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Resumo

NEVES, Carolina Garcia. Conhecendo a populacédo de Bemisia tabaci do Rio
Grande do Sul e o primeiro relato da ocorréncia de Tomato severe rugose
virus (ToSRV) em pepino. 2017. 65f. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de
Pos-Graduacdo em Fitossanidade. Universidade Federal de Pelotas. Pelotas,
RS, Brasil.

Nos ultimos 20, a emergéncia de doencas causadas por begomovirus vem
ocasionando sérios problemas em uma variedade de culturas horticolas em
varias partes do mundo. Além de fatores climaticos e mudancgas nos modos de
cultivo, a emergéncia desses virus estad relacionada com o aumento e a
prevaléncia do inseto vetor, mosca branca (Bemisia tabaci). O objetivo desse
trabalho foi conhecer a populacdo de B. tabaci do Rio Grande do Sul e
caracterizar molecularmente um isolado de begomovirus associado ao pepino.
Para conhecer a populacdo de B. tabaci, foram realizadas coletas em vérias
regides do estado. A extracdo de DNA total foi feita individualmente para cada
adulto coletado, apés foi realizada a PCR para identificacao da espécie de mosca
branca. Para os 51 individuos que apresentaram resultado positivo para B. tabaci
foi realizada a digestdo com a enzima de restricdo Taql, a fim de identificar as
espécies do complexo B. tabaci. Foram encontradas trés espécies pertencentes
a esse complexo: Middle East-Asia Minor 1 (MEAM1), New World (NW) e
Mediterranean (MED). A espécie predominante foi a MEAM1 encontrada nas
cidades de Bom Principio, Caxias do Sul e Feliz, seguida da espécie NW
encontrada em Cruzeiro do Sul e Lajeado. A espécie MED ocorreu em menor
percentagem que as outras e foi encontrada nas cidades de Barra do Quarai,
Bom Principio e Feliz. Para a caracterizacdo molecular do begomovirus
associado ao pepino, foram coletadas plantas onde as moscas brancas eram
encontradas. Foi realizada a extracdo de DNA total de 35 amostras de plantas e
submetidas a amplificacdo por PCR. Das 35 amostras apenas 7 apresentaram
resultado positivo para begomovirus. As amostras que apresentaram resultado
positivo foram utilizadas na amplificagdo por RCA e digeridas com enzimas de
restricdo. Para a clonagem, apenas a amostra de pepino foi utilizada. Apds o
sequenciamento foi verificada a presenca de Tomato severe rugose Virus
(ToSRV). Este € o primeiro relato de ToSRV infectando pepino.



Palavras-chave: mosca branca, MED, Begomovirus, caracterizacdo, Cucumis
sativus.



Abstract

NEVES, Carolina Garcia. Knowing the population of Bemisia tabaci of Rio
Grande do Sul and the first report of the occurrence of Tomato severe rugose
virus (ToSRV) in cucumber. 2017. 65f. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de
Pos-Graduacdo em Fitossanidade. Universidade Federal de Pelotas. Pelotas,
RS, Brasil.

Over the past 20 years, the emergence of diseases caused by begomoviruses
has been causing serious problems in a variety of horticultural crops in various
parts of the world. In addition to climatic factors and changes in cultivation modes,
the emergence of these viruses is related to the increase and prevalence of insect
vector, whitefly (Bemisia tabaci). The aim of this work was to know the population
of B. tabaci of Rio Grande do Sul and molecularly characterize a begomovirus
isolate associated with cucumber. In order to know the population of B. tabaci,
collections were realized in several regions of the state. The total DNA extraction
was realized individually for each adult collected, after the PCR was performed
to identify the whitefly species. For the 51 individuals who had positive results for
B. tabaci was realized digestion with the restriction enzyme Taql, in order to
identify the species of the complex B. tabaci. Three species belonging to this
complex were found: Middle East-Asia Minor 1 (MEAM1), New World (NW) and
Mediterranean (MED). The predominant species was MEAML1 found in the cities
of Bom Principio, Caxias do Sul and Feliz, followed by NW species found in
Cruzeiro do Sul and Lajeado. For the molecular characterization of begomovirus
associated with cucumber, plants were collected where the white flies were
found. Total DNA extraction from 35 plant samples was performed and submitted
to PCR. Of 35 samples, only 7 presented showed positive results for
begomovirus. Samples that showed a positive result were used in amplification
by RCA and digested with restriction enzymes. For cloning, only the cucumber
sample was used. After the sequence analysis the presence of Tomato severe
rugose virus (ToSRV) was verified. This is the first report of ToSRV infecting
cucumber.

Key words: whitefly, MED, Begomovirus, characterization, Cucumis sativus.
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1 Introducéao Geral

Os virus que causam doengcas em plantas, sdo economicamente
importantes e em sua maioria necessitam de um vetor para que ocorra a
transmissao de hospedeiro para hospedeiro (ANDRET-LINK & FUCHS, 2005).
Esses vetores pertencem a diferentes grupos de organismos, podendo ser:
artropodes (pulgdes, tripes, cigarrinhas, 4caros, moscas brancas, gafanhotos),
nematoides e organismos zoosporicos. A disseminacdo global desses
patogenos foi facilitada por esses vetores, especialmente a mosca branca, que
€ considerada um supervetor, devido ao seu comportamento altamente polifago
e pela capacidade de transmitir diferentes espécies de virus para diferentes
espécies de plantas a curtas e longas distancias (GILBERTSON et al., 2015).

A mosca branca, Bemisia tabaci (Gennadius) (Hemiptera: Aleyrodidae),
atualmente € uma das pragas mais importantes da agricultura e foi considerada
pela Unido Internacional para Conservacdo da Natureza e dos Recursos
Naturais (IUCN, http://www.issg.org), como uma das 100 espécies mais
invasoras no mundo. Seus danos podem ser diretos através da sua alimentacao,
causando o enfraquecimento da planta, e a secrecdo de uma substancia
acucarada, que serve como substrato para o desenvolvimento de fungos,
acarretando a diminuicdo da fotossintese, além de indiretos com sua capacidade
de transmitir virus que causam doencas em plantas (HOGENHOUT et al., 2008).
Entre os virus que a mosca branca € capaz de transmitir estdo os géneros:
Begomovirus, Carlavirus, Crinivirus, Ipomovirus e Torradovirus (POLSTON et al.,
2014).

Nos ultimos 20 anos um grupo de virus conhecido como begomovirus
emergiu causando sérios problemas em uma variedade de culturas horticolas
em varias partes do mundo (ROJAS & GILBERTSON, 2008). A emergéncia


http://www.issg.org/
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desses virus estd associada a diversos fatores, tais como: mudancas nas
praticas de cultivo, o crescimento da movimentacdo global das plantas e 0 uso
intensivo de inseticidas. Além desses fatores, 0 aumento e a prevaléncia do
inseto vetor, mosca branca (Bemisia tabaci), esta intimamente associado com o
aparecimento dos begomovirus como patégenos importantes nas ultimas
décadas (NAVAS-CASTILLO et al., 2011; WISLER et al., 1998). Um exemplo
interessante dessa relacdo pode ser citado, quando em meados da década de
1980, com a introducdo do bidtipo B nas Américas e 0 consequente
deslocamento do biotipo A, local e menos polifago, resultou na superacdo dos
begomovirus em relacdo aos potivirus como o grupo de virus de plantas com
maior numero de espécies reconhecidas (MORALES, 2010).

Diante do exposto, considerando a importancia que a mosca branca
apresenta no cendrio nacional e internacional como praga agricola e vetor de
virus, estudar e conhecer o comportamento e a distribuicdo geografica desse
inseto na nossa regido é de extrema importancia, sendo assim com esse trabalho
objetivou-se conhecer a populacdo de Bemisia tabaci do Rio Grande do Sul e

caracterizar molecularmente um isolado de begomovirus associado ao pepino.
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2 Revisao Bibliografica

2.1 Bemisia tabaci

A nomenclatura utilizada para designar as espécies de B. tabaci ainda ndo
chegou em um consenso dentro da comunidade cientifica. Devido a isso, Boykin
(2014) escreve um trabalho, no qual a histéria da nomenclatura é explicada.
Segundo a autora, em 1889, na Grécia, Gennadius descreveu uma nova espécie
de mosca branca, infestando tabaco, a qual foi denominada como sendo
Aleurodes tabaci Gennadius. Porém, € em 1914 que a historia do género Bemisia
inicia-se. Assim, em 1936, o nome inicialmente dado a mosca branca de A. tabaci
€ mudado, tornando-se Bemisia tabaci. J& a nomenclatura bi6tipos, foi
introduzida apenas em 1991, sendo baseada na analise de padrdes de esterase
(COSTA & BROWN, 1991). Mesmo com 0s avang¢os has técnicas moleculares,
a nomenclatura biotipo ainda é utilizada. Porém, com base em varios estudos de
compatibilidade de acasalamento, andlises filogenéticas do gene mitocondrial
citocromo oxidase | (mtCOl), e genomas, os integrantes do complexo B. tabaci,
comportam-se como espécies diferentes (BOYKIN, 2014). De tal modo, apés
todos os estudos realizados o mais correto € dizer que o complexo B. tabaci ndo
é formado por bibtipos e sim por um complexo de diferentes espécies (DE
BARRO et al. 2011).

