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RESUMO

O pulgéo Lipaphis pseudobrassicae (Davis) vem demonstrando uma alta taxa de
resisténcia ao parasitoide Diaeretiella rapae (Mclntosh) em todas as Regides do Brasil.
Em Uberlandia esta taxa é superior a 90%. Porém, a causa da resisténcia deste afideo
ndo foi determinada. Este estudo objetivou determinar a resisténcia de populagdes de L.
pseudobrassicae coletadas em Patos de Minas ao parasitoide D. rapae; além disso,
identificar se a causa da resisténcia de Lipaphis pseudobrassicae ao parasitoide
Diaeretiella rapae ¢ devido a presenca dos endossimbiontes secundarios: Hamiltonella
defensa e Regiella insecticola, por meio da detec¢do dessas bactérias por PCR em
amostras de pulgdes resistentes de diferentes Regides do Brasil. Apos a coleta L.
pseudobrassicae em Patos de Minas, estes tiveram sua populagdo aumentada em
laboratorio até atingir 50 individuos adultos. Destes, foi avaliada a resisténcia de
individuos de 4° instar de 30 clones da geragdo F1 e confirmagdo da resisténcia na
geracdo F2 de laboratorio. Para verificar se a causa da resisténcia € devido a presenca de
H. defensa e R. insecticola o DNA de individuos de L. pseudobrassicae resistentes e
suscetiveis de diferentes regides do Brasil (Nordeste, Sudeste, Centro-Oeste e Sul) foi
testado, assim como foi verificada a presenca de H. defensa e R. inseticola em outras
cinco espécies de pulgdes, Rhopalosiphum maidis (Fitch, 1856), Aphis (Toxoptera)
citricidus (Kirkaldy,1907), Rhodobium porosum (Sanderson, 1900) e Schizaphis
graminum (Rondani, 1852), para a confirma¢do da metodologia utilizada para a
detecgcdo dessas bactérias. O DNA dos pulgdes foi extraido para compor o banco de
dados. Em seguida foi realizada a Reagdo em cadeia de polimerase (PCR) e a
eletroforese, para confirmagdo da subunidade 16S. Os clones de L. pseudobrassicae
apresentaram taxa de resisténcia de 83,3% a D. rapae. Além disso, foi possivel
confirmar a subunidade 16S, comprovando a presenga de bactérias endossimbiontes nas
espécies avaliadas. As bactérias H. defensa e R. insecticola ndo foram encontradas em
nenhuma das 12 amostras, o que indica inefetividade do método utilizado para a
detec¢do das bactérias. Desta forma, ndo foi possivel confirmar que a resisténcia de L.
pseudobrassicae ao parasitoide D. rapae esta relacionada a presenca de bactérias

simbiontes.

Palavras chaves: afideos, subunidade 16S, brassicaceae, controle biolégico.



1-INTRODUGAO. ... 7
2-OBJETIVOS .o e 9
3- MATERIAL E METODOS. ............coooiioioooooiooeoee e 10
3.1 - Produg@o de mudas de couve (Brassica oleracea var. acephalal.)...................... 10
3.2 - Obtengdo dos pulgdes L. pseudobrassicae.................................cc.coiioiiiiiii 10
3.3 - Obteng@o de parasitordes..............ocoooiiiiiio oo, 11
3.4- Avaliacdo da resisténcia de L. pseudobrassicae..................................cc..c....o....... 11
3.5 - Extracdo de DNA dos individuos resistentes € suscetiveis..................................... 13
3.6 - PCR das @QMOSLIAS.......ooiiiiiiiii i 13
3.7 - Gl de Q@ATOSE........oooi i 14
4- RESULTADOS E DISCUSSAO..........coooioiioiioiee 15
5. CONCLUSAO ... 22

REFERENCIAS



1- INTRODUCAO

O agronegocio de hortalicas ¢ um ramo da economia agricola que proporciona
uma grande oportunidade de trabalho, principalmente no setor primario, devido a
grande exigéncia de mao-de-obra desde os métodos de semeadura até a etapa de
comercializagdo  (FILGUEIRA, 2008). Estima-se que sejam  cultivados
aproximadamente 770 mil hectares e produzidos cerca de 17,5 milhdes de toneladas de
hortaligas em todo o pais (EMBRAPA, 2006). Entre o periodo dos anos de 2000 e 2011,
a produgdo brasileira de hortaligas cresceu 31% (EMBRAPA, 2012). Dentre essas
hortaligas tem-se a couve de folhas (Brassica oleracea var. cephala L.), pertencente a
familia Brassicaceae, que ¢ uma planta perene de porte ereto e de caule sublenhoso, que
emite folhas continuamente (VIEIRA, 2006).

