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RESUMO

As moscas-brancas causam danos diretos através da succao de seiva do floema e
danos indiretos, relacionados a secre¢ao de “honeydew” e a transmissédo de virus.
Entre as espécies presentes no Brasil, 0 complexo Bemisia tabaci, o qual inclui as
espécies cripticas MEAM1, MED e do grupo NW, bem como a espécie Trialeurodes
vaporariorum sdo as mais importantes. Atualmente, MEAM1 e MED possuem maior
destaque no cenario brasileiro por serem altamente polifagas, possuirem alta
capacidade adaptativa e de dispersédo. Por isso, compreender o desempenho e a
habilidade competitiva dessas duas espécies nas principais plantas cultivadas no
Brasil é de fundamental valor. As moscas-brancas também sdo vetores de diversos
virus, incluindo o crinivirus tomato chlorosis virus (ToCV). As espécies MED, MEAML1,
NW e T. vaporariorum séo vetores desse virus. Por T. vaporariorum ser mais comum
em locais de temperaturas mais amenas e ser menos encontrada, poucos estudos
acabam sendo realizados com essa mosca-branca envolvendo o ToCV, n&o havendo
informacdo de como o virus age sobre o inseto quanto ao desempenho. O potexvirus
cassava common mosaic virus (CsCMV) é o principal virus em mandioca reportado
no Brasil. Até hoje, porém, ndo h& informacéo sobre a incidéncia no Estado de Séo
Paulo, sobre a variabilidade dos diferentes isolados presentes, nem sobre uma
comparacao dos genomas presentes no banco de dados. Sendo assim, esta tese traz,
no Capitulo 1 dados sobre a performance e competitividade entre MEAM1 e MED em
soja, algodao, feijao, tomate e pimentdo, onde MEAM1 é mais adaptada ao tomateiro,
MED é mais adaptada ao pimentéo e ao feijoeiro e, no caso de soja e algodao, ambas
aparentam se adaptar de forma semelhante; no Capitulo 2, dados sobre a
performance de MEAM1 e T. vaporariorum em tomateiros sadios e infectados por
ToCV, bem como a eficiéncia de transmissdo de cada vetor para esse virus, onde o
virus influencia negativamente ambas as espécies, porém mais gravemente MEAML1.
E que MEAM1 é melhor vetor de ToCV; no Capitulo 3, um levantamento sobre a
incidéncia do CsCMV no campo, assim como a variabilidade do genoma completo de
um isolado brasileiro entre os isolados presentes no GenBank e; no Capitulo 4,
descricdo dos trabalhos realizados durante o intercambio na Oklahoma State

University, Stillwater, nos Estados Unidos.



Palavras-chave: Bemisia tabaci. Trialeurodes vaporariorum. Soja. Algodao. Feijao.
Tomate. Pimentdo. RdRp. CP. Genoma completo



ABSTRACT

Whiteflies cause direct damage by sucking phloem sap and indirect damage, related
to the secretion of “honeydew” and virus transmission. Among the species present in
Brazil, the most important are the Bemisia tabaci complex, which includes the cryptic
species MEAM1, MED and NW group as well as the species Trialeurodes
vaporariorum. Currently MEAM1 and MED are more prominent in the Brazilian
scenario because they are polyphagous and have an adaptive and dispersion capacity.
Therefore, understanding the performance and competitive ability of these two species
in the main crops grown in Brazil is of essential. Whiteflies are also vectors of several
viruses, including the crinivirus tomato chlorosis virus (ToCV). The species MED,
MEAM1, NW and T. vaporariorum are vectors of this virus. For being more common in
places with milder temperatures and being less found, few studies have been
performed with this relationship T. vaporariorum and ToCV, having a lack of
information about the performance. The potexvirus cassava common mosaic Virus
(CsCMV) is the main cassava virus reported in Brazil. To date, however, there is no
information on its incidence in Sdo Paulo State, and the variability of the different
isolates present. Therefore, this thesis brings, in Chapter 1, data of the performance
and competitiveness between MEAM1 and MED in soybean, cotton, bean, tomato and
pepper, where MEAML1 is more adapted to tomato, MED is more adapted to pepper
and bean and, both seem to adapt similarly for soybean and cotton; in Chapter 2, data
on the performance of MEAM1 and T. vaporariorum on healthy and ToCV-infected
tomatoes, as well as the transmission efficiency of each vector for this virus, where
MEAML1 is more negatively affected by ToCV than T. vaporariorum, but it is more
efficient as a vector; in Chapter 3, high incidence of CSCMV in the field, as well as the
variability of the complete genome of a Brazilian isolate among the isolates present on
GenBank; and in Chapter 4, the description of the works performed during the PhD
Sandwich at Oklahoma State University, Stillwater, USA.