Em relacédo aos aspectos biologicos de B. tabaci, sdo insetos pequenos
apresentando um tamanho de 1 a 2 mm, sendo as fémeas um pouco maiores
gue os machos (NATESHAN et al., 1996). Sua denominagdo comum de mosca
branca, se deve pois quando chegam a fase adulta, a coloracdo do dorso &

amarelo palido e as asas brancas cobrem praticamente todo o corpo (TOSCANO
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et al., 2002). S&o insetos sugadores de seiva e possuem o aparelho digestivo
diferenciado em “camara filtro”, permitindo que o excesso de alimento sugado
seja excretado como honeydew (GALLO et al., 2002). A postura dos ovos é
realizada na face abaxial das folhas para que esses figuem protegidos do vento
e da dessecacdao (SIMMONS, 1994). O ciclo de vida da mosca branca é
composto por trés fases: ovo, ninfa e adulto e sofre influéncia das condi¢bes
climaticas e ambientais, principalmente temperatura e umidade relativa do ar,
além da planta hospedeira (GILL, 1990). Apos a eclosdo, as ninfas se
locomovem pela folha até um local adequado para sua fixacdo. Depois de
inserirem o aparelho bucal e atingirem o floema da planta, permanecem sésseis
até emergéncia dos adultos (BYRNE & BELLOWS JUNIOR, 1991).

Figura 1 - Folha de feijdo (A) e tomate (B) infestada por adultos de mosca branca.

Sabe-se que esse complexo de espécies cripticas, € composto de no
minimo 36 espécies morfologicamente iguais divididas em 11 grupos, variando
quanto a preferéncia ao hospedeiro, resisténcia a inseticidas e capacidade de
transmissao de diferentes espécies de virus, além de aspectos moleculares
(FIRDAUS et al., 2013).

A mosca branca, Bemisia tabaci (Gennadius) (Hemiptera: Aleyrodidae), é
considerada uma praga importante de culturas agricolas, horticolas e
ornamentais, se encontra amplamente distribuida no mundo e apresenta uma

grande diversidade genética (DE BARRO et al. 2011). Se alimenta do floema das
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plantas, predominantemente espécies herbaceas. Seus danos podem ser
diretos, através da sua alimentacdo e secrecdo de uma substancia acucarada
chamada honeydew, que serve como substrato para desenvolvimento de fungos,
principalmente do género Capnodium, ou indiretos, através da transmisséo de
virus, patégenos de plantas (JONES, 2003).

No Brasil, seu primeiro relato ocorreu em 1928, na Bahia (BONDAR,
1928), no entanto passou a ter importancia no inicio da década de 90 com a
introducdo do bibdtipo B (espécie MEAM1 - Middle East-Asia Minor 1)
provavelmente através de plantas ornamentais (LOURENGCAO & NAGAI, 1994;
ZERBINI et al., 2002). Atualmente se tem o relato da presenca de quatro
espécies do complexo B. tabaci no pais: Middle East-Asia Minor 1 (MEAM1),
Mediterranean (MED), New World (NW) e New World 2 (NW2) (MARUBAYASHI
et al., 2013; BARBOSA et al., 2014a).

As espécies que merecem maior destaque sdo a MEAM1 e a MED. A
primeira por ser a mais distribuida no mundo e ser responséavel pela incidéncia
de doencas causadas por virus do género Begomovirus (GILBERTSON et al.,
2015). E a segunda, por ter sido relatada pela primeira vez no Brasil em 2014,
na cidade de Barra do Quarai no Rio Grande do Sul, além de apresentar um
dificil controle, devido & resisténcia a alguns inseticidas (BARBOSA et al.,
2014a). A espécie NW, também chamada de biotipo A, foi a primeira espécie de
mosca branca relatada no Brasil (BONDAR, 1928) e essa apresenta como
preferéncia hospedeira plantas daninhas (BARBOSA et al., 2014b). A NW2 ja foi
relatada no estado de S&o Paulo e é encontrada com frequéncia em soja e
Euphorbia heterophylla (MARUBAYASHI et al., 2013).

B. tabaci pode transmitir mais de 200 espécies de virus, dos géneros:
Begomovirus, Crinivirus, Carlavirus, Ipomovirus e Torradovirus (POLSTON et al.,
2014). Esses géneros apresentam caracteristicas diferentes que vao desde virus
gue possuem estrutura linear ou icosaédrica e RNA linear de cadeia simples
(Carlavirus, Crinivirus, Ipomovirus, Torradovirus) ou DNA circular de cadeia
simples (Begomovirus) (KING et al., 2011). A transmissdo de um hospedeiro
para outro, é crucial para o ciclo de vida dos virus, pois garante a sobrevivéncia
do patégeno em um determinado ambiente, 0 nUmero de espécies hospedeiras
colonizadas e a incidéncia viral (BLANC et al.,, 2014). Estes cinco géneros

possuem uma relacéo especifica de transmissdo com a mosca branca, podendo
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ser. ndo persistente, semi-persistente ou persistente circulativa (tabela 1)
(POLSTON et al., 2014).

Tabela 1 - Caracteristicas de transmissao e tempo de transmissédo de virus de plantas pela
mosca branca.

Caracteristicas Nao Semi- Persistente Persistente

bioldgicas Persistente persistente circulativa propagativa

PAA e PAI2 Segundos,  Minutos, horas®  Horas, dias® Horas, dias®
minutos®

Periodo Latente Nenhum Nenhum Horas, dias Dias, semanas

Tempo de retencdo no Minutos Horas Dias, semanas Vida atil  do

vetor inseto

Presenca na hemolinfa N&o N&o Sim Sim

do vetor

Multiplicacdo no vetor  N&o N&o N&o Sim

Transmisséo N&o N&o N&o Frequentemente

transovariana

aPAA, periodo de acesso aquisi¢do; PAI, periodo de acesso inoculacao.

b Periodo de tempo durante o qual o virus pode ser adquirido e inoculado em células epidérmicas
da planta.

¢ Os tempos de PAA e PAI dependem da localizacdo do virus na planta, ou seja, a aquisi¢éo do
virus a partir do floema leva mais tempo do que a aquisicao a partir das células da epiderme ou
do mesofilo.

Fonte: HOGENHOUT et al., 2008

2.2 Género Begomovirus

Dentre os virus que infectam plantas, o género Begomovirus é o que
possui 0 maior numero de espécies, com 322 espécies reconhecidas pelo
International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) (ICTV, 2017). Esse
género pertence a familia Geminiviridae, sdo transmitidos por insetos e nos
altimos 20 anos emergiram se tornando o maior grupo de virus de plantas (em
namero de espécies) e um dos mais importantes economicamente (INOUE-
NAGATA et al., 2016). O seu genoma de DNA circular, fita simples, pode ser
bipartido ou monopartido, sendo os seus componentes conhecidos como DNA-
A e DNA-B. Nos bipartidos, os dois componentes possuem uma regido comum
de aproximadamente 200 nucleotideos, onde se encontra a origem de replicacao
(BROWN et al., 2012) (Figura 2).
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Os begomovirus sao divididos em dois grupos: os virus bipartidos,
prevalentes no Novo Mundo (Sul dos Estados Unidos, México, Caribe, América
Central e América do Sul), que possuem dois componentes, 0 DNA-A e o DNA-
B, cada um com aproximadamente 2,6 Kb. E 0s virus monopartidos, composto
por apenas um componente de DNA de aproximadamente 2,9 Kb, prevalente no
Velho Mundo (Europa, Africa, Asia e Australia) (INOUE-NAGATA et al., 2016).
Comumente sao encontrados associados aos virus monopartidos DNAs satélites
(alphasatélites e betasatélites) que podem aumentar a viruléncia desses virus
(ZHOU, 2013). A introducdo de begomovirus monopartidos no Novo Mundo ja
foi relatada, como exemplo, o estabelecimento do Tomato yellow leaf curl virus
(TYLCV) em algumas regides, porém ainda nao relatado no Brasil (LEFEUVRE
et al., 2010). Além de um virus que causa deformacdo na folha de tomate, o
Tomato leaf deformation virus (ToLDeV) encontrado no Peru e no Equador
(MELGAREJO et al., 2013). E um complexo de begomovirus que infectam batata
doce relatados no Brasil e em outras regiées do Novo mundo (ALBUQUERQUE
et al., 2012).

O DNA-A dos begomovirus bipartidos contém cinco genes. Na fita de
sentido viral encontra-se o gene que codifica a proteina capsidial (cp) e na fita
de sentido complementar sdo encontrados 0s genes: rep, trap, ren e ac4. Ja o
componente DNA-B codifica dois genes, sendo eles NSP e mp encontrados na
fita viral e complementar, respectivamente (ROJAS et al., 2005). No DNA-A dos
begomovirus monopartidos a organizacdo genémica é semelhante ao dos
bipartidos, possuindo apenas um sexto gene no sentido da fita viral, denominado
de av2 (BRIDDON et al., 2006).

O gene cp codifica a proteina capsidial, que além de estar envolvida na
montagem da particula viral, € essencial na transmissdo do virus e determina a
especificidade do inseto vetor (HOFER et al., 1997). O gene av2, presente
apenas nos begomovirus monopartidos, codifica uma proteina associada ao
movimento do virus na planta (PADIDAM et al., 1996). O gene rep (replication-
associated protein) codifica a uUnica proteina essencial na replicacdo viral
(OROZCO et al., 1997). O gene ren (replication enhancer protein) codifica um
fator acessorio, ndo essencial na replicacédo do virus, porém quando essa esta
presente o acumulo de DNA viral € muito maior (HANLEY-BOWDOIN, 1999;
ROJAS et al., 2005). O gene trap (transactivating protein) codifica um fator de
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transcricdo dos genes cp e NSP (WANG et al., 2005), além disso, esse gene
também pode atuar na supresséao de silenciamento de RNA através da ativacao
de genes do hospedeiro que codificam reguladores negativos do silenciamento
do RNA (TRINKS et al., 2005). No DNA-B dos begomovirus bipartidos, o gene
NSP codifica uma proteina responsavel pelo transporte de DNA através do
envelope nuclear (SANDERFOOT & LAZAROWITZ, 1996). E o gene mp,
responsavel por codificar a proteina envolvida no movimento célula-a-célula do
virus por meio do aumento do limite de exclusdo dos plasmodesmas (NOUEIRY
et al., 1994).

