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1. RESUMO

Tomato severe rugose virus — ToSRV € um virus pertencente ao
género Begomovirus da familia Geminiviridae, proveniemte de pimentao e transmitido pelo
aleirodideo Bemisia tabaci biétipo B. Este bidtipo B foi introduzido no inicio dos anos 90,
€ um inseto polifago reproduzindo-se em mais de 500 espécies de plantas anuais e
herbaceas. Causa danos diretos como a suc¢do de seiva com agdo toxicogénica e
aparecimento de fumagina, e danos indiretos pela transmissdo de virus, principalmente os
begomovirus.

O presente trabalho teve como objetivo estudar a intera¢ao do isolado
ToSRV [PJU] com o vetor Bemisia tabaci biétipo B, avaliar a atratividade do inseto a
diversos acessos de Capsicum spp., € determinar os bidtipos de mosca-branca encontrados
no Estado de Sdo Paulo.

Para avaliar a eficiéncia de transmissdo do virus pelo inseto foram
realizadas as combina¢des tomateiro para tomateiro (T/T), tomateiro para pimentiao (T/P),
pimentdo para pimentdo (P/P) e pimentdo para tomateiro (P/T). As melhores condi¢des de
transmissao foram observadas com temperaturas ao redor de 30 °C, a partir de T/T e P/T.
Quando diferentes nimeros de insetos foram utilizados houve um aumento na transmissao,
exceto para a combinagdo de P/P, onde ndo foi verificada esta correlagdo. Com relacdo ao
periodo de acesso a aquisicdo, foi observado que maiores tempos de aquisi¢do promoveram
aumento na transmissdo do virus pela mosca-branca para T/T e P/T, enquanto que na

combinagdo T/P e P/P, menores tempos de aquisi¢do permitiram uma melhor transmissao.



Utilizando-se um periodo de acesso a inoculacdo minima de 15 minutos, foi possivel a
transmissdo do virus pelo inseto, exceto na combinacdo P/T e quanto maior este periodo,
maior a taxa de transmissdo. Nao foi possivel avaliar o periodo de laténcia, utilizando-se
apenas um inseto e transferindo-o durante 15 vezes de hora em hora.

No estudo da atratividade do inseto, nas 38 diferentes acessos de
Capsicum spp., verificou-se que as folhas do dpice e intermedidrio sdo os locais mais
atrativos e de maior concentra¢io de ovos. O acesso mais atrativo foi C. frutescens Pimenta
Malagueta IAC-822, e o menos atrativo C. frutescens (1IAC-1124).

Avaliando-se o gene da citocromo oxidase I — mtCOI foi verificada a
ocorréncia da B. tabaci bidtipo B em diversos hospedeiros e de B. tuberculata e de

Tetraleurodes acaciae em mandioca.

Palavras chaves: Solanum esculentum, Capsicum spp., geminivirus, interacao vetor-virus,

mtCOlI gene.



OCORRENCE OF SPECIES OF WHITEFLY IN STATE OF SAO PAULO. And
INTERACTION OF Tomato severe rugose virus WITH Bemisia tabaci BIOTYPE B
AND WITH GENOTYPES OF Capsicum spp.

Author: JULIO MASSAHARU MARUBAYASHI

Adviser: MARCELO AGENOR PAVAN

Co-adviser: RENATE KRAUSE SAKATE

2. SUMMARY

Tomato severe rugose virus - ToSRV is a virus belonging to the
genus Begomovirus, family Geminiviridae, isolated from sweetpepper and transmitted by
the aleyrodideo Bemisia tabaci biotype B. This new biotype B was introduced in the
beginning of years 90 and it is an insect that multiplies in more than 500 species of annual
and herbaceous plants. It toxicogenic action causes damages by suction the plants, the
development of a fungus, fumagina, and these insects are vectors of different species of
viruses, mainly begomovirus. The objective of this work, was to evaluate the interaction of
the isolate ToSRV[PJU] with the vector Bemisia tabaci biotype B, to evaluate the
attractiveness of the insect for the diverse genotypes of Capsicum spp, and to determine the
biotype of whitefly in the State of Sdo Paulo.

To evaluate the efficiency of transmission of the virus by the insect
different combinations were analyzed: tomato for tomato (T/T), tomato for sweetpepper

(T/SP), sweetpepper for sweetpepper (SP/SP) and sweetpepper for tomato (SP/T). The best



conditions of transmission were observed with temperatures around of 30 °C, from T/T and
SP/T. Generally higher numbers of insects increased the transmission of the virus, but in
the combination of SP/SP this was not observed. The acquisition access period was
analysed and demonstrated that bigger times increased the transmission of the virus by the
whitefly in the combinations T/T and SP/T. This was not observed in combination T/SP
and SP/SP. The minimum period access of inoculation was of 15 minutes, except in
combination SP/T. With one insect it wasn’t possible to evaluate the period of latency of
the virus.

It was verified that the leaves of the apex and intermediary of 38
different Capsicum spp. genotypes are the most attractive places for the whitefly and have
the h highest egg concentration. The most attractive access was Capsicum frutescens hot
Pepper Malagueta IAC-822, and the less attractive was Capsicum frutescens (1IAC-1124).
The analysis of the gene of citocromo oxidase I - mtCOI indicated the occurrence of the
Bemisia tabaci biotype B in several hosts and Bemisia tuberculata and Tetraleurodes

acaciae in cassava.

Keywords: Solanum esculentum, Capsicum spp., geminivirus, interaction, vector-virus,

mtCOI gene.



3. INTRODUCAO

O tomate é uma das hortalicas mais populares na refeicdo dos
brasileiros, seu consumo e de seus derivados aumentaram com a propagacdo dos
restaurantes e “self-service”, e com a constatacdo do valor do licopeno como pigmento
benéfico a saide (LOPES & AVILA 2005). O tomateiro (Solanum esculentum Mill, ordem
Tubiflorae, familia Solanaceae) € cultivado em regides tropicais e subtropicais durante o
ano todo, tanto para consumo “in natura” como para processamento. Sua origem estd na
costa oeste da América do Sul (Equador, Peru e Chile) nessas regides de altitudes elevadas,
encontram-se as variedades silvestres, os mini-tomates precursores de todas as variedades
modernas. O primeiro cultivo se deu no México, mas no século XV os espanhdis o levaram
para a Europa onde rapidamente se espalhou pelo mediterraneo (RODRIGUEZ et al.,
1997). O tomateiro € cultivado em todas as regides brasileiras, € no ano de 2007 foram
cultivados aproximadamente 55 mil hectares, com uma producdo de 3.200.846 toneladas
(FNP, 2008). Em producdes mundiais o Brasil ocupa a nona colocagdo, sendo a China,
Estados Unidos e Turquia os maiores produtores (FNP, 2008).

O pimentdo (Capsicum annuum L.) pertence a familia solaniceae
com hdbito perene, porém cultivada como cultura anual. A sua origem € americana,
ocorrendo formas silvestres desde o sul dos Estados Unidos até o Norte do Chile
(FILGUEIRA, 2000). Relatos do consumo de frutos do género Capsicum spp. sao antigos,
com aproximadamente nove mil anos, segundo resultados de exploragdes arqueoldgicas em

Tehuacan, no México (REIFSCHNEIDER, 2000).



Todas as formas de pimentdo e pimenta utilizadas pelo homem
pertencem ao género Capsicum, este nome cientifico do género deriva segundo alguns
autores de kapto (picar) e outros de kapsakes (cdpsula) (NUEZ et al., 1996).

A dérea cultivada no Brasil chega em torno de 13.000 hectares com
espécies de Capsicum e produgdo aproximada de 280.000 toneladas de frutos de pimentio
para o consumo in natura e processamento de molhos, conservas e outras formas de
preparo de pimenta (CARVALHO et al., 2003). Atualmente o pimentdo € produzido em
todo o territdrio brasileiro, mas os maiores produtores sao os Estados de Sdo Paulo e Minas
Gerais, que sdo responsdveis por uma drea de aproximadamente 5.000 hectares e producio
de 120.000 ton. (RIBEIRO & CRUZ, 2003).

Apesar dos avancos tecnoldgicos incorporados na producgdo, doencgas
de origens bidticas e abidticas podem interferir na producio. O tomateiro e o pimentdo sao
afetados por doencas, com destaque para aquelas causadas por virus (FAJARDO et al.,
2000). Diversas espécies ja foram relatadas afetando as culturas de tomateiro e pimentdo, e
como os principais géneros podemos citar: Potyvirus, Poleovirus, Tobamovirus,
Geminivirus, Cucumovirus e Tospovirus (LOPES & AVILA, 2003; LOPES & AVILA,
2005).

A partir de 1991, com a introducdo do novo biétipo B de Bemisia
tabaci, ocorreram aumentos considerdveis de viroses causadas por begomovirus
transmitidos por moscas-brancas B. tabaci biétipo B. Esse dltimo o mais agressivo, e que se
espalhou pelo Brasil (LOURENCAO & NAGALI, 1994).

Em pimentdo o primeiro relato da doenga causada por geminivirus
ocorreu no Submédio do Vale Sdo Francisco, que compreende os Estados da Bahia e
Pernambuco (LIMA et al., 1999; LIMA et al., 2001), e no Estado de Sao Paulo em 2005
(NOZAKI, et al., 2006, NOZAKI, 2007). Neste ultimo, o virus foi caracterizado como
Tomato severe rugose virus (ToOSRV). No Estado de Goids o primeiro relato do ToSRV
ocorreu em uma cultivar de pimenta dedo-de-moca (Capsicum bacatum) (BEZERRA-
AGASIE et al., 2006).

Atualmente o complexo B. tabaci é classificado em diferentes

bidtipos, sendo que no Brasil apenas os bidtipos A e B foram encontrados. No total ja



foram descritos 41 bidtipos, no mundo sendo que o mais agressivo € o bidtipo Q
(RABELLO et al., 2008).

Desse modo os objetivos do trabalho foram avaliar a eficiéncia de
transmissdo do isolado ToSRV[PJU] a partir de tomateiro e pimentdo, utilizando-se a
mosca-branca B. tabaci bidtipo B como vetor; avaliar a atratividade do inseto a diferentes
acessos de Capsicum spp.; e determinar os bidtipos de moscas-brancas coletadas no

Estado de Sao Paulo.



4. REVISAO DE LITERATURA

4.1. Familia Geminiviridae: Morfologia e taxonomia

A familia Geminiviridae compreende um grande grupo de fitovirus
de grande importancia econdmica em todos os continentes, desde culturas de cereais até
leguminosas (FARIA & ZERBINI, 2000). Estas geminiviroses causam significantes perdas
na producdo em muitas plantas no mundo. Os virus pertencentes a familia Geminiviridae
possuem genoma composto por DNA de fita simples circular, e suas particulas sdo
geminadas com morfologia icosaédrica (STANLEY et al., 2005). As particulas geminadas
tém tamanho aproximado de 22 x 38 nm, consistindo em uma morfologia de dois
icosaédros incompletos com 110 unidades da proteina capsidial, organizados em 22
capsdmeros pentaédricos (STANLEY et al., 2005). E dividida nos géneros Mastrevirus,
Curtovirus, Topocuvirus € Begomovirus, com base no nimero de componentes do genoma,
tipo de inseto vetor, gama de hospedeiros e relacionamento filogenético (STANLEY et al.,
2005).

Os virus do género Mastrevirus possuem genoma Unico € sao
transmitidos por cigarrinhas (Hemiptera: Cicadellidae), para plantas monocotiledonares. A
espécie tipo € o Maize streak virus (MSV). No género Curtovirus também com componente
Unico, os virus sdo transmitidos por cigarrinhas para dicotileddneas e o membro tipo é Beet
curly top virus (BCTV). O género Topocuvirus compreende virus que possuem um unico

genoma tendo apenas uma espécie neste género o Tomato pseudo curly top virus (TPCTV),



transmitido por cigarrinhas para espécies dicotiledoneas. E por ultimo no género
Begomovirus estdo os virus que podem possuir genomas com dois componentes de DNA de
fita simples (FARIA et al., 2000) ou com apenas uma fita, como no caso do Tomato yellow
leaf curl virus — TYLCV, que é monopartido (STANLEY et al., 2005). O género
Begomovirus pode ser dividido em dois grandes grupos, os originados no novo mundo
(Américas — Hemisfério Ocidental) e os do velho mundo (Europa, Asia, Africa —
Hemisfério Oriental) (PADIDAM et al., 1995). De acordo com o 8° Comité Internacional
de Taxonomia de Virus, a familia Geminiviridae possui 133 espécies e 117 pertencem ao

género Begomovirus (STANLEY et al., 2005).

4.2. Género Begomovirus

No género Begomovirus estdo incluidos os virus de maior
importancia em regides tropicais e subtropicais como o Bean golden mosaic virus —
BGMV, African cassava mosaic virus — ACMV e o Tomato yellow leaf curl virus —
TYLCV (FARIA et al., 2000). O genoma de muitos begomovirus é composto por dois
componentes A e B de DNA de fita simples, cada um com aproximadamente 2.5 a 2.8 Kb
de tamanho (STANLEY et al., 2005). O DNA A contém genes responsdveis para a
replicacdo e encapsidacdo da progénie viral e o DNA B contém genes para infeccao
sisttmica (STANLEY et al., 2005). Os componentes A e B ndo apresentam identidade
significativa entre suas seqiiéncias, salvo na regido comum ou regido intergénica 5’ (IR)
que possui 200 nucleotideos com identidade de 90% entre os componentes da mesma
espécie viral. Nesta regido comum estd localizada uma regido conservada de nove
nucleotideos (5° TAATATTAC 3°) que estd presente em todos os begomovirus e onde esta
localizada a origem da replicacdo (LAZAROWITZ, 1992; FARIA & ZERBINI, 2000).

No DNA A dos begomovirus (Figura 1) as ORF’s (“opean reading
frames” — regides abertas para codificacdo) encontram-se a AV1 (CP) e AV2 transcritas no
sentido viral, e as ORF’s AC1 (Rep), AC2 (TrAP), AC3 (REn) e AC4 transcritas no sentido
complementar (PALMER & RYBICKI, 1998; GUTIERREZ, 1999; STANLEY et al.,
2005; ROJAS et al., 2005). Entretanto a ORF AV2 ndo é encontrado em begomovirus do
novo mundo (RYBICKI, 1994).
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A proteina capsidial dos begomovirus € codificada pela ORF AV1
que pode estar também envolvida no movimento do virus e transmissao pelo vetor (HOFER
et al., 1997). A ORF ACI codifica proteina Rep (Replication-associated protein), que €
uma enzima com propriedades de ligacao a acidos nucléicos e de endonuclease (FONTES
et al., 1992, 1994), tem a capacidade de reconhecer e iniciar a sintese de DNA viral via
mecanismo de circulo rolante (FONTES et al., 1992; OROZCO et al., 1997; GUTIERREZ,
1999).

Figura 1: Genoma dos begomovirus. Fonte: FAUQUET, C.M. et al (2005).

A ORF AC2 codifica a proteina TRAP, transativadora da transcrigdo,
influenciando a transcri¢do e atua em trans no sentido viral nos promotores dos genes CP e
NSP (ZERBINI et al., 2006), além de ser supressora do silenciamento génico (VOINNET
et al., 1999). A ORF AC3 codifica a proteina REn (replication enhancer protein), e ¢ uma
proteina que atua na replicacdo viral, ndo essencial para replicacio mas quando estd
presente aumenta o acimulo de DNA viral (FARIA & ZERBINI, 2000; ZERBINI et al.,
2006). E por dltimo a ORF AC4 € uma proteina que atua na expressao de sintomas (ROJAS
et al., 2005). O componente B codifica duas proteinas no sentido bidirecional ligadas
diretamente no movimento do virus, sendo a MP — “proteina de movimento célula a célula”
ou BCI transcrita no sentido complementar e a NSP — “proteina de transporte” ou BV1 no

sentido viral (FARIA et al., 2000). As proteinas de movimento atuam sempre de maneira
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cooperativa assim a proteina MP atua no aumento do limite de exclusdo dos plasmodesmas
potencializando o movimento de fita simples de DNA célula-a-célula (NOUEIRY et al.,
1994). A proteina NSP — atua préximo do nticleo e tem a fungdo de transportar a fita de
DNA viral do citoplasma para o nucleo e vice-versa (CARRINGTON et al., 1996). Os
begomovirus se multiplicam no nucleo da célula e ndo no citoplasma, por isso necessitam
dessa etapa adicional para a entrada e saida do nucleo com ajuda dos genes MP e NSP

(PALMER & RYBICKI, 1998).

4.3 Epidemiologia dos begomovirus

Os primeiros relatos de geminivirus em feijoeiro (Phaseolus vulgaris L..) no
Brasil, foram feitos na década de 60 por Costa, (1965), em tomateiro por (FLORES et al.,
1960). No final da década de 60 vérios virus transmitidos por mosca-branca ja tinham sido
identificados, mas eram considerados de pouca importincia, devido a baixa incidéncia
(COSTA, 1965).

No Brasil, Costa (1974) relatou a ocorréncia de seis diferentes
moléstias de virus em tomateiro transmitidas por B. tabaci, trés delas denominadas de chita
ou mosaico dourado do tomateiro, encarquilhamento da folha e engrujo especificos do
tomateiro e outras trés que afetavam também outras culturas sdo o Euphorbia mosic virus —
EMV, Abutilon mosaic virus — AMV, e uma outra moléstia denominada de “Yellow net”
que causava na época nervuras amarelas no tomateiro.

No ano seguinte, Matyis et al. (1975) purificaram o virus causador
do mosaico dourado do tomateiro a partir de Nicotiana glutionasa L. e ainda observaram
em microfotografia eletrOnica, particulas geminadas a partir de preparagdes purificadas de
N. glutinosa L.

Costa e colaboradores (1973) relataram que em 1968 houve surtos
elevadissimos de mosca-branca e em anos subsequentes houve um aumento nas moléstias
em feijoeiros. No feijdo, soja e girassol surtos elevados foram verificados em 1973 no
norte do Parand e no Sul de Sdo Paulo.

Com a introducdo do biétipo B de B. tabaci (Genn.) (LOURENCAO
& NAGALI, 1994), houve um aumento nas geminiviroses (SOUZA DIAS et al., 1996). Este
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novo bidtipo € altamente polifago, podendo infestar pelo menos 506 espécies de plantas de
74 familias botanicas diferentes (GREATHEAD, 1986) além de apresentar alto grau de
adaptacdo. (BEDFORD et al., 1994; MORALES & JONES, 2004).

No Distrito Federal, os relatos de surtos de mosca-branca ocorreram
no ano de 1993, em plantios de tomateiros para processamento industrial (RIBEIRO et al.,
1994; FRANCA et al., 1996; BEZERRA et al., 1997; ZERBINI et al., 2006), e no ano
seguinte em 1994 houve incidéncia de mosca-branca causando perdas de até 100% em
culturas como tomateiro em Minas Gerais ¢ Pernambuco (RIBEIRO et al., 1998).

No nordeste do Brasil, o primeiro relato de mosca-branca ocorreu no
final de 1995 e inicio de 1996 e neste mesmo ano entre outubro e dezembro ja foram
observados tomateiros transplantados com 100% de incidéncia de geminivirus, com apenas
50 dias ap6s o transplantio (LIMA & HAIJIL, 1998).

