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Different Crops and Growing Areas

ABSTRACT - Knowledge on the genetic variation of populations of Bemisia tabaci (Genn.) can improve
the understanding of genetic diversity found in their biotypes and, consequently, offer guidelines for its
management. In this study, the molecular characterization was performed and genetic diversity data were
obtained for this insect from three regions of Brazil on different crops [cotton and soybean (Mato Grosso
— MT); cabbage (Distrito Federal — DF); soybean and potato (Sao Paulo — SP)], using RAPD markers.
RAPD analysis indicated 80.6% polymorphic loci and the average genetic similarity obtained by the
Jaccard coefficient was 0.67. The whitefly populations collected on potato (SP) and soybean (MT) had
higher genetic diversity values (0.75 and 0.72, respectively). Shannon’s index (Ho) showed higher values
for potato and soybean (SP e MT), and a smaller value for cabbage (DF). A high genetic divergence within
and among the collected populations occurred, structured according to the regions of collection. Moreover,
the great genetic similarity observed between potato (SP) and soybean (SP) populations suggested that
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both belong to the same biotype B and reinforces the polyphagous behavior of the species.
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No Brasil, o primeiro relato de Bemisia tabaci (Genn.)
data da década de 20, na Bahia, sendo citada a ocorréncia
do inseto em baixos niveis de infestagao (Bondar 1928).
Décadas mais tarde, ocorreram surtos populacionais no
Norte do Parand e na regido de Ourinhos (SP) (Costa et
al 1973). Apds essas constatagdes, surtos populacionais
de mosca-branca no Brasil deram-se apenas no inicio dos
anos 90 em plantas ornamentais e em lavouras de tomate e
abdbora, no estado de Sdo Paulo. De acordo com Lourengao
& Nagai (1994), os insetos ocorrendo nessas culturas
pertenciam ao bidtipo B, que se caracteriza, entre outros
fatores, por possuir maior quantidade de plantas hospedeiras,
resisténcia a diversos inseticidas e capacidade de induzir
desordens fisioldgicas a certos tipos de hospedeiros, como
o prateamento da folha da aboboreira e o amadurecimento
irregular dos frutos do tomateiro (Costa & Brown 1991,
Brown 2000). Posteriormente, a praga disseminou-se pelas
principais areas agricolas do pais (Haji et al 1996, Franca et
al 1996), e ha relatos da sua ocorréncia em muitos estados
brasileiros, levando a perdas estimadas que atingem até 100%
em algumas culturas e cujos prejuizos somam alguns bilhdes
de dolares (Ferreira & Avidos 1998).

As espécies de mosca-branca sdo identificadas pela
taxonomia convencional ou classica, a qual tem se mostrado

ineficaz para a separacdo dos diferentes biotipos reconhecidos
para esse inseto, uma vez que dentro do complexo B. tabaci
as estruturas morfoldgicas sdo muito semelhantes. Técnicas
moleculares t€ém sido desenvolvidas e utilizadas no mundo
todo, facilitando a separagdo dos bidtipos de forma rapida e
segura. Atualmente, ha registros de mais de 24 bidtipos no
mundo, sendo que essa grande variabilidade sugere que B.
tabaci seja um complexo de espécies ou de bidtipos (Brown
etal 1995, Frohlich et al 1999, Perring 2001) que podem ser
identificados pelo uso de izoenzimas, reacdes especificas de
fitotoxicidade e marcadores moleculares (Perring 2001).

A correta identificagdo de biotipos de B. tabaci é de
suma importancia para seu manejo adequado, uma vez que
dentre os varios bidtipos ja caracterizados, ha aqueles que
tém maior importancia agricola, como o B e 0 Q (Simon et al
2007), e que podem apresentar diferencas na resisténcia aos
inseticidas normalmente usados para seu controle (Horowitz
et al 2003).

