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Resumo
Desde o seu primeiro relato por Gennadius, as moscas-brancas do género Bemisia passaram a
constar da lista de insetos de grande importéancia agro-econdmica, como uma das pragas mais
prejudiciais da agricultura contemporanea. Uma alternativa para o monitoramento da praga é a
prevencdo por meio da identificacdo rapida do inseto na planta hospedeira. A identificacéo foi
feita tanto pelos caracteres morfolégicos quanto moleculares, devido a dificuldade de distin¢éo
entre os Vvarios biétipos. Inicialmente, procedeu-se a identificacdo molecular das amostras
coletadas utilizando-se marcadores RAPD. Foram encontrados e identificados os bidtipos, A,
BR e B, em varias culturas e localidades do Brasil. Das amostras analisadas, observou-se uma
populacdo que apresentou perfil molecular néo relacionado aos padrées de marcadores de
RAPD ja conhecidos. Além disso, foram observadas diferencas nos perfis de marcadores entre
as populagBes analisadas. A partir das andlises de variancia molecular (AMOVA) observou-se
que a maior fonte de variacao genética era proveniente da variabilidade entre as populagdes.
Essas informag8es sugerem que as diferengas entre os grupos possam ser devidas a fatores
relacionados com a disponibilidade da dieta, presenca de predadores e com a aplicacdo de
produtos quimicos que podem atuar selecionando grupos com perfis genéticos ligeiramente
diferentes, dentro de um dado biétipo de B. tabaci. Soma-se ainda a essa varia¢céo, a estratégia
reprodutiva adotada pela espécie, uma vez que, a partenogénese arrenétoca é a forma de

reproducéo preferencial para manter os genes nas populacdes desse inseto. Em fungéo dessa
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demanda, se faz necessario o estabelecimento de estratégias baseadas em DNA, para o

desenvolvimento de um método mais preciso de identificacdo de bibtipos.

Termos para a indexacdo: Bemisia tabaci; RAPD; Marcador Molecular.



Abstract

The importance of the whitefly Bemisia tabaci in the agriculture comes from the fact that many
of the epidemics have been identified as caused for the biotype B, which already is registered in
all the continents. The capacity to colonize different species of plants and being a vector of
virus, it is the reason of worriment for all of the agricultural areas of the world. The knowledge of
the genetic differentiation of the B. tabaci in Brazil, involving populations of different host plants,
of different geographical areas and, possibly, occurrence of genetic variations inside of
populations; it will be have important implications for the strategies of control of the whitefly in
Brazil. Populations of B. tabaci collected in several cultures in Federal District were identified
using the technique of RAPD for the study of the genetic variability. The analysis of the
dendrograms allowed highlighting that the biotype BR of B. tabaci presented low similarity in
relation to the biotype B. Besides, the results when organized in a dendrogram they suggest
that the populations, of a same biotype, they can join in agreement with the host culture.
However, through the analysis of molecular variance (AMOVA), it was observed that the
variability source was related to variations among the populations than in relation to variations
inside of the populations. This information can serve as base to identify factors to come to
influence in the distribution of the populations in a given area, as well as, in the determination of
handling methods or of chemical control for a given culture.

Key word: Bemisia tabaci; RAPD; Molecular Markers.



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 introdugéo e o estabelecimento dessa praga nos continentes
americano, asiatico, africano e ilhas do Oceano Pacifico nos 50 anos subseqiientes ao seu
primeiro relato, levaram a uma confuséo taxondmica, resultando em 23 sinonimias para a
espécie. Desde a sua primeira descri¢cdo, a mosca-branca recebeu inimeras designacdes
sendo que, Takahashi (1936) e Russell (1957) reagruparam essas sinonimias dentro da
espécie B. tabaci de acordo com as descricbes morfoldgicas citadas para essa espécie
(PERRING, 2001).

A partir de entdo, desde o0 seu primeiro relato por Gennadius, as moscas-brancas do
género Bemisia passaram a constar da lista de insetos de grande importancia agro-econémica,
sendo que estas estdo entre as pragas mais prejudiciais da agricultura contemporanea
(VILLAS BOAS et al., 1997).

