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RESUMO

A mosca-branca, Bemisia tabaci Gennadius (Hemiptera: Aleyrodidae) € uma das
mais importantes pragas e, além disso, € vetora de virus de plantas. B. tabaci é
comumente classificada como um complexo de espécies cripticas, das quais se
destacam as duas espécies invasivas, Middle East-Asia Minor 1 (MEAM1),
predominante no Brasil, e a espécie Mediterranean (MED), recentemente detectada
no pais. Para a espécie MED se desconhece sua habilidade na transmisséo de virus
encontrados no Brasil. Diante disso, o objetivo desse trabalho foi avaliar o potencial
de transmissdo do carlavirus Cowpea mild mottle virus (CpMMV); do crinivirus
Tomato chlorosis virus (ToCV) e dos begomovirus Tomato severe rugose Vvirus
(ToSRV) e Bean golden mosaic virus (BGMV). Para aquisigao do virus pela espécie
MED e MEAM1, o periodo de acesso de aquisi¢gao (PAA) e o periodo de acesso de
inoculagao (PAI) foram de 24h no escuro a 30°C, utilizando-se dez insetos por planta
testada. Os ensaios de transmissao demonstram que a populagao da espécie MED
abrigando 97 % de Hamiltonella, 33 % de Rickettsia e 12 % de Arsenophonus de
endossibiontes secundarios, denominada de MED2, transmitiu o BGMV e o CpMMV
com 100 % de eficiéncia, enquanto que a populagdo de MED ( MED1) contendo 14
% de Hamiltonella e 29 % de Rickettsia transmitiu o BGMV e o CoMMV com 56,6 %
e 53,3 % de eficiéncia, respectivamente. Comparativamente a espécie MEAM1 com
98 % deHamiltonella e 91 % de Rickettsia transmitiu o BGMV e o CoMMV com 90%
de eficiéncia.Em relacdo ao ToSRV, ambas populagdes de MED testadas
transmitiram este begomovirus com 83,3 % de eficiéncia, enquanto a espécie
MEAM1 transmitiu com 80 % de eficiéncia. O crinivirus ToCV foi transmitido por
MED1 e MED2 com 93,3 % e 83,3 % de eficiéncia, respectivamente, e com 80% de
eficiéncia por MEAM1. Os ensaios de transmissdao demonstraram que a espécie
Mediterranean, recém detectada no Brasil, é excelente vetora dos principais virus

transmitidos por mosca-branca encontrados no Brasil.

Palavras-chave: Mosca-branca, Endossimbiontes, Begomovirus, Carlavirus,

Crinivirus.



ABSTRACT

The whitefly, Bemisia tabaci Gennadius (Hemiptera: Aleyrodidae) is one of the most
important agriculture pests and also is a virus vector. B. tabaci is considered a
complex of criptic species, and Middle East-Asia Minor 1 (MEAM1, formerly known
as biotype B) and Mediterranean (MED, biotype Q), are highlighted as the most
invasive in world. The ability of MED species, to transmit Brazilian viruses was
investigated in this work. The transmission of the carlavirus Cowpea mild mottle virus
(CpMMV), the crinivirus Tomato chlorosis virus (ToCV) and the begomovirus Tomato
severe rugose virus (ToSRV) and Bean golden mosaic virus (BGMV) was tested by
MEAM1 and MED, comparatively. The acquisition access period (AAP) and the
inoculation access peiod (IAP) used were of 24h, in the dark conditions at 30°C,
using 10 insects per plant tested. The transmission assays demonstred that the
population of the MED speciesthat harbor 97 % of Hamiltonella, 33 % of Rickettsia
and 12 % of Arsenophonus secondary endosymbionts, denominated MED2,
transmitted the BGMV and the CpMMV with 100 % efficiency, while the MED (MED1)
population with 14 % of Hamiltonella and 29 % of Rickettsia transmitted the BGMV
and the CpMMV with 56,6 % and 53,3 % efficiency, respectively. Comparatively, the
MEAM1 species with 98 % ofHamiltonella and 91 % of Rickettsia transmitted the
BGMV and the CpMMV with 90% of efficacy.In relation to the ToSRV, both MED
populations tested transmitted this begomovirus with 83,3 % efficiency, while the
MEAM1 species transmitted with 80 % efficiency. The crinivirus ToCV was
transmitted by MED1 and MED2 with 93,3 % and 83,3 % efficiency, respectively, and
with 80% efficiency by MEAM1. The transmission assays showed that the
Mediterranean species, detected recently in Brazil, is an excelent vector of the

whitefly transmitted viruses found in Brazil.

Keywords: Whitefly, Endosymbionts, Begomovirus, Carlavirus, Crinivirus.
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1. INTRODUGAO

A mosca-branca, Bemisia tabaci Gennadius(Hemiptera: Aleyrodidae), € uma das
pragas de maior importancia do século 20, pois além de causar danos diretos
através de sua alimentacao no floema e excre¢ao de “honeydew”, transmite mais de
300 espécies diferentes de virus(KANAKALA; GHANIM, 2015; GILBERTSON et al.,
2015). Sua excelente capacidade de reproducdo, dispersao, colonizagdo em
diferentes hospedeiros, bem como uma menor suscetibilidade aos inseticidas
comumente utilizados na agricultura contribuem para recentemente ter sido
denominada de supervetora de virus (GILBERTSON et al., 2015).

B. tabaci transmite virus muito diversos, pertencentes aos géneros,
Begomovirus, Crinivirus, Carlavirus, Ipomovirus e Torradovirus(NAVAS-CASTILLO et
al., 2011; GILBERTSON et al., 2015). Dentre estes, destacam-se os begomovirus,
correspondendo a cerca de 90 % dos virus transmitidos pela mosca-branca
GILBERTSON et al., 2015).

B. tabaci € considerada um complexo de espécies cripticas de pelo menos 37
espécies (KANAKALA; GHANIM, 2015). No Brasil, quatro espécies do complexo
estdo presentes, sendo estas as espécies nativas, New World 1 (NW1) e New World
2 (NW2) (MARUBAYASHI et al., 2013) e as espécies invasivas Middle East-Asia
Minor 1 (MEAM1) e a mais recentemente detectada espécie Mediterranean
(BARBOSA et al., 2015; MORAES et al., 2016).

Das espécies deste complexo, as espécies Middle East-Asia Minor 1 (MEAM1),
tambem referida como biétipo B, e Mediterranean (MED), também conhecida como
bidtipo Q, apresentam a maior importancia a nivel mundial (KANAKALA; GHANIM,
2015; HADJISTYLLI; RODERICK; BROWN; 2016). A espécie MEAM1 é a de maior
distribuicdo mundial e responsavel por surtos de fitoviroses no Brasil apds seu relato
no inicio da década de 90 (LOURENCAO; NAGAI, 1994), principalmente pela
emergéncia de begomovirosesem solanaceas a partir do inicio da década de 1990
(ZERBINI et al., 1996; RIBEIRO et al., 1998). A espécie MED apresenta menor
suscetibilidade a inseticidas, habilidade em colonizar hospedeiros diferentes em
comparagao a MEAM1 e habilidade competitiva desta espécie, além de apresentar
uma relagédo mutualistica com o begomovirus Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV)
(NING et al., 2015; GHANIM; CZONESK, 2015).
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A espécie Mediterranean foi recentemente também verificada no Estado de S&o
Paulo e em2016 no Estado do Parana, tendo sido associada a plantas ornamentais
(MORAES et al., 2016). Desta forma a recém-deteccdo e dispersdo de MED no
Brasil traz grandes preocupagdes quanto ao futuro cenario dos problemas
relacionados a mosca-branca e virus transmitidos por este inseto.

Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar sua eficiéncia e capacidade de
transmissado de virus, como o carlavirus Cowpea mild mottle virus (CpMMV), o
crinivirus Tomato chlorosis virus (ToCV), e os begomovirus Tomato severe rugose
virus (ToSRV) e o Bean golden mosaic virus (BGMV), todos de expressao

econdmica em diversas culturas.
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2.REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.Bemisia tabaci e sua importancia como vetora de virus

A mosca-branca, Bemisia tabaci Gennadius(Hemiptera: Aleyrodidae), € uma
das mais importantes pragas, sendo cosmopolita e polifaga. Em adicdo aos danos
diretamente causados pela sucgéo do floema e excrecédo de “honeydew”, que serve
como substrato para infec¢des de fungos, as moscas-brancas sdo conhecidas
principalmente como vetores de virus (KANAKALA; GHANIM, 2015). Cinco géneros
de virus possuem como vetor a mosca branca (B. tabaci): Begomovirus, Crinivirus,
Ipomovirus, Carlavirus e Torradovirus (NAVAS-CASTILLO et al, 2011;
GILBERTSON et al., 2015).

B. tabaci € um complexo de ao menos 37 espécies cripticas,que variam
quanto a sua gama de hospedeiros, susctebilidade a inseticidas, transmissao de
virus, além de aspectos moleculares (ALEMANDRI et al.,, 2015; KANAKALA;
GHANIM, 2015; BOYKIN et al., 2013; LEE et al., 2013;TAY et al., 2012). Estas
espécies cripticas, apesar de morfologicamente idénticas, apresentam isolamente
reprodutivo como demonstrado por Sun et al. (2011).

A espécie MEAM1, também conhecida como biétipo B, € a de maior
distribuicdo mundial, detectada inicialmente em poinsétia (Euphorbia pulcherrima) na
Flérida, USA (COSTA; BROWN, 1990) e no Brasil no comego de 1990,
provavelmente pelo comércio internacional de plantas ornamentais (LOURENCAO;
NAGAI, 1994). Trata-se da espécie de B. tabaci predominante no Brasil (MORAES et
al., 2016; MARUBAYASHI et al., 2014; MARUBAYASHI et al., 2013; LIMA et al.,
2000).

A espécie MED também esta presente por todo o mundo (KANAKALA,;
GHANIN, 2015), porém a sua presenga nas Américas € mais limitada, sendo
primeiramente  relatada no Estados Unidos em 2004  (DALTON,
2006),subsequentemente no México em 2007 (MARTINEZ-CARRILLO; BROWN,
2007), Guatemala em 2009 (BETHKE et al., 2009), Argentina e Uruguai (GRILLE et
al., 2011), Costa Rica (GUEVARA-COTO et al., 2011) e mais recente no Brasil, nos
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estados do Rio Grande do Sul(BARBOSA et al., 2015), S&do Paulo e Parana
(MORAES et al., 2016). Essa espécie tem deslocado espécies indigenas de moscas-
brancas e também a espécie MEAM1 em diferentes regides do mundo, como
verificado na China (TENG et al., 2010; CHU et al., 2010), paises do Mediterraneo
(GAUTHIER et al., 2014), Italia (PARRELA et al., 2012) e Israel (MAHADAYV et al.,
2009). Estudos indicam que sua habilidade em colonizar plantas de pimentdo é
significantemente maior quando comparada a espécie MEAM1 (CHU et al., 2012;
SUN et al., 2013), além de sua menor suscetibilidade a inseticidas (SUN et al., 2013;
LUO et al., 2010; HOROWITZ et al., 2005). Trata-se de uma excelente vetora do
Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) (KANAKALA; GHANIM, 2015; GHANIM,;
CZONESK, 2015).

A emergéncia de virus em diversas regides pode estar relacionada a
introducdo de uma espécie especifica de mosca-branca, fato este ocorrido no Brasil
apo6s a entrada do bidtipo B (espécie MEAM1) no Estado de Sdo Paulo. Dada a sua
excelente capacidade polifaga, esta espécie possibilitou aos begomovirus sairem de
seus hospedeiros naturais que eram plantas daninhas, para plantas
economicamente importantes, como o tomateiro (NAVAS-CASTILLO et al., 2011),
coincidindo com a emergéncia dos begomovirus em solanaceas (CASTILLO-
URQUIZA et al., 2008; FERNANDES et al., 2008). Na China também foi verificado
que o TYLCV passou a ser um virus emergente na regiao apos a deteccdo de MED,
sendo esta espécie mais eficiente na transmissado deste virus quando comparada a
espécie MEAM1 (NING et al., 2015).

Em seguida serdo destacados os virus importantes no Brasil transmitidos por

mosca-branca.

2.1.1Género Begomovirus

Os virus pertencentes a familia Geminiviridae apresentam como caracteristica
marcante particulas icosaédricas geminadas e seu genoma constituido de DNA
circular de fita simples (STANLEY et al., 2005). Esta familia é dividida em sete

géneros segundo a classificagcdo do Comite Internacional de Classificagdo de Virus
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(ICTV): Begomovirus, Becurtovirus, Curtovirus, Eragrovirus, Mastrevirus,
Topocuvirus e Turncurtovirus. Dentre este géneros, destaca-se os Begomovirus com
322 espécies (ICTV, 2016).

O género Begomovirus pode ser dividido em dois grupos, 0os que apresentam
genoma monopartido, ou seja, somente o DNA A, e 0os que apresentam o genoma
bipartido, DNA A e DNA B (Figura 1) (STANLEY et al., 2005).0s Begomovirus,
tradicionalmente eram divididos em dois grandes grupos, em fungdao da deriva
continental. Estes sdo denominados de begomovirus do Novo Mundo (NW) e velho
mundo (OW), aqueles presentes nas Américas e Hemisfério Ocidental que
correspondente aos bipartidos e os presentes na Europa, Asia, Africa e Hemisfério
Oriental correspondente aos monopartidos, respectivamente (GILBERTSON et al.,
2015).

Figura 1- Organiza¢do do genoma do Bean golden mosaic virus (Figura adaptada de Rojas et

al., 2005)

< CR < CR
ACH

DNA-B
BGMV

BV1
BC1 ‘ (NSP)
(MP) i

AC3 (REN)
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O Bean golden mosaic virus (BGMV) e o Tomato severe rugose virus (TOSRV)
sdo os virus de maior importancia no Brasil INOUE-NAGATA, LIMA, GILBERTSON,
2016).

O BGMV, causador do mosaico dourado do feijoeiro, foi relatado pela primeira
vez no Brasil em 1961 (COSTA, 1965), porem nao apresentava importancia
econbmica na época. Uma década depois, com a expansao de espécies

hospedeiras da mosca-branca (Bemisia tabaci), vetora do virus, principalmente a
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soja e o algodoeiro, o virus disseminou-se rapidamente. A partir de 1973, esta virose
passou a ser considerada a mais importante da cultura no Brasil, principalmente nos
estados do Parana e Sao Paulo. Atualmente continua sendo a doenga causada por
virus de maior importancia para a cultura, no estado do Parana, Sao Paulo, Goias e
Minas Gerais (INOUE-NAGATA et al., 2016). O BGMV também ¢é encontrado na
Argentina sendo prevalente em feijoeiro (ALEMANDRI et al., 2012).

