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Variabilidade genética determinada por RAPD-PCR de populacdes de
Bemisia tabaci provenientes do Brasil, Argentina e Paraguai.

Resumo

No mundo, a espécie Bemisia tabaci vem ocasionando danos
econdbmicos em diversas culturas e trouxe a tona a espécie-complexo Bemisia
tabaci como praga e como vetor de fitoviroses. Estudos recentes sugerem que a
espécie Bemisia tabaci representa um complexo de numerosos biétipos, cada qual
com suas peculiaridades adaptativas e disruptivas. A identificacdo e a
caracterizacao corretas da espécie se fazem necessarias para que estratégias de
controle mais especificas e eficazes sejam aplicadas. Populacdes de B. tabaci
coletadas em trés regides sul-americanas — Brasil, Argentina e Paraguai — foram
avaliadas e caracterizadas utilizando-se a técnica de RAPD-PCR. Os resultados
demonstraram a variabilidade genética entre as populacbes estudadas,
confirmando a predominéancia do biétipo B, mais agressivo, no Brasil e detectando
a persisténcia do biétipo BR na Argentina e Paraguai, mesmo em presenca do
biétipo B.

Palavras-chaves: Bemisia tabaci, marcadores moleculares, mosca-branca,
espécie-complexo, Brasil, Argentina, Paraguai.



Genetic variability determined by RAPD-PCR of Bemisia tabaci populations
from Brazil, Argentina and Paraguay

Abstract

In the world, Bemisia tabaci species-complex triggered economic damages
to several agroecosystems shows up as a pest and fitoviruses vector. Once, that
recent studies reveal that B. tabaci specie represents a complex of various
biotypes, each one with your own power of adaptation and survival capacity. The
identification and characterization of the species must be corrected so it could be
applied efficient control strategies. Populations collected in Brazil, Argentina and
Paraguay were characterized by RAPD-PCR methodology. The results showed
significant genetic variability among the populations analysed, confirming the B
biotype is predominant in Brazil and BR biotype in Argentina and Paraguay,

resisting the invasion of the B biotypes population.

Index-terms: Bemisia tabaci, molecular markers, whitefly, species-complex Brazil,
Argentina, Paraguay.



Introducéo

A dispersao rapida de Bemisia tabaci Gennadius (Hemiptera: Aleyrodidae)
em diversas regides do mundo, causando perdas consideraveis em inumeras
culturas, trouxe a tona a complexidade de atuacdo desse inseto como praga e
como vetor de viroses. Na América Latina, o prejuizo causado pela acdo da praga
mudou definitivamente o sistema tradicional do plantio de culturas (Morales &
Anderson, 2001). Em um contexto geral, a América Latina tem sido a regido mais
afetada por B. tabaci, como praga ou vetor, no que se refere a questédo de culturas
essenciais, tanto para industria quanto para o consumo in natura. Em 20 paises
latino-americanos existem cinco milhdes de hectares de areas cultivadas sendo
devastadas pela praga e de geminiviroses por ela transmitidas (Morales &
Anderson, 2001, Oliveira et al., 2001).

Na Argentina, o aumento do cultivo da soja teve inicio em 1975 e apds dez
anos essa cultura chegou a um patamar de 3,3 milhdes de hectares plantados,
com a maior expansao do plantio nas regides de Tucuman, Salta e Santiago Del
Estero. Como resultado, houve um aumento na ocorréncia da praga B. tabaci,
provocando prejuizos superiores a 30% da producdo de soja, em uma area
plantada de 40,000 ha e perdas de 10% da producdo de feijao, em uma area
plantada de 12,000 ha (Morales & Anderson, 2001).

A identificacdo morfologia de B. tabaci é extremamente dificil por se tratar
de uma colecdo heterogénea de bidtipos geneticamente distintos, sugerindo com
isso, tratar-se de “espécie complexo” (Brown et al., 1995). Atualmente, 41
populacdes distintas de B. tabaci foram estudadas em todo o mundo, sendo que
24 destas populacdes receberam designacdo de bidtipo e 17 populagbes néo
foram identificadas, continuando sem designagédo taxonomica (Perring, 2001).
Técnicas bioquimicas e moleculares dao suporte aos estudos filogenéticos das
populacdes da espécie-complexo B. tabaci que foram agrupadas de acordo com a
sua localidade (Costa & Brown, 1991, Gawel & Bartlett, 1993, Perring et al., 1993,
Haymer, 1994, De Barro & Driver 1997, De Barro et al., 2000, Moya et al, 2001,
Brown et al., 2002, Simon et al., 2003).