Begomoviruses Q Q Q

vz

ca N
CRB
(BGMV)
C1 BC1
Cc3
co AC2 Bipartite
LIR I rep possible trap/ss cp possible reg
I SIR I repA sd mp unknown
CR I ren possible sd possible mp WM nsp
trap/ss B reg

Figura 2 - Organizagao gendmica dos begomovirus monopartidos e bipartidos. Onde: LIR, regido
intergénica longa; SIR, regido intergénica curta; CR, regido comum; rep, proteina associada a
replicacdo; ren, intensificador de replicacdo; trap, proteina transativadora; ss, supressor de
silenciamento; tgs, silenciamento génico transcricional; sd, determinante de sintomas; cp,
proteina capsidial; mp, proteina de movimento; reg, gene regulador; NSP, proteina nuclear

transportadora.

Fonte: VARSANI, NAVAS-CASTILLO et al., 2014

Os sintomas causados por begomovirus em plantas sédo: enfezamento e
distor¢éo da folha, mosaico amarelo ou mosaico verde-amarelo, bolhosidade,
distorcdo, amarelecimento das nervuras ou entre as nervuras, manchas
amarelas nas folhas, como pode ser observado na figura 3 (INOUE-NAGATA et
al., 2016).
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Figura 3 - Sintoma causado por infec¢cdo de Begomovirus em Sida rhombifolia, infectada por Sida
micrantha mosaic virus (SiMMV). Cruzeiro do Sul, Rio Grande do Sul, 2016.

A transmissado desses virus na natureza, ocorre através de membros do
complexo de espécies cripticas, Bemisia tabaci, os quais sdo amplamente
distribuidos no mundo e colonizam um grande namero de espécies de plantas
(GILL & BROWN, 2010). B. tabaci passou a ter destaque como praga agricola
em varias regidées do mundo nos anos de 1980, dando um maior destaque para
as begomoviroses, pois relatérios de infestacbes por mosca branca
caracteristicamente tem resultado em focos de infeccdo por begomovirus
(BROWN, 2007). Devido ao seu inseto vetor ser altamente polifago, os
begomovirus, podem ser encontrados tanto em plantas cultivadas como em néo
cultivadas, além disso as chances de transmissdo de virus antes restritos as
plantas invasoras para plantas cultivadas e vice-versa é ampliada (RIBEIRO et
al., 2003).

A relacéo de transmissao desse grupo ocorre de forma persistente e para
a maioria das espécies € persistente ndo propagativa. Porém, no caso do
Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) existe um debate em relacdo a sua
replicacdo no interior do vetor. Onde alguns autores relatam que existe uma
evidéncia da replicacdo do DNA viral na mosca branca (ACOTTO & SARDO,
2010; PAKKIANATHAN et al., 2015). Porém, estudos mais recentes, discordam
e sugerem que ndo ha evidéncias da replicacdo do TYLCV no interior do seu
vetor (SANCHEZ-CAMPOS et al., 2016). No entanto para poder afirmar ou

descartar essa hipotese, mais estudos devem ser realizados. Os begomovirus



20

circulam no interior do vetor, passando pela maioria dos 0rgaos internos e saem
pelas glandulas salivares principais (CICERO & BROWN, 2011). A proteina do
capsideo dos geminivirus é o que determina a especificidade do inseto vetor
(BRIDDON et al., 1990).

No Brasil, as doencas com maior destaque sdo o mosaico dourado do
feijoeiro, causado pelo virus Bean golden mosaic virus (BGMV) e um nimero de
doencas de tomate, causadas por um complexo de virus (INOUE-NAGATA et
al., 2016). Quando se tem a presenca de uma alta populacdo de mosca branca
e as culturas do feijdo ou do tomate, sédo infectadas pelo virus logo no inicio do
seu ciclo, as perdas podem chegar até 100% (INOUE-NAGATA et al., 2016).
Além do tomate e do feijao, outras culturas, por exemplo, soja, batata, pimenta,
batata doce, também séo infectadas por begomovirus, e as plantas daninhas,
gue merecem um destaque, pois funcionam como um reservatério natural de
virus (ROCHA et al., 2013).

2.2.1 Tomato severe rugose virus

O Tomato severe rugose virus (TOSRV) pertence a familia Geminiviridae
e ao género Begomovirus. E a espécie de begomovirus prevalente nas regides
de cultivo de tomate do centro-sul do pais (Distrito Federal, Minas Gerais, S&o
Paulo e Goias) (INOUE-NAGATA et al., 2016). As razdes para a prevaléncia da
espécie sao desconhecidas, porém acredita-se estar relacionada com a
eficiéncia do vetor Bemisia tabaci (espécie MEAM1), devido a ocorréncia de
reservatorio natural desse virus no campo (BARBOSA et al., 2011). Além do
tomate, essa espécie € capaz de infectar naturalmente outras culturas, por
exemplo: pimentdo, batata, tabaco e recentemente foi encontrada infectando
feijdo e em condicbes experimentais pode infectar até nove espécies de plantas
daninhas (SOUZA-DIAS et al., 2008; BARBOSA et al., 2009; NOZAKI et al.,
2010; BARBOSA et al., 2011; MACEDO et al., 2016).

Os principais sintomas observados em plantas infectadas por TOSRV séo:
amarelecimento das nervuras, mosaico amarelo, mosqueado, deformacéo,
reducéo do crescimento e enrolamento do limbo foliar (ROCHA et al., 2012). Em

relacdo aos danos causados pela infeccdo por ToSRV, em pimentdo foi
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observada a reduc&o no numero de frutos produzidos por planta, afetando assim
o rendimento da cultura (ROCHA et al., 2012).

2.3 Outros virus transmitidos por B. tabaci

Género Carlavirus (Familia Betaflexiviridae): Apenas duas espécies desse
género sao transmitidas por mosca branca, o Cowpea mild mottle virus (CPMMV)
e 0 Melon yellowing-associated virus (MYaV) (KING et al., 2011; NAIDU et al.,
1998). O modo de transmissdo do MYaV ainda nao foi esclarecido, porém a
transmissdo do CPMMYV tem sido descrita de duas formas: néo persistente e
semi-persistente (ROSARIO et al., 2014). Em relag&o as proteinas envolvidas na
transmissao, apenas a proteina do capsideo foi responsavel pela interacdo com
a mosca branca (MATOUSEK et al., 2009).

Género Crinivirus (Familia Closteroviridae): E um dos géneros mais
estudados em relacdo a transmissao pela mosca branca. A transmissao ocorre
de forma semi-persistente (DUFFUS et al., 1986). A aquisi¢éo e a inoculacéo do
virus pela mosca branca, ocorre nos tecidos do floema das plantas hospedeiras
(JOHNSON et al.,, 2002). Nesse grupo a proteina que esta envolvida na
transmissdo pela mosca branca, € a proteina do capsideo menor (CPm), além
de estar envolvida na transmisséo, apds analises de varias sequéncias da CPm
de varios crinivirus, evidenciou-se que essa também pode estar relacionada com
a especificidade do vetor (WINTERMANTEL et al., 2005; WINTERMANTEL,
2010).

Género Ipomovirus (Familia Potyviridae): A transmissdo ocorre de forma
semi-persistente, porém a eficiéncia na transmissdo pela mosca branca,
mostrou-se baixa (abaixo de 50%). E em relacdo as proteinas envolvidas na
transmissao, sabe-se apenas do envolvimento da proteina do capsideo para que
esse processo ocorra (MARUTHI et al., 2005).

Género Torradovirus (Familia: Secoviridae): Por ser um género novo, a
maioria dos estudos em relagcdo aos seus membros sao sobre a caracterizagao
do genoma viral. Sendo assim, ainda nao se tem informacao a respeito do modo
de transmissao (AMARI et al., 2008; POLSTON et al., 2014).

As relacdes entre os virus, os vetores e as plantas hospedeiras, podem

variar em benéficas, neutras ou antagbnicas, dependendo das espécies



22

envolvidas. E estas relacbes podem afetar o processo de invasdo e o
deslocamento de espécies indigenas por invasoras, quando essas ocorrem no
mesmo nicho, porém diferem nas interagdes (JIU et al., 2007). E comum
observar trabalhos que mencionem a relacdo entre a mosca branca e a
emergéncia de determinado virus, em determinado local, devido ao vetor ser
facilmente dispersado e apresentar um grande numero de plantas hospedeiras.
Porém, ndo se tem muitos estudos onde sdo mostrados os efeitos que 0s virus
causam no ciclo de vida da mosca branca e nem os efeitos que as plantas
hospedeiras causam nesse inseto. Por isso, em trabalho realizado por Jiu (2007),
foi comparada a performance das moscas brancas: bidtipo B invasivo e da
espécie indigena (ZHJ1) em plantas de tabaco saudaveis e infectadas pelos
begomovirus Tobacco curly shoot virus (TbSCV) e Tomato yellow leaf curl China
virus (TYLCCNYV). Nesse estudo, observou-se que o biétipo B atingiu uma taxa
de reproducdo muito maior em plantas infectadas por ambos os virus, do que a
espécie indigena. No entanto a mosca branca s6 teve seu comportamento
melhorado quando se alimentou de plantas infectadas com os virus, uma vez
gue quando observado o desempenho do vetor e a presenca do virus em seu
corpo, esse foi limitado. Assim, nesse trabalho o autor sugere que o mutualismo
existente entre o bi6tipo B e os virus e a falta desse relacionamento entre a
espécie indigena e os patdgenos, pode ter contribuido para a invasdo do biotipo

B na China e também para a emergéncia desses virus.
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3 CAPITULO 1: Distribuic&o de espécies do complexo Bemisia tabaci no Rio
Grande do Sul

3.1 Introducéao

A mosca branca, Bemisia tabaci (Gennadius) (Hemiptera: Aleyrodidae), é
um inseto que se alimenta do floema das plantas, principalmente espécies
herbaceas. Os danos causados por B. tabaci podem ser de dois tipos:
diretamente através da alimentacdo de estagios imaturos e adultos e da
excrecdo do honeydew sobre as folhas e frutos ou indiretamente pela
transmissdo de virus de plantas (JONES, 2003). Além de ser responsavel pelo
aumento consideravel de doencas causadas pelos begomovirus nos ultimos 20
anos, a mosca branca também é capaz de transmitir outros géneros de virus,
como por exemplo, Ipomovirus, Crinivirus, Carlavirus e Torradovirus (NAVAS-
CASTILLO et al., 2011).

