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Resumo

Bemisia tabaci (ordem Hemiptera, familia Aleyrodidae), popularmente conhecida como
mosca-branca, € uma praga de importancia econémica em diversos paises, devido a sua
alimentacdo direta e por atuar como vetor de diferentes géneros virais, dentre eles,
Begomovirus. No Brasil varios trabalhos apontam a predominancia do bidtipo B do
inseto. Mosca-branca abriga em seu organismo diversos endossimbiontes bacterianos,
tanto primarios, quanto secundarios, que podem interagir com suas hospedeiras em
diferentes niveis de parasitismo a mutualismo, e estarem ligados a dieta dos insetos
hospedeiros, associando-se ao fornecimento de aminoacidos essenciais que encontram-
se em baixos niveis no floema. Endossimbiontes podem também estar relacionados a
reproducdo de suas hospedeiras; conferindo resisténcia a parasitoides e a estresse de
temperatura; permitindo melhor adaptabilidade ao inseto e aumentando a eficiéncia de
Bemisia tabaci como vetor de virus. Varios endossimbiontes sdo relatados em
populacbes de Bemisia tabaci ao redor do mundo incluindo “Candidatus Portiera
aleyrodidarum” (Halomonadaceae), “Candidatus Hamiltonella defensa”
(Enterobacteriaceae), Wolbachia (Rickettsiales - Anaplasmataceae), Arsenophonus
(Enterobacteriaceae), Cardinium (Bacteriodetes), Fritschea bemisiae (Simkaniaceae) e
Rickettsia (Rickettsiales — Rickettsiaceae) sendo conhecido que existem diferencas
dependendo do tipo de bidtipo em questdo. No Brasil, até o presente momento,
praticamente ndo existem estudos sobre Bemisia tabaci e seus endossimbiontes. A
identificacdo inicial dos endossimbiontes em populacfes de Bemisia tabaci bidtipo B é
essencial para o conhecimento destes organismos. Estudos de localizacdo destes
endossimbiontes no corpo do vetor, bem como co-localizacdo com Begomovirus e
estudos de transmissdo viral sdo importantes para elucidar o provavel papel destes
endossimbiontes na transmissdo de Begomovirus. Assim, este trabalho é importante
para fornecer subsidio a estudos futuros que abordem varios aspectos da interacao virus-
vetor, dentre eles a eficiéncia de transmissdo de Begomovirus spp pelo vetor Bemisia
tabaci. Nesse contexto, o presente trabalho possui dois objetivos béasicos: (1) Fazer um
levantamento inicial e identificar endossimbiontes presentes em populacdes de Bemisia
tabaci no DF e regido do Entorno e (2) Estudar a localizacéo de alguns endossimbiontes
de Bemisia tabaci bidtipo B. Assim, foram analisadas 31 amostras de plantas,
provenientes do DF e Entorno, onde 91 extragGes foram realizadas e o DNA total foi



extraido de amostras contendo 1, 2, 3, 4 ou 5 moscas. Primers foram utilizados em
reacOes de PCR para identificar o bidtipo do inseto, os endossimbiontes “Candidatus
Portiera aleyrodidarum”, Hamiltonella, Wolbachia e também para identificacdo de
Begomovirus spp. Os amplicons gerados serdo sequenciados. Das 31 amostras
analisadas 30 e 27 apresentaram Hamiltonella e Portiera respectivamente. Os primers
indicados na literatura para Wolbachia serdo testados novamente tendo em vista a ndo
amplificacdo por 3 vezes consecutivas. Além disto, algumas bactérias endossimbiontes
de Bemisia tabaci e associadas ao biotipo B foram localizadas utilizando-se a
microscopia de confocal. Individuos adultos, ovos e ninfas foram utilizados nos estudos
de hibridizacdo contendo sondas marcadas com Cy-3 e Cy-5. Esta foi a primeira vez no
Brasil (e também América do Sul) que realizou-se estudos de localizagcdo de

endossimbiontes em Bemisia tabaci.



CAPITULO 1
Bemisia tabaci, endossimbiontes e transmissao viral
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Introducéo

Bemisia tabaci (ordem Hemiptera, subordem Sternorryncha, familia
Aleyrodidae), popularmente conhecida como mosca-branca, é uma praga de
importancia econdbmica em diversos paises, devido a sua alimentagéo direta e por atuar
como vetor de diferentes géneros virais (Ipomovirus, Carlavirus, Crinivirus e
Begomovirus) (Louro, 2004; Brown, 2007). Os estagios imaturos dessa espécie
excretam uma substéncia agucarada que ao cair na folha favorece o desenvolvimento do
fungo Capnodium sp., causando o sintoma da fumagina que reduz a capacidade
fotossintética da planta e o valor comercial dos frutos. Os principais danos séo causados
pela transmissé@o de diversas viroses que causam amarelecimento, encarquilhamento das
folhas e nanismo das plantas, consequentemente afetando a producdo da planta, por
outro lado a alimentacdo do inseto causa o amadurecimento irregular dos frutos e
isoporizacédo da polpa (Villas Boas et al. 2007).

Em torno de 114 espécies de virus sdo transmitidas por espécies da familia
Aleyrodidae, sendo que 90% pertencem ao género Begomovirus.

A relacdo estabelecida entre B. tabacie Begomovirusé do tipo circulativa ndo
propagativa (embora existam controvérsias), onde, o virus apés circular pelo corpo do
inseto, atinge as glandulas salivares para ser, entdo, inoculado durante o processo de
alimentacdo. O periodo minimo de acesso de aquisi¢do (PAA) e o periodo de acesso de
inoculacdo (PAI) tém sido reportados para muitos virus no Velho e Novo Mundo e de
maneira geral varia, de 10 a 60 minutos e de 10 a 30 minutos, respectivamente (ldris &
Brown, 1998; Santos et al., 2003). O periodo de laténcia ap0os a aquisicdo € de 17-20
horas e uma mosca adulta permanece virulifera de 7-20 dias.

A mosca-branca possui habito alimentar polifago com pelo menos 600 espécies
de plantas hospedeiras em 74 familias botéanicas, incluindo espécies de brassicas,
euforbiaceas, cucurbitaceas, leguminosas, solanaceas, plantas ornamentais e daninhas
(Brown et al., 1995), sendo que plantas daninhas ocupam papel importante na
manutencdo de populacBes de Bemisia, bem como reservatdrio de espécies virais.
Vérias espécies de plantas daninhas, dentre as quais Crotalaria incana, Datura
stramonium, Stachytarphetta cayenensis, Galinsoga ciliata, Leonotis nepetaefolia,
Acanthospermum australe, Acanthospermum hispidum, Physalis angulata, Richardia

scabra, Gomphrena celosiodies, Lepidium virginicum, Solanum americanum, Sida
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urens, Senna obtusifolia, Chenopodiumambrosioides e Euphorbia heterophylla
contribuem para manutencdo de populacgdes deste inseto (Villas Boas et al., 2003).

Este aleirodideo apresenta metamorfose incompleta, pois passa pela fase de ovo,
quatro estagios de ninfa (sendo o ultimo também chamado de “pupa” ou “pseudo-
pupa”) e adulto. O aparelho bucal desse inseto é do tipo sugador (Villas Boas et
al.,1997; de Barro et al., 2005).0s adultos da mosca-branca se caracterizam por
possuirem dois pares de asas membranosas, recobertos por uma substancia pulverulenta
de cor branca, corpo amarelo-palido recoberto por cera extra-cuticular e tamanho
variando de 1 a 2 mm de comprimento, sendo as fémeas maiores que 0s machos. Todos
os estadios habitam a face inferior das folhas e apenas o adulto é capaz de migrar até
novas plantas (Villas Boas et al., 1997).