Keywords: Bemisia tabaci. Trialeurodes vaporariorum. Soybean. Cotton. Common

bean. Tomato. Sweet pepper. RdRp. CP. Complete genome
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INTRODUCAO GERAL

O cultivo sucessivo de diversas culturas e condigdes de clima tropical no Brasil
sdo favoraveis ao desenvolvimento de pragas e doencgas, onde problemas
fitossanitarios foram se tornando cada vez mais frequentes, dos quais as moscas-
brancas sdo de grande relevancia. Dentre as moscas-brancas, o complexo Bemisia
tabaci (Gennadius) (Hemiptera: Aleyrodidae) e a espécie Trialeurodes vaporariorum
(Westwood) sao as que possuem maior destaque. No complexo B. tabaci ha espécies
cripticas que apresentam alta polifagia, baixa suscetibilidade a inseticidas e eficiente
dispersdo no campo (GILBERTSON et al., 2015; KANAKALA; GHANIM; KANAKALA,
S. AND GHANIM, 2019). A espécie T. vaporariorum, conhecida como a mosca-branca
de casa de vegetacdo é comum em climas mais amenos e regifes de altitude
(MANZANO; VAN LENTEREN, 2009).

Ambas podem ocasionar danos diretos, através da succéo de seiva do floema
e indiretos através da secregao de “honeydew”, uma substancia agucarada que pode
servir de substrato para crescimento de fungo do género Capnodium sobre as folhas
e frutos, prejudicando a fotossintese e, consequentemente, o desenvolvimento da
planta (SUEKANE et al., 2013), e pela transmisséo de virus. Entretanto, os principais
prejuizos causados pelas moscas-brancas consistem na transmissdo de virus. O
complexo B. tabaci € capaz de transmitir virus dos géneros Begomovirus, Crinivirus,
Carlavirus, Ipomovirus, Torradovirus e Polerovirus. (COSTA et al., 2020; GHOSH et
al., 2019; GILBERTSON et al., 2015; NAVAS-CASTILLO; FIALLO-OLIVE; SANCHEZ-
CAMPOS, 2011), enquanto T. vaporariorum € vetor de virus dos géneros Crinivirus e
Torradovirus (NAVAS-CASTILLO; FIALLO-OLIVE; SANCHEZ-CAMPOS, 2011). No
Brasil, ja foram relatados virus pertencentes aos géneros Begomovirus, Crinivirus,
Carlavirus e Polerovirus (BARBOSA et al., 2008; COSTA; GASPAR; VEGA, 1983;
COSTA et al, 2020; INOUE-NAGATA et al.,, 2016; INOUE-NAGATA; LIMA;
GILBERTSON, 2016), onde as principais plantas afetadas pertencem as familias das
Solanaceas e Fabaceas.

Insetos do complexo B. tabaci foram, inicialmente, classificados em bi6tipos
considerando-se caracteristicas como adaptagéo a diferentes hospedeiros, producgéo
de toxinas como o prateamento das folhas de aboboreira, e a transmissao de virus
(BROWN; FROHLICH; ROSELL, 1995). Mais recentemente B. tabaci foi considerada

um complexo de espécies cripticas morfologicamente indistinguiveis (DE BARRO et
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al., 2011), porém diferenciados pela analise molecular da porcéo do gene mitocondrial
denominado mitochondrial cytochrome oxidase subunit | (mtCOI). As principais
espécies cripticas presentes no Brasil sdo Middle East-Asia Minor 1 (MEAM1 ou
biétipo B), Mediterranean (MED ou bio6tipo Q) e New World (NW ou bi6tipo A). A origem
geografica de MEAML1 é provavelmente a regido do oriente médio, enquanto MED a
regido do mediterraneo e NW as ameéricas (novo mundo) (DE BARRO et al., 2011).
Atualmente, o complexo conta com ao menos 44 espécies cripticas (KANAKALA;
GHANIM; KANAKALA, S. AND GHANIM, 2019).

No Brasil, B. tabaci foi primeiramente reportada no estado da Bahia na década
de 1920 (BONDAR, 1928). Até os anos de 1970, com a expansao da cultura da soja
e consequentes surtos populacionais de mosca-branca (COSTA, 1975), este inseto
era considerado praga secundaria, causando poucos prejuizos e danos. Acredita-se
gue, até inicio da década de 1990, os espécimes de B. tabaci presentes eram os
nativos das Américas, denominados de biétipo A (BROWN; FROHLICH; ROSELL,
1995) e reclassificados, através da andlise do gene mtCOI, como New World 1 (NW1)
e New World 2 (NW2) utilizando-se o critério de 3,5% de divergéncia na sequéncia do
mtCOIl (MARUBAYASHI et al., 2013). Todavia, alguns trabalhos sugerem um critério
com variacdo de 4% (LEE et al., 2013) e de 2,48 a 4,77% (VYSKOCILOVA et al.,
2018) de divergéncia na sequéncia do mtCOI para diferenciacdo de espécies, de
modo que, no caso de NW1 e NW2 ambas formariam um Unico grupo, denominado
New World (NW).