Até o momento, sete grupos da mosca-branca foram estabelecidos ao redor
do mundo, de acordo com sua regido predominante de ocorréncia (Perring, 2001).
No Brasil, sdo encontrados os bidtipos B e BR (Lima et al.,, 1999) com
peculiaridades metabdlicas e comportamentais proprias (Brown et al., 1995).

Nesse trabalho, populacbes de B. tabaci, coletadas em trés regides sul-
americanas — Brasil, Argentina e Paraguai — foram avaliadas e caracterizadas
utilizando-se a técnica de RAPD-PCR.

Materiais e Métodos

Origem das amostras — A tabela 1 apresenta um quadro com as indicagdes do

local de coleta e das plantas hospedeiras referentes as populagdes analisadas.

Extracdo de DNA — Uma unica fémea adulta foi colocada em tubos plasticos de
1,5 mL, macerada em 60 pL de tampéo de lise (Tris-HCI 10 mM pH 8, EDTA 1
mM, Triton X-100 0,30%, proteinase K 60 pg/mL) e incubada a 65°C. Apds 20
min, o homogenato foi incubado a 95°C por 7 min e congelado imediatamente a -
20°C (Lima et al., 2000).

Andlises RAPD - Seguindo metodologia de Lima et al.(2002), as reacfes de
amplificacdo foram feitas em volumes de 30 pL, contendo tampao 1X (Tris-HCI
6mM pH 8,8, KCI 50 mM, MgCl, 2 mM), dNTPs 0,2 mM, primer 0,4 uM (OPA-02,
OPA-04, OPA-10 ou OPA-13, Operon Technologies), 2 U de Tagq DNA polimerase
(Pharmacia) e 4 uL de DNA. As amplificacbes foram efetuadas em termociclador
MJ Research, modelo PTC 100, programado para uma etapa inicial de 3 min a
94°C, seguindo-se 45 ciclos (1 min a 93°C, 1 min a 35°C e 2 min a 72°C) e uma
extensdo final de 5 min a 72°C. Os produtos de amplificacdo foram separados em
géis de agarose a 1,5 % de concentracdo, submersos em tampéo TBE 1 X (Tris-



borato 90 mM, EDTA 1 mM), corados em solugcdo de brometo de etidio
(0,5 ng mL™?) e fotografados em um sistema de foto-documentacdo. Marcadores
de massa molecular (100 pares de bases) foram usados para a determinacdo do

tamanho dos fragmentos amplificados.

Anélise dos dados - Os dados, de natureza binaria, foram analisados de acordo
com a presenca (1) ou auséncia (0) da banda no gel, sendo o nivel de similaridade
genética entre os individuos, estimado através do indice de Jaccard. Um
dendrograma foi construido pelo método UPGMA (unweighted pair-group method
analysis). As andlises feitas, utilizando-se padrées de RAPD de organismos
conhecidos obtiveram suporte estatistico no programa NTSYS-pc 2.02 (Rohlf,
1993).



Tabela 1: Regifes de coleta e respectivas plantas hospedeiras de Bemisia tabaci.

Pais Cidade Planta Hospedeira
Brasil Distrito Federal Algc_)dao
(Gossypium spp.)
Brasil Distrito Federal _Couve
(Brassica oleraceae)
Brasil Distrito Federal S_ola
(Glycine max)
. . Soja
Paraguai Naranjal (Glycine max)
. : Soja
Paraguai Santa Maria (Glycine max)
. , Soja
Paraguai Obligado (Glycine max)

. Soja
Argentina La Invernada (Glycine max)

: Plantas Invasoras
Argentina Huerta Grande (ndo identificadas)
Argentina Cocha Plantas Invasoras

9 (n&o identificadas)

, Plantas Invasoras
Argentina Monte Redondo (ndo identificadas)
Argentina Horcones Plantas Invasoras

9 (n&o identificadas)

, Colbnia de mosca-branca

Argentina Horcones

do INTA




Resultados e Discussao

Os resultados das analises com os perfis eletroforéticos das amostras
argentinas, paraguaias e brasileiras (Figuras 1, 2 e 3) utilizando-se os primers
OPA 03 (Figura 1), OPA 10 (Figura 2) e OPA 15 (Figura 3) podem ser visualizados
e comparados com os resultados apresentados na sessao de figuras relacionadas
abaixo.

