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RESUMO
PAP, T. AVALIACAO DA TRANSMISSAO DO Tomato yellow vein streak virus (ToYVSV)

POR Bemisia tabaci BIOTIPO B - MEAM 1 (HEMIPTERA: ALEYRODIDAE) E CONTROLE
BIOLOGICO POR Amblydromalus limonicus (ACARI: PHYTOSEIIDAE) EM BATATA
(Solanum tuberosum L.). Sdo Paulo-SP. 2016. Dissertacdo (Mestrado em Sanidade,
Seguranca Alimentar e Ambiental no Agronegécio) - Instituto Biolégico.

A batata (Solanum tuberosum L.) é afetada por mais de 40 viroses relatadas em varias
localidades do mundo. Dentre os virus que infectam batata os principais sao aqueles
pertencentes ao género Begomovirus, como o Tomato yellow vein streak virus (ToYVSV). O
virus é transmitido por mosca-branca (Bemisia tabaci Genn.) biétipo B, um problema novo e
sério a cultura ndo s6 de batata como, também, de tomate. B. tabaci €, atualmente,
considerada o mais importante vetor de fitovirus. Algumas espécies de acaros predadores
apresentam grande potencial para uso em controle biolégico desta praga, como
Amblydromalus limonicus (Garman & McGregor). O objetivo deste trabalho de pesquisa foi
fornecer subsidios para o0 manejo de pragas na cultura de batata no Brasil, através do
controle de B. tabaci e do ToYVSV. Para isso, foram realizados: a) Estudos do processo de
transmissé@o do ToYVSV por B. tabaci biotipo B em batata ‘Asterix’ e ‘Agata’; b) Avaliacdo da
capacidade de predacgéo de A. limonicus sobre B. tabaci nas duas cultivares de batata; c)
Avaliagdo da sensibilidade do é&caro predador A. limonicus aos principais inseticidas
utiizados para o controle de B. tabaci em batata no Brasil. Os resultados obtidos
demonstram o bom potencial de uso de A. limonicus para o controle bioldgico de B. tabaci
em plantas de batata, uma vez que cada fémea adulta do predador consumiu até 8,4
ovos/dia de B. tabaci, ovipositando até 1,1 ovos/dia. O predador mostrou-se mais efetivo
para o controle de B. tabaci em plantas de ‘Agata’ do que em ‘Asterix’. Os agroquimicos
deltametrina e lambda-cialotrina causaram 100% de mortalidade de fémeas adultas de A.
limonicus. O inseticida tiametoxam e o0s inseticidas/acaricidas espiromesifeno, acefato e
diafentiuron foram classificados como inécuos (espiromesifeno) ou levemente nocivos (demais
produtos) para A. limonicus, podendo ser Uteis para 0 manejo integrado de B. tabaci em
cultivos de batata no Brasil. Foi comprovada a presenca de ToYVSV nas plantas de tomates
onde os individuos de B. tabaci passaram pelos os periodos de acesso a aquisi¢do, o virus
ndo foi detectado nas plantas de batata utilizadas nos periodos de acesso a inoculagéo por
24 horas ou 48 horas. As plantas de batata ‘Agata’ e ‘Asterix’ utilizadas nos testes de
transmiss@o ndo apresentaram sintomas caracteristicos do virus e nem resultados positivos
quando avaliadas por PCR. O estudo englobou a deteccdo de possiveis bactérias
simbiontes envolvidas no processo de transmissdo de begomovirus, indicando uma baixa
porcentagem de presenca de bactérias jA descritas como atuantes no processo de
transmisséao.

Palavras-chave: Mosca-branca, acaro predador, simbiontes, begomovirus



ABSTRACT

PAP, T. TRANSMISSION EVALUATION OF Tomato yellow vein streak virus (ToYVSV) BY
Bemisia tabaci BIOTYPE B — MEAM 1 (HEMIPTERA: ALEYRODIDAE) AND BIOLOGICAL
CONTROL BY Amblydromalus limonicus (ACARI: PHYTOSEIIDAE) IN POTATO (Solanum
tuberosum L.). S&o Paulo-SP. 2016. Dissertation (Master in Health, Food Safety and

Environmental Agribusiness) - Instituto Bioldgico.

The potato (Solanum tuberosum L.) is affected by more than 40 viruses reported in several
locations worldwide. Among the viruses that infect potato those that cause more losts are the
begomovirus, like Tomato yellow vein streak virus (ToYVSV). The virus transmitted by
whitefly (Bemisia tabaci Genn.) Biotype B is a hew and serious problem not only to potatoes
but also tomato crop. B. tabaci is currently considered the most important phytovirus insect
vector. Some species of predatory mites such as Amblydromalus limonicus (Garman &
McGregor), have great potential for use in the biological control of this pest. The aim of this
research was to provide basic information for pest management in potatoes in Brazil, through
the control of B. tabaci and ToYVSV. It was carried out the following studies to this purpose:
a) Study of the ToYVSV transmission process by B. tabaci biotype B in ‘Asterix’ and ‘Agata’
potato; b) Evaluation of the ability of predation of A. limonicus on B. tabaci in two potato
cultivars; c¢) Evaluation of the susceptibility of the predatory mite A. limonicus to the main
insecticides used to control B. tabaci potatoes in Brazil. The results show good potential for
use of A. limonicus for the biological control of B. tabaci in potatoes, since each adult female
of the predator consumed up to 8.4 B. tabaci eggs per day, laying up to 1.1 eggs per day.
The predator was more effective for the control of B. tabaci in ‘Agata’ plants than in ‘Asterix’.
The insecticide thiamethoxam and insecticides / acaricides spiromesifen, acephate and
diafenthiuron were rated as innocuous (spiromesifen) or slightly harmful (remaining
chemicals) to A. limonicus and may be useful for the integrated management of B. tabaci in
potatoes in Brazil. Although it was proved the presence of ToYVSV on the host tomatoes
where individuals of B. tabaci performed periods of access to acquisition, but, the virus was
not detected on the potatoes used on the periods of inoculation for 24 hours or 48 hours. The
‘Agata’ and ‘Asterix’ plants used in this study did not show characteristic symptoms of the
virus and any positive results when evaluated by PCR. The study included the detection of
possible bacterial symbionts involved in begomovirus transmission process, indicating a low
percentage of the presence of bacterias already described as active in the transmission
process.

Keywords: Whitefly, mite predator, symbionts, begomovirus
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uL Microlitro °C Graus Celsius
CIA Cloroférmio : Alcool Isoamilico MIP Manejo Integrado de Pragas
cm2 Centimetro quadrado EPG Electrical Penetration Graphics
DNA Acido desoxirribonucléico DAP Dias Apds Plantio
dNTPs Dideoxinucleotideos U.R. Umidade Relativa
g Grama PAA Periodo de Acesso a Aquisicdo
h Hora PAI Periodo de Acesso a Inoculaga
H20 Agua LED Light Emitting Diode
Mg2+ Magnésio cm Centimetro
MgCI2 Cloreto de magnésio G Gravidade
min Minuto M Molar
mL Mililitro Kg Kilogramas
pb Pares de bases mm Milimetro
CR Reacdo em cadeia pela MED Mediterranean
polimerase MEAM 1| Middle East Asia Minnor 1
RPM Rotagbes por minuto PVC Policloreto de polivinila
SDS Dodecil sulfato de s6dio
S Segundo
TAE Tampao Tris-acido acético-
EDTA
Taq (polimerase extraida de)
Thermus aquaticus
t Tonelada
ha Hectare




Vil

SUMARIO

RESUMO oottt et e e e e e e sttt et e e e e e e e e e a bbb ettt e e e e e e e b et e et aaee e e e e nnraarreaaeens I
AN 2 3 I 3 AN O PRSP PPPSURT Il
LISTA DE TABELAS . ...ttt ettt e e e e e e ettt e e e e e e e s bbb e e e e e e e e s ansbtrneeaaeens 1]
LISTA DE FIGURAS ...ttt e e e e e ettt e e e e e e e e sttt e e e e e e e e e nnnnebaeeaaeens \Y,
ABREVIATURAS ..ttt et e e e e e ettt e e e e e e e s e bt et e e e e e e e e s s nsstbneeaaaeeeeaanns Vil
1. INTRODUGAO. ..ottt ettt ettt e ettt ae et e e et e e teeteent et e etesteereestestesreareaneas 1
2. OBUJIETIVOS ...ttt ettt et e e e e e e e e et e e e e e e e e e st it e e e e aaeeeeaenanrraaaaaaens 3
3. REVISAO DE LITERATURA. ...ttt cee ettt ettt ete et eae et te e aseteateaeeanes 4
3.1. Batata (Solanaum tUbEroSUM L.) ....coooiiiiiii e 4
3.1.1. Cultivares utilizadas NOS tESIES ......cuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee ettt 6
T O O B O U1 117 T Vo - - RSP 6
0 I I O U 1AV T AN (= PP 6
3.2. Tomato yellow vein streak Virus — TOYVSV. ... 7
3.3. Mosca-branca Bemisia tabaci biétipo B —MEAM 1............oiiiiiiii i, 8
3.4. Simbiontes em Bemisia tabaci biotipo B — MEAM L........ccooiiiiiiiiiiiiiiiieecee e 11
3.5. O controle bioldgico pelo Acaro Amblydromalus lIMONICUS. ...........ccceevieeeeceeeeireanannns 13
3.6. A técnica de Electrical Penetration Graphics (EPG).........cccuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiicee e 15
4. MATERIAL E METODOS. .....ooiete ettt ettt ta ettt eeteateanaeaeeteateaneeneas 17
4.1. Isolado de Tomato yellow vein streak Virus (TOYVSV) ....coovvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee 17
4.2. Producgéo e manutencgédo de plantas de batata. ..............ceevvveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee 18
4.3. Coldnia de Bemisia tabaci biotipo B — MEAM 1 .......coooiiiiiiiiiiiiiiieeeeiieeeee e 18

4.3.1. Determinacao do nimero minimo de individuos de Bemisia tabaci
bi6tipo B — MEAM 1 necessarios para a transmissao do TOYVSV..........ccccceeeeeeenn. 19

4.4. Comportamento alimentar de Bemisia tabaci biétipo B — MEAM 1

em ‘Agata’ e ‘Asterix’ utilizando EPG.............cooooiiiiiii 21
4.4.1. Andlise estatistica dos dados de EPG ..........c.c.ovviiiiiiiiiiiee e 23
4.5. ANALISE MOIECUIA ... 25
4.5.1. Extrac@o de DNA total das plantas............ceeeevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 25
4.5.2. Extracdo de DNA total de Bemisia tabaci biotipo B — MEAM 1.........ccccovvvvvvvivvievennnnn. 26

4.5.3. Avaliacdo do ToYVSV em plantas de batata e tomate e em Bemisia tabaci

e das bactérias simbiontes a B. tabaci por PCR (Polymerase Chain Reaction)........ 27
4.6. Estudos sobre controle bioldgico de Bemisia tabaci biétipo B — MEAM 1

com AmMblydromalus lIMONICUS .........coooiiiiiiiiiii e 28

4.6.1. Obtencéo da populacao de acaros predadores. ...........cevvvvveeveeieeiiieiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeaeae 28



4.6.2. Capacidade de predacao de ovos Bemisia tabaci bidtipo B — MEAM 1
por Amblydromalus MONICUS. .........cuuieiiiiie e e e e e eeeees 29
4.6.3. Influéncia de Amblydromalus limonicus sobre a infestacdo de

Bemisia tabaci biotipo B — MEAM 1 em plantas de batata..............ccccceeeeieeiiiiinnne. 30
4.6.4. Sensibilidade de acaros predadores a inseticidas utilizados

para o controle de Bemisia tabaci biotipo B — MEAM 1 .........cccccoiiiiiiiiiiiiiiiieeeees 31
4.6.4.1. Testes toxicologicos com Amblydromalus lIMONICUS ...........cccoeeriiiiiiiiiiiiiieeniiiee 31
5. RESULTADOS E DISCUSSAOD .......ccuiiieieeeee ettt eae et 33
5.1. Confirmacdo da identificacao dO VIFUS ..........uiiiiiiiiiiice e 33

5.2. Avaliacéo da eficiéncia de transmissao do ToYVSV por

Bemisia tabaci biotipo B —MEAM L. 34
5.3. Identificagdo da populagéo de simbiontes de
Bemisia tabaci biotipo B—MEAM L.... ... 37

5.4. Comportamento alimentar de Bemisia tabaci biétipo B — MEAM 1

em ‘Agata’ e ‘Asterix’ utilizando EPG..................ccccc 42
5.5. Estudos sobre controle biol6gico de Bemisia tabaci biétipo B — MEAM 1

com AmMbBlydromalus lIMONICUS .........ccooiiiiiiiiiiiii 47
5.5.1. Capacidade de predacao de ovos Bemisia tabaci bi6tipo B — MEAM 1

por AmbBlydromalus IMONICUS .........coooeiieeeeee e 47
5.5.2. Influéncia de Amblydromalus limonicus sobre a infestacao

de Bemisia tabaci biotipo B— MEAM 1 em plantas de batata.............ccccooecvvvvieennnnn. 48
5.5.3. Testes toxicol6gicos com Amblydromalus limonICUS ............ceeiieriiiiiiiiiiiiieeee i, 49
B. CONCLUSOES ...ttt ettt ettt en e 51

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ... .. 52



1. INTRODUCAO

A batateira Solanum tuberosum L. € uma das mais importantes espécies da familia
Solanaceae, considerada a quarta fonte alimentar da humanidade, situando-se logo apés o
trigo (Triticum spp.), o milho (Zea mays L.) e o arroz (Oryza spp.) (HAWKES; FRANCISCO-
ORTEGA, 1993; FAO, 2014). O consumo anual médio de batata por pessoa em paises
europeus € superior a 100 kg, enquanto que no Brasil € de seis quilos (IBGE, 2015).

No Brasil, a estimativa de area plantada para 2015 foi de 129.569 hectares, com
rendimento de 87 t/ha, numa producéo final de cerca de 3.637.593 toneladas. Os estados
responsaveis pelas maiores producdes sdo Minas Gerais, Goids, Sdo Paulo, Bahia e Rio
Grande do Sul, concentrando mais de 95% da produgé&o nacional (IBGE, 2015).

Diversos tipos de ataque de pragas, dentre eles fungos, bactérias, virus, nematoides e
insetos, impactam negativamente a producdo de batatas (GIUSTO, 2006). Dentre as
doencas destacam-se mais de 40 viroses relatadas em varias localidades produtoras de
batata do mundo (BERGER; GERMAN, 2001).

Muitas das espécies de virus que infectam a batateira sdo transmitidas por insetos
vetores, como a mosca-branca e através de tubérculos sementes. Como o Brasil é
dependente da importacdo de batata semente para o cultivo, é estratégico ndo s6 a
verificagdo do estado fitossanitario dessas sementes, como também o monitoramento da
cultura quanto a presenca de pragas (BERGER; GERMAN, 2001).

Os danos causados pela mosca-branca, Bemisia tabaci (Genn.), podem ser divididos
em danos diretos e indiretos. Os danos diretos sdo aqueles associados a introducdo de
toxinas em tecidos foliares que provocam desordens fisiol6gicas e a propria succdo pela
praga que causa o definhamento da planta pela perda da seiva. Os danos indiretos séo
aqueles provocados indiretamente pela colonizagdo da mosca-branca na planta como, por
exemplo, a secrecdo agucarada (honeydew) excretada pelo inseto durante sua alimentagéo
gue favorece a colonizagdo por fungos saprofitos, e estes por sua vez reduzem a area
fotossintética da folha; no entanto, o que se destaca é a atuagdo do inseto como vetor de
fitovirus (CAMERON et al., 2013).

Dentre as 128 espécies de fitovirus transmitidos por B. tabaci temos entre elas os
Begomovirus (familia Geminiviridae). As espécies desse género ja foram relatadas em
solanaceas como plantas de tomate e batata (FARIA et al., 1997; SOUZA-DIAS, 2008). Os
primeiros relatos de geminivirus surgiram em 1965 no Brasil, e foram associados a
infestacdes de mosca-branca (COSTA, 1965).



B. tabaci é o0 inseto vetor mais importante e Unico conhecido de Begomovirus
(HARRISON, 1985; DUFFUS, 1987; GERLING; MOTRO; HOROWITZ, 1980). Entre os
principais begomovirus, que ocorrem em batata destacam-se o Tomato yellow vein streak
virus (ToYVSV), Tomato severe rugose virus (ToSRV), e Tomato yellow leaf curl virus
(TYLCV); sendo este ultimo ainda ndo foi relatado no Brasil, e classificado como praga
quarentendria A1 (SOUZA-DIAS, 1996; JONES, 2003).

