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RESUMO

Mendonca, R. S. de. Estudos taxon6micos de acaros Tetranychidae no Bras ile
filogenia e estrutura genética do acaro rajado, Tetranychus urticae Koch,
inferidas a partir de sequéncias do DNA riboss6mico e mitocondrial. 2009,
235p. Tese (Doutorado), Instituto de Ciéncias Biologicas, Universidade de Brasilia,
DF.

A familia Tetranychidae compreende um grande nimero de espécies estritamente
fitéfagas e inclui pragas importantes para a agricultura nacional e mundial. O &caro
rajado, Tetranychus urticae Koch (Prostigmata: Tetranychidae), é uma espécie de
distribuicAo cosmopolita, polifaga e que se destaca pelos elevados prejuizos
ocasionados as lavouras. No Brasil, T. urticae esta entre os trés principais acaros
pragas. Muitos aspectos sobre sistematica, biologia, habitos alimentares e controle
tém sido investigados para a espécie. Apesar dos incontestaveis avancos
procedentes de estudos com acaros tetraniquideos no Brasil, € importante expandir
as pesquisas para novas regides do pais em plantas hospedeiras ainda néao
avaliadas. A exploracdo de novas areas de conhecimento como o0s estudos
moleculares que permitem o0 acesso a informacdes de variabilidade genética,
filogenia e estrutura de populagdes também pode contribuir para o conhecimento
dessa importante familia de acaros no pais. No presente estudo, realizou-se um
levantamento de Tetranychidae em 15 Estados e no Distrito Federal e foram
coletadas 550 amostras de 120 espécies vegetais. Infestacbes por acaros
tetraniquideos foram confirmadas em 207 destas amostras e 20 espécies da
subfamilia Tetranychinae foram identificadas em 58 hospedeiros diferentes. Foram
registrados novos hospedeiros para tetraniquideos no Brasil, na América do Sul e no
mundo, para 11 espécies: Eutetranychus banksi (McGregor); Mononychellus tanajoa
(Bondar); Oligonychus anonae Paschoal; O. mangiferus (Rahman & Sapra);
Tetranychus bastosi Tuttle, Baker & Sales; T. evansi Baker & Pritchard; T. ludeni
Zacher; T. mexicanus (McGregor); T. neocaledonicus André; e T. urticae Koch.
Novas ocorréncias foram registradas em localidades no Brasil para Eotetranychus
tremae De Leon; O. anonae; Panonychus ulmi (Koch); e T. gloveri Baker & Pritchard.
Eotetranychus smithi Pritchard & Baker foi relatado pela primeira vez no Brasil.

Quatro novas espécies foram descritas: duas do género Oligonychus Berlese, em
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uva (Vitis vinifera L.) e rosa (Rosa sp.) em Minas Gerais; e duas dos géneros
Monoceronychus McGregor e Schizotetranychus Tragardh, ambas em capim
coqueirinho (Eustachys distichophylla Lag. Nees) no Rio Grande do Sul. Visando a
obtencdo de informacdes sobre a variabilidade genética, filogenia e estrutura de
populacbes de T. urticae no Brasil e no mundo foram realizadas analises
filogenéticas e de variancia molecular (AMOVA) baseadas em sequéncias do DNA
ribossdmico (ITS) e mitocondrial (COI) de 22 populagdes coletadas no Brasil e 33 na
Regido Paleartica (Franca, Espanha Peninsular, Ilhas Canarias, Grécia, Siria,
Tunisia, Polonia e Noruega). Primeiramente, as sequéncias de T. urticae obtidas
foram analisadas conjuntamente com aquelas de espécies proximas pertencentes
ao grupo telarius disponiveis no GenBank, incluindo o seu possivel sinbnimo, T.
cinnabarinus Boisduval. Nessa investigacdo foram detectadas incoeréncias que
levaram ao questionamento da confiabilidade de dados moleculares disponibilizados
no GenBank. Entre as sequéncias incluidas nas analises moleculares, cerca de 30%
de erro aparente de identificacdo taxondmica foi detectado, especialmente para T.
urticae, T. cinnabarinus, T. kanzawai Kishida e T. truncatus Ehara. As possiveis
causas foram discutidas e sugestdes apontadas para aumentar a confiabilidade das
informacdes nos bancos publicos de dados moleculares e no delineamento de novos
estudos. Em seguida, considerando um conjunto de dados constituido unicamente
por sequéncias de T. urticae, foram conduzidas as analises moleculares que
indicaram a ocorréncia de estruturacdo genética nas populacdes de T. urticae em
funcdo da localidade geografica de ocorréncia das mesmas. Entretanto, o efeito da
planta hospedeira ndo foi observado. A diversidade haplotipica, inferida pelas duas
regibes do genoma (ITS e COI) analisadas foi maior entre os paises banhados pelo
mar Mediterraneo. N&o se observou variabilidade genética entre as populacdes de
T. urticae coletadas nas cinco Regiées do Brasil quando se avaliou a regido ITS. A
presenca de dois haplotipos mitocondriais (COI) foi constatada no Brasil, um
compartilhado com a Franca, Espanha e llhas Canarias e outro com o Japéo. Foi
discutida a necessidade de novas pesquisas incluindo coletas e analises de material
proveniente de regifes geograficas do mundo ainda ndo amostradas e de um maior