Sob condigdes de campo em regides de clima quente a mosca-branca é capaz de
completar seu ciclo bioldgico no periodo de duas a trés semanas (de Barro et al., 2005).
A reproducdo pode ser sexuada, sendo a prole de machos e de fémeas, ou
partenogenética do tipo arrenotoca, originando apenas machos. A fémea coloca de 100 a
300 ovos durante sua vida (Villas Boas et al., 1997). A duracédo de cada fase do ciclo de
vida, bem como a duracdo do ciclo ovo-adulto da mosca-branca podem ser
influenciadas pela planta hospedeira (Villas Bbas et al., 2002), e também pela
temperatura (Aradjo et al., 2002). Além disso, a longevidade do inseto adulto também
vai depender da alimentacdo (planta hospedeira) e da temperatura, sendo que a
longevidade do macho é mais curta que a da fémea (Villas Boas et al., 1997).

No Brasil, a presenca de Bemisia tabaci foi relatada ainda em 1928 sobre
Euphorbia pulcherrima no estado da Bahia (Bondar, 1928; Lima et al., 2000) e no
comeco dos anos 60 havia se tornado uma importante praga na agricultura (Lima et al.,
2002).

A partir de 1950, observou-se a existéncia de diferentes bidtipos de Bemisia
tabaci, ou seja, populagdes de insetos morfologicamente idénticos possuindo diferentes
hospedeiras e capacidade de transmissdo viral. (Ahmed et al., 2009; Bird et al.,1978).
Atualmente, variacbes em bidtipos tém sido descritas em termos de gama de
hospedeiros, comportamento na disperséo, resisténcia a inseticidas e transmissédo de
begomovirus (Berry et al., 2004). O complexo encontra-se formado por
aproximadamente 41 bi6tipos (de Barro et al., 2005) sendo que o mais adaptado e mais
amplamente distribuido € o bidtipo B [anteriormente descrito como Bemisia argentifolli
Bellows & Perring] (Perring, 2001).
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O biotipo B de B. tabaci foi descrito inicialmente nos EUA no comeco de 1980
(Costa & Brown, 1990) e introduzido no Brasil no comeco da década de 90, tendo sido
reportado em 1991/1992 em Sédo Paulo (Lourencdo & Nagai, 1994). Villas Boas et al.
(1997) e Haji et al. (1997) reportaram para 0 ano de 1993, a presenca deste bidtipo
associado a sintomas de begomovirus em culturas de tomate e repolho em éareas do
Brasil Central. Nos ultimos anos, o biétipo B vem se espalhando por varios estados do
Brasil causando severas perdas (Villas Boas, 2000; Rocha et al., 2011).

De acordo com varios pesquisadores a introducdo no Brasil do bidtipo Bde
Bemisia tabaci no inicio da década de 1990 contribuiu significativamente para o
aumento na incidéncia e severidade das ‘begomoviroses’, bem como, para 0 aumento na
diversidade de espécies e nimero de recombinantes entre elas (Franca et al., 1996;
Ribeiro et al., 2003 e Inoue-Nagata et al., 2006).Um fator que pode ter contribuido
também para 0 aumento da incidéncia e severidade de Begomovirus em tomate pode ter
sido a expansdo da soja (hospedeira do vetor) no Centro-Oeste. O bidtipo B tem um
circulo de plantas hospedeiras bem amplo, causa grandes danos em diversas culturas e €
muito eficiente na transmissao de varias espécies de Begomovirus existentes no Brasil,
fato importante, visto que, a capacidade de dispersdo e a variabilidade genética de
espécies de Begomovirus parece estar diretamente associada com a capacidade de
transmissdo das espécies virais pelo inseto vetor B. tabaci.

Outro biotipo que vem atraindo a atencdo nos Gltimos anos € o bidtipo Q,
exotico para o Brasil. O bidtipo Q é extremamente importante devido a semelhanca com
0 biotipo B e por estes dois bidtipos coexistirem em algumas areas do mundo (Moya et
al., 2001). Originario da Espanha, o biotipo Q logo se espalhou pela regido
mediterranea (Brown, 2000; Moya et al., 2001; Marin, 2004), China (Chu et al., 2001),
Japdo (Ueda & Brown, 2006), Mexico, Estados Unidos e Guatemala (Brown, 2007) e
Nova Zelandia (Scott et al., 2007). O bidtipo Q é também caracterizado por um
comportamento polifago e por maior resisténcia a inseticidas, como neonicotindides e
piriproxifem (Horowitz et al., 2005.,Wilson et al., 2007., Karunker et al., 2008.).

Os biodtipos B e Q diferem em diversas caracteristicas, como fecundidade,
desenvolvimento inferior e superior, e taxas de desenvolvimento. (Muniz, 2000; Muniz
& Nombela, 2001). Recentemente, devido a introducdo através do comércio
internacional de plantas ornamentais, o biotipo Q tem sido relatado nos Estados Unidos
(Dennehy et al., 2005), México (Martinez-Carrillo & Brown, 2007), Guatemala
(Brown, 2007), China (Zhang et al., 2005), Coréia (Lee et al., 2005), Taiwan (Hsieh et
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al., 2007) e Japdo (Ueda & Brown, 2006) e até o presente momento ndo existe relato
deste biétipo no Brasil.

Acredita-se que os biotipos B e Q da B. tabaci passaram por divergéncia
alopatica (geogréafica), seguido por contato secundario (Moya et al., 2001;. De Barro et
al., 2005), entretanto o efeito da divergéncia geogréafica anterior no atual grau de fluxo
génico entre os dois bidtipos ndo é clara. Em Israel, por exemplo, 0 monitoramento
indicou que populacdes B e Q sdo frequentemente encontrados lado a lado (por vezesna
mesma planta) em varios locais (Horowitz et al., 2003). Pascual (2006) relatou o
acasalamento em laborat6rio entre 0s bidtipos B e Q, os dois bidtipos sdo capazes de
produzir fémeas viaveis F1 (Roundet al., 2000; Ma et al., 2004), porém as fémeas
geradas por esse cruzamento sdo estéreis, impossibilitando a geracdo de F2 (Ma et al.,
2004). Segundo Elbaz (2009) provavelmente, os bittipos B e Q séo reprodutivamente
isolados mesmo realizando o acasalamento entre bi6tipos.

Devido as limitacbes na identificagdo morfologica dos bidtipos de Bemisia
tabaci varias técnicas moleculares tém sido empregadas, dentre elas RAPD-PCR (de
Barro & Driver 1997, Lima et al., 2002) tem sido considerada uma técnica eficiente,
principalmente, quando usada em conjunto com enzimas de restricdo, sendo capaz de
produzir padrdes que permitem separar claramente os biétipos B, Q, M, S e T. Além
disto, primers mitocéndriais podem ser utilizados para separacao de alguns bidtipos.

De modo geral, o relacionamento entre espécies de Begomovirus e Bemisia
tabaci tem sido amplamente estudado, entretanto muitas destas relagdes apresentam-se
complexas. De acordo com revisao publicada por Hogenhout et al. (2008) pode haver
ou ndo: replicacdo do virus no inseto vetor, transmissao para a progénie e efeitos na
fecundidade e longevidade do vetor. De acordo com esta revisdo Tomato yellow leaf
curl virus aparentemente replica-se no vetor e reduz a sua longevidade. O contrario
ocorre para Tomato mottle virus (ToMoV) (Sinisterra et al., 2005; Rubinstein et al.,
1997).

Estudos tém demonstrado ainda a importancia de homdlogos de proteinas
chaperonas (Groel), produzidas por bactérias endossimbiontes de Bemisia tabaci na
transmisséo de Begomovirus.

Os primeiros estudos de endossimbiontes interferindo na transmissdo de virus de
plantas foram realizados com o luteovirus Potato leafroll virus (PLRV) (género
Polerovirus, familia Luteoviridae). Foi demonstrado que a transmissdao depende de um

homologo da Groel (63-KDa) produzido pelo endossimbionte (Buchnera sp.) de Myzus
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persicae. Homologos da Groel, sintetizados por esta bactéria, além de terem sido
encontrados em grande quantidade na hemolinfa do inseto, foram essenciais para
persisténcia de luteovirus no corpo de M. persicae. Outros luteovirus e o TYLCV
mostraram ainda alta especificidade por homologos da Groel. Para TYLCV, ap0s
tratamentos com antissoro especifico para Groel foi observada diminuicdo dos niveis
destes homdlogos no corpo do vetor, bem como perda da integridade capsidial e
inibicdo da transmisséo destes virus (Morin et al., 1999).

