento de
RAPD obtido a partir do bidtipo BR poderao ser utilizados na metodologia de PCR-RFLP
para a identificacdo de possiveis variagdes genéticas do bidtipo BR de B. tabaci.

A técnica de PCR-RFLP consiste na amplificacdo de regides especificas do DNA
da amostra, por exemplo, DNAmt (mitocondrial) ou DNAr (ribossomal) seguindo-se a
digestdo com enzimas de restricdo que cortem em pontos especificos do produto de PCR.
O resultado é um perfil de digestdo do produto de PCR que pode ser utilizado para a
diferenciacdo entre espécies de insetos. Essa estratégia tem sido adotada, por exemplo, por
Malgorn e Coquoz (1999) para a identificacdo de califorideos de interesse forense.
Utilizando-se primers para a subunidade | da citocromo oxidase, 0s autores obtiveram um
produto de PCR que foi digerido com a enzima de restricdo Ddel. Os perfis de digestdo em
gel de agarose permitiram diferenciar as espécies de califorideos: Lucilia ilustris, Lucilia
ampullacea, Calliphora vicina, Lucilia sericata e Lucilia caesar, independente do estagio
de desenvolvimento desses insetos. Essa mesma estratégia podera ser aplicada futuramente
em estudos com B. tabaci empregando-se os primers de SCAR e as enzimas de restricdo
previamente selecionadas em questBes de identificacdo de bidtipos ou determinagdo de
variabilidade entre as populagdes desse inseto.

Em funcdo dos resultados obtidos, observou-se que os fragmentos de RAPD
correspondem, provavelmente, a sequéncias intergénicas, em virtude do niamero de cédons
de parada que foram encontrados dentro das sequéncias, como também, devido a auséncia
de correspondéncia tanto para os nucleotideos, quanto para os peptidios com as
informacdes depositadas no GenBank. Esses fragmentos de RAPD caracterizaram-se por
sequéncias de carater genético dominante e especifico para cada biotipo, uma vez que,
foram sempre identificados em vérias populagdes de B. tabaci de ambos os biotipos.

A partir de todas essas informacdes a respeito das sequéncias dos fragmentos de
RAPD correspondentes aos biotipos de B. tabaci, foram desenhados primers especificos

para a elaboracdo de reacdes de SCAR que fossem especificas a cada bidtipo (Tabela 21).
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Tabela 21 — Sequéncia de primers para reacGes de PCR especificas para os bio6tipos de B.

tabaci.
Primer Sequéncia5’ —» 3’ nt ™™m
(F) CGC AGAATG TCTCACTGCA 19 o
BT-B1 63,0 °C
(R) GCG GCA CCT TGT TGA CAG A 19
BT-B3 (F) GCA CCC ACG GAC ATT GAA AT 20 63.0 °C
(R) CCCACT GTATCCTTC GTCTCT 21 ’
) (F) GGC GTG TTC CGC GAATTC TGA 21 o
BT-BR1 (R) CCG AAC CCT TTG GTG GAG GAT 21 63,5°C

Uma vez definidas as condi¢fes de reacdo, os primers foram testados contra 0s
biodtipos de B. tabaci por meio de PCR. Observou-se que as condicdes definidas para cada
primer resultaram em produtos de amplificagdo correlacionados especificamente para cada
biotipo de mosca branca em estudo. Quando testou-se o primer BT-B1 para a identificacdo
do bidtipo B de B. tabaci observou-se um produto de PCR de 800 pb especifico para o
bidtipo B. Esse fragmento nao foi identificado nas reacdes de PCR quando foram utilizadas
amostras de DNA do bidtipo BR e de Anticarsia gemmatalis para a verificagdo da

especificidade desse primer (Figura 31).

Figura 31 — Reacgdes de SCAR utilizando-se o primer BT-B1 para a detec¢do do bidtipo B

de B. tabaci. Os codigos 61, 110, 140 e 288 correspondem as amostras da cole¢do
bioldgica de referéncia de insetos identificadas como B. tabaci bi6tipo B; as amostras 226
e 45 sdo amostras dessa mesma colecédo identificadas como sendo o bidtipo BR. O codigo
C+ corresponde ao fragmento de RAPD clonado no vetor pGEM-T; ag indica 0 DNA de
A. gemmatalis; C- Corresponde ao controle negativo feito com &gua. A letra M indica o

marcador de massa molecular 100 pb ladder.
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Apds o estabelecimento dos parametros para a realizacdo das reacdes de SCAR e a
confirmacdo da especificidade para o bidtipo B de mosca branca, esse primer foi testado
contra as amostras de DNA de insetos pertencentes a outras espécies de mosca branca ou,
géneros ou, familias de artropodos. Os resultados indicaram que o conjunto de primers de
SCAR BT-B1 foi especifico para a deteccdo do bidtipo B, ndo havendo sitios de

anelamento para essa seqiiéncia de DNA em outros grupos de insetos (Figura 32).

207 207 228 228 236 236 278 278 281 281 45 45 45 110 110 110 ag sf px ant ant ae ae C+

Figura 32 — Reacgdes de SCAR utilizando-se o primer BT-B1 para a detec¢do do bidtipo B
de B. tabaci entre varias amostras de insetos de diferentes familias ou géneros. Os codigos
indicam: 207, A. cocois; 228, A. aepim; 236, B. tuberculata; 278, A. woglumi; 281,
T. vaporariorum; 45, B. tabaci biétipo BR; 110, B. tabaci biétipo B; ag, A. gemmatalis; sf,
S. frugiperda; ant, A. grandis; ae, A. aegypti. O codigo C+ corresponde ao fragmento de
RAPD clonado no vetor pGEM-T. A letra M indica o0 marcador de massa molecular 100 pb
ladder.