A gama de hospedeiros do BGMV é composta por Phaseolus vulgaris, Glycine
max, Canavalia essiformis, Phaseolus lunatus, Lathyrus sativus, Macroptilium
atropurpureum, Galactia striata, Phaseolus. longepedunculatus, Macroptilium
erythroloma, Nicandria physaloides, Malvastrum coromandelianum, Calopogonium
mucunoides e P. acutifolius, sendo as principais encontradas no campo com
sintomas de mosaico as plantas pertencentes ao género Phaseolus(WALZ et al.,
2015; FERNADES et al., 2009).

O BGMV ¢ transmitido de maneira persistente circulativa nao-propagativa por B.
tabaci.De acordo com Kanakala e Ghanin (2015), para o begomovirus TYLCV cuja a
transmissao é circulativa ndo-propagativa, foi verificado que o inseto insere o estilete
na epiderme de plantas infectadas e move intracelularmente através do parénquima
até o floema, no qual o virus normalmente se encontra e é requerido para aquisicao
e transmissido dos virus. Os insetos adquirem o virus durante a alimentacdo do
floema em plantas infectadas. O virus move-se através do canal alimentar até o
intestino e camara filtro da mosca-branca, onde as particulas virais entram na
hemolinfa e transitam para a glandula salivar acessério para transmissao durante o
préximo ciclo de alimentagdo (KANAKALA; GHANIN, 2015). De acordo com Yuki et
al. (1998), o Bidtipo B transmite o BGMV eficientemente, além da New World 2
(MARCHI, 2014).

As epidemias ocasionadas pelo BGMV sao frequentes, evidenciando que o
controle do mosaico dourado ainda € um desafio. Até o momento ndo ha cultivares
de feijoeiro com um bom nivel de resisténcia para o virus. O controle quimico do
vetor ndo é muito das vezes eficaz, devido a eficiéncia com o qual a mosca-branca
transmite o virus e a dificuldade de controlar grandes popula¢gdes em diferentes
culturas e ervas daninhas (INOUE-NAGATA et al., 2016).

Uma medida utilizada em alguns estados foi a implementacdo de um periodo
livre de feijao (vazio sanitario) em Goias (GO), Distrito Federal (DF), e Minas Gerais
(MG) (IN 15, DAS, MAPA, 16/06/2014), apos epidemias que ocorreram nos ultimos
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anos, destacando as que ocorreram nas safras de 2012/2013. Para os municipios
que localizam-se ao sul de GO, fica proibido o cultivo de feijao pelo periodo de 05 de
setembro e 05 de outubro. Ja para MG, DF e os municipios que localizam-se ao
norte de GO, o periodo foi estipulado entre os dias 20 de setembro e 20 de outubro.
Estas regides do Brasil central sdo as de maior cultivo de feijdo, e que sédo
gravemente afetadas pelo BGMV no periodo de crescimento da cultura. Esta
abordagem visa a pequena gama de hospedeiros do BGMV (principalmente feijao) e
o fato do virus ndo ser transmitido para a prole do seu vetor, a mosca-branca
(INOUE-NAGATA,; LIMA; GILBERTSON, 2016). Alem disto, a Embrapa desenvolveu
um feijdo transgénico altamente resistentes a infeccédo pelo BGMV, porém nao é
resistente a outros virus que infectam feijao, incluindo o Cowpea mild mottle virus,
também transmitido pela mosca branca (SANTANA, 2015).

Referente aos begomovirus em tomateiro, até o momento, ao menos 14
espécies de begomovirus indigenos foram relatadas infectando a cultura no Brasil,
entretanto, o ToSRV é o prevalente nas principais regides no qual cultiva-se o
tomateiro como o Distrito Federal, Minas Gerais, Sao Paulo e Goias (INOUE-
NAGATA; LIMA; GILBERTSON, 2016).

A gama de hospedeiro do ToSRV, além do tomateiro (Solanum lycopersicum) é
composta por Nicandra physaloides, Chenopodium album, C. ambrosioides,
Amaranthus spinosus, Emilia sonchifolia, Euphorbia heterophylla, Phaseolus
vulgaris, Capsicum annuum, Datura stramonium, Nicandra physaloides, Nicotiana
clevelandii, N. tabacum cv. TNN, Solanum americanum, S. tuberosum, Nicotiniana
rustica, N. tabacum cv.samsun(MACEDO et al., 2015, BARBOSA et al,
2011b;SOUZA-DIAS et al., 2008).

O ToSRV €& um virus normalmente encontrado no floema e sua relagdo com o
vetor é de maneira persistente circulativo ndo-propagativo (INOUE-NAGATA et al.,
2016), podendo ser transmitido por espécies de mosca-branca, dentre elas B. tabaci
MEAM1 e NW2 (MARCHI, 2014). O ToSRV pode ser adquirido e transmitido com
periodos de alimentacdo de apenas cinco minutos, porem sua eficiéncia de
transmissao pode aumentar a medida que aumenta-se os periodos de alimentagcao
do inseto na planta infectada, podendo sua retengdo chegar a 25 dias na espécie
MEAM1 (FREITAS, 2012).

Os prejuizos causados pelo ToSRV podem chegar a 100%, principalmente
quando trata-se de tomateiro de ciclo determinado (INOUE-NAGATA; LIMA;
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GILBERTSON, 2016; BERGAMINHO-FILHO et al., 2016). Dentre as estratégias de
controle para amenizar o problema causado pelo virus, o controle quimico do vetor é
um dos métodos empregados, porem a eficiéncia desta estratégia é baixa quando a
populagao do vetor é elevada. Assim, este tipo de controle deve ser utilizado visando
a dispersao primaria da doenga, ou seja, moscas-brancas que vem viruliferas de fora
da lavoura de tomate (BERGAMINHO-FILHO et al., 2016).A utilizacdo de plantas
com resisténcia genética € empregada para a cultura do tomateiro. No mercado ha
inumeros hibridos com diferentes niveis de resisténcia ao ToSRV, porem estes
hibridos possuem genes que conferem resisténcia ao Tomato yellow leaf curl virus
(TYLCV), um begomovirus monosegmentado, diferente do ToSRV. Devido a esse
fato, a resisténcia conferida pos esses genes ao ToSRV nao é completa, e quando
infectada as cultivares, ainda ocorre sintomas, porem s&o mais suaves e faz-se
necessario a utilizacdo de outras medidas de controle (INOUE-NAGATA; LIMA;
GILBERTSON, 2016, INOUE-NAGATA et al., 2016).

Outra estratégia empregada foi a implementacdo de um periodo de vazio
sanitario em 2003 (IN 024, DAS, MAPA, 15/03/2003). Esse periodo visa reduzir a
populacao de tomateiros, como fonte de indculo do virus. Porem, esta medida foi
empregada oficialmente em GO a partir de 2007 e reeditada em 2011. Neste periodo
fica proibido o cultivo de tomateiro de ciclo determinado no meses de dezembro e
janeiro, porem esta medida n&o é valida para tomate de ciclo indeterminado (INOUE-
NAGATA et al., 2016).

2.1.2 Género Carlavirus

O género Carlavirus, familia Betaflexiviridae tem como membro tipo o Carnation
latent virus (CLV). Os membros deste género apresentam particulas alongadas e
flexuosascom ao menos 650 nm de comprimento e 13 nm de didmetro (NAGATA et
al., 2003; COSTA et al., 1983; WAKI at al., 1982). Seu genoma € composto de RNA
de fita simples (BRUNT; PHILLIPS, 1981).Este género € composto por 52 espécies
de virus, no qual sado transmitidos por pulgdées (HULL, 2014), com excessao de dois

virus transmitidos por mosca-branca de maneira semi-persistente, o Cowpea mild
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mottle virus (CpMMV) e o Melon yellowing-associated virus (MYaV) (INOUE-
NAGATA et al., 2016; GILBERTSON et al., 2015).