Praticamente todas as espécies de mosca-branca abrigam bactérias como
simbiontes primarios e variados simbiontes secundarios os quais influenciam em varios

aspectos da biologia do inseto.

Simbiontes e insetos

Associacdo de bactérias simbiontes sdo extremamente comuns entre
invertebrados, sendo imensa a capacidade desses simbiontes em alterar a biologia de
seus hospedeiros. Os simbiontes podem influenciar desde aspectos reprodutivos a
nutricdo de seus hospedeiros e até mesmo a locomocdo, além de alguns casos,
beneficiarem a competicdo interespecifica (Brownlie et al., 2007). Nesta associa¢do, a
bactéria estabelece um tipo de infeccdo que persiste no hospedeiro, e muitos
invertebrados carregam bactérias simbiontes durante todo o seu ciclo de vida,
transmitindo-as vertical e/ou horizontalmente (Bright & Bulgheresi, 2010).

As relacOes de simbiose podem ser de mutualismo, comensalismo, competicéo e
parasitismo, sendo que cada interacdo pode ser benéfica ou prejudicial para o
hospedeiro ou para o simbionte em diferentes fases de sua vida ou frente as mudancas
nas condi¢fes ambientais (Klepzingetal. 2009). Estudos sobre simbiose tornaram-se
tema importante na biologia porque a simbiose atinge varias areas como 0S mecanismos
de evolucgdo, co-adaptagéo e especiacdo (Stouthamer et al., 1999; Currie, 2001) relagdo
planta-herbivoro e interacdo tritroficas, comunicacdo animal e organizacdo social
(Richard et al., 2007), dinamica de populacdes (Hofstetter et al., 2006), invasao
bioldgica (Mota et al., 2006) e manejo de pragas (Hosokawa et al., 2010).

Em insetos, os simbiontes podem ser virus, fungos ou bactérias, localizando-se
externa (ectossimbionte) ou internamente (endossimbiontes) ao corpo do hospedeiro. Os
endossimbiontes podem ser extra ou intracelulares, sendo os ultimos denominados
endocitobiontes (Moran, 2008).
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Bemisia tabaci pode abrigar endossimbiontes priméarios e secundarios e a
especificidade de endossimbiontes pode diferir de acordo com o bidtipo. Praticamente
todas as espécies de mosca-branca abrigam bactérias como simbiontes primarios e
variados simbiontes secundarios os quais influenciam em varios aspectos da biologia do
inseto (Baumann et al., 2000).

Endossimbiontes primarios, ou obrigatérios, sdo morfologicamente semelhantes
entre si, encontram-se localizados nos bacteriocitos e apresentam uma relagdo muito
estreita com o inseto; endossimbiontes secundarias sdo morfologicamente diferentes e
ndo se restringem a bacteridcitos, estando presente em quase todos o0s tipos de células
do inseto hospedeiro e ndo apresentam relacdes tdo estreitas como 0s primarios
(Baumann et al., 2000; Buchner, 1965).

Diferentes endossimbiontes tém sido descritos em associacdo com diferentes
bidtipos e populagGes de B. tabaci e podem interferir na transmissdo de viroses de
plantas (Gottlieb et al., 2006; Gottlieb et al., 2010).

Varios relatos feitos até entdo mostraram que praticamente todas as espécies de
mosca-branca abrigam 0 endossimbionte  primario  “Candidatus  Portiera
aleyrodidarum”, responsavel por suplementar a dieta do floema com alguns nutrientes.
(Thao & Baumann, 2004).Vérios outros endossimbiontes sdo reportados em populagdes
de Bemisia tabaci ao redor do mundo incluindo CandidatusHamiltonella defensa,
Wolbachia, Arsenophonus, Cardinium, Fritschea bemisiae e Rickettsia sendo conhecido
que existem diferencas dependendo do tipo de bidtipo em questdo (Gottlieb et al.,2010).

Recentemente Gottlieb et al. (2010) compararam os endossimbiontes primario
(“Candidatus Portiera aleyrodidarum”) e secundarios Hamiltonella, Arsenophonus,
Fritchea, Wolbachia, e Cardinium spp dos biotipos B e Q de Bemisia tabaci, alem
correlacionarem a presenca do endossimbionte Hamiltonella com uma maior eficiéncia
na transmissao viral

Endossimbiontes apresentam uma variedade de efeitos nas suas hospedeiras,
como aumento da resisténcia ao parasitismo de vespas, influéncia no tipo de reproducéo
do inseto, transmissdo de virus e melhor adaptabilidade, além de apresentarem
diferentes padrdes de localizag&o no corpo dos insetos (Oliver et al.,2003).

Wolbachia, Rickettsia, Arsenophonus e Cardinium estdo relacionadas a
reproducdo de suas hospedeiras através de varios mecanismos (Werren et al., 1986;
Gherna et al., 1991; Zchori-Fein & Perlman, 2004; Dale & Moran, 2006).
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Hamiltonella confere resisténcia a parasitoides do afideo Acyrthosiphon pisum
(Oliver et al., 2003; Ferrari et al., 2004; Bensadia et al., 2005) e aumenta a eficiéncia de
Bemisa tabaci como vetora de virus (Gottlieb et al., 2010).

Rickettsia em B. tabaci confere resisténcia a estresse de temperatura (Brumin et
al., 2011) e proporciona maior “fitness” a mosca-branca (Himler et al., 2011).

Com relacdo a localizacdo de simbiontes pesquisas recentes de levantamento de
endossimbiontes  secundarios nos aleirodideos Bemisia tabaci, Trialeurodes
vaporariorum e Siphoninus phillyreae em diferentes locais mostraram diferencgas quanto
aos endossimbiontes Rickettsia, Wolbachia, Cardinium, Hamiltonella e Arsenophohus,
sendo que a deteccdo multipla de endossimbiontes foi comum nas trés espécies de
insetos avaliadas. Estudos de hibridizacdo in situ mostraram padrdes de localizacdo de
Hamiltonella em S. phillyreae e morfologia de bacteridcitos diferente do que ja
observado para outras espécies de Bemisia (Skalljacet al., 2012).

Apesar de endossimbiontes de moscas-brancas terem sido intensamente
estudados apds o seu primeiro relato por Buchner em 1965, a relacdo entre B. tabaci e
seus endossimbiontes é mal compreendida em parte devido a dificuldade técnica
envolvida na cultura da maioria dos endossimbiontes fora de seus hospedeiros de
insetos (Wilkinson, 1998).

O papel de endossimbiontes em seus hospedeiros insetos pode ser esclarecido
apos a inativacao in vivo por antibioticos. Se um antibidtico substancialmente inibe um
endossimbionte, poderia ser usado para determinar o efeito do endossimbionte em que
B. tabaci.

Antibioticos como tetraciclina, ampicilina e rifampicina podem ser utilizados e
sua acdo dependera da espécie de endossimbionte, antibiotico, biotipo de Bemisia tabaci
e interacdo entre estes fatores. Tetraciclina quimicamente € derivada da
naftacenocarboxamida policiclica, nucleo tetraciclico. Ampicilina é um polimero de
aminopenicilina, betalactdmico com um grupo fenil (grupo das penicilinas) e a
rifampicina pertence ao grupo das rifamicinas.

Segundo Muhammad et al., (2010) o endossimbionte primario “Candidatus
Portiera aleyrodidarum” permanece ap6s tratamento com estes 3 antibidticos, mas 0s
mesmos agem de formas distintas em diferentes bidtipos de Bemisia que apresentaram
por exemplo os endossimbiontes secundarios Arsenophonus e Wolbachia.