Apés a introducdo do bidtipo B da B. tabaci no Brasil, houve o
surgimento de novos begomovirus em tomateiros no pais, uma vez que este vetor coloniza
plantas silvestres e daninhas, transmitindo virus dessas plantas para o tomateiro (ZERBINI
et al., 2002). Os levantamentos realizados em tomateiros e plantas daninhas nos Estados de
Minas Gerais, Rio de Janeiro e Espirito Santo indicaram alto grau de diversidade genética.
Zerbini e colaboradores (2002), encontraram virus distintos para tomateiros como Tomato
chlorotic mottle virus (TCMV), Tomato rugose mosaic virus (TORMV) e estes mesmos
virus foram encontrados em plantas daninhas. Foram também encontradas espécies nao
identificadas (AMBROZEVICIUS et al., 2002; FERNANDES et al., 2006). Em
levantamentos recentes em uma grande regido produtora de tomate, nos municipios de Paty
de Alferes - RJ e Coimbra - MG, seis novas espécies de begomovirus foram encontradas
associadas ao tomateiro e plantas daninhas (CASTILLO-URQUIZA et al., 2008). Portanto,
o surgimento de novas espécies de begomovirus que infectam tomateiros no Brasil se
originam de virus nativos, por meio de recombinagdo ou pseudo recombina¢do (ZERBINI
et al., 2002).

Atualmente no Brasil cinco espécies de begomovirus sdo descritas
em tomateiro: Tomato yellow spot virus (ToYSV) (CALEGARIO et al. 2007)Tomato
rugose mosaic virus (ToORMV) (FERNANDES et al., 2006) , Tomato clorotic mottle virus
(ToCMoV) (RIBEIRO et al., 2003), Tomato severe rugose virus (ToSRV) (NOZAKI,
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2007; BEZERRA-AGASIE et al., 2006), Tomato yellow vein streak virus — ToYVSV
(FARIA et al., 1997). Novas espécies de begomovirus foram encontradas durante
levantamentos realizados por outros autores (RIBEIRO et al. 2003; FERNANDES et al.,
2008; CASTILLO-URQUIZA et al., 2008).

O ToSRV também infecta em Capsicum baccatum Var. pendulum,
conhecida popularmente como pimenta dedo de moca (BEZERRA-AGASIE et al., 2006) e
em pimentdo (NOZAKI et al., 2006).

No Velho Mundo os begomovirus monopartidos estdo bem
difundidos, onde prevalece o complexo TYLCV que causa perda de 100% na produgdo de
tomate na Europa (MORIONES & NAVAS-CASTILLO, 2000).

Além do TYLCV, uma outra espécie monopartida do complexo
TYLCV, conhecida como Tomato yellow leaf curl Sardinia virus (TYLCSV), origindria da
Sardinia, Itdlia foi primeiramente descrito por (KHEYR-POUR et al, 1991). Portanto as
espécies TYLCV e TYLCSV sdo importantes begomoviroses que causam perdas na
producgdo de tomateiro na regido do mediterrdneo (ACCOTTO et al, 2003). Entretanto, no
Brasil ainda ndo foi constatado a presenca de TYLCV e TYLCSV, sendo considerada uma

praga exotica (INOUE-NAGATA et al., 2004).

4.4 Bemisia tabaci - Mosca-branca

Bemisia tabaci (Hemiptera: Aleyrodidae) foi descrita primeiramente
em 1889 em tabaco na Grécia e chamado de Aleyrodes tabaci (PERRIMG, 2001, Apud
GENNADIUS, 1889). Onze anos ap0s a sua descricdo uma outra mosca-branca foi relatada
no sudoeste dos EUA, coletada de Physalis alkenkekgi L. e foi descrita como Aleyrodes
inconspicua Quaintance (PERRIMG, 2001, Apud QUAINTANCE, 1900).

No Brasil seu primeiro relato foi no Estado da Bahia no ano de 1928
em plantas de Euphorbia hirtella e descrita como Bemisia costalimai (BONDAR 1928).
Sua origem talvez seja no oriente, tendo em seguida sido disseminada pelo homem que
transportava material vegetal para paises da Africa, Europa e Américas (BROWN & BIRD,
1992). Algumas evidéncias sugerem que B. tabaci pode ter sua origem na Africa tropical

sendo depois introduzida nos neotropicos na América do norte (CAMPBELL et al., 1996).
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Atualmente, as moscas-brancas do complexo Bemisia tabaci sio
consideradas importantes pragas de producdo agricola mundial (BROWN et al., 1995),
podendo provocar perdas de 20 a 100% dependendo da cultura (BROWN & BIRD, 1992).
Na América Central, as perdas chegaram a 90% na cultura do pimentdao e 100% nas
culturas de feijao meldo e tomate (FARIA, 1997). No Brasil as perdas podem chegar a
100% em algumas regides dependendo da época favordvel ao inseto (LACERDA &
CARVALHO, 2008). Entre 1995 e 2000 as perdas chegaram a cinco bilhdes de dodlares
(LIMA et al., 2000).

Atualmente o biétipo B estd em todos os Estados brasileiros (LIMA
et al., 2002) e em todos os continentes, menos na Antartida (MARTIM et al., 2000). Tem
alto nivel de resisténcia a inseticidas, quando comparado ao bidtipo A (LIMA et al., 2002).

A mosca-branca apresenta alta variabilidade bioldgica intra-
especifica e genética e pode ser considerada um complexo de espécies (BOSCO et al.,
2006), existindo 41 bidtipos, sendo apenas dois destes bidtipos (A e B) encontrado no
Brasil (RABELLO et al., 2008).

Nos Estados Unidos surtos de mosca-branca t€m ocorrido desde
meados dos anos 80, quando B. fabaci bidtipo B foi descrito inicialmente em estufas de
producdo de poinsétia Euphorbia pulcherrima na Flérida (PERRING et al., 1991). No
Brasil o biétipo B de mosca-branca foi relatado primeiramente no ano de 1991, causando
altas infestagdes em hortalicas e ornamentais (LOURENCAO & NAGAI 1994). Sob
condigdes favordveis, a mosca-branca B. tabaci biétipo B pode ter de 11 a 15 geracdes por
ano, e cada fémea pode colocar de 100 a 300 ovos durante o seu ciclo de vida (BROWN &
BIRD, 1992). Os adultos sao muito pequenos, medindo em torno de 0,85 a 0,91 mm de
comprimento, possuem dois pares de asas membranosas, que quando em repouso ficam um
pouco separadas com os lados paralelos deixando o abdomem visivel. Tanto as ninfas
como os adultos tem aparelho do tipo sugador (BYRNE & BELLOWS, 1991).

O bidtipo B de B. tabaci possui maior gama de hospedeiros, maior
fecundidade e maior capacidade de dispersdao em relagdo ao bidtipo A (BEDFORD et al.,
1994). E altamente polifago, ocorrendo em pelo menos 506 espécies de plantas hospedeiras
de 74 familias botanicas diferentes (GREATHEAD, 1986). O inseto se alimenta sugando a

seiva do floema causando danos diretos ou indiretos (BROWN et al., 1995), através da
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succdo da seiva com ac¢do toxicogénica e ainda liberando uma substancia agucarada, que
favorece o aparecimento de fumagina impedindo a fotossintese.

Em tomateiro o dano direto causado pela mosca-branca € o
amarelecimento irregular dos frutos (SCHUSTER et al., 1990), dificultando o
reconhecimento na hora da colheita, e reduzindo a qualidade da pasta apds o processamento
(VILLAS BOAS et al., 1997). Em plantas de abébora prateamento nas folhas foi observado
na Flérida por Yokomi et al. (1990) e no Brasil por Lourencdo & Nagai (1994), em chuchu
a fitotoxemia provocou o prateamento e a descoloracdo do fruto (PAVAN et al., 1994). Em
couve o dano direto provocado pelo inseto € causado pelo amarelecimento e murcha das
folhas, iniciando pelas mais novas, provocado pela inje¢do de toxinas durante a alimentagao
das ninfas e adultos (LACERDA & CARVALHO, 2008).

Entretanto o dano mais sério € o dano indireto como vetoras de virus
do genéro Begomovirus, na cultura do tomateiro (VILLAS BOAS et al., 2002, OLIVEIRA
& LIMA, 1997).

4.5. Interacdo: Vetor-Virus

Vetor € qualquer organismo que no seu processo natural de
alimentacdo € capaz de retirar o virus da planta e subseqiientemente, fazer a sua inoculagdo
em plantas sadias (COSTA, 1998).

A grande maioria dos virus de plantas € transmitida por insetos
hemipteros, que incluem os afideos, moscas-brancas e cigarrinhas, e da ordem
Thysanoptera pelo tripes. O movimento e a replicacdio do virus no inseto vetor requer
especificidade e interagdo entre o virus e componentes do vetor (HOGENHOUT et al.,
2008).

No Brasil, os primeiros estudos dirigidos de transmissdo ocorreram
h4 muito tempo, utilizando-se a mosca-branca como vetor para o esclarecimento da clorose

infecciosa das malviaceas (ORLANDO & SILBERSCHMIDT, 1945).
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Ap6s a introducdo do bidtipo B de B.tabaci no Brasil, o primeiro
estudo de transmissdo foi realizado com o virus Bean golden mosaic virus BGMV (YUKI
et al., 1998).

Atualmente as relagdes dos virus com os insetos vetores podem ser
classificadas, segundo Hogenhout et al. (2008), em ndo persistente, semi persistente,
persistente circulativa e persistente propagativa.

De uma maneira geral a defini¢do para ndo persistente, ¢ quando os
insetos adquirem e transmitem o virus em poucos minutos, € também perdem o virus em
poucos minutos. Semi-persistente, o vetor pode reter o virus por pouco tempo ou poucos
dias, perdendo o virus apds certo tempo. Persistente circulativo, o vetor adquire o virus,
pode ficar retido por longos periodos durante a vida do vetor, circulando sem replicar no
vetor. Persistente propagativo o vetor quando adquire o virus, este circula e se replica no
vetor (HOGENHOUT et al., 2008).

A mosca-branca se alimenta do floema da planta, introduzindo o
estilete extrai aminodcidos e carboidratos necessdrios para sua sobrevivéncia, a0 mesmo
tempo o inseto adquire o virus, e este circula em seu corpo até atingir as glandulas
salivares, e quando se alimenta transmite o virus para uma nova planta (BROWN & BIRD,
1992; LACERDA & CARVALHO, 2008; CZEPAK, et al., 2009).

Os virus de transmissdo persistente circulativa requerem periodo de
laténcia, periodo de acesso a inoculagdo, e periodo de acesso a aquisi¢cdo. O periodo latente
dos begomovirus estd em torno de 6 a 16 horas. Para TORMV um periodo de laténcia de 16
horas foi suficiente para iniciar a transmissdo (SANTOS et al., 2003), o mesmo foi
observado para ToYVSV (FIRMINO, 2007). Para TYLCV foram observados periodo de
laténcia de 20 horas (MANSOUR & AL MUSA, 1992). Na India o Tomato leaf curl virus —
ToLCV-Ban 4) apresentou um periodo de laténcia de 6 hs. O ToRMV e ToYVSV,
begomovirus brasileiros tiveram periodos minimos de acesso a aquisi¢do e inoculacdo de
15 min e 30 min para TORMV (SANTOS et al. 2003) e de 30 e 10 min para ToYVSV
(FIRMINOQO, 2007). Nos EUA (BROWN & NELSON, 1988) observaram o relacionamento
do Chino del tomato virus — CdTV com o biétipo B de B. tabaci, e verificaram que
aumentando o periodo de acesso a aquisi¢do e inoculagdo, houve o aumento da

transmissdo, no tomateiro, o mesmo foi observado para TYLCV (MANSOUR & MUSA,



17

1992; MUNIYAPPA et al., 2000). Em pimentdo estudos de transmissdo com a mosca-
branca sdo recentes. Na Espanha, em condicdes naturais, o pimentdo foi considerado um
hospedeiro final do virus, ou seja, a partir do qual o virus ndo consegue mais ser
transmitido. (MORILLA et al., 2005). Entretanto, Polston et al. (2006), utilizando
Capsicum annuum como fonte do TYLCV verificou que o virus era transmitido a partir de
pimentdo, confirmando que o pimentdo € um reservatorio de begomovirus.

ToSRV[PJU] é um isolado de Begomovirus proveniente de pimentao
e foi transmitido para espécies de Capsicum spp. (NOZAKI, 2007; ROCHA; 2009).
ToYVSV um isolado de tomateiro também foi transmitido para Capsicum spp (FIRMINO,
2007).

Uma importante proteina existente na mosca-branca, produzida por
uma bactéria endossinbionte ¢ denominada de GroEL. Estd proteina tem a fungdo de
proteger o virus durante a passagem através da hemolinfa, tendo um importante papel na

transmissdo do TYLCV (MORIN et al., 1999; MORIN et al., 2000).

4.6 Controle do vetor

A expansdo da monocultura, e o uso intenso de defensivos,
acompanhado de fatores climaticos contribuiram para o surgimento de moscas-brancas
mais resistentes e adaptadas (LIMA et al., 2002).

Algumas medidas de controle podem ser utilizadas para o manejo da
mosca-branca, e sdo citadas a seguir, como o controle quimico.

O controle com o uso de inseticidas torna-se muitas vezes inviavel,
por se tratar de um inseto com capacidade de desenvolver resisténcia a varios pesticidas
(ZERBINI et al., 2002). Portanto um controle quimico pode apresentar uma rapida resposta
dentro de um programa de manejo integrado da mosca-branca, seguindo se alguns
cuidados, como a selecdo do inseticida em fun¢do da eficiéncia do produto, alternancia de
produtos pertencentes a diferentes grupos quimicos, seletividade sobre os inimigos naturais
e insetos polinizadores, poder residual, e grau de toxidade sobre o homem e os animais

(LACERDA & CARVALHO, 2008).
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Para o controle da mosca-branca com inseticidas, estio no mercado
uma grande quantidade de produtos com agdo especifica que atuam sobre adultos, ninfas e
ovos (YUKI, 2001). Os principais grupos de inseticidas para o controle sdo os
neonicotindides que incluem acetamiprid, clotianidina, imidacloprid, thiacloprid e
thiamethoxam, e na categoria de inseticidas reguladores de crescimento atualmente estio
incluidos, buprofezim que atua na sintese de quitina e piriproxifen um andlogo do hormoénio
juvenil, e por dltimo o espiromesifeno que age como um inibidor da biossintese de lipideos
( CZEPAK et al., 2009).

No controle bioldgico o efeito € mais lento que no quimico, por isso é
necessario mudanga no manejo de insetos-praga. Para o controle biol6gico atuar de uma
maneira eficiente, é necessario manter a populacdo de insetos-praga em baixo ndmero, com
monitoragdo e agdes antecipadas (LAZZARINI, 2005). Um levantamento realizado em
Brasilia, DF por Oliveira et. al, 2003, em diversas plantas hospedeiras de mosca-branca
incluindo uma espécie de planta daninha Emilia sonchifolia DC, foram coletados e
identificados 14 predadores, 12 parasitdides e dois hiperparasitéides, parasitando B.tabaci.
Entre os predadores podemos citar o bicho lixeiro e os percevejos Orius sp. € Geocoris sp.
(GRAVENA & BEVENGA, 2003). Dentre os parasitoides podemos destacar os géneros
Encarsia, Eretmocerus e Amitus, e para os fungos entomopatogénicos para mosca-branca
podemos citar Verticillium lecanii, Paecilomyces fumosoroseus, Aschersonia aleyrodis e
Beauveria bassiana (LACERDA & CARVALHO, 2008).

O controle através de um manejo integrado visando a resisténcia de
planta ao inseto pode ser uma ferramenta muito importante (VALLE & LOURENCAO,
2002). A atratividade e a ndo preferéncia para oviposi¢do pela B. tabaci bidtipo B foi
demonstrada com diversos acessos de tomateiro (FANCELLI et al., 2003).

Em soja, a atratividade e oviposi¢ao foram investigadas, encontrando
acessos com resisténcia a oviposi¢ao (VALLE & LOURENCAO, 2002; LIMA & LARA,
2004). Em pimentao os resultados indicaram que o ter¢o médio e as folhas superiores foram
as mais ovipositadas, principalmente nas areas do limbo foliar, direito e esquerdo préximo
da base da folha. E plantas de pimentdao com idades de 40 a 45 dias as mais preferidas para

oviposicdo, com densidade de 200 a 250 adultos por planta (LIMA & CAMPOS, 2008).
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Além dos controles citados anteriormente, outras medidas de controle
para o manejo da mosca-branca podem ser utilizados como: destruir todo resto de cultura
apos a colheita, evitar escalonamento da cultura, realizar o preparo antecipado do solo,
evitar a proximidade de hortas caseiras as culturas, reduzir o periodo de plantio, fazer
monitoramento constante da mosca-branca, contolar plantas daninhas dentro e em volta da
cultura, evitar o transito de material vegetal na propriedade, tomar cuidado redobrado no
verdo, produzir mudas fora da drea de plantio comercial, separar os lotes de plantio por
idade, aumentar o espacamento entre plantas, eliminar fontes de mosca branca e de virus,
pulverizar as ervas daninhas fazer uma saia em volta das estufas, remover e destruir folhas

mais velhas, nunca abandonar a cultura (YUKI, 2001).
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Local do experimento

Os experimentos foram realizados no Departamento de Producao
Vegetal — Setor, Defesa Fitossanitdria, da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas da

Universidade Estadual Paulista — UNESP, Campus de Botucatu.

5.2. Obtencao do isolado

O isolado do ToSRV[PJU] utilizado neste estudo foi obtido por
Nozaki, (2007). Este isolado € proveniente de pimentdo, e foi coletado no municipio de
Piraju — SP, que também infecta tomateiro foi mantido em gaiolas teladas de 1x1x1metros

para evitar contaminagdes.

5.3. Criacao da mosca-branca B. tabaci biétipo B

As moscas-brancas da espécie Bemisia tabaci biétipo B, previamente

identificadas por sequenciamento do gene mitocondrial cytochroma oxidase I (mtCOI),

foram mantidas em plantas de couve (Brassica oleracea L..) Figura 2, em criacdo estoque
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com tela anti-afideos, para se evitar o escape dos insetos. Para manutencdo da colonia, as

plantas eram trocadas periodicamente por outras mais novas.

Figura 2 - Colo6nia de B. tabaci biétipo B em folha de couve.

5.4. Plantas teste

Para os testes de transmissdo em tomateiro, foi utilizada a cv. Santa
Clara, e para pimentdo a cv Magda. As mudas de tomateiro e pimentdo foram obtidas em
bandejas, de poliestireno expandido de 128 células. Apds dez dias da germinagdo, as mudas
eram transplantadas para vasos de polietileno de dois litros contendo uma mistura de terra
esterco de curral curtido e areia, na propor¢do de 1:1:1. Quando as plantas de tomateiro e
pimentdo estavam no estigio de quatro folhas verdadeiras, realizou-se o teste de
transmissdo. Aproximadamente a cada dez dias foi realizada uma adubacdo com uma
mistura de sulfato de amdnia, mais uma formulacdo 4-14-8 em partes iguais, adubando-se
com dois gramas por vaso. Pulverizacdes com inseticidas neonicotinoides também foram

realizadas, mas somente apds as inoculagdes e de acordo com a necessidade.
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5.5. Testes de transmissao

5.5.1. Eficiéncia de aquisicao e transmissdo do ToSRV[PJU] pela mosca-branca a

partir de pimentao e tomateiro, em ambiente com e sem controle de temperatura .

Moscas-brancas aviruliferas foram mantidas por 24 horas para um
periodo de acesso a aquisicdo (PAA) em plantas de pimentdo e tomateiro infectadas e em
seguida transferidas para pimentdo cv. Magda e tomateiro cv. Santa Clara sadios, ambos
suscetiveis ao ToSRV[PJU], onde permaneceram por 48 horas para um periodo de acesso a
inoculacdo (Tabela 1). Passado este periodo as plantas foram pulverizadas com inseticida
sisttmico Imidacloprid (Confidor® 700 WG Bayer Cropscience) na dose de 300g/ha do
produto comercial.