Desde a década de 1990, os begomovirus sdo predominantes em varias regides
produtoras de batata, como o estado de S&o Paulo e o Distrito Federal (SOUZA-DIAS, 1996).
Os sintomas caracteristicos sdo deformacdo de topo, mosqueado, mosaico amarelo e
reducdo de éarea foliar (FARIA et al.,, 2000; SOUZA-DIAS et al., 2008b). Em &reas de
producdo de batata, ToYVSV induz mosaico e deformacéo foliar, e a transmisséo ocorre
tanto por batata-semente quanto por vetor. Desta forma, essa espécie de virus oriunda de
plantas de tomate e transmitida por B. tabaci, constituem um problema relativamente novo e
sério a bataticultura no Brasil.

Recentemente ha relatos de que bactérias simbiontes podem interferir na transmissao
de begomovirus. Os simbiontes secundarios como a bactéria secundaria Hamiltonella
defensa e Ricketsia spp. foram descritas por influenciarem na transmissdo do begomovirus
TYLCV (SU et al., 2013; KLIOT et al., 2014).

Visando a importacia do controle da mosca-branca, e assim, da transmissao de
begomovirus h& a necessidade de diminuir o uso de agroquimicos utilizados na cultura de
batata aumentaando a aca de algumas espécies de acaros predadores, principalmente dos
generalistas (habito alimentar tipo IllI), como os dos géneros Neoseiulus, Typhlodromus e
Amblyseius. Estes tém sido avaliados como um potencial para o controle de insetos como
tripes e moscas-brancas (McMURTRY; CROFT, 1997). A espécie Amblydromalus limonicus
[=Typhlodromalus (Amblyseius) limonicus] (Garman & McGregor) (Acari: Phytoseiidae)
apresenta bom potencial para ser utilizado em programas de controle biolégico de moscas-
brancas, tripes e acaros tetraniquideos (Van HOUTEN et al., 1995; 2008).

Assim, o conhecimento de métodos de controle de pragas no cultivo da batata é de
suma importancia devido ao alto custo de producdo e as grandes perdas na produtividade,

principalmente por se tratar do controle de insetos vetores de virus.



2. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho de pesquisa foi fornecer subsidios para o manejo da cultura
de batata no Brasil visando o controle de Bemisia tabaci biotipo B — MEAM 1 e Tomato
yellow vein streak virus:

a) Estudar o processo de transmissdo do Tomato yellow vein streak virus por Bemisia
tabaci biétipo B — MEAM 1 em plantas de batata ‘Asterix’ e ‘Agata’;

b) Avaliar a capacidade de predacdo de Amblydromalus limonicus sobre Bemisia
tabaci bidtipo B — MEAM 1 nas plantas de batatas ‘Asterix’ e ‘Agata’;

c) Avaliar a sensibilidade do acaro predador Amblydromalus limonicus aos principais
inseticidas utilizados para o controle de Bemisia tabaci biétipo B — MEAM 1 em plantas de

batata no Brasil.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Batata (Solanum tuberosum L.)

A familia Solanaceae possui espécies de grande importancia econdmica, como a
batata (Solanum tuberosum L.) que € uma das mais importantes espécies da familia, a qual
inclui também o tomate (Solanum lycopersicum L.), o pimentdo (Capsicum annuum L.) e 0
fumo (Nicotiana tabacum L.) (HAWKES, 1993).

Solanum tuberosum é uma planta perene, cultivada normalmente como anual. Essa
apresenta caracteristicas como folhas compostas, flores, estoldes, ou seja, ramificacdes
originadas de gemas que se encontram nas axilas de folhas rudimentares na parte
subterranea do caule, e ao final destes estéo os tubérculos, que séo caules adaptados para
reproducdo e reserva de amido. A planta de batata considerada normal desenvolve o
mesmo numero de hastes de acordo com o nimero de brotos que saem da batata-semente.
O sistema radicular da batata é superficial e as raizes se concentram em até 30 cm de
profundidade (LOPES; BUSO, 1997; FILGUEIRA, 2000).

O ciclo vegetativo da cultura pode ser precoce (menor que 90 dias), médio (90-110
dias) ou tardio (>110 dias), sendo que este periodo varia entre as cultivares (FORTES,
2003).

Apo0s ensaios realizados com plantas de batatas ‘Bintje’, de ciclo precoce, e ‘Aracy’, de
ciclo tardio, quatro estadios fenolégicos foram definidos. O estadio | tem uma duracao de
uma a duas semanas ap0s o plantio, abrangendo do momento em que a batata-semente
brota até a emergéncia das hastes, tendo pouca exigéncia de agua. O estadio Il comeca
entre a quarta e a quinta semana depois do plantio, sendo que no intervalo entre
emergéncia da haste e a tuberizacdo; ha um aumento na necessidade de agua e inicia-se a
adubacéo, devido ao desenvolvimento radicular. O estadio Il ocorre na oitava semana,
guando se atinge o apice do desenvolvimento vegetativo; nesse estadio ha maior absorcéo
de nutrientes e pode ocorrer a formacéo de flores, dependo das condi¢des climéticas. O
estadio IV é o maior e dura até a senescéncia da planta; nele acontece o incremento em
peso dos tubérculos enquanto a parte aérea estiver viva. Em sequéncia, ocorre 0
amarelecimento das folhas entre a décima segunda e a décima quarta semana. Nos
estadios Il e IV deve-se ter os maiores cuidados fitossanitarios, pois nesse periodo é que se
tem a maior incidéncia de pragas e doencas (FILGUEIRA, 2003).

No Brasil, o cultivo da batata é realizado em trés safras. Na primeira, a das aguas, o

plantio ocorre no periodo de setembro a novembro, com a colheita a partir de janeiro. Neste



periodo a irrigagdo ndo é tdo necessaria, porém a alta umidade e a elevada temperatura
fazem com que a parte aérea seja consideravelmente aumentada, podendo assim ocorrer o
acamamento da planta e a presenca de foliolos menores, 0 que ocasiona um atraso na
tuberizagdo. Na segunda safra, a da seca, o plantio é realizado entre fevereiro e abril com a
colheita na seca, e no inicio do plantio a pluviosidade pode ser suficiente para manter a
planta. Na terceira safra, a de inverno, o plantio vai de maio a julho e a colheita ocorre em
setembro; durante este periodo, a irrigacdo é necesséria e a qualidade do tubérculo é
superior, com isso, o preco do tubérculo fica mais elevado se comparado com o de outras
safras (CARVALHO DIAS, 1993; CHOER, 2003).

Em 2015, a area plantada foi estimada em 129.569 hectares, com rendimento de 87
t/ha, numa producéo final esperada de 3.637.593 toneladas. Os estados responsaveis pelas
maiores producdes foram Minas Gerais, Goias, S&o Paulo, Bahia e Rio Grande do Sul,
concentrando mais de 95% da producéo do pais (IBGE, 2015). Aproximadamente 90% da
producdo de batata se concentraram nas Regifes Sul e Sudeste, enquanto o restante
estava nas Regides Centro-Oeste e Nordeste em areas com altitudes superiores a 900 m
(LEGNARO; SABIO, 2007; AVILA et al., 2009), como o municipio de Cristalina em Goias e a
Chapada da Diamantina, na Bahia (LEGNARO; SABIO, 2007). As condi¢Bes climaticas
encontradas nesses locais sdo excepcionais para 0 cultivo da batateira contribuindo para
produtividade 60% superior & média brasileira, atingindo 40 toneladas por ha (AVILA et al.,
2009).

A produtividade da batata é afetada, também, pela presenca de pragas e doencas.
Dentre as pragas que afetam a producdo da batata no Brasil temos a mosca-branca B.
tabaci, descrita por Lourencdo e Nagai (1994) como uma praga de plantas de batata de
grande importancia tanto pelos danos diretos quanto pelos danos indiretos que causam a
producéao.

A propagacdo da batateira € comumente realizada através de tubérculos (batata-
semente), por essa razdo, este insumo deve ser de alta qualidade agronbmica e
fitossanitaria, pois, caso contrario, uma provavel consequéncia seria a queda na
produtividade da lavoura, devido principalmente a doencas (AVILA et al., 2009).

Do ponto de vista da legislagéo, as “Unidades Certificadoras” do Brasil ndo atendem a
demanda de analises para sanidade de tubérculos-sementes (FIGUEIRA, 2006) e, na
auséncia destas, os produtores passaram a realizar a autocertificacdo, causando
informalizacdo na producdo de sementes, e agravando o0s problemas fitossanitarios
(ANDREATTA, 2006).



3.1.1.Cultivares utilizadas nos experimentos

3.1.1.1. Cultivar Agata

‘Agata’ € proveniente da Holanda e originaria do cruzamento das variedades Bohm x
Sirco. Apresenta maturacdo de precoce a muito precoce, com rendimento alto e baixo teor
de matéria seca. Suas plantas tém hastes finas, com coloracdo verde pronunciada; sua
folhagem apresenta bom desenvolvimento, folhas moderadamente grandes, de silhueta
fechada e de cor verde clara. Apresenta pouca inflorescéncia e suas flores sdo de cor
branca. O tubérculo tem casca de coloracdo amarela, predominantemente lisa, polpa
amarela clara; olhos superficiais, definicAo do numero de tubérculos em torno de 15 dias
(considerado uma caracteristica marcante de ‘Agata’), producao de tubérculos normalmente
de tamanho uniforme. Broto com formas cilindricas, largas, coloragdo violeta avermelhada
pouco pronunciada, e escassamente piloso. Devido as suas caracteristicas de tubérculo e
pela boa aceitacdo dos consumidores e produtores, gragas ao pouco tempo em campo, a
‘Agata’ representa atualmente a cultivar com maior area plantada no Brasil (JADOSKI et al.,

2012), representando cerca de 60% da produgao nacional.

3.1.1.2. Cultivar Asterix

‘Asterix’ € holandesa originaria do cruzamento das variedades SVP VE 70-9 x Cardinal.
E uma planta alta, com estrutura de folhnagem tipo caule; hastes eretas, coloracdo moderada
de antocianina; folhas grandes, verdes, silhueta semiaberta a fechada; floragdo rica,
nenhuma ou coloragdo muito leve de antocianina dentro da corola de flor. Seus tubérculos
possuem a forma oval a oval alongada; pele vermelha, casca predominantemente aspera;
polpa de cor amarelo clara; olhos muito superficiais. O tamanho do broto é moderadamente
grande, cbnico, com forte coloragdo de antocianina e moderada a forte pubescéncia da
base; botéo terminal com tamanho variando de moderadamente grande a grande e, ocorre a
reducdo de antocianina variando de forte a muito forte; ponta de raiz em quantidade
moderada a pouca. A cultivar tem um Otimo sabor e é excelente para ser usada no
processamento de pré-fritas congeladas. E resistente a nematoides e ao cancro, tem
resisténcia moderada a sarna comum e a requeima, boa resisténcia ao crescimento
secundario e aos danos mecanicos. E uma variedade facil de plantar e boa para armazenar.

E a cultivar cuja area plantada mais cresceu na Europa nos ultimos anos (ABBA, 2015).



3.2. Tomato yellow vein streak virus — ToYVSV

Tomato yellow vein streak virus (ToYVSV) é uma espécie do género Begomovirus,
membro da familia Geminiviridae. As espéces pertencentes a esta familia sdo importantes,
pois tém potencial de se disseminar rapidamente em campos de producgédo, causando
grandes perdas econémicas (NAVAS-CASTILLO et al., 2011; STEVENSON et al., 2001).

A familia Geminiviridae compreende sete géneros, classificados de acordo com a
organizacao de seu genoma: Mastrevirus, Curtovirus, Topocuvirus, Becurtovirus, Eragovirus,
Turncurtovirus e Begomovirus (ICTV, 2015). Os geminivirus tém como caracteristica virions
‘geminados’, ou seja, formados por dois icosaedros incompletos e unidos, porém com um sé
tipo de proteina e genoma circular de ssDNA (BROWN et al.,, 2012). O numero de
segmentos de DNA (um ou dois) e os vetores variam de acordo com o género (BROWN et
al., 2012).

O género Begomovirus, com 288 espécies aceitas (ICTV, 2015), se caracteriza por
apresentar: 1) particulas geminadas, icosaédricas de 15 a 20 nm de diametro; 1l) uma ou
duas moléculas de DNA (DNA A e DNA B), circulares e de fita simples; Ill) transmisséo por
B. tabaci; 1V) hospedeiras, geralmente dicotiledéneas (ALBUQUERQUE, 2012; BROWN et
al., 2012).

As begomoviroses podem causar perdas que variam de 20 a 100% na producgéo
(BROWN; BIRD, 1992). As populacdes do bidtipo B de B. tabaci tém uma grande
capacidade de transmitir begomovirus, apesar de outros bi6tipos também transmitirem
eficientemente (JONES, 2003).

Os begomovirus sdo transmitidos por adultos e ninfas de B. tabaci de maneira
persistente. O manejo de begomoviroses é realizado com plantio de cultivares tolerantes ao
virus, quando disponiveis, e o controle do inseto vetor (VILLAS-BOAS; CASTELO BRANCO,
2009). Apesar dos estudos e avancos na produgdo de material resistente aos begomovirus
e & mosca-branca, estes virus continuam causando grandes perdas na produc&o (AVILA et
al., 2009).

Trabalhos recentes tém descrito a interacdo entre simbiontes e moscas-brancas e as
particulas virais e proteinas secretadas por essas bactérias simbiontes secundarias,
presentes no trato digestivo da mosca-banca. Esta interacdo pode auxiliar nos processos de
aquisicao, translocacao, retencdo e transmissao do virus (SU et al.,, 2013, KLIOT et al.,
2014)

Os begomovirus ja foram descritos como sendo divididos em dois grupos, o do Velho

Mundo, representado principalmente pelo TYLCV, que possui apenas um segmento de DNA



circular, e os do Novo Mundo como o ToYVSV que possui duas moléculas de DNA: o DNA
A, que contém os genes relacionados a replicagdo viral e a sintese da capa proteica, e 0
DNA B, que possui 0s genes associados ao movimento e a expressao de sintomas
(TIMMERMANS; PREMDAS; MESSING, 1994; FARIA et al.,, 1997, BROWN, 1997,
CZOSNEK et al., 2002; BARBOSA et al., 2011).

As espécies de Begomovirus que possuem genoma bipartido, como o ToYVSV, estdo
no tecido floematico e tambem que podem vir a ser encontradas no cértex, mesofilo e
epiderme foliar. Entretanto os begomovirus que possuem genoma monopartido, como o
TYLCV, estdo descritos como limitados apenas ao tecido do floema (TIMMERMANS;
PREMDAS; MESSING, 1994; MORRA; PETTY, 2000).

A caracterizacdo molecular parcial do ToYVSV no pais revelou a existéncia de ampla
diversidade genética, com pelo menos nove provaveis espécies ja identificadas (FARIA et al.,
2000; RIBEIRO et al., 2002).

3.3. Mosca-branca Bemisia tabaci biétipo B — MEAM 1

A primeira descricdo da mosca-branca Bemisia tabaci foi feita por Gennadius, na
Grécia em 1889, proveniente de material adquirido de coleta de planta de fumo, sendo
denominada na ocasido Aleurodes tabaci (BROWN; FROHLICH; ROSELL, 1995). Este
inseto tem 1 mm de comprimento e é dotado de quatro asas membranosas.

B. tabaci (Genn.) pertence a ordem Hemiptera, subordem Sternorrhyncha, familia
Aleyrodidae e subfamilia Aleyrodicinae. A familia Aleyrodidae possui cerca de 1500
espécies (INBAR; GERLING, 2008), sendo que a subfamilia Aleyrodicinae compreende mais
de 90% do total de espécies (MARTIN; MOUND, 2007). Apesar desse nimero expressivo,
apenas quatro espécies sao relatadas como vetores de virus, sendo eles: Trialeurodes
vaporariorum, T. abutilonea, T. ricini e B. tabaci. Atualmente, essa espécie é considerada
como mais importante vetor de fitovirus e U(nico vetor conhecido de Begomovirus
(GERLING; MOTRO; HOROWITZ, 1980; HARRISON, 1985; DUFFUS, 1987).

B. tabaci é cosmopolita, com suposto centro de origem no Oriente (india e Paquist&o),
tendo sido introduzida na Africa, Europa e Américas pelo transporte e intercambio de
material vegetal (BROWN; BIRD, 1992; BROWN, 1997).

No Brasil, a mosca-branca B. tabaci € conhecida desde 1923 (BONDAR, 1928),
ocorrendo em varias culturas e plantas invasoras, no entanto em baixas infestacdes. Em

1968, na regido norte do Parand, surtos populacionais dessa espécie representada pelo



bi6tipo A dominante na época, foram verificados em lavouras de algodéo e feijao (COSTA;
RUSSEL, 1973).