Os danos séo 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 o grupo dos geminivirus (OLIVEIRA et al., 1997). Sua
capacidade para colonizar diferentes espécies de plantas e de ser o vetor de mais de 60
diferentes fitovirus € motivo de preocupagédo para todas as regides agricolas do mundo
(SECKER et al., 1998).

No inicio da década de 1990, populacfes 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 Américas, havia
finalmente entrado no pais.

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. e estas infestacdes atingiam todos as fases de crescimento da
planta hospedeira, fato até entdo néo registrado no Brasil. Foi também constatada a presenca
de um viréide 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 3 esterases, na tentativa de encontrar marcadores
moleculares que pudessem auxiliar na identificacdo do biotipo B agora presente no pais (LIMA
etal., 1992; OLIVEIRA e LIMA, 1997).

Em estudos realizados em 1998, populacBes de B. tabaci foram coletadas na regido Nordeste,
em locais proximos e no Distrito Federal e nas col6nias de cria¢cdo da mosca-branca da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, em Brasilia (DF), onde observou-se que os

padrdes obtidos eram idénticos aos da populacéo coletada em crisdntemo, proveniente da



regido de Campinas (SP), indicando que em um prazo curto de tempo o biétipo B havia
dispersado para outras regioes do pais (OLIVEIRA et al., 1998; LIMA et al., 2002).

Uma hipétese sugerida para a disperséo do biétipo B de B. tabaci para varias regides do Brasil
pode ter sido, gradualmente, pela distribuicdo de plantas ornamentais no transporte rodoviario

de flores.

Os termos raga ou biétipo apresentam o mesmo nivel de distingdo e sao utilizados para
designar populagGes com auséncia de caracteres morfologicos adequados para identificagédo,
mas que possuem outras caracteristicas biolégicas que permitem a separagéo quando
comparada a outras populacdes (PERRING, 2001). A existéncia de hiétipos distintos nédo é
simplesmente uma questéo taxondmica e sim uma influéncia direta da dinamica das interacdes
entre praga-vetor-hospedeiro (MARUTHI et al., 2001).

Diferencas entre as populacées de B. tabaci tem sido um assunto polémico e reconhecido
como uma apresentacdo de varios biétipos diferentes ou simplesmente uma espécie-complexo
(BROWN et al., 1995; PERRING, 2001).

O Brasil sentiu os efeitos provocados pela presenca do biétipo 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. 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, 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., 1997, 1998).

Uma técnica aplicada ao estudo da variabilidade de B. tabaci € o RAPD (DNA polimérfico
amplificado ao acaso). Utilizando-se dessa técnica, Gawel e Bartlett (1993) e Perring (2001)
distinguiram dois bidtipos: A e B de B. tabaci. Os resultados indicaram que essas moscas-
brancas, similares morfologicamente, representavam biétipos 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 relacdes taxondmicas entre as formas A e B. Guirao et al.
(1997) utilizando a técnica de RAPD, determinaram os perfis eletroforéticos especificos para T.
vaporariorum e B. tabaci. Além disso, para as populagfes de B. tabaci, foi possivel observar
diferencas intrapopulacionais, como também, diferenciar as populag8es coletadas nas regides
de Murcia e Tenerife na Espanha. Lima et al. (2000) distinguiram os biotipos B e BR por perfis
de amplificacdo de RAPD, correlacionando a distribuicdo de populag¢des dentro do bidtipo B em
funcéo do tipo da planta hospedeira. Nesse mesmo ano, Martinez et al. (2000) usando um
Unico primer de RAPD fizeram a distingé@o entre trés bidtipos de B. tabaci, sendo que, um
desses biotipos era restrito a cultura de mandioca. Em 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 variagéo nos perfis desses marcadores intrapopulacionalmente.



Assim, o conhecimento da diferenciagéo genética da B. tabaci no Brasil, envolvendo
populacdes de diferentes plantas hospedeiras, de diferentes regides geograficas e
possivelmente ocorréncia de variacdes genéticas dentro de populacdes, terd implicacdes

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

Objetivos

Identificar e caracterizar populag6es de B. tabaci coletadas em regides proximas e no Distrito
Federal utilizando-se marcadores de RAPD.