Em seguida, o conjunto BT-B1 foi testado contra outros bidtipos de B. tabaci para a
observacdo da especificidade de deteccdo do bidtipo B quando comparado com outros

biotipos de mosca branca (Figura 33).
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Figura 33 — Uso do primer BT-B1 para a detecgdo do bidtipo B quando comparado com

outros bidtipos de B. tabaci. Os nimeros 7, e 14 indicam o bidtipo Q; 8, biotipo cassava;
45 e 226 representam o bidtipo BR; 61, 110, 140 e 288 sdo o biodtipo B. Os controles
usados foram: 207, A. aepim e; 236, B. tuberculata. O cddigo C+ corresponde ao
fragmento de RAPD clonado em plasmidio; C- Corresponde ao controle negativo feito

com agua. A letra M indica o marcador de massa molecular 100 pb ladder.

Os resultados indicaram a presenca do fragmento de 800 pb apenas para as
amostras relacionadas com o biétipo B. Para os biétipos BR, Q e cassava ndo houve sinal
de amplificacdo definido que pudesse ser reconhecido como o marcador SCAR.

Uma vez estabelecidas as condicOes e especificidades do primeiro conjunto de
primers, denominado BT-B1, testou-se a especificidade de um outro conjunto de primers,
denominado BT-B3, para a identificacdo do biétipo B de B. tabaci. Utilizando-se esse
conjunto, observou-se um produto de PCR de 600 pb presente nas amostras de B. tabaci
identificadas como sendo o biotipo B. Esse produto de PCR néo foi detectado nas reagdes
de PCR que utilizaram o DNA de insetos pertencentes a outras familias, géneros ou

espécies de aleirodideos, como também, em outras familias de insetos (Figura 34).
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Figura 34 — Reacbes de SCAR com o primer BT-B3. Os numeros indicam: 207, A. cocois;
228, A. aepim; 236, B. tuberculata; 278, A. woglumi; 281, T. vaporariorum; 45, B. tabaci
bidtipo BR; 110, B. tabaci bi6tipo B; ag, A. gemmatalis; sf, S. frugiperda; px, P. xylostella;
ant, A. grandis; ae; A. aegypti; C+, seqiéncia do primer BT-B3 clonada em vetor

plasmidial. A letra M refere-se ao marcador de massa molecular 100 pb ladder.

Confirmada a especificidade do conjunto BT-B3 em detectar apenas o bio6tipo B
quando comparado com outras espécies de insetos, realizou-se nova reacdo de PCR
utilizando-se DNA’s extraidos de populacGes de mosca branca B. tabaci definidas como
sendo os biodtipos BR e Q para a confirmagdo da capacidade desse jogo de primers em
discriminar um determinado biotipo dentro de um grupo tdo complexo quanto o género
Bemisia. Os resultados indicaram similaridades no padrdo de amplificagdo entre o0s
biétipos B e Q (Figura 35).

45 226 226 61 61 110 110 140 140 228 228 C+
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Figura 35 — Teste do primer BT-B3 para a detec¢do do bidtipo B quando comparado com
outros biotipos de B. tabaci. Os nimeros 45 e 226 representam o biétipo BR; 61, 110, 140
e 288 sdo o bidtipo B; 7, e 14 indicam o bi6tipo Q; 8, bidtipo cassava; ag indica 0 DNA de
A. gemmatalis; O cddigo C+ corresponde ao fragmento de RAPD clonado em plasmidio;
C- Corresponde ao controle negativo feito com agua. A letra M indica o0 marcador de

massa molecular 100 pb ladder.
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O conjunto BT-B3 permitiu identificar o biotipo B pelo padrdo de amplificagdo de
600 pb sendo capaz de diferencia-lo do biétipo BR. Entretanto, observou-se que duas
amostras identificadas como o bidtipo Q amplificaram 0 mesmo fragmento de DNA.

Utilizando marcadores SCAR para a detec¢do de T. vaporariorum, Agusti et al.
(2000) descreveram uma reacdo cruzada entre os marcadores SCAR desenhados para T.
vaporariorum com os biétipos B e Q de B. tabaci. Os autores se apoiaram no fato de que
essa reacdo cruzada possa ser devida a existéncia de regides internas comuns a ambas as
espécies, 0 que favorece o anelamento inespecifico dos primers de SCAR originalmente
desenhados para T. vaporariorum.

A partir do estudo das relagdes filogenéticas entre os biotipos de B. tabaci por meio
de marcadores moleculares gerados pela técnica de AFLP, Cervera et al. (2000)
descreveram a relagdo filogenética entre alguns dos biotipos de B. tabaci como sendo: 1) K
(Paquistdo), H (india), Il (Paquistdo), M (Turquia) e | (Paquistdo); 2) Q (Espanha),
Cowpea (Nigéria) e B (Espanha); 3) A (Arizona) e; 4) S (Espanha) e Cassava (Nigéria).
Dos resultados obtidos pelos marcadores AFLP observou-se que os biotipos B e Q
apresentaram uma maior proximidade filogenética sendo estes agrupados em um mesmo
clado. Alternativamente, outros marcadores moleculares foram analisados para a
determinacéo de possiveis diferencas moleculares entre os bidtipos B e Q.