Os marcadores moleculares permitem gerar uma grande
quantidade de informagdes sobre diversidade genética e
relagdes filogenéticas dos individuos analisados, sendo que
o grande numero disponivel destes marcadores permite uma
amostragem extensiva dos genomas de interesse em nivel de
DNA, sem influéncia do ambiente (Ferreira & Grattapaglia
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1996). Por essas razdes, estdo sendo muito utilizados no
reconhecimento de bidtipos da mosca-branca B. tabaci, que
pode ser realizado por meio das técnicas de RAPD, AFLP, SSR
e polimorfismo de DNA mitocondrial e ribossémico (Guirao
etal 1997, Cervera et al 2000, De Barro et al 2000, De Barro
2005). As analises feitas por RAPD tém se mostrado eficazes
no reconhecimento de variabilidade dentro do complexo B.
tabaci, a exemplo do trabalho desenvolvido por Lima et al
(2002), que caracterizaram diferentes populagdes brasileiras
de mosca-branca por meio desse marcador molecular. Além
disso, ¢ um método que requer pequena quantidade de DNA
proveniente de material que pode ser preservado em alcool,
tem baixo custo e ¢ relativamente simples e rapido, além de
ser possivel utilizar cada individuo em qualquer estagio de
desenvolvimento (Perring et al 1993, Abdullahi et al 2003).

Para Gerling (2002), tanto a distribui¢do geografica
quanto o uso de diferentes plantas hospedeiras podem
levar ao surgimento de diferencas alopatricas. Fatores
genéticos como arrenotoquia ¢ as atividades humanas que
proporcionam grande quantidade de alimentagdo homogénea
e estavel (monoculturas, muito disseminadas no Brasil), em
associa¢do com a pressao de sele¢ao do ambiente pelo uso
indiscriminado de inseticidas, podem contribuir para a rapida
especializag@o e posterior especiagdo em moscas-brancas. O
conhecimento sobre a variagdo genética entre as populagdes
de mosca-branca é, portanto, de grande interesse para o
controle e manejo mais eficientes (Lima et al 2002).

Em batata (Solanum tuberosum), a ocorréncia de mosca-
branca ¢ conhecida ha varios anos, mas suas populagdes
sempre foram pequenas, ndo causando graves danos as plantas
(Mound & Halsey 1978, Gallo et al 2002). Altas infestagdes
do bidtipo B de B. tabaci em lavouras de batata sdo recentes,
tendo sido constatados os primeiros surtos populacionais
apenas a partir de 2001 (Lourengdo et al 2003).

No presente trabalho, os objetivos foram obter a
caracterizagdo molecular de populagdes de B. tabaci que vém
ocorrendo em diferentes culturas, especialmente a batata,
consideradas suspeitas de diferirem do bidtipo B, e analisar
adiversidade genética intra e interpopulacional dos materiais
coletados, por meio da técnica de RAPD-PCR.

Material e Métodos

Moscas-brancas utilizadas. O material de estudo foi
representado por 60 insetos adultos coletados em diversas
culturas e locais (Tabela 1). Os insetos coletados foram
armazenados em etanol a 92% e mantidos a 4°C até sua
utilizacao.

Teste de prateamento da folha de aboboreira. Para as
moscas-brancas de Campinas (SSP), foi realizado um teste
de prateamento da folha de aboboreira para confirmar se a
populag@o pode ser o bidtipo B, uma vez que esse bidtipo
induz essa desordem fisiologica (Brown et al 1995), causada
pela introducdo de substancias toxicas pelas ninfas da mosca-
branca (Byrne & Bellows 1991). Para tanto, a infestacao foi
feita com a liberagdo de adultos do inseto criados em soja,
em dois vasos contendo, cada um, uma muda de aboboreira
(Cucurbita pepo cv. Styria) com a primeira folha verdadeira
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Tabela 1 Plantas hospedeiras e localidades das coletas
das populacdes de Bemisia tabaci, seguidos pelo respectivo
codigo de identificacdo e numero de individuos utilizados
nas analises moleculares.

E})i?)?deira Localidade Codigo  N°individuos
Algodao Rondonodpolis (MT)  AMT 11
Soja Rondonopolis (MT)  SMT 13
Soja Campinas (SP) SSp 13
Repolho Brasilia (DF) RDF 10
Batata Monte Mor (SP) BSP 13

completamente desenvolvida. A planta foi coberta por gaiola
plastica, com tampa telada, para evitar a fuga dos insetos.
Um terceiro vaso, contendo muda de aboboreira, foi mantido
protegido também por gaiola, sem infestagdo por B. tabaci,
servindo como controle.