Atualmente B. tabaci é considerada um complexo de espécies cripticas,
contendo no minimo 36 espécies, distribuidas em 11 grupos (FIRDAUS et al.,
2013). As espécies desse complexo sdo morfologicamente iguais porém diferem
em caracteristicas bioquimicas, fisiolégicas, moleculares que podem afetar sua
fenologia, especificidade de planta hospedeira e capacidade de transmissao de
diferentes espécies de virus (DE BARRO et al.,, 2011). Para delimitar os
diferentes membros desse complexo, tem sido amplamente utilizada uma
ferramenta molecular baseada na amplificacdo do gene mitocondrial citocromo
oxidase | (mtCOIl) (DINSDALE et al., 2010).

Dentro desse complexo duas espécies merecem destaque: Middle East-
Asia Minor 1 (MEAM1, biotipo B) e Mediterranean (MED, biotipo Q) pois sao as
mais invasivas e distribuidas mundialmente. A introducéo da espécie MEAM1 na
América se deu no final da década de 1980 (BELLOWS et al., 1994). Atualmente
€ a espécie predominante no Brasil encontrando-se distribuida por todo o pais

(BARBOSA et al., 2014b). Ja a espécie MED que foi originalmente descrita na
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Grécia como Aleyrodes tabaci em 1889 por Gennadius, foi recentemente
confirmada através do uso de marcadores moleculares como sendo a espécie
Mediterranean (TAY et al.,, 2012). Esta foi relatada recentemente no Brasil,
precisamente na cidade de Barra do Quarai no Rio Grande do Sul (BARBOSA
et al., 2014a). A introducéo da espécie MED no Brasil merece atencao, pois essa
€ mais agressiva e apresenta maior resisténcia a inseticidas, como
neonicotinoides e piriproxifen do que a espécie MEAM1, onde os danos
causados por ela sdo considerados maiores do que os causados pela MEAM1
(CROWDER et al.,, 2007; MCKENZIE et al., 2012; CUTHBERTSON &
VANNINEN, 2015). Vale ainda mencionar duas espécies indigenas que estio
presentes em varios locais do Brasil e da América Latina, a espécie New World
(NW) e New World 2 (NW2) (MARUBAYASHI et al., 2013).

Os prejuizos causados pela mosca branca englobam desde a diminuicéo
no rendimento de cultivos até o aumento nos custos de producédo, devido ao uso
de inseticidas (VIEIRA et al. 2011). Na cultura da soja, por exemplo, ocorre o
escurecimento da folha pela formacdo da fumagina, reduzindo as taxas de
fotossintese e causando murcha e queda das folhas, antecipando o ciclo da
cultura e resultando na queda da produtividade. As perdas de produtividade
podem chegar a 100% conforme os niveis populacionais da mosca branca
(EMBRAPA SOJA, 2008).

ApoOs a descoberta da presenca da espécie MED no Rio Grande do Sul
em 2014, tornou-se necessario acompanhar o comportamento da mosca branca
(B. tabaci) em relacédo a sua distribuicdo geografica. O objetivo desse trabalho
foi avaliar a distribuicdo das espécies do complexo B. tabaci no estado do Rio

Grande do Sul, bem como monitorar a distribuicdo da espécie MED.

3.2 Material e métodos
3.2.1 Coleta das moscas brancas
Nos meses de Novembro de 2015 e Margo de 2016, foram coletados em

11 municipios do Estado do Rio Grande do Sul, espécimes adultos de mosca

branca (B. tabaci). A escolha dos municipios se deu em relacdo a sua localizacéo
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e importancia na producdo de culturas horticolas no estado, as regides
abrangidas foram: Fronteira Oeste (Barra do Quarai), Regido Sul (Capdo do
Ledo e Cangucu), Vale do Cai (Feliz e Bom Principio), Vale do Taquari (Lajeado
e Cruzeiro do Sul) e Serra (Flores da Cunha, Sdo Marcos, Caxias do Sul, Boa
Vista do Sul) (figura 4). Cada uma dessas cidades compds uma amostra, sendo
que cada amostra constituiu-se de 10 individuos adultos. O local de coleta, planta
hospedeira e coordenadas geograficas estdo listados na tabela 3.

As moscas brancas foram coletadas aleatoriamente, totalizando 240
individuos. Foram utilizados microtubos de 1,5 mL contendo alcool 70%. Para a
captura das moscas brancas os microtubos foram colocados préoximos as folhas
onde essas estavam localizadas e com apenas algumas batidas realizou-se a
coleta. Apos, os microtubos foram armazenados e estocados a -20°C até as

amostras serem analisadas.
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Figura 4 — Municipios onde foram realizadas as coletas. Onde: CL: Capao do Ledo; CAN:
Cangucu; BQ: Barra do Quarai; CRS: Cruzeiro do Sul; BP: Bom Principio; FE: Feliz; LAJ:
Lajeado; BVS: Boa Vista do Sul; CXS: Caxias do Sul; SM: S&do Marcos; FC: Flores da Cunha.



26

Tabela 2 - Localidades, coordenadas, tipo de ambiente e hospedeiro onde as amostras de mosca
branca foram coletadas.

Local Coordenadas Tipo de Hospedeiro Cdédigo
Ambiente da
amostra

Barra do Quarai S 30°12°18.6"W 57°32°14.7" AF.* Capsicum 020
annuum

Barra do Quarai S 30°07°13.1”"W 57°20" 40.0° A.F. C. annuum 030

Barra do Quarai S 30°06" 47.4°W 57°20°23.2"" AF. Solanum 035
lycopersicum

Capéo do Ledo - A.F. Phaseolus 032
vulgaris

Feliz S 29°29°03.0°W 51°18°23.0” A.F. S. lycopersicum 038

Feliz S$29'29°03.0°W 5118 23.0"" A.F. Cucumis sativus 039

Feliz S$29°29°38.5" W 51'19°02.0"" A.F. C. sativus, 040
S. lycopersicum

Lajeado S 2927 29.6”°W 52°00'59.3" A.F. Bidens sp.,, 041
Sonchus
oleraceus

Cruzeiro do Sul S 29°30°53.6°W 52°01°08.8”" AA. Glycine max 043

Cruzeiro do Sul S 29°32°57.47W 52°03'34.3" AA. P. vulgaris, 044
S. oleraceus

Cruzeiro do Sul S 29°32° 23.7°W 52°00°22.3" AA. Bidens sp., 045
Sida rhombifolia

Flores da Cunha S 28°57°46.2""W 51°10'56.8" A.F. S. lycopersicum, 046
Ipomoea sp.

Flores da Cunha S 28°57°46.2”°W 51°10'56.8" A.F. Bidens sp. 047

Sao Marcos S 28°56°10.3"W 51°08°00.2"" A.F. S. lycopersicum, 048
Ipomoea sp.

Caxias do Sul S 29°02°30.8"W 51°02°20.0° A.F. Bidens sp, 049
Euphorbia
heterophylla

Caxias do Sul S 29°19°53.1"W 51°11°14.4”" A.F. S. lycopersicum 050

Boa Vista do Sul S 29°20°04.4"°W 51°40°42.4”" A.F. S. lycopersicum 051

Boa Vista do Sul S29°18°35.5”°W 51°38°15.8"" A.F. S. lycopersicum 052

Bom Principio S 29°30" 49.5”"W 51°20°38.3" A.F. Cucumis sativus 053

Cangucgu - AA* Ipomoea sp. 031

Cangucu - AA. Solanum 054
americanum,

S. lycopersicum

Cangucu S 31°29°17.0°W 52°32°31.3" AA. S. oleraceus, 055
S. lycopersicum

Cangucu S 31°28°53.7°W 52°33°45.8" AA. Bidens sp, 056
S. lycopersicum

Cangugu S 31°28°01.0"W 52°33'24.2" A.A. S. rhombifolia, 057

S. lycopersicum

*A.F.. Ambiente Fechado

*A.A.: Ambiente Aberto
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3.2.2 Extracao de DNA e amplificacdo do gene mtCOI

A extracdo de DNA total foi feita individualmente para cada adulto
coletado, a partir de uma amostra de 10 individuos de cada local de coleta,
utilizando o método chelex modificado (WALSH et al., 1991). Chelex 100 é uma
resina quelante que possui uma elevada afinidade por ions metalicos
polivalentes. Essa resina € composta de copolimeros de estireno divinilbenzeno
contendo ions iminodiacetato emparelhados, que atuam como grupos quelantes
(WALSH et al., 1991). Cada adulto foi macerado em 50 pl da solucao de Chelex
a 5% em um microtubo de 1,5 mL. Foi submetido a agitacao por alguns segundos
e incubado a 56°C por 15 minutos, novamente foi submetido a agitagdo por
alguns segundos e novamente incubado a 99°C por 8 min. Apds, foi centrifugado
a 14.000 rpm por 5 min. O DNA foi utilizado como molde para amplificacao por
PCR.

A fim de verificar a espécie de mosca branca, primeiramente foi feito um
screening para identificacdo da espécie B. tabaci. Para isso todas as amostras
de DNA foram submetidas a amplificacdo por PCR utilizando os
oligonucleotideos iniciadores C1-J-2195-FW (5'
TTGATTTTTTGGTCATCCAGAAGT 3) e TL2-N-3014-RV )
TCCAATGCACTAATCTGCCATATTA 3') (SIMON et al.,, 1994), os quais
amplificam um fragmento de aproximadamente 800 pb do gene mitocondrial
citocromo oxidase | (mtCOl). Foram incubadas em termociclador nas seguintes
condic¢des: desnaturacéo inicial 94°C por 5 min; 34 ciclos: desnaturagédo 94°C
por 30 s, anelamento 45°C por 45 s, extensao 72°C por 1 min; e uma extensao
final de 72°C por 10 min. Em seguida, a reacdo de PCR foi corrida em gel de

agarose a 1% e realizada a observacao dos fragmentos em transluminador UV.