B. tabaci € um complexo de espécies constituido por mais de 40 bidétipos, ou seja,
espécies morfologicamente indistintas. O biétipo B de B. tabaci [= B. argentifolii Bellows &
Perring], atualmente pertencente ao grupo MEAM 1 (Middle East-Minor Asia 1) (DINSDALE
et al., 2010), foi introduzido no Brasil no inicio da década de 1990 (LOURENCAO; NAGAI,
1994). Desde entdo, o bidtipo predominante € o B (anteriormente o bidtipo A era o que
predominava no pais) com destaque para as culturas de feijdo e soja. A mudanca da
predominancia do biétipo A para o bi6tipo B, ou o deslocamento de um bidtipo pelo outro,
pode ser explicada pela maior taxa de reproducdo, alta oviposicdo e um nimero muito maior
de plantas hospedeiras (BEDFORD et al., 1994; RABELLO et al., 2005). Fato semelhante
esta ocorrendo nos paises do Mediterraneo e Europa com um novo bidtipo resistente a
alguns inseticidas neonicotinoides e que conseguiu se sobrepor ao biétipo B, o biétipo Q
(TIWARI; NEMA; KHARE, 2013). A partir do Oriente Médio, o biétipo Q conseguiu se
disseminar para diversas partes do mundo (LEFEUVRE et al., 2010; BARBOSA et al., 2014),
inclusive para a Asia (CHU et al., 2006; LIU et al., 2012), e no Brasil em 2013
(MARUBAYASHI et al., 2013).

B. tabaci destaca-se como um dos mais destrutivos insetos-praga de culturas
protegidas ou plantacdes em campo (XU; LIN; LIU, 2011; PAN et al., 2012). Infesta mais de
600 espécies de plantas, mono e dicotileddneas, incluindo espécies cultivadas ou nédo
(BROWN; FROHLICH; ROSELL, 1995 De BARRO et al., 2011, LOURENCAO; SAKATE;
VALLE, 2014). Segundo Lourencdo e colaboradores (2014), as principais culturas de
interesse econbmico atacadas por este inseto no Brasil sdo: algoddo (Gossypium
herbaceum L.), abdbora (Curcubita spp.), batata (Solanum tuberosum L.), feijao (Phaseolus
vulgaris), tomate (Solanum lycopersicum), melancia (Citrullus lanatus L.), meldo (Cucumis
melo L.), soja (Glycine max), videira (Vitis spp.), hortalicas diversas e ornamentais. Dentre
as plantas da vegetacdo espontanea, algumas hospedeiras sdo: amendoim-bravo
(Euphorbia heterophylla L.), caruru (Amaranthus spp.), corda-de-viola (Ipomoea sp., Pavonia
cancellata Cav., Pavonia humifusa A. St-Hill), guanxuma (Sida rhombifolia L.), joa-bravo
(Solanum viarum Dun.), marmeleiro (Croton sonderianus Muell. Arg.), maria-preta (Solanum
americanum L.), mata-pasto-liso [Senna tora (L.). Roxb.] , meldo-de-sdo-caetano
(Mormodica charantia Moric.), quebra-pedra (Phylanthus tenellus Roxb.) e serralha-
vermelha (Emilia sonchifolia L.) (LOURENC;AO; NAGAI, 1994; HAJI et al., 2015; MOREIRA,
2001; LOURENCAO et al., 2003).

No Estado de Séo Paulo, o bidtipo B de B. tabaci foi primeiramente observado na

regido de Paulinia em 1992, nas culturas de abdbora, brocolis e berinjela; em Ibiana no
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mesmo ano, nas culturas de tomate; em Ribeirdo Preto em 1994, nas culturas de brocolis,
berinjela e jil6; e em Aracatuba e Presidente Prudente em 1995, em cultivos de tomate e
plantas ornamentais, além de infestacBes severas em plantas da vegetacdo espontanea
local (LOURENCAO, 1997). Na cultura da batata ela é conhecida ha varios anos, mas suas
populacdes eram pequenas, ndo causando graves danos as plantas (MOUND; HALSEY,
1978; GALLO et al., 2002).

O ciclo de vida de B. tabaci biétipo B varia de acordo com a planta hospedeira e as
condicbes ambientais, sendo a temperatura um dos fatores mais determinantes. Segundo
Salgueiro (1993), o ciclo de vida de B. tabaci dura 19 dias a 32°C, podendo chegar a 73 dias
a 15°C; em condicGes favoraveis, esse inseto pode apresentar de 11 a 15 geracdes por ano,
sendo que cada fémea pode colocar de 100 a 300 ovos durante o seu ciclo de vida. Lacerda
e Carvalho (2008) mencionaram um periodo de desenvolvimento de ovo a adulto foi de 22,3
dias em plantas de tomate e de 25,6 dias em repolho (a 25°C e 65% de umidade relativa).
Nessas condigdes, a duracdo dos diversos estadios de desenvolvimento, emplantas de
tomate e repolho, foram respectivamente de 7,3 e 7,7 dias para ovo (periodo embrionario);
4,0 e 4,4 dias para o primeiro instar; 2,7 e 3,4 dias para o segundo instar; 2,5 e 4,3 dias para
terceiro instar, e 5,8 e 5,7 dias para pupa.

Segundo De Barro (2011), B. tabaci alcancou o status de praga mais danosa as
culturas mundiais de plantio em campo aberto e protegido, em 1980. O mesmo autor
também menciona que a expansdo dos virus transmitidos por B. tabaci ao redor do mundo
se deve a facilidade na dispersdo deste inseto pelo globo, e que o plantio intensivo de
monoculturas associado a utilizacdo macica de inseticidas leva a resisténcia na espécie. Por
estas razdes, o controle do inseto e das viroses a ele associadas tem se tornado cada vez
mais dificil e a disseminagéo dessas doencgas tem aumentado.

O controle quimico da praga é bastante dificil devido ao reduzido nimero de produtos
efetivos registrados para a cultura da batata, associado ao fato da rapida sele¢do de
populagdes resistentes aos inseticidas utilizados para seu controle (RODITAKIS;
RODITAKIS; TSANGKARAKQU, 2005). Além disso, outros fatores associados a dificuldade
de controle da praga incluem: o local de postura, geralmente folhas ‘baixeiras’ onde os
inseticidas de impacto knock down n&o sédo efetivos e a falta de inseticidas de ag&o ovicida
ou de fases imaturas, que possibilitam o rapido restabelecimento populacional da praga.

A mosca-branca se alimenta no floema da planta, introduzindo o estilete e extraindo
amino&cidos e carboidratos necessarios para sua sobrevivéncia, ao mesmo tempo o0 inseto
pode adquirir o virus. O virus circula internamente via canal digestivo até a camara filtro
onde se alojam. A maior parte das bactérias simbitticas se aloam no intestino médio

(meséntero). Posteriormente, o virus entra em contato com as proteinas secretadas pelas
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bactérias que o auxiliam a passar para a hemolinfa do corpo do inseto até atingir as
glandulas salivares acessorias e, assim quando o inseto se alimenta em outra planta
transmite o begomovirus (BROWN; BIRD, 1992; CZEPAK et al., 2009).

B. tabaci é vetor de aproximadamente 111 espécies de fitovirus, sendo que, sé o
género Begomovirus (familia Geminiviridae) engloba mais de 90% do total de espécies de
virus transmitidos por este inseto; convém salientar que esta espécie € o Unico vetor
conhecido de Begomovirus (JONES, 2003).

No Brasil, dentre as culturas mais afetadas pela transmissdo dos begomovirus pelo
bi6tipo B de B. tabaci destacam-se as plantas de batata, feijdo, meldo, pimentdo e tomate,
com sintomas bastante severos nas plantas (HAJI et al., 2001; LOURENCAO; SAKATE;
VALLE, 2014). Muitas das espécies nao cultivadas servem de hospedeiros para 0s virus
transmitidos por B. tabaci as plantas cultivadas. (CAVALCANTE, 2014). Um dos geminivirus,
o ToYVSYV, tornou-se a espécie predominante em varias regides, como no estado de Séo
Paulo e no Distrito Federal, em plantas de tomate e batata (COLARICCIO et al., 2007).

3.4. Simbiontes em Bemisia tabaci bi6tipo B — MEAM 1

Os insetos que se alimentam de seiva de plantas, como a mosca-branca, evoluiram e
se adaptaram a novos habitats favorecidos pelas rela¢cbes com seus simbiontes, pois estes
auxiliam na interagdo do inseto com seu hospedeiro e com o meio ambiente, fornecendo a
resisténcia a alguns fatores ambientais, como temperatura, ou até mesmo modificando o
circulo de hospedeiras nas quais os insetos se alimentam (PINHEIRO et al.,, 2015;
HANSEN; MORAN, 2011).

Os insetos que se alimentam no floema possuem bactérias enddgenas que sao
denominadas endossimbiontes ou simbiontes e sdo dvididos em primarios e secundarios
(PINHEIRO et al., 2015).

A bactéria descrita como simbionte primario obrigatério para a mosca-branca, B. tabaci,
€ denominada Candidatus Portiera aleyrodidarum (Portiera aleyrodidarum) que auxilia na
complementacdo da alimentacdo das moscas-brancas. Esta € passada verticalmente das
fémeas para a prole devido ao fato de se localizar em células especializadas para manter 0s
simbiontes, denominadas bacteridcitos. Embora a bactéria seja descrita como obrigatoria,
ndo significa que a mosca-branca ndo sobreviva na auséncia da mesma, porém a mosca-
branca se desenvolve de forma diferente necessitando de uma alimentacdo mais reforcada

e continua, pois ha relatos de que a bactéria secreta, para a mosca-branca, aminoacidos e
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carotenoides essenciais para o seu desenvolvimento, auxiliando no aumento da taxa
reprodutiva e oviposi¢do, permitindo com que a mosca-branca se reproduza com maior
eficiéncia e oviponha um numero maior de ovos (WILKINSON; DOUGLAS, 1996; PINHEIRO
et al., 2015; THAO; BAUMANN, 2004; BING et al., 2013).

Sete géneros ja foram caracterizados e descritos como simbiontes secundérios de B.
tabaci: Candidatus Hamiltonella defensa, Rickettsia spp., Candidatus Wolbachia spp.,
Candidatus Cardinium hertigii, Arsenophonus spp., Candidatus Fritschea bemisiae, Orientia
spp. (PINHEIRO et al.,, 2015; ZHANG et al.,, 2015). A transmissdo desses simbiontes
secundarios pode ocorrer de maneira vertical ou horizontal, sendo que a horizontal se d& por
via reprodutiva e em alguns casos a aquisicdo ocorre pela alimentacdo em plantas que
contenham a bactéria (CHIEL et al., 2009; BING et al., 2013; KLIOT et al., 2014).

Os fatores relacionados a presenca de diferentes simbiontes secundarios em
populagbes do mesmo bidtipo de B. tabaci podem variar de acordo com as plantas
hospedeiras dos insetos, temperatura, geografia e até mesmo as viroses relacionadas ao
inseto (CHIEL et al., 2007; SKALJAC et al., 2013; KLIOT et al., 2014).

Alguns simbiontes secundarios de B. tabaci vém sendo relatados como auxiliadores
nos eventos de aquisi¢do, translocacédo, retencdo e transmissdo dos virus que os insetos
sdo vetores. Entretanto, também existem relatos em que 0s simbiontes secundarios
estariam associados a resisténcia a inseticidas, altas temperaturas, protecdo a parasitoides,
manipulacdo da reproducao e inibicdo da transmissdo de patégenos (OLIVER et al., 2003;
RUSSELL; MORAN, 2006; KONTSEDALOV et al., 2008; MOREIRA et al., 2009; GOTTLIEB
et al., 2010; KLIOT et al., 2014; PINHEIRO et al., 2015).

Como exemplo de bactéria simbionte secundaria que interage durante os eventos de
aquisicao, translocacao, retencdo e transmissdo do begomovirus TYLCV, pode ser citada a
bactéria Hamiltonella defensa. Esta bactéria secreta uma proteina homoéloga, GroEL, que
interage fisicamente com o virus aumentando em 80% a taxa de aquisi¢do, retencdo e
transmissao do virus (SU et al., 2013).

A proteina GroEL é uma chaperonina secretada por diversas bactérias; estas
proteinas sdo relatadas como interagindo com particulas virais que infectam bactérias,
animais e plantas. Aparentemente a GroEL tem a habilidade de se ligar fisicamente com as
proteinas da capa viral e assim auxiliar no processo de translocacao do virus pelo corpo do
inseto (Van Den HEUVEL et al., 1994; 1999; HOGENHOUT et al., 2000; KLIOT; GHANIM,
2013)

Também pode ser citado 0 aumento na taxa de ocorréncia destes eventos para o

mesmo virus, quando na presenca de bactérias simbiontes secundarias do género
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Rickettsia, onde a presenca da bactéria ocasionou uma melhor aquisi¢cao/transmissao (79%)
se comparada as moscas-brancas sem a presenca do simbionte (41%) (KLIOT et al., 2014).

Embora os casos citados acima tenham sido descritos referentes a transmisséo do
TYLCV, sendo este um begomovirus do Velho Mundo com apenas uma particula de DNA, ja
foi descrito que este fato ndo influencia na transmisséo e na interagcdo entre os begomovirus
e as proteinas secretadas pelas bactérias no momento da transmissdo (CZOSNEK et al.,
2002).

Assim como existem bactérias simbiontes relacionadas a aquisicdo, translocacgéo,
retencdo e transmissdo de patdgenos, também existem bactérias simbiontes responsaveis
pela inibicdo da ocorréncia desses eventos. A bactéria Wolbachia spp., género descrito
como simbiontes secundarios de diversos artropodes, foi relatada em mosquitos como
Aedes aegypti na Austrdlia inibindo a replicagdo dos virus da dengue e chikungunya e,
também, de Plasmodium (MOREIRA et al., 2009; KLIOT et al., 2014).

A presenca dos simbiontes secundarios pode estar relacionada a presenga ou
auséncia dos virus, pois segundo Kliot e colaboradores (2014), as moscas-brancas que
continham o simbionte secundéario Rickettsia foram expostas a plantas infectadas por
TYLCV tinham sua concentracdo de bactéria reduzida, sugerindo que o begomovirus e a
bactéria competem pelos recursos providos pela mosca-branca.

3.5. O controle biolégico pelo a&caro Amblydromalus limonicus

Com o crescente interesse pela melhoria da qualidade dos produtos agricolas e do
meio ambiente, o controle biolégico vem assumindo importancia cada vez maior em
programas de manejo integrado de pragas (MIP). Neste caso, pode frequentemente ser
associado a outros métodos de controle, como o cultural, o fisico, o da resisténcia de
plantas e o quimico (PARRA et al., 2002).

O controle biol6gico pode ser visto do ponto de vista natural e aplicado. Na natureza é
um fenbmeno que regula a populacdo de um organismo pela combinacdo de fatores
naturais biéticos ou abiéticos. Ja a técnica, quando aplicada, refere-se ao uso de inimigos
naturais para diminuir a populacdo de uma praga. A aplicagcdo pode ser conduzida pela
adocao de trés estratégias: classico, por conservacao e por incremento.

O controle biolégico “classico” abrange a introdugéo de inimigos naturais em uma area
onde estes ainda ndo estejam presentes, com o0 objetivo de se estabelecer o agente de
controle que se considera eficiente, principalmente quando se trata de uma praga exética. O

controle biol6gico por conservagao tem como objetivo a manutencao dos inimigos naturais ja
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presentes no ambiente, adotando medidas que propiciem um melhor desempenho destes,
através de alteracdes no ambiente ou adocdo de praticas agricolas mais apropriadas. O
método por incremento refere-se a praticas sistematicas cujo objetivo é o aumento da
populacdo de um determinado inimigo natural comprovadamente eficiente, que é liberado no
campo para o controle da praga. Este tipo de estratégia envolve liberagbes dos tipos
inundativa e inoculativa. A primeira corresponde a liberacdo de grandes quantidades de
agentes de controle, visando a rapida reducdo da praga, enquanto a segunda corresponde a
liberacdo de menores numeros de agentes de controle, com o objetivo de se promover o
controle da praga ao longo das geracdes subsequentes dos agentes de controle (MORAES;
McMURTRY; DENMARK, 1986; MORAES; FLECHTMANN, 2008).