Segundo Filgueira (2008) a couve ¢ um alimento importante na nutrigdo
humana, sendo rica em minerais e vitaminas, destacando-se entre as plantas horticolas.
Estas hortalicas sdo frequentemente atacadas por pragas, sendo os pulgdes ou afideos
considerados os mais prejudiciais.

As espécies mais importantes nesta cultura sdo: Myzus persicae (Sulzer),
Brevicoryne brassicae L. e Lipaphis pseudobrassicae (Davis) (Hemiptera: Aphididae),
causam bastante danos as brassicaceas, como couve, brocolis, couve-flor, nabo,
mostarda e repolho (SOUSA-SILVA; ILHARCO, 1995; BLACKMAN; EASTOP,
2000). Essas espécies trazem um impacto negativo para a producio dessas hortaligas.

Os parasitoides prejudicam o hospedeiro por depositarem seus ovos no interior
ou exterior do seu corpo. Em estagios mais avangados, as larvas do parasitoide eclodem,
se alimentam dos tecidos e matam seu hospedeiro (GODFRAY,1994). O pulgdo L.
pseudobrassicae ¢ a espécie mais frequente em couve (SAMPAIO et al., 2017) e
apresenta como principal parasitoide a vespa Diaeretiella rapae (Mclntosh) (RESENDE
et al., 2006; DESH; CHAND, 1998; AKHTAR et al., 2010; SAMPAIO et al., 2017).

Os hospedeiros podem apresentar mecanismos de defesa para contra-atacar seu
inimigo natural. Essa defesa pode ser comportamental ou fisiologica. Na
comportamental, o hospedeiro impede a deposi¢do do ovo por meio de comportamentos
agressivos ou utilizam outros individuos como guarda costas (HENTER; VIA, 1995). Ja
na resisténcia fisiologica o hospedeiro previne que os ovos do parasitoide venham a se
desenvolver (GRIFFITHS, 1961; CARVER; SULLIVAN, 1988). Dentre essas respostas

que podem ocorrer, estdo a morte por asfixia do parasitoide ou a liberagdo de



substancias que ocasionam sua necrose. Essa capacidade do hospedeiro pode ser
alterada em fung¢fo da populagdo do hospedeiro, visto que esta ligada as caracteristicas
de cada genotipo (KRAAIJEVELD et al. 1998). A resisténcia € um importante
parametro da adaptagdo do hospedeiro, afetando diretamente o efeito e o
estabelecimento dos parasitoides no campo (VORBURGER et al. 2009).

Estudos indicam que o parasitismo de L. pseudobrassicae por D. rapae pode ser
superior a 60% (AKHTAR et al., 2010). Entretanto, na regido de Uberlandia, em Minas
Gerais, foi encontrada uma taxa de parasitismo de L. pseudobrassicae inferior a 10%,
indicando que este pulgdo ¢ resistente ao parasitoide (SAMPAIQO et al., 2017).

Alta porcentagem de individuos resistentes a D. rapae foi encontrada em
populagdes de L. pseudobrassicae das Regides Nordeste, Centro-Oeste, Sul e Sudeste
do Brasil, indicando que a resisténcia deste atideo ao parasitoide ¢ distribuida em todo o
pais (SILVA, 2017).

Ferreira (2013) comprovou em seus trabalhos que a resisténcia de L.
pseudobrassicae a D. rapae ndo foi devido a defesa celular, ja que ndo haviam
estruturas encapsuladas do parasitoide no interior dos pulgdes. Oliveira et al. (2013),
buscou explicar o baixo parasitismo realizando testes em laboratério relacionando a
preferéncia do parasitoide ao pulgdo e observou que D. rapae ovipositou igualmente em
L. pseudobrassicae e em M. persicae. Ferreira (2013) e Oliveira et al. (2013)
observaram que a causa da resisténcia de L. pseudobrassicae a D. rapae esta ligada com
o desaparecimento e inviabiliza¢do dos ovos do parasitoide. Henter e Via (1995) ja
haviam notado que em pulgdes resistentes os ovos do parasitoide ndo se desenvolviam.
Posteriormente, segundo Oliver et al. (2003), o mecanismo de resisténcia foi associado
aos pulgoes resistentes devido a associagdo as bactérias endossimbiontes secundarias.

