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Genetic Variability of the Bemisia tabaci (Gennadius) Biotype B (Hemiptera: Aleyrodidae) in Vegetable
Crops in Sao Luis, State of Maranhdo, Brazil

ABSTRACT - The RAPD technique is widely used to investigate the distinct genetic characteristics
of the complex Bemisia tabaci (Gennadius), which is currently constituted of approximately 41
biotypes. The objective of this research was to characterize populations of whitefly collected in
crops of agricultural producing areas in Sdo Luis, MA, like okra, beans and pepper, using RAPD
molecular markers. Females from nine whitefly populations were analyzed and compared with B.
tabaci biotype B taken from poinsettia culture of Embrapa Genetic Resources and Biotechnology
(Brasilia, DF). Twelve out of the 20 primers tested produced specific band patterns suitable to confirm
that the evaluated specimens belong to the biotype B of B. tabaci, despite the high percentage of
detected polymorphism. The analysis of the 96 RAPD molecular markers generated indicated that
the populations on okra, beans and pepper were grouped according to the host cultures, sharing 80,
76 and 45% of genetic similarity, respectively, when compared with the control population of B.
tabaci biotype B. A lower selective pressure was observed with the population of whitefly collected
on pepper and minor genetic variability in the whitefly populations collected on okra and bean, when
compared with the control population.
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RESUMO - A técnica de RAPD ¢é amplamente empregada para investigar caracteristicas genéticas
distintas dentro do complexo Bemisia tabaci Gennadius, atualmente constituido de aproximadamente 41
bidtipos. O objetivo desta pesquisa foi caracterizar populagdes de mosca-branca coletadas em culturas
agricolas do municipio de Sao Luis, MA, como quiabo, feijdo e pimentdo, utilizando marcadores
moleculares RAPD. Fémeas de nove populagdes de mosca-branca foram analisadas e comparadas
com o bidtipo B de B. tabaci proveniente de cultura de poinsétia da Embrapa Recursos Genéticos
e Biotecnologia (Brasilia, DF). Dos 20 iniciadores utilizados, 12 produziram padrdes de bandas
especificas, que permitiram confirmar que os espécimes avaliados pertencem ao grupo do bidtipo B de
B. tabaci, apesar da alta percentagem de polimorfismo detectado. Com os 96 marcadores moleculares
RAPD gerados foi construido um dendrograma, que mostrou que as populagdes de quiabo, feijao e
pimentdo foram agrupadas de acordo com as culturas hospedeiras. A matriz de similaridade genética
entre as populacdes de B. tabaci mostrou 80, 76 ¢ 45% similaridade genética entre as populagdes das
culturas de quiabo, feijao e pimentio, respectivamente, quando comparadas com a populacdo controle
de B. tabaci biotipo B. Foi também observada menor pressao de sele¢do na populagdo de mosca-branca
coletada em pimentdo e menor variabilidade genética nas populagdes de mosca-branca coletadas em
quiabo e feijao, quando comparadas com a populagdo controle.

PALAVRAS-CHAVE: Mosca-branca, cultura hospedeira, RAPD, caracterizagdo genética
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Bemisia tabaci (Gennadius) representa um complexo
de 41 bidtipos (De Barro et a/ 2005), dentre os quais o
biodtipo B tornou-se uma das mais importantes pragas para
a agricultura mundial (Lima ez a/ 2000), causando grande
impacto so6cio-econdmico tanto como praga (danos diretos)
quanto como vetor, especialmente de fitoviroses (danos
indiretos) (Lima et a/ 2002b). Estima-se que nas tltimas trés
décadas as perdas e os custos de controle provocados por
esse inseto foram da ordem de bilhdes de ddlares (Oliveira
et al 2001, 2003).

No Brasil, o biotipo B de B. tabaci foi introduzido
no inicio dos anos 90 no estado de Sdo Paulo, atingindo
rapidamente as principais fronteiras agricolas do pais,
sendo poucos os estados onde ainda ndo ocorre (Lourencao
et al 2003). Na Regido Nordeste, devido ao clima tropical
seco com estacdo umida curta, alta luminosidade e calor
constante esse inseto tem se adaptado facilmente, com
infestacdes elevadas, causando desordens fitotoxicas nas
plantas atacadas e geminiviroses (Louren¢ao et al 2001,
Lima et al 2003).