Material e Métodos
Manutencdo das amostras de populacdes de B. tabaci

Adultos de vérias popula¢des de B. tabaci coletadas em vérias localidades do Distrito Federal
foram identificados segundo critérios morfolégicos adotados internacionalmente e mantidos em

etanol 70% a — 20° C para posterior analise molecular.

Obtencédo de DNA a partir de Bemisia tabaci

Para a analise por RAPD, o DNA foi obtido macerando-se fémeas adultas e individualizadas
de cada amostra em 60uL de tampéo de extragdo (Tris-HCI 10mM pH8; EDTA 1mM; Triton X-
100; proteinase K 60pg.mL"1). 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.

Reacédo de RAPD

As reacgBes de amplificac@o foram realizadas em 30uL de uma mistura contendo 24,9uL de
agua milliQ autoclavada, 3,0uL de tampao 10 (Tris-HClI 60mM pH8,8, KCI 500mM e MgCl,
20mM, Amersham, CA, USA), 1,2uL de um primer de sequéncia aleatéria (Operon
Technologies, Inc.) na concentracdo de 10uM (Tabela 1), 0,6uL de dNTP 10mM, 0,3uL de Taq
DNA polimerase na concentracéo de 1 U.pL'1 (Amersham, CA, USA) e 4uL de DNA
(20nQ).



Primers de RAPD usados nas analises moleculares

Para a obtencdo dos perfis de marcadores moleculares das populacfes de insetos analisadas
nesse trabalho, foram utilizados vérios primers (Operon Technologies,Inc.) decaméricos de

composigao aleatdria de nucleotideos (Tabela 1).

Tabela 1 — Primers de RAPD utilizados na determinacao dos perfis

eletroforéticos das diversas populacdes de insetos submetidas a analise

molecular.
Primer Sequénciab — 3’
OPA-04 AATCGGGCTG
OPA-10 GTGATCGCAG
OPA-11 CAATCGCCGT
OPA-13 CAGCACCCAC
OPA-15 TTCCGAACCC

Condicdes de amplificacdo por RAPD

As amplificacdes foram efetuadas em termociclador (PTC-100 MJ Research) contendo uma
etapa inicial de desnaturagéo 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 extenséo por 2 min a 72°C e uma etapa final de
extensdo de 5 min a 72°C.

Procedimento padréo para a identificagdo molecular de insetos

A padronizagéo foi realizada, utilizando-se os primers OPA-04, OPA-10, OPA-11 e OPA-13
para a identificacdo molecular dos bidtipos de mosca-branca, demais aleirodideos e insetos
quarentenarios, recebidos de varias localidades do pais e armazenados na colecao biolégica
de referéncia de insetos e acaros 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 populagfes de insetos
analisados (LIMA et al., 2000). Este procedimento foi utilizado como triagem para a

identificacdo dos biétipos de B. tabaci e outros insetos antes de cada experimento.



Variacdo molecular utilizando marcadores RAPD

As andlises de variabilidade genética utilizando RAPD foram realizadas em diferentes
parametros, tais como, cultura, regido geografica, espécies e bidtipos. Nesse sentido, foram
feitas comparacdes com populacdes de B. tabaci de outros paises, com populacdes de
diferentes localidades dentro do Brasil e com populag8es de diferentes culturas dentro do
Distrito Federal.

Andlise de populacfes de mosca-branca em diferentes culturas no Distrito Federal

Nos estudos de monitoramento para a verificacdo da presenca das populacdes do biétipo 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 feijao,
mantidas tanto em campo quanto em casa de vegetacao.

A seguir, para a analise da dindmica da variabilidade genética daquelas popula¢8es coletadas
nos anos de 2000 e 2001, foram usadas como padrdo de comparacao outras populacées de B.
tabaci bidtipo B coletadas em vérias culturas no Brasil em 1999 (Tabela 2).