O controle de B. tabaci é um desafio devido a sua ampla gama de hospedeiros, facil
dispersao e alto potencial reprodutivo (ANTONY; PALANISWAMIM; HENNEBERRY, 2003;
NARANJO et al., 2010). No Brasil, é controlada principalmente com o uso de agrotoxicos,
mas alguns casos de resisténcia a inseticidas tém sido relatados (SILVA et al., 2009). Uma
alternativa para seu controle seria a utilizacéo de inimigos naturais, como acaros predadores
da familia Phytoseiidae (CAVALCANTE, 2014). Em paises da Europa e na America do Norte,
os fitoseideos Amblydromalus limonicus (Garman & McGregor), Amblyseius swirskii (Athias-
Henriot) e Euseius gallicus (Kreiter & Tixier) tém sido utilizados com esta finalidade
(HOOGERBRUGGE et al., 2005; KNAPP et al., 2012; BIOBEST, 2014; KOPPERT, 2014).

Cerca de 120 espécies pertencentes a 31 familias de nove ordens tém sido citadas
como inimigos naturais de B. tabaci, incluindo acaros da familia Phytoseiidae (GERLING;
ALOMAR; ARNO, 2001). Fitoseideos relatados como predadores de B. tabaci s&o: A.
limonicus, A. swirskii, E. gallicus, Euseius scutalis (Athias-Henriot), Neoseiulus barkeri
(Hughes), Phytoseius finitimus (Ribaga) e Typhlodromus (Typhlodromus) athiasae Porath &
Swirski (KOMATSU; NAKANO, 1998; GERLING; ALOMAR,; ARNO, 2001; NOMIKOU et al.,
2001; HOUTEN; ROTHE; BOLCKMANS, 2008; BIOBEST, 2014).

A. limonicus, A. swirskii e E. gallicus tem sido comercialmente utilizados como agentes
de controle de B. tabaci. No entanto, esses inimigos naturais ainda ndo sao utilizados para o
controle de B. tabaci no Brasil (CAVALCANTE, 2014).

A espécie A. limonicus tem sido encontrada em diversas culturas. As fémeas dessa
espécie medem cerca de 0,35 mm de comprimento, sua longevidade é de aproximadamente
16,6 dias e o numero de ovos depositados é em torno de 31,9, em um periodo de 9,4 dias,
quando alimentado com acaro rajado em folhas de morangueiro. Para os machos, a
longevidade € de 15,1 dias. A razdo sexual € de 0,56 (fémeas/fémeas + machos)
(NICASTRO et al., 2011).
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Em estudo conduzido por Pijnakker e Messelink (2005), em casa de vegetacdo
infestada de mosca-branca Trialeurodes vaporariorum (Westwood), espécies de acaros
predadores (Phytoseiidae) foram avaliadas quanto ao potencial predatorio sobre a espécie
de mosca-branca, A. swirskii (Athias-Henriot), Euseius ovalis (Evans) e A. limonicus; 0s
resultados evidenciaram efetividade de predagéo de 99% pelo &caro A. limonicus.

3.6. Atécnica de Electrical penetration graphics (EPG)

Para avaliar o comportamento alimentar de B. tabaci biétipo B em S. tuberosum
experimentos tém empregado a técnica de monitoramento eletrdnico da atividade estiletar
de insetos, denominada “Electrical Penetration Graph” (EPG). Uma vez que essa técnica
permite detectar alteracdes na voltagem, condutividade e tensdo que ocorrem durante as
fases de alimentacdo do inseto sugador nos diferentes tecidos da planta sendo assim
possivel se determinar o tempo que B. tabaci leva para atingir o floema onde se alimenta e,
assim, adquirir e transmitir virus (TJALLINGII, 1985; PRADO, 1997; GARZO, 2002; SALAS;
PACIENCIA; FERRERES, 2012).

A técnica de EPG foi idealizada nos Estados Unidos por McLean e Kinsey (1964), e a
partir deste feito muitas questdes relacionadas a alimentacao de insetos fit6fagos sugadores
foram elucidadas.

A técnica consiste em incorporar o inseto e a planta estudada a um circuito elétrico
acoplado em um sistema de medicdo e um computador. No momento em que 0 inseto
insere o estilete dentro do tecido vegetal, o circuito é fechado ocorrendo uma variacao de
voltagem que produz tipos de ondas e padrfes que correspondem a localizagéo e atividade
do estilete dentro da planta, importantes no processo de aquisicdo e transmissao (por
exemplo: ingestdo ou salivacdo) dos fitovirus em questdo (GARZO et al., 2002; SALAS;
PACIENCIA; FERRERES, 2012). Esta técnica é empregada atualmente em varias frentes
de pesquisa, tais como: avaliagdo da preferéncia alimentar de insetos por diferentes
cultivares de plantas; estudos com metabdlitos secundérios; acdo de inseticidas e
transmissao de fitovirus (HOLBROOK, 1977; RAMAN; TINGEY; GREGORY, 1979; La
POINTE; TINGEY, 1984; FERERES et al., 1993; MARTIN et al., 1997; SALAS; LOPES;
FERRERES, 2010).

Os dados obtidos séo transformados de analdgicos para digitais pelo equipamento
GIGA-4 e transferidos para um computador em formas digitais de graficos de ondas, onde a

amplitude, frequéncia, formas, tensbes e tamanhos de ondas, foram previamente
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determinados por trabalhos desenvolvidos para outros grupos de insetos sugadores
(NAUEN, 1995; CUI et al., 2010; BONANI, 2010). Gracas as mudancas de condutividade
registradas, o comportamento alimentar do inseto pode ser interpretado, pois, diferentes
eventos nos tecidos da planta resultam em alteragbes na voltagem, condutividade e tenséo,
detectada pelo equipamento, alterando assim a amplitude e a frequéncia de ondas
registrada em gréaficos, que serdo comparados com os padrdes j& conhecidos por estudos
prévios (LEONARD; HOLBROOK, 1978; TJALLINGII, 1985; PRADO, 1997).

Os principais eventos que foram observados, onde ha uma onda especifica para cada
evento sdo: a duracdo da primeira picada de prova, numero de picadas de prova, duracao
da primeira penetracdo do estilete, duracdo da segunda picada de prova, duracdo do
primeiro padréo de floema, numero de penetracdes apos o primeiro padrao de floema, entre
outros (Van HELDEN; TJALLIGII, 1993). Estes dados se dividem em seguenciais, com
tempos fixos (nUmero de eventos e porcentagens) e nao sequenciais onde ocorrem
variagdes (tempo e niumero de eventos) de acordo com o comportamento de cada individuo.

Para a mosca-branca, os padrdes de onda conhecidos se assemelham aos de afideos.
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4.  MATERIAL E METODOS

4.1. Isolado de Tomato yellow vein streak virus (ToYVSV)

As fontes do ToYVSYV isolado de plantas de tomate, utilizadas neste trabalho foram
cedidas pela Dra. Lillian Pereira proveniente do Instituto Agronémico de Campinas (IAC) e
pelo Dr. Jodo Roberto Spotti Lopes do Departamento de Entomologia e Acarologia da
Escola Superior de Agricultura “Luis de Queiroz” (ESALQ/USP).

No laboratério, o virus foi mantido em plantas de tomates ‘Santa Clara’ por enxertia e a
verificacdo da infeccdo viral foi feita por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) com
iniciadores especificos e pela observacao de sintomas.

Nas plantas de tomates que serviram como fontes de virus, o ToYVSV induziu os
sintomas classicos descritos por Faria e colaboradores (1997), ou seja demonstrando
clareamento de nervura, mosaico amarelado, rugosidade, enrolamento das bordas foliares,

demonstrados na Figura 1.

Figura 1. Folhas de Solanum lycopersicum fonte de ToYVSV apresentando sintomas de

clareamento de nervura, mosaico amarelado, rugosidade, enrolamento das bordas

foliares
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4.2. Producdo e manutencdo de plantas de batata

As plantas de batata foram cultivadas em vasos de plastico com 20 cm de didmetro x
15 cm de altura, com capacidade para 3L, e mantidas em casa de vegetagcdo; foram
protegidas com tela antivirus (50 mesh), para evitar presenca de outros insetos. Cada vaso
foi preenchido com uma mistura de terra e composto organico na proporg¢ao 3:1.

As plantas foram obtidas a partir de tubérculos sementes comprovados como livres do
ToYVSV a partir da realizacdo de extracdo de DNA total de plantas e PCR com a utilizacdo
do iniciador especifico para ToYVSV decrito na Tabela 2, e portanto foram caracterizados
como livres do ToYVSV, para ambas as ‘Agata’ e ‘Asterix’, utilizadas nos ensaios entre 20 e
25 dias ap6s o plantio (DAP), quando apresentaram o segundo foliolo completamente
desenvolvido. Os tubérculos sementes utilizados nos testes de transmissdo de ‘Agata’ e
‘Asterix’ foram cedidos pelo Engenheiro Agrénomo Pedro Hayashi — Associagdo de
Bataticultores de Vargem Grande do Sul (ABVGS).

4.3. Colbnia de Bemisia tabaci biétipo B - MEAM 1

Os insetos utilizados nos experimentos deste trabalho foram obtidos a partir de uma
populacdo de B. tabaci bi6tipo B criada em plantas de couve (Brassica oleracea L.), cedida
pela Dra. Lillian Pereira do Instituto Agronémico de Campinas (IAC). Esta populacédo de B.
tabaci foi caracterizada molecularmente como pertencendo ao biétipo B e como sendo uma
colbnia utilizada como padréo suscetivel nos estudos de resisténcia a inseticidas (FONTES;
COLOMBO; LOURENCAO, 2010).

A populacdo de B. tabaci foi mantida em plantas de batata ‘Bach 4’ no Laboratério de
Estudo de Vetores do Instituto Bioldgico, em S&o Paulo, em caixas de criacdo de madeira
(70 x 40 x 45 cm), com laterais de tela anti-virus e portas com vidro (Figura 2). As col6nias
foram mantidas em temperatura ambiente, com fotofase de 14 horas e U.R. 80%.
Semanalmente, plantas de batata ‘Bach 4’ com senescéncia eram substituidas por novas, a

fim de prover condigbes adequadas de alimentag&o aos insetos.
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Figura 2. Coldnia de mosca-branca Bemisia tabaci biétipo B — MEAM 1, do Laboratério
de Estudo de Vetores do Instituto Bioldgico, utilizada nos ensaios deste estudo

4.3.1.Determinacdo do numero minimo de individuos de Bemisia tabaci bi6tipo B
— MEAM 1 necessarios para a transmissao do ToYVSV

Os experimentos de transmissao foram realizados para ambas as cultivares de plantas
de batata no Laboratério de Estudo de Vetores do Instituto Biolégico, sob condigcbes
controladas (fotofase 14 horas; U.R. 80%). Utilizou-se um aspirador entomolégico, feito com
tubo de acrilico ligado a duas mangueiras plasticas, uma contendo um filtro e a outra nao,
para a captura dos individuos de B. tabaci. Os insetos coletados da colbnia, livres de
ToYVSYV, foram colocados em uma planta de tomate infectada por ToYVSV para a
realizacdo de dois periodos de acesso a aquisicdo (PAA) um de 24 horas e outro de 48
horas. ApGs estes periodos de aquisicdo as moscas-brancas foram transferidas para 30
plantas de batata ‘Agata’ e 30 de ‘Asterix’, comprovadas previamente como livres de
ToYVSV. Dessas plantas, 15 ‘Agatas’ e 15 ‘Asterix’ receberam de 1 a 10 individuos de B.
tabaci seguindo a distribuicdo de individuos de acordo com o delineamento mostrado na
Figura 3 para um PAI de 24 horas, e as outras 15 ‘Agatas’ e 15 ‘Asterix’ receberam as

moscas-brancas, de acordo com a mesma distribuicdo, para um PAI de 48 horas.
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Figura 3. Distribuicdo de Bemisia tabaci biotipo B — MEAM 1, nas plantas de batata, nos testes
de transmissédo de ToYVSV. Os 15 circulos representam cada uma das plantas de batata
e 0S ndmeros no interior destes representam o nimero de inseto em cada uma das
plantas de batata

Os individuos foram mantidos em confinamento sobre a folha de batata por meio de
uma gaiola do tipo clip cage (Figura 4) para reduzir a movimentagdo, 0 espaco de
alimentacgdo e controlar o periodo de acesso a inoculagédo (PAI) de 24 horas e 48 horas.

Figura 4. Gaiola tipo clip cage em folha de batata ‘Agata’ confinando Bemisia tabaci biétipo B —
MEAM 1
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Apo6s os devidos PAI de 24 horas e 48 horas, os espécimes de B. tabaci foram
retirados das gaiolas, clip cage (Figura 4) e submetidos ao protocolo de extracdo de DNA
total de mosca-branca e PCR, e a andlise dos produtos obtidos foi realizada em gel de
agarose a 1% para obtenc¢éo do resultado parcial do teste de transmisséo.

Apo6s 15 e 30 dias do teste de transmissdo, as plantas utilizadas nos testes foram
submetidas ao protocolo de extracdo de DNA total de plantas, PCR e a analise dos produtos
obtidos foi observada em gel de agarose a 1%. Para detectar a presenca do virus. Esses
periodos de tempo, 15 e 30 dias, sdo aqueles nos quais, de acordo com a literatura, o
ToYVSV leva para se replicar na planta hospedeira, induzir sintomas e ser detectado por
PCR (COLARICCIO et al., 2007).

Como controle negativo foram utilizadas moscas-brancas que nao adquiriram o virus,
ou seja, o0s insetos foram transferidos da col6nia diretamente para as duas cultivares de
plantas de batata, seguindo o0 mesmo delineamento mostrado na Figura 3. Extracdo de DNA
total, PCR e analise do produto obtido foram, também, realizados para validagdo do ensaio.

Para testar a hipétese de uma possivel correlagédo entre simbiontes e transmissao viral,
foi realizado o levantamento dos simbiontes presentes na colénia de B. tabaci. Para isso,
todas as amostras de DNA extraidos dos testes de transmissdo, mesmo que tenham
apresentado resultado negativo para a presenca de ToYVSV, foram avaliados quanto a
presenca de bactérias simbiontes.

4.4, Comportamento alimentar de Bemisia tabaci biétipo B — MEAM 1 em

‘Agata’ e ‘Asterix’ utilizando EPG

As moscas-brancas adultas foram retiradas da coldnia com o auxilio de um sugador
entomolégico e submetidas a -5°C + 2°C por 3 minutos para imobilizacdo. Em seguida com
o auxilio de um pincel, foram colocadas sobre uma placa de Petri com gelo para reduzir sua
movimentacdo. Utilizando-se uma pinga cruzada de ponta fina e um estilete entomoldgico,
sob um microscopio estereoscopico Leica EZ4 D com iluminag&o LED (Figura 5a), foi fixado
sobre o0 dorso do térax do inseto, um fio de ouro, de aproximadamente 1,5 — 3,0 cm de
comprimento x 10 — 12,5 ym de didmetro. Para a fixagao, utilizou-se uma gota de tintura de
prata condutora (16034 Pelco Collodia Silver, CA, E.U.A.) (Figura 5b). O fio foi, entéo,
conectado aos eletrodos de cobre (3,0 cm de comprimento x 1,0 mm de didmetro). Por sua
vez, os eletrodos foram ligados ao computador provido com o software responsavel pelo

registro dos graficos gerados.



22

Figura 5. a) Realizacdo da fixacao do fio de ouro em um espécime de Bemisia tabaci
biétipo B — MEAM 1; b) Detalhe de individuo adulto com fio de ouro a ser fixado
com pintura de prata para realizacdo dos ensaios de Electrical Penetration Graph
(EPG)

Para a realizacdo do monitoramento eletrénico foi utilizado o equipamento EPG
Giga-4, em gaiola de Faraday, acoplado a um computador para a aquisicdo e analise dos
dados utilizando-se o programa Stylet Dataq Di1l58U, para obtencédo de ondas especificas,

Electrical Penetration Graphs (Figura 6).

Figura 6. a) Gaiola de Faraday com o equipamento EPG Giga 4; b) a mesma gaiola com

as plantas de batata e com os espécimens de Bemisia tabaci biétipo B — MEAM 1

acoplados ao sistema
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Os insetos foram submetidos ao jejum de 1 hora, com o fio de ouro aderido, antes de
iniciar o registro. Ap6s o jejum dos insetos, foi realizada a calibragdo do equipamento
utilizando-se um amplificador grafico, especificando os 4 canais e a duracdo do registro (4
horas), para o referido equipamento (Giga-4), acoplado a um computador. As plantas
apresentavam o segundo par de foliolos completamente desenvolvidos, eram pertencentes
ao mesmo lote e foram submetidas ao mesmo tratamento de adubacdo e irrigacéo,
padronizando o experimento. As plantas de batata foram oferecidas aos insetos em vasos
de 10 cm de diametro, e colocou-se no substrato um eletrodo de cobre de 10 cm de
comprimento e 0,2 cm de diametro; apds o término dos ajustes, os insetos foram colocados
sobre o lado abaxial da folha e iniciou-se o processo de aquisi¢do dos dados. Os dados de
registro de onda de EPG foram armazenados diretamente no computador (TJALLINGII,
1985; PRADO, 1997).