A complexidade da espécie B. tabaci tem gerado inimeros
trabalhos que utilizam diversas técnicas moleculares para a
analise do seu DNA nuclear e mitocondrial. As técnicas
moleculares mais utilizadas para identificar os numerosos
biodtipos que formam o complexo B. tabaci e determinar
as caracteristicas genéticas distintas entre eles incluem
PCR (Polymorphic Chain Reaction) (Calvert et al 2001,
De Barro 2005), RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA) (Khasdan et al 2005, Rekha et al. 2005), AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism) (Cervera et
al 2000, Gogmen & Devran 2002) ¢ RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism) (Abdullahi et al 2004,
Rabello 2005).

No Brasil, ainda sdo poucos os trabalhos que utilizam
técnicas moleculares para o estudo genético das populagdes
de mosca-branca, sendo a técnica de RAPD a mais
comumente utilizada. Os resultados de alguns trabalhos dessa
natureza tém demonstrado uma enorme dispersao do bidtipo
B de B. tabaci em praticamente todos os estados brasileiros,
bem como a presenca de outro bidtipo, o biotipo BR, nativo
do Brasil, citado apenas em algumas analises moleculares
(Lima et al 2002a, 2003, Truol et al 2003).

O conhecimento da variabilidade genética dos biotipos
de B. tabaci, envolvendo populacdes de diferentes plantas
hospedeiras de diferentes regides geograficas, bem como
a ocorréncia de diferenciag@o genética intrapopulacional é
essencial para o controle e manejo eficiente da praga (Lima et
al 2003). Assim, este trabalho teve por objetivo caracterizar
por analise molecular com marcadores RAPD populagoes
de mosca-branca coletadas nas culturas de quiabo, feijao e
pimentdo, em trés polos de producao agricola do municipio
de Sao Luis, MA.

Material e Métodos

Coleta dos insetos. Epécimes de mosca-branca foram
coletados aleatoriamente nas culturas de quiabo (4belmoschus
esculentus) cultivar Valéncia, feijdo (Phaseolus vulgaris)
cultivar Macarrdo e pimentdo (Capsicum annuum)
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cultivar Magali, nos meses de janeiro a abril de 2006,
nos poélos agricolas de Itapera, Quebra Pote e Cinturdo
Verde, localizados em areas rurais de Sao Luis, MA, os
quais estdo equidistantes do marco zero a 21, 13 e 14 km,
respectivamente. Folhas contendo ninfas foram mantidas
em condi¢des controladas (30°C, umidade relativa de 80%
e fotofase de 14h) para a emergéncia dos adultos, os quais
foram fixados em etanol 70% e armazenados a -20°C.

Os individuos foram sexados, considerando-se o tamanho
dos adultos e o formato do abdome (Souza & Vendramim
2000). Realizaram-se ensaios preliminares utilizando-se
grupos de 10 fémeas de cada populagdo para verificar a
variag¢ao genética entre os individuos, seguindo os protocolos
abaixo. Esses resultados mostraram a inexisténcia de variagao
intrapopulacional quanto aos loci estudados, o que permitiu
a utilizagdo de apenas um individuo nos experimentos
definitivos.

Extracdo do DNA. Fémeas adultas foram maceradas
individualmente em 60 pl de tampao de lise (10 mM Tris-HCl
pH 8, 1 mM EDTA, 0,30% Triton X-100, 60 pg/ml proteinase
K), incubadas a 65°C por 20 min, seguida de incubagdo
a 95°C por 7 min e refrigeradas imediatamente a -20°C.
Foram utilizados 20 iniciadores em testes preliminares para a
otimizacao da RAPD (Lima et al 2000).