3.2.3 Anadlise de restricdo para diferenciacdo entre as espécies MED,
MEAM1 e NW

As amostras positivas na PCR, as quais amplificaram o fragmento do gene
mtCOI (800 pb), foram submetidas a analise de restricdo para identificacdo das
espécies pertencentes ao complexo de espécies B. tabaci (MED, MEAM1, NW)
utilizando a enzima de restricao Taql. Para a reacdo foram utilizados: 7,7 yl de

agua; 2,0 ul do tampéo da enzima; 0,3 pl da enzima Tagql; 6,5 pl de PCR e foram
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incubadas por 2 h a 65°C. Para essa digestao, também foram utilizados controles
positivos para as espécies MEAM1 e NW. Apos a digestao, os fragmentos foram
observados em gel de agarose 1,5% e transluminador UV. A fim de obter uma
prévia diferenciacdo dos padrdes para posterior comparacdo, uma analise de

restricdo online (http://nc2.neb.com/NEBcutter2/) foi realizada, utilizando

sequéncias das trés espécies ja identificadas. As amostras que apresentaram
um padrdo de restricdo compativel com a espécie MED, tiveram o PCR
purificado com o Kit illustra GFX PCR DNA; GE Healthcare Life Sciences, de
acordo com as instrucbes do fabricante e enviado para sequenciamento na
empresa Helixxa, (Paulinia, Sado Paulo). As sequéncias utilizadas para
construcdo da arvore filogenética estdo listadas na tabela 4. Essas foram
alinhadas utilizando o programa ClustalW (v. 1.6) em MEGA 6.06. A arvore
filogenética foi construida pelo método Neighbour-Joining usando o software
MEGA 6.06 com 1000 repeticdess de bootstrap.


http://nc2.neb.com/NEBcutter2/
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Tabela 3 - Sequéncias parciais do gene mitocondrial citocromo oxidase | de moscas brancas da

espécie MED utilizadas na analise filogenética.

Espécie N° de acesso GenBank Hospedeiro Local
MED JF304725 Cucumis melo Argentina
MED JF304724 Capsicum annuum Uruguai
MED HQ231408 Solanum lycopersicum  Costa Rica
MED KF991612 C. annuum Brasil
MED KF991614 Ipomoea batatas Brasil
MED KF991613 l. batatas Brasil
MED KF991611 C. annuum Brasil
MED KF991610 C. annuum Brasil
MED EU192061 S. lycopersicum China
MED AB297898 Solanum tuberosum Siria
MED DQ302946 - Espanha
MED HQ198750 Euphorbia pulcherrima EUA
MED FN557470 S. lycopersicum Israel
MED* KY485205 Cucumis sativus Brasil
MED* KY485206 C. sativus Brasil
MED* KY485207 C. annuum Brasil
MED* KY485208 C. annuum Brasil
MED* KY485209 C. annuum Brasil
MED* KY485210 C. annuum Brasil
MED* KY485211 C. annuum Brasil
MED* KY485212 C. annuum Brasil
Aleurocanthus AB536794 Camellia sinensis Japéo
camelliae

*Sequéncias obtidas nesse trabalho.

3.3 Resultados e Discussao

A partir do screening dos 240 individuos adultos analisados, 51 (21%)

individuos apresentaram resultado positivo para B. tabaci, pela amplificacao de

um fragmento de aproximadamente 800 pb. Na tabela 5 estdo apresentadas

todas as amostras positivas e suas respectivas localidades. Ao levar em

consideracdo o numero de amostras positivas, 37% delas foram encontradas

nos municipios de Feliz, 2% em Lajeado, 33% em Cruzeiro do Sul, 6% em Caxias

do Sul, 10% em Bom Principio e 12% em Barra do Quarai (figura 5). Dentro da

familia Aleyrodidae sdo conhecidas mais de 1556 espécies, subdivididas em trés
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subfamilias Aleurodicinae, Aleyrodinae e Udamoselinae (FORERO, 2008).
Portanto, € possivel que os outros 79% dos individuos que ndo apresentaram
resultado positivo para B. tabaci, pertencam a outra espécie da familia
Aleyrodidae, como por exemplo, a espécie Trialeurodes vaporariorum, pois em
trabalho recente realizado no Rio Grande do Sul, foi a espécie de mosca branca
predominante nas cidades de Caxias do Sul, Santa Maria e Pelotas (BARBOSA
et al., 2014Db).

Tabela 4 - Local, coordenadas, identificagdo e quantidade das amostras que apresentaram
resultado positivo para Bemisia tabaci.

Local Coordenadas % de individuos
Feliz S 29°29°03.0°W 51°18°23.0” 90%
Feliz S 29729°03.0°W 51°18°23.0” 30%
Feliz S 29729°38.5°W 51°19°02.0” 70%
Lajeado S 29°27°29.6”W 52°00°59.3” 10%
Cruzeiro do Sul S 29°30°53.6”°W 52°01°08.8"" 60%
Cruzeiro do Sul S 29°32°57.4”W 52°03°34.3” 10%
Cruzeiro do Sul S 29°32°23.7"W 52°00°22.3” 100%
Caxias do Sul S 29°19°53.1"W 51°11°14.4” 30%
Bom Principio S 29°30749.5"W 51°20°38.3” 50%
Barra do Quarai S 30°12°18.6"W 57°32°14.7" 10%
Barra do Quarai S 30°07°13.1"W 57°20" 40.0” 50%

*0%% de individuos: Quantidade de individuos dentro de uma amostra de 10 adultos analisados
que apresentaram resultado positivo.

0,
A 12% Feliz

6%

Lajeado
Cruzeiro do Sul

S04 Caxias do Sul
0
33% = Bom Principio

Barra do Quarai

Figura 5 - Percentagem de amostras positivas para Bemisia tabaci e suas respectivas cidades.

Para identificacdo das espécies do complexo B. tabaci (MED, MEAM1,
NW), foi feita analise de restricdo para os 51 individuos que apresentaram
resultado positivo. A analise de restricdo online feita com sequéncias de cada

uma das espécies: MED, MEAM1 e NW mostrou um padréo diferente para cada
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uma (anexos A, B e C). Para a espécie MED as bandas apresentaram um
tamanho aproximado de 650 pb e 150 pb. J& a espécie MEAML1 apresentou trés
bandas com tamanhos diferentes 150 pb, 200 pb e 450 pb e a espécie NW
apresentou duas bandas com tamanhos de 450 e 430 pb. Quando comparado
esses padrbes com as digestbes feitas em laboratério e com 0s controles
positivos das espécies NW e MEAM1, é possivel observar a semelhanca entre
o padréo e o tamanho das bandas (figura 6- A, B e C) sendo realizada entdo a

identificacdo das espécies do complexo B. tabaci.
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Figura 6 - Eletroforese em gel de agarose apresentando diferentes padrées de restricdo. (A)
Padrao de restricdo das espécies: 1 — Middle East-Asia Minor 1; 2 - Mediterranean e 3 — New
World. (B) Padréo de restricdo das espécies: 1 — Middle East-Asia Minor 1 e 2 — Mediterranean.

(C): Padrao de restricdo da espécie New World. M: Marcador 1Kb DNA ladder (Invitrogen).

Dos 51 individuos analisados através da digestéo, 25 sédo pertencentes a

espécie MEAML1, sendo essa a espécie mais distribuida entre os locais de coleta,

seguida da espécie NW com 18 individuos identificados e por ultimo 8 individuos

identificados como a espécie MED (figura 7).
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Complexo B. tabaci

MEAM1 mNW mMED

Figura 7 - Percentagem de ocorréncia das espécies do complexo Bemisia tabaci nos locais de
coleta.

A deteccao da espécie NW ocorreu nas cidades de Lajeado em plantas
dentro de casa de vegetacao e em Cruzeiro do Sul em campo aberto (figura 8A).
Nos dois locais ela foi encontrada colonizando principalmente plantas daninhas
como: Bidens sp, Sonchus oleraceus e Sida rhombifolia. Esses dados séo
semelhantes aos obtidos por Marubayashi (2013), onde as espécies indigenas
NW e NW2 também foram encontradas preferencialmente colonizando plantas
daninhas. Vale destacar que na cidade de Cruzeiro do Sul, estas espécies
também foram encontradas colonizando soja e feijao. No Rio Grande do Sul, ndo
hé& trabalhos relatando a presenca da espécie NW em ambas as culturas, porém
em outros estados como Goias, Mato Grosso e Ceara ja foi relatada a presenca
em feijao e em Mato Grosso e no Distrito Federal a presenca em soja (LIMA et
al., 2000).

A espécie MEAM1 foi encontrada em casa de vegetacdo nas cidades de
Bom Principio, Caxias do Sul e Feliz (figura 8B). Foi coletada a partir de plantas
como: tomate, pepino, Bidens sp e Euphorbia heterophylla. MEAML1 foi a que
apresentou o maior numero de individuos identificados, mostrando ser a espécie
predominante. Em estudos feitos em outros estados, MEAM1 também
apresentou ampla distribuicdo tanto em plantas daninhas como em plantas
cultivadas (MARUBAYASHI et al., 2013). A predominéncia da espécie MEAM1
também é observada em outros paises da América Latina, pois a sua invasao

teria deslocado as populagdes indigenas da mosca branca (NW e NW2)
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(BARBOSA et al., 2014b). No entanto, a existéncia das espécies indigenas de
forma significante em alguns locais se deve ao fato das adaptacdes que essas
sofreram, a fim de ndo competir pelos hospedeiros preferidos de MEAM1
(BARBOSA et al., 2014b). Um exemplo pode ser citado, como 0 que ocorre na
cultura do tomateiro, onde a colonizacéo por populacdes da espécie MEAM1 é
eficiente apresentando um grande numero de ninfas e ovos, j4 as espécies
indigenas ndo apresentam essa eficiéncia, ndo sendo o tomate um hospedeiro
preferencial (HILJE & MORALES, 2008).