Esse mecanismo de resisténcia relacionado aos simbiontes foi confirmado em
populagdes de pulgdes das espécies Acyrthosiphon pisum (Harris) (HENTER; VIA,
1995; HUFBAUER,; VIA, 1999; FERRARI et al., 2001), Myzus persicae (Sulzer)
(VORBURGER et al., 2008; VON BURG et al., 2008) e Aphis fabae Scopoli
(VORBURGER et al., 2009). Dentre eles o pulgdo A. pisum, conhecido popularmente
como pulgdo da ervilha, € a espécie mais utilizada como modelo para o estudo de
bactérias endossimbiontes facultativas. Nessa espécie de pulgdo ja foram encontradas
trés espécies de endossimbiontes secundarios: Serratia symbiotica (também conhecido

como tipo R, S-sym, PASS - pea aphid secondary symbiont), Hamiltonella defensa



(também conhecido como tipo T, PABS — pea aphid Bemisia-like symbiont) e Regiella
insecticola (também conhecida por tipo U, PAUS).

Levando em consideragdo a falta de estudos sobre a causa da resisténcia por
endossimbiontes secundarios no pulgdo L. pseudobrassicae. Esse trabalho tem como
intuito verificar a resisténcia ao parasitoide D. rapae em L. pseudobrassicae coletado
em Patos de Minas, com a finalidade de aumentar a representatividade do estado de
Minas Gerais e também verificar a causa dessa resisténcia do pulgdo ¢ devido a

presenga de duas bactérias: H. defensa e R. insecticola.
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2- OBJETIVOS

- Determinar a resisténcia de populacgdes de L. pseudobrassicae coletadas em

Patos de Minas ao parasitoide D. rapae;

- Hipotese nula (Ho): ndo ha individuos resistentes ao parasitoide D. rapae nas
populagdes de L. pseudobrassicae coletadas em Patos de Minas.

- Hipotese nula (Hi): h4 individuos resistentes ao parasitoide D. rapae nas
populagdes de L. pseudobrassicae coletadas em Patos de Minas.

- Hipotese nula (H11): a porcentagem de individuos resistentes ao parasitoide
D. rapae nas populagdes de L. pseudobrassicae coletadas em Patos de Minas ¢
semelhante a que ocorre em Uberlandia.

- Hipotese alternativa (Hi2): a porcentagem de individuos resistentes ao
parasitoide D. rapae nas populagdes de L. pseudobrassicae coletadas em Patos de

Minas ¢ diferente da que ocorre em Uberlandia.

- Identificar se a causa da resisténcia de L. pseudobrassicae ao parasitoide
Diaeretiella rapae ¢ devido a presenga dos endossimbiontes secundarios: H. defensa e
R. insecticola.

- Hipotese nula (Ho): a causa da resisténcia de L. pseudobrassicae ao
parasitoide Diaeretiella rapae ndo ¢ devido a presenga dos endossimbiontes
secundarios: H. defensa e R. insecticola.

- Hipétese alternativa (H1): a resisténcia de L. pseudobrassicae ao parasitoide
D. rapae ¢ devido a presenca de pelo menos um dos endossimbiontes secundarios: H.

defensa e R. insecticola.
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3- MATERIAL E METODOS

3.1 - Produciio de mudas de couve (Brassica oleracea var. acephala I..)

Na casa de vegetacdo do campus Umuarama, da Universidade Federal de
Uberlandia (UFU), foram produzidas mudas de couve (Brassica oleracea var. acephala
L.) da variedade Manteiga da Geodrgia. As sementes foram semeadas em bandejas de
isopor de 128 células preenchidas com substrato comercial, sendo que em cada célula
foi inserida duas sementes de couve. Apds 7 dias de sua emergéncia, foi realizado o
desbaste deixando apenas a plantula mais vigorosa. Quando apresentavam um par de
folhas definitivas, realizou-se o transplantio para vasos plasticos (15 cm de altura e 13

cm de didmetro) contendo substrato organico (Figura 1).

transplantio; (C) plantas adultas

As plantas foram irrigadas diariamente e monitoradas para evitar a ocorréncia de
outras pragas. As folhas das plantas foram cortadas, conduzidas ao laboratorio e

utilizadas para a confec¢do de discos foliares de couve.