Utilizaram-se 20 moscas-brancas por planta inoculada e avaliadas um
total de 10 plantas por espécie de planta. A avaliagdo foi realizada 4 semanas apds a
inoculagdo por meio de PCR.

Os experimentos iniciais de aquisi¢ao e transmissao de begomovirus
pela mosca-branca a partir de pimentdo e tomateiro, foram realizados em ambiente sem
controle de temperatura. Dada a baixa eficiéncia de aquisicdo e transmissdo, o teste foi
repetido utilizando-se um aquecedor a 6leo, marca De Longhi modelo Magnun MG IST
1500W, o que manteve a temperatura em torno de 28 a 30°C. Mais tarde o aquecedor foi
substituido por um aparelho de ar condicionado marca York® modelo YICA — 07-24FS,

que possibilitou uma condicdo climdtica mais estdvel, com temperatura em torno de 30°C.
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Tabela: 1. Esquema geral dos tratamentos utilizados nos ensaios de eficiéncia de
transmissdo do isolado ToSRV[PJU] a partir de pimentdo e tomateiro: PAA (periodo de
acesso a aquisi¢do), PAI ( periodo de acesso a inoculagdo).

PAA: 24 horas

PAI: 48 horas

Tomate cv. Santa Clara

Mosca-branca

Tomate cv. Santa Clara

ToSRV[PJU] e — S
Pimentao cv. Ikeda Mosca-branca Pimentao cv. Magda
ToSRV[PJU] e — AN

Tomate cv. Santa Clara Mosca-branca Pimentao cv. Magda
ToSRV[PJU] e — AN

Pimentio cv. Ikeda Mosca-branca Tomate cv. Santa Clara
ToSRV[PJU] e — N

5.5.2. Determinacao do niimero de insetos necessarios para transmissao.

O experimento foi composto de 6 tratamentos, onde foi utilizado 1, 5,
10, 20, 25 e 50 insetos por planta.

Como planta fonte de indculo foram utilizados pimentdo cv. Ikeda, e
tomateiro cv. Santa Clara previamente infectados com o isolado ToSRV[PJU], e como
receptora plantas sadias de pimentdo cv. Magda e tomateiro cv. Santa Clara.

O PAA, pré-determinado foi de 24 h em plantas infectadas de
pimentdo ou tomateiro, utilizando-se um recipiente de vidro de lampido, coberto na parte
superior com tecido fino de ‘voil’, para evitar o escape das moscas brancas (Figura 3). As
moscas-brancas foram confinadas para um PAI de 48 h, em plantas sadias de pimentdo e
tomateiro, com a ajuda de um aspirador manual (Figura 4). O ndmero de plantas utilizadas

foi de 5 vasos com 2 plantas cada, em 3 repeti¢cdes.
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Figura: 3 — Gaiola utilizada para Figura: 4 - Aspirador manual
aquisicao do virus pelo vetor utilizado para coleta dos insetos

5.5.3. Determinacao do periodo de acesso a aquisicao (PAA).

O PAA pré determinado foi de 15min., 30 min., 1h, 2h, 4h, 8h, 16h,
20h e 24 h e o periodo de acesso a inoculagcdao (PAI) de 48 h, quando as moscas-brancas
foram eliminadas por meio de pulverizagdo com inseticida.

Como plantas fonte foram utilizadas: pimentao cv. lkeda, e tomateiro
cv. Santa Clara previamente infectados com o isolado ToSRV[PJU], e como receptora
pimentdo e tomateiro.

O numero de plantas utilizadas foi de 5 vasos com 2 plantas cada, em
3 repeti¢Oes utilizando 20 moscas brancas por planta, e duas plantas sem inoculagdo foram

mantidas como testemunhas.
5.5.4. Determinacao do periodo de acesso a inoculacao (PAI).
Apds um PAA de 36 h, as moscas-brancas foram colocadas para um

PAI de 15min., 30 min., 1h, 2h, 4h, 8h, 16h, 20 h e 24 h, em cultivares de pimentdo e

tomateiro.
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5.5.5. Determinacao do periodo de laténcia (PL).

O PAA foide 1 he o PAl de 1 h, o mesmo inseto foi transferido em
série para outra planta durante 15 vezes. Nos testes de transmissao foi utilizada uma mosca-
branca por gaiola e fémeas e machos foram separados por diferenga de tamanho. O método
da sexagem foi realizado conforme Byrne & Bellows (1991), que descreveram a fémea com
tamanho aproximado de 0,91mm e o macho com tamanho menor em torno de 0,85mm.

Como planta fonte foi utilizada tomateiro cv. Santa Clara
previamente infectadas com o isolado ToSRV[PJU], e como receptora outra planta de
tomateiro.

As gaiolas utilizadas foram confeccionados com base de vidro, com
anel circular também de vidro com 2 cm de altura e 2 cm da largura, cobertas com voil na
parte superior (Figura 5). As gaiolas foram gentilmente cedidas pelo Pesquisador Cientifico
do Instituto Agrondmico de Campinas — IAC - Dr. Valdir Atsushi Yuki.

Apenas um inseto foi introduzido com ajuda de um aspirador manual,
e estas gaiolas foram fixadas nas folhas da planta receptora o tomateiro.

Utilizou-se 15 vasos com 1 planta cada, em 6 repeticOes € 0 numero

de moscas-brancas por inoculagdo foi de 1 por planta.

Figura 5 — Gaiola utilizada no experimento para determinac¢do do periodo de laténcia.
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5.6. Testes moleculares

5.6.1 Extracao de DNA total

A deteccgdo viral foi feita por PCR apods extracdo de DNA gendmico
total de todas as amostras utilizando-se o método de Dellaporta et al. (1983).

Pedacos de folhas das amostras coletadas (1 sz) foram colocados
em tubos de microcentrifuga com capacidade de 1500 UL e macerados com 500 pL de
tampao de extragdo (100 mM Tris-HCI pHS8,0, 50 mM EDTA pHS8,0, 500 mM NacCl, 10
mM B-mercaptoetanol). Adicionou-se 33 ul de SDS 20% em seguida as amostras foram
incubadas em banho-maria a 65 °C por 10 minutos, sob agitacdo. Apds o banho-maria foi
adicionado 160 pL de acetato de potédssio S M as amostras e agitou-se por 2 minutos. As
amostras foram centrifugadas a 12.000 g durante 10 minutos. Apds a centrifugagdo, foi
retirado 550 pL do sobrenadante, a qual foi adicionado 0,5 volumes de isopropanol, para
precipitagdo do DNA. Em seguida foi centrifugado novamente a 12.000 g por 10 minutos.
Logo ap6s, retirou-se cuidadosamente o sobrenadante sem remover o “pellet” lavando-se
com 500 uL de etanol 70%, centrifugado por 5 minutos. As amostras foram secas a vacuo

por 5 minutos. Apds a secagem, o “pellet” foi ressuspendido em 150 pL de dgua mili-Q.

5.6.2. Amplificacdo por circulo rolante - RCA

Esté técnica consiste no mecanismo de replicacdo por circulo rolante
de moléculas de DNA circulares, com o uso de DNA polimerase, como por exemplo do
bacteriofago @ 29. O DNA de tomateiro e pimentdo extraido foi submetido a amplificacio
com o kit Phi29 DNA Polymerase (New England Biolabs Inc.), conforme protocolo do
fabricante. S@o necessarios por amostra 0,5/ul do DNA extraido pelo método de Dellaporta
et al. (1983), 5,44 ul de d4gua DEPC, 1 pl de BSA 10X, 1 ul do tampao da enzima, 1 pl de
DNTP 10 mM, 1 ul de primer randomico e 0,6 unidade de phi29.
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5.6.3. Deteccao viral por PCR

A reacdo de PCR foi realizada com os oligonucleotideos universais
PALIv1978 5° GCATCTGCAGGCCCACATYGTCTTYCCNGT 3 e PARIc496 5’
AATACTGCAGGGCTTYCTRTACATRGG 3°, que amplificam um fragmento com
aproximadamente 1100 bp do DNA-A do begomovirus correspondente a parte da ORF
AC1 (Rep), a regido comum e parte da ORF AV1 (CP) (ROJAS et al. (1993), ou
GemiA1202s 5° TGG TAG ACT CTG CTC GCG G 3’ (senso) e GemiAl1876a 5 CTC TTT
CAC TAG CGT ACC G 3’ (antisenso), que amplificam um fragmento do DNA A em torno de
650bp de parte do gene que codificam a Rep (AC1) e a Trap (AC2) (NOZAKI, 2007).

As amostras do teste de avaliacdo da eficiéncia de aquisi¢do e
transmissdo de begomovirus pela mosca-branca a partir de pimentdo e tomateiro com a
temperatura do ambiente controlado, foram analisadas por RCA e seguido de PCR com o
Kit PCR Master Mix (Fermentas®). Para um volume de 25 ul adicionou-se: 12,5 uL de
tampao Master Mix, 1 mM de cada oligonucleotideo, 9,5 UL de dgua free nuclease e 2,5 pL.
do DNA viral.

Foi utilizado o termociclador (Mastercycler Gradient — Eppendorf®)
programado para uma desnaturacdo inicial a 95 °C por 2 minutos, seguido de 40 ciclos a 94
°C por 40 segundos, 54 °C por 1 minuto e 72 °C por 1 minuto e uma extenséo final a 72 °C
por 10 minutos. Uma aliquota de 6 uL da reacdo foi misturada a 1 pL de tampao de
carregamento e separada em gel de agarose 1% em tampao TBE (0,1 M de 4cido bdrico,
0,02 mM EDTA pH 8,3). Os fragmentos foram separados por eletroforese a S5V/cm e

observados em transluminador UV.

5.7. Teste de atratividade em plantas de pimentio e pimenta

O estudo de atratividade da mosca-branca Bemisia tabaci biétipo B
foi avaliado utilizando-se 38 acessos de Capsicum spp. Foram utilizados os pimentdes cv.
Paloma, Hebron, Itamara, Magali R, Prador—R, P36-R, Ariel, Magda, AF 7086, Médximo,
Margarita, AF 7125, Eppo, Linea, Licia-R, Rubia-R, Impacto, Bruna-R, Casca Dura —
Ikeda, Dahra, IAC — 1047, Habanero IAC — 1247, Criollo de Morellos 334 - TAC-982,
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Jalapend — TAC — 969, TAC 21-04-02, Pimenta Serrano IAC-1129, IAC - 26-16-1, IAC —
24-10-1, TAC - 23-3-2, IAC — 26-6-1. E os cultivares de pimenta foram: Pimenta
Malagueta IAC-822, Bode, IAC — 803, IAC — 1230, IAC — 1089, IAC — 1124, IAC — 1245,
Tabasco — IAC - 983.

O delineamento experimental foi de blocos ao acaso, com idade das
plantas em torno de 40 dias de idade, e cinco repeti¢des. As plantas foram acondicionadas
em cinco gaiolas teladas com tamanho de 2x3m, contendo 38 acessos de pimentdo por cada
gaiola e infestadas aleatoriamente com aproximadamente 3800 adultos ndo sexados da
mosca-branca por gaiola. O teste foi realizado da mesma forma para as pimentas. As
avaliacdes foram realizadas 12, 24 e 48 horas apds a infestacdo, avaliando-se o nimero de
adultos de mosca-branca na face abaxial de uma folha apical, uma folha intermedidria e
uma folha do baixeiro, sendo estas folhas anteriormente selecionadas. As contagens foram
realizadas durante as primeiras horas da manhi, e antes do anoitecer quando os adultos
apresentam pouca mobilidade. Apds um periodo de 48 horas dentro da gaiola as folhas
(previamente selecionadas) foram retiradas para observacdo da oviposicdo nos materiais.
Para tanto estas foram colocados em microscépio estereoscopico, contando-se o nimero
de ovos/cm? em dois pontos (2 direita e a esquerda da nervura central) da face abaxial de
cada folha.

Os resultados dos testes de atratividade e oviposicdo em acessos de
Capsicum spp. foram analisados pelo software estatistico ESTAT (Sistema para andlises

estatisticas, V. 2.0).

5.8. Avaliacao de biétipos de mosca-branca Bemisia tabaci no Estado de Sao Paulo

5.8.1. Coleta e preservacao das populacoes de mosca-branca B. tabaci.

Para avaliar a possivel ocorréncia de novos bidtipos de Bemisia
tabaci foram coletadas exemplares de mosca-branca em diversas culturas como tomateiro,
pimentdo, pepino, berinjela, jilo, feijdo vagem, couve manteiga, brécolis, pingo de ouro,
fumo, amendoim bravo, girassol, serralha, geranio, abobrinha, melancia, quiabo, mandioca,

soja, feijoeiro, citros, e também em plantas infestantes proximas as culturas como physalis
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e maria preta. Estas coletas foram divididas em regides do Estado de Sdo Paulo: Regido: 1-
Presidente Prudente, Coronel Goulart, Regente Feijo, Anhumas, Regido: 2 — Sumare,
Cosmopolis, Holambra, Mogi Mirim, Conchal, Regido: 3 - Ilha Solteira e fazenda
experimental da Unesp de Ilha Solteira que fica no municipio de Silviria no Estado do
Mato Grosso do Sul, Regido: 4 — Registro e Sete Barras, Regido: 5 - Capao Bonito, Itabera4,
Itapeva, Regido: 6 - Guarulhos, Pindamonhangaba, Sdo Bento do Sapucai, Santo Antdnio
do Pinhal e Ubatuba. A divisao dessas regides podem ser visualizado na Figura 6. Estas
regides abrangem grande parte do Estado de S@o Paulo.

A latitude, longitude e altitude do local foram registrados com
aparelho GPS, marca GarminR, modelo Etrex. As moscas-brancas foram coletadas com
auxilio de um sugador manual, e preservadas imediatamente em etanol 95% e armazenado

a -20°C, até o processamento.
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5.8.2. Extracao de DNA da mosca-branca

Um individuo adulto de mosca-branca foi macerado em 30 ul de
tampao de extracdo (50 mM Tris-HCI, pH 7,0, 100 mM NaCl, 10 mM EDTA, 1% SDS).
Cento e setenta microlitros do tampao foram adicionados ao macerado, adicionados de 100
ul de fenol saturado em TE e 100 pl de cloroférmio: dlcool isoamilico (24:1) e levados ao
vortex por trés minutos. Apos centrifugacdo a 12.000 rpm por trés minutos, o sobrenadante
(180 ul) foi misturado a 18 pl (0.1 volume) de acetato de s6dio 3 M (pH 5.2) e 540ul (3
volumes) de etanol. O dcido nucléico foi precipitado por centrifugagdo (14.000 rpm, 10
minutos) a 4 °C, apds incubacdo por 20 minutos a -80 °C. Os péllets foram lavados em

etanol 80% e ressuspendidos em 30 ul de dgua destilada (UEDA & BROWN, 2006).

5.8.3. Analise do gene mtCOI

A porc¢do do gene para a citocromo oxidase (mtCOI) foi amplificada
com os oligonucleotideos C1-J-2195 (5’-TTGATTTTTTGGTCATCCAGAAGT-3’) e L2-
N-3014 (5’-TCCAATGCACTAATCTGCCATATTA-3’) descritos por Simon et al.
(1994). A reagdo da PCR foi realizada com o Kit PCR Master Mix (Fermentas®). Para um
volume de 50 ul adicionou-se: 25 uL de tampdo Master Mix, 2 mM de cada
oligonucleotideo, 19 uL de dgua free nuclease e 5 pL. do DNA.

Foi utilizado o termociclador (Mastercycler Gradient - Eppendorf)
programado para uma desnaturagdo inicial a 94 °C por 5 minutos, seguido de 34 ciclos a 94
°C por 30 segundos, 45 °C por 1 minuto e 72 °C por 1 minuto e uma extenséo final a 72 °C
por 10 minutos. Uma aliquota de 6 uL da reacdo foi misturada a 1 pL de tampao de
carregamento e separada em gel de agarose 1% em tampao TBE (0,1 M de 4cido bdrico,
0,02 mM EDTA pH 8,3). Os fragmentos foram separados por eletroforese a 5V/cm e
observados em transluminador UV. O fragmento amplificado possui em torno de 880 bases.

Dez microlitros de cada produto de PCR amplificado foi digerido
com a enzima Taql e Tru 91 a 65 °C por 2 h, utilizando-se o tampao indicado e uma
unidade de enzima em volume final de 15 pl. Os padrdes foram comparados aos bidtipos

descritos por Bosco et al., (2006).
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Amostras representativas das localidades, bem como as que
apresentaram padroes divergentes dos descritos por Bosco et al. (2006) tiveram seu
fragmento seqiienciados e comparadas entre si € com outras seqiiéncias de moscas-brancas
depositadas no GenBank, utilizando-se 0s programas Blast n
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) e Clustal W (THOMPSON et al., 1997). A andlise
filogenética foi realizada com o programa MEGA versdo 4.0 (KUMAR et al., 2004),

utilizando o método de “Neighbor-Joining”, com valor de “bootstrap” de 2000.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Avaliacao da eficiéncia de aquisicao e transmissio do isolado ToSRV[PJU] pela

mosca-branca a partir de pimentao e tomateiro

Os primeiros ensaios para observar a eficiéncia de aquisicio e
transmissdo do isolado ToSRV[PJU] pela mosca-branca Bemisia tabaci bitipo B a partir
de tomateiro e pimentao foram realizados sob condi¢cdes ambientais naturais ou aquecedor
elétrico e estdo no Apéndice 1 e 2. Os resultados demonstraram que sem controle da
temperatura do ambiente (amplitude térmica com min. de 19 °C e max. de 26 °C), ocorreu
uma baixa eficiéncia de aquisicdo e conseqiientemente uma baixa transmissao em todos os
tratamentos (Apéndice 1). Porém, controlando-se a temperatura do ambiente em torno de
28 a 30 °C com a ajuda de um aquecedor elétrico a 6leo houve aumento da transmissdo em
todos os tratamentos (Apéndice 2).

Apesar da melhora nos resultados dos testes de transmissdo com a
ajuda do aquecedor elétrico, alguns problemas como a queima das folhas do tomateiro
devido ao ambiente seco e quente, exigiram a troca do sistema de aquecimento por um ar
condicionado, que por sua vez melhorou as condi¢des do ambiente durante os testes.

Os resultados (Tabela 2) demonstram que com a utilizacdo de um
climatizador adequado com técnicas moleculares mais sensiveis como RCA seguido de
PCR (Figura 7) as transmissdes foram mais eficientes, obtendo-se 100% de transmissao de

tomateiro para tomateiro. Nos estudos de transmissdo realizados por Brown & Nelson
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(1988) e por Mansour & Al-Musa (1992) com uma média de 20 insetos por planta a taxa de
transmissdo de tomateiro para tomateiro foi de 100% para CdTV e TYLCV.

Na combinacdo de pimentdo para pimentdo a transmissao foi de 46%,
podendo considerar nesta combinac¢do a transmissio ndo € tdo eficiente quando comparado
o hospedeiro € o tomateiro. Em estudos de transmissdo com mosca-branca utilizando-se o
biétipo Q e o TYLCV para pimentao realizado por Morilla et al. (2005), relatam ser dificil
a transmissdo de pimentdo para pimentdo. Isto demonstra que a transmissdo € baixa na
combinacdo pimentdo para pimentdo, mesmo sendo a biologia do bidtipo Q e virus
diferente.