Horowitz et al. (2005) citando informacdes dos trabalhos de Guirao et al. (1997) e
Rosell et al. (1997) descrevem que no sudeste europeu e no oriente médio, os dois biotipos
de maior distribuicdo sdo os bidtipos B e Q. O bidtipo B tem a maior distribuicdo
geografica e é considerado um bidtipo invasor relativamente recente. O bidtipo Q foi
considerado originalmente restrito a peninsula ibérica mas, recentemente, tem se
estabelecido em outros paises do mediterraneo, conjuntamente com o biétipo B (Horowitz
et al., 2003). A partir da andlise das sequéncias dos genes da citocromo oxidase
mitocondrial (mtCOIl) dos bidtipos B e Q, Horowitz et al. (2005) demonstraram a
similaridade entre estas sequéncias de DNA e, a0 mesmo tempo, a existéncia de
polimorfismo inter-seqliéncia entre estes bidtipos usando a técnica de PCR-RFLP a partir
da amplificagdo do DNA mitocondrial (DNAmt) de ambos os bidtipos seguindo-se a
digestdo com a enzima de restricdo Vspl. Com essa estratégia, obteve-se um fragmento de
massa molecular de 800 pb que foi amplificado a partir do gene da citocromo oxidase |
(COI) mitocondrial em ambos 0s bidtipos. Submetendo-se esses fragmentos de mesma
massa molecular ao PCR-RFLP, foram obtidos perfis de restricdo diferenciados, sendo

gerados fragmentos de 350 pb para o bidtipo Q e de 50 pb para o biotipo B.
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A partir das informacdes geradas da amplificacdo da regido ITS 1 rDNA
mitocondrial, Rabello et al. (2005) obtiveram um fragmento de 550 pb que foi digerido
com as enzimas de restricdo Aval, Ddel e Sau3A. Dos resultados obtidos, observou-se que
os bidtipos B e Q apresentaram o mesmo perfil de digestdo. A seguir, foi gerado um
dendrograma a partir dos perfis de PCR-RFLP com as enzimas citadas anteriormente,
revelando elevada similaridade genética (aproximadamente 100 %) entre esses dois
bi6tipos de mosca branca.

Moya et al. (2001), citando os resultados de Ronda et al. (1999), observaram a
possibilidade de troca de material genético em condic¢des de laboratério entre os bidtipos B
e Q, originado hibridos B/Q. Essas informac6es reforcam a possibilidade da existéncia de
regibes de DNA comuns a esses bidtipos, resultando no compartilhamento de marcadores
moleculares. Essa hipdtese parece ser consistente com o observado para o marcador SCAR
BT-B3 que foi capaz de amplificar o fragmento de 600 pb a partir do DNA extraido dos
bidtipos B e Q. Provavelmente, existem sitios de anelamento comuns para os primers BT-
B3 presentes em areas do DNA desses dois bidtipos, resultando também a geracdo do
produto de PCR no biétipo Q.

Em seguida foram analisadas as especificidades do conjunto de primers BT-BR1
em detectar o bidtipo BR de B. tabaci quando comparado com amostras de DNA extraidas

de insetos pertencentes a outros géneros ou familias (Figura 36).

M, ¥ 206520,/ 22 8 %236 #2386+ %248 27,0 28 (< 2B - B IwTo0r oo - L1U 110" ag® sr px ant ae C+ C-

Figura 36 — Reacbes de SCAR com o primer BT-BR1. Os numeros indicam: 207, A.
cocois; 228, A. aepim; 236, B. tuberculata; 278, A. woglumi; 281, T. vaporariorum; 45 e
66, B. tabaci biotipo BR; 110, B. tabaci biétipo B; ag, A. gemmatalis; sf, S. frugiperda; px,
P. xylostella; ant, A. grandis; ae; A. aegypti; C+, seqiiéncia do primer BT-BR1 clonada no
vetor pGEM-T; C-, Corresponde ao controle negativo feito com agua. A letra M refere-se

ao marcador de massa molecular 100 pb ladder.
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Utilizando-se os DNA’s extraidos de vérias ordens e familias de insetos, observou-
se a presenca de um fragmento de PCR de aproximadamente 700 pb apenas nas amostras
previamente identificadas como sendo o biétipo BR de B. tabaci. Dessa forma,
determinou-se o potencial desse primer de SCAR em identificar o biétipo BR entre varias
outras amostras de insetos. A proxima etapa consistiu em se determinar o poder desse

primer de PCR em discriminar o biétipo BR entre outros biotipos de B. tabaci (Figura 37).

45 45 66 66 66 110 110 110 140 128 128 236 ag ant

Figura 37 — Teste do primer BT-BR1 para a deteccdo do bidtipo BR quando comparado
com outros bidtipos de B. tabaci. Os nimeros 45 e 66 representam o biétipo BR; 110, 128
e 140 sdo o hidtipo B; 236, B. tuberculata; 7, e 14 indicam o biétipo Q; 8, bidtipo cassava;
ag, A. gemmatalis; ant, A. grandis; ae, A. aegypti; O cddigo C+ corresponde ao fragmento
de RAPD clonado em plasmidio. A letra M indica 0 marcador de massa molecular 100 pb
ladder.

Do resultado obtido, observou-se que o conjunto BT-BR1 permitiu identificar o
biotipo BR pelo padrdo de amplificacdo caracteristico, sendo capaz de diferencia-lo do
bi6tipo B. Entretanto, observou-se que duas amostras identificadas previamente como o
bidtipo Q, também produziram o mesmo fragmento de DNA. Dessa forma, estabeleceu-se
um método molecular para a deteccdo desse biotipo em commodities interceptadas onde
haja a suspeita da presenca desse inseto. Além disso, apds a introducdo do biétipo B nas
culturas do Brasil, deixou-se de detectar o biotipo BR nas amostras coletadas em varios
pontos do pais. Fazendo o uso desse kit diagndstico abre-se a possibilidade de se

estabelecer uma estratégia, por meio molecular, para a deteccdo, determinacdo de novos
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nichos ecologicos e tentativa de recuperacdo desse bidtipo de B. tabaci. O perfil de
amplificacdo cruzado com o bidtipo Q reforca, mais uma vez, a proximidade genética
desse bidtipo com os biétipos do Novo Mundo. Maiores estudos precisam ser realizados
para se estabelecer bases mais sélidas para a compreensdo do grau de proximidade
filogenética que existe entre os bidtipos B, BR e Q.