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 2 — 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) Cadigo Localidade Crliie
226" Cenargen - DF Algod&o
249 Tibau - RN Mandioca
64° Mancuba - BA
Abdbora
BRASIL 75° Goiania - GO
1999 Pepino
116° Limoeiro do Norte - CE
Feijao
126° Jaboticabal - SP
Berinjela
220° Juazeiro - BA Tomate
226" Cenargen - DF Algodéao
Distrito Federal 249° Tibau - RN Mandioca
istrito Federal
2000 263° Planaltina - DF Berinjela
264° Planaltina - DF Tomate
265° Planaltina - DF Pepino

266° Planaltina - DF Abdbora



Regido (Ano) Cadigo Localidade

Cultura
288" Cenargen - DF Tomate
289" Cenargen - DF Abbbora
290" Cenargen - DF
Feijfio
226" Cenargen - DF Algodao
249° Tibau - RN Mandioca
Distito Federal 02* Cenargen - DF Tomate
istrito Federal
2001 03* Cenargen - DF Abbbora
04* Cenargen - DF Feijao
18° Planaltina - DF Tomate
19° Planaltina - DF Pepino
20° Planaltina - DF Berinjela

1 Biétipo BR de Bemisia tabaci usado como padréo;

2 Bidtipo B de Bemisia tabaci usado como padréo;

3 Populagdes coletadas em campo;

4 PopulagBes coletadas em culturas mantidas em casa de vegetacdo na  Embrapa
— Recursos Genéticos e Biotecnologia.

Analise por eletroforese dos fragmentos de DNA gerados por RAPD

Os produtos de amplificac@o originérios das rea¢cbes de RAPD foram separados em gel de
agarose 1,5% submerso em tampdo TBE 1X (Tris-borato 90mM e EDTA 1mM) durante 3 h a
160V. Ao término da corrida, os géis foram corados por 30 min em uma solugdo corante
contendo brometo de etidio (5pg.mL’1), descorados por 30 min em agua destilada e fotografado
sob luz ultravioleta no comprimento de onda de 300 nm. A documentacao fotogréfica 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.

Analise dos dados

As fotos das amplificacdes realizadas com os primers selecionados foram usadas para a
andlise do polimorfismo entre os individuos da populagcéo. As bandas presentes nos géis foram
consideradas como marcadores RAPD. Foi gerada entdo uma matriz de similaridade levando-
se em consideracao as relagdes entre individuos, primers e massas moleculares das bandas
obtidas com um dado primer. Utilizou-se o valor um (1) para a presenca de um marcador e zero

(0) para a auséncia. No caso de duvida o nimero 9 foi usado como padréo. 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 andlise 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 determinacéo estatistica das possiveis origens das
variabilidades encontradas nas populacées pela aplicacéo de algoritmos especificos pelo
programa Arlequin ver. 2000 (SCHNEIDER et al., 2000).

Resultados e Discussao

Monitoramento de popula¢des de mosca-branca presentes no Distrito Federal

Populag8es de B. tabaci coletadas nas mesmas areas do Distrito Federal nos anos de 2000 e
2001 e populagdes coletadas em vérias localidades do Brasil no de 1999, estdo descritas na

Tabela 3, para efeito de comparagéo nos estudos de monitoramento.

Tabela 3 — Populagfes de Bemisia coletadas no Distrito Federal nos anos de 2000 e 2001 e no

Brasil no ano de 1999.

Ano Cédigo Localidade Cultura Identificag8o
226" Cenargen — DF Algodao B. tabaci BR
249° Tibau — RN Mandioca B. tabaci B
1999 642 Manguba — BA Abébora B. tabaci B
BRASIL 75 . Goiania - GO Pepino B. tabac! B
116° Limoeiro do Norte — CE Feijao B. tabaci B
126° Jaboticabal — SP Berinjela B. tabaci B
220° Juazeiro — BA Tomate B. tabaci B
226 Cenargen — DF Algod&o B. tabaci BR
249° Tibau — RN Mandioca B. tabaci B
263° Planaltina — DF Berinjela B. tabaci B
2000 2642 Planaltina — DF Tomate B. tabaci B
DE 2653 Planalt!na - DF Pepino B. tabac! B
266 Planaltina — DF Abdbora B. tabaci B
288* Cenargen — DF Tomate B. tabaci B
289* Cenargen — DF Abébbora B. tabaci B
290* Cenargen — DF Feijdo B. tabaci B
226" Cenargen — DF Algod&o B. tabaci BR
249° Tibau — RN Mandioca B. tabaci B
02* Cenargen — DF Tomate B. tabaci B
2001 03* Cenargen — DF Abébora B. tabaci B
DF 04" Cenargen — DF Feijdo 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 Biétipo BR de B. tabaci usado como padréo de identificacao;
2 Bidtipo B de B. tabaci usado como padréo de identificacao;
3 Populagdes coletadas no campo;