E por dltimo a transmissdo de pimentdo para tomateiro foi de 96% |,
confirmando uma alta eficiéncia de transmissdo do ToSRV[PJU] pela mosca-branca em
tomateiro. Independente da fonte do virus pimentdo ou tomateiro, a mosca-branca

consegue transmitir com efici€ncia o isolado ToSRV[PJU] para o hospedeiro tomateiro.

Tabela 2: Transmissao do isolado ToSRV[PJU] pela mosca-branca utilizando-se ambiente
com temperatura em torno de 30°C durante a aquisicdo e transmissao do virus, e detec¢io
com RCA seguido de PCR.

Repeticao
Tratamento* I I I Porcentagem de
Inf/Ino Inf/Ino Inf/Ino transmissao™*
T/T 10/10 10/10 10/10 100%
T/P 05/09 06/10 06/10 58,62%
P/P 04/10 03/10 07/10 46,66%
P/T 09/09 09/10 10/10 96,55%

*Tratamentos; T/T: tomateiro para tomateiro; T/P: tomateiro para pimentdo; P/P:
pimentdo para pimentdo; P/T: pimentdo para tomateiro; Inf: nlimero plantas infectadas;
Ino: nimero de plantas inoculadas; **Média percentual de trés repeticdes por tratamento.
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Figura 7: Padrao eletroforético para detec¢io do isolado ToSRV[PJU] com os
oligonucleotideos Gemi 1202a e / Gemi 1876s descrito por Nozaki (2007). M= marcador de
comprimento (1 Kb DNA Ladder Plus, Invitrogen®). Amostras 1 a 3 deteccio do
ToSRV[PJU]; 4= controle positivo; 5= controle negativo; 6 = dgua.

Em todos os ensaios, os primeiros sintomas observados em tomateiro
foram um leve enrugamento nas folhas e um leve mosaico, que apareceu aos 15 - 20 dias
ap6és a inoculagdo, tornando-se mais evidente apds 30 dias. No pimentdo ocoreu um
amarelecimento leve nas nervuras menores seguido de leve mosqueado, constatato com
aproximadamente 20 dias apds inoculacdo, e apds 30 dias os sintomas desapareceram
tornando a infec¢@o latente. Estas mesmas constatagcdes de sintomas em pimentdo foram
observadas por Morilla et al. (2005) e Polston et al. (2006), entretanto os autores acreditam
que o sintoma também é devido a injecdo de toxinas pela mosca-branca durante a

alimentacdo no hospedeiro.

6.2. Eficiéncia de transmissao utilizando diferentes niimeros de insetos e deteccao

com o auxilio de RCA seguido de PCR

Neste ensaio foi utilizado a técnica do RCA e verificou a
eficiéncia da transmissdo quando se utilizou diferentes nimeros insetos (Tabela 3).
Constatou-se que com apenas um inseto de B. tabaci bitipo B foi possivel transmitir

o isolado ToSRV[PJU] de tomateiro para tomateiro. Elevando-se o nimero de insetos,
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a eficiéncia de transmissdo também aumentou, chegando a 100% de transmissao com

50 insetos por planta.

Tabela 3: Média da porcentagem de transmissdo do isolado ToSRV[PJU] de trés
repeticdes, utilizando-se diferentes nimeros de insetos por tratamento. Detec¢do com 0 uso

de RCA seguido de PCR.
Fonte de transmissdo: Tomateiro Fonte de transmissdo:Pimentado

N° de moscas- T/T (%) de T/P (%) de P/P (%) de P/T (%) de
brancas/planta* transmissao** transmissao transmissao transmissao

1 70,0 6,6 46,6 30,0

5 66,6 0 50,0 53,3

10 73,3 23,3 63,3 63,3

20 72,4 26,6 23,3 68,9

25 86,6 50,0 36,6 66,6

50 100 66,6 46,6 76,6

* Numero de insetos por planta, ** Média percentual de trés repeti¢cdes por tratamento

Testes para determinar a eficiéncia de transmissdo com diferentes
ndmeros de insetos também foram realizados por Brown & Nelson (1988) para o CdTV,
por Mansour & Al Musa (1992) com TYLCV, e por Jiu et al. (2006) para o Tomato yellow
leaf curl China virus — TYLCCNV. Os autores obtiveram resultados semelhantes quando
aumentaram o ndmero de insetos por planta. Mansour & Al Musa (1992) com periodos de
acesso a aquisicdo e inoculacdo de 24 hs de tomateiro para tomateiro, obtiveram 18% de
transmissdo com 1 inseto por planta e de 100% com 15 e 20 insetos. Jiu et al. (2006) em
seus estudos de transmissdo utilizando dois bidtipos de mosca-branca (B e ZHJ-1),
verificaram que ambos os bi6tipos sdo capazes de transmitir o virus com apenas um inseto,
a transmissdo foi de 55 e 50% de fumo para tomateiro e 70 e 75% de fumo para fumo,
enquanto que com 10 insetos a taxa de transmissao foi de 100% nos dois tratamentos.

Na combina¢do de pimentdo para pimentdo, ndo houve aumento na
transmisssdo quando se aumentou o nimero de insetos, € a transmissdo se manteve estavel
entre os tratamentos. Independente do nimero de insetos, a taxa de infec¢do das plantas é

sempre menor quando comparada de tomateiro para tomateiro, reforcando a idéia da
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questdo de preferéncia pela mosca ao tomateiro em relagdo ao pimentdo. Morilla et al.
(2005) em seus testes de transmisssao com o TYLCYV verificaram dificuldade em transmitir
o virus de pimentdo para pimentao.

Os resultados comprovam a hipétese de que o tomateiro € melhor
hospedeiro do vetor que o pimentdo. Permanecendo a taxa de transmissao sempre maior em
tomateiro para tomateiro em comparagdo a outras combinagdes. Polston et al. (2006) em
seus estudos de transmissdo com o TYLCV obteve uma média de 55% de eficiéncia de
pimentdo para tomateiro utilizando 10 insetos por planta, resultado semelhante ao obtido

neste trabalho, quando utilizado o0 mesmo numero de insetos.

6.3. Determinacao do periodo de acesso a aquisicio (PAA) e periodo de acesso a

inoculacao (PAI)

Os dados origianais dos experimentos de PAA e PAI podem ser
observados nos Apéndices 4 e 5 ou em porcentagem com médias de trés repeticdes nas
Tabelas 4 e 5.

Para determinar o PAA, foi verificado que 15 minutos foi suficiente
para adquirir o virus e transmitindo apds um PAI de 48 h de inoculagdo, em todas as
combinagdes (Tabela 4).

O PAA de 15 min deste trabalho foi menor que o de Brown & Nelson
(1988), Mansour & Al Musa (1992) e Firmino, (2007), que obtiveram aquisi¢cao, somente
com 1 h de PAA, com taxas de transmissdo de 22%, 32% e 20% de tomateiro para
tomateiro. Estes resultados foram diferentes aos obtidos neste trabalho, onde foi verificado
53% , 50% e 36,6% de transmissdo para a combinacdo de tomateiro para tomateiro,
tomateiro para pimentdo e pimentdo para pimentdo, respectivamente. Para a combinagdo de

pimentdo para tomateiro a transmissdo foi baixa em torno de 3,3%.
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Tabela 4: Média em porcentagem de trés repeticdes do periodo de acesso a aquisi¢do do
isolado ToSRV[PJU] pela mosca-branca B. tabaci biétipo B com 48 horas de inoculacao.

Fonte de transmissao:Tomateiro Fonte de transmissdo: Pimentao
PAA* T/T (%)** T/P (%) P/P (%) P/T (%)
15 min 31,0 60,0 46,6 10,0
30 min 33,3 40,0 33,3 0
l1h 53,3 50,0 36,6 33
2h 35,7 36,6 43,3 3.3
4h 51,3 20,0 43,3 3,3
8h 72,3 16,6 46,3 6,6
16 h 93,3 26,6 433 10,0
20h 93,3 26,6 46,6 13,3
24 h 96,3 33,3 30,0 36,6

*PAA: Periodo de acesso a aquisi¢do por tratamento, ** Valor médio de trés repeti¢des por
tratamento, em porcentagem

No ensaio para determinar PAI apés 36 horas de aquisi¢do, os
resultados apresentados na Tabela 5 demonstram que o periodo de inoculagdo foi suficiente

com 15 min, exceto na combina¢do de pimentdo para tomateiro.
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Tabela 5: Médias em porcentagem de trés repeticdes do periodo de acesso a inoculac@o do
isolado ToSRV[PJU] pela mosca-branca B. tabaci biétipo B com PAA de 36 horas de
aquisicao.

Fonte de transmissdo: Tomateiro Fonte de transmissdo: Pimentdo
PAT* T/T (%)** T/P (%) P/P (%) P/T (%)
15 min 40,0 26,6 26,6 0
30min 33,3 33,3 20,0 6,6
lh 46,6 26,6 33,3 30,0
2h 36,6 23,3 40,0 30,0
4h 56,6 33,3 43,3 33,3
&h 70,0 33,3 37,9 36,6
16 h 56,6 23,3 20,0 43,3
20h 66,6 23,3 23,3 60,0
24 h 76,6 40,0 33,3 66,6

*PAIL Periodo de acesso a inoculac@o por tratamento, ** Valor médio de trés repeti¢des
por tratamento, em porcentagem.

O estudo de transmissdo para verificar o PAI minimo em
begomovirus, foi realizado por diversos pesquisadores que encontraram diversos periodos
para diferentes espécies de Begomovirus. Muniyappa et al. (2000) trabalhando com um
isolado da India, o0 ToLCV-Ban4, verificou um PAI de 20 min e taxa de transmissdo de
13,3%. Com o ToRMYV Santos et al. (2003), determinaram o PAI com 15 e 30 min e
obtiveram 19% de transmissdo. Um resultado semelhante ao obtido no presente trabalho foi
constatado por Firmino (2007) com o ToYVSV. Em seu estudo o PAI entre 10 e 20 min
permitiu respectivamente transmissdo de 35 e 45 % de tomateiro para tomateiro, bem
proximo ao obtido neste trabalho que foi de 40%, com 15 min de PAL

Portanto, 15 min foram suficientes para transmitir e também para
adquirir o virus. Além disso aumentando-se o PAA e PAI, eleva-se também a taxa de
transmissdo e aquisicdo na combinacdo de tomateiro para tomateiro. Segundo Zeidan &
Czosneck (1991), o periodo minimo para a aquisi¢do do virus pelo inseto seria de 30 min,
sendo este periodo necessdrio para a aquisicdo e penetragdo do estilete do inseto até o

floema e ali adquirir e/ou transmitir o virus.
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O aumento da taxa de transmissdo com maiores periodos de acesso a
aquisi¢do e inoculagdo ja foram observados por outros autores em tomateiro, como Mehta
et al. (1994), para o TYLCV; Brown & Nelson (1998), com o CdTV; Muniyappa et al.
(2000), com o isolado da India, ToLCV-Ban4: Santos et al. (2003), com o ToRMV; Jiu et
al. (2006), com o TYLCCYV e Firmino (2007) com o ToYVSV. Esses autores conseguiram
elevar a taxa de transmissdo com o aumento do acesso a aquisi¢c@o e inoculagdo.

Na combinagdo de pimentdo para pimentdo podemos observar que o
PAI e o PAA sempre se mantém estdvel mesmo com aumento nos tempos de inoculagdo e
aquisicao, demonstrando que o pimentdo ndo € um bom hospedeiro da mosca-branca
consequentemente com taxas médias de transmissdes do virus em pimentdo. Neste caso
diferem dos resultados obtidos por Morilla et al. (2005), que ap6s o insucesso na
transmissdo de pimentdo para pimentdo, os autores consideraram o pimentdo como
hospedeiro final do ciclo biolégico do TYLCV. Polston et al. (2006) demonstram que a
partir de pimentdo houve baixas taxas de transmissdo do virus.

Observando-se a Tabela 4 e 5, na combinagdo tomateiro para
pimentdo, quando o PAA aumenta, a taxa de infec¢do diminui, provavelmente devido a
rdpida adaptagdo da mosca-branca ao tomateiro, € quando ocorre o aumento do PAI em
tomateiro, a taxa de transmissdao no pimentdo se mantém estdvel. Um fator importante que
pode influenciar a taxa de transmissdo, € a espécie de virus utilizada e os PAA e PAI
testados (SANTOS et al., 2003). Com 24hs de PAA e PAI de tomateiro para tomateiro nao
houve 100% de transmissdo neste trabalho. O mesmo foi verificado por outros autores

(MANSOUR & AL MUSA, 1992; SANTOS et al. 2003 e FIRMINO 2007).

6.4. Periodo de laténcia (PL)

Os resultados dos testes de periodo de laténcia em tomateiro podem
ser observados no Apendice 6 e 7.

Nao foi verificada transmissdo para nenhuma planta de tomate
testando periodo de laténcia até 16 h, bem como ndo observou-se diferenca na capacidade
de transmissao entre fémeas e machos. Costa & Benett, (1950), verificaram um periodo de

laténcia de 4hs para o virus do mosaico da euphorbia, utilizando apenas um inseto
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transferido serialmente de hora em hora o mesmo inseto, também observaram maior
capacidade de transmissdo pelas fémeas.

Outros estudos para periodo de laténcia em tomateiro foram
realizados por Muniyappa et al. (2000), os quais trabalhando com o virus ToLCV-Ban4,
conseguiram determinar um periodo de laténcia de 6 h com um grupo de cinco inseto por
planta. Santos et al. (2003) também determinou o periodo de laténcia do ToORMYV de 16 h
com grupo de cinco insetos; ja Firmino (2007), constatou o periodo de laténcia de 16 h para
ToYVSV com 15 insetos. Mansour & Al-Musa, (1992) constataram para um isolado
TYLCV um periodo de laténcia maior, em torno de 20 a 24 hs, com grupos de 7 a 10
insetos por planta. Portanto, o periodo de laténcia do virus no inseto depende da espécie do
virus e as condi¢des de transmissdo, e possivelmente o periodo de laténcia esteja acima de

16 h para o ToSRV[PJU].

6.5. Estudos de atratividade e preferéncia para oviposicao em acessos de Capsicum

SPpP.

O resultado da Tabela 6 foi obtido pela andlise dos dados originais
(Apéndice 8 e 9). Podemos observar na Tabela 6 que houve diferenca estatistica entre as
trés dreas avaliadas, onde a maior concentragdo das moscas-brancas foi observada nas
folhas intermedidrias seguido da dpice e das folhas com menor nimero de insetos a

baixeira.
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Tabela 6: Avaliacdo de atratividade e oviposi¢do, de acessos de Capsicum, spp., por B.
tabaci bidtipo B.

Mosca-branca Ovos
Média Posicdo Média Posicao
3,6348 a Intermediaria 2,9012 a Apice
3,3533a Apice 2,2266b Intermedidria
2,1066 b Baixeira 1,5232 ¢ Baixeira
F 2,05%%* F 1,99%*
CV (%) 24,30% CV (%) 21,46%

Para andlise os dados foram transformados em Vx+0.5.
Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

Estd convergéncia das moscas-brancas para a regido intermedidria
talvez seja uma forma de protecdo, devido uma maior quantidade de folhas nesta regido da

planta, como pode ser observado no Gréfico 1.

Griafico 1: Média de mosca-branca B. tabaci bidtipo B no dpice, intermedidria e baixeira.

Quanto a oviposi¢do ainda na Tabela 6, a maior quantidade de ovos
foi observada no dpice. Lima & Campos (2008) avaliando a oviposi¢do da mosca-branca
em uma cultivar de pimentdo Magali-R detectaram a maior quantidade de ovos na regido

do dpice e do ter¢o médio, resultado semelhante ao obtido neste trabalho. Segundo Walker
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& Perring, (1994), a oviposi¢@o ocorre com maior frequencia apds insercio dos estiletes na
planta, mas antes de ingerir a seiva. Desta maneira o inseto consegue avaliar a qualidade da
folha através da succ¢do do fluido celular ou de algum estimulo foliar relacionado a
epiderme (VEENSTRA & BYRNE, 1998). Portanto as moscas-brancas possivelmente
ovipositaram em folhas novas, de melhor qualidade para garantir melhor a sobrevivéncia
das ninfas, e em seguida se protegeram na regido intermedidria da planta, conforme pode

ser observado no Gréafico 2.

Griafico 2: Média de ovos de mosca-branca B. fabaci biétipo B no édpice, intermedidria e

baixeira.

Média de ovos por posi¢do na planta

A atratividade da mosca-branca as cultivares de Capsicum spp. pode
ser visualizada na Tabela 7, estes resultados foram obtidos através da analise estatistica, de
dados originais (Apéndice 10). Na avaliacdo com 12 horas, apds a liberagdo das moscas-
brancas aos acessos C. annuum (P-36 R) foi verificado maior concentragdo de moscas-
brancas, diferindo significativamente de C. annuum (AF 7086, Hebron, AF 7125 e
Maximos), C. chinense (1IAC — 1230), C. frutescens (Pimenta Tabasco — IAC — 983 e IAC —
1124). Com 24 horas (Tabela 8) os acessos C. frutescens (Pimenta Malagueta IAC-822) e
C. baccatum (IAC-1245), foram os mais atrativos diferindo significativamente dos acessos

C. annuum (IAC -1247, Maximos, Hebron, AF-7086 e Lucia R), C. frutescens (Pimenta
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Tabasco — IAC — 983) e por dltimo o menos atrativo C. frutescens (IAC-1124), os demais
acessos tiveram um comportamento moderado.

Com 48 horas (Tabela 9) manteve-se a mais atrativa o acesso C.
frutescens (Pimenta Malagueta IAC-822) para a mosca-branca diferindo significativamente
de C. annuum (Eppo, Margarita, e Lucia), C. chinense (IAC — 1230) , C.frutescens
(Pimenta Tabasco — IAC — 983 e TIAC — 1124). De acordo com a andlise das médias o
acesso C. frutescens (Pimenta Malagueta IAC-822) foi o mais atrativo € a menos atrativo
foi C.frutescens (IAC — 1124). Demais acessos tiveram um comportamento moderado nio
diferindo estatisticamentes entre eles.

Os dados originais utilizadas para os célculos estatisticos de
oviposicdo da mosca-branca para os acessos de Capsicum spp. estdo descritos no (Apéndice
9), e as médias processadas podem ser visualizados na Tabela 10. O acesso mais
ovipositado foi C. frutescens (Pimenta Malagueta IAC-822), que diferiu significativamente
com os acessos menos ovipositados, como C. annuum (Hebron, Pimenta Serrano IAC-
1129, Criollo de Morellos 334 — TAC-982). Os demais acessos tiveram um comportamento
moderadamente intermedidrio.

Portanto os resultados de atratividade e oviposi¢do para alguns
acessos se correlacionam como o genétipo C. frutescens (Pimenta Malagueta IAC-822),
que foi atrativo para B. tabaci e também o mais ovipositado. O mesmo nao ocorreu com 0
acesso C. frutescens (IAC-1124) que é pouco atrativo, mas em relacdo a oviposi¢ao se
comportou moderadamente intermedidrio. Os acessos que tiveram pouca preferéncia para
oviposicdo, em testes para atratividade se comportaram de uma forma intermédiaria. Isso
talvez se deva possivelmente a presenga de metabolitos produzidos na planta, que uma vez
ingeridos pela mosca-branca, esta consegue avalialos, identificando a qualidade da folha
para a sobrevivéncia das ninfas (VEENSTRA & BYRNE, 1998). Em diversas culturas
estudos sobre atratividade e oviposicdo ja foram realizados, como em tomateiro por
Fancelli et al. (2003), Baldin et al. (2005), Lima et al. (2005), e em feijoeiro por Oriani et
al. (2005), em soja por Valle & Lourengdo, (2002).