Reacdes de RAPD. As reacdes de amplificacdo seguiram o
protocolo descrito por Lima et al (2000), que foi otimizado
aumentando-se a temperatura de anelamento dos iniciadores
para permitir maior especificidade e repetibilidade dos ensaios.
Assim, as amplificagdes foram preparadas em volume final
de 30 ul contendo tampao 1X (Tris-HCI 20 mM pH 8,4, KCI
50 mM, MgCl,2 mM), 0,2 mM dNTP, 0,4 uM iniciador,
2U Taq DNA polimerase e 4 ul de DNA (ndo-quantificado).
As amplificagdes foram efetuadas em termociclador Peltier
Thermal Cycle modelo MJ96*, programado para uma etapa
inicial de 94°C a 3 min, seguindo-se cinco ciclos de 93°C a 1
min, 35°C a 40 segundos e 72°C a 2 min e 40 ciclos de 93°C a
1 min, 42°C a 40 segundos e 72°C a2 min e extensao final de 5
min a 72°C. Os produtos de amplifica¢do foram separados em
eletroforese de gel de agarose (1,5%) a 90V por 2h, submerso
em tampdo TBE 1 X (Tris-borato 90 mM, EDTA | mM). A
visualizacao foi possivel pela coloragdo do gel com brometo
de etidio (0,1 pg/ml) e os géis foram fotografados em sistema
de fotodocumentac@o. A caracterizacdo foi feita utilizando-se
como padrdo uma populagdo controle de B. fabaci bidtipo
B proveniente de cultura de poinsétia da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia (Brasilia, DF).

Analise dos dados. Na interpretagao e analise dos géis, apenas
as bandas mais visiveis foram selecionadas como marcadores
moleculares, sendo identificadas visualmente, assinalando-se
a presenga (um) e auséncia (zero) dos marcadores entre as
populagdes de B. tabaci. Desse modo, obteve-se uma matriz
binaria de valores um e zero que relacionou a presenca ou
auséncia dos marcadores nos diferentes /oci selecionados
e nas populagdes de B. tabaci. Para célculo dos indices de
similaridade genética foi utilizada a matriz binaria de valores
um e zero no programa STATISTIC versao 6.0, para constru¢ao
do dendrograma. Com a matriz bindria calculou-se também
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a porcentagem de polimorfismo obtida com cada iniciador
utilizando-se a seguinte féormula:

P = npp/nbt

Onde:

P = porcentagem de polimorfismo (ou taxa de
polimorfismo);

nbp = niimero de bandas polimorficas;

nbt = nimero de bandas total.

Resultados e Discussao

Dos 20 iniciadores testados, 12 produziram resultados
satisfatorios. Os iniciadores OPA-12 ¢ OPA-15 forneceram
0 maior ¢ o menor niumero de /oci totais e polimorficos,
respectivamente (Tabela 1). Os 12 iniciadores produziram
padroes de bandas semelhantes entre as populagdes de mosca-
branca e o total de 96 loci que permitiram confirmar que os
espécimes avaliados pertencem ao grupo do bidtipo B de B.
tabaci, apesar da alta percentagem de polimorfismo detectado
(Fig 1, Tabela 1), comprovando dados de ocorréncia desse
bidtipo no Nordeste, Leste e Meio-Oeste do Brasil (Lima
et al 2000).

Os resultados do dendrograma obtidos a partir dos 96
marcadores moleculares de RAPD, ndo permitiram identificar
um ramo capaz de separar as popula¢des de B. fabaci em
grupos distintos associados aos polos Itapera, Quebra Pote
e Cinturdo Verde (Fig 2). A auséncia de grupos distintos
indica que as populagdes coletadas nesses trés polos sdo
proximamente relacionadas. Além disso, as populagdes das
culturas de quiabo e feijao, independente dos pélos, foram as
que mais se aproximaram geneticamente ao biotipo B de B.
tabaci, sendo as populagdes da cultura do pimentdo as mais
distantes geneticamente.

De modo geral, o dendrograma agrupou as populacdes

de B. tabaci de acordo com as culturas hospedeiras (Fig 2),
seguindo resultados disponiveis na literatura (Lima et a/
2002a,2003, Truol et a/ 2003 e Abdullahi ez a/ 2003). Assim,
as estratégias de manejo dessa praga estabelecidas para uma
cultura em determinada regido, provavelmente, funcionardo
para a mesma cultura em outras regides. Por outro lado,
poderao ndo funcionar para uma cultura diferente, localizada
na mesma regiao (Lima et a/ 2003).