Obtengdo do DNA total. Amostras representadas por um
individuo adulto foram colocadas em microtubos de 1,5 ml,
maceradas em 60 pl de tampao de lise (Tris-HCI 10 mM pH
8,0, EDTA 1 mM, Triton X-100 0,3%, proteinase K 60 pg/ml) e
incubados a 65°C por 15 min. O homogeneizado foi incubado a
95°C por 7 min (para a inativa¢do da proteinase K) e congelado
imediatamente a -20°C (Lima et al 2002).

RAPD-PCR. Para a obtencdo do perfil de amplificagdo de
RAPD, foram realizadas reagdes de amplificagdo em volume
total de 15 pl, com as seguintes concentragdes de reagentes:
1x Buffer PCR; 1,5 mM MgCl2; 200 uM dNTP; 1U Taq
DNA polimerase, 0,4 uM do iniciador (Tabela 2) e 10 a 15

Tabela 2 Numero de bandas totais e polimorficas obtidas
apartir de amplificagdes de diferentes iniciadores RAPD em
Bemisia tabaci.

Primers I(\i?lll(l)irio polirIgl((?)cr:iicos Polimorfismo (%)
OPA 04 7 6 85,7
OPA 02 6 6 100
OPA 10 4 4 100
OPK 11 5 2 40
OPK 10 5 2 40
OPH 07 3 3 100
OPH 15 6 4 66,6
OPH 18 3 2 66,6
OPAC 08 5 4 80
OPAC 06 7 7 100
OPJ 05 7 6 85,7
OPC 04 6 5 83,3
OPO 01 7 7 100
Média 5,46 4,46 80,6
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ng de DNA (aproximadamente 4 ul). A amplificacdo foi feita
no mesmo termociclador, modelo PTC-200 (MJ Research),
programado para um ciclo de 3 min a 94°C, 45 ciclos de 1
min a 93°C, 1 min a 35°C, 2 min a 72°C e um ciclo final de
extensdo de 5 min a 72°C. Em continuidade, os produtos da
PCR foram mantidos congelados a -20°C até sua analise por
eletroforese em gel de agarose 1,8% em tampao tris-borato-
EDTA (TBE). A coloragdo do gel foi feita com brometo de
etidio e os produtos de amplificagdo visualizados e fotogratados
contra luz UV. Foi incluido um controle negativo sem DNA
em todas as reagdes.

Analise dos dados. Os produtos amplificados (bandas) foram
codificados como presentes (1) ou ausentes (0) para cada
individuo analisado e os dados apresentados em uma matriz
de dupla entrada (individuos vs. bandas). A partir dessa matriz,
foi calculado um indice de similaridade genética entre todos os
individuos, comparados dois a dois (Sij), utilizando-se o indice
de concordancia de Jaccard (Sneath & Sokal 1973).

A diversidade genética inter e intrapopulacional das
amostras procedentes das diferentes culturas e locais de
coleta foi estimada pelo indice de Shannon (Ho). Esse
indice foi assim obtido (Lyn & Schall 1989): Ho = - pi log
pi, onde pi ¢ a frequéncia fenotipica do marcador. Também
foi realizada a andlise de variancia dos dados moleculares
(AMOVA) (Excoffier et al 1992), que revela a parti¢do da
variagdo genética total entre e dentro das populagdes de
estudo, utilizando o software Arlequin versao 3.1.

A medida de parentesco entre os individuos foi baseada
em analise multivariada e a partir do indice de similaridade
(Jaccard) obtido entre os individuos. Dessa forma, a
partir dos dados da matriz de similaridade, foi calculado
um dendrograma pelo método UPGMA de classificagio
hierarquica (Método da Média Aritmética ndo Ponderada). A
estabilidade dos agrupamentos foi testada através de 10.000
reamostragens de bootstrap.

Resultados

Teste de prateamento da folha de aboboreira. As
plantas submetidas a infestagdo apresentaram os sintomas
de prateamento das folhas. Portanto, para as analises
moleculares, a populag@o proveniente da cultura de soja do
TAC serviu de referéncia como bidtipo B. Essa populagdo vem
sendo mantida ha varios anos pelo Centro de Fitossanidade
do IAC e foi inicialmente identificada pela Dra. Judith K.
Brown, Universidade do Arizona, EUA, como pertencente
a esse biotipo.