O CpMMV foi relatado pela primeira vez no mundo infectando naturalmente
plantas de cacau,na Africa(ANON, 1951). Posteriormente no leste de Ghana, Africa,
infectando Vigna unguiculata (BRUNT; KENTEN, 1973), subsequente em Cote
d’lvore, Costa do Marfim em 1978 (THOUVENEL et al., 1982) e na Thailandia em
1978 (IWAKI et al., 1982), ambos infectando plantas de soja. Em tomateiro o
CpMMYV foi descrito na Nigeria, (BRUNT; PHILLIPS, 1981) e em Israel (ANTIGNUS;
COHEN, 1987). Na India, o CpMMYV foi relatado infectando plantas de amendoim em
1983 (lIZUKA et al., 1983). Na America do Sul, o CpMMVfoi relatado na Argentina
infectando feijdo (PARDINA et al., 2004), soja (LAGUNA et al.,, 2006) e Salvia
hispénica (CELLI et al., 2016), na Venezuela infectando V.unguiculata (BRITO et al.,
2012) e no Brasil em feijao (COSTA et al., 1980) e soja (ALMEIDA et al., 2005).

A gama de hospedeiras do CpMMV é composta principalmente de plantas da
familia Fabacea (leguminosas), sendo feijao e soja as principais (MARUBAYASHI,
2006; COSTA et al., 1983). Também séo hospedeiras: Arachis hypogea, Canavalia
ensiformis, Cyamopsis tetragonalobus, Dolichos lab lab, Glycine max, Macroptilium
lathyroides, Phaseolus acutifolius,P. longepedunculatus, P. lunatus, P. vulgaris,
Pisum sativum, Stizolobium deeringianumt (sin. Mucuna deeringiana), Stizolobium
sp. eVigna unguiculata (COSTA et al.,, 1983, MARUBAYASHI, 2006). Outras
espécies de plantas como Sidasp. Gomphrena globosa, Chenopodium murale, C.
quinoa, Tetragonia expansae Nicotiana megalosiphonforam verificadas como
hospedeiras (COSTAet al., 1983).

Os sintomas ocasionados pelo CpMMV em feijao sdo mosaicos em forma de
manchas angulares amarelas, no qual originou o nome da doenga: mancha angular
do feijoeiro “Jalo” (COSTA et al., 1983). Porem, o tipo e a severidade dos sintomas
apresentados pela doenga podem ser variaveis. Este virus pode ser transmitido via
extrato vegetal tamponado tanto para soja, quanto para feijao (COSTA et al., 1983;
MARUBAYASHI, 2006), e pelo bioétipo B(MEAM1) de mosca-branca
(MARUBAYASHI et al., 2010) e a espécie NW2 (FAVARA et al., 2015) de maneira
semi-persistente (MUNIYAPPA; REDDY, 1983). A aquisicdo do virus pelo inseto
pode ser realizado em curtos periodos de acesso de aquisi¢gdo (PAAs) e periodos de
acesso de inoculagdo, em até dez minutos de PAAs e dois minutos para PAls,

porém sua taxa de transmissao € baixa, podendo aumentar conforme os PAAs e
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PAls aumentam. O CpMMV pode ser transmitido por apenas um inseto, porém com
baixa eficiéncia (MARUBAYASHI et al., 2010; COSTA et al., 1983; MUNIYAPPA;
REDDY, 1983).

De acordo com Costa et al. (1983), o CoMMV néo é transmitido por sementes de
feijao (Phaseolus vulgaris) e soja no Brasil, porém ja foi verificada transmissao pelas
sementes de V.unguiculata, P. vulgaris e G. maxna Africa, em Ghana (BRUNT;
KENTEN, 1973). A disseminagdo do carlavirus por sementes deV. unguiculata
também foi relatada na Venezuela (BRITOet al., 2012).

Diversos métodos estdo disponiveis para diagnosticar o CoMMV, incluindo RT-
PCR (CELLI et al., 2016), anti-soro especifico (TAVASOLI et al., 2009) e testes
biolégicos com inoculagdo em plantas hospedeiras/indicadoras, como a soja BRS-
132 (MARUBAYASHI, 2006).

O CpMMYV é um virus que pode causar danos de 25 a 31% em feijdes do grupo
Manteiga e Jalo, respectivamente (COSTA et al.,, 1983). Porem, de acordo com
Santana (2015), plantas de feijoeiro comum em campo produzem até cinco vezes
menos em comparacao ao feijoeiro geneticamente modificado ao BGMV, este fato

deve-se também a ocorréncia de infecgdo mista com ambos os virus.

2.1.3 Género Crinivirus

O género Crinivirus(Familia Closteroviridae) € composto por 14 espécies de
virus (TZANETAKIS; MARTIN; WINTERMANTEL, 2013), porem o Tomato choloris
virus (ToCV) e o Tomato infectious chlorosis virus (TICV) s&o as unicas espécies do
género associadas a doengas importantes ao tomateiro em diversos paises
(NAVAS-CASTILLO et al., 2011).

O ToCV é transmitido pelas espécies de B. tabaci do grupo das New World,
MEAM1, MED e as duas espécies do género Trialeurodes, vaporariorum e
abutilonea (ORFANIDOU et al., 2016; WINTERMANTEL; WISLER, 2006), sendo
esta ultima espécie nao verificada no Brasil. O TiCV é transmitido exclusivamente
por T. abutilonea (TZANETAKIS; MARTIN; WINTERMANTEL, 2013).
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O genoma do ToCV é composto por duas moléculas de RNA de fita simples,
senso positivo. As particulas dos virions sao alongadas e flexuosas, com
comprimentos em ao menos 800-850 nm (LIU et al., 2000).

O ToCV foi identificado pela primeira vez na Florida, EUA, infectando tomateiros
em 1995, causando a doenga denominada incialmente de “yellow dwarf disorder”,
atribuindo-se inicialmente a deficiéncias nutricionais (WISLER et al., 1998; SIMONE
et al., 1996). No ano de 2008, este virus foi relatado no Brasil, infectando plantas de
tomateiro no municipio de Sumaré, Sao Paulo (BARBOSA et al., 2008). Alem do
Estado de S&o Paulo, o ToCV foi encontrado em Minas Gerais, Rio de Janeiro,
Espirito Santo, Goias e Bahia (BARBOSA et al., 2011a).

No Brasil, o ToCV infecta as culturas do tomate (BARBOSA et al., 2011),
pimentdo (BARBOSA et al., 2010), batata (FREITAS et al., 2012), berinjela e jilo
(FONSECA et al., 2016), além de diversas plantas daninhas.Outras espécies de
plantas daninhas relatadas sdo Tetragonia expansa, Gomphrena globosa, Vinca
rosea, Beta macrocarpa, Chenopodium capitatum, C. album, C. murale, Spinacia
oleracea, Callistephus chinensis, Calendula officinalis, Limonium latifolium,
Cyphomandra betacea, Nicotiana benthamiana, N. clevelandii, N. edwardsoni, N.
glutinosa, N. megalosiphon, N. tabacum, Petunia hybrida, Physalis alkekengi, P.
ixocarpa, P. wrightii, Solanum nigrum,S. acaule, Zinnia sp., Raphanus sativus, R.
raphanistrum, Eruca sativa, S. americanum, Mazus pumilus, Galium spuritum,
Phytolacca americana, Vicia tetrasperma, V. angustifolia var. segetilis, Ipomoea
hederacea, C. ficifolium, Stellaria media, Cerastium glomeratum, Cardamine
flexuosa, Trigonotis peduncularis, Youngia japdnica, Sonchus asper, Erigenon
annuse Conyza canadenses  (BOITEUX et al, 2015, KIL et al, 2015;
WINTERMANTEL; WISLER, 2006; TSAI et al., 2004; FONT et al., 2004;).