4 Populacdes coletadas em casa de vegetacdo na Embrapa — Recursos Genéticos e
Biotecnologia.

Em relacéo aos individuos coletados no ano de 2000, tanto em casa de vegetacdo quanto no
campo, nas culturas de abdbora e tomate, ndo houve diferenca significativa nos padrées de
DNA quando amplificados com o primer OPA-13 (Figura 1).

B Abodbora Abdbora Tomate Tomate
' .

————(— e ————— — — — — — ———— . - ——

— — - p—

casa vegetacdo casa vegetacéo

Figura 1 - Andlise 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 biétipos de B. tabaci usados como padrdo de

identificagcdo. As barras indicam o numero de individuos analisados em cada amostra.

O mesmo resultado foi observado quando se utilizou o primer OPA-13 nas reacdes de
amplificacdo de RAPD para as amostras coletadas em tomate, tanto em campo quanto em

casa de vegetacao, no ano de 2001 (Figura 2).
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Os padrdes relacionados a cultura de abébora ndo puderam ser obtidos para o0 ano de 2001,
pois nédo foi possivel a coleta de individuos no referido periodo.
Utilizando-se o primer OPA-15, detectaram-se diferencas entre as popula¢des coletadas em

tomate e berinjela em 2000 (Figura 3).
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Figura 3 - Andlise dos fragmentos de DNA de mosca-branca, obtidos de amplificagdo com o
primer OPA-15 a partir de populacdes 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 hidtipos de B. tabaci usados como padréo de referéncia.

Entretanto, a analise molecular dessas mesmas amostras, coletadas em 2001, ndo permitiu

observar diferengas no padrdo de bandeamento quando se utilizou o mesmo primer (Figura 4).
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Figura 4 - Andlise dos fragmentos de DNA de mosca-branca, obtidos de amplificacdo com o

primer OPA-15 em populacdes 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. As barras indicam o nimero de

individuos analisados em cada amostra.



Os padrdes de bandas obtidos pelas populagces de mosca-branca coletadas em 2000
produziram dois (2) agrupamentos principais: 1. o agrupamento A, sendo formado apenas
pelas populagdes de B. tabaci bidtipo BR coletadas em algodao e; 2. o agrupamento B,
constituido apenas pelas popula¢des de B. tabaci biétipo B, coletadas em mandioca, abobora,

pepino, feijdo, berinjela e tomate (Figura 5).
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Figura 5 — Andlise das populacdes de B. tabaci coletadas no ano de 2000 em culturas
mantidas tanto em casa de vegetagdo quanto em campo. Os nameros indicam: 226, bidtipo BR
de B. tabaci; 249, 263, 264, 265, 266, 288, 289 e 290 correspondem ao biétipo B de B. tabaci
coletados em diferentes culturas no Distrito Federal.

O agrupamento E ficou constituido pelas populagBes de mosca-branca presentes em culturas
de feijdo e pepino que apresentaram uma similaridade genética de 43%. Além disso, observou-
se que as populagbes 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 andalise do dendrograma, observou-se que o agrupamento C foi constituido pelas
populacdes coletadas em abdbora e mandioca. Essas duas populagcfes apresentaram 12,5%

de similaridade genética em relagdo aos agrupamentos D e E. A amostra coletada em abdbora