Neste trabalho, por exemplo, a espécie MEAML1 foi a predominante com
49% de ocorréncia no estado do RS, distribuida em trés cidades diferentes. No
entanto a presencga da espécie indigena foi dominante em duas cidades e sua
percentagem de ocorréncia ficou 14% abaixo da MEAM1. Conforme mencionado
anteriormente, esse fato pode ser devido as adaptacfes sofridas pela espécie
indigena em relacdo aos seus hospedeiros a fim de evitar a competicdo com a
MEAML1. Pois, exceto para Bidens sp. onde foram encontradas as duas espécies,

porém em locais diferentes, os outros hospedeiros foram diferentes entre elas.

S Espécie NW B Espécie MEAML

16%

84%

m Cruzeiro do Sul mLajeado mFeliz mCaxias do Sul Bom Principio

Figura 8 - Percentagem de ocorréncia das espécies New World (NW) (A) e Middle East-Asia
Minor 1 (MEAM1) (B) e as respectivas cidades.

A presenca da espécie MED foi observada em casa de vegetacdo nas
cidades de Barra do Quarai, Feliz e Bom Principio (figura 9). Em Feliz e Bom
Principio, as coletas foram feitas em plantas de pepino e em Barra do Quarai
foram coletadas em plantas de pimentdo. O primeiro relato da espécie MED no
Brasil, ocorreu em 2014, onde ela foi encontrada na cidade de Barra do Quarai

(BARBOSA et al.,, 2014a). Atualmente, MED €& a espécie mais agressiva do
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complexo B. tabaci, pois além de apresentar resisténcia a maioria dos inseticidas
utilizados no seu controle, tem mostrado uma maior capacidade de invasao,
podendo deslocar populacdes da espécie MEAM1 (HOROWITZ et al., 2005;
CHU et al., 2010).

Em relac&o a distribuicdo da espécie MED no estado, € possivel observar
que a concentracao da populacao é maior na cidade de Barra do Quarai, onde
foi encontrada pela primeira vez. Isso pode ser devido a localizagao da cidade,
a qual faz fronteira com paises como Uruguai e Argentina onde a espécie
encontra-se presente desde 2011 (GRILLE et al., 2011).

Espécie MED

&

m Barra do Quarai mBom Principio Feliz

Figura 9 - Percentagem de ocorréncia da espécie Mediterranean (MED) e as cidades onde foi
encontrada.

A ocorréncia da espécie MED até o momento néo tinha sido relatada em
outras regides do Rio Grande do Sul, que ndo na cidade Barra do Quarai. Porém
0 numero de individuos encontrados foi baixo e a presenca se deu em apenas
duas cidades onde a espécie MEAML1 foi predominante (figura 10), diferente do
encontrado na cidade de Barra do Quarai, onde foi verificada apenas a presenca
da espécie MED. Sendo assim € possivel que esses individuos tenham sido
introduzidos nesses locais através de mudas oriundas de outras regides do pais

ou até mesmo importadas.
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Figura 10 - Percentagem de ocorréncia das espécies Middle East-Asia Minor 1 (MEAM1) e
Mediterranean (MED). (A) Cidade de Feliz; (B) Cidade de Bom Principio.

Outro fato que pode contribuir para a populacdo da espécie MED ainda
ser baixa e ndo encontrar-se distribuida em todo o estado sédo as condi¢cdes
climaticas exigidas para o seu desenvolvimento. Pois regimes de temperatura e
chuva sado os principais fatores ambientais que afetam a dinAmica de B. tabaci
(HILJE & MORALES, 2008). Em trabalho feito por Bonato (2007), a menor
temperatura observada para o desenvolvimento de B. tabaci espécie MED foi de
17°C, sendo 10.2°C o menor limiar térmico para desenvolvimento. Sendo assim,
a populacao de mosca branca diminui muito durante o inverno do Rio Grande do
Sul e sua sobrevivéncia s6 é possivel caso ela encontre locais abrigados com
temperaturas amenas.

Para entender melhor a distribuicdo de MED no Estado, uma analise
filogenética com as sequéncias obtidas neste trabalho e com sequéncias de
outras regides do mundo, demostrou uma divisdo da espécie MED (figura 11).
No grupo 1 estdo os individuos encontrados na cidade de Barra do Quarai
(KY485207, KY485208, KY485209, KY485210, KY485211, KY485212), esses
estdo intimamente relacionados com os individuos coletados no mesmo local,
porém em 2014, além dos encontrados no Uruguai e Argentina. Esse
agrupamento sugere que a entrada da espécie MED no Rio Grande do Sul,
possa ter sido a partir destes paises e isso pode estar relacionado com a
localizac&o da cidade de Barra do Quarai, a qual faz fronteira com os dois paises.
No grupo 2, estédo os individuos coletados nas cidades de Bom Principio e Feliz
(KY485205 e KY485206) que agruparam com espécimes de paises como Siria
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e Israel. Os dois grupos estao relacionados, porém, observando a distancia entre
0s espécimes encontrados nas cidades de Barra do Quarai e Bom Principio e
Feliz, pode-se dizer que é mais provavel que ndo tenha havido uma disperséo
para esses locais a partir de Barra do Quarai e sim que esses individuos foram
introduzidos a partir de outros paises ou outros locais do pais por meio de
material vegetal ja contendo a mosca branca.

Em relag&o a mosca branca no Rio Grande do Sul, mais estudos devem
ser realizados levando em consideragdo o0 seu comportamento e a distribuicéo
geografica das espécies do complexo B. tabaci, principalmente a espécie MED.
Em adicdo a isso, é de extrema importancia saber qual a espécie esta ocorrendo
em determinado local, para que as estratégias de controle adotadas sejam

eficientes e os prejuizos causados pela mosca branca sejam minimizados.



38

EU192061 - China

JF304724 - Uruguai

KF991610 - Brasil (Barra do Quarai)
KF991613 - Brasil (Barra do Quarai
KF991611 - Brasil (Barra do Quarai
KF991612 - Brasil (Barra do Quarai)
KY485210 - Brasil (Barra do Quarai) Grupo 1
KY485209 - Brasil (Barra do Quarai)
KY485208 - Brasil (Barra do Quarai)
KY485212 - Brasil (Barra do Quarai)
KF991614 - Brasil (Barra do Quarai)
KY485207 - Brasil (Barra do Quarai)
68— KY485211 - Brasil (Barra do Quarai)
DQ302946 - Espanha

JF304725 - Argentina

HQ198750 - EUA

54— HQ231408 - Costa Rica —_—
KY485206 - Brasil (Feliz) ]
KY485205 - Brasil (Bom Principio)

94 ——— FN557470 - Israel

AB297898 - Siria _
AB536794 Aleurocanthus camelliae

)
)

61

Grupo 2

Figura 13 - Analise filogenética do gene mtCOI parcial utilizando o método neighbour-joining em
analise bootstrap com 1000 repetices com o programa MEGA 6.06. Sequéncias representativas
de MED foram incluidas e Aleurocanthus camelliae foi utilizada como grupo externo. O pais de
origem e 0 numero de acesso no GenBank estdo indicados para cada sequéncia e as sequéncias
relatadas nesse trabalho estdo em negrito.
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3.4 Conclusdes

No estado do Rio Grande do Sul foram encontradas trés espécies do
complexo B. tabaci: Middle East-Asia Minor 1 (MEAM1), Mediterranean (MED) e
New World (NW).

A espécie MEAML1 foi predominante no estado, encontrada nas cidades
de Bom Principio, Caxias do Sul e Feliz.

Seguida da espécie NW, encontrada nas cidades de Cruzeiro do Sul e
Lajeado. A espécie MED ocorre em menor percentagem que as outras e foi

encontrada nas cidades de Barra do Quarai, Bom Principio e Feliz.
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4 CAPITULO lI: Primeiro relato de um begomovirus associado ao pepino

4.1 Introducao

O pepino (Cucumis sativus L.) € uma hortalica pertencente a familia
Cucurbitaceae, uma planta de origem Asiatica, com boa adaptacao e producdo
tanto em ambiente protegido, como no campo (FONTES & PUIATTI 2005). No
Brasil € um fruto bastante apreciado e consumido na forma de fruto imaturo, em
saladas, dentre outras, fato pelo qual a sua importancia tem crescido na
comercializacao de hortalicas (CARDOSO & SILVA 2003).

As viroses estdo entre as principais doencas que afetam as cucurbitaceas
e quando ocorrem no estadio inicial de desenvolvimento das plantas, acarretam
perdas na producdo e afetam a qualidade dos frutos (LIMA et al., 2011). A
incidéncia e severidade dessas doencas variam segundo a interacédo patdgeno,
hospedeiro, vetor e meio ambiente (PROVVIDENTI, 1996).

Dentre os virus que acometem as cucurbitaceas, no Brasil, os potivirus
merecem destaque com trés espécies importantes: Papaya ringspot virus — type
watermelon (PRSV-W), Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV) e Watermelon
mosaic virus (WMV) (LIMA et al., 2011). Além dos potivirus, outros grupos de
virus podem ocorrer, por exemplo os begomovirus. Cinco begomovirus
bipartidos que infectam cucurbitdceas ja foram reconhecidos pelo Comité
Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV): Squash leaf curl virus (SLCV),
Squash mild leaf curl virus (SMLCV), Cucurbit leaf crumple virus (CuLCrV),
Melon chlorotic leaf curl virus (MCLCuV) e Melon chlorotic mosaic virus (MeCMV)
(ROMAY et al., 2015). Porém, até o momento, no Brasil, ndo se tem relato da
ocorréncia de begomovirus na cultura do pepino.