Para a confirmacdo dos perfis moleculares obtidos pelos conjuntos BT-B1 e BT-
B3, foram selecionadas, ao acaso, amostras de DNA de diferentes insetos para a realizacao
de um RAPD com o primer OPA-13 para a verificacdo da qualidade das amostras de
DNA’s utilizadas nas rea¢des de SCAR (Figura 38).
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Figura 38 — Perfis de marcadores RAPD obtidos com o primer OPA-13 a partir de
amostras de diferentes espécies de insetos. Os cddigos indicam: 207, A. cocois; 228, A.
aepim; 236, B. tuberculata; 278, A. woglumi; 281, T. vaporariorum; 45, B. tabaci bi6tipo
BR; 110, B. tabaci bi6tipo B; ag, A. gemmatalis; sf, S. frugiperda; px, P. xylostella; ant, A.
grandis; 61, controle para o biétipo B; 226, controle para o biotipo BR. A letra M indica o

marcador de massa molecular 100 pb ladder.

Em funcdo dos perfis eletroforéticos de RAPD que foram obtidos com os diversos
insetos, confirma-se a especificidade dos marcadores SCAR, descartando-se qualquer
possibilidade de que impurezas presentes nas amostras de DNA tenham exercido
influéncia nos resultados obtidos.

A eficiéncia dos primers BT-B1 e BT-B3 foi testada sob diferentes condi¢des para
a determinacdo dos limites minimos de uso desses marcadores para a deteccdo e o
monitoramento do bi6tipo B de B. tabaci. Usando-se partes seccionadas do bi6tipo B como
vestigios foi possivel a sua identificagdo molecular. O mesmo resultado também foi

observado quando foram comparados machos e fémeas (Figura 39).
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Figura 39 — Teste de eficiéncia dos primers BT-B1 e BT-B3 para a deteccdo do biotipo B
de B. tabaci a partir de vestigios do inseto como também quando comparados com machos
e fémeas. O numero 1 indica amostras de mosca branca que foram coletadas em tomate em
casa de vegetacdo e, 0 nimero 2, insetos coletados em tomate em campo. O codigo C+
corresponde ao fragmento de RAPD clonado no vetor pGEM-T. A letra M indica o

marcador de massa molecular 100 pb ladder.

Como esperado, foram obtidos os perfis moleculares de 800 pb e 600 pb com o0s
conjuntos BT-B1 e BT-B3 a partir dos vestigios do inseto. Esse resultado reforca o
potencial de uso dos marcadores SCAR em identificar o bi6tipo B de B. tabaci a partir de
fragmentos do mesmo. Essa aplicacdo € particularmente importante quando da
interceptacdo de commodities em que seja constatada a presenca de fragmentos de mosca
branca que impecam a sua identificacdo por parte do entomélogo.

Utilizando-se o DNA extraido a partir de machos e fémeas de uma mesma
populacdo nas reacdes de PCR com os conjuntos BT-B1 e BT-B3, foi possivel detectar os
marcadores SCAR de 800 pb e 600 pb em todos os individuos da populacdo. Isto se deve
ao fato de que uma das estratégias reprodutivas dessa espécie seja a partenogénese
arrenétoca, ou seja, a geracdo de machos a partir de ovocitos ndo fecundados permitindo

entdo que esses marcadores sejam herdados como alelos de origem materna. Essa
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propriedade aumenta ainda mais o espectro de aplicabilidade dos marcadores moleculares
SCAR, indicando o seu uso independentemente do sexo do inseto. Os marcadores SCAR
poderdo fornecer, dessa forma, uma ferramenta complementar ao trabalho de identificagéo
do bidtipo B de mosca branca, mesmo quando a amostra se encontrar em condicdes
minimas de fornecer dados para a sua caracterizacao e identificacéo.

Para a determinacdo das quantidades de DNA contaminante que poderiam interferir
na deteccdo molecular de uma amostra de B. tabaci, adicionou-se diferentes propor¢des de
DNA de A. gemmatalis em amostras de DNA dos biétipos B e BR de B. tabaci.
Utilizando-se os primers BT-B1 e BT-B3 foi possivel detectar o biétipo B em altas

proporcdes de contaminacdo com DNA exogeno (Figura 40).

Figura 40 — Teste de determinacdo das quantidades maximas de contaminacdo em uma

amostra de DNA do bi6tipo B de B. tabaci ainda viavel para a identificacdo molecular com
os primers de SCAR BT-B1 e BT-B3. Os nimeros indicam as propor¢fes de DNA de B.
tabaci em relacdo a A. gemmatalis. O cédigo C+ corresponde aos fragmentos de RAPD
clonados no vetor pGEM-T; C-, Corresponde ao controle negativo feito com agua. A letra

M refere-se ao marcador de massa molecular 100 pb ladder.

Para o primer BT-B1 observou-se o sinal de amplificacdo correspondente a 800 pb
até na proporcdo de 1:4 de DNA de A. gemmatalis. O mesmo resultado foi observado com
o primer BT-B3. Esses resultados reforgcam a especificidade e o potencial de uso desses
primers, mesmo na presenca de DNA contaminando a amostra a ser identificada pela

estratégia molecular usando marcadores SCAR.
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O mesmo procedimento foi aplicado ao estudo do primer BT-BR1 para a
determinacdo dos niveis de contaminacdo com DNA exogeno suficiente para interferir na
identificacdo do bidtipo BR de B. tabaci. O primer BT-BR1 mostrou-se especifico em
detectar o referido bi6tipo de mosca branca mesmo em altas concentragbes de DNA

contaminante (Figura 41).