Para a realizagcdo desta fase do experimento, foram utilizados espécimes de B. tabaci
mantidos no laboratério, adultos e livres de virus. O delineamento experimental foi composto
por seis tratamentos, 5 minutos, 15 minutos, 30 minutos, 45 minutos, 60 minutos e 240
minutos, com 15 individuos de B. tabaci por tratamento.

Os eventos estudados no EPG foram: tempo até introducéo de estilete (C); tempo até
a chegada ao floema (E1 e ou E2) e numero de Pd’s (queda de potencial referente a
penetracao em célula vegetal, picada de prova). Sendo que estes padrdes seguem descritos
na Tabela 1.

4.4.1.Analise estatistica dos dados de EPG

A analise estatistica foi realizada separando os parametros em seguenciais e nao
sequenciais, calculados nos registros de EPG utilizando-se o MS Excel workbook (versdo
4.4.1), desenvolvido por Sarria e colaboradores (2009). Ap6s esta fase, o0s resultados foram
submetidos & andlise estatistica de comparacdo entre médias. Quando as médias obtidas
resultaram em valor normal, elas foram comparadas por meio do teste-t student a nivel de
5% e, para as médias ndo normais, utilizou-se o teste ndo paramétrico de Mann-Witney U-
test a nivel de significancia de 0,05. Os célculos foram realizados pela utilizagdo do software
SPSS v21 (SPSS, 2012).
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Tabela 1. Tipos de onda e correlacdes para analise de EPG (adaptado de SALAS, 2004;

GARZO, 2002; PRADO, 1997)

Tipo de Sub- Tecido vegetal Atividade de L
. o _ Frequéncia
onda fases envolvido Bemisia tabaci
Caminhamento Atividades durante a insercao
s intracelular do estilete.
C _ Provavelmente em busca dos g 2 — 0,3 Hz
Epiderme tecidos vasculares
Penetracdo de estiletes
Todas as . . .
Pd células vivas maxilares no interior de uma
célula 0,02 Hz
~ ueda
Perfuracdo da parede celular Q
: brusca de
pelos estiletes :
potencial
-1 Egestdo (inoculacdo de virus Potencial
nao persistentes) negativo
~ . Potencial
-2 N&o definido .
negativo
-3 Ingestao (aquisi¢cdo de virus Potencial
nao persistentes) negativo
: . Rapida
Retirada dos estiletes do .p
Il : subida de
citoplasma celular :
potencial
E - - Acdo da bomba salivar -
Fase floematica Salivacédo no floema e
E1l forcada; inoculacdo de virus
Extracelular persistentes 2-4Hz
Fase floematica )
continua: Ingestao floematica e
salivacdo (aquosa) e aquisicao
E2 Elementos de de virus persistentes 2-4Hz
vaso
G - Xilema Ingestao ativa 4 — 6 Hz
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4.5. Analise molecular

4.5.1.Extracao de DNA total das plantas

Amostras foliares das plantas de batata utilizadas nos testes de transmissao de
ToYVSV foram submetidas a extracao de DNA total conforme descrito por Dellaporta, Wood
e Hicks (1983), com adaptacoes.

Um grama de tecido foliar de cada amostra foi triturado com auxilio de pistilo com
ponta cOnica, em presengca de nitrogénio liquido dentro de microtubos de 1,5mL. Ao
microtubo foi adicionado 500uL de tampao de extracdo de DNA (NaCl 0,5 M, EDTA 0,05 M,
Tris-HCI 0,1M pH 8,0), 33uL de solugcdo de SDS a 20% e 3uL de [B-mercaptoetanol. A
mistura foi homogeneizada e os tubos foram incubados por 1 hora a 65°C em banho seco
sob agitagdo de 1500 r.p.m. A seguir, foram adicionados 500uL da mistura de
cloroférmio:alcool isoamilico (24:1). Os microtubos foram agitados por inversdo e
centrifugados a 13000G por 15 minutos a 4°C. Os sobrenadantes obtidos foram transferidos
para novos microtubos de 1,5mL, aos quais foram adicionados 400uL de isopropanol. Apos
agitacdo lenta por inverséo, os microtubos foram centrifugados a 13000G por 10 minutos e
0s sobrenadantes foram descartados. Aos pellets foram adicionados 500uL de etanol 70%,
e 0s microtubos agitados em vortex e centrifugados a 13000G por 5 minutos. Os
sobrenadantes foram descartados e os pellets foram secos a 36°C por 30 minutos. Os DNAs
foram resuspendidos em 30uL de agua de osmose reversa autoclavada e armazenados a -
20°C até a realizagdo da PCR com iniciadores especificos para o ToYVSV (Tabela 2).

Amostras de folhas sadias de batata foram incluidas no procedimento acima para

serem utilizadas como controle negativo.
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4.5.2.Extracao de DNA total de Bemisia tabaci bi6tipo B — MEAM 1

Individuos de B. tabaci utilizados nos testes de transmissdo foram submetidos a
extracdo de DNA total, seguindo a distribuicdo descrita na Figura 3, de acordo com o0
procedimento descrito por Metha e colaboradores (1994), com adaptacoes.

As moscas-brancas, distribuidos de acordo com a Figura 3, foram colocados em
microtubos de 1,5mL com 200uL de tampao de extracdo TE (Tris-EDTA 0,1M, pH 9,0, 1%
SDS) e entdo congeladas a -20°C. Apdés 30 minutos, as moscas-brancas foram trituradas
com auxilio de pistilo com ponta cbnica e aos microtubos foram adicionados 1uL de
proteinase K (50pg/mL) e 33uL de solucdo SDS a 20%. As misturas foram homogeneizadas
e 0s microtubos incubados por 1 hora a 65°C em banho seco com agitacéo de 1500 r.p.m. A
seguir, aos microtubos foram adicionados 350uL da mistura de cloroférmio:alcool isoamilico
(24:1) e agitados por inversao. As amostras foram entdo mantidas a -20°C. Apés 1 hora os
microtubos foram centrifugados a 13000G por 15 minutos a 4°C. Os sobrenadantes foram
transferidos para novos microtubos de 1,5mL, onde foram adicionados 200uL da mistura de
cloroformio:fenol (1:1). Apo6s centrifugacdo a 13000G por 15 minutos a 4°C, foram
adicionados 500puL de etanol absoluto e os microtubos foram agitados por inversdo. Apos 15
minutos a -20°C, as amostras foram centrifugadas a 13000G por 15 minutos a 4°C. Os
sobrenadantes foram descartados e os DNAs precipitados foram lavados com etanol 70% e
centrifugados a 13000G por 15 minutos a 4°C. Dos sobrenadantes foram novamente
descartados e os pellets secos a 36°C por 30 minutos. Os DNAs foram resuspendidos em
30uL de agua de osmose reversa autoclavada e armazenados a -20°C até a realizacao da
PCR.

Moscas-brancas néo viruliferas foram incluidas no procedimento acima para serem

utilizadas como controle negativo em reagfes de PCR.



27

4.5.3.Avaliacdo do ToYVSV em plantas de batata e tomate e em B. tabaci e das

bactérias simbiontes a B. tabaci por PCR (Polymerase Chain Reaction)

Para a deteccdo do ToYVSV e das bactérias simbiontes, Portiera aleyrodidarum,
Hamiltonella spp., Rickettsia spp. e Wolbachia spp., foram realizada PCR com DNA extraido
de plantas e de moscas-brancas.

A deteccdo da populacdo de simbiontes relacionados a col6nia de B. tabaci utilizada
no presente trabalho foi realizada no Laboratério de Quarentena “Costa Lima” da Embrapa
Meio Ambiente em Jaguariiina em colaboracdo com a pesquisadora Dra. Simone Prado.

Os iniciadores especificos utilizados na PCR estéo relacionados ha Tabela 2.

Os reagentes utilizados nas reacdes de amplificacdo constaram de: 2,0uL de DNA
total, 17,2uL de agua osmose reversa autoclavada, 2,5uL de tampé&o de reagdo NeoBio,
0,2uL da enzima Taq (1U) DNA polimerase NeoBio, 0,5uL de dNTP’s a 10 mM, 0,8uL do
iniciador especifico anti-senso (R) e 0,8uL do iniciador especifico senso (F), a 10mM.

Os reagentes foram submetidos a: 94°C por 3 minutos para desnaturacéo inicial, 30
ciclos de 94°C por 1 minuto, X°C por 1 minuto, 72°C por 2 minutos, e um ciclo de extensao
final de 72°C por 5 minutos, em um termociclador da marca Axygen modelo Maxygene. A
temperatura de anelamento, identificada acima como “X”, variou de acordo com o0s
iniciadores especificos utilizados conforme descrito na Tabela 2. As concentre¢bes dos
reagentes seguiu o protocolo descrito por Rojas e colaboradores (1993).

Os produtos da PCR foram analisados em gel de agarose a 1%, contendo 0,5mg/mL

de brometo de etideo e visualizados em fotodocumentador Major Science.

Tabela 2. Iniciadores especificos utilizados nas PCR

Alvo In|C|§Eior/ Sequéncia c Referéncia
regides Anelamento
5'— GCATCTGCAGGCCCAC
PAL1v1978 - R Rojas
ToYVSV ATYGTCTTYCCNGT - 3' 55°C
etal., 1993
PAR1c496 - F 5'- AATACTGCAGGGCTTYCTRTACATRGG - 3
5'- CGCCCGCCGCGCCCLCGLGLLCCGTC Gottlieb
Portiera 16 SIRNA - F
) CCGCcGaececeeeaeeca -3 50°C etal.,
aleyrodidarum
16 STIRNA-R 5'- CCGTCAATTCMTTTGAGTTT - 3' 2006
Hamiltonella 16 SITRNA - F 5'- TGAGTAAAGTCTGGAATCTGG - 3' G Zochori-Fein
spp. 16 SrRNA - R 5'- AGTTCAAGACCGCAACCTC - 3' etal., 2002
Rickettsia 16 SIRNA-F 5'- GCTCAGAACGAACGCTATC - 3 £00C Gottlieb
spp. 16 STRNA-R 5' - GAAGGAAAGCATCTCTGC - 3 et al., 2006
Wolbachia 16 SIRNA - F 5'- CGGGGGAAAAATTTATTGCT - 3' e Zochori-Fein
spp. 16 SrRNA - R 5'- AGCTGTAATACAGAAAGTAAA - 3' et al., 2002
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4.6. Estudos sobre controle biolégico de Bemisia tabaci biétipo B — MEAM 1

com Amblydromalus limonicus

4.6.1.0btencéo da populacéo de acaros predadores

A populacdo do acaro predador, A. limonicus foi obtida em cultivo comercial de
framboesa no municipio de Campos do Jorddo, Sdo Paulo, em novembro de 2014. Os
predadores foram mantidos em arenas de folha de feijdo-de-porco [Canavalia ensiformis
(L.)] infestadas com &caro-rajado (Tetranychus urticae Koch), no Laboratério de Acarologia,
do Centro Experimental do Instituto Bioldgico, em Campinas, SP (Figura 7). A colbnia de
acaro predador foi mantida com pélen de mamona e infestada com T. urticae para nao haver

uma tendéncia para alimentagdo com B. tabaci (GRECO; SANCHEZ; LILJESTHROM,
2005).

Figura 7. Criagdo de acaros predadores da espécie Amblydromalus limonicus
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Para o preparo das arenas de criacdo, uma folha de feijdo-de-porco desenvolvida foi
colocada sobre camada de poliuretano em uma bandeja plastica (22 cm de diametro)
(Figura 7). Para evitar a fuga de acaros (Figura 8a), a borda da folha foi coberta com uma

tira de algod&o hidrofilo umedecido (Figura 8b).

»

Figura 8. a) Fémea adulta do acaro predador Amblydromalus limonicus; b) arena de criagédo

4.6.2.Capacidade de predacdo de ovos de Bemisia tabaci biotipo B — MEAM 1 por

Amblydromalus limonicus

Para realizacdo dos testes de predacéo, foram preparadas arenas de folha de feijao-
de-porco de forma semelhante a descrita anteriormente, porém, dividindo-se a folha em
guatro partes (arenas de aproximadamente 9 cm2), com tiras de algodao hidréfilo umedecido
(1cm de largura) (Figura 9).

Figura 9. Arenas utilizadas para experimento sobre capacidade de predacdo de ovos de

Bemisia tabaci biétippo B — MEAM 1 por Amblydromalus limonicus
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Colocou-se uma fémea adulta do acaro predador por arena (9 cm?), para diferentes
proporgdes de ovos de B. tabaci. Foram utilizados ovos de B. tabaci proveniente da criagédo
em laboratério, em plantas de couve, batata e tomate. Os ovos de mosca-branca foram
retirados das plantas hospedeiras (principalmente tomate) com auxilio de estilete e
transferidos para as arenas de folha feijao de porco.

Foram testadas as seguintes proporc¢des de predador:presa: 1:5; 1:10; 1:20 e 1:30. As
avaliacdes foram realizadas diariamente sob estereomicroscopio (aumento de até 60 vezes),
por 5 dias consecutivos, contando-se 0s ovos consumidos pelo predador e repondo-se os
ovos predados a cada 24 horas, visando manter a mesma densidade inicial de presas. Nao
foram considerados os dados do primeiro dia para reduzir a interferéncia da alimentacdo
anterior. As arenas foram mantidas a 25 + 3°C e umidade relativa de 70 = 10%.

O experimento foi inteiramente casualizado com vinte repeticdes. Os dados sobre o
namero de ovos de B. tabaci predados (consumidos) por dia foram analisados utilizando-se
ANOVA (analise de variancia) e as médias comparadas pelo teste Tukey a 5% de
significancia.

Foram realizadas analises de regressao nao linear para comparar os dados de nimero

de ovos de B. tabaci oferecidos como presas e de ovos consumidos por A. limonicus.

4.6.3.Influéncia de Amblydromalus limonicus sobre a infestacdo de Bemisia
tabaci biétipo B — MEAM 1 em plantas de batata

O experimento foi baseado na metodologia descrita por Silva e colaboradores (2008),
para estudo de resisténcia de diferentes genétipos de plantas de batata a B. tabaci. Plantas
de batata de ambas as cultivares foram transplantadas para 16 vasos, sendo 8 por cultivar,
contendo terra orgénica. As infestacdes artificiais foram realizadas quando as plantas
apresentavam um par de folhas desenvolvidas.

As plantas das duas cultivares foram colocadas lado a lado, por um periodo de 48
horas, em casa-de-vegetacdo com elevada infestacdo de B. tabaci, em plantas de diferentes
espécies (tomate, couve, batata). Apos esse periodo, as plantas das duas cultivares foram
retiradas do local e colocadas separadamente por cultivar em duas gaiolas de acrilico (65 x
50 x 50) com duas laterais de tecido de “Voil”. Para 50% dos vasos (4 vasos) foi feita a
introducéo de 20 fémeas adultas de A. limonicus. Dois dias (48 horas) apés a introducao dos
predadores, foi feita a contagem do nimero de ovos de B. tabaci em uma area de 2,5 cm x
2,5 cm (6,25 cm?), da face abaxial de 4 foliolos coletados por planta de batata.

Os dados foram submetidos a analise de variancia (One-way ANOVA), comparando-

se os tratamentos pelo teste t a 5% de probabilidade.
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4.6.4.Sensibilidade de acaros predadores a inseticidas utilizados para o controle
de Bemisia tabaci bi6tipo B — MEAM 1

Foram testados alguns inseticidas utilizados para o controle de B. tabaci no Brasil,
além de inseticidas e/ou acaricidas recomendados para o controle de pragas em batata no
pais (MAPA, 2016): como o espiromesifeno (cetoenol); tiametoxam, imidacloprido
(neonicotindides); deltametrina, lambda-cialotrina (piretréide); clorfenapir (analogo de

pirazol); acefato (organofosforado); abamectina (avermectina) e diafentiuron (feniltiouréia).

4.6.4.1. Testes toxicolégicos com Amblydromalus limonicus

Utilizou-se um método de contato e residuo de pulverizagdo em superficie,
recomendado como padréo pelo Grupo de Trabalho “Pesticidas e Artropodes Benéficos”, da
Organizagdo Internacional de Controle Biolégico e Integrado de Plantas e Animais
Nocivos/Secdo Regional do Paleartico Oeste para testar efeitos adversos dos produtos
sobre os acaros predadores (HASSAN et al., 1994; FERLA; MORAES, 2006).