O género Begomovirus possui o0 maior numero de espécies dentro da

familia Geminiviridae (322 de 362 espécies totais) (ICTV, 2017). Apresenta o
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genoma de DNA circular, fita simples, podendo ser monopartido ou bipartido,
com dois componentes gendmicos conhecidos como DNA-A e DNA-B (BROWN
et al., 2012). Nos ultimos anos houve um aumento consideravel no nimero de
doencas causadas por begomovirus, fato que pode ter sido impulsionado pelo
seu vetor Bemisia tabaci, especialmente pela espécie MEAM1 (biétipo B), que é
altamente polifaga e se encontra distribuida por todo o mundo (GILBERTSON et
al., 2015).

No estudo realizado de coleta e identificacdo das espécies de B. tabaci,
plantas cultivadas e daninhas, que estavam associadas a esta praga também
foram coletadas. Um estudo de diagnéstico foi realizado buscando verificar a
presenca de begomovirus. Devido a alta incidéncia desse grupo de virus em
culturas horticolas e a alta eficiéncia na sua transmissao pela mosca branca, o
objetivo deste estudo foi diagnosticar e caracterizar molecularmente um isolado

de begomovirus encontrado em pepino no estado do Rio Grande do Sul.

4.2 Material e Métodos

4.2.1 Coletas das amostras e extracao de DNA total

Nos meses de Novembro de 2015 e Marco de 2016, foram coletadas
aleatoriamente em 11 municipios do Rio Grande do Sul, folhas de plantas
cultivadas e daninhas, a fim de diagnosticar a presenca de begomovirus,
totalizando 35 amostras (tabela 5).

O DNA total dessas amostras foi extraido a partir de um disco foliar
retirado de cada uma das folhas e realizado segundo protocolo descrito por
Doyle & Doyle (1987).

4.2.2 Deteccéo por PCR (Polymerase Chain Reaction)

O DNA total das amostras foi submetido a amplificagéo por PCR utilizando
primers universais para deteccdo do DNA-A de begomovirus pAR1c496 (5'-
AATACTGCAGGGCTTYCTRTACATRGG-3) e pAL1v1978 (5°-
GCATCTGCAGGCCCACATYGTCTTYCCNGT-3") (ROJAS et al., 1993). Um
fragmento de aproximadamente 1,1 Kb do DNA-A, compreendendo a regiao



42

comum e as extremidades amino-terminal dos genes Rep e Cp foi obtido. O

produto foi visualizado em gel de agarose 1% e transluminador UV.

Tabela 5 - Localidades, coordenadas, tipo de ambiente e espécies de plantas coletadas.

Local Coordenadas Tipo de Hospedeiro
Ambiente
Barrado Quarai S 30°12°18.6"W 57°32°14.7" AF.* Capsicum annuum
Barra do Quarai S 30°07°13.1”"W 57°20" 40.0° A.F. C. annuum
Barra do Quarai S 30°06" 47.4"W 57°20°23.2" A.F. Solanum lycopersicum
Cangucu - AA* Ipomoea sp.
Capéo do Ledo - A.F. Phaseolus vulgaris
Feliz S$29°29°03.0°W 51°1823.0"° AF. S. lycopersicum
Feliz S$29'29°03.0°W 5118 23.0" A.F. Cucumis sativus
Feliz S$29°29°38.5” W 51'19°02.0"" A.F. C. sativus
S. lycopersicum
Lajeado S29°27 29.6°W 52°00'59.3" A.F. Bidens sp.,
Sonchus oleraceus
Cruzeiro do Sul S 29°30°53.6”'W 52°01°08.8”" AA. Glycine max
Cruzeiro do Sul S 29°32°57.4W 52°03'34.37 AA. P. vulgaris,
S. oleraceus
Cruzeiro do Sul S 29°32° 23.7°W 52°00°22.3" AA. Bidens sp.,
Sida rhombifolia
Flores da Cunha S 28°57°46.2”°W 51°10°56.8"" A.F. S. lycopersicum, Ipomoea
sp.
Flores da Cunha S 28°57°46.2”°W 51°10'56.8" A.F. Bidens sp.
Sao Marcos S 28°56°10.3”"W 51°08°00.2"" A.F. S. lycopersicum, Ipomoea
sp.
Caxias do Sul S 29°02°30.8"W 51°0220.0° A.F. Bidens sp, Euphorbia
heterophylla
Caxias do Sul S 29°19'53.1"W 51°11°14.4" A.F. S. lycopersicum
Boa Vistado Sul S 29°20°04.4”°W 51°40°42.4”" A.F. S. lycopersicum
Boa Vistado Sul S29°18°35.5”W 51°38°15.8" A.F. S. lycopersicum
Bom Principio S 29°30" 49.5”"W 51°20°38.3" A.F. Cucumis sativus
Cangugu - AA. Solanum americanum,
S. lycopersicum
Cangugu S 31°29°17.07°W 52°32°31.3" AA. S. oleraceus,
S. lycopersicum
Cangucu S 31°28'53.7"W 52°33'45.8” A.A. Bidens sp,
S. lycopersicum
Cangucu S 31°28°01.0°W 52°33'24.2" AA. S. rhombifolia,

S. lycopersicum

*A.F.: Ambiente fechado
A.A.: Ambiente aberto

4.2.3 Amplificacdo por RCA (Rolling Circle Amplification) e andlise de

restricao

Das 35 amostras de plantas coletadas, oito foram utilizadas para

prosseguir com a amplificagcdo por RCA. Onde na reagéo foi usado o DNA total
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extraido, juntamente com primers tioprotegidos e com a enzima DNA polimerase
do bacteriéfago phi29 (NEB Labs), de acordo com as instru¢ces do fabricante
(INOUE-NAGATA et al., 2004). A amostra foi incubada em termociclador por 20
horas a 30°C e a 10 min a 65°C para a inativacao da enzima ao final da reacao.
Os fragmentos amplificados foram digeridos com as enzimas de restricdo Apal,
Balll, Clal, EcoRV, Hindlll, Notl, Pstl, Sacl, Xbal e Xhol. As reacfes de digestao
foram feitas utilizando 6,7 ul de 4gua estéril, 1,0 yl do tampé&o da enzima, 0,3 pl
de enzima e 2,0 yl de RCA e incubadas por 2 h a 37°C. Os produtos das
digestdes foram visualizados atraves de eletroforese em gel de agarose 1% e
transluminador UV. Dentre as enzimas utilizadas, Sacl liberou um fragmento
correspondente a uma cépia do genoma de um begomovirus (2.6Kb), somente
para a amostra de pepino. Este resultado possibilitou a continuacéo do trabalho

com a clonagem deste fragmento de DNA.

4.2.4 Clonagem e minipreparacao plasmidial

O vetor utilizado para clonagem foi o pBluescript KS+ (Stratagene) (pKS).
Esse foi digerido com a mesma enzima de restricdo utilizada no RCA (Sacl) e
desfosforilado com a enzima fosfatase alcalina (CIP), conforme recomendacéo
do fabricante. A ligacao inserto-vetor ocorreu a 4°C — “overnight” com o uso da
enzima T4 DNA ligase (Invitrogen).

O produto da reacédo de ligacdo foi utilizado para transformacédo em
Escherichia coli estirpe DH5a pelo método do choque térmico (SAMBROOK;
RUSSEL, 2001). As células transformadas foram plaqueadas em meio de cultura
Luria Bertani (LB) com o antibiético ampicilina e incubadas a 37°C — “overnight”.
ApOGs a incubacdo, possiveis coldnias recombinantes, de coloragdo branca,
foram transferidas individualmente para microtubos de 1,5 mL, contendo meio
LB liguido com ampicilina. Os tubos foram mantidos sob agitacdo, a 37°C —
“overnight”.

Posteriormente a incubacdo, as amostras foram submetidas a
minipreparacdo de DNA plasmidial pelo método de lise alcalina (SAMBROOK;
RUSSEL, 2001). A presenca do inserto de ~2.6Kb, foi confirmada através da
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digestdo dos plasmideos com a enzima utilizada na clonagem, para verificacdo

do tamanho esperado do genoma.

4.2.5 Sequenciamento e anélise de sequéncias

O clone selecionado para determinacdo da sequéncia nucleotidica foi
enviado para sequenciamento na empresa Helixxa (Paulinia, Sdo Paulo). Na
primeira rodada do sequenciamento foram utilizados os oligonucleotideos
universais M13 Forward e M13 Reverse. Com o resultado desta primeira rodada
de sequenciamento, a sequéncia obtida foi utilizada para a construcdo dos
primers internos a fim de obter o sequenciamento completo do genoma (tabela
6).

Tabela 7 - Primers utilizados para sequenciamento do clone de begomovirus.

Primer Sequéncia (5’ — 3’)

M13 — FW* GTAAAACGACGGCCAGT

M13 — RV* GCGGATAACAATTTCACACAGG
PIP2 — FW** TGAACAGGCCCATGTACAG
PIP1- RV** TGCATCGTGCTTTGCAATCC

*Primers universais
**Primers desenvolvidos neste trabalho

A sequéncia obtida foi montada utilizando o programa DNA Baser v.3.5 e
analisada pelo algoritmo Blastn disponivel online

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/). Para determinacdo das ORFs foi utilizado o

algoritmo ORF finder (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/) disponivel online.

4.2.6 Analise Filogenética

ApoOs os resultados, com a identificacdo da sequéncia clonada, foi
realizada uma andlise filogenética com a sequéncia completa de nucleotideos
do DNA-A da amostra encontrada neste estudo e sequéncias de outros
begomovirus relatados no Brasil e em outros paises (tabela 7). As sequéncias
de DNA foram alinhadas utilizando o ClustalW (v. 1.6) em MEGA 6.06. Uma
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arvore filogenética foi construida pelo método Neighbour-Joining com o software

MEGA 6.06.