Figura 41 — Teste de determinacdo das quantidades maximas de contaminagdo em uma
amostra de DNA do bio6tipo BR de B. tabaci ainda viavel para a identificagdo molecular
com o primer de SCAR BT-BR1. Os nimeros indicam as proporcdes de DNA de B. tabaci
em relagdo a A. gemmatalis. O codigo C+ corresponde aos fragmentos de RAPD clonados
no vetor pGEM-T; C-, Corresponde ao controle negativo feito com agua. A letra M refere-

se ao marcador de massa molecular 100 pb ladder.

Os resultados indicaram que, mesmo em altas proporgdes de DNA contaminante
(1:4), foi possivel a identificacdo molecular da amostra do bidtipo BR de B. tabaci. A alta
especificidade dos trés primers de SCAR reforca a importancia do uso desses marcadores
na deteccdo dos bidtipos B e BR de B. tabaci como uma estratégia molecular para estudos
de rastreabilidade visando medidas fitossanitarias para o controle da entrada dos bi6tipos
de mosca branca em areas de importancia agricola, minimizando os impactos produzidos
pela entrada de pragas exoticas.

A partir das informagdes obtidas, novos testes foram realizados para a detecgédo do

bidtipo B de B. tabaci sob diferentes condi¢Ges experimentais. Dos resultados obtidos,
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observou-se que os primers BT-B1 foram capazes de identificar as amostras de mosca

branca sob diferentes condi¢fes de monitoramento (Figura 42).
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Figura 42 — Deteccdo do bidtipo B de B. tabaci sob diferentes condi¢des de
monitoramento. Gel 1 - monitoramento sem fixacdo em etanol a 25 °C; Gel 2 -
monitoramento com fixacdo em etanol a 25 °C; Gel 3 - monitoramento sem fixacdo a 45
°C. Os numeros indicam os dias de monitoramento; C+ corresponde ao fragmento de
RAPD clonado no vetor pGEM-T; B, controle para o bidtipo B; A letra M indica o

marcador de massa molecular 100 pb ladder.

Nas diferentes condicdes testadas foi possivel detectar o fragmento de 800 pb ao
longo dos 30 dias de monitoramento. Esse resultado reforca o potencial de uso desse
marcador molecular em detectar o biotipo B de mosca branca sob diferentes temperaturas e
sob a acdo ou ndo de agentes fixadores.

Entretanto, quando do monitoramento das amostras de mosca branca sem fixagao

em etanol e depositas em solo a 45 °C, ndo foi detectada a banda de 800 pb caracteristica
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para o biétipo B. Esse resultado pode ser devido ao fato da acdo da microbiota do solo,
decompondo rapidamente o0s insetos componentes da amostra. Além disso, este resultado
pode ser devido a interferéncia provocada pelas substancias constituintes do solo presentes
nas amostras de DNA. A inibicdo da reacdo de PCR por amostras extraidas de solo foi
observada por Tsai & Olson (1992a). Resultado similar também foi relatado por
Romanowski et al. (1993), indicando a presenca de substancias contaminantes do solo nas
amostras de DNA. Estes pesquisadores concluiram que as substancias de solo interferem
com a atividade da Taq polimerase, impedindo a amplificacgdo do DNA molde.
Quantidades minimas destes componentes (nanogramas) podem interferir com a reacdo de
PCR (Tsai & Olson, 1992b).

Uma vez definidas as condic¢des de uso dos marcadores SCAR e os seus limites de
utilizacéo, estes foram aplicados a uma rotina de identificacdo. Amostras de mosca branca
provenientes de localidades do estado do Maranhdo foram analisadas com esses Kits
diagndstico. Primeiramente realizou-se a identificagdo molecular com o kit diagndstico
BT-B1 (Figura 43).
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Figura 43 — Identificacdo do bidtipo B de B. tabaci em rotina de laboratério empregando-
se o kit diagnostico BT-B1 a partir de amostras coletadas em localidades do estado do
Maranhdo. C+ corresponde ao fragmento de RAPD clonado no vetor pGEM-T; B, controle

para o bi6tipo B; A letra M indica o marcador de massa molecular 100 pb ladder.
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Empregando-se o kit diagnostico BT-B1 foi possivel identificar o bidtipo B de B.
tabaci entre as nove populacdes de insetos que foram analisadas. Das nove popula¢fes que
foram testadas, apenas duas culturas (goiaba e acai) ndo apresentaram sinal de
amplificacdo correspondente para o bidtipo em estudo. As demais populacGes foram
positivas para o sinal de SCAR correspondente, o que foi confirmado pelo uso de uma
populacédo previamente identificada como biétipo B.

Prosseguiu-se a confirmacdo da especificidade desse marcador, submetendo-se as
mesmas amostras de DNA a uma amplificagdo com o primer OPA-10 para a detec¢do do
fragmento de RAPD de 800 pb que originou o marcador. Utilizando-se essa estratégia
verificou-se variagdes nos perfis moleculares entre as populagdes coletadas em goiaba e

acai (Figura 44).
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Figura 44 — Perfil de marcadores RAPD obtidos com o primer OPA-10 a partir de
amostras coletadas em localidades do Maranhdo. A letra B corresponde ao controle para o
bidtipo B e a A letra M indica o marcador de massa molecular 100 pb ladder. A seta indica

o fragmento de RAPD que originou 0 marcador BT-B1.