3.2 - Obtencao dos pulgédes L. pseudobrassicae

A coleta dos pulgdes L. pseudobrassicae foi realizada em 18/10/2016, na cidade
de Patos de Minas (-18.5794 Sul, -46.5184 Oeste), no estado de Minas Gerais. Os
pulgdes foram coletados juntamente com as folhas de couve, num total de 5 folhas,
sendo uma folha por planta. Cada folha continha no minimo 10 pulgdes. Os pulgdes
foram levados para o Laboratorio de Controle Biologico (LACOB) na cidade de
Uberlandia — Minas Gerais. Posteriormente, dez individuos adultos de cada folha foram

colocados em placa Petri (100 mm de didmetro) contendo uma camada de 10 mm &gar
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1% e sobre o agar um disco foliar de couve, totalizando 50 pulgdes. As placas foram
mantidas em camara climatica (22 °C, 50-55% UR e 12 horas de fotofase) até que a

populagdo aumentasse.

3.3 - Obtencio de parasitoides

Os parasitoides foram coletados de mumias de M. persicae e B.brassicae na casa
de vegetacdo da Universidade Federal de Uberlandia (UFU). Em seguida, foram
colocadas e mantidas até sua emergéncia em um microtubo (2,0 mL). Apds a
emergéncia do parasitoide, foi disponibilizado mel e 4gua na propor¢do de 1:1. Em
seguida os parasitoides (macho e fémea) foram colocados em um microtubo e apos a
observacdo do acasalamento a fémea foi transferida para uma placa de Petri contendo
30 ninfas de 2° instar de M. persicae e mantida por duas horas para oviposi¢do. Apos
este tempo, a fémea foi retirada e as ninfas foram mantidas na placa em cémara
climatica (22°C e 12 h de fotofase), até a formacgdo das mumias (10 a 15 dias depois).

Os parasitoides foram utilizados nos testes de laboratério.

3.4 - Avaliacio da resisténcia de L. pseudobrassicae

A taxa de individuos resistentes foi determinada a partir de 30 pulgdes adultos
retirados da populag@o de Patos de Minas. Foi colocado um pulgio adulto por placa de
Petri (50mm x 15mm) até totalizar 30 placas. A placa continha uma camada de agar 1%
de 10mm de altura e sobre o agar um disco foliar de couve, esses pulgdes foram
mantidos por 24 horas. Apds esse tempo, os adultos foram retirados e permaneceram
somente as quatro ninfas por placa. Apos 72 horas, as ninfas se encontravam no quarto
instar, em seguida foram colocadas a oviposi¢ao por D. rapae

A oviposi¢do foi observada no microscopio estereoscopico, sendo que cada ninfa
de pulgdo recebeu uma oviposi¢do no abdome. As ninfas que receberam a oviposi¢ao na
cabeca, nas pernas ou sifunculo foram descartadas. Cada pulgdo recebeu uma
oviposi¢do e cada fémea de parasitoide D. rapae parasitou dez ninfas de L.
pseudobrassicae. Em seguida, os pulgdes parasitados foram levados para a camara

climatica por um periodo de 14 dias (Figura 2).
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2

30 adultos Quatro ninfas . .
de 4° instar oviposicao do Aproximadament

parasitoide e 14 dias (BOD)

Submetidas a

Figura 2. Fluxograma para selegdo de individuos resistentes e suscetiveis

Diariamente foram realizadas observagdes e avaliados o numero de pulgdes que
atingiram a fase adulta e que reproduziram (resistente) € o namero que se
transformaram em mumia (suscetivel) (Figura 3). As ninfas utilizadas foram de quarto

instar porque mesmo os pulgdes suscetiveis se reproduzem antes de mumificar ao serem

%
o
o3

Resistente Suscetivel

parasitado neste instar.