Em meados da década de 1990, o cenario de mosca-branca no Brasil foi
radicalmente alterado com a introducdo da B. tabaci MEAML1, entdo conhecido por
biotipo B, através do comércio de plantas ornamentais no estado de S&o Paulo
(LOURENCAO; NAGAI, 1994). Desde entdo, essa espécie se dispersou rapidamente
pelo territdrio nacional sendo importante fator na disseminacéo e emergéncia de virus.
Virus transmitidos por mosca-branca haviam sido relatados no Brasil desde 1960 em
plantas daninhas (COSTA, 1955; COSTA; BENNETT, 1950; FLORES;
SILBERSCHMIDT; KRAMER, 1960), em feijoeiro como o bean golden mosaic virus
(BGMV) e o cowpea mild mottle virus (CPMMV) (COSTA, 1975; COSTA; GASPAR,;
VEGA, 1983) e 0 tomato golden mosaic virus em tomateiro (TGMV) (COSTA,;
OLIVEIRA; SILVA, 1975; MATYIS et al., 1975). Porém a introducdo de MEAM1
permitiu a emergéncia de ao menos 18 novas espécies de begomovirus em tomateiro
(ALBUQUERQUE et al., 2012; BARBOSA et al., 2011; CASTILLO-URQUIZA et al.,
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2008; FERNANDES et al., 2006; INOUE-NAGATA et al., 2016; INOUE-NAGATA,
LIMA; GILBERTSON, 2016; MACEDO et al., 2018; QUADROS et al., 2019; RIBEIRO
et al., 2003; ROCHA et al., 2013), do crinivirus tomato chlorosis virus (ToCV) em
tomateiro, pimentdo e batateira (BARBOSA et al.,, 2008; BARBOSA; TEIXEIRA;
REZENDE, 2010; FREITAS et al., 2012), além da transmissdo do CPMMYV para a soja
(ALMEIDA et al., 2003) e BGMV em feijoeiro (INOUE-NAGATA et al., 2016).

Duas décadas mais tarde, a espécie criptica MED, também conhecida por
biétipo Q, foi relatada pela primeira vez no Rio Grande do Sul, préxima a fronteira com
o Uruguai (BARBOSA et al., 2015) e posteriormente, uma segunda introducao de MED
foi reportada no estado de Sao Paulo, provavelmente associada ao comércio de
plantas ornamentais (MORAES et al., 2017). A partir de entdo, MED se disseminou
rapidamente ao longo da regido sul e sudeste do pais, tornando-se preocupante em
varias areas produtoras de hortalicas e plantas ornamentais (DE MORAES et al.,
2018). No estado de Sdo Paulo e no Parand, algumas areas comerciais de hortalicas,
apresentaram altas infestacdes desta espécie, comprometendo a producdo em
estufas (BELLO et al., 2020). Além disso, também houve o primeiro relato de ToCV
infectando pepino associado a MED (BELLO et al., 2019).

Atualmente, MEAM1 ainda € considerada a espécie predominante de mosca-
branca presente no pais (DE MORAES et al., 2018), porém, MED vem se destacando
e se disseminando de forma acelerada, especialmente em hortalicas. Diante disso,
tornou-se importante compreender o comportamento, com estudos de desempenho e
habilidade competitiva de MED e MEAM1 em culturas de importancia agricola no pais,
como o feijoeiro, soja, algodao e hortalicas como pimentdo e tomateiro.

Por outro lado, a espécie T. vaporariorum € encontrada no Brasil em regides
de elevadas altitudes e/ou em regifes de temperaturas mais amenas, como € 0 caso
da regido Sul e parte da regido Sudeste do pais (DE MORAES et al., 2018). Apesar
de sua presenca estar associada frequentemente a casas de vegetacdo, surtos
populacionais de T. vaporariorum ja ocorreram em campos no Brasil (LOURENCAO
et al., 2008).