apresentou relacédo filogenética mais préxima com a populacdo coletada em mandioca,
originaria do RN, apresentando grau de similaridade de 40% e mostrando-se diferente em
relacdo as demais populacbes que foram coletadas na regido de Planaltina (DF).
Observaram-se também diferencas entre os individuos coletados em culturas mantidas tanto
em casa de vegetagdo quanto a campo. As populacdes coletadas em abobora (campo e casa
de vegetacdo) apresentaram um grau de similaridade em torno de 65%. Para as populagfes
coletadas em tomate, sob as mesmas condi¢des, observou-se similaridade em torno de 75%.
O dendrograma revelou que a populacao de B. tabaci biétipo BR (agrupamento A) apresentou
menor grau de similaridade em relacédo as demais populacdes analisadas nesse estudo (10%).
Os dados binérios, gerados pelos perfis de marcadores moleculares obtidos pelo uso dos
primers de RAPD, foram usados na analise de variancia molecular (AMOVA). Por meio da
comparacao de todas as popula¢des de B. tabaci biétipos B e BR, observaram-se que 92,06%
da fonte de variac@o genética era originaria de variagdes entre as populagdes e que, 7,94% era
proveniente de variagdes dentro das popula¢cdes. Comparando-se as populacdes coletadas em
tomate e abdbora tanto em campo quanto em casa de vegetagdo, observou-se uma variagao
de: 73,89% entre populagbes dentro dos grupos; 23,08% entre os grupos; e 3,04% dentro das
populacdes. A seguir, fazendo-se uma comparacdo entre todas as populagdes coletadas em
campo e em casa de vegetacao, observou-se uma variagédo de: 76,58% entre populagdes
dentro dos grupos; 18,50% entre os grupos; e 4,92% dentro das populacdes.

As informag0fes de variancia molecular refletem resultados semelhantes aos das andlises de
populacdes de mosca-branca coletadas em varias culturas em varias regides do Brasil, ou seja,
o fator cultura e localidade néo influenciam na separacao das popula¢des. Sendo assim, foi
proposta nova coleta de popula¢g@es na regido do Distrito Federal para a confirmacéo dos
resultados anteriormente descritos.

A andlise das populag8es coletadas em 2001, revelou diferencas em relacéo a analise do ano
anterior. Observou-se que as populacdes de B. tabaci biétipo B formaram dois agrupamentos:
0 agrupamento A, formado pela populagéo de B. tabaci biétipo BR; e o agrupamento B,
formado pelas populacdes de B. tabaci biétipo B coletadas tanto em campo quanto em casa de

vegetacdo, em culturas de mandioca, tomate, feijdo, abdbora, pepino e berinjela (Figura 6).
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Figura 6 — Andlise das populag8es de Bemisia coletadas no ano de 2001 em culturas mantidas
tanto em casa de vegetacdo quanto em campo. Os nimeros indicam: 226, biotipo BR de B.
tabaci; 249, 02, 03, 04, 18, 19 e 20, bit¢tipo B de B. tabaci coletada em culturas do Distrito

Federal.

Uma vez mais, confirmou-se que a populacdo de B. tabaci biétipo BR, apresentou baixa
similaridade genética (5%) em relac@o as amostras de B. tabaci biotipo B utilizadas, formando
um clado em separado (agrupamento A).

Para o agrupamento B, foram identificadas duas divis6es (C e D). Na divisdo C, as popula¢cbes
coletadas em tomate e feijdo, ambas provenientes de casa de vegetacao, apresentaram
similaridade em torno de 94%. Essas populacdes coletadas em casa de vegetacdo formaram
um grupo Unico e apresentaram 83% de similaridade com a populacgao coletada em mandioca
originaria do RN. Na diviséo D, as popula¢@es 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, o padrao que parecia estar estabelecido era o de separacdo das populac8es do biétipo B
de B. tabaci em funcéo do tipo cultura. Além disso, os individuos coletados em cultura de
abdbora mantida em casa de vegetagdo, 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 eram provenientes de variacfes entre as populacdes analisadas e que
3,34% eram de varia¢Bes dentro das populacées. Comparando-se os principais agrupamentos
(A, C e D), observou-se uma variacdo de: 52,85% entre populacfes dentro dos grupos; 44,28%
entre o0s grupos e 2,86% dentro das populac@es. Analisando-se apenas as populacdes de B.
tabaci bi6tipo B (agrupamentos C e D) determinou-se que a variacao era devida a: 83,75%
entre populagdes dentro dos grupos; 11,05% entre os grupos; e 5,20% dentro das populacdes.
Comparando-se as populacdes coletadas tanto em campo quanto em casa de vegetacao, a
variacdo genética observada foi de: 85,76% entre populacdes dentro de grupos; 8,99% entre
0S grupos; e 5,24% dentro das populagées. Dos resultados da AMOVA, confirmou-se, mais
uma vez, que a variabilidade genética encontrada entre as populagfes ndo era influenciada
pela cultura, localidade de coleta ou ano. Esse resultado é valido mesmo considerando-se o
caso das populac¢des do agrupamento D.