Contudo, neste trabalho parece ser o primeiro a testar diversas

espécies de Capsicum spp., para atratividade e oviposicdo, possibilitando a selecdo de
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acessos para futuros programas de melhoramento, visando o manejo integrado da mosca-

branca.
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Tabela 7: Nimero médio de adultos de B. tabaci bidtipo B contados na face abaxial em
folhas do 4pice, intermédidrias e baixeiras, apds 12 horas de infestagcdo em gaiolas teladas

Acessos Média
C. annuum — P-36 R 65,4 a
C. baccatum — IAC - 1245 62,2 ab
C.frutescens - Pimenta Malagueta IAC-822 58,4  abc
C.annuum - Itamara 47,8 abcd
C. annuum - Prador R 442 abed
C. annuum Pimenta IAC - 21-04-02 38,0 abcde
C. annuum - Rubia R 37,4 abcde
C. annuum - Bruna R 39,2 abcde
C. baccatum - Pimenta - IAC — 1089 40,2 abcde
C. annuum IAC —23-3-2 34,0 abcde
C. annuum - Impacto 33,0  abcde
C. annuum - Magda 32,2  abcde
C. annuum - Paloma 34,2 abcde
C. annuum — Pimenta Serrano — IAC-1129 29,2 abcde
C.annuum - Magali R 29,0  abcde
C. annuum - Linea 27,5 abcde
C. chinense Pimenta Habanero - IAC — 1247 28,4 abcde
C.annuum IAC — 1047 27,6 abcde
C. annuum - Ariel 25,8 abcde
C. annuum IAC - 24-10-1 26,4 abcde
C. annuum Cascadura - Ikeda 25,8 abcde
C. annuum - Dahra 242 abcde
C. chinense - Bode 26,2 abcde
C.annuum TAC - 26-6-1 24,2 abcde
C. annuum - Eppo 24,8  abcde
C. annuum - Margarita 24,2 abcde
C. annuum IAC - 26-16-1 23,4 abcde
C. chinense - IAC — 803 21,0 abcde
C. annuum — Criollo de Morellos 334 - IAC-982 20,2 abcde
C.annuum — Licia R 20,0 abcde
C.annuum Jalapeiio — IAC - 969 19,6  abcde
C. annuum - AF - 7086 18,8 bcde
C.annuum - Hebron 18,6 bede
C. chinense - IAC — 1230 18,2 bcede
C. annuum — AF - 7125 16,0 cde
C. annuum - Maximos 13,6 de
C. frutescens Pimenta Tabasco — IAC- 983 13,8 de
C. frutescens - IAC — 1124 6,6 e
F 2,89%*
CV (%) 24,31%

Para andlise os dados foram transformados em Vx+0.5. Médias
seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (P<0,05).
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Tabela 8: Nimero médio de adultos de B. fabaci biétipo B contados na face abaxial em
folhas do 4pice, intermédidrias e baixeiras, apds 24 horas de infestacdo em gaiolas teladas.

Acessos Média
C.frutescens - Pimenta Malagueta IAC-822 72,0 a
C.baccatum - IAC — 1245 60,8 ab
C. annuum - P36 R 57,2 abc
C.annuum IAC —26-6-1 54,4 abc
C. baccatum - Pimenta - IAC — 1089 50,8 abed
C. annuum IAC —23-3-2 46,4 abcd
C. annuum - Prador R 45,2 abed
C.annuum - Itamara 46,6 abcd
C. annuum - Paloma 45,6 abed
C. chinense - IAC — 803 39,8 abcde
C. annuum - Rubia R 36,2 abcdef
C. annuum IAC - 26-16-1 35,6 abcdef
C. annuum IAC - 24-10-1 36,0 abcdef
C. annuum - Bruna R 35,4 abcdef
C. annuum - Impacto 32,6  abcdef
C. annuum — Pimenta Serrano — IAC-1129 31,4 abcdef
C. annuum Pimenta IAC - 21-04-02 314 abcdef
C. annuum Cascadura - Ikeda 30,6 abcdef
C. annuum - Ariel 28,6 abcdef
C. chinense - Bode 36,4 abcdef
C. annuum - Dahra 27,6 abcdef
C.annuum - Magali R 27,4  abcdef
C.annuum Jalapefio — IAC - 969 26,6  abcdef
C. annuum - Magda 25,6 abcdef
C. annuum - Linea 22,8 abcdef
C. chinense - IAC — 1230 21,8 bcdef

C. annuum — Criollo de Morellos 334 - IAC-982 22,4 bcedef
C. chinense Pimenta Habanero - IAC — 1247 21,4 bcdef

C. annuum - Margarita 19,6  bcdef
C. annuum - Eppo 184  bedef
C. annuum — AF - 7125 17,0 bedef
C.annuum IAC — 1047 17,6 cdef
C. annuum - Maximos 15,6 cdef
C.annuum - Hebron 15,4 cdef
C. annuum - AF - 7086 14,0 cdef
C. frutescens Pimenta Tabasco — IAC- 983 134 def
C.annuum — Licia R 7,0 ef

C. frutescens - IAC — 1124 5,8 f

F 4,13%*
CV (%) 28,13%

Para andlise os dados foram transformados em Vx+0.5. Médias
seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (P<0,05).
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Tabela 9: Niimero médio de adultos de B. fabaci bidtipo B contados na face abaxial em
folhas do 4pice, intermédidrias e baixeiras, apds 48 horas de infestacdo em gaiolas teladas.

Acessos Média
C.frutescens - Pimenta Malagueta IAC-822 646 a
C. annuum - P36 R 48,0 ab
C.annuum TAC —26-6-1 47.6 abc
C.annuum - Itamara 41,0 abcd
C. annuum - Prador R 41,0 abed
C. annuum - Impacto 374  abced
C. baccatum - Pimenta - IAC — 1089 38,2 abed
C. annuum - Bruna R 35,6 abcd
C. annuum - Dahra 36,0 abed
C.baccatum - IAC — 1245 37,0 abcd
C. annuum - Rubia R 37,0 abed
C. annuum - Paloma 36,6 abed
C. chinense - Bode 49,0 abed
C. annuum - Magda 32,6 abced
C. annuum Cascadura - Ikeda 30,2 abcd
C. annuum IAC - 26-16-1 31,0 abced
C. annuum - Ariel 27,6 abcd
C.annuum - Magali R 28,8  abcd
C.annuum Jalapefio — IAC - 969 26,0  abcd
C. annuum Pimenta IAC - 21-04-02 26,4 abed
C. annuum — Pimenta Serrano — IAC-1129 24,0 abcd
C. annuum IAC —23-3-2 25,4 abcd
C. annuum - Linea 21,5 abed
C. chinense - IAC — 803 22,6 abcd
C. annuum - Maximos 21,4 abed
C. annuum — AF - 7125 20,6 abcd
C. annuum — Criollo de Morellos 334 - IAC-982 22,8 abed
C.annuum - Hebron 19,8 abcd
C. annuum IAC — 24-10-1 17,8 abced
C. annuum - AF - 7086 17,5 abcd
C. chinense Pimenta Habanero - IAC — 1247 19,6 abed
C.annuum IAC — 1047 16,0 abced
C. annuum - Eppo 134 bed
C. annuum - Margarita 134  bcd
C. chinense - IAC — 1230 12,8 bed
C.annuum — Licia R 11,4 bed
C. frutescens Pimenta Tabasco — IAC- 983 6,0 cd
C. frutescens - IAC — 1124 4.8 d
F 2,45%*
CV (%) 34.21%

Para andlise os dados foram transformados em Vx+0.5. Médias
seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (P<0,05).
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Tabela 10: Nimero médio de ovos de B. tabaci bidtipo B contados na face abaxial em
folhas do 4pice, intermédidrias e baixeiras, apds 48 horas de infestacdo em gaiolas teladas.

Acessos Média
C.frutescens - Pimenta Malagueta IAC-822 290 a
C.baccatum - IAC — 1245 25,6 ab
C. annuum - Magda 25,8 ab
C. annuum - Linea 22,6 abc
C.annuum — Lacia R 22,2 abc
C.annuum Jalapefio — IAC - 969 26,6  abc
C. annuum - Prador R 21,2 abc
C. baccatum - Pimenta - IAC — 1089 20,6 abc
C. annuum - Ariel 19,2 abc
C. annuum - Margarita 17,8  abc
C. annuum - P36 R 17,0 abc
C.annuum TAC - 26-6-1 16,6 abc
C. annuum - Maximos 18,0 abc
C. annuum - Eppo 15,6  abc
C. chinense - IAC — 803 16,0 abc
C. annuum IAC — 23-3-2 14,6 abc
C. annuum IAC - 26-16-1 16,0 abc
C. annuum - Rubia R 14,2 abc
C.annuum - Itamara 14,6 abc
C. chinense - IAC — 1230 13,6 abc
C. annuum - Impacto 13,6  abc
C. chinense - Bode 13,0 abc
C. annuum - Paloma 15,4 abc
C. annuum - AF - 7086 12,2 abc
C. annuum Cascadura - Ikeda 11,4 abc
C.annuum IAC — 1047 11,2 abc
C. annuum - Bruna R 11,8 abc
C. annuum IAC - 24-10-1 11,0 abc
C. annuum — AF - 7125 10,8 abc
C.annuum - Magali R 10,0  abc
C. frutescens Pimenta Tabasco — IAC- 983 11,0  abc
C. annuum Pimenta IAC - 21-04-02 9,6 abc
C. frutescens - IAC — 1124 10,0 abc
C. chinense Pimenta Habanero - IAC — 1247 9,0 abc
C. annuum - Dahra 8.4 abc
C. annuum — Criollo de Morellos 334 - IAC-982 6,6 bc
C. annuum — Pimenta Serrano — IAC-1129 6,2 bc
C.annuum - Hebron 4,6 c
F 2,43%
CV (%) 28,95%

Para andlise os dados foram transformados em Vx+0.5. Médias
seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (P<0,05).
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6.6 Avaliacio de biétipos de mosca-branca coletadas no Estado de Siao Paulo

Os resultados apresentados na Tabela 11 foram obtidos pela anélise
do gene (mtCOI), amplificado por PCR (Figura 8) seguido da andlise por RFLP conforme
o método descrito por Bosco e colaboradores (2006), utilizando as enzimas Tru9l e Tagl.

Das amostras coletadas, a maioria apresentou padrdo de restri¢do
Tru9l (Figura 9) e Taql (Figura 10) tipico para o bidtipo B de B. tabaci. Para amostras de
T. acaciae e B. tuberculata coletados em mandioca, foram observados padrdes de restricao
distintos quando comparados com B. tabaci. Entretanto o padrdo de restri¢cdo sdo iguais
tanto para 7. acaciae e B. tuberculata, utilizando a enzima Tru91 (Figura 11), ja para a
Tagql a restricdo ocorreu somente para 7. acaciae e para B. tuberculata a restrigdo nao
ocorreu conforme demonstra figura 12. Estas amostras tiveram o fragmento do gene
mtCOI sequenciado, o que permitiu a identificacdo de B. tuberculata e T. acaciae em
mandioca.

Um outro fato curioso ocorrido nas coletas nestas regides foi a
auséncia de moscas-brancas a uma altitude de 1332 m, possivelmente relacionada ao clima.

Demais amostras do gene mtCOI também foram seqiienciados
(Tabela 12) e analisados com a constru¢do de uma 4rvore filogenética (Figura 13).

Pode-se observar na Figura 13 que as amostras de B. tabaci bidtipo
B encontram-se num ramo filogenético tnico e separadas das amostras identificadas como
B. tuberculata e T. acaciae. Todas as amostras identificadas como 7. acaciae e B.
tuberculata sdo provenientes de mandioca.

Na Bahia e no Mato Grosso do Sul, mais precisamente no Vale do
Ivinhema - MS, tiveram seu primeiro relato em mandioca e hortalicas de B. tuberculata por
(RABELLO et al., 2008).

Espécies de Tetraleurodes sp. também foram relatadas no interior do
nordeste (OLIVEIRA & LIMA, 2006). No Estado do Rio de Janeiro folhas de coqueiro
infestadas por moscas-brancas foram analisadas, e foi relatada a espécie Tetraleurodes sp.
(JESUS et al., 2008).

A identidade de nucleotideos foi de 73 a 100%, e para aminodcidos

de 66 a 100% entre os diferentes espécimes analisados e pode ser observado na Tabela 13.
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M1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 15

Figura: 8 Padrio eletroforético do produto de PCR amplificado pelos oligonucleotideos
C1-J-2195 / L2-N-3014 (Simon et al., 1994) para detec¢do do gene mtCOI. M: Marcador 1
Kb Plus DNA Ladder, 1 quiabo, 2 pepino, 3 physalis, 4 tomate cereja, 5 pimentdo, 6
amendoim bravo, 7 melancia, 8 feijdo, 9 soja, 10 insetario FCA, 11 soja, 12 feijao vagem,
13 mandioca P.Prudente, 14 mandioca Registro, 15 mandioca Pindamonhangaba.

1000 bp—»

400p —»
300 bp—>

200 bp —»
100 bp—»
Figura 9: Restricdo enzimatica com Tru91, amostras de mosca-branca B. tabaci bidtipo B.

M: Marcador 1 Kb Plus DNA Ladder, 1 quiabo, 2 pepino, 3 physalis, 4 tomate cereja, 5
pimentdo, 6 amendoim bravo, 7 melancia, 8 feijao, 9 soja, 10 insetdrio FCA, 11 soja.



53

1000 bp

400 bp
300 bp

200 bp

100 bp

Figura 10: Restricdo enzimdtica com Tagl, amostras de mosca-branca B. tabaci bidtipo B.
M: Marcador 1 Kb Plus DNA Ladder, 1 quiabo, 2 pepino, 3 physalis, 4 tomate cereja, 5
pimentdo, 6 amendoim bravo, 7 melancia, 8 feijdo, 9 soja, 10 insetdrio FCA, 11 soja.

<+—1000 bp

<+—400 bp
<«— 300 bp

<+—200 bp
<«— 100 bp

Figurall: Restricdo enzimdtica com Tru9l. 1: B. tuberculata / P. Prudente, 2: T. acaciae /
Registro, 3: T. Acaciae / Pindamonhangaba, M: Marcador 1Kb Plus DNA Ladder.
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<+—1000 bp

«—400 bp
«—300bp

<«—200 bp
<«— 100 bp

Figura 12: Restricdo enzimdtica com Tagl. 1: B. tuberculata | P. Prudente, 2: T. acaciae /
Registro, 3: T. acaciae / Pindamonhangaba. A seta vermelha indica o gene mtCOI ndo
digerido.
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99 1.9 Pepino - P. Prudente \
{ 2.3 Physalis - Cosmopolis
3.5 Tomate - llha Solteira
3.9 Soja - Silviria (MT) Faz. UNESP
1.5 Quiabo - Cor. Goulart (P. Prudente)

2.8 Maria preta - Sumare

5.1 Feijao - Capao Bonito
B. tabaci (FJ188536) Florida

5.8 Tomate - Itapeva

64 6.23 Feijao vagem - Ubatuba
4.2 Tomate - Sete Barras (Registro) B. tabaci
6.22 Berinjela japonesa - Ubatuba biétipo B

B. tabaci (FJ188537) Florida

7 Insetario (FCA/Virologia)

99 B. tabaci (AM945180) Chipre

5.7 Soja - ltabera

B. tabaci (FJ188651) Florida

3.6 Melancia - Silviria (MT) Faz. UNESP

5.6 Soja - ltabera
B. tabaci (GQ332577) China

3.4 Amendoim brawvo - llha Solteira
100 { 3.8 Soja - Silviria (MT) Faz. UNESPJ
98 B. tabaci (AF340212) Argentina
100 I— 1.7 Mandioca - P. Prudente B [ubercula[a
L B. tuberculata (AY057220)

T. acaciae (AY521262)
4.9 Mandioca - Registro

99

98 ——— 4.4 Mandioca - Sete Barras (Resgistro)

% 6.3 Mandioca - Pindamonhangaba T. acaciae

4.7 Mandioca - Registro

4.8 Mandioca - Registro

Figura 13: Arvore filogenética da mosca-branca no Estado de Sdo Paulo, baseado no
alinhamento de nucleotideos referente ao gene mitocondrial (mtCOI). Valor de Bootstrap
2000, programa Mega Versao 4.0, utilizando-se o método Neighbor-joining. Sequéncias de
mosca-branca utilizadas para comparagao, listadas na Tabela 12 .
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7. CONCLUSOES

A mosca-branca B. tabaci biétipo B foi capaz de adquirir e
transmitir o ToSRV[PJU] a partir de 15 minutos alimentando-se de tomateiro e pimentao.

Aumentando o periodo de acesso a aquisicdo e transmissdo,
aumenta-se a taxa de transmissdo do isolado ToSRV[PJU] pela mosca-branca B. tabaci
biétipo B.

O tomateiro foi melhor hospedeira da mosca branca em relagdo ao
pimentao.

Em acessos de Capsicum spp. observou-se preferéncia de oviposi¢ao
nas folhas do apice.

O acesso C. frutescens (Pimenta Malagueta — IAC — 822) foi mais
atrativo e mais ovipositado pelas moscas-brancas, e o acesso C. frutescens (IAC — 1124)
foi o que apresentou menor nimero de insetos , e o acesso menos ovipositado foi C.
annuum (Hebron).

A mosca-branca B. fabaci biétipo B foi predominate no Estado de
Sao Paulo.

Em mandioca, foram observados Bemisia

tuberculata € Tetraleurodes acaciae, no Estado de Sio Paulo.
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Apéndice 1- Tabela 1:Transmissdo do isolado ToSRV-[PJU] pela mosca-branca
utilizando-se ambiente sem controle de temperatura durante a aquisicdo e transmissdo do
virus.

Repeticao
Tratamento* I II 111 Porcentagem de
Inf/Ino Inf/Ino Inf/Ino transmissao™*
T/T 02/10 01/10 03/10 20,00 %
T/P 0/10 02/10 0/10 6,66 %
p/P 01/10 01/10 0/10 6,66 %
P/T 0/10 01/10 0/10 3,33 %

Inf: nimero de plantas infectadas; Imo: nimero de plantas inoculadas;
*Tratamentos; **Média percentual de trés repeti¢cdes por tratamento.

Apéndice 2 — Tabela 2:Transmissdo do isolado ToSRV-[PJU] pela mosca-branca
utilizando-se ambiente com temperatura em torno de 28 a 30°C durante a aquisicdo e
transmissio do virus.

Repeticao
Tratamento* I I 111 Porcentagem de
Inf/Ino Inf/Ino Inf/Ino transmissao™*
T/T 08/10 02/09 06/10 55,17 %
T/p 01/10 03/10 04/10 26,66 %
pP/P 01/10 03/10 01/10 16,66 %
P/T 01/10 0/10 05/10 20,00 %

Inf: nimero de plantas infectadas; Imo: nimero de plantas inoculadas;
Tratamentos™*; **Média percentual de trés repeti¢cdes por tratamento.



77

Apéndice 3 - Tabela 3: Transmissdo do isolado ToSRV[PJU] por diferentes nimeros de
mosca-branca Bemisia tabaci, bidtipo B, utilizando-se plantas de tomateiro e pimentdo.
Detecc@o com o uso de RCA seguido de PCR.