Até o momento ndo existe nenhum estudo de identificacdo, diversidade e

localizagdo de endossimbiontes de Bemisia tabaci no Brasil, nem correlagdo entre
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distintas populagdes de Bemisia e seus endossimbiontes na eficiéncia de transmissao de
espécies de Begomovirus.

A caracterizacdo da comunidade bacteriana em diferentes populacdes de B.
tabaci € crucial para a compreensao de varios aspectos da biologia do inseto, tais como
o0 surgimento de bidtipos mais agressivos e a variacdo na capacidade de transmisséo de
virus de plantas (Morin et al., 1999). Além disso, a identificacdo da predominancia de
determinados endossimbiontes associados com diferentes culturas e regides geogréaficas
é essencial para o conhecimento da diversidade dos mesmos e estudos futuros sobre a
possivel influéncia na transmissdo de viroses. Tem sido sugerido que alguns
endossimbiontes bacterianos de Bemisia tabaci podem desempenhar um importante
papel na transmissdo viral, 0 que pode auxiliar no entendimento da interacdo virus-
vetor, bem como, auxiliar no desenvolvimento de estratégias de controle (Baumann,
2005; Gottlieb et al., 2006; Gottlieb et al., 2010).Sabe-se que podem existir diferencgas
quanto a transmissdo viral dentro de populacbes de Bemisia tabaci bidtipos B
provenientes de locais diferentes e que apresentam distintos endossimbiontesno inseto.

A co-localizacdo e a sub-localizacdo de endossimbiontes vem sendo estudadas
com o auxilio do microscopio confocal de fluorescéncia por varredura laser (confocal)
(Gottlieb et al., 2006).

O confocal utiliza a fluorescéncia para a aquisi¢cao das imagens. A fluorescéncia
é um tipo de luminescéncia (emissdo de luz) em que um corpo absorve luz e ap6s um
curto intervalo de tempo re-emite essa luz. Dependendo da fonte de energia, a
luminescéncia pode ser do tipo eletroluminescéncia, radioluminescéncia,
quimioluminescéncia ou fotoluminescéncia, onde a Gltima ocorre quando a fonte de
energia sdo fotons. Esse é o principio da microscopia de fluorescéncia, na qual
compostos quimicos m chamados fluoroforos sdo usados para produzir a fluorescéncia
do material em estudo. A técnica de microscopia de fluorescéncia consiste justamente
em captar os fotons emitidos e com ele gerar uma imagem (UNICAMP 2012).

O confocal utiliza uma fonte de laser para promover a excitagdo dos fluoréforos.
Através de um conjunto de lentes 0 microscépio € capaz de focar um cone de luz laser
em uma profundidade predeterminada da amostra a ser estudada.Ao retornar pelo
mesmo caminho oéptico, a luz devida & fluorescéncia é separada utilizando-se um
conjunto de espelhos chamados divisor de luz. Em seguida a luz separada passa por um
pequeno orificio, chamado pinhole, capaz de separar apenas a luz proveniente do ponto

focado, eliminando a luz emitida por pontos fora de foco. Com isso s6 a luz dos pontos
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em foco é registrada, com a ajuda de tubos fotomultiplicadores. Estes sinais gerados
pelas fotomultiplicadoras sdo processados por um computador e assim imagens
bidimensionais extremamente precisas podem ser construidas. O inconveniente desta
técnica é a degradacéo dos fluoréforos, o que leva a utilizacdo do confocal para o estudo
de fenbmenos mais rapidos, no caso de espécimes vivos, ou para estudar detalhes

internos das células em espécimes vivos ou fixados(UNICAMP 2012).

Objetivos

Os principais objetivos deste projeto foram:
A) Identificar endossimbiontes em populacGes de B. tabaci de varios locais
(Distrito Federal e Entorno) e plantas hospedeiras,

B) Localizar alguns endossimbiontes de Bemisia tabaci bi6tipo B.
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CAPITULO 2

Levantamento e localizacao de alguns
endossimbiontes de Bemisia tabaci

Introducéo

Bemisia tabaci, popularmente conhecida como mosca-branca (Figura 1) esta
amplamente distribuida em regides tropicais e subtropicais e é considerada uma das

mais destrutivas pragas para a agricultura (Brown, 1994 e Polston & Anderson 1999).
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Figura 1- Adulto de Bemisa tabaci

Estes insetos causam grandes danos diretos ao se alimentarem da seiva do
floema (0 que pode resultar em mais de 50% de perdas de producdo). Além disso,
excretam uma substancia agucarada que permite o crescimento de fungos capnodiaceos
e podem causar a isoporizacdo dos frutos. Como danos indiretos funcionam como
vetores de varias especies virais, incluindo espéecies de Begomovirus (Louro, 2004,
Brown, 2007).

Espécies de Begomovirus causam grandes perdas no Brasil e no mundo, em
diversas plantas, incluindo o tomateiro. As espécies que infectam tomateiro no Brasil
sdo denominadas de bipartidas, por apresentarem dois componentes genémicos A e B,
enquanto as monopartidas apresentam apenas um componente gendémico.

Bemisia tabaci apresenta habito alimentar polifago com pelo menos 600
espécies de plantas hospedeiras em 74 familias botanicas (Brown et al., 1995),
incluindo plantas daninhas, que, ocupam papel de reservatdrio de espécies virais.

Bemisia tabaci foi originalmente descrita em 1889 na Grécia como
Aleyrodestabaci com base em exemplares coletados em plantas de fumo e disseminou-
se por todos os continentes, ndo sendo constatada sua presenca apenas na Antartica
(Morales, 2001; Perring, 2001).

Acredita-se que 0 género Bemisia tenha como provavel centro de origem o
Oriente, entretanto, existem duvidas (Brown et al., 1995). A primeira ocorréncia de B.
tabaci no Novo Mundo foi feita em 1897 em cultura de batata doce (Ipomoea batatas)
nos Estados Unidos.

No Brasil, a presenca de Bemisia tabaci foi relatada ainda em 1928 sobre
Euphorbia pulcherrima Willd. no estado da Bahia (Bondar, 1928) e no comec¢o dos
anos 60 havia se tornado uma importante praga na agricultura (Lima et al., 2002).

A partir da década de 50, foi proposta a existéncia de racas ou biétipos de B.

tabaci devido a observacdo de que populacdes morfologicamente idénticas podiam
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apresentar caracteristicas distintas quanto a transmissdo de virus e colonizacdo de
plantas (Brown et al., 1995).

A partir do final da década de 1990 foram observadas elevadas populacdes da
mosca-branca Bemisia tabaci biotipo B em plantacdes de hortalicas e ornamentais na
regido de Campinas-SP e vérios trabalhos tem sido publicados mostrando que este é o
bi6tipo que predomina no Brasil (Villas Boas, 2000; Rocha et al., 2011).

Sabe-se que a relacdo estabelecida entre virus e vetor € do tipo circulativa ndo
propagativa, de maneira que o virus ap6s circular pelo corpo do inseto atinge as
glandulas salivares para ser, entdo, inoculado durante o processo de alimentacao.

As fémeas de B. tabaci sdo capazes de transmitir Tomato yellow leaf curl virus -
TYLCV (begomovirus monopartido) mais eficientemente que os machos (Cohen &
Nitzany, 1966 e Caciagli et al., 1995) e tanto larvas como adultos podem adquirir o
virus. Estudos tém mostrado ainda a transmissdo entre individuos (transmissao
horizontal) e para progénie (transmissdo vertical) de algumas espécies de Begomovirus
por Bemisia tabaci bidtipo B.

Estudos tém demonstrado ainda a importancia de homdlogos de proteinas
chaperonas (Groel), produzidas por bactérias endossimbiontes de inseto na transmissao
de virus membros de Begomovirus e Polerovirus (Luteoviridae) (Morin et al., 1999).