Com essa estratégia identificou-se o fragmento de RAPD de 800 pb nas populagdes
de mosca branca que produziram resultado positivo para o bidtipo B com o conjunto BT-

B1l. Entretanto, a populacdo de aleirodideo coletada em cultura de goiaba produziu uma
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banda de DNA na mesma faixa das populacdes de B. tabaci. Esse sinal, inclusive, foi mais
intenso do que aquele originalmente identificado no bi6tipo B. Confirma-se com esse
resultado a eficiéncia dos marcadores SCAR na identificacdo especifica do bidtipo B, uma
vez que, mesmo a populagéo de insetos coletados em goiaba produzir esse fragmento de
800 pb, provavelmente, ndo existe o sitio de anelamento para os primers de SCAR nessa
amostra. Para a populacdo coletada em acai o perfil eletroforético foi diferente, produzindo
uma banda de 1100 pb caracteristica para essa amostra.

A mesma estratégia foi entdo aplicada ao conjunto BT-B3 para a confirmacdo da
especificidade em se identificar o bi6tipo B de B. tabaci. Os resultados obtidos com o

primer BT-B1 foram observados com o primer BT-B3 (Figura 45).
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Figura 45 — Identificacdo do biotipo B de B. tabaci em rotina de laboratério empregando-
se 0 kit diagnostico BT-B3 a partir de amostras coletadas em localidades do estado do
Maranhdo. C+ corresponde ao fragmento de RAPD clonado no vetor pGEM-T; B, controle

para o bi6tipo B; A letra M indica o marcador de massa molecular 100 pb ladder.

Das nove populagdes submetidas a analise molecular com o primer de SCAR BT-
B3, confirmou-se a presenca do bittipo B de B. tabaci em sete amostras. As populacGes
coletadas em goiaba e acai ndo produziram o sinal de amplificacdo de 600 pb,

caracteristico daquele biotipo.
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A partir dos resultados obtidos, realizou-se uma reacdo de amplificacdo de RAPD
com o primer OPA-13 para a identificacdo do fragmento de 600 pb. Empregando-se esse
primer, foram observadas diferencas entre os perfis eletroforéticos produzidos pelas
diversas amostras estudadas (Figura 46).
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Figura 46 — Perfil de marcadores RAPD obtidos com o primer OPA-13 a partir de
amostras coletadas em localidades do Maranhéo. A letra B corresponde ao controle para o
bidtipo B e a a letra M indica o marcador de massa molecular 100 pb ladder. A seta indica

o fragmento de RAPD que originou 0 marcador BT-B3.

As reacoes de RAPD com o primer OPA-13 produziram o fragmento de 600 pb que
foi identificado nas amostras de B. tabaci biétipo B que foram amplificadas com o
conjunto BT-B3. As populacdes coletadas em goiaba produziram um perfil de DNA
diferenciado em relacdo as populagées identificadas como sendo o biotipo B de B. tabaci,
ndo existindo o fragmento de 600 pb. Contudo, a amostra coletada em acai produziu um
forte sinal de amplificacdo na regido aproximada de 600 pb. O elemento diferenciador
dessa populacdo em relacdo ao bidtipo B foi a auséncia de um fragmento de massa
molecular de 1500 pb comum em todos os individuos caracterizados como sendo biétipo
B. Esse resultado demonstra a eficiéncia dos marcadores SCAR na identificacdo especifica

do bidtipo B, uma vez que, mesmo a amostra de insetos coletados em acai produzir um
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fragmento de 600 pb, provavelmente, ndo existe o sitio de anelamento para os primers de
SCAR nessa populacéo.

Agusti et al. (1999) descrevem o desenvolvimento de marcadores SCAR para a
deteccdo de Helicoverpa armigera 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 mesmo
apos 4 h da ingestdo dos ovos de H. armigera.

A mesma estratégia aplicada para H. armigera, foi aplicada por Agusti et al. (2000)
para 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 T. vaporariorum, foram gerados dois jogos de primers sendo
que, apenas um foi capaz de detectar essa mosca branca no intestino do seu predador.
Como esperado, o marcador SCAR foi identificado em todos os estagios de vida da mosca
branca. Nesse mesmo trabalho pbde ser feita uma comparacdo entre os marcadores de
natureza bioquimica e os baseados em DNA. Utilizando-se anticorpos monoclonais para
vitelina, uma proteina expressa apenas em ovos de T. vaporariorum, os autores relataram a
ineficiéncia dos anticorpos anti-vitelina em detectar predadores D. tamaninii positivos
guando estes se alimentaram de ninfas de mosca branca. Repetindo-se o mesmo
experimento utilizando-se os marcadores SCAR foi possivel detectar o DNA da presa em
60 % dos predadores ap6s 4 h da ingestdo de ninfas de T. vaporariorum. Além disso, é
observada na anélise soroldgica a presenca de resultados falso-negativos em funcéo da
guantidade de antigeno ingerido pelo predador. Assim, o emprego de anticorpos
monoclonais pode resultar em analise subestimada do processo de predacéo ou de selecdo
de possiveis predadores em virtude desse marcador bioquimico ser estagio especifico. O
DNA, por sua vez, ndo sofre variagdes ao longo do ciclo de vida da presa e, dessa forma,
primers de SCAR desenhados para T. vaporariorum, podem ser usados para detectar a
presa em qualquer estdgio do seu ciclo de vida (ovo, ninfa ou adulto) no intestino de
predadores. Com o emprego de marcadores SCAR € possivel a selecdo de potenciais
insetos predadores para emprego em programas de manejo integrado de pragas.