Fonte Tomateiro Fonte Pimentéao

Repeticdo  Tratamento* o P PP e
Inf/Ino Inf/Ino Inf/Ino Inf/Ino

1 10/10 01/10 04/10 0/10

5 09/10 0/09 04/10 0/10

1a 10 10/10 05/10 06/10 0/10
20 09/09 07/10 03/10 02/10

25 10/10 09/10 02/10 01/10

50 10/10 09/10 04/10 03/10

1 08/10 0/10 06/10 07/10

5 08/10 0/10 08/10 08/10

oa 10 10/10 0/10 08/10 10/10
20 09/10 01/10 04/10 10/10

25 10/10 06/10 07/10 10/10

50 10/10 08/10 05/10 10/10

1 03/10 01/10 04/10 02/10

5 03/10 0/10 03/10 08/10

3a 10 02/10 02/10 05/10 09/10
20 03/10 0/10 0/10 08/09

25 06/10 0/10 02/10 09/10

50 10/10 03/10 05/10 10/10

Inf: nimero de plantas infectadas; Ino: nimero de plantas inoculadas;
*Numero de insetos por tratamento
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Apéndice 4 - Tabela 4: Determinacdo do periodo de acesso a aquisicdo do isolado
ToSRV[PJU] pela mosca-branca B. tabaci bidtipo B com 48 horas de inoculagdo.

Fonte Tomateiro Fonte Pimentéao
Repeticao PAA* T/T T/P P/P P/T
15' 0/10 04/10 04/10 01/10
30' 0/10 04/10 01/10 0/10
1h 0/10 05/10 0/10 01/10
2 hs 0/08 05/10 03/10 01/10
1@ 4 hs 0/10 02/10 05/10 01/10
8 hs 05/10 03/10 03/10 01/10
16 hs 08/10 02/10 03/10 01/10
20 hs 08/10 04/10 0/10 02/10
24 hs 09/10 05/10 01/10 02/10
15' 04/10 07/10 07/10 0/10
30' 01/10 0/10 07/10 0/09
1h 06/10 03/10 09/10 0/10
2hs 02/10 03/10 10/10 0/10
20 4 hs 05/10 01/10 07/10 0/10
8 hs 07/10 0/10 03/10 01/10
16 hs 10/10 05/10 04/10 02/10
20 hs 10/10 03/10 05/10 02/10
24 hs 10/10 04/10 02/10 09/10
15' 05/09 07/10 03/10 02/10
30' 09/10 08/10 02/10 0/10
1h 10/10 07/10 02/10 0/10
2hs 08/10 03/10 0/10 0/10
3° 4 hs 09/10 03/10 01/10 0/10
8 hs 09/09 02/10 08/10 0/10
16 hs 10/10 01/10 06/10 0/10
20 hs 10/10 01/10 09/10 0/10
24 hs 10/10 01/10 06/10 0/10

Inf: nimero de plantas infectadas; Ino: nimero de plantas inoculadas; *PAA: Periodo de
acesso a aquisigao.
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N

Apéndice 5 - Tabela 5. Determinacdo do periodo de acesso a inoculacdo do isolado
ToSRV[PJU] pela mosca-branca B. tabaci biétipo B com 36 horas de aquisi¢do.

Fonte Tomateiro Fonte Pimentédo

Repeticao PAI* T T/P P/P P/T
15' 04/10 01/10 02/10 0/10

30' 05/10 01/10 04/10 02/10

1h 05/10 01/10 03/10 09/10

2hs 07/10 01/10 02/10 09/10

10 4 hs 05/10 01/10 07/10 09/10
8 hs 07/10 01/10 01/10 08/10

16 hs 07/10 0/10 02/10 07/10

20 hs 08/10 0/10 03/10 09/10

24 hs 07/10 0/10 05/10 09/10

15' 02/10 03/10 01/10 0/09

30' 01/10 05/10 0/10 0/10

1h 07/10 06/10 01/10 0/10

2hs 03/10 05/10 04/10 0/10

2° 4 hs 05/10 05/10 01/10 0/10
8 hs 07/10 06/10 05/10 03/10

16 hs 05/10 06/10 02/10 05/10

20 hs 04/10 06/10 0/10 09/10

24 hs 08/10 10/10 02/10 10/10

15' 06/10 04/10 05/10 0/10

30' 04/10 04/10 02/10 0/10

1h 02/10 01/10 06/10 0/10

2hs 01/10 01/10 06/10 0/10

3¢ 4 hs 07/10 04/10 05/10 01/10
8 hs 07/10 03/10 05/10 0/10

16 hs 05/10 01/10 02/10 01/10

20 hs 08/10 01/10 04/10 0/10

24 hs 08/10 02/10 03/10 01/10

Inf: ndmero de plantas infectadas; Ino: nimero de plantas inoculadas; PAI*: Periodo de
acesso a inoculacao.
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Apéndice 8 - Tabela 8: Dados originais das médias de moscas-brancas por folha marcada
do épice, intermédidria e baixeira.

Amostras

Acessos

Empresa /
Instituicao

Loc.* Média**

1

10

11

12

13

14

C. annuum — Hebron

C. annuum - Itamara

C. annuum - Maximos

C. annuum - Linea

C. annuum - Prador R

C. annuum - P36 R

C. annuum - Ariel

C. annuum Cascadura - Ikeda

C. annuum Pimenta IAC - 21-04-02

C. annuum IAC - 23-3-2

C. annuum IAC - 24-10-1

C. IAC - 26-6-1

C. IAC - 26-16-1

C.annuum IAC — 1047

Clause

Clause

Clause

Clause

Feltrin

Feltrin

Feltrin

Horticeres

IAC

IAC

IAC

IAC

IAC

IAC

=P =~ =0~ 0~ —~> T~ —~>0—=>T—~>T—>T—~>T— >

7,8
7,53
2,6
16,26
23,53
5,33
2,73
7,26
6,86
10,8
9,53
3,06
14,26
27,73
1,46
20,86
34,93
1,26
11,2
14,86
1,26
8,33
12,6
7,93
11,2
16,6
4,13
8,73
18,8
7,73
8,8
12,13
5,8
12,4
19,86
9,8
9,26
16,86
3,86
6,93
8,13
5,33



Continuacao
15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

C.annuum Jalapefio — IAC - 969

C. annuum — Criollo de Morellos
334 - TAC-982

C. annuum — Pimenta Serrano -—
IAC-1129

C. annuum - AF - 7086

C. annuum — AF - 7125

C. annuum - Bruna R

C. annuum - Dahra

C. annuum - Magda

C.annuum - Magali R

C.annuum — Luicia R

C. annuum - Rubia R

C. annuum - Impacto

C. annuum - Paloma

C. annuum - Eppo

C. annuum - Margarita

C. baccatum - Pimenta - IAC — 1089

IAC

IAC

IAC

Sakata

Sakata

Sakata

Sakata

Sakata

Sakata

Sakata

Sakata

Seminis

Seminis

Syngenta

Syngenta

IAC

> o~

> o —

13
7,93
3,13
11,26

8.4
0,86
13,46

11,66
3,06
7,06
5,46
3,86
5,86
8,0
4,0
15,2
21
0,53
6,86
18,86
3,66
16,73
11,2
2,2
10,93
17,13
1,0
10,8
9,53
3,06
15,86
20,13
0,86
17,53
13,66
3,13
12,3
20,06
5,6
6,4
6.6
5,86
8,33
5,0
5,73
16,06
20,6

82



Continuacao

31

32

33

34

35

36

37

38

C.baccatum - IAC - 1245

C. chinense - Bode

C. chinense - IAC — 803

C. chinense - IAC — 1230

C. chinense Pimenta Habanero -
IAC — 1247

C.frutescens - Pimenta Malagueta
TAC-822

C. frutescens Pimenta Tabasco —
IAC- 983

C. frutescens - IAC — 1124

IAC

IAC

IAC

IAC

IAC

TIAC

IAC

> P> —>W—p>—~p>w

> 0~ > o o—

oo~ > T~

6,4
29,4
17,66
6,26
6,26
27,13
3,8
10,53
8,6
8,66
7,66
7,26
2,66

9,13
9,86
4,13
32,93

12,4
19,66

4,46
4,66
1,93
2,66
2,2

0,86
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*A: apice; I: intermédiaria; B: baixeira. ** Média de ovos de mosca-branca em A, I e B.
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Apéndice 9 — Tabela 9: Numero de ovos por acesso em cada gaiola do dpice
intermedidrio e baixeiro

Amostra Acessos Empresa/Instiuticdio  Média*
1 C.annuum - Hebron Clause 4,6
2 C.annuum - Itamara Clause 14,6
3 C. annuum - Maximos Clause 18,0
4 C. annuum - Linea Clause 22,6
5 C. annuum - Prador R Feltrin 21,2
6 C. annuum - P36 R Feltrin 17,0
7 C. annuum - Ariel Feltrin 19,2
8 C. annuum Cascadura - Ikeda Horticeres 11,4
9 C. annuum Pimenta IAC - 21-04-02 TIAC 9,6
10 C. annuum IAC — 23-3-2 TIAC 14,6
11 C. annuum IAC — 24-10-1 IAC 11,0
12 C. JIAC - 26-6-1 IAC 16,6
13 C. IAC - 26-16-1 IAC 16,0
14 C.annuum IAC — 1047 IAC 11,2
15 C.annuum Jalapeiio — IAC - 969 IAC 26,6
16 C. annuum — Criollo de Morellos 334 - IAC-982 IAC 6,6
17 C. annuum — Pimenta Serrano — IAC-1129 IAC 6,2
18 C. annuum - AF - 7086 Sakata 12,2
19 C. annuum — AF - 7125 Sakata 10,8
20 C. annuum - Bruna R Sakata 11,8
21 C. annuum - Dahra Sakata 8,4
22 C. annuum - Magda Sakata 25,8
23 C.annuum - Magali R Sakata 10,0
24 C.annuum — Licia R Sakata 22,2
25 C. annuum - Rubia R Sakata 14,2
26 C. annuum - Impacto Seminis 13,6
27 C. annuum - Paloma Seminis 15,4
28 C. annuum - Eppo Syngenta 15,6
29 C. annuum - Margarita Syngenta 17,8
30 C. baccatum - Pimenta - IAC — 1089 TAC 20,6
31 C.baccatum - IAC — 1245 TAC 25,6
32 C. chinense - Bode 13,0
33 C. chinense - IAC — 803 IAC 16,0
34 C. chinense - IAC — 1230 IAC 13,6
35 C. chinense Pimenta Habanero - IAC — 1247 IAC 9,0
36 C.frutescens - Pimenta Malagueta IAC-822 IAC 29,0
37 C. frutescens Pimenta Tabasco — IAC- 983 IAC 11,0
38 C. frutescens - IAC — 1124 IAC 10,0

*Média de cinco gaiola
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Apéndice 10 — Tabela 10: Dados originais da média de mosca-branca para cada periodo

por acesso.
Amostra Acessos Empresa/Instiuticio 12 24 48
h*  h*  h*
1 C.annuum - Hebron Clause 18,6 154 19,8
2 C.annuum - Itamara Clause 47,8 46,6 19,8
3 C. annuum - Maximos Clause 13,6 15,6 214
4 C. annuum - Linea Clause 27,5 22,8 21,5
5 C. annuum - Prador R Feltrin 442 452 41,0
6 C. annuum - P36 R Feltrin 654 57,2 48
7 C. annuum - Ariel Feltrin 25,8 28,6 27,6
8 C. annuum Cascadura - Ikeda Horticeres 248 30,6 30,2
9 C. annuum Pimenta IAC - 21-04-02 IAC 38,0 314 264
10 C. annuum IAC - 23-3-2 TAC 340 46,4 254
11 C. annuum IAC - 24-10-1 IAC 264 36 17,8
12 C. JIAC - 26-6-1 IAC 242 544 47,6
13 C. IAC - 26-16-1 IAC 234 35,6 31,0
14 C.annuum IAC — 1047 IAC 27,6 17,6 16,0
15 C.annuum Jalapeiio — IAC - 969 IAC 19,6 26,6 26,0
16 C. annuum — Criollo de Morellos 334 - ITAC
IAC-982 20,2 22,4 22,8
17 C. annuum — Pimenta Serrano — IAC- IAC
1129 29,2 314 24
18 C. annuum - AF - 7086 Sakata 18,8 14,0 17,5
19 C. annuum — AF - 7125 Sakata 16,0 17,0 20,6
20 C. annuum - Bruna R Sakata 39,2 354 35,6
21 C. annuum - Dahra Sakata 242 27,6 36,0
22 C. annuum - Magda Sakata 322 25,6 32,6
23 C.annuum - Magali R Sakata 29,0 274 28,8
24 C.annuum — Licia R Sakata 2000 7,0 114
25 C. annuum - Rubia R Sakata 37,4 36,2 37,0
26 C. annuum - Impacto Seminis 33,0 32,6 374
27 C. annuum - Paloma Seminis 342 45,6 36,6
28 C. annuum - Eppo Syngenta 248 18,4 134
29 C. annuum - Margarita Syngenta 242 19,6 134
30 C. baccatum - Pimenta - IAC — 1089 IAC 40,2 50,8 38,2
31 C.baccatum - IAC — 1245 IAC 62,2 60,8 37,0
32 C. chinense - Bode 26,2 36,4 49,0
33 C. chinense - IAC — 803 IAC 21,0 39,8 22,6
34 C. chinense - IAC — 1230 IAC 18,2 21,8 12,8
35 C. chinense Pimenta Habanero - IAC  IAC
- 1247 28,4 21,4 19,6
36 C.frutescens - Pimenta Malagueta IAC- IAC
822 58,4 72,0 64,6
37 C. frutescens Pimenta Tabasco — IAC- IAC
983 13,8 13,4 6,0
38 C. frutescens - IAC — 1124 IAC 6,6 58 438

* Média geral de moscas-brancas por periodo de cada acesso
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Apéndice 11 - Tabela 11: Seqiiéncias do Gen Bank utilizadas nas andlises para

construcdo da arvore filogenética.

Espécie Bidtipo Origem Niimero de acesso do Gen Bank

Bemisia tabaci B USA/ Florida FJ188537
Bemisia tabaci B USA/Florida FJ188536
Bemisia tabaci B USA/Florida FJ188651
Bemisia tabaci B Chipre AM945180
Bemisia tabaci B Argentina AF340212
Bemisia tabaci B China GQ332577
Bemisia tuberculata AY057220

Tetraleurodes acaciae AY521262
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Alinhamento multiplo das sequencias de Bemisia tabaci biétipo B correspondente ao gene
mitocondrial (citocromo oxidase I — mtCOI).
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AGAAGTGAGGCTGGAAAATTAGAAGTATTTGGTAGGTTGGGCATAATTTATGCCATGATA
AGAAGTGAGGCTGGAAAATTAGAAGTATTTGGTAGGTTGGGCATAATTTATGCCATGATA
AGAAGTGAGGCTGGCAAATTAGAAGTATTTGGTAGGCTGGGTATAATTTATGCCATGATA
AGCAGTGAGGCTGGAAAATTAGAGGTATTTGGAAGGTTGGGTATAATTTATGCTATATTG
AGCAGTGAAGCTGGAAAATTAGAGGTATTTGGAAGGTTGGGTATAATTTATGCTATATTG
AGCAGTGAGGCTGGAAAATTAGAGGTATTTGGAAGGTTGGGTATAATTTATGCTATATTG
AGCAGTGAGGCTGGAAAATTAGAGGTATTTGGAAGGTTGGGTATAATTTATGCTATATTG
AGCAGTGAGGCTGGAAAATTAGAGGTATTTGGAAGGTTGGGTATAATTTATGCTATATTG
AGCAGTGAGGCTGGAAAATTAGAGGTATTTGGAAGGTTGGGTATAATTTATGCTATATTG
AGCAGTGAGGCTGGAAAATTAGAGGTATTTGGAAGGTTGGGTATAATTTATGCTATATTG
AGCAGTGAGGCTGGAAAATTAGAGGTATTTGGAAGGTTGGGTATAATTTATGCTATATTG
AGCAGTGAGGCTGGAAAATTAGAGGTATTTGGAAGGTTGGGTATAATTTATGCTATATTG
AGCAGTGAGGCTGGAAAATTAGAGGTATTTGGAAGGTTGGGTATAATTTATGCTATATTG
AGCAGTGAGGCTGGAAAATTAGAGGTATTTGGAAGGTTGGGTATAATTTATGCTATATTG
AGCAGTGAGGCTGGAAAATTAGAGGTATTTGGAAGGTTGGGTATAATTTATGCTATATTG
AGCAGTGAGGCTGGAAAATTAGAGGTATTTGGAAGGTTGGGTATAATTTATGCTATATTG
AGCAGTGAGGCTGGAAAATTAGAGGTATTTGGAAGGTTGGGTATAATTTATGCTATATTG
AGCAGTGAGGCTGGAAAATTAGAGGTATTTGGAAGGTTGGGTATAATTTATGCTATATTG
AGCAGTGAGGCTGGAAAATTAGAGGTATTTGGAAGGTTGGGTATAATTTATGCTATATTG
AGCAGTGAAGCTGGAAAATTAGAGGTATTTGGAAGGTTGGGTATAATTTATGCTATATTG
AGCAGTGAGGCTGGAAAATTAGAGGTATTTGGAAGGTTGGGTATAATTTATGCTATATTG
AGCAGTGAGGCTGGAAAATTAGAGGTATTTGGAAGGTTGGGTATAATTTATGCTATATTG
AGCAGTGAGGCAGGAAAATTAGAGGTATTTGGAAGGTTGGGTATAATTTATGCTATATTG
AGCAGAGAGGCGGGTAAATTAGAAGTTTTTGGTAGATTGGGGATAATTTATGCTATGTTG

* Kk kk kk kk kk kkhkkhkkkhkhkk kk krkkkk Kk X kkhkk Kkhkkkkhkkkkhkkhkrk K*xk *

ACTATTGGCATTITTIGGGATTTATTGTTTGGGGCCATCACATGTTTACTGTCGGAATAGAT
ACTATTGGCATTTTIGGGATTTATTGTTTGGGGCCATCACATGTTTACTGTCGGAATAGAT
ACTATTGGCATTTTIGGGATTTATTGTTTGGGGTCATCACATGTTTACTGTCGGAATAGAT
ACTATTGGTATTICTAGGGTTTATTGTTTGAGGTCATCATATATTCACAGTTGGAATAGAT
ACTATTGGTATTICTAGGGTTTATTGTTTGAGGTCATCATATATTCACAGTTGGAATAGAT
ACTATTGGTATTCTAGGGTTTATTGTTTGAGGTCATCATATATTCACAGTTGGAATAGAT
ACTATTGGTATTCTAGGGTTTATTGTTTGAGGTCATCATATATTCACAGTTGGAATAGAT
ACTATTGGTATTICTAGGGTTTATTGTTTGAGGTCATCATATATTCACAGTTGGAATAGAT
ACTATTGGTATTICTAGGGTTTATTGTTTGAGGTCATCATATATTCACAGTTGGAATAGAT
ACTATTGGTATTICTAGGGTTTATTGTTTGAGGTCATCATATATTCACAGTTGGAATAGAT
ACTATTGGTATTICTAGGGTTTATTGTTTGAGGTCATCATATATTCACAGTTGGAATAGAT
ACTATTGGTATTICTAGGGTTTATTGTTTGAGGTCATCATATATTCACAGTTGGAATAGAT
ACTATTGGTATTICTAGGGTTTATTGTTTGAGGTCATCATATATTCACAGTTGGAATAGAT
ACTATTGGTATTICTAGGGTTTATTGTTTGAGGTCATCATATATTCACAGTTGGAATAGAT
ACTATTGGTATTICTAGGGTTTATTGTTTGAGGTCATCATATATTCACAGTTGGAATAGAT
ACTATTGGTATTICTAGGGTTTATTGTTTGAGGTCATCATATATTCACAGTTGGAATAGAT
ACTATTGGTATTICTAGGGTTTATTGTTTGAGGTCATCATATATTCACAGTTGGAATAGAT
ACTATTGGTATTICTAGGGTTTATTGTTTGAGGTCATCATATATTCACAGTTGGAATAGAT
ACTATTGGTATTCTAGGGTTTATTGTTTGAGGTCATCATATATTCACAGTTGGAATAGAT
ACTATTGGTATTCTAGGGTTTATTGTTTGAGGTCATCATATATTCACAGTTGGAATAGAT
ACTATTGGTATTCTAGGGTTTATTGTTTGAGGTCATCATATATTCACAGTTGGAATAGAT
ACTATTGGTATTCTAGGGTTTATTGTTTGAGGTCATCATATATTCACAGTTGGAATAGAT
ACTATTGGTATTICTAGGGTTTATTGTTTGAGGTCATCATATATTCACAGTTGGAATAGAT
ACAATTGGTGTTCTGGGTTTTATTGTTTGAGGTCATCATATATTTACTGTTGGAATAGAT