namero de populagdes em alguns paises ja investigados.

Palavras chaves: Acari, Bryobiinae, erros de identificacdo taxondémica, marcadores

moleculares, regido Neotropical, Tetranychinae, variabilidade genética.
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ABSTRACT
Mendonca, R. S. de. Taxonomic studies of Tetranychidae mites in Brazil and
phylogeny and genetic structure of the two-spotted spider mite, Tetranychus

urticae Koch, inferred from ribosomal and mitochondrial DN A sequences. 2009,
235p. These (Doctorate),Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade de Brasilia,
DF.

The Tetranychidae family contains a large number of strictly phytophagous mites and
includes important pests to the national and global agriculture. The two-spotted
spider mite, Tetranychus urticae Koch (Prostigmata: Tetranychidae), is a
cosmopolitan and polyphagous species, and is remarkable for the high losses
caused to the crops. In Brazil T. urticae is one of the three main pest mites. Many
aspects about systematic, biology, feeding habits, and control have been studied to
this species. Although the unquestionable progress on the studies on tetranychid
mites in Brazil, is important expand the research to new regions in the country in
plant hosts not yet evaluated. Exploiting new areas of knowledge as molecular
aspects allow to access information on genetic variability, phylogeny and genetic
structure of populations may also contribute to the knowledge of this important family
of phytophagous mites in the country. In this study it was conducted a survey of
Tetranychidae mites on 15 States and the Federal District and 550 samples of 120
plant species were collected. Tetranychid mite infestations were confirmed on 58
plant species. New hosts to tetranychid in Brazil, South America or worldwide were
reported to 11 mite species: Eutetranychus banksi (McGregor); Mononychellus
tanajoa (Bondar); Oligonychus anonae Paschoal; O. mangiferus (Rahman & Sapra);
Tetranychus bastosi Tuttle, Baker & Sales; T. evansi Baker & Pritchard; T. ludeni
Zacher; T. mexicanus (McGregor); T. neocaledonicus André; and T. urticae Koch.
New localities in Brazil were recorded to Eotetranychus tremae De Leon; O. anonae;
Panonychus ulmi (Koch); and T. gloveri Baker & Pritchard. Eotetranychus smithi
Pritchard & Baker was reported for the first time in Brazil. Four new species were
identified as new for science: two belonging to Oligonychus Berlese genus, on grape
(Vitis vinifera L.) and rose (Rosa sp.) from Minas Gerais; and two belonging to
Monoceronychus McGregor and Schizotetranychus Tragardh genera, both from