Em funcéo dos resultados encontrados entre as popula¢des de B. tabaci biétipo B coletadas no
Distrito Federal, realizou-se mais uma andlise utilizando-se, agora, populacdes de varias
localidades do Brasil coletadas em culturas ao longo do ano de 1999 para o estabelecimento
de padrBes de comparacao. Os resultados revelaram a formacéo de dois agrupamentos: 1. 0
primeiro (agrupamento A), foi constituido pela populagdo de B. tabaci bi6tipo BR €; 2. 0
segundo (agrupamento B), foi constituido por populacdes de B. tabaci bi6tipo B coletadas em

abobora, feijdo, pepino, berinjela, tomate e mandioca (Figura 7).
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Figura 7 — Andlise das populacdes de Bemisia coletadas em culturas originarias de varias
localidades do Brasil ao longo do ano de 1999. Os numeros indicam: 226, biétipo BR de B.
tabaci; 249, 64, 75, 116, 126 e 220, bi6tipo B de B. tabaci coletados em diferentes culturas no
Brasil.

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

Dessa forma, os dados obtidos a partir dessas populacdes foram submetidos a analise de

varidncia molecular (AMOVA). Fazendo-se a comparacao entre todas as populagdes do



estudo, observou-se que a variacéo era devida a: 95,69% entre as populacdes e 4,31% dentro
das populag6es. Considerando-se apenas as populacdes do bidtipo B de B. tabaci observou-se
que a variacao era devida a 95,26 % entre as populacdes e 4,74% dentro das populacdes.
Com esses resultados, confirmou-se que a variabilidade observada entre as populagfes de B.
tabaci esta 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 analise dos dendrogramas permitiu destacar algumas caracteristicas, dentre as
quais:

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

- A comparagédo das populagdes coletadas em mandioca e tomate, tanto no
monitoramento realizado em 2001 quanto na analise das populag8es coletadas no Brasil,
revelou um grau de similaridade variando de 80% a 85%;

- O monitoramento de 2000 e 2001 indicou que as populacdes coletadas em berinjela e
em tomate apresentaram diferencas no grau de similaridade, variando de 35% no ano de 2000
para 90% em 2001.

- A comparagédo das populagdes coletadas em mandioca e tomate, no monitoramento de
2001 e no estudo realizado nas populagfes ao longo de 1999, revelou que estas apresentaram
variagdo de 80% a 85% no grau de similaridade;

- A andlise das populag@es 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 popula¢des coletadas no
campo formaram um agrupamento Unico;

- Na analise das populacdes feita em 1999, observou-se que aquelas amostras coletadas
na regido nordeste formaram grupos distintos em relacéo aquelas coletadas no Centro-Oeste e
Sudeste.

- A variacao observada nos monitoramentos das popula¢ées do biétipo B ocorrendo no
Distrito Federal pode ser devida as alteracfes 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 possa se agregar de acordo com a cultura hospedeira. Contudo, por
meio da analise de variancia molecular (AMOVA), observou-se que a fonte de variabilidade
estava relacionada a variagGes entre as populacdes e ndo dentro das populagées.

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

Entretanto, Wool et al. (1989) a partir dos padrdes de esterase obtidos de populacdes de B.

tabaci coletadas em diferentes regiées geograficas da Coldmbia, sugeriram que as moscas-



brancas da Colémbia eram diferenciadas geograficamente. Os autores apresentaram a
definicdo de racas geograficas para melhor definir essa caracteristica revelada pelas
isoenzimas.

Moya et al. (2001) por meio de marcadores moleculares RAPD e a analise de variancia
determinaram que o fluxo génico entre dois biétipos de uma mesma populagdo € menor do que
entre populacdes de bidtipos idénticos.