RAPD-PCR. As amplificagdes RAPD foram feitas com 13
iniciadores e produziram o total de 71 loci, dos quais 80,6%
apresentaram-se polimorficos, sendo 4,5 o numero médio
de bandas polimorficas (Tabela 2). O tamanho das bandas
amplificadas variou de 300 pb a 1300 pb. Os iniciadores
que forneceram maior e menor numero de loci totais e
polimorficos foram OPO 01 e OPAC 06, com sete bandas
totais e polimorficas, e OPH-18, sendo que, das trés bandas
totais amplificadas, duas apresentaram polimorfismo de
presenga e auséncia.
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A matriz de dados binarios foi base para o calculo do
indice de similaridade genética (Jaccard) entre todos os
60 individuos do estudo. O valor médio de similaridade
encontrado entre todas as comparacdes foi de 0,67, inferior ao
encontrado por Lima et al (2002) que, entre 109 individuos de
bidtipo B, obtiveram similaridade média de 0,73, utilizando
cinco iniciadores de RAPD. O maior valor de similaridade
encontrado foi entre dois individuos da populacio AMT
(0,95) e o menor valor (0,31) entre individuos BSP e SMT,
que também se distanciaram no dendrograma de populagdes,
clusterizando-se em clados diferentes.

Os menores valores médios de similaridade encontrados
dentro de populagdes foram em soja (SMT) e batata (BSP),
com 0,72 e 0,75, respectivamente, enquanto os maiores
foram obtidos para as populagdes de soja do estado de Sdo
Paulo (SSP), algodao (AMT) e repolho (RDF), com valores
de 0,76, 0,80 e 0,84, respectivamente.

Acrelagdo de similaridade genética revelada pelo indice de
Jaccard entre os individuos do estudo permitiu a construgdo
de um dendrograma (UPGMA) (Fig 1), que mostrou a
estruturacdo da diversidade genética presente nos individuos
em basicamente dois grandes grupos. O grupo 1 (Gl)
congregou a maioria dos individuos das populacdes BSP e
SSP, enquanto o grupo 2 (G2) os individuos das populacdes
SMT, AMT e RDF, o grupo 3 (G3) os de trés individuos BSP
e o grupo 4 (G4) apenas um individuo AMT.

A partir dos dados do indice de similaridade de Jaccard
obtido para todos os individuos, foi calculada a média desses
valores dentro e entre popula¢des. A média foi utilizada para a
constru¢do de um novo dendrograma (Fig 2), onde a estrutura
genética formada ¢ explicada, principalmente, pelos locais
de procedéncia das amostras do estudo.

O resultado da AMOVA revelou que uma porgdo
consideravel da variacdo genética encontra-se entre as
populagdes (21%) e que a maior porcentagem de variagao
observada no material de estudo ocorre dentro das proprias
populagdes (79%).

O indice de diversidade de Shannon (Ho), que diz
respeito a variabilidade intrapopulacional, foi calculado
levando-se em conta a frequéncia fenotipica do marcador.
O indice evidenciou a maior taxa de divergéncia genética
entre os insetos presentes nas populagdes SMT, SSP e
BSP, cujos valores encontrados foram de 7,48; 7,37 ¢ 7,26,
respectivamente. AMT e RDF apresentaram os menores
valores de Ho (6,56 e 5,63, respectivamente), ou seja,
os menores indices de divergéncia genética dentro de
suas populagdes. Os resultados da matriz de similaridade
corroboram os dados de Shannon (Ho), onde as trés
populagdes com maiores valores de Ho possuem os menores
valores de similaridade de Jaccard.