Figura 3. Identificacdo de individuos resistentes ¢
suscetiveis

Realizou-se novamente o teste para a geracao F2 de Patos de Minas, a fim de
confirmar a resisténcia. Assim, quatro ninfas de quarto instar de pelo menos um clone
(resistente e suscetivel) foram parasitadas, seguindo a metodologia descrita
anteriormente. A prole dos individuos com resisténcia e a suscetibilidade confirmada,

foram mantidas em laboratorio para a obtengdo € armazenamento do DNA.
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3.2 - Pulgdes utilizados para analises moleculares

Para verificar a presenca dos endossimbiontes secundarios, H. defensa e R.
insecticola, foram utilizados individuos de L. pseudobrassicae coletados em Patos de
Minas e de pulgdes resistentes e suscetiveis a D. rapae coletados em diferentes regides
do Brasil (Tabela 1). Para verificar a eficiéncia da metodologia de detec¢do das
bactérias, individuos de diferentes espécies de pulgdes foram coletados no campus
Umuarama da Universidade Federal de Uberlandia: Rhopalosiphum maidis (Fitch,
1856), Aphis (Toxoptera) citricidus (Kirkaldy,1907), Rhodobium porosum (Sanderson,
1900) e Schizaphis graminum (Rondani, 1852).

Tabela 1. Dados de coleta de Lipaphis pseudobrassicae em diferentes localidades do

Brasil.
Coordenadas
Clones Data da coleta Nome do coletor Clones*
Geograficas
Morrinhos 17°43"16" Sul 19/11/2016 Lohaynne O. R
49°629" Oeste Borges S
Porto Alegre 30°5'18" Sul 21/11/2016 Viviane F. Pretz R
51°126" Oeste S
Recife 8°3'15" Sul 08/08/2016 Jorge B. Torres R
34°52'53" QOeste S
Piracicaba 22°43'30" Sul 16/01/2017 Reinaldo S. de R
47°38'51" Qeste Oliveira
Uberlandia 18°54'41" Sul 21/11/2016 Carolinne A. S
48°15'44" Qeste Silva

* R - Resistente; S - Suscetivel ao parasitoides D. rapae de acordo com Silva (2017).
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3.5 - Extraciao de DNA

O DNA foi extraido com o uso do Kit DNeasy® BloodandTissue de acordo com
as instru¢des do fabricante. Em cada microtubo de 2ml foram colocados dez pulgdes
resistentes e dez suscetiveis. Posteriormente, com o auxilio de um bastdo metalico, foi
realizado a macerag@o dos individuos. Este procedimento foi feito em um recipiente de
isopor contendo nitrogénio liquido. Em cada microtubo foi adicionado 200 pL de Buffer
AL e homogeneizadas com auxilio de um agitador. Em seguida incubadas em banho-
maria a 56°C por 10 minutos. Apos a retirada do banho-maria, foi adicionado 200 pL de
etanol (96-100%) e os microtubos foram novamente homogeneizadas.

Em seguida, a mistura foi colocada em um tubo com filtro, que foi inserida em
um tubo de coleta de 2 ml. Em seguida, foi adicionado 500 pL do Buffer AWI1 e
centrifugado novamente a 6.000g, e o fluido foi novamente descartado. Posteriormente,
foi colocado novamente em novo tubo de coleta, adicionado o Buffer AW2 e
centrifugado por 3 min a 20.000g. O DNA extraido foi diluido em 200 uL. de Buffer AE
no centro da membrana do tubo com filtro. O mesmo foi incubado a temperatura
ambiente (15-25°C) por um minuto e centrifugado por 1 min a 6.000g. Essa etapa foi
realizada duas vezes para aumentar o rendimento do DNA. O DNA foi armazenado no
ultrafreezer (- 80°C). Estas amostras foram utilizadas nos testes de identificagdo da

causa da resisténcia.