Bemisia tabaci pode abrigar endossimbiontes primarios e secundarios e a
especificidade de endossimbiontes pode diferir de acordo com o biotipo e varios estudos
tém mostrado que diferentes endossimbiontes podem estar associados com diferentes
bidtipos e populacdes de B. tabaci, podendo interferir na transmissdo de virus de
plantas.

De acordo com varios relatos feitos até entdo praticamente todas as espécies de
mosca-branca abrigam 0 endossimbionte  primario  “Candidatus  Portiera
aleyrodidarum”, responsavel por suplementar a dieta do floema com alguns nutrientes.
Varios outros endossimbiontes sdo reportados em populagcdes de Bemisiatabaci ao redor
do mundo incluindo*“Candidatus Hamiltonella defensa”, Wolbachia, Arsenophonus,
Cardinium, Fritschea bemisiae e Rickettsia sendo conhecido que existem diferencas
dependendo do tipo de bi6tipo em questao.

Endossimbiontes apresentam uma variedade de efeitos nas suas hospedeiras,
como aumento da resisténcia ao parasitismo de vespas, influéncia no tipo de reproducéo
do inseto, transmissdo de virus e melhor adaptabilidade, além de apresentarem

diferentes padrdes de localizag&o no corpo dos insetos.
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No Brasil existe uma lacuna na &rea de estudos sobre Bemisia tabaci e seus
endossimbiontes. Assim, a identificacdo inicial dos endossimbiontes em populagdes de
Bemisia tabaci biotipo B (regido do Entorno do Distrito Federal-DF) e estudos de
localizagéo destes endossimbiontes no corpo dos vetores é crucial para o conhecimento
destes organismos. Esta serd a primeira vez no Brasil (e também América do Sul) que
realiza-se estudos de localizacdo de endossimbiontes em Bemisia tabaci.

Material e métodos

1- Levantamento de endossimbiontes

1.1- Locais de coleta
Amostras de Bemisia tabaci foram coletadas em diversas plantas hospedeiras do
vetor em diferentes localidades do Distrito Federal e Entorno (Tabela 1). As amostras

foram armazenadas em etanol 70%para posterior extracdo de DNA genémico.



Tabela 1- Lista das hospedeiras (nome comum e cientifico), locais das coletas e coletor.

Amostras Cultura

Bovouarwnr

11
12
13
14
15
16
17
18
19

20

21
22

23

24

25

26

Soja
Tomate
Feijdo
Soja

Couve
Bela-emilia
Chuchu
Jilé

Serralha verdadeira

Soja
Melancia
Mostarda
Soja

Batata
Bela-emilia
Videira
Tomate
Couve-flor

Mentrasto

Couve diferente
Tomate

Corda -de-viola
Couve
Chicha

Crambe

Nome Cientifico
Glycine max
Solanum lycopersicum
Phaseolus vulgaris
Glycine max
Brassica oleracea
Emilia sonchifolia
Sechium edule
Solanum gilo
Sonchus oleraceus
Glycine max

Citrullus vulgaris Schrad

Sinapsis Alba

Glycine max

Solanum tuberosum
Emilia sonchifolia
Vitis SP

Solanum lycopersicum
Brassica oleracea

Ageratum conyzoides

Brassica oleracea
Solanum lycopersicum

Ipomeia grandifolia
Brassica oleracea

Sterculia strita

Crambe abyssinica

Local*
PAD/DF Pta 345
PAD/DF Pta 328
PAD/DF Pta 328
PAD/DF Pta 351
EEB-UnB
EEB-UnB
EEB-UnB
EEB-UnB
EEB-UnB
EEB-UnB
EEB-UnB
EEB-UnB
PAD/DF
PAD/DF

Asa Norte
Pipiripau
Brazilandia
Taquara

CNPH

EEB-Fruticultura
IB-Unb

EEB-Fruticultura
EEB-Fruticultura
FAL

EEB-Fruticultura

Coletor
Inoue-Nagata
Inoue-Nagata
Inoue-Nagata
Inoue-Nagata
Rocha

Rocha

Rocha

Rocha

Rocha

Rocha

Rocha

Rocha

lvan

lvan

Costa

lvan

Souza

lvan

Pereira-
Carvalho
Pereira-
Carvalho
Nogueira
Pereira-
Carvalho
Pereira-
Carvalho
Pereira-
Carvalho
Pereira-
Carvalho

23



27 Alface Lactuca sativa CENARGEN Rosa

Pereira-
28 Bela-emilia Emilia sonchifolia CENARGEN Carvalho

Pereira-
29 Erva-de-touro Tridax procumbens CENARGEN Carvalho

Pereira-
30 Sida Sida rhombifolia CENARGEN Carvalho

Pereira-
31 Fevillea Fevillea cordifolia EEB-UnB Carvalho
32 Espirradeira Nerium oleander Sobradinho Erica

'PAD/DF: Programa de assentamento dirigido do Distrito Federal; EEB: Estacdo Experimental de Biologia; UNB: Universidade de Brasilia; CNPH:Centro

Nacional de Pesquisa e Hortalica; IB: Instituto de Ciéncias Bioldgicas; FAL: Fazenda Agua Limpa e CENARGEN: Centro Nacional de Recursos Genéticos
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1.2-Extracdo de DNA gendmico

O DNA gendmico das populacdes de mosca-branca foi obtido com base no
protocolo seguido por Aljanabi et al. (1997) e Santos et al. (2003) com algumas
adaptacdes. Apos inimeras tentativas de ajuste de protocolo, 0 DNA de apenas uma
mosca-branca foi obtido com sucesso ao modificar o volume de Proteinase K (50 pL
/mL), de 1 puL para 3,5 pL. Outro ajuste foi feito na retirada do sobrenadante, onde o
mesmo so foi retirado apos a centrifugacdo com Clorofane.

Para realizacdo destes testes procedeu-se a coleta de moscas-brancas aviruliferas
provenientes da criacdo avirulifera mantida em repolho na Estacdo Experimental de
Brasilia.

A extracdo de DNA foi realizada utilizando 1, 2, 3, 4, ou 5 individuos coletados
de cada amostra. Os espécimes foram removidos do etanol 70% e colocados no interior
de tubos de 1,5 mL. O(s) inseto(s) foi (foram) macerado(s) com pistilo plastico
devidamente autoclavado. A seguir 3,5 pulL de Proteinase K (50 pL /ml) foram
adicionados e o material foi levado ao banho-maria a 65°C por 30’ e em seguida
deixados a temperatura ambiente por 3’. Acrescentou-se 3,5 uL de Acetato de Potassio
8M. As amostras foram levadas ao -20°C por 30’ e posteriormente centrifugadas. Foram
adicionados 200 pL de Clorofane (Cloroformio: Fenol na proporcdo de 1:1) e
centrifugou-se o material por mais 13’. O sobrenadante foi retirado cuidadosamente e
500 uL de Etanol Absoluto foram adicionados. As amostras foram entdo levadas ao -
80°C por 15’, para a precipitacio do DNA, e em seguida centrifugadas por 15°. O
Etanol foi descartado e 0 DNA lavado com 50 uL de Alcool 70% e 0s tubos colocados
para secar a temperatura ambiente. O DNA foi ressuspendido com 20 pL de dgua milliq
por espécime e armazenado no -20°C.

A concentracdo do DNA extraido foi medida em nanodrop (Tabela 2). Um
microlitro de DNA de cada amostra foi colocado sobre o leitor do aparelho e em
seguida os dados obtidos foram salvos.