Os sintomas da doenca denomida de “amareldao do tomateiro” ocorrem nas
folhas do baixeiro, normalmente apds trés a quatros semanas apos a infecgao e
caracterizam-se por principalmente por areas cloréticas internervais. Os sintomas do
ToCV por muito anos no Brasil passou despercebido, por ser confundido com
deficiéncia nutricional de Magnésio, o que dificulta a diagnose e a disseminagao do
virus (DOVAS; KATIS; AVGELIS, 2002).

A aquisi¢do e a transmissao do ToCV pela mosca-branca ocorre em curtos
periodos de tempo, embora a transmissdo seja mais eficiente em periodos de

alimentagcao maiores. As espécies que transmitem melhor o virus sdo MEAM1 e
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MED. Este virus e capaz de persistir por atétrés dias em MEAM1 e um dia em NW1,
ja na espécie MED, pode persistir por até seis dias (ORFANIDOU et al., 2016;
WINTERMANTEL; WISLER, 2006). O ToCV né&o apresenta transmissao via extrato
vegetal tamponado (DOVAS; KATIS; AVGELIS, 2002) e nem por sementes (EPPO,
2005).

Varios métodos estdo disponiveis para diagnosticar o ToCV, incluindo RT-PCR
descrito por Dovas et al. (2002), sondas moleculares (GARCIA-CANO et al., 2010),
ou anti-soro especifico (JACQUEMOND et al., 2009) deste virus. Outra maneira de
identificar o ToCV é através de transmissao diferencial pelo seu vetor mosca-branca,
pois este é transmitido pelas espécies de B. tabaci MEAM1, MED, provavelmente
NW 1, NW 2, Trialeurodes vaporariorum e T. abutilonea, enquanto o TICV é
transmitido exclusivamente por T. vaporariorum (MARCHI, 2014; TZANETAKIS;
MARTIN; WINTERMANTEL, 2013).

O manejo do ToCV em tomateiro é baseado em praticas culturais e controle
quimico do vetor através da utilizagao de inseticidas. Os inseticidas podem reduzir a
populacao do vetor, porem sao ineficientes no controle da doenga, pois os insetos
apresentam a capacidade de transmitir o virus antes mesmo de serem mortos. A
eliminacdo de hospedeiros alternativos do virus e culturas abandonadas de
solanaceas devem ser adotadas, antes da implantacdo da cultura. Até o momento
ndao ha variedades ou hibridos comerciais de tomateiro resistentes ao ToCV no
mercado (TZANETAKIS; MARTIN; WINTERMANTEL, 2013; INOUE-NAGATA et al.,
2016).

2.1 Bemisia tabaci e seus endossimbiontes

B. tabaci abriga o endossimbionte primario e obrigatério Portiera aleyrodidarum
(P-endosybiont), que suplementa a dieta do inseto (THAO; BAUMANN, 2004) e
diversos endossimbiontes secundarios como o Arsenophonus, Hamiltonella
(MORAN et al., 2005; THAO; BAUMANN, 2004), Fritschea (EVERETT et al., 2005),
Cardinium (WEEKS; BREEUWER, 2003),Rickettsia (GOTTLIEB et al., 2006),
Wolbachia (ZCHORI-FEIN; BROWN, 2002) e Orientia like organism (OLO) (BING et

al., 2013). Estes endossibiontes facultativos podem ter papel crucial na transmisséo
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de virus (KLIOT et al., 2014), resisténcia a inseticidas (KONTSEDALOV et al., 2008),
conferir melhor adaptagcdo ao ambiente (HIMLER et al., 2011) e alterar a defesa do
hospedeiro (SU et al., 2013).

Estes endossimbiontess&o transmitidos de duas maneiras, transmissao vertical e
horizontal. A transmissé&o vertical ocorre pela passagem do endossimbionte da mae
para a prole, e a transmissao horizontal ocorre durante a copula(AHMEDet al., 2013;
BRUNIM, LEVY, GHANIM, 2012).A transmissao verticalé a mais comum e ocorre
para todos os endossimbiontes. (BRUNIM; LEVY; GHANIM, 2012).

Em estudos populacionais de mosca-branca realizados no Brasil pdde ser
demonstrado que Hamiltonellae Rickettsia sao os endossimbiontes com
predominancia na espécie MEAM1, além de ter sido verificada a presenca de
Cardinium e Fritschea (MARUBAYSHI et al., 2014). Em MED, devido a sua recente
descoberta no Brasil, at¢ o momento foi encontrado os endossimbiontes
Hamiltonella, Rickettsia e Arsenophonus (MORAES et al., 2016).

A fungéo da Hamiltonella foi descrita por Gottlieb et al. (2010), no qual a proteina
GroEl produzida por este endossimbionte interage com a capa proteica (CP) do
TYLCV, protegendo o virus durante a circulagdo na hemolinfa da mosca-branca até
que ocorra a transmissdo. O mesmo nao ocorre com outras proteinas GroEl. Um
estudo realizado na India demonstra uma interagao da CP do Cotton leaf curl virus
(CLCuV) e a proteina GroEl do Arsenophonus, sugerindo que este endossimbionte
estaria envolvido na transmissao de begomovirus por moscas do grupo Asia 2 de B.
tabaci (RANA et al., 2012).

Rickettsia é outro endossimbionte envolvido na transmissdo do TYLCV (KLIOT
et al., 2014). Fémeas infectadas com Rickettsia transmitem o TYLCV com o dobro
da taxa de transmissao quando comparado com fémeas nao infectadas com a
bactéria. No mesmo estudo foi demonstrado um antagonismo entre Rickettsia e
TYLCV, com altos niveis de bactéria no “midgut” (intestino) resultando em alta
concentracao de particulas do virus na “filter chamber” (camara filtro), favorecendo o

caminhamento do virus até que ocorra a transmissao.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Estabelecimento de populagdoes de mosca-branca das espécies MED e
MEAMA1

Os insetos da espécie MEAM1 foram cedidos gentilemente pelo Dr. Valdir A.
Yuki do Instituto Agronémico de Campinas (IAC). Quanto a espécie MED, estas
populag¢des foram coletadas na regido de Mogi das Cruzes — SP (Figura 2), onde ja
havia sido identificada previamente (MORAES et al., 2016) e trazidas para o
Laboratério de Virologia da Faculdade de Ciéncias Agronbémicas de Botucatu em
plantas de algodao protegidas com gaiolas possuindo telas de poliéster anti-afidica.
Em seguida, os insetos foram transferidos para gaiolas maiores e mantidos em salas

com temperatura e iluminagao controladas até o estabelecimento da populacéo.

Figura 2- A) Begonia sp. e B) Euphorbia pulcherrima, hospedeiros originais onde

foram coletadas as populacdes de B. tabaci pertencentes a espécie criptica
Mediterranean. C e D: distintas populacbes de Mediterranean sendo
mantidas isoladamente.