Discussao

Os resultados aqui obtidos demonstraram a variabilidade
intra e interpopulacional existente em B. tabaci nas regides e
culturas amostradas neste estudo, a semelhanga do observado
por outros autores (Lima et al 2002). Uma das hipoteses
para entender a estrutura genética baseada nas regides
geograficas de coleta pode ser atribuida ao habito migratério
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Fig 1 Dendrograma representando a diversidade genética observada em Bemisia tabaci de diferentes locais e culturas no Brasil,
obtido a partir do indice de similaridade de Jaccard. SSP individuos de B. tabaci coletados em soja (SP), SMT em soja (MT), AMT
em algodao (MT), BSP em batata (SP) e RDF em repolho (DF).
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Fig 2 Dendrograma representando a diversidade genética das populagdes analisadas em conjunto, observada em Bemisia tabaci, de
diferentes locais e culturas no Brasil, obtido a partir da média do indice de similaridade de Jaccard em SSP, SMT, AMT, BSP ¢ RDF.
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fluxo génico entre as populagdes, mesmo que elas ndo estejam
tao proximas entre si. Esse parece ser o caso de AMT/SMT
e RDF. Apesar da distancia existente entre Rondonopolis e
Distrito Federal, a facilidade de migrag@o do inseto entre os
dois locais provavelmente ¢ maior que do que entre eles e
Campinas, uma vez que a regido Centro-Oeste ¢ de geografia
plana, sem obstaculos que possam inibir tal migragao. Isso
ndo ocorre em diregdo ao estado de Sao Paulo, pois a Serra
da Mantiqueira pode servir de barreira, atuando como fator
de divisao dessas populagdes. Outras explicagdes para essa
clusterizacdo heterogénea podem ser as diferencas entre
fatores nutricionais e comportamentais (Lima et al 2002) ou
o modo de introdugdo do bidtipo B, que pode ter se dado de
forma dispersa, e ndo por uma unica populacdo fundadora
(Lourengdo & Nagai 1994).

Mesmo com a possivel ocorréncia de migracao entre
insetos de culturas e regides proximas, assim como discutido
anteriormente, a similaridade média intrapopulacional
encontrada foi mais elevada do que a média geral. De acordo
com De Barro (2005), isso pode ser devido ao aumento
de endocruzamentos na populagdo, o que pode levar a
diminuicdo da variabilidade genética, gerando individuos
geneticamente mais parecidos.

Um dos objetivos do estudo foi caracterizar insetos de
B. tabaci ocorrendo em lavouras antes ndo atacadas, como a
cultura da batata, com suspeita de ndo pertencerem ao bidtipo
B. Os individuos coletados na cultura da batata, no municipio
de Monte Mor (SP), foram em grande parte agrupados com
a populagdo SSP. Em outras palavras, a populacdo BSP ¢
geneticamente proxima de SSP e, nesse caso, seria mais
provavel supor que os insetos que ocorrem na cultura da
batata seriam procedentes da cultura da soja. Considerando
que a ocorréncia da mosca-branca na cultura da batata ¢é
relativamente recente, era de se esperar menor divergéncia
genética entre os insetos dessa cultura, o que ndo ocorreu.
Por outro lado, a evidéncia de alta divergéncia genética
na populacdo BSP poderia ser explicada pela auséncia de
estrutura genética na populagdo de B. tabaci ocorrendo
na cultura da soja do estado de Sdo Paulo. Nesse caso, os
individuos da cultura da soja que, eventualmente, teriam
migrado para a cultura da batata, teriam diversidade alélica
relativamente alta em relag@o a populagdo original.

A grande similaridade genética entre BSP e SSP,
observada tanto no dendrograma com todos os individuos
quanto no de populagdes, enfraquece a hipotese de que
B. tabaci em batata possa representar um novo biotipo,
dado que sua presenga nessa cultura, nos niveis atuais
de infestacdo, ¢ relativamente recente. Além disso, como
SSP pertence ao bidtipo B, como confirmado pelo teste de
prateamento, ¢ mais provavel que os insetos da populagdo
BSP pertengam ao mesmo bidtipo. Porém, estudos
abrangendo culturas de batata de outras regides do Brasil,
com maiores amostragens populacionais e outros tipos de
marcadores moleculares e testes de prateamento, poderiam
elucidar melhor a questao.

Como principais inferéncias, destacam-se alguns
aspectos sobre o estudo genético das populagdes de B.
tabaci: existe importante divergéncia genética entre as
populagdes coletadas e dentro delas; a estruturacdo da
diversidade deu-se em fungao das regides de coleta (Sudeste
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e Centro-Oeste); e, por fim, a grande similaridade genética
observada entre BSP ¢ SSP sugere que ambas as populagdes
sejam pertencentes ao biotipo B e refor¢a o comportamento
polifago do inseto.
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