Independentemente dos eventos que influenciem a distribuicdo das populacdes de B. tabaci, a
técnica de RAPD mostrou-se sensivel o bastante para revelar flutuages ocorridas nas
populag6es ao longo de um ano e confirmar a existéncia de biétipos. (BURBAN et al., 1992).
Nos dendrogramas e nas analises de variancia molecular é revelado um comportamento
complexo da mosca-branca. A espécie-complexo agrupa variaveis que véo desde a estratégia
reprodutiva da espécie até outros parametros, entre eles, comportamentais, ambientais e

biolégicos.

Bernays (1999) apresentou parametros comportamentais para B. tabaci durante a escolha da
planta hospedeira. Com a ocorréncia de plantas hospedeiras em abundancia, as moscas-
brancas ficam menos tempo sobre a superficie foliar, movendo-se a maior parte do seu tempo
para novos locais de alimentacdo e menos tempo em um determinado ponto de nutricdo.
Dessa forma, o autor sugere que o inseto, percebendo a ocorréncia de locais alternativos de

alimentacéo, termina por decidir pela planta hospedeira que mais Ihe convenha.

Sendo assim, ressalta-se a importancia de métodos bem estabelecidos para a identificacéo de
biétipos especificos de mosca-branca, evitando-se denominacdes 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 complexo de espécies, formado por biétipos
e duas espécies 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. biétipos A, C, N e R do Novo Mundo; 2.
biétipos B (B. argentifolii) e B2 que sdo cosmopolitas; 3. bidtipos E e S; 4. bibtipo 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
publicacdo, o autor destaca a falta de métodos bem estabelecidos para a anélise dos bi6tipos
visando a sua identificacdo e classificacdo taxondmica. J& De Barro et al. (2005) por meio de
andlises moleculares baseadas no estudo das regides ITS e COIl levantaram a hipétese de que
nao existem critérios bioldgicos e moleculares suficientes para a separacao 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
andlise das popula¢des em questéo, davidas e inconsisténcias taxonémicas e filogenéticas
aparecem de forma pronunciada, provocando uma série de dificuldades para se chegar a um

consenso definitivo sobre essa espécie.



Estas informacdes poderdo servir de base para estudos futuros, visando identificar quais
fatores influenciam na distribuicdo das populacées em uma dada area, como também, poderéo
ser (teis na determinacédo de métodos de controle quimico da mosca-branca em relacdo a uma
cultura hospedeira especifica. Passa a ser de grande importancia a obtencao de informacées a
respeito das fontes de variacdo que ocorrem dentro do biétipo B de B. tabaci, uma vez que,
populagdes resistentes de mosca-branca podem ser selecionadas com relativa facilidade apos

a aplicacao de inseticidas quimicos.

Conclusao

A partir dos resultados obtidos nos experimentos de identificagdo molecular, foi possivel
observar a rapida dispersdo do biétipo B para todas as Unidades da Federacdo e, em funcéo
da elevada diversidade genética, obtida pelas anédlises moleculares, ressalta-se a
complexidade da espécie B. tabaci. Além disso, os resultados obtidos dos estudos de
populagdo sugerem que dentro do biétipo B, possa haver distingdes entre os individuos de
acordo com a cultura hospedeira. Provavelmente, a variabilidade genética encontrada nas
populacdes de B. tabaci bidtipo B possa ser o reflexo da estratégia reprodutiva adotada pela
espécie para superar condi¢des adversas, tais como, a pressdo provocada por substancias
quimicas. Sendo assim, a cultura hospedeira selecionada pela populacdo néo influenciaria
diretamente na dindmica dos marcadores moleculares. Os efeitos combinados da baixa
frequéncia de migracdo em associacdo com o efeito clonal produzido pela atividade
partenogenética da espécie podem ser as responsaveis pela identificacéo de perfis
moleculares especificos em cada amostra analisada. Os ciclos de reproducao podem ser
estratégias adotadas para a garantia do estabelecimento da populacédo em uma dada cultura e,
para promover o aumento de variabilidade, quando em condi¢cfes de pressdo de selegdo. A
somatdria desses eventos pode ser a responsével pela consideravel variagdo dentro de um

mesmo biétipo, na complexidade da espécie B. tabaci..
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