.Tabela 2 - DNA (ng/uL)

Cultura
Couve
Couve
Bela-emilia
Bela-emilia
Chuchu
Chuchu
Jilo

Jilé
Serralha verdadeira
Serralha verdadeira
Soja

Soja
Melancia
Melancia
Mostarda
Mostarda
Soja

Batata
Bela-emilia
Bela-emilia
Videira
Videira
Tomate
Tomate

Couve-flor

Nome cientifico
Brassica oleracea
Brassica oleracea
Emilia sonchifolia
Emilia sonchifolia
Sechium edule
Sechium edule
Solanum gilo
Solanum gilo
Sonchus oleraceus
Sonchus oleraceus
Glycine Max
Glycine Max
Citrullus vulgaris
Citrullus vulgaris
Sinapsis Alba
Sinapsis Alba
Glycine Max
Solanum tuberosum
Emilia sonchifolia
Emilia sonchifolia
Vitis SP

Vitis SP

Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum

Brassica oleracea

Amostra
9-5.1
9-53

11-6.1
12-6.4
13-7.1
14-7.3
15-8.1
16-8.3
17-10.1
18-10.3
19-11.1
20-11.3
21-12.1
22-12.3
23-13.1
24-13.3
25-14
26-15
27-16.1
28-16.2
29-17.1
30-17.3
31-18.1
32-18.2
33-19.1

ng/uL
73,71
79,02
264,83
43,67
13,58
34,95
23,39
29,11
92,51
44,22
34,58
24,18
63,72
197,05
54,45
56,65
8,92
6,34
5,62
22,62
19
6,2
6,33
7,03
10,57

Cultura
Couve-flor
Mentrasto
Mentrasto
Couve diferente
Couve diferente
Tomate
Tomate

Corda -de-viola
Corda -de-viola
Couve

Couve

Chicha

Chicha

Crambe
Crambe

Alface

Alface
Bela-emilia
Bela-emilia
Erva-de-touro
Sida

Sida

Fevillea
Espirradeira

Espirradeira
Espirradeira

Nome cientifico
Brassica oleracea
Ageratum conyzoides
Ageratum conyzoides
Brassica oleracea
Brassica oleracea
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Ipomea grandifolia
Ipomea grandifolia
Brassica oleracea
Brassica oleracea
Sterculia strita

Sterculia strita
Crambe abyssinica

Crambe abyssinica
Lactuca sativa

Lactuca sativa
Emilia sonchifolia
Emilia sonchifolia
Tridax procumbens
Sida rhombifolia
Sida rhombifolia
Fevillea cordifolia
Nerium oleander

Nerium oleander
Nerium oleander

Amostra
34-19.3
35-20.1
36-20.3
37-21.1
38-21.3
39-22.1
40-22.3
41-23.1
42-23.3
43-24.1
44-24.3
45-25.1
46-25.3
47-26.1
48-26.2
49-27.1
50-27.3
51-28.1
52-28.3

53-29
54-30.1
55-30.3
56-31.1
57-31.3

58-32.1
59-32.3

26

ng/uL

23,11
5,78
17,87
4,84
3,12
10,15
13,81
204,19
68,91
19,31
31,29
5,34
10,13
43,49
19,87
26,46
86,27
83,84
84,54
63,14
67,22
748,95
13,5
81,74

74
21,54
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1.3- Amplificagdo de DNA

1.3.1PCR

As amplificacbes para bidtipo, endossimbiontes “Candidatus Portiera
aleyrodidarum”, Wolbachia,Hamiltonella e begomovirus foram feitas mediante ao uso
de primers especificos (Tabela 3). Os amplicons foram obtidos atraves de reacfes de
PCR com volume final de12,5 puL contendo Tris-HCL 10 mM (pH 8,3), KCL 50mM,
MgCL; 2,4 mM, 250 uM de cada um dos desoxirribonucleotideos (AATP, dTTP, dGTP,
dCTP), 0,8 uM de cada ‘primer’, uma unidade da enzima Taq polimerase. Utilizou-se 1
uL de DNA (as concentragfes foram variaveis e encontram-se listadas na Tabela 2). As
amplificacdes foram efetuadas em termociclador rPTC-100"Programmable Thermal
Contriller e BIO RAD C1000™ Thermal Cycle programado e as condicdes de cada
reacdo encontram-se descritas na Tabela3.



Tabela 3- Primers utilizados para deteccdo de endossimbiontes de Bemisia tabaci e virus.

Endossimbiontes Primers’ Sequéncia 5’-3’ Tamanho Ciclos
“Candidatus Portiera aleyrodidarum”* F28 TGCAAGTCGAGCGGC 1000-1100 | 95°C (5’) seguido de 30 ciclos:
R 1098 AAAGTTCCCGCCTTATGCGT 95°C (1), 54°C (1’) e 72°C (1°)
e uma extensdo final de 72°C
por 7°.
Wolbachia® F wsp81 TGGTCCAATAAGTGATGAAGAA | 590-625 95°C por (5°) sequido de35
R wsp691 AC ciclos: 95° C (1%),50° C(30°") e
AAAAATTAAACGCTACTCCA 72° C (1’) e uma extensao final
de 72°C por 7.
Hamiltonella® F ham TGAGTAAAGTCTGGGAATCTGG | 700 94° C por (2’) seguido de
R ham AGTTCAAGACCGCAACCTC 35ciclos de 94° C (307"), 60° C
(30) e 72° C (1’) e uma
extensdo final de 72° C por 7°.
Begomovirus® FPAL1v1978 | GCATCTGCAGGCCCAACTYGTCT | 1100 94° C por 4 seguido de 35
RPARCc715 TTYCCNGT ciclos de 94° C (30"), 53° C
GATTTCTGCAGTTDATRTTYTCR (30") e 72° C (3’) e uma
TCCATCCA extensdo final de 72° C por 7°.
coP MTD-10 TTGATTTTT TGG TCATCC AGA | ~800 94° C por 4 seguido de 35
MTD-12 AGT ciclos de 94° C (30”"), 53° C

TCC AAT GCA CTA ATC TGC CAT
ATT A

(30’) e 72° C (3’) e uma
extensdo final de 72° C por 7°.

1 Zchori-fein et al., 2004; 2Rojas et al., 1993 e *Frohlich et al.,1999 e “F: Forward e R: Reverse.
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Os produtos de amplificacdo foram visualizados em transiluminador apos
eletroforese em gel de agarose a 1%, corrido em tampdo TBE (Tris-Borato 45mM e
1mM EDTA) 0,5X e corados em solucdo de Brometo de etideo 1 ug/mL. Amplicons do
tamanho esperado para cada primer foram purificados com o kit Purelink.Os produtos
da purificacdo também foram visualizados em transiluminador apés eletroforese em gel
de agarose a 1%, corrido em tampédo TBE 0,5X e corados em solu¢do de Brometo de
etideo. Apds a quantificacdo no nanodropos produtos das purificacfes foram enviados
para sequenciamento na Embrapa CNPH.

As sequéncias serdo comparadas e analisadas em software DNA STAR.

1.4 - Localizacao de bactérias endossimbiontes (primario e secundario) no vetor
Bemisia tabacipor hibridizacéo in situ— Confocal
Neste estudo, utilizou-se a microscopia de confocal visando detectar “Ca.

Portiera aleyrodidarum” (endossimbionte priméario) e Wolbachia (endossimbionte
secundario) em ovos, ninfas e individuos adultos de Bemisia tabaci (bidtipo B)

aviruliferas mantidas em repolho.

1.4.1 Manutencao da criacao de Bemisia tabaci avirulifera

Uma criacdo Bemisia tabaci foi mantida na Estacdo Experimental de Biologia da
Universidade de Brasilia para fornecer os insetos para o experimento. Os aleirodideos
foram mantidos em plantas de repolho (Brassica oleraceae var capitata), variedade
coracdo de Boi. As plantas de repolho foram mantidas em gaiolas e livres em uma casa
de vegetacdo com condices de temperatura controlada para 28°C (+ ou — 2°C). As

plantas de repolho foram repostas semanalmente (Figura 2).
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Figura- 2:2A: Criacdo de Bemisia tabaci avirulifera em repolho. 2B: Criacdo de Bemisia tabaci
avirulifera em gaiolas.

Individuos adultos e ninfas foram coletados e armazenados em solucdo fixadora
de Carnoy (cloroférmio: etanol :acido acético, 6:3:1), descorados e posteriormente
submetidos a hibridac&o in situ fluorescente (FISH).