As diferencas genéticas entre populagdes de uma
determinada espécie podem evoluir desde que as adaptagdes
fisiologicas de um inseto para um determinado hospedeiro
acarretem diminui¢do de desempenho ou valor adaptativo
do inseto num hospedeiro alternativo (Via 1991, Busato et
al 2002, Tkonen et al/ 2003). Em contrapartida, De Barro
et al (2005) e De Barro (2005) sugerem que a divergéncia
alopatrica das populagdes de B. tabaci ¢ o mecanismo que
explica a diversidade genética das populagdes devido a
auséncia de intercruzamento. Entretanto, a possibilidade
da influéncia de outros fatores na organizacdo geral da
diversidade genética das populagdes de mosca-branca nao ¢
descartada pelos referidos autores. Para Gerling (2002), tanto
fatores geograficos, quanto as plantas hospedeiras, podem
levar ao surgimento de especiagdo alopatrica.

A matriz de similaridade genética entre as populacdes
de B. tabaci mostrou proximidade genética a partir de 80,
76 e 45% entre as populagdes das culturas de quiabo, feijao
e pimentdo, respectivamente, quando comparadas com a
populag@o controle de B. tabaci biotipo B (Tabela 2). A
taxa de divergéncia (minima de 15% e maxima de 55%),
encontrada para as populagdes das trés culturas, com relagdo
a populacdo controle, pode ser explicada pela distancia
geografica entre os locais de coleta (Sao Luis, MA e Brasilia,
DF). Da mesma forma, Lima et al (2002a), empregando a
técnica de RAPD, verificaram alta similaridade e elevada
divergéncia genética considerando apenas populagdes de
mosca-branca biodtipo B coletadas em diferentes estados
do Brasil e em diferentes plantas hospedeiras, com elevada

Tabela 1 Iniciadores selecionados para a caracterizagao de populagdes de Bemisia tabaci de trés polos agricolas de Sao

Luis, MA, sequéncias e padrao de polimorfismo detectados.

Iniciadores' Sequéncia (5°-37) Numero de loci obtidos ~ Numero de loci polimorficos Polimorfismo (%)
OPA-2 TGC CGA GCT G 12 11 91,67
OPA-3 AGT CAGCCAC 8 7 87,50
OPA-4 AAT CGG GCT G 11 10 90,91
OPA-8 GTG ACG TAG G 7 85,71
OPA-10 GTG ATC GCA G 2 100,00
OPA-13 CAGCACCCAC 7 5 71,43
OPA-15 TTC CGA ACCC 1 0 0,0
OPA-16 AGC CAGCGA A 10 10 100,00
OPA-17 GACCGCTTIGT 10 9 90,00
OPA-18 AGGTGACCGT 10 8 80,00
OPA-19 CAA ACG TCG G 8 6 75,00
OPA-20 GTT GCG ATCC 10 8 80,00

Tniciadores da Operon Techonology
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Fig 1 Perfis de RAPD gerado pelos iniciadores OPA-10 (A), OPA-13 (B), OPA-15 (C) e OPA-20 (D) com amostras de populagdes
de Bemisia tabaci. As setas brancas indicam as bandas selecionadas como marcadores moleculares. M = marcador molecular 100
pb (Invitrogen®); B = perfil padrao para Bemisia tabaci bidtipo B; Q = cultura de quiabo; F = cultura de feijao; P = cultura de
pimentdo; 1 = pdlo Itapera; 2 = pélo Quebra Pote; 3 = pélo Cinturdo Verde.

divergéncia genética da ordem de 31% entre as populagdes
de mosca-branca coletadas em tomate em Pacoti, CE e soja
em Migueldpolis, SP.