- ‘2‘-} .
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3.1.1 Identificagao e manutengao das espécies de mosca-branca e seus
endossimbiontes

A identificagao dos insetos foi realizada através da analise do gene mitocondrial
citocromo oxidase | (mtCOl). Primeiramente o DNA total das moscas-brancas foi
extraido seguindo o protocolo modificado de Chelex (WALSH et al., 1991). Todas as
amostras foram submetidas a uma reacdo de PCR utilizando-se os primers
genéricos C1-J-2195 e L2-N-3014 (SIMON et al., 1994). A reacao de PCR consistiu
de volume final de 50ul (concentracdo final MgCl2 50mM, dNTP 2,5mM,
oligonucleotideos a 1uM) utilizando-se 0.5 unidades de Taq polymerase. O
programa usado no termociclador consitiu em 5’ a 94°C (um ciclo), 30” a 94°C, 45" a
45°C e 1’ a 72°C (35 ciclos) com uma extensao final de 10’ a 72°C. A presenca de
amplicons foi visualizada em gel de eletroforese a 0,8 % corado com brometo de
etideo. Amostras representativas das localidades que obtiveram o fragmento do
mtCOIl amplificado foram purificadas e enviadas para sequenciamento para assim
serem comparadas entre si e com outras sequéncias de mosca-branca depositadas

no GeneBank, utilizando-se o programa BlastN (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast).

Para caracterizagdo dos endossimbiontes, o DNA total dos insetos foi utilizado
como molde para reagbes de PCR. A presenca de Portiera aleyrodidarum,
Arsenophonus, Hamiltonella, Wolbachia, Cardinium, Fritschea e Rickettsia, foi
determinada utilizando-se oligonucleotideos especificos que amplificam fragmentos
na regiao 16S ou 23S rDNA (MARUBAYASHI et al., 2014).

3.2. Obtencao dos isolados virais

Os ensaios de transmissao foram realizados para os principais virus transmitidos
por mosca-branca no Brasil, 0 ToOSRV e o BGMV, que infectam solanaceas e feijao,
respectivamente, o crinivirus ToCV que infecta solanaceas e o carlavirus CpMMV
que infecta feijoeiro. O isolado de ToSRV e ToCV foi coletado na regido de Lins —
SP, em infecgcdo mista em tomateiro. Para separar os virus, foi utilizada a técnica de
amplificagdes em circulo rolante (RCA) (INOUE-NAGATA et al., 2004) + Biobalistica
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para o ToSRV. Natécnica de biobalistica ou também referida como bombardeamento
com microparticulas, os virus estdo associados a particulas de ouroe inseridas com
pressao no interior da célula vegetal, possibilitando a infecgao viral (SANFORDet al.
1987).

Quanto ao crinivirus ToCV, este foi transmitido por T. vaporariorum. Um isolado
de ToCV proveniente da regido de Campinas, cedido pelo Dr. Valdir A. Yuki do IAC,
também foi utilizado para os testes de transmissao.

O isolado de BGMV e CpMMYV foi coletado na regido de Londrina — PR, também
em infecgdo mista em feijoeiro. Para separar os virus, foram utilizados técnicas
como RCA, segundo Inoue-Nagata et al.,, 2004 e Biobalistica para o BGMV
(conforme descrito anteriormente). Foi realizada inoculagdo via extrato vegetal
tamponado em feijoeiro Jalo para o CpMMV. Um isolado de CpMMV proveniente da
regido de Campinas, cedido pelo Dr. Valdir A. Yuki do IAC, também foi utilizado para

os testes de transmissao.

3.3 Ensaios de eficiéncia de transmissao de virus pelas espécies MED e
MEAM1

Para realizacao dos enssaios de transmissao, utilizou-se um total de 30 plantas
para a transmissdo com a espécie MED e 10 plantas para a espécie MEAM1. Para
transmissao do BGMV e CpMMV foi utilizado feijao cv. Jalo, e para transmissao do
ToSRV e ToCV foi utilizado tomate cv. Mariana.

Os ensaios foram realizados utilizando-se adultos das espécies MED e MEAM1.
Os insetos foram transferidos com auxilio de um aspirador bucal para pequenas
gaiolas contendo ramos de plantas infectadas com um dos isolados virais. Estes
foram mantidos em sala climatizada a 30°C no escuro por um periodo de acesso a
aquisicao (PAA) de 24 horas. Apds esse PAA, as moscas-brancas foram transferidas
para gaiolas contendo plantulas sadias, permanecendo por 24 horas, sobre as
mesmas condi¢des para o periodo de acesso de inoculagao (PAIl). Para inoculagao
foram utilizados 10 insetos por planta testada,transferidos para “cages” colocadas

sobre as plantas. Apds o PAI, pulverizou-se os inseticidas Oberon (Espiromesifeno)
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+ Cartap BR 500 (Cloridrato de Cartap) em todas as plantas testadas, para que
fosse possivel eliminar todas as fases da mosca-branca (ovos, ninfas e adultos).
Posteriormente, as plantas foram transferidas para a casa de vegetacdo e mantidas
em gaiolas com telas anti-afidicas, temperatura de 25 a 30°C, por um periodo depelo
menos 30 dias para analise visual através de sintomas e analises moleculares para
detectar o virus. Paralelamente, transferiu-se moscas-brancasaviruliferas
provenientes da criagao para plantas sadias, onde permaneceram pelo mesmo
periodo de 24 horas, sendo utilizadas como controle negativo.

Alem dos testes de transmisséo, foi calculado a probabilidade de transmissao
do viruspor um unico inseto de acordo com Swallon (1985), segundo a formula p = 1
(1= Yk onde p = probabilidade de transmissdo por um Unico inseto, / = proporgao
de plantas infectadase k = numero de insetos testados durante o PAI.Quando p = 1,

a probabilidade de um unico inseto transmitir o virus é de 100 %.

3.3.1 Deteccao dos virus

Apos a transmissao, as plantas foram mantidas em gaiolas por ao menos 30
dias, até serem submetidas a analise molecular para a detecgao viral. O ToSRV e o
BGMV foram detectados através da extracdo do DNA total das folhas utilizando o
protocolo descrito por DELLAPORTA et al. (1983), seguido de RCA conforme Inoue-
Nagata et al.(2004) e PCR utilizando primers degenerados parabegomovirus
PAL1v1978/PAR1c496 (ROJAS et al., 1993).

Para a deteccdo do ToCV, o RNA total foi extraido pelo método Trizol®
(Invitrogen), seguido de RT-PCR utilizando os primers HS-11/HS-12 (DOVAS et
al.,2002). O produto do RT-PCR foi utilizado para um nested-PCR especifico para o
ToCV utilizando os pares de primers ToC-5/ToC-6, conforme descrito por Dovas et
al. (2002).

A deteccao de CpMMV foi realizada através de inoculagdo em plantas de soja
BRS-132, via extrato vegetal tamponado (MARUBAYASHI, 2006). Posteriormente,
foi selecionado algumas plantas para serem identificadas molecularmente.

Adeteccdo foi realizada extraindo-se o RNA total utilizando o Kit Total RNA
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Purification Kit (NORGEN) seguido de RT-PCR com os primers especificos CoMMV
1280-F (5 GGCGTTCCAAAAGCTGCCGAT 3) e CpMMV 1696-R (5
GGAGCCACCTTTCCAATCAA 3’) desenhados com base no alinhamento de
sequéncias de carlavirus disponiveis no GeneBank.

Amostras representativas dos virus identificados molecularmente que obtiveram
0s seus respectivos fragmentosamplificados foram purificadas e enviadas para
sequenciamento para serem comparadas com sequéncias de virus depositadas no

GeneBank, utilizando-se os programas Blastn (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast),

podendo assim confirmar a eficiéncia da nossa detecgao.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast
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4. RESULTADOS

4.1 Estabelecimento de populagées de mosca-branca das espécies MED e
MEAM1

Uma colbnia de mosca-branca da espécie MEAM1 e duas populagdes da
espécie MED foram obtidas. A caracterizagdo dos endossimbiontes destas
populagdes foi realizada, e constatou-se que a colbnia da espécie MEAM1,
apresentou 98% de Hamiltonella e 91% deRickettsia em 100 insetos analisados. A
colénia de MED1 apresentou 14% de Hamiltonella e 29% deRickettsia, ja a coldnia
de MEDZ abriga 97% de Hamiltonella, 33% de Rickettsia e 12% de Arsenophonus.

