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1 RESUMO

As moscas-brancas sao insetos polifagos que apresentam mais de 700 plantas hospedeiras,
dentre as quais a batata-doce, Ipomoea batatas. A batata-doce é frequentemente infectada
por fitoviroses transmitidas por diferentes espécies de moscas-brancas. Este trabalho
identificou espécimes de mosca-branca coletadas em /. batatas no Municipio de Maragogi,
Estado de Alagoas. Para tanto foi utilizada a analise do gene mitocondrial citochroma
oxidase | (mtCOl). Este gene foi amplificado pela reagao de polimerizagdo em cadeia e, para
confirmagao da espécie, foi realizado sequenciamento do gene. A analise dos resultados
permitiu identificar as espécies de mosca-branca: B. tabaci, ‘Middle East-Asia Minor 1’ —
MEAM 1 (Bidtipo B) e Trialeurodes vaporariorum (Westwood). Além disso, foram realizadas
andlises para identificagdo de endossimbiontes secundarios nestes insetos, onde foi
observado que a espécie MEAM1 abriga os endossimbiontes secundarios Rickettsia e
Hamiltonella, enquanto  que T. vaporariorum  abriga o  endossimbionte

secundario Arsenophonus.

Palavras-chave: Bemisia tabaci MEAM 1; Trialeurodes vaporariorum; mtCOIl gene;

endossimbiontes.
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Whiteflies are polyphagous insects that have more than 700 host plants, among them the
sweet potato, Ipomoea batatas. Roots of sweet potato are frequently infected by plant
viruses transmitted by different species of whiteflies. This study identified specimens of
whiteflies collected in the county of Maragogi, Alagoas State. For this purpose we used
the analysis of the gene mitochondrial cytochroma oxidase | (mtCOIl). The gene was
amplified by polymerase chain reaction and then sequenced. The results allowed us to
identify two different species of whiteflies, B. tabaci, 'Middle East-Asia Minor 1' — MEAM 1 (B
biotype) and Trialeurodes vaporariorum. In addition, analysis for identification of secondary
endosymbionts were held in these insects, where it was observed that the species MEAM 1
harbors the secondary endosymbionts Rickettsia and Hamiltonella, while T. vaporariorum

harbors the secondary endosymbiont Arsenophonus.

Keywords: Bemisia tabaci MEAM 1; Trialeurodes vaporariorum; mtCOl gene;

endosymbionts.

3 INTRODUGAO

Originaria da Ameérica tropical a batata-doce (lpomoea batatas L. Lam.) é uma
hortalica tuberosa da familia Convolvulaceae muito popular e cultivada em todo territério
brasileiro. E uma planta rustica de ampla adaptagdo e de facil cultivo (HUAMAN, 1992;
MIRANDA et al., 1995).

A batata-doce é uma cultura em que geralmente os insetos ndo lhe causam grandes
prejuizos devido a sua alta resisténcia. Contudo, alguns insetos-praga quando presentes em
niveis populacionais elevados podem causar sérios danos na plantagao (SILVA; LOPES,
1995).

A mosca-branca é um inseto cosmopolita, sugador de floema, e que vive
predominantemente em plantas herbaceas, podendo causar danos diretos através da sua
alimentacgéo e, indiretos por ser vetora de virus de plantas (JONES, 2003; DE BARRO et al.,
2011). Estima-se que exista no mundo cerca de 1560 espécies de moscas-brancas
distribuidas em 161 géneros. Destas destacam-se: Trialeurodes vaporariorum (Westwood),
e as espécies pertencentes ao complexo Bemisia tabaci (Gennadius) (VAN LENTEREN,;
NOLDUS, 1990; DE BARRO et al., 2011).

A mosca-branca, Bemisia tabaci Genn. (Hemiptera: Aleyrodidae), € uma das mais
importantes pragas do século 20, sendo polifaga. Em adicdo aos danos diretamente
causados pela succgao do floema e excrecado de “honeydew”, que serve como substrato para
infecgdes de fungos (Jones et al., 2008), as moscas-brancas sdo conhecidas principalmente

como vetores de virus do género Begomovirus (familia Geminiviridae). Os virus do género
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Begomovirus sdo de grande impacto econémico para varias hortalicas e reconhecidos como
0s mais importantes virus de plantas emergentes em regides tropicais e sub-tropicais
(BROWN, 2000).