A similaridade genética existente entre a populacio
controle B. tabaci bidtipo B com as populagdes das culturas
de quiabo, feijao e pimentdo dos trés poélos, pode ter ocorrido
pela grande capacidade de dispersao do inseto. A distribui¢ao
de plantas ornamentais pelo transporte rodoviario de flores
pode ter contribuido para a dispersdo do bidtipo B de B.
tabaci para varias regides do Brasil (Oliveira 2001, Lima
et al 2001). A grande adaptabilidade dos individuos de B.

tabaci bidtipo B a diferentes temperaturas ¢ hospedeiros,
quanto a resisténcia a pesticidas pode ter sido também um
dos fatores que tém favorecido a dissemina¢ao dos mesmos
em todo o pais, principalmente na Regido Nordeste e no
Semi-Arido, permitindo sua ocorréncia em alta densidade
em varias regides do Brasil (Oliveira 2001).

A alta similaridade existente entre as populagdes de
mosca-branca de Sdo Luis, com exce¢do da populacao
da cultura de pimentao do polo Itapera (Tabela 2), sugere
a influéncia do habito migratério do inseto. Os adultos
deixam seu habitat original em resposta a deterioragdo
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Biotipo B
Pélo 3 quiabo
Polo 1 quiabo

Polo 1 feijao
Polo 3 feijao
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Polo 1 pimentdo
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Fig 2 Dendrograma com padrdo de similaridade genética
entre as populagdes de Bemisia tabaci obtido a partir de matrizes
binarias utilizando marcadores RAPD. Biotipo B = populagao
controle de Bemisia tabaci, P6lo 1 = Itapera, Polo 2 = Quebra
Pote, Polo 3 = Cinturdo Verde.

do hospedeiro ¢ a dire¢do do vento, e tendem a migrar
para campos de cultivos recentes (Villas Boas et al 1997).
Seu voo varia de acordo com a intensidade do vento e
condigdes locais de competigdo. A capacidade de dispersdo
de moscas-brancas pode atinge até 7 km/dia, fazendo com
que grandes populagdes possam sobreviver e colonizar
novos ambientes e culturas, e, principalmente, adaptar-se
a diferentes hospedeiros e condigdes climaticas (Byrne
1999). O entendimento da estrutura genética de populacgdes
de insctos depende de observagdes ecologicas referentes ao
comportamento de voo e a capacidade de dispersao da espécie
(Sésa-Gomez 2004).

Do ponto de vista evolutivo, sugere-se que a baixa
variabilidade genética existente entre as populacdes de
mosca-branca de Sdo Luis tenha sido favorecida pela maior
especializagdo desse inseto devido ao uso de pesticidas nessas
areas, que podem atuar selecionando grupos com perfis

Tabela 2 Matriz de similaridade genética entre as
populagdes de B. tabaci obtida utilizando marcadores
RAPD.

Populagdes B" Q1 F1 P1 Q2 F2 P2 Q3 F3 P3
B 0,00
Q1 0,81 0,00

FI 0,85 0,86 0,00

Pl 045 0,50 0,43 0,00

Q2 0,80 0,74 0,77 0,43 0,00

F2 0,76 0,75 0,84 0,48 0,78 0,00

P2 0,77 0,74 0,77 0,41 0,79 0,72 0,00

Q3 0,85 0,82 0,87 0,55 0,85 0,84 0,77 0,00

F3 0,85 0,83 0,89 0,44 0,80 0,81 0,78 0,82 0,00

P3 0,72 0,77 0,74 0,44 0,72 0,71 0,76 0,72 0,81 0,00

'B = perfil padrio para Bemisia tabacibidtipo B; Q = cultura
de quiabo; F = cultura de feijao; P = cultura de pimentdo; 1 =
polo Itapera; 2 = polo Quebra Pote; 3 = polo Cinturdo Verde.

genéticos ligeiramente diferentes dentro de um dado biotipo
de B. tabaci. O bidtipo B de B. tabaci tem capacidade de
desenvolver resisténcia a inseticidas rapidamente (Byrne et
al2003, Lima et al 2003, Byrne & Nichols 2005) o que pode
ter contribuido para tornar essas populacdes geneticamente
homogéneas entre si, uma vez que o uso continuo de
inseticidas exerce forte pressdo seletiva, resultando no
aumento de populacdes resistentes (Palumbo et al 2001,
Torres & Ruberson 2004).