Seis meses apds o estabelecimento de MED1, caracterizou-se novamente os
endossimbiontes e foi possivel observar uma mudanga de 14% de Hamiltonella e

29% de Rickettsia, para 97 % e 1 %, respectivamente.

4.2. Obtencao e manutengao dos isolados

Os isolados obtidos e utilizados para os ensaios de transmissao foram: Tomato
severe rugose virus (ToSRV) +Tomato chlorosis virus (ToCV) Lins, ToOSRV — Lins,
ToCV - Lins, ToCV — Campinas, Bean golden mosaic virus (BGMV) +Cowpea mild
mottle virus (CpMMV) — Londrina, BGMV - Londrina, CpoMMV - Londrina e o
CpMMV — Campinas (Figura 3).



38

Figura 3- Sintomas dos isolados utilizados nos ensaios de transmissdo.A)ToSRV +
ToCV - Lins, B)ToSRV- Lins, C) ToCV - Lins, D) ToCV — Campinas, E)
BGMV + CpMMV - Londrina, F) BGMV - Londrina, G) CpMMV - Londrina,
H) CoMMV — Campinas,

O isolado de ToCVeToSRV (Lins)apresentaramrespectivamente uma
identidade de 99% e 98 % com os isoladosbrasileirosToCV (KT727959) e ToSRV
(EU600238), respectivamente.Oisolado ToCV - Campinas, apresentou uma
identidade de 99% com outro isolado brasileiro de ToCV (KX398666).

O isolado de BGMVeCpMMV(Londrina)apresentaram um identidade de 99% e
97% com osisolados brasileirosBGMV (KJ939849) e CpMMV
(KF554101),respectivamente.
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4.3 Ensaios de transmissao em feijoeiro

Os resultados dos ensaios de transmissao utilizando as espécies de B. tabaci
MEAM1 e MED paraos virus BGMV e CpMMV estdo demonstrados na Tabela 1.

O BGMVdemonstrou ser transmitido eficientemente pelas espécies MEAM1 e
MED quando em infec¢cado simples, com eficiéncia de transmissado de 90 % pela
especie MEAM1. As populacbes de MED contendo diferentes constituicbes de
endossimbiontes apresentaram eficiéncia de transmissdo de 53,3 % quando
utilizada populagédo a MED1 e 100 % para a MEDZ2.

Utilizando-se a populacdo MED1 com 97 % de Hamiltonella e 1 %
deRickettsia, foi verificada eficiéncia de transmisséo de 100% para o BGMV.

O isolado CpMMV - Londrina foi transmistido com 100% de eficiéncia por
MEAM1, ja quando utilizada a espécie MED, a eficiéncia de transmissao foi de 96,6
% e 100 % para as populagdes MED1 e MED2, respectivamente. O isolado CoMMV
— Campinas em infec¢ao simples foi transmitido com 40 % de eficiéncia por MEAM1
e 70 % por MED1.

Quando em infecgdo mista de BGMV e CpMMV, a eficiéncia de transmisséo do
BGMV foi de 100 % quando utilizada a espécie MEAM1, ja quando utilizada a
espécie MED, a eficiéncia foi de 26,6 % e 53,3 % para MED1 e MED2,
respectivamente. Ja em relacdo ao CpMMV, ambas as espécies transmitem o virus
eficientemente, com 100 %, 96,6 % e 100 % para MEAM1, MED1 e MED2,

respectivamente.

4.4. Ensaios de transmissiao em tomateiro

Os ensaios de transmissao utilizando as espécies de B. tabaci MEAM1 e MED,
eo begomovirus brasileiro ToSRV e o ToCV encontram-se na Tabela 2.
O ToSRVfoi transmitido com eficiéncia de 80 % e 83,3 % com as populagdes de

MEAM1 e MED2, respectivamente. Ja quando se utilizou a populacdo MED1 com 97
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% de Hamiltonella e 1 % deRickettsia, esta transmitiu 0 begomovirus com eficiéncia
de 83,3 %.

Quanto ao ToCV - Lins, MEAM1 transmitiu o virus com eficiéncia de 80 %, ja
para MED, a eficiéncia de transmissao foi de 83,3 % e 90 % para MED1 e MED2,
respectivamente. Referente ao ToCV — Campinas, a eficiéncia de transmissao pelas
especies foram de 80 %, 53,3 % e 83,3% para MEAM1, MED1 e MED2,
respectivamente.

Quando o ToSRV e o ToCV estdo em infeccdo mista, a eficiéncia de
transmissao do crinivirus quando utilizada a espécie MEAM1foi de 100 %, ja quando
utilizou-se MED1 e MED?2, a eficiéncia foi de 93,3 % e 83,3 %, respectivamente. Em
relacdo ao ToSRV, a espécie MEAM1 transmitiu o begomovirus com 100 % de
eficiéncia. Ja quando utilizado MED1 e MEDZ2, a eficiéncia de transmissao foi de

73,3 % e 76,6 %, respectivamente.
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Tabela 1. Ensaios de transmissé&o de virus pelas espécies cripticas de Bemisia tabaci Midlle East-Asia Minor 1 e Mediterranean.

] . a Vetores®
Virus Hospedeiro d c R c ¢ c
MEAM1 p MED1 p MED2 p
] — BGMV 10/10 (100) 1 8/30 (26,6) 0,03 16/30 (53,3) 0,07
BGMV + CpMMV - Londrina gy Feiido cv. Jalo 10/10 (100) 1 29/30 (96,6) 0,29 30/30 (100) 1
CpMMV Feijgo cv. Jalo 9/10 (90) 0,21 17/30 (56,6) 0,08 30/30 (100) 1
BGMV Feijgo cv. Jalo 9/10 (90) 0,21 16/30(53,3) 0,07 30/30 (100) 1

CpMMV- Campinas Feijao cv. Jalo 4/10 (40) 0,05 21/30 (70) 0,11 NT

®Hospedeiros utilizados para aquisi¢do e transmissao

®Numero de plantas infectadas/testadas; numero em parentéses indica a porcentagem de infecgao

°Probabilidade de transmissi&o por um inseto(SWALLOW, W. H. (1985)

dConstituigéo de MEAM1 : 98 % de Hamiltonella e 91 % de Rickettsia; ° Constituicio de MED1 : 14 % de Hamiltonella, e 29 %
de F\’ickez‘tsia;f MED2 : 97 % de Hamiltonella, 33 % de Rickettsia e 12 % de Arsenophonus

NT — Néo testado

Tabela 2. Ensaios de transmissao de virus pelas espécies cripticas de Bemisia tabaci Midlle East-Asia Minor 1 e Mediterranean.

] _ Vetores®

Virus Hospedeiro® P . . c ; .