Uma vez estabelecidos os primers de SCAR para B. tabaci, experimentos de igual
magnitude poderdo ser estabelecidos para a identificacdo e a selecdo de possiveis
predadores para o controle dessa importante praga. Entdo, mais uma possivel aplicacdo dos

marcadores SCAR ¢ apresentada para auxiliar no entendimento das relagcdes ecologicas
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que sdo estabelecidas por essa praga com outros organismos, visando 0 emprego em
programas de controle bioldgico.

Existem varias 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 hibridacdo requeridos
pelo RFLP; b) a analise dos resultados € mais simples do que outros métodos baseados em
DNA, tais como, RAPD e AFLP. Os marcadores SCAR séo revelados por PCR simples,
ndo necessitando digestdo com enzimas de restricdo; c¢) a informacdo gendémica pode ser
obtida diretamente pela analise 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 sequéncia do marcador
(Kethidi et al., 2003).

A partir das informac6es disponibilizadas, entende-se que a utilizacdo da técnica de
RAPD, como em qualquer técnica molecular, apresenta limitacGes e é justamente por isso,
gue sdo continuamente vasculhadas novas regides do genoma dos organismos visando a
identificacdo de loci mais vantajosos do ponto de vista técnico e molecular. Nesse aspecto,
a técnica de RAPD cumpre com o seu papel, uma vez que, sdo possiveis, com poucos
primers, varrer um namero muito superior de loci 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 informac6es produzidas pelos marcadores
RAPD, a conversdo destes em marcadores mais especificos, tais como, o SCAR permite
aumentar ainda as possibilidades de desenvolvimento de novas estratégias moleculares
para o entendimento da dinamica, ecologia e biologia das populagcdes em estudo. Essa
visdo € particularmente importante para B. tabaci, praga de distribuicdo global que
apresenta variacGes entre 0s seus bidtipos. O desenvolvimento de marcadores especificos
para cada bidtipo é uma etapa decisiva para o estabelecimento de estratégias baseadas em
DNA para a detec¢do e prevencdo da entrada de novos bio6tipos no Brasil, minimizando os

riscos provocados pela entrada de insetos exoticos no agro-ecossistema brasileiro.
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Conclusao Geral

A importancia econémica da mosca branca B. tabaci como praga vem se
expandindo em todo o mundo, inclusive na agricultura brasileira. Essa espécie pode ser
encontrada em quase todas as regides do mundo em virtude da sua grande adaptabilidade e
resisténcia a pesticidas. Essas caracteristicas biologicas vém favorecendo a sua dispersao,
sobrevivéncia em varias localidades e o seu amplo espectro de plantas hospedeiras,
incluindo espécies vegetais daninhas, ornamentais e agricolas.

Dos resultados obtidos nos experimentos de identificacdo molecular, foi possivel
observar a rapida dispersdo do bidtipo B para todas as unidades da federacédo e, em fungéo
da elevada diversidade genética, obtida pelas analises moleculares, ressalta-se a
complexidade da espécie B. tabaci. Além disso, os resultados obtidos dos estudos de
populacdo sugerem que dentro do bidtipo B, possa haver distinges entre os individuos de
acordo com a cultura predada. Provavelmente, a variabilidade genética encontrada nas
populacbes de B. tabaci bidtipo B possa ser o reflexo da estratégia reprodutiva adotada
pela espécie para superar condi¢bes adversas, tais como, a pressdao provocada por
substancias quimicas. Sendo assim, a cultura predada pelos individuos ndo influenciaria
diretamente na dindmica dos marcadores moleculares na populacdo. Os efeitos combinados
da baixa freqiiéncia de migracdo em associacdo com o efeito clonal produzido pela
atividade partenogenética da espécie podem ser as responsaveis pela identificacdo de perfis
moleculares especificos em cada amostra analisada. Os ciclos de reproducdo podem ser
estratégias adotadas para a garantia do estabelecimento da populacdo em uma dada cultura
e para promover 0 aumento de variabilidade quando em condicGes de pressdo de selecéo.
Esses eventos somados podem ser 0s responsaveis pela consideravel varia¢do dentro de um
mesmo bidtipo.

Dos dados obtidos ao longo do estudo observa-se a extrema complexidade da
especie B. tabaci. Essa complexidade se revelou na caracterizacdo molecular, onde as
analises de agrupamento pelo programa NTsys-pc indicaram, inicialmente, a separacdo
dentro do bidtipo B de B. tabaci em funcédo das culturas hospedeiras.

Fazendo-se uma andlise pormenorizada dos dados anteriores, por meio das
determinacGes de variancia molecular (AMOVA), estas revelaram que a maior fonte de
variabilidade era originaria de diferencas entre as populacbes do que em relacdo a

variacgdes dentro das populacoes.
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Esse fenbmeno pode ser devido a extrema habilidade desse inseto em discernir
culturas onde estejam presentes possiveis predadores. De alguma forma, a fémea adulta é
capaz de avaliar as possiveis culturas que sejam mais seguras para a sua oviposicdo e
instalacdo da populacéo.

Somado-se a esse fator esta ainda a capacidade de B. tabaci selecionar a espécie
hospedeira. Em funcdo de ser uma espécie generalista, B. tabaci é capaz de selecionar,
provavelmente, por estimulos sensoriais, as espécies vegetais hospedeiras mais adequadas
para a oviposicao e que fornegcam os melhores recursos para a manutencdo da sua prole.

Além disso, existe ainda, a possibilidade de interferéncia no processo de corte
quando machos de mais de um bi6tipo coabitam um mesmo local de nutricdo. Nesse
processo, 0 macho de um bidtipo interfere no comportamento sexual de acasalamento,
resultando em uma alteracdo na proporcdo entre machos e fémeas dentro da populacéo
daquele bidtipo.

Outro fator que ndo pode ser desprezado é a acdo dos produtos quimicos que atuam
selecionando populag¢Bes cada vez mais resistentes em uma determinada localidade.