*k Kk Kk kK *kk ok hkk kkkkkkhkhkhkhkhkk kkhk Ak kkkhk kk kk kk kk kkkkkkkkk

GTTGACACCCGAGCTTATTTTACCTCAGCTACTATAGTTATTGCTGTTCCGACGGGAATT
GTTGACACCCGAGCTTATTTTACCTCAGCTACTATAGTTATTGCTGTTCCGACGGGAATT
GTTGACACCCGGGCTTATTTTACCTCAGCTACCATAGTTATTGCTGTTCCGACGGGAATT
GTAGATACTCGAGCTTATTTCACTTCAGCCACTATAATTATTGCTGTTCCCACAGGAATT
GTAGATACTCGAGCTTATTTCACTTCAGCCACTATAATTATTGCTGTTCCCACAGGAATT
GTAGATACTCGAGCTTATTTCACTTCAGCCACTATAATTATTGCTGTTCCCACAGGAATT
GTAGATACTCGAGCTTATTTCACTTCAGCCACTATAATTATTGCTGTTCCCACAGGAATT
GTAGATACTCGAGCTTATTTCACTTCAGCCACTATAATTATTGCTGTTCCCACAGGAATT
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GTAGATACTCGAGCTTATTTCACTTCAGCCACTATAATTATTGCTGTTCCCACAGGAATT
GTAGATACTCGAGCTTATTTCACTTCAGCCACTATAATTATTGCTGTTCCCACAGGAATT
GTAGATACTCGAGCTTATTTCACTTCAGCCACTATAATTATTGCTGTTCCCACAGGAATT
GTAGATACTCGAGCTTATTTCACTTCAGCCACTATAATTATTGCTGTTCCCACAGGAATT
GTAGATACTCGAGCTTATTTCACTTCAGCCACTATAATTATTGCTGTTCCCACAGGAATT
GTAGATACTCGAGCTTATTTCACTTCAGCCACTATAATTATTGCTGTTCCCACAGGAATT
GTAGATACTCGAGCTTATTTCACTTCAGCCACTATAATTATTGCTGTTCCCACAGGAATT
GTAGATACTCGAGCTTATTTCACTTCAGCCACTATAATTATTGCTGTTCCCACAGGAATT
GTAGATACTCGAGCTTATTTCACTTCAGCCACTATAATTATTGCTGTTCCCACAGGAATT
GTAGATACTCGAGCTTATTTCACTTCAGCCACTATAATTATTGCTGTTCCCACAGGAATT
GTAGATACTCGAGCTTATTTCACTTCAGCCACTATAATTATTGCTGTTCCCACAGGAATT
GTAGATACTCGAGCTTATTTCACTTCAGCCACTATAATTATTGCTGTTCCCACAGGAATT
GTAGATACTCGAGCTTATTTCACTTCAGCCACTATAATTATTGCTGTTCCCACAGGAATT
GTAGATACTCGAGCTTATTTCACTTCAGCCACTATAATTATTGCTGTTCCCACAGGAATT
GTAGATACTCGAGCTTATTTCACTTCAGCCACTATAATTATTGCTGTTCCCACAGGAATT
GTTGATACTCGTGCTTATTTTACTTCTGCTACCATAATTATTGCTGTTCCAACTGGAATT

* Kk kk kk kk kkkkkkhkk kk kk kk kk kkKk Ak hkkkkhkhkrkhkkhkk kk Kk kkkk

AAAATTTTTAGGTGGCTTGCTACTCTAGGTGGAATAAAGTCTAATAAGTTTAGACCCCTA
AAAATTTTTAGGTGGCTTGCTACTCTAGGTGGAATAAAGTCTAATAAGTTTAGACCCCTA
AAAATTTTTAGGTGGCTTGCTACTCTGGGTGGAATAAAGTCTAATAAGTTTAGACCCCTA
AAAATTTTTAGTTGGCTTGCTACTTTGGGTGGAATAAAGTCTAATAAATTAAGGCCTICTT
AAAATTTTTAGTTGGCTTGCTACTTTGGGTGGAATAAAGTCTAATAAATTAAGGCCTICTT
AAAATTTTTAGTTGGCTTGCTACTTTGGGTGGAATAAAGTCTAATAAATTAAGGCCTICTT
AAAATTTTTAGTTGGCTTGCTACTTTGGGTGGAATAAAGTCTAATAAATTAAGGCCTICTT
AAAATTTTTAGTTGGCTTGCTACTTTGGGTGGAATAAAGTCTAATAAATTAAGGCCTICTT
AAAATTTTTAGTTGGCTTGCTACTTTGGGTGGAATAAAGTCTAATAAATTAAGGCCTICTT
AAAATTTTTAGTTGGCTTGCTACTTTGGGTGGAATAAAGTCTAATAAATTAAGGCCTICTT
AAAATTTTTAGTTGGCTTGCTACTTTGGGTGGAATAAAGTCTAATAAATTAAGGCCTICTT
AAAATTTTTAGTTGGCTTGCTACTTTGGGTGGAATAAAGTCTAATAAATTAAGGCCTICTT
AAAATTTTTAGTTGGCTTGCTACTTTGGGTGGAATAAAGTCTAATAAATTAAGGCCTICTT
AAAATTTTTAGTTGGCTTGCTACTTTGGGTGGAATAAAGTCTAATAAATTAAGGCCTICTT
AAAATTTTTAGTTGGCTTGCTACTTTGGGTGGAATAAAGTCTAATAAATTAAGGCCTICTT
AAAATTTTTAGTTGGCTTGCTACTTTGGGTGGAATAAAGTCTAATAAATTAAGGCCTICTT
AAAATTTTTAGTTGGCTTGCTACTTTGGGTGGAATAAAGTCTAATAAATTAAGGCCTICTT
AAAATTTTTAGTTGGCTTGCTACTTTGGGTGGAATAAAGTCTAATAAATTAAGGCCTICTT
AAAATTTTTAGTTGGCTTGCTACTTTGGGTGGAATAAAGTCTAATAAATTAAGGCCTICTT
AAAATTTTTAGTTGGCTTGCTACTTTGGGTGGAATAAAGTCTAATAAATTAAGGCCTICTT
AAAATTTTTAGTTGGCTTGCTACTTTGGGTGGAATAAAGTCTAATAAATTAAGGCCTICTT
AAAATTTTTAGTTGGCTTGCTACTTTGGGTGGAATAAAGTCTAATAAATTAAGGCCTICTT
AAAATTTTTAGTTGGCTTGCTACTTTGGGTGGAATAAAGTCTAATAAATTAAGGCCTICTT
AAAATTTTTAGTTGGTTAGCAACTTTGGGTGGTATAAAATCAAATAAATTTAGGCCACTT

*hkkhkhkrkkhkhkkrkkhkkhkk K*khkkx Kk kk kkk k khkkkhkk khkhkhkk kk khkkkk kk kk Kk kK

GTTCTTTGATTTACAGGATTTCTATTTTTATTTACTATGGGTGGATTAACTGGAATTATT
GTTCTCTGATTTACAGGATTTCTATTTTTATTTACTATGGGTGGATTAACTGGAATTATT
GTTCTCTGGTTTACAGGATTTCTATTTTTATTTACTATGGGTGGATTAACTGGAATTATT
GGCCTTTGATTTACAGGATTTTTATTTTTATTTACTATAGGTGGGTTAACTGGAATTATT
GGCCTTTGATTTACAGGATTTTTATTTTTATTTACTATAGGTGGGTTAACTGGAATTATT
GGCCTTTGATTTACAGGATTTTTATTITTTATTTACTATAGGTGGGTTAACTGGAATTATT
GGCCTTTGATTTACAGGATTTTTATTITTTATTTACTATAGGTGGGTTAACTGGAATTATT
GGCCTTTIGATTTACAGGATTTTTATTITTTATTTACTATAGGTGGGTTAACTGGAATTATT
GGCCTTTGATTTACAGGATTTTTATTITTTATTTACTATAGGTGGGTTAACTGGAATTATT
GGCCTTTGATTTACAGGATTTTTATTTTTATTTACTATAGGTGGGTTAACTGGAATTATT
GGCCTTTGATTTACAGGATTTTTATTITTTATTTACTATAGGTGGGTTAACTGGAATTATT
GGCCTTTGATTTACAGGATTTTTATTITTTATTTACTATAGGTGGGTTAACTGGAATTATT
GGCCTTTGATTTACAGGATTTTTATTITTTATTTACTATAGGTGGGTTAACTGGAATTATT
GGCCTTTGATTTACAGGATTTTTATTITTTATTTACTATAGGTGGGTTAACTGGAATTATT
GGCCTTTGATTTACAGGATTTTTATTTTTATTTACTATAGGTGGGTTAACTGGAATTATT
GGCCTTTGATTTACAGGATTTTTATTITTTATTTACTATAGGTGGGTTAACTGGAATTATT
GGCCTTTGATTTACAGGATTTTTATTITTTATTTACTATAGGTGGGTTAACTGGAATTATT
GGCCTTTGATTTACAGGATTTTTATTITTTATTTACTATAGGTGGGTTAACTGGAATTATT
GGCCTTTGATTTACAGGATTTTTATTTTTATTTACTATAGGTGGGTTAACTGGAATTATT
GGCCTTTGATTTACAGGATTTTTATTITTTATTTACTATAGGTGGGTTAACTGGAATTATT
GGCCTTTGATTTACAGGATTTTTATTITTTATTTACTATAGGTGGATTAACTGGAATTATT
GGCCTTTGATTTACAGGATTTTTATTITTTATTTACTATAGGTGGGTTAACTGGAATTATT
GGCCTTTGATTTACAGGATTTTTATTITTTATTTACTATAGGTGGGTTAACTGGAATTATT
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ATGTTGTGATTTACTGGATTTTTATTTTTGTTTACTATAGGGGGTTTAACTGGTATTATT

* kk kkkkk kkhkkhkkhkk Akhkkhkkhkkhkk kAhkrkhkkrhhkk kk kk krkkkkkkhkk Kk kkkk

CTTGGTAATTCCTCGGTAGATGTGTGTCTTCATGATACCTACTTTIGTTGTTGCTCATTTT
CTTGGTAATTCCTCGGTAGATGTGTGTCTTCACGATACCAACTTTIGTTGTTGCTCATTTT
CTTGGTAATTCCTCGGTAGATGTGTGTCTTCATGATACTTACTTTIGTTGTTGCTCATTTT
CTTGGTAATTCTITCTGTAGATGTGTGTCTGCATGACACTTATTTTGTTGTTGCACATTTT
CTTGGTAATTCTTCTGTAGATGTGTGTCTGCATGACACTTATTTTGTTGTTGCACATTTT
CTTGGTAATTCTITCTGTAGATGTGTGTCTGCATGACACTTATTTTGTTGTTGCACATTTT
CTTGGTAATTCTITCTGTAGATGTGTGTCTGCATGACACTTATTTTIGTTGTTGCACATTTT
CTTGGTAATTCTTCTGTAGATGTGTGTCTGCATGACACTTATTTTIGTTGTTGCACATTTT
CTTGGTAATTCTTCTGTAGATGTGTGTCTGCATGACACTTATTTTGTTGTTGCACATTTT
CTTGGTAATTCTTCTGTAGATGTGTGTICTGCATGACACTTATTTTGTTGTTGCACATTTT
CTTGGTAATTCTITCTGTAGATGTGTGTCTGCATGACACTTATTTTIGTTGTTGCACATTTT
CTTGGTAATTCTITCTGTAGATGTGTGTCTGCATGACACTTATTTTIGTTGTTGCACATTTT
CTTGGTAATTCTITCTGTAGATGTGTGTCTGCATGACACTTATTTTGTTGTTGCACATTTT
CTTGGTAATTCTITCTGTAGATGTGTGTCTGCATGACACTTATTTTGTTGTTGCACATTTT
CTTGGTAATTCTTCTGTAGATGTGTGTICTGCATGACACTTATTTTGTTGTTGCACATTTT
CTTGGTAATTCTTCTGTAGATGTGTGTICTGCATGACACTTATTTTGTTGTTGCACATTTT
CTTGGTAATTCTTCTGTAGATGTGTGTICTGCATGACACTTATTTTGTTGTTGCACATTTT
CTTGGTAATTCTTCTGTAGATGTGTGTCTGCATGACACTTATTTTGTTGTTGCACATTTT
CTTGGTAATTCTTCTGTAGATGTGTGTCTGCATGACACTTATTTTGTTGTTGCACATTTT
CTTGGTAATTCTTCTGTAGATGTGTGTCTGCATGACACTTATTTTGTTGTTGCACATTTT
CTTGGTAATTCTTCTGTAGATGTGTGTCTGCATGACACTTATTTTGTTGTTGCACATTTT
CTTGGTAATTCTTCTGTAGATGTGTGTCTGCATGACACTTATTTTGTTGTTGCACATTTT
CTTGGTAATTCTTCTGTAGATGTGTGTICTGCATGACACTTATTTTGTTGTTGCACATTTT
TTAGGCAATTCTTCGGTTGATGTTTGTTTACATGATACTTATTTTGTTGTTGCTCATTTT

kX Kk kkkKkk Kk kk Kkkkkk Kkkk Kk kK Kkk Kk*k Kk Ak kKkAkAkKhkAkAkkhKk KRk Kk kK

CATTATGTTTTATCGATAGGAATTATCTTTGCTATTATAGGCGGAGTAATTTATTGATTT
CATTATGTTTTATCGATAGGAATTATCTTTGCTATTATAGGCGGAGTAATTTATTGATTT
CATTATGTTTTATCGATAGGAATTATCTTTGCTATTATAGGCGGAGTAATTTATTGATTT
CATTATGTTTTATCAATAGGAATTATTTTTGCTATTGTAGGAGGAGTTATCTATTGATTT
CATTATGTTTTATCAATAGGAATTATTTTTGCTATTGTAGGAGGAGTTATCTATTGATTT
CATTATGTTTTATCAATAGGAATTATTTTTGCTATTGTAGGAGGAGTTATCTATTGATTT
CATTATGTTTTATCAATAGGAATTATTTTTIGCTATTGTAGGAGGAGTTATCTATTGATTT
CATTATGTTTTATCAATAGGAATTATTTTTIGCTATTGTAGGAGGAGTTATCTATTGATTT
CATTATGTTTTATCAATAGGAATTATTTTTGCTATTGTAGGAGGAGTTATCTATTGATTT
CATTATGTTTTATCAATAGGAATTATTTTTGCTATTGTAGGAGGAGTTATCTATTGATTT
CATTATGTTTTATCAATAGGAATTATTTTTGCTATTGTAGGAGGAGTTATCTATTGATTT
CATTATGTTTTATCAATAGGAATTATTTTTGCTATTGTAGGAGGAGTTATCTATTGATTT
CATTATGTTTTATCAATAGGAATTATTTTTGCTATTGTAGGAGGAGTTATCTATTGATTT
CATTATGTTTTATCAATAGGAATTATTTTTGCTATTGTAGGAGGAGTTATCTATTGATTT
CATTATGTTTTATCAATAGGAATTATTTTTGCTATTGTAGGAGGAGTTATCTATTGATTT
CATTATGTTTTATCAATAGGAATTATTTTTGCTATTGTAGGAGGAGTTATCTATTGATTT
CATTATGTTTTATCAATAGGAATTATTTTTGCTATTGTAGGAGGAGTTATCTATTGATTT
CATTATGTTTTATCAATAGGAATTATTTTTGCTATTGTAGGAGGAGTTATCTATTGATTT
CATTATGTTTTATCAATAGGAATTATTTTTGCTATTGTAGGAGGAGTTATCTATTGATTT
CATTATGTTTTATCAATAGGAATTATTTTTGCTATTGTAGGAGGAGTTATCTATTGATTT
CATTATGTTTTATCAATAGGAATTATTTTTGCTATTGTAGGAGGAGTTATCTATTGATTT
CATTATGTTTTATCAATAGGAATTATTTTTIGCTATTGTAGGAGGAGTTATCTATTGATTT
CATTATGTTTTATCAATAGGAATTATTTTTIGCTATTGTAGGAGGAGTTATCTATTGATTT
CATTATGTCTTATCTATAGGTATTATTTTTGCTATTATAGGAGGATTTATTTATTGGTTT

khkkhkhkhkkhkhkk Khhkhkkhkhk K*hhkhkk *hkkhkhkh hhhkkhkhrhkkhkx K*hkrk *hkk Kk kk Kkhkkkk Kkkk

CCTTTAATTTTAGGCTTAACTCTAAACAATTATAATTTGGTGGCTCAATTTTATATAATA
CCTTTAATTTTAGGCTTAACTCTAAACAATTATAATTTGGTGGCTCAATTTTATATAATA
CCTTTAATTTTAGGCTTAACTTTAAACAATTATAATTTGGTGTCTCAATTTTATATAATA
CCACTAATCTTACGTTTAACCTTAAAAAACTATAGATTGGCGTCTCAATTTTATATCCTG
CCACTAATCTTACGTTTAACCTTAAATAATTATAGATTGGTGTCTCAATTTTATATCATG
CCACTAATCTTAGGTTTAACCTTAAATAATTATAGATTGGTGTCTCAATTTTATATCATG
CCACTAATCTTAGGTTTAACCTTAAATAATTATAGATTGGTGTCTCAATTTTATATCATG
CCACTAATCTTAGGTTTAACCTTAAATAATTATAGATTIGGTGTCTCAATTTTATATCATG
CCACTAATCTTAGGTTTAACCTTAAATAATTATAGATTGGTGTCTCAATTTTATATCATG
CCACTAATCTTAGGTTTAACCTTAAATAATTATAGATTGGTGTCTCAATTTTATATCATG
CCACTAATCTTAGGTTTAACCTTAAATAATTATAGATTGGTGTCTCAATTTTATATCATG
CCACTAATCTTAGGTTTAACCTTAAATAATTATAGATTGGTGTCTCAATTTTATATCATG
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CCACTAATCTTAGGTTTAACCTTAAATAATTATAGATTGGTGTCTCAATTTTATATCATG
CCACTAATCTTAGGTTTAACCTTAAATAATTATAGATTGGTGTCTCAATTTTATATCATG
CCACTAATCTTAGGTTTAACCTTAAATAATTATAGATTGGTGTCTCAATTTTATATCATG
CCACTAATCTTAGGTTTAACCTTAAATAATTATAGATTGGTGTCTCAATTITTATATCATG
CCACTAATCTTAGGTTTAACCTTAAATAATTATAGATTGGTGTCTCAATTITTATATCATG
CCACTAATCTTAGGTTTAACCTTAAATAATTATAGATTGGTGTCTCAATTITTATATCATG
CCACTAATCTTAGGTTTAACCTTAAATAATTATAGATTGGTGTCTCAATTTTATATCATG
CCACTAATCTTAGGTTTAACCTTAAATAATTATAGATTGGTGTCTCAATTTTATATCATG
CCACTAATCTTAGGTTTAACCTTAAATAATTATAGATTGGTGTCTCAATTITTATATCATG
CCACTAATCTTAGGTTTAACCTTAAATAATTATAGATTGGTGTCTCAATTITTATATCATG
CCACTAATCTTAGGTTTAACCTTAAATAATTATAGATTGGTGTCTCAATTTTATATCATG
CCTTTAGTTCTAGGGATTACTTTAAATAGATATAAATTAGTTTCTCAATTITTATATTATG