A hibridizacdo in situ foi conduzida de acordo com Gottlieb et al. (2006).
Resumidamente ninfas e individuos adultos de mosca branca foram incubados em
solucdo fixadora (Carnoys), lavadas em solucdo de hidroxido de peréxido por no
minimo 2 horas e lavadas em etanol 100%. Em seguida, foram incubadas em solu¢éo de
hibridizacdo contendo as sondas marcadas, Cy-3 e Cy-5 produzidas para
endossimbiontes Gottlieb et al. (2006).

Resultados e Discussao

1- Extracédo de DNA

O protocolo de extragdo de DNA de uma mosca-branca foi realizado de acordo
com Aljanabi et al. (1997) e Santos et al. (2003) com algumas adaptacfes. Para
realizacdo destes testes procedeu-se a coleta de moscas-brancas aviruliferas
provenientes da criagdo avirulifera mantida em repolho na Estacdo Experimental de
Brasilia.

Ap0s inumeras tentativas de ajuste de protocolo, o DNA de apenas uma mosca-
branca foi obtido com sucesso. Além das dificuldades pertinentes ao protocolo de

extracdo, uma das dificuldades encontradas inicialmente foi devido a visualiazagéo do
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DNA em gel de agarose devido a baixa concentracdo de DNA para as primeiras
amostras. Nesta primeira etapa procedia-se a PCR com o DNA extraido para confirmar
a extracdo de DNA. A Figura 3 ilustra uma PCR realizada com DNA proveniente da
extracdo de 1 e 10 moscas aviruliferas confirmando assim a eficiéncia dos ajustes

realizados nos protocolos.
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Figura 3-PCR realizada com DNA proveniente da extragio de 1 e 10 moscas aviruliferas.

2-Levantamento de endossimbiontes

Das 91 extragcOes de DNA realizadas utilizando o material das 31 amostras
coletadas foram selecionadas 59 extracdes, priorizando as que continham menor numero

de espécimes para realizar PCR com primers especificos para endossimbiontes.

Os produtos obtidos nas reacdes de PCR foram analisados em eletroforese em
gel de agarose (1,2%) onde foi possivel observar a presenca de Hamiltonella em 30 das
31 amostras, total de 96,7% positivas (Figura 4) e também a presenca de “Candidatus
Portiera aleyrodidarum” em 27 das 31 amostras analisadas, totalizando 87% positivas
(Figurab).
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Figura 4- Amplicons obtidos usando os primers HAM-R/HAM-F para Hamiltonella. M:Marcador1kb
Ladder. Amostras:1: Soja 1.1; 2: Soja 1.3; 3: Tomate 2.2; 4: Tomate 2.3; 5: Feijao 3.1; 6: Feijao 3.3; 7:
Soja 4.1; 8: Soja 4.3; 9: Couve 5.1; 10: Couve 5.3; 11: Bela-emilia 6.1; 12: Bela-emilia 6.4; 13: Chuchu
7.1; 14: Chuchu 7.3; 15: Gil6 8.1; 16: Gil6 8.3; 17: Serralha verdadeira 10.1; 18: Serralha verdadeira
10.3; 19: Soja 11.1; 20: Soja 11.3; 21: Melancia 12.3; 22: Mostarda 13.3; 23: Batata 15; 24: Bela-emilia
16.3; 25: Videira 17.1; 26: Videira 17.3; 27: Tomate 18.1; 28: Tomate 18.3; 29: Couve-flor19.1; 30:
Couve-flor 19.3; 31: Mentrasto 20.1; 32: Mentrasto 20.3; 33: Couve 21.1; 34: Couve 21.3; 35: Tomate
22.1; 36: Tomate 22.3; 37: Corda-de-viola 23.1; 38: Corda-de-viola 23.3; 39: Couve 24.1; 40: Couve
24.3; 41: Chich4 25.1; 42: Chicha 25.3; 43: Crambre 26.1; 44: Crambre 26.3; 45: Alface 27.1; 46: Alface
27.3; A7: Bela-emilia 28.1; 48: Bela-emilia 28.3; 49: Sida 30.1; 50: Sida 30.3; 51: Fevillea 31.1; 52:
Espirradeira 32.1; 53: Espirradeira 32.2; 54 e 55: Controles positivos e 56 controle negativo. A seta indica

a altura esperada para amplificagdo (~700 pb).
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Figura 5- Amplicons obtidos usando os primers 28f/1098r para deteccdo do endossimbionte

“Candidatus Portiera aleyrodidarum”. M:Marcadorlkb Ladder. Amostras:1: Soja 1.1; 2: Soja 1.3; 3:
Tomate 2.2; 4: Tomate 2.3; 5: Feijdo 3.1; 6: Feijdo 3.3; 7: Soja 4.1; 8: Soja 4.3; 9: Couve 5.1; 10: Couve
5.3; 11: Bela-emilia 6.1; 12: Bela-emilia 6.4; 13: Chuchu 7.1; 14: Chuchu 7.3; 15: Gil6 8.1; 16: Gil6 8.3;
17: Serralha verdadeira 10.1; 18: Serralha verdadeira 10.3; 19: Soja 11.1; 20:Soja 11.3; 21: Melancia
12.1; 22: Melancia 12.3; 23: Mostarda 13.1; 24: Mostarda 13.3; 25: Soja 14; 26: Batata 15; 27: Bela-
emilia 16.1; 28: Bela-emilia 16.3; 29: Videira 17.1; 30: Videira 17.2; 31: Tomate 18.1; 32: Tomate 18.3;
33: Couve-flor 19.1; 34: Couve-flor 19.3; 35: Mentrasto 20.1; 36: Mentrasto 20.3; 37: Couve 21.1; 38:
Couve 21.3; 39: Tomate 22.1; 40: Tomate 22.3; 41: Corda -de-viola 23.1; 42: Corda -de-viola 23.3; 43:
Couve 24.1; 44: Couve 24.3; 45: Chich4 25.1; 46: Chich4 25.3; 47: Crambe 26.1; 48: Crambe 26.3; 49:
Alface 27.1; 50: Alface 27.3; 51: Bela-emilia 28.1; 52: Bela-emilia 28.3; 53: Erva-de-touro 29.1; 54: Sida
30.1; 55: Sida 30.3; 56: Fevillea 31.1; 57: Fevillea 31.3; 58: Espirradeira 32.1; 59: Espirradeira 32.2; 60:

Controle positivo e 61 controle negativo. A seta indica a altura esperada para amplificagdo (~1100 pb).

Estes resultados comprovam a existéncia, quase que generalizada, dos
endossimbiontes Hamiltonella e “Candidatus Portiera aleyrodidarum” nestas
populacdes brasileiras de Bemisia tabaci. Hamiltonella mostrou-se ausente apenas na
cultura de alface (Lactuca sativa) enquanto Portiera, além da alface se fez ausente
também nos insetos provenientes das culturas de soja (Glycine max) e batata (Solanum
tuberosum).

Véarios autores tém realizado trabalhos de deteccdo e prevaléncia de
endossimbiontes em Bemisia tabaci (Costa et al., 1993; Chiel et al., 2007 e Muhammad
et al., 2010).
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No trabalho de Muhammad et al. (2010) detectou-se a prevaléncia dos
endossimbiontes Portiera, Arsenophonus e Wolbachia nos trés biotipos estudados (
biotipos B, Q e Cv-biotipo da China.

Wolbachia esta presente em varias populacfes de Bemisia tabaci. Ahmed et al.
(2009) relataram a infeccdo por Wolbachia em populacfes de Bemisia tabaci biotipo Q
proveniente de populagdes do Mediterrdneo e China. Além disto, Skalljac et al. (2012)
detectaram (além de outros endossimbiontes) também Wolbachia em populacbes de
Bemisia tabaci.

Os primers (wsp8l e wsp691) para Wolbachia também foram testados
(resultados ndo mostrados) neste estudo, porém possivelmente as condi¢Ges devam ser
ajustadas e novamente repetidas, tendo em vista que reacdes anteriores (Vieira et al.,
2011) funcionaram conforme indicado na literatura.