3.6 — PCR das amostras

Dentro de um microtubo foi colocado 6u de adgua e 4 ul de DNA extraido das
amostras, o mesmo foi homogeneizado com auxilio de uma pipeta graduada. Essa
solugdo foi adicionada ao mix, constituido por 2,5 uLL de solugdo tampéo, 1,5 uL. de Mg,
5 uL de dNTP, 0,5 uL. de Taq polimerase e 0,5 pL de primer 515F. Em seguida, foi
adicionado o primer da subunidade ribossomal 16S. Em cada microtubo foi adicionado
um primer especifico, ou seja, na amostra 1 foi adicionado o primer Al, na amostra 2
foi adicionado o primer A2 e assim até chegar na amostra 13. As amostras foram
amplificadas em um termociclador de acordo com o programa utilizado por: 94 °C, por
2 minutos; 25 ciclos de 94°C por 30 segundos, 50°C por 30 segundos, 72 °C por 1
minuto, seguidos de uma extensdo final por 5 minutos, a 72 °C. Ao final do programa as

amostras permaneceram no aparelho a 4°C até serem retiradas.
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Depois foi realizada uma PCR com os primers especificos de Hamiltonella

defensa e Regiella insecticola (Tabela 2).

Tabela 2. Primers usados para amplicacdo das bactérias Hamilfonella defensa e Regiella

insecticola

Bacteria Primer (5°-3%)

Programa de

amplificacio

Forward: 10F

Hamiltonella defensa
Reverse: T419R: AAA TGG TAT TCG CAT TTA TCG

95°C 4 min; 40 ciclos
(95°C 30 s, 55°C 30
s, 72°C 30 s); 72°C 6

min

Forward: 10F

Regiella insecticola
Reverse: U443R: GGT AAC GTC AAT CGA TAA GCA

94°C 2 min, 10
ciclos (94°C 1
min; 65°C 1 min;
72°C 2 min); 25
ciclos ( 94°C 1
min; 55°C q min;

72°C por 2 min)

72°C 6 min

3.7- Gel de agarose

Para cada amostra de DNA foi adicionado o mix que contém 2 pL. do tampdo +
1 uL de Syber na propor¢do 1:1, o mesmo foi homogeneizado com auxilio da pipeta.
Em seguida, foi colocado 4uLL da PCR em microtubo e acrescentado 3 pul. do mix. Essa
solugdo foi colocada nos pogos do gel de agarose para corrida. O gel foi realizado da
seguinte forma: para cada 40 uL. de TAE 1X foi adicionado 0,8 g de agarose, obtendo
um gel de 2% de agarose. Essa solugdo foi transferida para um béquer e levada ao
micro-ondas por aproximadamente 15 segundos. Quando esta solugdo atingiu a
temperatura de 60°C, foi utilizado para obtengdo do gel a 2 % de agarose. Foi colocado
o pente para formar varios pogos, a mesma foi retirada quando ocorria a solidificagdo do
gel. Para a montagem do aparato de corrida, o gel foi colocado na cuba no sentido
negativo — positivo. Para a corrida das amostras foi utilizado uma voltagem de 90 volts
durante uma hora. Apo6s a corrida, o gel foi direcionado ao transiluminador para a

verificagcdo das bandas fluorescentes.
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4- RESULTADOS E DISCUSSAO

A maior parte das populagdes de afideos apresentam uma grande variagdo
genética, muitas vezes prevalecendo os clones suscetiveis aos parasitoides. O teste de
resisténcia realizado nos pulgdes L. pseudobrassicae que foram individualizados da
populagdo coletada em Patos de Minas (MG) demonstrou que dos trinta clones, cinco
tornaram-se suscetiveis e mumificaram, resultando em uma taxa de 16,7% de

suscetibilidade ao D. rapae (Tabela 2, Tabela 3).

Tabela 2 — Numero de Lipaphis pseudobrassicae parasitados em quarto instar por Diaeretiella

rapae que mumificaram ou ndo e taxa de suscetibilidade ao parasitoide

‘Localidade | N° de clones Nio N_IumiiTicag:z";o Taxa de
i parasitados | mumificaram - susceptibilidade
Pato de Minas 30 25 5 16,7%

Nao ha duvida quanto a suscetibilidade do pulgdo L. pseudobrassicae quando o
mesmo se transforma em mumia. Como foi parasitado quatro pulgdes no 4° instar de
cada clone, um clone j4 € suficiente para demonstrar a suscetibilidade ao parasitoide. A
ndo mumificacdo do pulgdo pode ser devido a quatro causas: a resisténcia ao
parasitoide, erro fémea do parasitoide ao ovipositar, erro do observador em visualizar
corretamente a oviposi¢do e a mortalidade natural da larva ou do ovo antes da

mumificagdo (SILVA, 2017).
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Tabela 3. Numero de pulgdes parasitados em quarto instar por Diaeretiella rapae, pulgbes que
mumificaram (suscetiveis) € pulgdes que ndo mumificaram (resistentes) nos clones de Lipaphis

pseudobrassicae da localidade de Patos de Minas (MG).