Pelo fato de ambos, o complexo B. tabaci e T. vaporariorum transmitirem o
ToCV, esse virus vem ganhando um destaque importante desde seu relato. O ToCV
possui particulas alongadas e flexuosas, de 800 — 850 nm de comprimento,
constituidas por duas moléculas de RNA de fita simples, senso positivo (LIU; WISLER,;
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DUFFUS, 2000). Seu primeiro relato ocorreu nos Estados Unidos (WISLER et al.,
1998).

Nas ultimas duas décadas, o ToCV se disseminou pela América do Norte,
América do Sul, Europa, Africa, Oriente Médio e Asia (ACCOTTO et al., 2001;
ARRUABARRENA et al., 2014; FIALLO-OLIVE et al., 2011; HIROTA et al., 2010;
SEGEV et al., 2004; WISLER et al., 1998). Atualmente, o ToCV € encontrado em 23
paises (INOUE-NAGATA et al., 2016; NAVAS-CASTILLO; FIALLO-OLIVE;
SANCHEZ-CAMPOS, 2011). No Brasil, o primeiro relato do ToCV ocorreu em
tomateiro, no Estado de Sdo Paulo (BARBOSA et al., 2008). Além do tomateiro, 0
ToCV também foi relatado infectando pimentdo (NAVAS-CASTILLO et al., 2011),
batateira (FORTES; NAVAS-CASTILLO, 2012; FREITAS et al., 2012), berinjela
(Solanum melongena), jilé (Solanum aethiopicum) (FONSECA et al., 2016) e pepino
(Cucumis sativus) (BELLO et al., 2020). Os sintomas causados pelo virus sao
caracteristicos de uma clorose internerval nas folhas do baixeiro da planta, podendo
ocorrer bronzeamento, enrolamento das folhas voltadas para cima e engrossamento
do limbo foliar (INOUE-NAGATA et al., 2016). Além disso, o ToCV pode causar danos
expressivos na producdo de tomateiro, chegando a 100% (LOZANO; MORIONES;
NAVAS-CASTILLO, 2006; VELASCO et al.,, 2008). Em pimentdo, o ToCV ja foi
associado a perdas na producdo de até 75% de acordo com o genétipo (FORTES;
MORIONES; NAVAS-CASTILLO, 2012). No Brasil, os danos decorrentes do ToCV
sdo reducdo na producdo de até 52% de acordo com o genétipo de tomateiro
(MANSILLA-CORDOVA et al., 2018).

Como ambos T. vaporariorum e B. tabaci sdo vetores do crinivirus ToCV,
alguns estudos sobre eficiéncia de transmisséo ja foram reportados, onde B. tabaci
MEAM1 é um vetor mais eficiente do ToCV que T. vaporariorum (WINTERMANTEL;
WISLER, 2006). Pelo fato de T. vaporariorum ser menos frequentemente encontrada
gue MEAM1, e até confundida com este inseto, esta tese teve como um dos objetivos
estudar a interacéo entre esse inseto e o ToCV.

O terceiro topico abordado nesta tese foi 0 virus cassava common mosaic virus
(CsCMV) em mandioca. A mandioca (Manihot esculenta Crantz), atras do trigo, milho
e arroz, € a quarta fonte de calorias mais importante no mundo, garantindo alimento
para mais de 800 milhdes de pessoas (LEGG et al., 2014, 2015). Na América do Sul,
o Brasil se destaca como maior produtor da mandioca, chegando a 20 milhdes de

toneladas em 2018 (CONAB, 2018). De forma geral, a cultura da mandioca é cultivada
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em areas desfavoraveis a agricultura, sem manutencdo adequada do solo e por
pequenos produtores que ndo possuem grande recurso para investimento.

Referentes a problemas fitossanitarios da mandioca, os virus que se destacam
especialmente na Africa, onde o cassava mosaic virus (CMV) e o cassava brown
streak virus (CBSV) sédo os mais importantes da cultura (LEGG et al., 2014, 2015). No
Brasil, at¢ o0 momento foram relatados o cassava common mosaic virus (CsCMV)
(COSTA, 1940; KITAJIMA et al., 1965; SILVA; KITAJIMA; OLIVEIRA, 1963), cassava
vein mosaic virus (CsVMV) (COSTA, 1940; DE KOCHKO et al., 1998), cassava
frogskin-associated virus (CsFSaV) (CALVERT et al., 2008), cassava symptomless
virus (CsSLV) (KITAJIMA; COSTA, 1979) e cassava American latent virus (CsSALV)
(WALTER et al., 1989).