* % * *  Kx **x  k * ok x * kK Kk Kk * K Kk k **  x Kk kkkkkkkkkkk *

TTTGTGGGGGTAAACCTGACATTTTTTCCACAGCATTTTICTTGGTTTAAGTGGAATGCCT
TTTGTGGGGGTAAACCTGACATTTTTTCCACAGCATTTTCTTGGTTTAAGTGGAATGCCT
TTTGTGGGAGTAAACCTGACATTTTTTCCACAGCATTTTCTTGGTTTAAGTGGAATGCCT
GTTATTGGGATAAATTTTTCTTTTTTTCCTICTGCCATCCTTTGGCTTAGGGGGAAGGCTC
TTTATTGGGACAAATTTACCTTTTTTTCCTCAGCATTTCCTTGGTTTCAGGGGGATAGCC
TTTATTGGAGTAAATTTAACTTTTTTITCCTICAGCATTTTCTTGGTTTAGGGGGAATGCCT
TTTATTGGAGTAAATTTAACTTTTTTITCCTICAGCATTTTCTTGGTTTAGGGGGAATGCCT
TTTATTGGAGTAAATTTAACTTTTTTITCCTICAGCATTTTCTTGGTTTAGGGGGAATGCCT
TTTATTGGAGTAAATTTAACTTTTTTITCCTICAGCATTTTCTTGGTTTAGGGGGAATGCCT
TTTATTGGAGTAAATTTAACTTTTTTTCCTCAGCATTTTCTTGGTTTAGGGGGAATGCCT
TTTATTGGAGTAAATTTAACTTTTTTITCCTICAGCATTTTCTTGGTTTAGGGGGAATGCCT
TTTATTGGAGTAAATTTAACTTTTTTITCCICAGCATTTTCTTGGTTTAGGGGGAATGCCT
TTTATTGGAGTAAATTTAACTTTTTTITCCTICAGCATTTTCTTGGTTTAGGGGGAATGCCT
TTTATTGGAGTAAATTTAACTTTTTTITCCTICAGCATTTTCTTGGTTTAGGGGGAATGCCT
TTTATTGGAGTAAATTTAACTTTTTTTCCTCAGCATTTTCTTGGTTTAGGGGGAATGCCT
TTTATTGGAGTAAATTTAACTTTTTTTCCTCAGCATTTTCTTGGTTTAGGGGGAATGCCT
TTTATTGGAGTAAATTTAACTTTTTTTCCTCAGCATTTTCTTGGTTTAGGGGGAATGCCT
TTTATTGGAGTAAATTTAACTTTTTTTCCTCAGCATTTTCTTGGTTTAGGGGGAATGCCT
TTTATTGGAGTAAATTTAACTTTTTTTCCTCAGCATTTTCTTGGTTTAGGGGGAATGCCT
TTTATTGGAGTAAATTTAACTTTTTTTCCTCAGCATTTTCTTGGTTTAGGGGGAATGCCT
TTTATTGGAGTAAATTTAACTTTTTTITCCTCAGCATTTTCTTGGTTTAGGGGGAATGCCT
TTTATTGGAGTAAATTTAACTTTTTTITCCICAGCATTTTCTTGGTTTAGGGGGAATGCCT
TTTATTGGAGTAAATTTAACTTTTTTITCCTICAGCATTTTCTTGGTTTAGGGGGAATGCCT
TTTCTGGGAGTGAACTTAACTTTTTTITCCTICAGCATTTTTTAGGTTTAGGGGGGATACCA

*Kk Kk kK * K * *x kkKkkkKkkkk ok Kk * * kK kK * kk*k K

CGTCGGTATTCTIGATTATCCTGATTGTTATTTACTATGAAATAAAATTTCCTCTGGGGGG
CGTCGGTATTCTGATTATCCTGATTGTTATTTACTATGAAATAAAATTTCCTCTGGGGGG
CGTCGGTATTCTGATTATCCTGATTGTTATTTATTATGAAATAAAATTTCCTCTGGGGGG
GAACGATATACTCAAGATGCGTAGTGCCCTCCAATGTTGATTTATAATTTAACTAGGGTA
CCCCCACATCCACATTATGCTGATTGCTATATAGTATGAAATAAAATTTCTACCACCCTC
CGTCGATATTCAGATTATGCTGATTGCTATCTAGTATGAAATAAAATTTCTTCTGCGGGC
CGTCGATATTCAGATTATGCTGATTGCTATCTAGTATGAAATAAAATTTCTTCTGCGGGA
CGTCGATATTCAGATTATGCTGATTGCTATCTAGTATGAAATAAAATTTCTTCTGCGGGA
CGTCGATATTCAGATTATGCTGATTGCTATCTAGTATGAAATAAAATTTCTTCTGCGGGA
CGTCGATATTCAGATTATGCTGATTGCTATCTAGTATGAAATAAAATTTCTTCTGCGGGA
CGTCGATATTCAGATTATGCTGATTGCTATCTAGTATGAAATAAAATTTICTTCTGCGGGA
CGTCGATATTCAGATTATGCTGATTGCTATCTAGTATGAAATAAAATTTICTTCTGCGGGA
CGTCGATATTCAGATTATGCTGATTGCTATCTAGTATGAAATAAAATTTICTTCTGCGGGA
CGTCGATATTCAGATTATGCTGATTGCTATCTAGTATGAAATAAAATTTCTTCTGCGGGA
CGTCGATATTCAGATTATGCTGATTGCTATCTAGTATGAAATAAAATTTCTTCTGCGGGA
CGTCGATATTCAGATTATGCTGATTGCTATCTAGTATGAAATAAAATTTCTTCTGCGGGA
CGTCGATATTCAGATTATGCTGATTGCTATCTAGTATGAAATAAAATTTICTTCTGCGGGA
CGTCGATATTCAGATTATGCTGATTGCTATCTAGTATGAAATAAAATTTICTTCTGCGGGA
CGTCGATATTCAGATTATGCTGATTGCTATCTAGTATTAAATAAAATTTCTTCTGCGGGA
CGTCGATATTCAGATTATGCTGATTGCTATCTAGTATGAAATAAAATTTCTTCTGCGGGA
CGTCGATATTCAGATTATGCTGATTGCTATCTAGTATGAAATAAAATTTCTTCTGCGGGA
CGNCGATATTCAGATTATGCTGATTGCTATCTAGTATGAAATAAAATTTICTTCTGCGGGA
CGTCGATATTCAGATTATGCTGATTGCTATCTAGTATGAAATAAAATTTICTTCTGCGGGA
CGGCGATATTCTGATTATGGTGATTGTTATTTGTTATGAAATAAAATTTCGTCTATTGGA

* * kK * * * * k% * * ok * k x Kk Kk *
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Alinhamento multiplo das sequencias de Bemisia tuberculata (AY057220) e Tetraleurodes
acaciae (AY521262) correspondente ao gene mitocondrial (citocromo oxidase I — mtCOI).
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AGAAGAGAGGCGGGCAAAATAGAGGTATTTGGCAGACTTGGTATGATTTATGCAATAATG
AGAAGAGAGGCGGGCAAAATAGAGGTATTTGGCAGACTTGGTATGATTTATGCAATAATG
AGAAGAGAGGCGGGCAAAATAGAGGTATTTGGCAGACTTGGTATGATTTATGCAATAATG
AGAAGAGAGGCGGGCAAAATAGAGGTATTTGGCAGACTTGGTATGATTTATGCAATAATG
AGAAGAGAGGCGGGCAAAATAGAGGTATTTGGCAGACTTGGTATGATTTATGCAATAATG
AGCAGAGAGGCGGGTAAATTAGAAGTTTTTGGTAGATTGGGGATAATTTATGCTATGTTG
AGCAGAGAGGCGGGTAAATTAAAAGTTTTTGGTAGATTGGGGATAATTTATGCTATGTTG
AGAAATGAGGCTGGTAAAATAGAAGTTTTTGGAGGATTGGGGATAATTTACGCAATGGTA

* Kk Kk *kkkkhkk kk kkhkk kkx Kk Kkk Khkkkk Kk kK kk kk Kkhkkkk kk Kk *

ACGATTGGGGTGTTGGGGTTTATTGTCTGGGGCCATCACATATTTACTGTGGGGATGGAC
ACGATTGGGGTGTTGGGGTTTATTGTCTGGGGCCATCACATATTTACTGTGGGGATGGAC
ACGATTGGGGTGTTGGGGTTTATTGTCTGGGGCCATCACATATTTACTGTGGGGATGGAC
ACGATTGGGGTGTTGGGGTTTATTGTCTGGGGCCATCACATATTTACTGTGGGGATGGAC
ACGATTGGGGTGTTGGGGTTTATTGTCTGGGGCCATCACATATTTACTGTGGGGATGGAC
ACAATTGGTGTTCTGGGTTTTATTGTTTGAGGTCATCATATATTTACTGTTGGAATAGAT
ACAATTGGTGTTICIGGGTTTTATTGTTTGAGGTCATCATATATTTACTGTTGGAATAGAT
ACTATTGGAGTTICTTGGTTTTATTGTCTGAGGCCACCATATGTTTACTGTAGGAATAGAT

* Kk kkkkk kK Kk kk kkkkkkhkk Kk kk kk kk kk Kkkhkkhkkhkkhkk kK Kkkx Kkx

GTAGATACTCGAGCTTATTTTACTTCTGCTACTATAGTTATTGCAGTTCCTACCGGTATT
GTAGATACTCGAGCTTATTTTACTTICTGCTACTATAGTTATTGCAGTTCCTACCGGTATT
GTAGATACTCGAGCTTATTTTACTTCTGCTACTATAGTTATTGCAGTTCCTACCGGTATT
GTAGATACTCGAGCTTATTTTACTTCTGCTACTATAGTTATTGCAGTTCCTACCGGTATT
GTAGATACTCGAGCTTATTTTACTTCTGCTACTATAGTTATTGCAGTTCCTACCGGTATT
GTTGATACTCGTGCTTATTTTACTTCTGCTACCATAATTATTGCTGTTCCAACTGGAATT
GTTGATACTCGTGCTTATTTTACTTCTGCTACCATAATTATTGCTGTTCCAACTGGAATT
GTAGATACTCGAGCTTATTTTACTTCTGCTACAATGGTTATTGCTGTTCCTACTGGCATT

kk Ak hkhkhkkkhkkhk Khhkkhkhkkhkkhkkhkhkhkhrkkhkhkhkhkhkrxkx K%k khkkhkkhkkkk kkhkkk*x *k Kkk K*kk

AAGATCTTTAGTTGATTGGCAACCTTGGGTGGTATATCATTTAATTGATTTAGGCCGCTT
AAGATCTTTAGTTGATTGGCAACCTTGGGTGGTATATCATTTAATTGATTTAGGCCGCTT
AAGATCTTTAGTTGATTGGCAACCTTGGGTGGTATATCATTTAATTGATTTAGGCCGCTT
AAGATCTTTAGTTGATTGGCAACCTTGGGTGGTATATCATTTAATTGATTTAGGCCGCTT
AAGATCTTTAGTTGATTGGCAACCTTGGGTGGTATATCATTTAATTGATTTAGGCCGCTT
AAAATTTTTAGTTGGTTAGCAACTTTGGGTGGTATAAAATCAAATAAATTTAGGCCACTT
AAAATTTTTAGTTGGTTAGCAACTTTGGGTGGTATAAAATCAAATAAATTTACGCCACTT
AAAATTTTTAGTTGATTGGCTACTCTTGGGGGGATGCATTTTAATTGATTTAGTCCCCTG

*kk Ak kkkkkhkkhkkk kk kk Kk * kk kk kK * * kK * Kk Kk k Kk * Kk kK

GTTCTTTGATTTTTGGGTTTTCTTTTTCTGTTTACAATGGGAGGATTGACTGGGATTGTT
GTTCTTTIGATTTTTGGGTTTTCTTTTTCTGTTTACAATGGGAGGATTGACTGGGATTGTT
GTTCTTTIGATTTTTGGGTTTTCTTTTTCTGTTTACAATGGGAGGATTGACTGGGATTGTT
GTTCTTTIGATTTTTGGGTTTTCTTTTTCTGTTTACAATGGGAGGATTGACTGGGATTGTT
GTTCTTTIGATTTTTGGGTTTTCTTTTITCTGTTTACAATGGGAGGATTGACTGGGATTGTT
ATGTTGTGATTTACTGGATTTTTATTTTTGTTTACTATAGGGGGTTTAACTGGTATTATT
ATGTTGTGATTTACTGGATTATTATTTTTGTTTACTATAGGGGGTTTAACTGGTATTATT
GCTTTTTIGATTTTTGGGGTTTTTGTTTTTGTTTACCATGGGGGGCTTGACGGGCATTGTT

* kkkk kK *kx  kx * kkk kkkkkhkkk kk kk kk kk Kk Kk KKk K%k

TTAGGTAATTCATCTGTTGATGTGTGTCTACATGACACCTATTTTGTGGTTGCCCATTTT
TTAGGTAATTCATCTGTTGATGTGTGTCTACATGACACCTATTTTGTGGTTGCCCATTTT
TTAGGTAATTCATCTGTTGATGTGTGTCTACATGACACCTATTTTGTGGTTGCCCATTTT
TTAGGTAATTCATCTGTTGATGTGTGTCTACATGACACCTATTTTGTGGTTGCCCATTTT
TTAGGTAATTCATCTGTTGATGTGTGTCTACATGACACCTATTTTGTGGTTGCCCATTTT
TTAGGCAATTCTTCGGTTGATGTTTGTTTACATGATACTTATTTTGTTGTTGCTCATTTT
TTAGGCAATTCTTCGGTTGATGTTTGTTTACATGATACTTATTTTGTTGTTGCTCATTTT
CTAGGTAATTCTTCAGTTGACGTTTGTTTACATGATACTTATTTTGTTGTTGCCCATTTT
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CATTATGTATTATCAATAGGAATTGTTTTTGCCATTGTTGGTGGTTTTATTTTCTGGTTT
CATTATGTATTATCAATAGGAATTGTTTTTGCCATTGTTGGTGGTTTTATTTTCTGGTTT
CATTATGTATTATCAATAGGAATTGTITTTTGCCATTGTTGGTGGTTTTATTTTCTGGTTT
CATTATGTATTATCAATAGGAATTGTITTTTIGCCATTGTTGGTGGTTTTATTTTCTGGTTT
CATTATGTATTATCAATAGGAATTGTITTTTGCCATTGTTGGTGGTTTAATTTTCTGGTTT
CATTATGTCTTATCTATAGGTATTATTTTTGCTATTATAGGAGGATTTATTTATTGGTTT
CATTATGTCTTATCTATAGGTATTATTTTTGCTATTATAGGAGGATTTATTTATTGGTCT
CATTATGTICTITTCTATGGGAATTGTITTTTGCAATTGTTGGAGGTTTCATTTTTTGGTTT

* ok ok kK kkk *x kk kk Ak kkk khkkkkkhkkhk KAk k ok kk kk kk Kkhkkkx *kkk K

CCTCTTGTCACAGGTATTAGAATAAATAACTATATGCTAGTTTCTCAATTITTATGTTCTA
CCTCTTGTCACAGGTATTAGAATAAATAACTATATGCTAGTTTCTCAATTITTATGTTCTA
CCTCTTGTCACAGGTATTAGAATAAATAACTATATGCTAGTTTICTCAATTITTATGTTCTA
CCTCTTGTCACAGGTATTAGAATAAATAACTATATGCTAGTTTCTCAATTTTATGTTCTA
CCTCTTGTCACAGGTATTAGAATAAATAACTATATGCTAGTTTCTCAATTTTATGTTCTA
CCTTTAGTTCTAGGGATTACTTTAAATAGATATAAATTAGTTTCTCAATTTTATATTATG
CCTTTAGTTCTAGGGATTACTTTAAATAGATATAAATTAGTTTCTCCCTTTTATATTATG
CCTTTAGTTACAGGTGTGGGAATAAACTGTTATATATTAATTTCTCAGTTITTATTTAATG

* Kk Kk ok kx * * * * * Kk x * K Kk ok *k kkkk kK * Kk Kk kKK K *

TTTATTGGTGTTAATTTAACTTTTTTITCCTCAACATTTTTTAGGCCTGGGGGGAATGCCT
TTTATTGGTGTTAATTTAACTTTTTTITCCTCAACATTTTTTAGGCCTGGGGGGAATGCCT
TTTATTGGTGTTAATTTAACTTTTTTTCCTCAACATTTTTTAGGCCTGGGGGGAATGCCT
TTTATTGGTGTTAATTTAACTTTTTTITCCTCAACATTTTTTAGGCCTGGGGGGAATGCCT
TTTATTGGTGTTAATTTAACTTTTTTITCCTICAACATTTTTTAGGCCTGGGGGGAATGCCT
TTTCTGGGAGTGAACTTAACTTTTTTTCCTICAGCATTTTTTAGGTTTAGGGGGGATACCA
TTTCTGGGAGTGAACTTAACTTTTTTITCCTICAGCATTTTTTAGGTTTAGGGGGGATACCA
TTTATTGGTGTTAATCTTACTTTTTTTCCTCAGCACTTTTTGGGTTTAGGGGGCATACCT

*kkk kK kk Kkk Kk * kkhkkhkhkkkhkkkhkhkhkrkkk Kkk KAkkkk kx * kkkkk Kkk kK

CGTCGTTATTCTGATTATGGGGATTGTTATCTTTTTTGGAATAAGGTTTCTTCTGCTGGA
CGTCGTTATTCTGATTATGGGGATTGTTATCTTTTTTGGAATAAGGTTTCTTCTGCTGGA
CGTCGTTATTCTGATTATGGGGATTGTTATCTTTTTTGGAATAAGGTTTCTTCTGCTGGA
CGTCGTTATTCTGATTATGGGGATTGTTATCTTTTTTGGAATAAGGTTTCTTCTGCTGGA
CGTCGTTATTCTGATTATGGGGATTGTTATCTTTTTTGGAATAAGGTTTICTTCTGCTGGA
CGGCGATATTCTGATTATGGTGATTGTTATTTGTTATGAAATAAAATTTCGTCTATTGGA
CGGCGATATTCTGATTATGGTGATTGTTATTTGTTATGAAATAAAATTTCGTCTATTGGA
CGTCGTTATTCAGATTACGGTGATTGCTATTTATTTTGAAACAAAATTTCTICTTTTGGG

*kk kk kkkkhkk khkkkk kk Ahkkkhkk khkk Kk kk *k Kkk kx *khk kK Kk k KKk Kx
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