weeping fingergrass (Eustachys distichophylla Lag. Nees) from Rio Grande do Sul.
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Aiming to obtain information on genetic variability, phylogeny and structure of
populations of T. urticae in Brazil and worldwide phylogenetic and molecular variance
analysis (AMOVA) were conducted from DNA ribosomal (ITS) and mitochondrial
seqguences (COIl). Samples of T. urticae from Brazil (22) and the Paleartic region (33)
(France, Peninsular Spain, Canary Islands, Greece, Syria, Tunisia, Poland and
Norwegian) were studied. Firstly T. urticae sequences obtained during this study
were jointly analyzed with sequences of close species belonging to telarius group
available in GenBank, including those of T. cinnabarinus Boisduval, a supposed
synonym. Inconsistencies were detected during this investigation whose lead to
make questions on the reliability of molecular data available in GenBank. About 30%
of probable mistakes on the taxonomic identification were detected on sequences
included in the analysis, especially to T. urticae, T. cinnabarinus, T. kanzawai Kishida
and T. truncatus Ehara. Probable causes to these mistakes were discussed and
suggestions to increase the reliability of information from public molecular databases
were pointed. Then, considering a dataset established with only T. urticae
sequences, the molecular analysis were performed and the results indicated the
occurrence of genetic structure of the T. urticae analyzed populations according to its
geographic collection locality. However, the effect of the host plant was not observed.
The haplotypic diversity inferred since genomic regions (ITS and COIl) was higher
among the Mediterranean countries. Genetic variability was not observed among
populations from different regions in Brazil from where the ITS region was assessed.
Two COI haplotypes were found in the Brazilian populations, one of them also
present in France, Spain and the Canary Islands and the other in Japan. Further
studies are needed to fully validate the obtained results with biological material from
unexplored geographical regions and increasing the number of populations collected

for studied countries.

Palavras chaves: Acari, Bryobiinae, genetic variability, molecular markers,

Neotropical region, taxonomic misidentification, Tetranychinae.



ESTUDOS TAXONOMICOS DE ACAROS TETRANYCHIDAE NO BRAS IL E
FILOGENIA E ESTRUTURA GENETICA DO ACARO RAJADO, TETRANYCHUS
URTICAE KOCH, INFERIDAS A PARTIR DE SEQUENCIAS DO DNA
RIBOSSOMICO E MITOCONDRIAL

1. INTRODUCAO

O &caro rajado, Tetranychus urticae Koch, 1836, € uma espécie de grande
importancia agricola, assim como outras da familia Tetranychidae (Helle &
Sabelis 1985). Este acaro €, provavelmente, originéario da Eurasia, em funcéo da
alta frequéncia de sua ocorréncia e da grande variedade de plantas hospedeiras
nas quais essa espécie se desenvolve nessa regido. Acredita-se que T. urticae
tenha se disseminado pela acdo dos ventos, nas regifes temperadas do
Hemisfério Norte, e pelo homem, via transporte de plantas, para todo o mundo
(Navajas 1998). Trata-se de uma espécie de distribuicdo cosmopolita e altamente
polifaga, infestando plantas cultivadas ou nao (Bolland et al. 1998; Migeon &
Dorkeld 2006). Por essa razdo e pelos sérios danos causados a diversas culturas
agricolas em todo o mundo, é considerado um dos &caros fitofagos mais
importantes (Helle & Sabelis 1985). No Brasil, devido ao elevado numero de
espécies vegetais de valor econémico atacadas e os danos a elas causadas, T.
urticae esta entre os trés principais acaros pragas do pais (Moraes & Flechtmann
2008).

Os sintomas de ataque do acaro-rajado nos hospedeiros sao observados
na face inferior das folhas desenvolvidas, as quais apresentam manchas branco-
prateadas e uma quantidade consideravel de teia. Na face superior, aparecem
areas inicialmente cloréticas que passam a bronzeadas. As folhas secam e caem,
com consequente queda na producao (Flechtmann 1985; Gallo et al. 2002).

Muitos aspectos sobre a biologia e habitos alimentares de T. urticae tém
sido foco de pesquisas. A espécie desperta interesse especial no tocante a
selecdo de hospedeiros e aos processos evolutivos, pois foram documentadas
diferencas entre linhagens, consideradas ragas associadas a distintos

hospedeiros (Gotoh et al. 1993). Também foi mencionada a existéncia de
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diferencas genéticas entre populacbes em funcédo da distancia entre as regides
analisadas, independentemente da planta hospedeira (Tsagkarakou et al. 1997).
Além da diferenciagdo genética por selecdo da planta hospedeira e da regido
geografica, tem sido relatada a ocorréncia de bibtipos resistentes a pesticidas nos
paises onde T. urticae sofreu intensa pressao de selecao (Miller et al. 1985; Edge
& James 1986; Dennehy et al. 1987; Grafton-Cardwell et al. 1987; Flexner et al.
1988; Tian et al. 1992; Landeros et al. 2006; Lee et al. 2006). No Brasil, os
problemas de resisténcia de T. urticae aos inseticidas/acaricidas foram relatados
por Sato et al. (2000, 2002, 2004, 2007) e Flores (2001).