Foram preparadas arenas de folha de feijdo-de-porco, colocando-se um disco de folha
(3 cm), sobre papel de filtro umedecido, em placas de Petri de 9cm de diametro. Colocou-se
uma tira de algoddo umedecido ao redor do disco de folha para evitar a fuga dos acaros
predadores. Cinco fémeas de A. limonicus foram tomadas ao acaso, com pincel e
transferidas da unidade de criacdo para cada disco de folha.

Realizou-se uma aplicagéo sobre as arenas de folha com 2 mL de calda, utilizando-se
Torre de Potter (Burkard Scientific, Uxbridge, UK), calibrada & presséo de 0,703 kg/cm?.

Apoés o tratamento, cada fémea de A. limonicus foi transferida para uma arena de
acrilico transparente de 2 cm de didmetro interno por 1 cm de altura, contendo um disco de
folha de feijdo-de-porco (2 cm de diametro) tratado previamente com o respectivo
agroguimico, seguindo a metodologia descrita anteriormente (pulverizagdo em torre de
Potter). As arenas foram fechadas com filme de PVC transparente para evitar a fuga dos
acaros predadores.

A. limonicus foi alimentado com polen de mamona e com exemplares de todos os
estadios de T. urticae, colocados sobre as arenas.

Cada teste teve duracao de até oito dias, contando-se e retirando-se diariamente as

fémeas mortas. Os discos sobre os quais os acaros foram mantidos ndo foram trocados
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durante a realizacdo do teste. Os ovos postos foram transferidos com pincel das arenas
tratadas para outros discos, igualmente tratados, onde foram mantidos para avaliacdo de
viabilidade (FERLA; MORAES, 2006).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com nove tratamentos e 10
repeticdes (6 arenas/repeticdo/tratamento).

O efeito adverso total foi calculado levando-se em conta a mortalidade das fémeas no
tratamento, corrigida em funcdo da mortalidade na testemunha, e o efeito na reproducao
(HASSAN et al., 1985; OVERMEER, 1988; BAKKER, 1992). Foram considerados validos
somente os testes em que a mortalidade na testemunha foi inferior a 20% (BAKKER, 1992).
A férmula utilizada para o célculo do efeito total foi E = 100% - (100% - Mc) x Er, na qual E =
efeito total, Mc = mortalidade corrigida (ABBOTT, 1925) e Er = efeito na reproducédo. O efeito
na reproducéo foi calculado pela divisdo da oviposi¢do das fémeas em cada tratamento pela
oviposicdo média na testemunha (Er = Rtratamento/Rtestemunha). A oviposicdo média por
fémea (R) foi obtida através da relacdo: R = total de ovos viaveis/numero de fémeas vivas
no final do teste.

O valor do efeito total obtido para cada produto foi classificado em uma escala de 1 a 4,
conforme critérios estabelecidos pela IOBC/WPRS (BAKKER, 1992; HASSAN et al., 1994),
sendo classe 1: E < 30% (in6cuo, ndo nocivo); classe 2: 30% < E < 79% (levemente nocivo);
classe 3: 80% < E < 99% (moderadamente nocivo) e classe 4: E > 99% (nocivo).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Confirmacéao da identificac&o do virus

O produto de 1300 pb obtido na PCR com iniciadores especificos para begomovirus
(Figura 10) foi purificado com QIAquick Gel Extraction Kit (Quiagen) e enviado para
sequenciamento automatico de DNA (método de Sanger) em sequenciador 3500 XL
(Genetic Analyzer).

As sequéncias obtidas (Figura 11) (senso e anti-senso) foram submetidas ao
programa de busca em rede BLAST +2.4.0 (Basic Local Alignment Search Tool, disponivel
em www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST.cgi), programa MEGABLAST, para encontrar sequéncias
homologas as obtidas neste trabalho, na base de dados disponiveis no “GenBank”. Essa
busca resultou em identidades maiores que 88% entre a sequéncia do ToYVSV utilizado nos

experimentos deste trabalho e aquelas de ToYVSV depositadas no “GenBank” (Figura 12).

Figura 10. Eletroforese em gel de agarose 1%: marcador de peso molecular 1Kb (DNA Ladder
Norgen) (M); controle negativo (todos os reagentes exceto DNA) (1); Solanum

lycopersicum sadia (2); S. lycopersicum infectada com ToYVSV (3)



>Begomo-F

TCATTACCCTCATGATTATACTAATAGGTCTT TCCGGOCGCGCAGLGGCA
CCCCTTCCGAAATACTCATCAGCCCATTGCTGCATCTCATCAGGAACGTG
AGTAAAGGAAGATAATTCAAATAGAGGGACCCATGGGGC TGGAGCCTTTG
CAAATATTTTTTGGACATGTGATTGTATTTTATCCAAATGAAGAACATAA
TCTCTAGGTTGTTCTTCTT TTAATATATT TAAGGCCTTGGATAGATTTTC
TGCGTTTAGAACCTTTGCATAAGTGTCATTGGCAGTTTGGCAGCCTCCTC
TTGCTGATCTTCCATCGATC TGGAAAT TTCCAAAATCAATGAAGTCTCCG
TCTTTTITCCATGTAGGTC T TGACGTCGGACGAGC TTTTAGCTCCCTGAAT
GTTTGGEATGGAAATGTGC TGACCTTGT TGGGGATACCAAGTC GAAGAATC
GTTGATTCTGGCAT T TGAATT TGCCTTCGAAT TGAATAAGCACATGGAGA
TeAGGTTCCCCATCTTCGTGAAATTCTCTGGT TACACGAATAAATTICTT
GTTTGTTGGTGT T T TAAGTGLCTGTAAT TGGGGAAAGTGTTTCCTCTTTG
GTTAATGAACAATGAGGGTATGTAAGGAAGAAATTTTTTTGCATTTACAG
TGAAACGCTTTGGTGGTGTCATTTTAGTAAATT TGAAGATGAGACCCGAT
AGCTCTCCTTCAAACTTGGCGAAATGAATTGGGGAAATGGGTCTCAATAT
ATAGTAGAGTCCATTTATAGAATATAATTGCCACGTGGGCGGGCCATCCG
ATATAATATTACCCGGAATGCCCGOCGCGAATTTTTGTAAGTGGC TCCCC
ACCTGTTGAGTGACCAAATCAGATTTGTGTCCTGGACCGGCTATTTTATC
TTCGAAAATAACTTT TCACGCCGCCTAAAGTTGC TTACAGCTTGGETATA
AATTAGAACCATTCCCGTAGGTCGTCCGAACCATACCTTTAATCAATTGG
CCAAAGCGAGAATTGTCCTCCA
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>Begomo-R

TTAAAAAGCATATACACAGACT TAACAC AGAAACGCTTACCCACACGGTG
TGTAATACCATTACCACGCTGTCACATCAGATATACACATCACCTTGCCA
AGATGAGAAATGTCATGACGT TGCTCATAGGATTGAACTTTACATGGGCC
TTCACACCCTTTAGGAACATCAGGCCCTCTCAACGTACGATATATCCTGG
GCTTCCTGTACATGGGCC TGT T TACCCAAGCATCCCGCTTGGGTATACCT
CCCCGAGGTGAATAATTAGAAGAGC GGGATACTTTCGTGGTCCCTGCCAC
TATACGCCATGAGGCATCTCGCTTTGGCATT TTGAATTAAAGTATGTCGA
CCACTTACGAATGTCTAATTTATACAACTT TAACAACTTAGCGCC TAAAT
ATTTCGAAATAAATAACCGTCCAGGACACAATC TGATTGGTCACTCACAG
TGGGACCACTTACAAAAATCGCGCGGCCATCCGETAATATTATATCGGAT
GECCGCCACGTGGCAATTATAT TCTATAATGGACTCTACTATATATTGAG
ACCCATTCCCCAATTCATTTCGCCAAGT TTGAAGGAGAGC TATCGGGTCT
CATCTTCAAATTTACTAAAATGACACCACCAAAGCGTTTCACTGTAAATG
CAAAAAAATTTCTTCCTTACATACCCTCATTGT TCATTAACCAAAGAGGA
AACACTTTCCCAATTACAGGCACTTAAAACACCAAACAAACAAGAAATTT
ATTCGTGTAACCAGAGAATTTCACGAAGATGGGGGAAACCTCATCTCCAT
GTGCTTATTCAAT T TCGAAGGCAAATTTCAAATGCCCAGAATC AACGATT
TCTTCGACTTTGATATCCCCCAACAACGTCAGCACATTTCCCATCAAAAC
ATTTCAGGAGC TAAAAAGCTCGTTCGACGTCAGACCTACATGGAAAAGGA
COAGACTTCCATTGGAATTTTGAAGT T TCCAGATCGAT TGGCAGATCAGC
AAGACGAGCCTTGCCCAAACTG

Figura 11. a) Sequéncia senso do begomovirus ToYVSYV - isolado tomate utilizado no presente
trabalho; b) sequéncia anti-senso do mesmo virus

Sequences producing significant alignments:

Select: All None Selected 0
i} Alignments e}
o I C .
Description M otalituaty E Ident| Accession
score score | cover value
Tomato y virus isclate BR:Pda7.05 segment DNA-A_complete sequence 1357 1357 79% 0.0 98%
Tomato yellow vein streak virus isolate BR:Pda6:05 segment DNA-A_complete sequence 1357 1357 7T9% 00 98%
Tomato vellow vein streak virus isolate BR:Pda54:05 segment DNA-A, complete sequence 1357 1357 79% 00 98%
Tomato yellow vein streak virus isolate BR:Pda50-05 segment DNA-A, complete sequence 1357 1357 79% 0.0 98%
Tomato vellow vein streak virus isolate BR:Pdad6:05 segment DNA-A, complete sequence 1357 1357 79% 0.0 98%
Sequences producing significant alignments: b
Select: All None Selected:0
i Alignments o
Description kol \Cuery £ Ident Accession

geminivirus isolate IAC

ication-associated protein (AC1) and coat protein (AV1) genes, partial cds

score score cover  value

1422 1422 97% 0.0 93%

AYB29113 1

wirus isolate G-22 from Brazil segment DNA-A, complete

w vein sireak geminivirus Rep protein (rep) gene, complete cds and coat protein {cp) gene, partial cds

1411
"7

1411
n"77

97% 0.0

0.0

93%

97%

Figura 12. a) Sequéncias homologas a senso obtida neste trabalho; b) sequéncias homadlogas
a sequéncia anti-senso obtida no presente trabalho. Apds busca em rede com o

programa MEGABLAST no ‘GenBank’

5.2.

Determinac&o do numero minimo de individuos de Bemisia tabaci biotipo B

— MEAM 1 necessarios para a transmissao do ToYVSV

Embora tenha sido comprovada a presenca de ToYVSV nas plantas de tomate onde

as moscas-brancas realizaram os PAA por 24 horas e 48 horas, o virus néo foi detectado,
por PCR, nos insetos utilizados nos testes de transmisséo. As plantas de batata ‘Agata’ e
‘Asterix’ ndo apresentaram sintomas caracteristicos do virus, apds 15 e 30 dias dos testes
de transmissdo, e nem resultados positivos quando avaliadas por PCR nestes mesmos

periodos (Tabelas 3 e 4).
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Tabela 3. Resultados dos testes de transmissé@o de ToYVSV para duas cultivares de Solanum
tuberosum, Agata e Asterix, com PAA e PAI de 24 h e trés repeticdes em cada

experimento, avaliados por PCR

N° de individuos de Cultivar  N°de plantas infectadas Presenca de ToYVSV/
B. tabaci / planta de batata /inoculadas N° de individuos de B. tabaci
1 Agata 0/3 0/3
2 Agata 0/3 0/6
3 Agata 0/3 0/9
5 Agata 0/3 0/15
10 Agata 0/3 0/30
1 Asterix 0/3 0/3
2 Asterix 0/3 0/6
3 Asterix 0/3 0/9
5 Asterix 0/3 0/15
10 Asterix 0/3 0/30

PAA: Periodo de Acesso a Aquisi¢do; PAI: Periodo de Acesso a Inoculagéo;

ToYVSV: Tomato yellow vein streak virus

Tabela 4. Resultados dos testes de transmissdo de ToYVSV para duas cultivares de Solanum
tuberosum, Agata e Asterix, com PAA e PAl de 48 h e trés repeticbes em cada

experimento, avaliados por PCR

N° de individuos de  Cultivar N° de plantas infectadas Presenca de ToYVSV/
B. tabaci / planta de batata /inoculadas N° de individuos de B. tabaci

1 Agata 0/3 0/3
2 Agata 0/3 0/6
3 Agata 0/3 0/9
5 Agata 0/3 0/15
10 Agata 0/3 0/30
1 Asterix 0/3 0/3

Asterix 0/3 0/6

Asterix 0/3 0/9

Asterix 0/3 0/15
10 Asterix 0/3 0/30

PAA: Periodo de Acesso a Aquisi¢cdo; PAI: Periodo de Acesso a Inoculagéo;

ToYVSV: Tomato yellow vein streak virus
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Firmino (2007) relata a taxa de transmissdo de ToYVSV de 75% entre plantas de
tomates ‘Santa Cruz Kada Gigante’, utilizando 15 moscas-brancas por planta com PAA e
PAl de 24 horas. A auséncia de transmissdo observada nos experimentos realizados
poderia ser atribuida ao pequeno ndimero de insetos por planta. Entretanto, Colariccio e
colaboradores (2007) relataram alta taxa de transmisséo, de plantas de tomate para tomate,
utilizando 10 moscas-brancas por plantas de tomates ‘Carmen’, com um PAA de 24 horas e
PAI de 48 horas. Este mesmo numero de insetos foi avaliado neste trabalho.

Marubayashi (2009) relatou haver uma baixa taxa de eficiéncia na transmissdo de
ToSRV, uma espécie de Begomovirus, quando a transmissao envolvia espécies de plantas
hospedeiras diferentes. Este autor observou que, quando moscas-brancas se alimentavam
em plantas de tomates ‘Santa Clara’ infectadas, a taxa de transmissdo para as plantas de
pimentdo ‘Magda’, envolvendo 1, 5, 10, 20, 25 ou 50 moscas-brancas, foi de 6,6%, 0%
23,3%, 26,6%, 50% e 66,6%, respectivamente, com PAA de 24 horas e PAI de 48 horas. As
plantas infectadas recebidas para servirem de fontes de in6culo para o desenvolvimento
deste trabalho também eram de plantas de tomates da mesma cultivar utilizada por
Marubayashi (2009), ou seja, ‘Santa Clara’, o que poderia também explicar a falta de
sucesso nas tentativas de transmissao para plantas de batata.

Uma vez que ndo se obteve uma explicagcdo embasada na literatura que pudesse
explicar a auséncia de transmissdo do ToYVSV por moscas-brancas, optou-se por testar a
hipotese, ja descrita, da relagdo entre presenca ou auséncia de bactérias simbiontes a B.
tabaci, que secretam proteinas homélogas a GroEL, e o seu envolvimento em interacdes de
aquisicao, retencdo, translocacdo e transmissdo de particulas virais pelo inseto vetor.
Estudos anteriores ja testaram esta hipétese e demonstraram intera¢des entre begomovirus
e proteinas homoélogas a GroEL dentro da mosca-branca (KLIOT et al.,, 2013; SU et al.,
2013; KLIOT et al., 2014).

Recentemente, varios estudos sobre a efetividade na transmissdo de begomovirus
vém sendo realizados, juntamente com o levantamento e mapeamento da populacdo de
simbiontes de B. tabaci. Alguns desses estudos revelam uma dependéncia de bactérias
simbiodticas e de proteinas secretadas por elas para que ocorra a translocacdo da particula
viral pelo corpo do inseto (SU et al., 2013; KLIOT et al., 2014; Van den HEUVEL et al., 1994;
1999).

Um dos mais classicos e estudados exemplos é a interacdo entre proteinas
secretadas por bactérias simbiontes de artropodes e particulas virais, como a que ocorre
entre o Potato leafroll virus (PLRV), um Poleovirus da familia Luteoviridae, a proteobactéria
Buchnera aphidicola e o afideo Acyrthosiphon pisum. Nesta interacéo, a bactéria primaria B.

aphidicola, essencial ao afideo, secreta uma proteina homéloga a GroEL que, por sua vez,
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se liga ao PLRV e o auxilia no processo de sua aquisicdo, translocacéo e transmissao (Van
den HEUVEL et al.,1994; 1999).

5.3. Identificacdo da populacdo de simbiontes de Bemisia tabaci biétipo B —
MEAM 1

O DNA extraido dos individus de B.tabaci provenientes dos experimentos de
transmissdao, foram utilizados para a detec¢cédo do ToYVSV e para a deteccdo de simbiontes.