O padréao de bandeamento do biétipo BR de B. tabaci foi evidente para as
amostras provenientes dos trés paises.

O diagnostico molecular confirmou mais uma vez a presenca e a
predominancia de populagdes do biétipo B no Brasil. O mesmo nédo ocorreu nas
populacdes analisadas da Argentina e Paraguai, apesar de ter sido relatado a
presenca do biotipo B na Argentina (Lima et al., 2001, Viscarret et al., 2003).
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Figura 1. Perfis de RAPD obtidos com o primer OPA 03 de populacdes coletadas
na Argentina, Paraguai e Brasil. O biotipo BR de B. tabaci coletado em cultura de
tomate, em Rondonépolis / MT foi utilizado como padrao.
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Figura 2. Perfis de RAPD obtidos com o primer OPA 10 de populagfes coletadas
na Argentina, Paraguai e Brasil. O biotipo BR de B. tabaci coletado em cultura de
feijdo, em Buritis / GO foi utilizado como padréo.
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Figura 3. Perfis de RAPD obtidos com o primer OPA 15 de populagfes coletadas
na Argentina, Paraguai e Brasil. O bi6tipo BR de B. tabaci coletado em cultura de
feijdo, em Buritis / GO foi utilizado como padréo.

Na cultura de soja, os perfis de RAPD gerados confirmam as divergéncias

genéticas entre os individuos morfologicamente idénticos (Figuras 4, 5 ,6, 7 e 8).
|
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Figura 4. Perfis de RAPD obtido com primer OPA 10 de individuos coletados em
soja, confirmando os padrdes: biétipo B para individuos nacionais e biétipo BR
para os estrangeiros.
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Figura 5. Perfis de RAPD obtido com primer OPA 13 de individuos coletados em
soja, confirmando os padrdes: biétipo B para individuos nacionais e bidtipo BR
para os estrangeiros.
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Figura 6. Perfis de RAPD obtido com primer OPA 03 de individuos coletados em
soja, confirmando os padrdes: biétipo B para individuos nacionais e biétipo BR
para 0s estrangeiros.

Paraguai Argentina

Figura 7. Perfis de RAPD obtido com primer OPA 02 de individuos coletados em
soja, confirmando os padrdes: biétipo B para individuos nacionais e biétipo BR
para 0s estrangeiros.
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Figura 8. Perfis de RAPD obtido com primer OPA 04 de individuos coletados em
soja, confirmando os padrdes: biétipo B para individuos nacionais e biétipo BR
para os estrangeiros.



Utilizando-se o programa NTSYS-pc (versdo 2.0), construiu-se as matrizes
referentes a dois dendogramas (dados ndo apresentados). O primeiro resultado
mostra a similaridade genética entre as populac¢des coletadas no Brasil, Argentina
e Paraguai e o segundo resultado, a similaridade entre os individuos coletados em
cultura de soja na Argentina, Paraguai e Brasil.

Individuos coletados no Brasil em culturas de algodao (Gossypium spp.) e
couve (Brassica oleraceae) constituiram um Unico agrupamento, apresentando
87% de variabilidade e dissimilaridade genética em relagdo ao outro grupo
estabelecido pelas amostras provenientes da Argentina e Paraguai. Essas
amostras perfizeram dois grupos com 8% de variabilidade genética entre eles,
sendo um dos grupos, constituido em sua maioria de amostras argentinas.

Tais resultados indicam uma uniformidade genética entre os individuos
coletados no Brasil e pouca variabilidade genética entre os individuos
provenientes dos outros dois paises. Os resultados dos dois subgrupos
estrangeiros sugerem indicios de uma nova organizacao gendmica dos individuos
do complexo B. tabaci.

Quanto aos individuos coletados somente em soja, a analise revela uma
segregacao de 90 % de variabilidade genética entre os dois agrupamentos
basicos e uma similaridade de apenas 10%.

Conclusoes

O bidtipo BR foi confirmado na maioria das amostras analisadas.

O bidtipo B néo foi encontrado nas amostras provenientes da Argentina e
Paraguai, apesar de ter sido relatada a sua presenca na Argentina (Lima et al.,
2001, Viscarret et al., 2003).

Observou-se nas andlises estatisticas a similaridade no agrupamento por

cultura hospedeira das popula¢des do biétipo BR e do biétipo B.



Os resultados sugerem a necessidade constante de um monitoramento e
fiscalizacdo quanto a entrada de novos biétipos no pais e a introdu¢cdo de métodos

de manejo mais adequados.
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