O CsCMV, pertencente ao género Potexvirus, é constituido de um RNA de fita
simples (ssRNA) com uma particula semi flexuosa com medidas de 15 nm x 495 nm
(KITAJIMA et al., 1965). E o virus mais relevante na cultura da mandioca no Brasil.
Os danos causados pelo CsCMV podem chegar em torno de 30% na produtividade
da parte aérea, da raiz e do amido (VENTURINI et al., 2016). Além de apresentar
perdas consideraveis, o virus esta presente em boa parte das plantas no Estado do
Parand, de acordo com um levantamento que revelou que a incidéncia do virus
chegou a 90% no campo (SILVA et al., 2011). Essa alta incidéncia pode estar
relacionada com o método de propagacéao utilizado para a cultura da mandioca e a
transmissdo mecanica do virus, uma vez que até hoje nenhum vetor foi relatado para
0 CsCMV (LEGG et al., 2015). O modo de propagacdo da mandioca € vegetativo,
realizado através do uso de manivas. Caso as manivas estejam infectadas com o
virus, esse tipo de propagacdo pode favorecer sua disseminacdo, uma vez que leva
ao campo material contaminado.

Embora presente no Brasil ha muitos anos, a variabilidade do CsCMV nunca
foi estudada. De acordo com o Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV), a
variabilidade dos potexvirus pode ser avaliada através dos genes RNA-dependente
RNA-polimerase (RdRp) e capa proteica (CP), onde para serem consideradas
espécies diferentes, a porcentagem de identidade deve ser inferior a 72% na
comparacdo entre nucleotideos ou 80% na comparacdo entre aminodcidos
(https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/ictv_online_report/positive-sense-rna-
viruses/w/alphaflexiviridae/1330/genus-potexvirus). Na Argentina, ZANINI et al., 2018

concluiram gque, com uma porcentagem de identidade dos nucleotideos de parte do
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gene RdRp entre 77,1 e 80,3%, os isolados podem ser classificados como estirpes
distintas. No Brasil, até hoje ndo ha dados relacionados a variabilidade do CsCMV e
a presenca de diferentes estirpes.

Quanto ao genoma completo, um isolado brasileiro sequenciado h& mais de 20
anos por CALVERT et al., 1996 € o unico do pais. Apds esse longo periodo, nenhum
novo sequenciamento do CsCMV foi realizado no Brasil. Aléem desse genoma
brasileiro, genomas da Argentina, Colémbia e outros da China j& foram depositados
no GenBank, porém n&o foram comparados entre si.

Além desses estudos, durante o doutorado sanduiche na Oklahoma State
University, Stillwater, OK, EUA, foram realizadas analises moleculares,
sequenciamento de nova geracdo (Next Generation Sequencing — NGS), e a
construcdo de uma base de dados para virus em videira na plataforma Mi-Fi, por E-
probe Diagnostic Nucleic-acid Analysis (EDNA) (STOBBE et al., 2013).

Sendo assim, a partir dos assuntos abordados, a tese foi dividida em quatro
capitulos: Capitulo 1, “Performance and competitive displacement of Bemisia tabaci
MEAM1 and MED cryptic species on diferente host plants”, redigido em inglés e
publicado nas normas da revista CROP PROTECTION; Capitulo 2, “Performance of
Bemisia tabaci MEAM1 and Trialeurodes vaporariorum on Tomato chlorosis virus
(ToCV) infected plants”, redigido em inglés e publicado em 2018 nas normas da revista
JOURNAL OF APPLIED ENTOMOLOGY, o Capitulo 3, “titulo”, redigido em inglés,
conforme as normas da revista PLANT PATHOLOGY; e o Capitulo 4 “Atividades

desenvolvidas no periodo de intercambio na Oklahoma State University (Stillwater)”.
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CONSIDERACOES FINAIS

As espécies invasivas MEAM1 e MED do complexo B. tabaci sdo adaptadas
de acordo com os hospedeiros, onde MEAM1 é mais adaptada ao tomateiro e
MED é mais adaptada ao pimenté&o e feijoeiro;

Para as culturas da soja e do algodoeiro, MEAM1 e MED sé&o adaptadas de
forma semelhante, uma vez que n&do houve predominancia de nenhuma das
espécies;

O ToCV influencia na performance das espécies B. tabaci MEAM1 e T.
vaporariorum, porém mais drasticamente a performance de MEAM1,;

MEAML1 é um vetor mais eficiente de ToCV do que T. vaporariorum;
Trialeurodes vaporariorum pode ser um vetor importante de ToCV em
ambientes com alta incidéncia desse virus, especialmente em climas mais
amenos;

O CsCMV esta bem distribuido na cultura da mandioca no Estado de Séo
Paulo, visto que a presenca do virus foi encontrada em 10 das 11 areas
estudadas.

O isolado BR2019 de CsCMV obtido neste estudo apresentou maior

relacionamento filogenético com um proveniente da China.
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