Entre os oito simbiontes ja descritos para B. tabaci fizeram parte deste estudo quatro
deles: Portiera aleyrodidarum, Rickettsia spp., Hamiltonella spp. e Wolbachia spp., sendo P.
aleyrodidarum descrito como um simbionte primario obrigatorio que auxilia na nutricdo do
inseto hospedeiro, enquanto os demais sdo simbiontes secundarios que podem ou néo estar
presentes no corpo do inseto (CHIEL et al., 2009; BING et al., 2013; PINHEIRO et al., 2015).

Os resultados da identificagdo de simbiontes presentes nos individuos de B. tabaci
utilizados no presente trabalho estéo relacionados nas Tabelas 5 e 6, e nas Tabelas 7 e 8 se
encontram os dados das Tabelas 5 e 6 de forma reduzida.
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Tabela 5. Resultados das amostras do teste de 24 horas apés avaliadas por PCR para as

bactérias simbiontes de Bemisia tabaci bi6tipo B — MEAM 1

Amostras

Portiera
aleyrodidarum

Hamiltonella Rickettsia Wolbachia
spp. spp. spp.

01 - 01 Mosca PAA/PAI 24hs em Agata
02 - 01 Mosca PAA/PAI 24hs em Agata
03 - 01 Mosca PAA/PAI 24hs em Agata
04 - 02 Mosca PAA/PAI 24hs em Agata
05 - 02 Mosca PAA/PAI 24hs em Agata
06 - 02 Mosca PAA/PAI 24hs em Agata
07 - 03 Mosca PAA/PAI 24hs em Agata
08 - 03 Mosca PAA/PAI 24hs em Agata
09 - 03 Mosca PAA/PAI 24hs em Agata
10 - 05 Mosca PAA/PAI 24hs em Agata
11 - 05 Mosca PAA/PAI 24hs em Agata
12 - 05 Mosca PAA/PAI 24hs em Agata
13 - 10 Mosca PAA/PAI 24hs em Agata
14 - 10 Mosca PAA/PAI 24hs em Agata
15 - 10 Mosca PAA/PAI 24hs em Agata
31 - 01 Mosca PAA/PAI 24hs em Asterix
32 - 01 Mosca PAA/PAI 24hs em Asterix
33 - 01 Mosca PAA/PAI 24hs em Asterix
34 - 02 Mosca PAA/PAI 24hs em Asterix
35 - 02 Mosca PAA/PAI 24hs em Asterix
36 - 02 Mosca PAA/PAI 24hs em Asterix
37 - 03 Mosca PAA/PAI 24hs em Asterix
38 - 03 Mosca PAA/PAI 24hs em Asterix
39 - 03 Mosca PAA/PAI 24hs em Asterix
40 - 05 Mosca PAA/PAI 24hs em Asterix
41 - 05 Mosca PAA/PAI 24hs em Asterix
42 - 05 Mosca PAA/PAI 24hs em Asterix
43 - 10 Mosca PAA/PAI 24hs em Asterix
44 - 10 Mosca PAA/PAI 24hs em Asterix
45 - 10 Mosca PAA/PAI 24hs em Asterix
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Tabela 6. Resultados das amostras do teste de 48 horas apds avaliadas por PCR para as

bactérias simbiontes de Bemisia tabaci bi6tipo B — MEAM 1

Amostras

Portiera
aleyrodidarum

Hamiltonella Rickettsia Wolbachia
spp. spp. spp.

16 - 01 Mosca PAA/PAI 48hs em Agata
17 - 01 Mosca PAA/PAI 48hs em Agata
18 - 01 Mosca PAA/PAI 48hs em Agata
19 - 02 Mosca PAA/PAI 48hs em Agata
20 - 02 Mosca PAA/PAI 48hs em Agata
21 - 02 Mosca PAA/PAI 48hs em Agata
22 - 03 Mosca PAA/PAI 48hs em Agata
23 - 03 Mosca PAA/PAI 48hs em Agata
24 - 03 Mosca PAA/PAI 48hs em Agata
25 - 05 Mosca PAA/PAI 48hs em Agata
26 - 05 Mosca PAA/PAI 48hs em Agata
27 - 05 Mosca PAA/PAI 48hs em Agata
28 - 10 Mosca PAA/PAI 48hs em Agata
29 - 10 Mosca PAA/PAI 48hs em Agata
30 - 10 Mosca PAA/PAI 48hs em Agata
46 - 01 Mosca PAA/PAI 48hs em Asterix
47 - 01 Mosca PAA/PAI 48hs em Asterix
48 - 01 Mosca PAA/PAI 48hs em Asterix
49 - 02 Mosca PAA/PAI 48hs em Asterix
50 - 02 Mosca PAA/PAI 48hs em Asterix
51 - 02 Mosca PAA/PAI 48hs em Asterix
52 - 03 Mosca PAA/PAI 48hs em Asterix
53 - 03 Mosca PAA/PAI 48hs em Asterix
54 - 03 Mosca PAA/PAI 48hs em Asterix
55 - 05 Mosca PAA/PAI 48hs em Asterix
56 - 05 Mosca PAA/PAI 48hs em Asterix
57 - 05 Mosca PAA/PAI 48hs em Asterix
58 - 10 Mosca PAA/PAI 48hs em Asterix
59 - 10 Mosca PAA/PAI 48hs em Asterix
60 - 10 Mosca PAA/PAI 48hs em Asterix

+ = =
+




Tabela 7. Deteccao de bactérias simbiontes em individuos de Bemisia tabaci biétipo B — MEAM 1 alimentadas em planta de tomate
‘Santa Clara’ infectada por ToYVSV e transferidas para inoculagédo de plantas de batata com PAA/PAI de 24 horas

PAA / PAl 24 horas

PAA / PAI 24 horas

Cultivar Agata Asterix
., N° de amostras N° de amostras
Individuos de ositivas / total ositivas / total
B. tabaci por 1 2 3 5 P N 5 10 P N
. de individuos de individuos
repeticao . .
avaliados avaliados
Bactérias
simbiontes
Portiera
) 1/3 0/6 3/9 10/15 30/30 44/63 2/3 2/6 3/9 15/15 30/30 52/63
aleyrodidarum
Hamiltonella spp. 1/3 0/6 6/9 10/15 27/63 2/3 4/6 3/9 15/15 10/30 34/63
Wolbachia spp. - - - - 0/63 - - 0/63
Rickettsia spp. - - - - 0/63 - - 0/63

Tabela 8. Detecc¢édo de bactérias simbiontes em individuos de Bemisia tabaci biétipo B — MEAM 1 alimentadas em planta de tomate
‘Santa Clara’ infectada por ToYVSV e transferidas para inoculagédo de plantas de batata com PAA/PAI de 48 horas

PAA / PAI 48 horas

PAA / PAI 48 horas

Cultivar Agata Asterix
., N° de amostras N° de amostras
Individuos de ositivas / total ositivas / total
B. tabaci por 1 2 3 5 posttivas 5 10  Postvas
. de individuos de individuos
repeticao . .
avaliados avaliados
Bactérias
simbiontes
Portiera 2/3 2/6 319 10/15 27/63 2/3 4/6 6/9 15/15 20/30 47/63
aleyrodidarum
Hamiltonella spp. 1/3 4/6 6/9 10/15 31/63 2/3 2/6 0/9 5/15 20/30 29/63
Wolbachia spp. - - - - 0/63 - - 0/63
Rickettsia spp. - - - - 0/63 - - 0/63

40
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Em trabalhos anteriores ja foi sugerido que as colénias de B. tabaci deveriam ser
divididas de acordo com o0s simbiontes presentes nos individuos, pois estudos recentes
revelam que simbiontes interferem em diversas atividades e até mesmo em fungbes
biol6gicas como: taxas de transmissédo, resisténcia a parasitoides, altas temperaturas e a
inseticidas (OLIVER et al., 2003; RUSSELL; MORAN, 2006; KONTSEDALOV et al., 2008;
GOTTLIEB et al., 2010; SU et al., 2013; KLIOT et al., 2014; PINHEIRO et al., 2015).

A bactéria priméaria obrigatéria, P. aleyrodidarum, esteve presente na maioria dos
individuos de B. tabaci, apresentando um padréo de arraste no gel de agarose 1% seguindo
a descricdo feita para o iniciador especifico, (GOTTLIEB et al.,, 2006) e seguiu a
porcentagem de presenca correspondente ao evidenciado por Guo e colaboradores (2014).
Embora a bactéria seja descrita como obrigatéria, ndo significa que a mosca-branca nao
sobreviva na auséncia da mesma, porém, ela se desenvolve de forma diferente,
necessitando de uma alimentacdo mais reforcada e continua, pois ha relatos de que a
bactéria secreta para a mosca-branca aminoacidos e carotenoides essenciais para 0 seu
desenvolvimento, auxiliando no aumento da taxa reprodutiva e de oviposi¢cao (WILKINSON;
DOUGLAS, 1996; PINHEIRO et al., 2015;).

Nas Tabelas 7 e 8 os resultados obtidos para a bactéria simbionte secundaria do
género Hamiltonella foram menores do que as obtidas no trabalho de Kliot e colaboradores
(2014) que reportaram a bactéria em 100% das moscas-brancas testadas. Su e
colaboradores (2013) e Gottlieb e colaboradores (2010) relataram a importancia de
Hamiltonella, comparando uma populagdo de B. tabaci com o simbionte e outra sem,
obtendo 60% a mais na transmissdo utilizando a populacdo com simbionte do que a
populacdo que ndo apresentava o simbionte. Su e colaboradores (2013) descreveram a
bactéria Hamiltonella como sendo obrigatéria para a transmissao de begomovirus devido a
uma proteina homéloga a GroEL produzida por esta bactéria. Esta proteina auxilia na
passagem do virus da camara filtro do inseto para a hemolinfa, onde a proteina “camufla” a
particula viral para que esta possa circular, até atingir a glandula salivar acesséria e assim
ser transmitida para outra planta (WHITFIELD et al., 2015; KLIOT et al., 2013).

Os resultados evidenciaram a auséncia da bactéria simbionte secundaria do género
Rickettsia, que segundo Kliot e colaboradores (2014) é de suma importancia para a
transmissdo de begomovirus. Estes autores analisaram as diferengas no potencial de
transmisséo, de plantas de tomate para tomate, entre duas popula¢gdes de B. tabaci onde
uma delas continha a bactéria do género Rickettsia e a outra ndo, e constataram uma
diferenca na taxa de aquisicéo/transmissédo sendo de 79% na populacdo de moscas-brancas
que continha a bactéria simbionte, enquanto que, a populacdo sem a bactéria apresentou

uma taxa de transmissdo de apenas 41%.
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A bactéria simbionte secundaria do género Wolbachia também néo foi detectada nas
amostras analisadas. Esta bactéria tem sido frequentemente descrita como uma presenca
caracteristica em populagbes de B. tabaci biétipo Q - MED (SKALJAC et al., 2013). Em
levantamento blibliografico realizado, ndo foram encontrados trabalhos associando
Wolbachia a transmissdo de begomovirus. Entretanto, esta bactéria tem sido descrita como
simbionte secundario de diversos artrépodes, como 0 mosquito Aedes aegypti, inibindo a
replicacdo dos virus da dengue e chikungunya (MOREIRA et al., 2009; KLIOT et al., 2014).

Su e colaboradores (2013) e Kliot e colaboradores (2014) relatam a dependéncia de
proteinas secretadas por simbiontes secundarios na transmissao de begomovirus. Levando
em consideracdo a auséncia de Rickettsia e a baixa porcentagem de ocorréncia de
Hamiltonella.

Su e colaboradores (2013) e Kliot e colaboradores (2014) desenvolveram seus
trabalhos com o begomovirus TYLCV relatado que possui um Unico segmento de DNA, e no
caso deste trabalho a espécie ToYVSYV tem dois segmentos de DNA (ICTV, 2015).

Czosnek e colaboradores (2002) descrevem que 0s numeros de segmentos de DNA
do begomovirus, ndo interferem no processo de aquisigdo, retencdo, transmissdo e nem
mesmo na relacdo entre a particula viral e as proteinas secretadas pelos simbiontes

secundérios envolvidas na translocacgéo interna do virus pelo inseto vetor.

5.4. Comportamento alimentar de Bemisia tabaci biétipo B — MEAM 1 em

‘Agata’ e ‘Asterix’ utilizando EPG

Observou-se variacdo significativa para NP, NC, NProvas, TTNP, TMNP, TTC, TMC,
NPantesk e TNFloem (f < 0,05); sendo que; os dados estatisticamente néo significativos (f >
0,05) foram aqueles que n&o apresentaram valores, ou ndo apresentaram variagdo entre 0s
valores obtidos, NE1, NE2, TTE1, TMEL1, TTE2, TME2, TTFloem e TMFloem (Tabelas 9 e
10).



Tabela 9. Variaveis avaliadas utilizando-se o Electrical penetration graphics em ‘ Agata’

Tempo total de duracéo do teste (minutos)

Variaveis f
5 15 30 45 60 240
Valores N&o Sequenciais
NP 3,0+0,45a 4,26+0,72a 3,0+0,6b 1,8+0,3b 3,0+0,6b 11,4+3,0a 0,024
NC 1,8+0,27abc 2,4+0,54abc 1,8+0,6ac 0,6+0,12a 0,6+0,06a 5,4+1,8¢ 0,032
NE1 0,0+0,0a 0,3610,24a 0,18+0,06a 0,18+0,12a 0,06+0,06a 0,2410,24a 0,580
NE2 0,0+0,0a 0,18+0,12a 0,0+0,0a 0,0£0,0a 0,0£0,0a 0,6+0,6a 0,206
NProvas 2,4+0,45a 3,6+0,6a 2,4+0,6ab 1,2+0,3ab 2,4+0,6ab 10,8+3,0a 0,037
Valores Sequenciais

TTNP 0,26+0,41a 8,48+1,36a 23,82+2,24ab 38,12+3,09b 45,07+4,87bc 194,54+11,42¢ 0,034
TMNP 0,83+0,16a 3,46x0,10ab 11,60+2,62bc 24,37+4,11c 19,39+4,02c 45,77+£15,62¢c 0,045
TTC 1,74+0,33a 1,01+1,27ab 3,26+1,18a 4,02+1,48a 14,66+4,85ab 45,41+11,39b 0,002
TMC 0,85 x0,14a 2,82+0,94ab 0,23%£1,17a 3,48+1,42ab 14+4,84b 10,91+2,92b 0,017
TTEL 0,0+0,0a 1,07+0,74a 2,90+1,99a 3,20+2,95a 0,2310,23a 2,02+2,02a 0,551
TME1 0,0+0,0a 0,35+0,24a 2,90£1,99a 1,72+1,48a 0,23£0,23a 0,50£0,50a 0,536
TTE2 0,0+0,0a 0,50+0,34a 0,0+0,0a 0,0£0,0a 0,0+0,0a 5,01+5,01a 0,216
TMEZ2 0,0+0,0a 0,04+0,29a 0,0+0,0a 0,0£0,0a 0,0£0,0a 5,01+5,01a 0,216
NPantesE 2,71+0,41a 8,40+0,14a 23,51+2,31ab 36,42+3,51b 45,07+4,87bc 190,05+14,38c 0,049
TFNFloem 0,12+0,08a 13,41+1,08ab 27,0941,99b 41,79+2,95bc 59,76+0,23cd 232,95+7,04d 0,023
TTFloem 0,0+0,0a 1,58+1,08a 2,90£1,99a 3,20£2,95a 0,23£0,23a 7,04+7,04a 0,555
TMFloem 0,0+0,0a 0,75+£0,01a 2,90£1,99a 1,72+1,48a 0,23£0,23a 1,76x1,76a 0,542

*Dados paramétricos: NP: Numero de eventos de ndo prova; NC: Numero de eventos de caminhamento intercelular; NE1: NUumero de eventos de
alimentacdo floeméatica forcada; NE2: Niamero de eventos de alimentagdo floeméatica continua; NProvas: Numero de eventos de picada de prova; Dados néo
paramétricos: TTNP: Tempo total passado em nao prova; TMNP: Tempo médio passado em ndo prova; TTC: Tempo total passado em caminhamento
(parénquima); TMC: Tempo médio passado em caminhamento; TTE1l: Tempo total passado em alimentacdo floematica forcada; TMEL1l: Tempo médio
passado em alimentacédo floematica forcada; TTE2: Tempo total passado em alimentacéo floemética continua; TME2: Tempo médio passado em alimentacdo
floematica continua; NPantesE: Tempo passado em ndo prova antes da fase floematica; TFNFloem: Tempo de fase ndo floeméatica; TTFloem: Tempo total

passado em fase floeméatica; TMFloem: Tempo médio passado em fase floemética.
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Tabela 10. Variaveis avaliadas utilizando-se o Electrical penetration graphics em ‘Asterix’

Tempo total de duracéo do teste (minutos)