Tabela 7 - Begomovirus utilizados na analise filogenética. Espécie, nimero de acesso nho

GenBank, hospedeiro e local.

Espécie N° GenBank Hospedeiro Local

ToSRV FJ824808 Capsicum annuum S&o Paulo

ToSRV JX415197 Nicandra physaloides Goias

ToSRV JX415190 Crotalaria juncea Goias

ToSRV DQ207749 Capsicum annuum Goias

ToSRV JF803263 Solanum Distrito Federal
lycopersicum

ToSRV KX458238 Phaseolus vulgaris Brasil

ToSRV-BP * - Cucumis sativus Rio Grande do

Sul

Squash leaf curl virus (SLCV) AF256203 Citrullus lanatus USA

Squash mild leaf curl virus DQ285014 - USA

(SMLCV)

Melon chlorotic mosaic virus  HM163576 Citrullus lanatus Venezuela

(MeCMV)

Melon chlorotic leaf curl virus  AF325497 Cucumis melo Guatemala

(MCLCuV)

Tomato rugose mosaic virus ~ AF291705 Solanum Minas Gerais

(ToORMV) lycopersicum

Bean golden mosaic virus NC_004042 Phaseolus vulgaris Brasil

(BGMV)

Sida micrantha mosaic virus AJ557451 Sida micrantha Brasil

(SimMV)

Cucurbit leaf crumple virus AF256200 - USA

(CuLCrV)

Tomato yellow leaf curl virus NC_004005 Capsicum anuum Espanha

(TYLCV)

*ToSRV-BP — sequéncia obtida neste estudo.

4.3 Resultados e Discussao

O resultado obtido através da PCR, mostrou que das 35 amostras
analisadas sete tiveram resultado positivo, amplificando um fragmento de
aproximadamente 1,1 Kb (tabela 8).

Foram realizadas reacdes de amplificacdo (RCA), para todas as amostras
positivas. No entanto, a amostra de pepino foi a Unica que, apds a andlise de
restricdo liberou um fragmento correspondente a uma copia do genoma dos
begomovirus. Além disso, e mais importante, essa escolha também se baseou
no fato de que no Brasil ndo se tem relato da ocorréncia de begomovirus em

pepino.
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Tabela 8 - Local de coleta, coordenadas e espécies de plantas que apresentaram resultado
positivo para begomovirus.

Local de coleta Coordenadas Espécie
Feliz S 29°29°03.0°W 51°18" 23.0” Tomate
Bom Principio S 29°30" 49.5”W 51°20°38.3” Pepino
Feliz S$29729'38.57 W 51°19°02.0” Tomate
Cruzeiro do Sul S 29°30°53.6”'W 52°01°08.8™ Soja
Cruzeiro do Sul S 29°32°57.4"W 52°03°34.3” Feijdo
Cruzeiro do Sul S 29°32" 23.7"W 52°00°22.3” Guanxuma
Flores da Cunha S 28°57°46.2”"W 51°10°56.8"" Ipomea

A comparacédo do primeiro resultado do sequenciamento com sequéncias

depositadas no banco de dados Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/)
revelou 98% de identidade com o DNA-A de um isolado de Tomato severe
rugose virus, sendo essa uma identificacao preliminar. Para confirmar a infeccao
da planta de pepino por um begomovirus, primers internos foram desenhados,
para realizacdo do sequenciamento do genoma completo do virus. A sequéncia
completa de nucleotideos (nt) do DNA-A foi entdo comparada com as contidas
no Genbank e apresentou 97% de identidade de nt com um isolado de ToSRV
encontrado em tomate, no estado de Goias (JX415196).

A sequéncia do DNA-A de ToSRV obtido no trabalho apresentou 2574
nucleotideos, com uma organizacdo gendmica semelhante a outros
begomovirus bipartidos. Foi encontrada a sequéncia de nove nucleotideos
TAATATT|AC caracteristica da maioria dos geminivirus, onde encontra-se a
origem de replicagdo. Além dessa caracteristica comum, o DNA-A do isolado
também apresentou uma ORF no sentido viral, conhecida como AV1 (Cp) e
quatro ORFs no sentido complementar denominadas AC1 (Rep), AC2 (Trap),
AC3 (Ren) e AC4, organizacao tipica dos begomovirus do Novo Mundo os quais
apresentam cinco ORFs no DNA-A (ROJAS et al., 2005).

A andlise filogenética mostra o agrupamento entre os diferentes isolados
de ToSRV, porém € possivel observar uma estreita relacdo entre o isolado
encontrado em pepino, deste trabalho, e os isolados de ToSRV encontrados em
tomate e feijdo, além do virus Tomato rugose mosaic virus (TRMV). Em relacao
aos begomovirus encontrados em cucurbitaceas, pode-se observar que houve
uma distancia entre eles e o isolado encontrado no trabalho, ficando a sequéncia
encontrada nesse estudo mais proxima de outros begomovirus encontrados no
Brasil, como SimMV e BGMV (figura 12).
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Figura 12 - Analise filogenética com as sequéncias dos DNA-A de espécies de begomovirus.
Utilizando o método neighbour-joining em analise bootstrap com 1000 repeticdes com o
programa MEGA 6.06. A espécie e o numero de acesso no GenBank estdo indicados para cada
sequéncia e a sequéncia encontrada no trabalho encontra-se em negrito.

No Brasil, ndo ha relatos da ocorréncia de ToSRV em plantas de pepino.
Embora, essa espécie de virus seja predominante em cultivos de tomate, ela
também é capaz de infectar pimentdo, batata, tabaco, plantas daninhas e
recentemente foi encontrada infectando plantas de feijdo (SOUZA-DIAS et al.,
2008; BARBOSA et al., 2009; NOZAKI et al., 2010; BARBOSA et al., 2011;
Macedo et al., 2016). O fato da amostra coletada ndo apresentar sintomas de
infeccdo pelo ToSRV, é o mesmo ocorrido em trabalho realizado por Macedo
(2016), onde foi diagnosticada a presenca desse virus em plantas de feijao
assintomaticas e mesmo 21 dias apds a inoculacédo as plantas de feijdo ainda
assim ndo apresentaram sintomas tipicos da infeccdo como: clorose,
enrolamento e reducdo do tamanho das folhas. Sabendo-se da importancia que
essa espécie apresenta para o cultivo do tomate e que ela pode estar presente
em hospedeiros alternativos, mesmo que esses nao apresentem sintomas, €

preciso ficar atento tanto para o caso do ToSRV vir a causar perdas na cultura
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do pepino como também para que essa néo se torne um reservatoério natural do
virus, prejudicando lavouras de tomate que estejam proximas.

Além disso, sabe-se que para ocorréncia de um determinado virus no
campo muitos fatores estdo envolvidos, porém segundo trabalho realizado por
Macedo (2015) a eficiéncia de transmissdo do ToSRV por Bemisia tabaci em
plantas de tomate seria o fator principal para a predominancia da espécie no
campo. Esse fato pode ser relacionado com o presente estudo, pois no local
onde a amostra foi coletada foi observada uma alta infestacao por mosca branca,
além de lavouras de tomate nas proximidades. Portanto, ter encontrado um virus
que tipicamente infecta plantas de tomate em pepino, pode estar relacionado ao
fato da mosca branca ser altamente polifaga, possuindo mais de 500 espécies
de plantas hospedeiras (cucurbitaceas, solanaceas, brassicas, fabaceas,
euforbiaceas, malvaceas e plantas ornamentais) (HAJI et al., 2004). De tal modo,
outros fatores como a suscetibilidade do hospedeiro, as condi¢des climaticas, o
uso exagerado de inseticidas nas lavouras de tomate, podem estar causando
mudancas nas popula¢cdes de mosca branca e consequentemente a procura por
novos hospedeiros, ocasionando a transmisséo de virus que antes eram restritos
a uma determinada cultura.

Devido a importancia e os danos causados pelo ToSRV em cultivos de
tomate é preciso ficar alerta para que o mesmo nao ocorra ha cultura do pepino.
Tomando cuidado para que lavouras de pepino infectadas por ToSRV néo
tornem-se uma fonte de inéculo do virus e possam se transformar em um

problema potencial para a cultura do tomate.
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4.4 Conclusdes

Esse é o primeiro relato da ocorréncia de Tomato severe rugose virus

infectando pepino.
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5 Consideracdes Finais

Conhecer a distribuicdo geogréfica das espécies do complexo B. tabaci
no Rio Grande do Sul é extremamente importante para garantir o0 seu manejo
adequado, visto a importancia que essa praga vem ganhando nos ultimos anos.

A presenca da espécie MED em outras regides do estado, alertam para a
introducd@o de uma espécie mais agressiva que com o tempo pode vir a deslocar
espécies menos invasivas como MEAM1 e NW.

Altas infestacdes de mosca branca, contribuem para a ocorréncia de
doencas causadas por begomovirus. A espécie ToOSRV é prevalente em cultivos
de tomate, porém no Brasil, até 0 momento ndo havia sido relatada a ocorréncia
de begomovirus infectando pepino.

O comportamento da mosca branca pode estar associado com a
ocorréncia desse virus em pepino, pois as mudancas no manejo de producéo,
por exemplo, 0 uso intensivo de inseticidas para o controle da praga, podem
estar favorecendo a migracdo da mosca branca para novos hospedeiros e
consequentemente a transmissdo de virus que até entdo nado tinham sido
encontrados na cultura.

O conhecimento sobre o vetor B. tabaci, ajuda ndo apenas o entendimento
sobre o seu comportamento, mas também na distribuicdo e ocorréncia de

begomovirus.
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Anexo A — Anélise de restricdo online com a enzima Taql. Padréo de
restricdo referente a espécie NW (bidtipo A).
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Anexo B - Analise de restricdo online com a enzima Taql. Padréo de
restricdo referente a espécie MED (biotipo Q).
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Anexo C - Analise de restricdo online com a enzima Taql. Padréo de
restricdo referente a espécie MEAML1 (bidtipo B).
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