Este inseto apresenta alta variabilidade biolégica intra-especifica e genética e, pode
ser considerado como um complexo de espécies (BOSCO et al., 2006). O complexo B.
tabaci é constituido de populagdes morfologicamente idénticas mas que exibem
variabilidade biolégica quanto aos hospedeiros preferencialmente colonizados, polimorfismo
genético, fecundidade, composicdo de procariotas endosimbiontes e capacidade de
transmissao das diferentes espécies de begomovirus (BROWN et al., 1995; FROHLICH et
al., 1999).

Atualmente o complexo B. tabaci esta dividido em 11 grupos genéticos contendo 36
espécies (DINSDALE et al., 2010; DE BARRO et al.,, 2011). Neste contexto o bi6tipo B
altamente polifago e encontrado mundialmente pertence a espécie ‘Middle East-Asia Minor
1’; o bidtipo Q, predominantemente encontrado na regido do Mediterrdneo, pertence a
espécie ‘Mediterranean’ e, os diferentes bibtipos encontrados no continente americano (A,
C, D, F, Jatropha, N, R, Sida) pertencem a espécie ‘New World’ (DINSDALE et al., 2010; DE
BARRO et al., 2011). Para classificacdo de moscas-brancas utilizando o sistema proposto
por Dinsdale et al. (2010) e De Barro et al. (2011) realiza-se o sequienciamento do gene
mtCOl seguido de andlise e comparagdo com as sequencias consensus descritas para as
diferentes espécies, utilizando o critério de 3.5% de divergéncia de identidade de
nucleotideos para classificagéo entre as espécies e 11% de divergéncia para classificagéo
nos diferentes grupos genéticos.

Deste modo, o objetivo principal deste trabalho foi analisar e identificar populacdes

de mosca-branca coletadas em batata-doce no municipio de Maragogi, Estado de Alagoas.

4 MATERIAL E METODOS

Foram coletados espécimes de mosca-branca em batata-doce na regido de
Maragogi, Estado de Alagoas. Estas amostras foram coletadas com auxilio de um sugador
manual, preservadas imediatamente em etanol 90% e armazenadas a -20°C até o momento
do processamento. A localidade da coleta foi georreferenciada em S 9° 2’ 47,47”/ W 35° 14’
21,47 e altitude de 21 m.

Para a identificacdo molecular dos adultos de mosca-branca o DNA total de cada
inseto foi extraido utilizando o protocolo Chelex 100, descrito por Walsh et al. (1991). O DNA
foi usado na reagao de PCR com primers especificos para B. tabaci, C1-J-2195 e L2-N-
3014 (SIMON et al., 1994) e T. vaporariorum, TvapF e WFrev (SCOTT et al., 2007). O

fragmento de DNA foi sequenciado comparado com sequéncias consensus de espécies do
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complexo B. tabaci e comparado com outras sequéncias de moscas-brancas depositadas no
GenBank, utilizando-se os programas Blast n (http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast) e Clustal W
(THOMPSON et al.,, 1994). A analise filogenética foi realizada com o programa MEGA
versao 4.0 (KUMAR et al., 2004), utilizando o método de “Neighbor-Joining”, com valor de
“bootstrap” 2000.

A presenga de endosimbiontes na mosca-branca também foi determinada utilizando
primers especificos para Portiera aleyrodidarum (MUYZER et al., 1996), Rickettsia 16S
rDNA gene (GOTTLIEB et al., 2006), Hamiltonella 16S rDNA gene (ZCHORI-FEIN; BROWN,
2002), Wolbachia 16S rDNA gene (HEDDI et al., 1999), Arsenophonus 23S rDNA gene
(THAO; BAUMANN, 2004), Cardinium 16S rDNA gene (WEEKS; BREEUWER, 2003),
Fritschea 23S rDNA gene (EVERETT et al., 2005). PCR foi realizado tal como descrito por
Chiel et al. 2007.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