Apesar da importancia econémica do acaro rajado, ndo ha informacdes
sobre a sua variabilidade genética nas diferentes culturas e regides geograficas
no Brasil. Essas informagdes s&o importantes, pois podem auxiliar na adocao de
medidas fitossanitarias apropriadas ao seu manejo. Considera-se também a
necessidade de se conhecer as populacdes de T. urticae que ocorrem no Brasil
para justificar a ado¢cao de medidas quarentenarias visando evitar a introducéo de
novos bidtipos de T. urticae, adaptados e agressivos a diferentes hospedeiros, ou
resistentes a diferentes pesticidas, os quais tém sido relatados em outros paises.
Além disso, 0 reconhecimento prévio desses bidtipos possibilitara a
recomendacdo de técnicas especificas de controle e contencdo da espécie,
aumentando a eficiéncia do Manejo Integrado de Pragas.

E importante destacar que infestacdes do &caro rajado e de outros
tetraniquideos vém ocasionando problemas de ordem econdémica em culturas nas
guais 0s prejuizos, antes, ndo eram observados ou eram pontuais, como a soja
cultivada no Rio Grande do Sul. Essas infestagbes ocorrem, provavelmente, em
funcdo de avancos nas areas de plantio, adaptacdes de novas variedades e/ou
de mudancas no sistema de manejo da cultura (Guedes et al. 2007).

No Brasil, ja foi relatada a ocorréncia de cerca de 100 espécies de
Tetranychidae, entre as cerca de 1.250 que a compdem (Bolland et al. 1998;
Migeon & Dorkeld 2008). Contudo a maior parte do conhecimento sobre
tetraniquideos no Brasil se restringe a Regido Sudeste e/ou a culturas de valor
econdmico. Assim, € importante ampliar o conhecimento sobre os acaros
tetraniquideos nas demais Regiées do pais, em culturas ainda ndo avaliadas ou

em novas regides de cultivo, e a espécies vegetais ndo cultivadas.
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Esse projeto de pesquisa teve como objetivos: contribuir para o
conhecimento dos acaros da familia Tetranychidae no Brasil, através da coleta de
espécimes em plantas frutiferas, florestais, olericolas, horticolas, ornamentais,
leguminosas, oleaginosas e invasoras nas diferentes regides; obter informacdes
sobre a variabilidade genética de populacdes de T. urticae da Europa, Norte da
Africa, Asia e Brasil e; investigar o efeito geogréafico e planta hospedeira na
estrutura genética nas populacbes de T. urticae. Para os estudos de
variabilidade, caracterizacdo genética e estruturacdo das populacbes de T.
urticae foram utilizados dois marcadores moleculares independentes: (1) um
fragmento do DNA mitocondrial, a regido codante para a Citocromo Oxidase |
(CQI); (2) a regiao do genoma nuclear “Internal Transcribed Spacer” (ITS) do
DNA ribossémico (Navajas 1998; Navajas et al. 1998; 2003). Os marcadores
genéticos selecionados nesse trabalho sdo os mais utilizados nas pesquisas com
sistematica, filogenia e evolucdo e sdo muito informativos para os estudos de
populacdo com acaros. Durante os estudos de filogenia do acaro rajado, em que
foram analisadas sequéncias de T. urticae e de espécies proximas do grupo
telarius (incluindo seu possivel sinbnimo T. cinnabarinus), obtidas durante o
estudo e disponiveis na bases de dados GenBank, foram detectadas
incoeréncias que levaram ao questionamento da confiabilidade de dados
disponibilizados no GenBank. Estas andlises sdo apresentadas, discutidas e sao
sugeridos procedimentos que venham a conferir maior confiabilidade a bases de
dados de nucleotideos de uso publico.