Clones Pulgées parasitados Pulgdes Pulgdes que nio
mumificados mumificaram
PM1 4 0 4
PM2 4 0 4
PM3 4 0 4
PM4 4 0 4
PM5 4 3 1
PM6 4 2 2
PM7 4 0 4
PMS 4 0 4
PM9 4 0 4
PM10 4 0 4
PM11 4 0 4
PM12 4 0 4
PM13 4 0 4
PM14 4 3 1
PM15 4 0 4
PM16 4 0 4
PM17 4 0 4
PM18 4 0 4
PM19 4 0 4
PM20 4 0 4
PM21 4 4 0
PM22 4 0 4
PM23 4 0 4
PM24 4 0 4
PM25 4 3 1
PM26 4 0 4
PM27 4 0 4
PM28 4 0 4
PM29 4 0 4
PM30 4 0 4
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O estudo realizado por Sampaio et al. (2017) com as trés espécies de pulgdes da
couve, demonstrou que duas das trés espécies, M. persicae e B. brassicae, apresentou
80% de parasitismo no campo, indicando alta propor¢do de individuos suscetiveis ao
parasitoide na populagdo. Enquanto na espécie L. pseudobrassicae a quantidade de
individuos parasitados foi inferior a 10%, indicando alta propor¢do de resistentes. No
entanto, esses dados ndo descartam a possibilidade da existéncia das populac¢des de L.
pseudobrassicae suscetiveis ao parasitoide em outras regides do Brasil.

O trabalho de Silva et al. (2011) mostrou uma alta taxa de parasitismo por D.
rapae em L. pseudobrassicae. Nesse trabalho também foram coletados pulgdes de
couves, na cidade de Jaboticabal — SP, e foi observado uma suscetibilidade em L.
pseudobrassicae de 42,5%, que foi semelhante a de B. brassicae (48,2%), diferindo de
M. persicae (66,5%), o qual demonstrou uma suscetibilidade maior que os demais. No
entanto, Silva (2017) realizou um teste semelhante e encontrou individuos com alta taxa
de resisténcia em varias localidades: Morrinhos (GO), Porto Alegre (RS), Recife (PE) e
Piracicaba (SP). Compreendendo cinco estados do Brasil, constituindo as regides
Centro-Oeste, Sul, Sudeste e Nordeste brasileiro.

No estado de Sdo Paulo foram encontradas duas situagdes distintas, individuos
com maior taxa de resisténcia no municipio de Piracicaba (SILVA, 2017) e com maior
indice de individuos suscetiveis em Jaboticabal (SILVA et al., 2011). Evidenciando que
em um mesmo estado pode ocorrer variagdo dessa resisténcia. Entretanto, no estado de
Minas Gerais as diferencas na suscetibilidade ao D. rapae foram pequenas,
apresentando alta resisténcia nos municipios de Patos de Minas e Uberlandia (SILVA,
2017). Os dados desse trabalho contribuem para um aumento da representatividade
sobre a resisténcia de L. pseudobrassicae ao parasitoide D. rapae no estado de Minas
Gerais.

Os individuos de Patos de Minas da gera¢do F2 mantiveram suas caracteristicas
de resisténcia e suscetibilidade a D. rapae semelhantes as da geragcdo F1 (Tabela 4),
indicando que foi realizado o parasitismo correto na geragdo F1, aumentando

credibilidade dos resultados.
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Tabela 4. Clones resistentes e suscetiveis de Lipaphis pseudobrassicae

parasitados em quarto instar por Diaeretiella rapae na geragdo F2 de Patos de Minas.