Estes endossimbiontes, embora ndo tenham sido amplificados com o par de
primers citado anteriormente, foram vistos em microscopia. Os resultados obtidos em
confocal (apresentados a seguir) ilustram bem a presenca deste endossimbionte em
amostas coletadas em repolho na Estacdo Experimental de Biologia da Universidade de
Brasilia.

Primers (PAL1v1978/PARCc715) para deteccdo de Begomovirus, também foram
utilizados. A amplificacdo ocorreu em apenas em uma amostra de tomate coletado no 1B
(Figura 6).

— a
I T

Figura 6- Amplicons obtidos usando os primers PAL1v1978/PARc715 para deteccdo de
Begomovirus. M: Marcador 1kb Ladder; Amostras: 1: Soja 1.1; 2: Soja 1.3; 3: Tomate 2.2; 4: Tomate
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2.3; 5: Feijao 3.1; 6: Feijdo 3.3; 7: Soja 4.1; 8: Soja 4.3; 9: Couve 5.1; 10: Couve 5.3; 11: Bela-emilia 6.1;
12: Bela-emilia 6.4; 13: Chuchu 7.1; 14: Chuchu 7.3; 15: Gil6 8.1; 16: Gil6 8.3; 17: Serralha verdadeira
10.1; 18: Serralha verdadeira 10.3; 19: Soja 11.1; 20: Soja 11.3; 21: Melancia 12.1; 22: Melancia 12.3;
23: Mostarda 13.1; 24: Mostarda 13.3; 25: Soja 14; 26: Batata 15; 27: Bela-emilia 16.1; 28: Bela-emilia
16.3; 29: Videira 17.1; 30: Videira 17.2; 31: Tomate 18.1; 32: Tomate 18.3; 33: Couve-flor 19.1; 34:
Couve-flor 19.3; 35: Mentrasto 20.1; 36: Mentrasto 20.3; 37: Couve 21.1; 38: Couve 21.3; 39: Tomate
22.1; 40: Tomate 22.3; 41: Corda-de-viola 23.1; 42: Corda-de-viola 23.3; 43: Couve 24.1; 44: Couve
24.3; 45: Chicha 25.1; 46: Chicha 25.3; 47: Crambe 26.1; 48: Crambe 26.3; 49: Alface 27.1; 50: Alface
27.3; 51: Bela-emilia 28.1; 52: Bela-emilia 28.3; 53: Erva-de-touro 29.1; 54: Sida 30.1; 55: Sida 30.3; 56:
Fevillea 31.1; 57: Fevillea 31.3; 58: Espirradeira 32.1; 59: Espirradeira 32.2; 60: Controle positivo e 61

controle negativo.A seta indica a altura esperada para amplificacdo (~1100pb).

Os primers usados para bi6tipo estdo sendo amplamente usados na literatura para
identificacdo de biotipos (Frohlich et al.,1999; Bosco et al., 2006; Rocha et al., 2011)
foram testados por duas vezes consecutivas. Apos a terceira tentativa amplicons foram
obtidos (Figura 7) e enviados para sequenciamento. Até 0 momento ndo temos as

sequéncias destes amplicons.
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Figura 7- Amplicons obtidos usando os primers COIl (Mitochondrial Cytochrome Oxidase 1) para
deteccdo de Bidtipo. M: Marcador 1kb Ladder; Amostras: 6: Feijdo 3.3; 7: Soja 4.1; 9: Couve 5.1; 10:
Couve 5.3; 11: Bela-emilia 6.1; 12: Bela-emilia 6.4; 13: Chuchu 7.1; 14: Chuchu 7.3; 15: Gil6 8.1; 16:
Gil6 8.3; 17: Serralha verdadeira 10.1; 18: Serralha verdadeira 10.3; 19: Soja 11.1; 20: Soja 11.3; 21:
Melancia 12.1; 22: Melancia 12.3; 23: Mostarda 13.1; 24: Mostarda 13.3; 25: Soja 14; 26: Batata 15; 27:
Bela-emilia 16.1; 28: Bela-emilia 16.3; 29: Videira 17.1; 30: Videira 17.2; 31: Tomate 18.1; 32: Tomate
18.3; 33: Couve-flor 19.1; 34: Couve-flor 19.3; 35: Mentrasto 20.1; 36: Mentrasto 20.3; 37: Couve 21.1;
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38: Couve 21.3; 39: Tomate 22.1; 40: Tomate 22.3; 41: Corda -de-viola 23.1; 42: Corda -de-viola 23.3;
43: Couve 24.1; 44: Couve 24.3; 45: Chicha 25.1; 46: Chicha 25.3; 47: Crambre 26.1; 48: Cambre 26.3;
49: Alface 27.1; 50: Alface 27.3; 51: Bela-emilia 28.1; 52: Bela-emilia 28.3; 53: Erva-de-touro 29.1; 54:
Sida 30.1; 55: Sida 30.3; 56: Fevillea 31.1; 57: Fevillea 31.3; 58: Espirradeira 32.1; 59: Espirradeira 32.2;

60: Controle positivo e 61 controle negativo.A seta indica a altura esperada para amplificagdo (~ 800pb).

3- Localizagdo de endossimbiontes

Moscas-brancas sdo insetos aleirodideos que se alimentam no floema de plantas
e causam danos diretos pela alimentacao e isoporizacdo de frutos e danos indiretos pela
transmissdo de virus. Praticamente todos aleirodideos abrigam endossimbiontes
primarios e secundarios (em diferentes combinagdes).

Neste trabalho foram conduzidos ensaios de localizacdo de endossimbiontes
primario e secundario (“Candidatus Portiera aleyrodidarum” e Wolbachia) de Bemisia
tabaci (biotipo B) provenientes de uma criacdo mantida em repolho na Estacéo
Experimental de Biologia através de hibridizagdo fluorescente in situ.

A localizagdo de Wolbachia foi realizada com o uso da sonda Cy-5 e a detecgéo

foi feita nos ovos, ninfas e adulto (conforme Figurall).

Figura 11 A-F - Localizacdo de Wolbachia em Bemisia tabaci biétipo B proveniente de
repolho. A: Ovos de B. tabaci. B,C,D e E: Ninfas de B. tabaci eF: Adulto de B. tabaci.
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A localizagdo de “Candidatus Portiera aleyrodidarum” foi realizada com o uso

da sonda Cy-3 e a deteccdo foi feita nos ovos e ninfas (Figura 12).

tabaci biotipo B proveniente de repolho. A: Ovos de B. tabaci. B,C,D, E e F: Ninfas de
B. tabaci.

Os resultados ilustrados na Figura 13mostraram uma maior quantidade de
endossimbiontes em fémeas que machos, enquanto os resultados ilustrados na Figura
14 mostram a co-localiza¢do do endossimbionte primério e secundario em criacdo de
mosca-branca mantidas em repolho e a sub-localizacdo de Wolbachia em B. tabaci
virulifera (Tomato chlorotic mottle virus - ToCMoV) mantidas em tomate.
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Figura 13 A e B- Co-localizagéo de “Candidatus Portiera aleyrodidaraum” e Wolbachia

em adultos de B. tabaci biotipo B proveniente de repolho. A: Fémeas de B. tabaci e B:
Machos de B. tabaci.
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Figura 14 A-D- Co-localizacdo de “Candidatus Portiera aleyrodidaraum” e Wolbachia
em ovo (A), ninfa (B) e adultos (C) de B. tabaci bidtipo B.mantidas em repolho e Sub-
localizagdo de Wolbachia em adultos de B. tabacivirulifera (Tomatochlorotic mottle

virus ToCMoV) mantidas em tomate (D).
Concluséao

O inicio da caracterizagdo da comunidade bacteriana em populacdes brasileiras
de B. tabaci, assim como sua sub-localizacdo e posterior co-localizacdo com o virus no
corpo do inseto, é crucial para a compreensdo dos varios aspectos em estudos futuros da

interacdo virus-vetor.
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