MEAM1 p MED1 p MED2 p
T ToSRV . 10/10 (100) 1 22/30(73,3) 0,12 23/30(76,6) 0,14
ToSRV + ToCV - Lins Tocy omatecv.Marana - 6160100) 1 28/30(93.3) 024 25/30 (83.3) 017
ToCV Tomate cv. Mariana 8/10(80) 0,15 25/30(83,3) 0,17 27/30(90,0) 0,21
ToSRV Tomate cv. Mariana 8/10(80) 0,15 NT 25/30 (83,3) 0,17
ToCV - Campinas Tomate cv. Mariana 8/10(80) 0,15 16/30(53,3) 0,07 20/30 (66,6) 0,11

®Hospedeiros utilizados para aquisi¢éo e transmisséo

®Numero de plantas infectadas/testadas; numero em parentéses indica a porcentagem de infec¢ao

°Probabilidade de transmissido por um inseto (SWALLOW, W. H. (1985))

dConstituicio de MEAM1 : 98 % de Hamiltonella e 91 % de Rickettsia; ® Constituigdo de MED1 : 14 % de Hamiltonella, e 29 %
de Rickettsia; " MED2 : 97 % de Hamiltonella, 33 % de Rickettsia e 12 % de Arsenophonus

NT — N&o testado
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5. DISCUSSAO

A mosca-branca no Brasil estda implicada a grandes problemas na
agricultura, tanto como praga e principalmente como vetora de importantes
virus. Até a década de 90 havia no Brasil somente as espécies de B. tabaci
indigenas do grupo New World, também chamadas de bi6tipo A e que sao
constituidas de duas espécies, NW1 e NW2 (BARBOSA et al., 2014; MARCHI,
2014; MARUBAYASHI et al., 2013). As epidemias relacionadas a virus eram
esporadicas, ocorrendo basicamente na cultura do feijoeiro, uma vez que as
moscas-brancas nativas tem preferéncia a colonizar esta cultura (COSTA,;
OLIVERA; SILVA; 1977).

Com a deteccao da espécie MEAM1 no inicio da década de 90, referida na
época como biotipo B(LOURENCAO; NAGAI, 1994), ocorreu um aumento
vertiginoso de begomovirus infectando solanaceas, principalmente em
tomateiro (FARIA et al., 2000; RIBEIRO et al., 1998; ZERBINI et al., 1996), isto
porque MEAM1 ¢é altamente polifaga e realizou a transferéncia dos virus
nativos, de plantas daninhas a hospedeiros cultivados, como o tomateiro
(NAVAS-CASTILLO et al., 2011).

No Brasil hoje, a espécie predominante de B. tabacié a MEAM1 (MORAES
et al., 2016;MARUBAYASHI et al., 2014; MARUBAYASHI et al., 2013)sendo a
responsavel pelas grandes perdas relacionadas a virus em diversas culturas.
Entretanto, temos atualmente um novo cenario, pois a espécie de B. tabaci
invasivaMediterranean foi detectada no pais, inicialmente no Estado do Rio
Grande do Sul (BARBOSA et al., 2015) e em 2015 no Estado de Sao Paulo e
2016 no Estado do Parana (MORAES et al., 2016). Esta espécie traz grandes
preocupacdes quanto ao futuro cenario dos problemas relacionados a mosca-
branca, pois MED €& conhecida por ser excelente vetora de begomovirus como
o TYLCV (KANAKALA e GHANIM, 2015; NING et al.,, 2015; GHANIM;
CZONESK, 2015), possuir baixa suscetibilidadeaos inseticidas comumente
utilizados na agricultura (GHANIM; KONTSEDALOV, 2009; HOROWITZ et al.,
2005) e esta causando em diversos paises 0 desaparecimento de espécies
indigenas, bem como da invasiva MEAM1 (SUN et al., 2013; LIU et al., 2007).

A interagdo entre o virus TYLCV e a espécie MED é muito bem estudada

em diversos paises, dada a importancia que este virus possui na Europa e
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Asia. Sabe-se que o TYLCV necessita da “heat shock protein 70” (HSP 70) do
inseto para mediar a translocagao do virus na camara filtro e intestino do inseto
(KANAKALA; GHANIM, 2015; GHANIM, 2014) e da proteina GroEL produzida
pelo endossimbionte secundario Hamiltonella para mediar a translocacdo do
virus na hemolinfa até as glandulas salivares do inseto(GOTTLIEB et al., 2010).
A espécie MED é muito mais eficiente na transmissdo do TYLCV, quando
comparada a espécie MEAM1 (LI et al., 2010).

O TYLCV ainda nao foi relatado no Brasil, porem ja foi detectado na
Venezuela, nosso pais vizinho (ZAMBRANO et al., 2007), tornando-se uma
seria ameaca a culturas como o tomateiro e pimentido, hospedeiras do TYLCV
(KIL et al., 2016). Além disso, neste trabalho foi verificado que a espécie MED
€ excelente vetora de virus importantes em solanaceas como o ToSRV, hoje
espécie predominante na regido Sudeste brasileira (INOUE-NAGATA; LIMA;
GILBERTSON, 2016; INOUE-NAGATA et al.,, 2016), do crinivirus ToCV que
conjuntamente com o ToSRV vem causando grandes prejuizos, pois,
frequentemente é encontrado em infecgbes mistas com este virus (MACEDO et
al.,, 2014), do BGMV que é a espécie de begomovirus predominante em
feijoeiro e do CpMMV que nestes ultimos anos vem sendo frequentemente
encontrado em infecgbes mistas com o BGMV nesta cultura (SANTANA, 2015).

Também foi verificado que a composigdo de endossimbiontes nas
populagcdes da espécie Mediterranean podem influenciar a eficiéncia de
transmissao de virus.Em populacdes de MED, foi observado que a auséncia ou
baixa frequéncia do endossimbionte Hamilltonelaimplica em uma baixa
eficiéncia de transmissdo do TYLCV(SU et al., 2013; GOTTLIEB et al., 2010).
Estes dados reforgam a importancia da GroEL produzida pela Hamiltonella na
eficiéncia de transmissdo do TYLCV pela espécie MED (GHANIM; CZONESK,
2015; KANAKALA; GHANIM, 2015).

No nosso pode-seobservar que a presenca do endossimbionte Hamiltonella
na populagcdo MED2 confere melhor eficiéncia de transmissdo de virus
brasileiros, porém para o BGMV e CpMMYV esta populagao que possui 97 % de
Hamiltonella, 33 % de Rickettsia e 12 % de Arsenophonus foi mais eficiente na
transmissao quando comparada a MED1.Entretanto, os resultados para os

virusToOSRV e ToCV  transmitidos para o tomateiro foram
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eficientementetransmitidos por ambas populacdes de MED,

independentemente da constituicdo de endossimbiontes presentes.

Os endossimbiontes secundarios Hamiltonella e Rickettsiasdo muito
comuns em populagbées de MEAM1, enquanto que para MED é comum a
presenca dos endossimbiontes secundarios Hamiltonella,Rickettsia, Cardinium,
Wolbachia e Arsenophonus (GUEGUEN et al., 2010; MARUBAYASHI et al.,
2014; GHANIM; CZONESK, 2015; MORAES et al., 2016). No Brasil ha uma
variabilidade muito grande de endossimbiontes secundarios encontrados em
MED, possivelmente explicada por introdug¢des diversas e recentes da espécie
no pais (MORAES et al.,, 2016). Além disto como observado em nosso
trabalho, a manutencdo da populacdo de Mediterranean em um hospedeiro
especifico pode manipular e alterar a constituicdo de endossimbiontes (SU et
al., 2016).

O que se pode verificar € que apesar da habilidade distinta de transmissao
de virus pelas populagdes de MED estudadas, ambas podem ser consideradas
boas vetoras dos virus estudados, sendo assim um fato preocupante quanto ao

aspecto de MED como vetora de virus encontrados no Brasil.
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6. CONCLUSAO

A espécie MEditerranean é excelente vetora dos virus BGMV e CpMMV
para feijoeiro e do ToSRV e ToCV para tomateiro
A constituicdo de endossimbiontes presentes na mosca-branca influenciou

a transmissao de alguns virus testados.
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