A evolugdo da resisténcia a inseticidas em populagdes de
pragas pode ser equacionada principalmente em fun¢do da
frequéncia do alelo de resisténcia, intensidade da pressdo de
selecdo, padrao de heranga de resisténcia, custo adaptativo e
fluxo génico (Georghiou & Taylor 1997). A explicagdo mais
provavel para a perda de heterozigose em populagoes de B.
tabaci, e consequente resisténcia a inseticidas, relaciona-se
aecologia da praga, uma vez que a espécie coloniza plantas
de ciclo curto (De Barro 2005). De acordo com esse autor,
quando poucos genotipos colonizam uma dada cultura, as
chances de endocruzamentos sio altas, levando a menor
variabilidade genética.

Outra hipdtese para a baixa variabilidade genética
determinada pode estar relacionada com a estratégia reprodutiva
adotada pela espécie, sendo a partenogénese arrendtoca a forma
preferencial para manter os genes nas populacdes desse inseto.
Fatores genéticos, tais como a arrenotoquia, que favorecem
a eliminacdo de genes recessivos desfavoraveis nos machos
haploides, bem como as atividades humanas que proporcionam
grande quantidade de fontes alimenticias homogéneas e
estaveis, associadas a pressao de selegdo pelos inseticidas que
conduz ao desenvolvimento de resisténcia, contribuem para a
rapida especializagdo e consequente especiacdo em moscas-
brancas (Gerling 2002). Lima et a/ (2003) verificaram que a
aplicagdo excessiva ¢ desordenada de defensivos quimicos
¢ o clima quente na regido de Mossord (RN) favoreceram o
desenvolvimento de resisténcia de mosca-branca a pesticidas,
assim como a adaptagdo, o aumento e a dispersao desse inseto
nas propriedades agricolas.

Apesar da similaridade existente entre as populagdes
de mosca-branca de Sao Luis, a populagdo da cultura
de pimentdo sofreu menor pressdo ambiental do que as
populagdes das demais culturas, resultando em maior
variabilidade genética (Figs 1 e 2). E possivel que a
maior diversidade genética na populacdo da cultura do
pimentdo decorra da ndo aplicagao de pesticidas, verificada
principalmente no podlo Itapera, ou da inadequacdo do
hospedeiro ao inseto (Simmons 1999, 2002, Nava-Camberos
etal2001), sugerindo que a populagdo de pimentdo do polo
Itapera seja composta por migrantes de outras culturas
vizinhas. Sdo inumeros os hospedeiros secundarios de B.
tabaci biotipo B que poderiam servir como reservatorios
para a praga e permitiriam a sua posterior migracao
para o pimentdo (Cano-Rios et a/ 2000, Martinez et al
2000, Perring 2001, Bezerra et al 2004). Sabe-se que se
divergéncias entre populagdes de insetos que utilizam
diferentes hospedeiros forem mantidas por sele¢ao natural,
havera favorecimento para o surgimento de subespécies,
biotipos ou ecotipos (Via 1991).

Vale ressaltar a necessidade de mais estudos sobre as



November - December 2009

populacdes de B. tabaci, buscando entender a composi¢ao
genética e diferenciagdo entre os seus bidtipos, uma vez
que além do biotipo B, existe também o bidtipo BR no
Brasil. Segundo Lopes-da-Silva (2004), o conhecimento da
existéncia de bidtipos em insetos de importancia agricola é
fundamental para o manejo integrado de pragas, pois muitos
problemas com pragas agricolas sdo também problemas
evolutivos, e compreender como ocorre a evolugdo em
sistemas agricolas pode facilitar a implementacdo de
estratégias de controle (Via 1990).

Os resultados obtidos no presente trabalho mostraram,
principalmente, alta dispersdo do bidtipo B de B. tabaci
em Sdo Luis, MA. A metodologia molecular estabelecida,
aumentando-se a temperatura de anelamento dos iniciadores,
permitiu maior especificidade e repetibilidade dos ensaios e
apresentou grande potencial para caracterizacdo do inseto.
Assim, espera-se que a variabilidade encontrada com as
sequéncias dos marcadores moleculares RAPD/PCR forme
uma base que possa ser comparada com outras sequéncias
de B. tabaci, de modo a fornecer informagdes sobre a
variabilidade desse complexo.
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