Clones Pulgdes Resistentes Suscetiveis
parasitados
PMS 4 0 4
PMR 4 4 0

A causa da resisténcia de L. pseudobrassicae ao parasitoide D. rapae ainda ndo
foi comprovada. O estudo realizado por Oliveira et al. (2013), buscou explicar o baixo
parasitismo em L. pseudobrassicae, realizando testes no laboratorio em relagdo a
preferéncia do parasitoide ao pulgdo e observou que D. rapae ovipositou igualmente em
L. pseudobrassicae e em M. persicae. Demonstrando que ndo se trata de preferéncia por
parte do parasitoide, e sim, de uma possivel resisténcia do pulgdo. Ferreira et al. (2018)
mostraram em seu trabalho que essa resisténcia ndo € genética, verificando que
individuos resistentes geram proles suscetiveis.

A resisténcia fisioldgica contra os parasitoides, em geral, é encontrada em
insetos e estd associada ao gendtipo do hospedeiro. Dentre esses mecanismos de
resisténcia, o encapsulamento (formagdo da capsula) é a resposta na qual algumas
células identificam o parasitoide como um corpo estranho e se aderem ao ovo ou a larva
causando seu rompimento (GRIFFITHS, 1961; CARVER; SULLIVAN, 1988). Esse
tipo de estrutura também nao foi encontrado no interior dos pulgdes, demonstrando que
a causa da resisténcia de L. pseudobrassicae a D. rapae ndo foi pela defesa celular
(OLIVEIRA, et al., 2013; FERREIRA, 2013). Dessa forma, podemos inferir que a
provavel causa dessa resisténcia ¢ a presenca de endossimbiontes secundarios que, no
caso dos procariotos, podem ser identificados através da PCR da subunidade ribossomal
16S (CLARCK et al. 2012). Essa confirmagdo € o primeiro passo para identificar
bactérias especificas que podem estar causando esse tipo de resisténcia.

Foi observado que a agua utilizada no mix ndo estava contaminada, pois o
branco ndo foi amplificado (Figura 4). Ainda, a subunidade 16S foi amplificada em
todas amostras que continham pulgdes, independente da espécie ou se era resistente ou

ndo (Figura 4).
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Figura 4: 1) 1KB, 2) Branco, 3) Rhopalosiphum maidis, 4) Aphis (Toxoptera) citricidus, 5)
Rhodobium porosum, 6) Schizaphis graminum 7) L. pseudobrassicae Pernambuco Resistente, 8)
L.pseudobrassicae Porto Alegre Resistente, 9) L. pseudobrassicae Patos de Minas resistente 10) L.
pseudobrassicae Patos de Minas Suscetivel, 11) L. pseudobrassicae Piracicaba Resistente, 12) L.

pseudobrassicae Piracicaba Suscetivel, 13) L. pseudobrassicae Uberldndia Resistente.

Nao houve a confirmagdo das bactérias Hamiltonella defensa ou Regiella
insecticola em nenhuma das 12 amostras testadas, nem em L. pseudobrassicae
resistentes, nem em suscetiveis € nem sequer nas amostras de outras espécies de
pulgdes. Essas bactérias sdo encontradas em diversas espécies de pulgdes. Guidolin e
Consoli (2018) encontraram em 4,2% das amostras de A. cifriciudus, o que evidencia
que a probabilidade de n3o ocorréncia em todas as amostras do presente trabalho ¢
pequena. Desta forma, o mais provavel é que a metodologia de identificagdo das
bactérias precisa ser aperfeigcoada. O protocolo utilizado foi testado e aprovado
(Ferrari), no entanto, erros como a temperatura adequada para a ativagdo da enzima
polimase, o tempo necessario para cada etapa ou o primer que foi utilizado podem afetar
os resultados da PCR. Ferreira (2013) utilizou o mesmo protocolo em 60 amostras € ndo
obteve sucesso na identificagdo dos simbiontes. Com isso, ndo foi possivel identificar a

causa da resisténcia de L. pseudobrassicae ao parasitoide D. rapae.
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5. CONCLUSAO

Os pulgdes L. pseudobrassicae coletados em Patos de Minas apresentaram 83%
dos individuos resistentes ao parasitoide, demonstrando um alto nivel de resisténcia.

A causa da resisténcia de L. pseudobrassicae ao parasitoide D. rapae ndo pode
ser determinada, uma vez que os resultados ndo foram conclusivos quanto a presenca

das bactérias Hamiltonella defensa e Regiella insecticola.
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