As moscas-brancas sao insetos de dificil identificagdo dada sua morfologia muito
parecida. O critério estabelecido por Dinsdale et al. (2010) e De Barro et al. (2011)
estabelece que as sequéncias do gene mtCOIl devem ser analisadas com sequencias
consensus pré-definidas para cada grupo genético e espécies descritas. Para que sejam
consideradas da mesma espécie as sequéncias mtCOl comparadas precisam ter
porcentagens de identidade superiores a 96,5% com uma sequéncia consensus pré-
estabelecida para as diferente espécies (limiar de 3.5% de divergéncia). Utilizando-se este
critério, a sequencia mtCOIl de batata-doce (/. batatas) apresentou identidade superior a
96,5% com a sequéncia consensus para a espécie MEAM 1, indicando tratar-se desta
espécie. Além disto, pela analise filogenética (Figura 1) pode-se observar o agrupamento
desta amostra com a sequéncia consensus mtCOIl da espécie de B. tabaci MEAM1. Ja as
sequéncias de T. vaporariorum apresentaram cerca de 99% de identidade com outras
sequéncias de T. vaporariorum e também agruparam com outras senquéncias de T.

vaporariorum, conforme apresentado na Figura 1.
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Figura 1. Arvore filogenética utilizando a sequéncia do gene mitocondrial (mtCOI) de espécies de
Bemisia tabaci e Trialeurodes vaporariorum coletadas em batata-doce (/. batatas), sequéncia
consensus para espécie MEAM1, New World e New World 2. Sequéncias retiradas do GenBank:
MEAM1 AF340215, Bemisia afer GQ139515 e Trialeurodes vaparariorum JF693935. Valor de

Bootstrap 2000, programa Mega Versao 5.0, utilizando o método de Neighbor-joining.

A espécie MEAM 1, coletada em /. batatas, abriga os endossimbiontes secundarios
Rickettsia e Hamiltonella. Enquanto que T. vaporariorum abriga Arsenophonus. Estes
resultados correspondem ao que ja é descrito no mundo para estas espécies. Alguns destes
endosimbiontes sdo mutualistas e essenciais para a sobrevivéncia dos insetos (MORAN et
al., 1993). Infeccédo de MEAM 1 com Rickettsia e Hamiltonella séo descritos frequentemente
em diferentes regides do mundo, como Israel (Chiel et al, 2007.), China (Pan et al, 2012;
Bing et al, 2013), Tunisia (Gorsane et al, 2011), EUA (Thao et al, 2003) e sudeste do Brasil
(Marubayashi et al, 2014).

A batata-doce é frequentemente infectada por fitoviroses transmitidas por diferentes
espécies de moscas-brancas (Valverde et al., 2007; Cuellar et al, 2011; Trenado et al.,
2011). O conhecimento e identificacdo do inseto vetor destas fitoviroses, neste caso a
mosca-branca, tem papel importante para ado¢do de medidas de manejo, visando controle
do inseto vetor, e consequente diminuicdo das perdas na produgao. Sobretudo, agora que
no Brasil, a espécie invasiva de B. tabaci, Mediterranean (biétipo Q) foi identificada no
Estado do Rio Grande do Sul em cultivos de batata-doce e pimentdo. Esta espécie requer
maior atencéo por apresentar resisténcia a inseticidas, como os neonicotinoides (Barbosa et
al., 2014).
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Figura 2. Infeccao individual e mista de endossimbiontes secundarios observadas em Bemisia
tabaci, MEAM 1 e Trialeurodes vaporariorum, coletados em plantas de Ipomoea batatas. R:

Rickettsia, H: Hamiltonella, W: Wolbachia, A: Arsenophonus, C: Cardinium, F: Fritschea.

6 CONCLUSOES

As moscas-brancas Bemisia tabaci MEAM 1 (bidtipo B) e Trialeurodes vaporariorum
foram identificadas colonizando Ipomoea batatas;

Na espécie MEAM 1 foram identificados os endossimbiontes secundarios Rickettsia
e Hamiltonella. Em T. vaporariorum foi identificado o endossimbiontes secundario

Arsenophonus.
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