Variaveis f
5 15 30 45 60 240
Valores N&do Sequenciais
NP 1,26+0,15a 1,5+0,25a 1,73+0,38a 2,20+0,61a 2,66+0,78ab 8,53+1,6b 0,010
NC 0,46+0,19a 0,60£0,25a 1,0+0,42a 1,13+0,54a 1,26+0,52ab 7,53+£1,68b 0,024
NE1 0,0+0,0a 0,0+0,0a 0,0+0,0a 0,0+0,0a 0,0+0,0a 0,0+0,0a 1,0
NE2 0,0+0,0a 0,0+0,0a 0,0+0,0a 0,0+0,0a 0,0+0,0a 0,0+0,0a 1,0
NProvas 0,46+0,19a 0,73+0,33a 1,0+0,42a 1,46+0,64ab 1,26+0,52ab 7,53+£1,68b 0,021
Valores Sequenciais

TTNP 3,76+0,54a 11,25+1,46abc 21,15+2,92abc 31,65+0,33c 43,97+4,91cd 194,87+12,96d 0,009
TMNP 3,70+0,56a 10,48+1,71ab 1,92+3,39ab 26,39+0,33b 33,3+6,58b 67,41+23,46b 0,045
TTC 1,23+0,54a 3,74+1,46a 8,84+2,92ab 13,34+4,33ab 16,02+4,91ab 45,12+12,96b 0,002
TMC 0,94+0,45a 2,50+1,12a 6,53+2,56a 8,42+3,76a 12,49+4,6a 11,05+6,59a 0,078

TTELl 0,0+0,0a 0,0+0,0a 0,0+0,0a 0,0+0,0a 0,0+0,0a 0,0+0,0a 1,0

TME1 0,0+0,0a 0,0+0,0a 0,0+0,0a 0,0+0,0a 0,0+0,0a 0,0+0,0a 1,0

TTE2 0,0+0,0a 0,0+0,0a 0,0+0,0a 0,0+0,0a 0,0+0,0a 0,0+0,0a 1,0

TME2 0,0+0,0a 0,0+0,0a 0,0+0,0a 0,0+0,0a 0,0+0,0a 0,0+0,0a 1,0
NPanteskE 3,76+0,06a 11,26+1,46ab 21,15+2,92abc 31,65+4,33bc 43,97+4,91cd 183,76+17,01d 0,016
TENFloem 5,00£0,0a 15,0+0,0ab 30,0+0,0bc 45,0+0,0cd 60,0+0,0de 240,0£0,0e 0,021
TTFloem 0,0+0,0a 0,0+0,0a 0,0+0,0a 0,0+0,0a 0,0+0,0a 0,0+0,0a 1,00
TMFloem 0,0+0,0a 0,0+0,0a 0,0+0,0a 0,0+0,0a 0,0+0,0a 0,0+0,0a 1,00

*Dados paramétricos: NP: Numero de eventos de ndo prova; NC: Numero de eventos de caminhamento intercelular; NE1: NUmero de eventos de
alimentacéo floematica forcada; NE2: Numero de eventos de alimentagdo floematica continua; NProvas: Numero de eventos de picada de prova; Dados ndo
paramétricos: TTNP: Tempo total passado em nao prova; TMNP: Tempo médio passado em ndo prova; TTC: Tempo total passado em caminhamento
(parénquima); TMC: Tempo médio passado em caminhamento; TTE1l: Tempo total passado em alimentacdo floemética forcada; TMEL1l: Tempo médio
passado em alimentacédo floematica forcada; TTE2: Tempo total passado em alimentacéo floemética continua; TME2: Tempo médio passado em alimentacdo
floemética continua; NPantesk: Tempo passado em nao prova antes da fase floematica; TFNFloem: Tempo de fase ndo floemética; TTFloem: Tempo total
passado em fase floemética; TMFloem: Tempo médio passado em fase floemética.
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Nas Tabelas 9 e 10, os niumeros de NP de ‘Agata’ foi maior do que em ‘Asterix’, o NC
na primeira cultivar € maior do que o evidenciado para ‘Asterix’ (Tabela 10) até o periodo 30
minutos. A partir dos 45 minutos houve uma inversédo destes valores que indicaram uma
maior prova na ‘Asterix’. A ocorréncia deste fato ndo demonstra necessariamente uma
resisténcia, pois em ‘Agata’ os insetos deixam a fase de caminhamento intercelular (C) e
passam a fase de alimentagéo floematica (E), fato este ausente na ‘Asterix’. Estes valores
obtidos também se assemelham aos obtidos por Pereira (2016), para plantas de ‘Agata’
sadias.

Na Tabela 10 os nimeros de NP observados evidenciam a inicial preferéncia alimentar
inicial pela ‘Asterix’, fato este que pode ser explicado pelos dados de TTNP, sendo o NP
menor e o TTNP maior do que os dados evidenciados para ‘Agata’. Quando comparados 0s
valores de NP e TTNP com aqueles obtidos por Pereira (2016) que trabalhou com plantas
de batata ‘Agata’ sadias e infectadas, utilizando periodos de 8 horas nos testes de EPG
podemos notar uma semelhanca nos valores obtidos para a cultivar em questéo.

O numero de provas (NProvas) foi maior em ‘Agata’ do que em ‘Asterix’, verificou-se o
aumento destes valores conforme houve um aumento do tempo de contato com a planta
hospedeira, sendo que os maiores valores ocorreram com 240 minutos. Estes valores néo
se diferenciaram signifivativamente (Tabela 9).

A fase de alimentagcdo floematica forcada (NE1) ocorreu em poucas ocasides e
apenas para ‘Agata’, ndo ocorrendo para ‘Asterix’, mesmo com os valores observados em
‘Agata’ ndo houve diferenga significativa para as duas cultivares. E estes mesmos valores
também corroboram com os obtidos por Pereira (2016).

Nao houve fase de alimentagdo floematica continua (NE2, TTE2 e TME2) para
‘Asterix’. Esta fase ocorreu apenas em ‘Agata’ (Tabela 9) verificando-se que poucos insetos,
esporadicamente se alimentaram de forma continua em vasos do floema, tecido da planta
nos quais, a presenga das particulas virais dos Begomovirus ocorrem em maior
concentracéo, se replicam e translocam com maior eficiéncia e frequéncia (ALBUQUERQUE,
2012).

A ocorréncia dos eventos ndo sequenciais relacionados aos tecidos do floema (NE1 e
NE2) em ‘Agata’ foi baixa e corroborou com os dados de Pereira (2016). Verificou-se nesta
cultivar baixos valores de varidveis sequenciais para TTFloem e TMFloem (Tabela 9).

De uma maneira geral houve maior preferéncia e facilidade dos insetos pelas plantas
de ‘Agata’, mesmo com valores baixos para todas as variavis avaliadas (Tabela 9).

O valor obtido para NPantes pode denotar uma possivel resisténcia das plantas de
‘Asterix’ a B. tabaci. Silva e colaboradores (2008) também verificaram uma menor

preferéncia alimentar de B. tabaci por ‘Asterix’ quando comparada com ‘Agata’.
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Na Tabela 10 ndo houve ocorréncia de eventos relacionados a ingestdo em fase
floemética (NE1 e NE2) em ‘Asterix’, portanto ndo houve tempos de alimentacao floematica
(TTE1, TMEL, TTE2, TME2, TTFloem e TMFloem). Considerando que os Begomovirus se
encontram em maior concentracao nos tecidos floeméaticos, fase em que ocorre a inoculagéo
e aquisicdo pelo vetor com prolongada alimentacdo forcada (E1) inoculacdo, e aquisicdo do
virus em alimentacdo continua (E2). A auséncia destas fases pode determinar a nao
transmissdo dos begomovirus dependendo das plantas avaliadas (ALBUQUERQUE, 2012;
TOLOQY, 2015; PEREIRA, 2016).

Na ‘Agata’, o tempo de alimentacdo em fase floeméatica foi reduzido (TTE1, TMEL,
TTE2, TME2) (Tabelas 9 e 10), o que pode ter comprometido a aquisi¢do de particulas virais,
€ mesmo com a ocorréncia da bactéria simbionte primaria Portiera aleyrodidarum, associada
a alimentacéo, nutricao, reproducao e oviposicao e da bactéria secundaria Hamiltonella spp.
associada a transmissao de begomovirus e resisténcia a parasitoides, (KLIOT et al., 2013;
SU et al., 2013; KLIOT et al., 2014) (Tabela 7 e 8). No presente trabalho ndo foi constatada

a transmissdo do ToYVSV mesmo na presenca das bactérias simbiontes de B. tabaci.
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5.5. Estudos de controle bioldégico de Bemisia tabaci biétipo B — MEAM 1 com

Amblydromalus limonicus

5.5.1.Capacidade de predacédo de ovos de Bemisia tabaci biétipo B — MEAM 1 por

Amblydromalus limonicus

Os resultados indicam elevado potencial de predacdo de ovos de B. tabaci por A.
limonicus. Observou-se correlacéo significativa (p = 0,047) entre as densidades de ovos de
mosca-branca oferecidos e o numero de ovos consumidos por A. limonicus, com tendéncia
de aumento na taxa de predagdo, acompanhando o aumento no nimero de ovos de B.
tabaci oferecidos. As maiores taxas de consumo foram observadas para densidades de
ovos entre 10 e 30 ovos por arena, chegando a 8,4 ovos por fémea do predador por dia
(Figura 13).

O valor de consumo diario de ovos de B. tabaci obtido para A. limonicus foi superior ao
reportado por Fouly e colaboradores. (2011) para A. swirskii (3,8 ovos/fémea/dia). As
densidades de ovos de B. tabaci oferecidos por fémea do predador foi de 4 a 12 ovos por
dia, o que pode ter influenciado na menor taxa de consumo observada para A. swirskii por

esses autores.

Amblydromalus limonicus

[any

y = 3,204In(x)- 1,959
R?2=0,906 P=0,047

Numero de ovos consumidas
O L N WM ULI ON OO OO
1

0 5 10 15 20 25 30 35

Numero de ovos de Bemisia tabaci oferecidos

Figura 13. Taxa de consumo (médias + EP) de ovos de Bemisia tabaci biétipo B — MEAM 1 por

dia por fémea adulta de Amblydromalus limonicus, em arenas de folha de feijdo-de-porco
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Observou-se uma taxa de oviposicdo entre 0,71 e 1,1 ovos por fémea de A. limonicus
por dia, quando alimentadas com ovos de B. tabaci, em densidades entre 10 e 30 ovos por
arena, ndo havendo diferencas significativas (p > 0,05) na oviposicdo para as trés
densidades de ovos. Esses resultados indicam que ovos de B. tabaci representam uma boa
fonte de alimento para o acaro predador.

Para A. swirskii, considerado um dos acaros predadores mais efetivos para o controle
biol6gico de B. tabaci, a taxa de oviposi¢do variou de 0,8 a 1,5 ovos por fémea por dia
(FOULY et al., 2011) quando alimentado com ovos de mosca-branca, sendo semelhante ao

observado para A. limonicus, no presente experimento.

5.5.2.Influéncia de Amblydromalus limonicus sobre a infestagdo de Bemisia
tabaci biétipo B — MEAM 1 em plantas de batata

Os resultados indicam bom potencial de uso de A. limonicus para o controle de B.
tabaci em cultivo de batata. Os &caros predadores conseguiram reduzir em até 80% a
densidade de ovos de B. tabaci em plantas de batata, em apenas 48 horas apds a sua
liberacédo (Tabela 11).

Tabela 11. Densidades de ovos de Bemisia tabaci biétipo B — MEAM 1 em duas cultivares de

batata, com presenca e auséncia do &caro predador Amblydromalus limonicus

NUmero de ovos

Cultivar Tratamento de B. tabaci / % Reducéo
foliolo (6,25 cm?)
Agata Com predador 32+x11a 80,2%
Sem predador 16,2+25¢c -
Asterix Com predador 79+19b 57,3%
Sem predador 185+3,1c -

Observou-se maior efetividade de A. limonicus no controle das moscas-brancas em
plantas da ‘Agata’, em comparacdo com a ‘Asterix. O menor desempenho do &caro
predador em ‘Asterix’ pode estar relacionado a presenca de maior numero de tricomas, que
podem afetar o deslocamento e a capacidade de predacdo desses inimigos naturais
(COLLIER et al., 2007). De acordo com Silva e colaboradores (2012), o numero de tricomas
glandulares em folhas de ‘Asterix’ é quase o dobro (1,93 vezes) do observado para ‘Agata’.

O numero de tricomas simples também é maior (1,61 vezes) em ‘Asterix’.
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As densidades de ovos de B. tabaci foram semelhantes em folhas de ‘Agata’ e ‘Asterix’
(Tabela 11), corroborando os resultados de Silva e colaboradores (2012), que também né&o
detectaram diferencas nas taxas de oviposi¢cdo desta mosca-branca nas duas cultivares de
batata. De acordo com esses autores, os tricomas glandulares presentes em folhas de
batata ndo representam um fator adverso significativo para a redugdo na oviposi¢cao de B.
tabaci.

5.5.3.Testes toxicologicos com Amblydromalus limonicus

Os resultados indicam diferencgas significativas na suscetibilidade de A. limonicus aos
diferentes agroquimicos avaliados. Os compostos mais prejudiciais ao acaro predador foram
os do grupo dos piretroides (deltametrina e lambda-cialotrina), que causaram mortalidades de
100% em fémeas adultas do fitoseideo (Tabela 12).

Braun e colaboradores (1987) também mencionaram a alta toxicidade de inseticidas

piretréides (permetrina) aos acaros da espécie A. limonicus.

Tabela 12. Toxicidade de agrotoxicos sobre fémeas adultas de Amblydromalus limonicus, em

folhas de feijdo-de-porco, em bioensaio de contato direto e residual

Produto tacnico Co;c;(zr:t.;g/ao M.*  Sobreviventes E* E® Classe’
100L 100% - M,

Abamectina 2,25 95,0 5,0 0,90 95,5 3
Acefato 75,0 48,2 51,8 0,95 48,2 2
Clorfenapir 22,5 98,0 2,0 0,90 98,2 3
Deltametrina 1,0 100,0 0,0 0,00 100,0 4
Espiromesifeno 18,0 7,5 92,5 0,90 16,8 1
Imidacloprido 1,50 15,0 85,0 0,28 76,2 3
;Zg?r?:é 40,0 100,0 0,0 0,00  100,0 4
Tiametoxam 5,0 25,1 64,9 0,85 44,8 2
Diafentiuron 100,0 65,0 35,0 0,68 76,2 2

*Mortalidade corrigida: M; “Efeito na reproducéo: Er= R trat. / R test.; “Efeito total: E%=100% -(100%-
Mc) x Er; “Classes de toxicidade segundo IOBC/WPRS. - *Concentracdo do produto formulado
(mL/100 L)
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Os inseticidas clorfenapir, abamectina, diafentiuron e acefato afetaram
significativamente a populagéo de A. limonicus, sendo classificados como moderadamente
nocivos (HASSAN et al., 1985).

Os produtos menos prejudiciais aos acaros predadores foram espiromesifeno,
imidacloprido e tiametoxam, que foram classificados como in6cuos ou levemente nocivos,
mostrando-se promissores para o manejo de B. tabaci em cultivo de batata, em associagéo
com o uso de A. limonicus (KNIGHT et al., 1990).

Uma baixa toxicidade de espiromesifeno também foi observada para o acaro predador
Neoseilus californicus (McGregor) (Acari: Phytoseiidae) (SATO et al., 2011).
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6. CONCLUSOES

Levando em consideragéo todos os fatores envolvidos no processo de transmissao de
begomovirus por Bemisia tabaci, podemos considerar que diferentes fatores interferiram no
resultado das transmissdes sendo eles, o nimero de moscas-brancas, a diferenca de
espécies entre a planta fonte de virus e a planta alvo, e a ndo deteccao de simbiontes
considerados importantes no processo de transmissao.

Também é possivel concluir que houve pouca taxa de ocorréncia de alimentacdo
floematica, e que quando houve esta ocorreu por um curto periodo de tempo, de acordo
com os dados de EPG, fato este que pode ter acarretado a ndo aquisicdo das particulas
virais pelo inseto vetor.

O acaro predador Amblydromalus limonicus mostra-se promissor para 0 controle
biolégico de Bemisia tabaci bitipo B — MEAM 1 em plantas de batata.

Os inseticidas piretréides, deltametrina e lambda-cialotrina, mostram-se nocivos ao
predador Amblydromalus limonicus.

Os agroquimicos espiromesifeno, imidacloprido e tiametoxam, mostram-se pouco
prejudiciais a Amblydromalus limonicus, podendo ser Uteis para 0 manejo de Bemisia tabaci
em cultivo de batata.
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