Em virtude de todas essas variaveis, um modelo plausivel para se tentar entender o
comportamento de B. tabaci na selecdo de suas plantas hospedeiras poderia ser

esquematizado na figura 47.

Figura 47 — Modelo descritivo para a dispersao e a instalacdo de populacdes de B. tabaci
biotipo B em diferentes culturas distribuidas em varias areas geograficas. Os numeros
indicam as popula¢fes de um mesmo biétipo de B. tabaci. O sinal indica a presenga do
marcador molecular detectado pela técnica de SCAR.
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Nesse modelo poderia se propor um comportamento para o estabelecimento das
populacbes de B. tabaci em uma determinada regido geografica. A populacao colonizadora
inicial seria representada por diferentes fémeas, cada uma pertencendo ao biétipo B de B.
tabaci, mas com sutis diferencas em alguns de seus marcadores moleculares. A partir desse
ponto, as fémeas fariam uma avaliacdo da relacdo custo-beneficio na escolha de uma
determinada cultura hospedeira. Essa relacdo levaria em consideracdo questdes tais como,
presenca de acaros predadores em uma determinada cultura, a influéncia da presenca na
regido de monoculturas ou ndo e a interferéncia provocada por outros biétipos da mesma
espécie, ja presentes, na planta hospedeira. Em virtude dessa tomada de deciséo, as fémeas
da populacdo colonizadora inicial poderiam se separar e, cada uma, se estabelecer em uma
determinada planta hospedeira seja planta daninha, ornamental ou de interesse agricola. A
partir desse estabelecimento inicial, a fémea seria responsdvel pela oviposicdo e
estabelecimento de uma populacdo clonal em uma determinada planta hospedeira. Sendo
assim, o perfil de marcadores moleculares praticamente ndo apresentaria variacdo em
virtude da reproducdo assexuada. 1sso é confirmado pelos perfis de marcadores RAPD que
foram observados nas populagdes analisadas nesse estudo. No dendrograma, essas
populacdes apresentaram elevada similaridade genética intrapopulacional sugerindo,
inicialmente, uma diferenciagdo em funcdo da cultura predada. A analise de AMOVA
reforca essa hipdtese, pois, foi encontrada maior variacdo entre populagbes do que dentro
das populacdes.

Em seguida, pelo tratamento dado a cada cultura seja pela forma de cultivo
(organica ou nao) e pela aplicacdo de coquetéis de inseticidas, populacGes resistentes
poderiam ser selecionadas reforcando a manutencdo de uma populacdo clonal com um
perfil de marcador ligeiramente diferente das demais popula¢fes do mesmo bidtipo.
Entretanto, essa variacdo nédo seria suficiente para apoiar a suposi¢do da formacgéo de uma
nova espécie. O resultado observado nesse estudo seria o efeito das estratégias adotadas
pelas fémeas de B. tabaci em funcdo das melhores escolhas de recursos e protecao para o
desenvolvimento de sua prole.

Independentemente desses fatos, observou-se, também, que determinados
marcadores moleculares de RAPD apresentaram comportamento monomdrfico e
consistente, sendo encontrados em varias populacdes de um mesmo bidipo de B. tabaci
guando coletadas em varias culturas de diferentes localidades do Brasil ao longo de
diferentes anos de estudo. Esse dado reforgou entéo a possibilidade do desenvolvimento de

um novo marcador que fosse mais preciso e eficiente do que os marcadores baseados em
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RAPD. Esse marcador denominado SCAR caracteriza-se por uma reacdo de PCR
especifica para um dado biotipo. A alta sensibilidade dos marcadores SCAR associada com
a sua acuracia permitiram o desenvolvimento de ferramentas moleculares seguras para a
identificacdo de bidtipos de mosca branca, B. tabaci. A partir da identificacdo de
fragmentos de RAPD especificos para os biotipos B e BR de B. tabaci foi possivel o
desenvolvimento de conjuntos de primers para a identificacao de bidtipos de ocorréncia no
Brasil.

Além disso, esses primers mostraram-se especificos para cada biétipo, ndo havendo
sinal de amplificacdo caso haja a presenca de DNA originério de outras espécies de
insetos. Dessa forma, foi possivel o estabelecimento de testes de identificacdo de biotipos
de B. tabaci por meio da técnica de SCAR.

A partir das informagGes geradas pelos marcadores SCAR foi possivel a
organizacao de um fluxograma para a tomada de decisfes quanto a identificacdo molecular
dos biotipos de B. tabaci (Figura 48).

Amostra suspeita

Kit BT-B1

NAO SIM

B. tabaci biétipo B

Kit BT-BR1

Kit BT-B3

B. tabaci biétipo BR Biotipo ndo BR

B. tabaci biétipo B

L Biotipo ndo B
B. tabaci biétipo Q P

Figura 48 — Fluxograma para a tomada de decisfes quanto a utilizagdo dos primers de

SCAR e para a deteccgdo e a identificacdo de bidtipos de B. tabaci.
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A vantagem dessa estratégia molecular reside no fato da possibilidade de se reduzir
0 tempo para a elaboracdo de laudo quarentenario de 36 h para 12 h. Isso permite entdo
tomadas de decisdo mais rapidas para o controle da entrada de B. tabaci em areas ainda
livres dessa praga agricola. Além disso, os marcadores SCAR que foram desenvolvidos
permitiram identificar os bidtipos B e BR de B. tabaci mesmo que ainda ndo se conhegcam
todas as caracteristicas biologicas e comportamentais desse inseto, permitindo identificar

com seguranca populac6es de um mesmo bidtipo dessa praga quarentenaria.
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