As informac0es resultantes do presente projeto de tese foram organizadas
em trés capitulos de forma a atender os objetivos propostos pela pesquisa: 1.
Acaros tetraniquideos (Prostigmata: Tetranychidae) no Brasil — novos
hospedeiros, localidades e taxons; 2. Confiabilidade taxondmica das sequéncias
de DNA disponiveis no GenBank: uma revisdo critica com acaros do género
Tetranychus no grupo telarius e; 3. Filogenia, filogeografia e estrutura genética
das populacdes de Tetranychus urticae Koch (Acari: Tetranychidae) inferida das
sequéncias de DNA da regido ITS e COIl. Previamente a apresentacdo dos
capitulos, foi elaborada uma Revisdo Bibliografica Geral organizada em dois
grandes tdpicos, o primeiro que tratou da importancia de T. urticae como acaro-

praga ressaltando os aspectos fitossanitarios e, o segundo, que explorou a
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literatura que subsidiou a escolha dos marcadores moleculares utilizados nos
estudos de variabiliadae genética bem como auxiliou no delineamento das
analises filogenéticas e investigacbes do fatores que atuam na estrutura das

populacdes de T. urticae.

OBJETIVOS GERAIS

Contribuir para o conhecimento de aspectos taxonémicos dos acaros
tetraniquideos no Brasil e da variabilidade genética em populacdes do acaro

rajado, T. urticae, da Europa, Norte da Africa, Asia e Brasil.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1) Realizar levantamento de acaros tetraniquideos no Brasil em diferentes

plantas hospedeiras e Regides do pais;

2) investigar os fatores que afetam a variabilidade genética de populacdes
de T. urticae, em um contexto global, através da andlise filogenética de
sequéncias das regides do genoma nuclear e mitocondrial, incluindo novas

sequéncias de populacdes coletadas no Brasil e na regido Paleartica;

3) investigar a influencia dos efeitos geografico e planta hospedeira na

estrutura genética das populacdes de T. urticae



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. O 4caro rajado, Tetranychus urticae Koch — aspectos gerais

Tetranychus urticae Koch, 1836 (Prostigmata: Tetranychidae) vulgarmente
conhecido no Brasil como acaro-rajado, possui dois nhomes comuns na lingua
inglesa, “two-spotted spider mite” ou “red mite”, referentes a variagdo de cores
apresentada pelas fémeas sob diferentes condicdes ambientais (Moraes &
Flechtmann 2008). A espécie tece quantidade abundante de teia e apresenta
grande plasticidade para mudar e se adaptar a diferentes plantas hospedeiras, o
gue, provavelmente, tem colaborado para o sucesso de suas colonizagdes.

Entre os acaros tetraniquideos, é a espécie que apresenta o maior nimero
de hospedeiros, infestando cerca de 1.054 espécies vegetais no mundo e
causando consideraveis prejuizos as culturas agricolas e as plantas ornamentais
(Jeppson et al. 1975; Van de Vrie 1985; Bolland et al. 1998; Migeon & Darkeld
2006). No Brasil, os danos devido as suas infestacdes tém sido observados em
diversas culturas, incluindo alface, algoddo, amendoim, batata, berinjela, ervilha,
fava, feijdo, fumo, macd, mamao, mamona, mandioca, mandioquinha salsa,
melancia, meldo, milho, morango, nectarina, péssego, pepino, pimentdo, soja,
tomate, uva e varias plantas ornamentais (Flechtmann 1985; Souza Filho et al.
1994; Gallo et al. 2002; Moraes & Flechtmann 2008). Dentre as 19 culturas
agricolas consideradas como as de maior importancia na agricultura mundial,
seis (citros, algoddo, uva, macda, feijjdo e mamao) foram relatadas como
hospedeiras do acaro rajado (Yaninek & Moraes 1991).

A reproducdo de T. urticae ocorre por partenogénese facultativa. Na
auséncia de reproducdo sexuada os Ovulos sofrem desenvolvimento completo
produzindo somente machos hapléides. Seguida as primeiras copulas, fémeas
produzem uma descendéncia em que predominam fémeas dipléides
caracterizando a haplo-diploidia - machos produzidos por partenogénese
arrenétoca e fémeas através da reproducdo sexuada. Portanto, uma Unica fémea
pode dar origem a uma colénia (Helle & Pijnacker 1985).

Bolland et al. 1998 listaram 50 sinonimias para o acaro rajado, T. urticae.

Entre os sindbnimos de T. urticae, ainda hoje, ndo ha um consenso em relacéo a
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Tetranychus cinnabarinus (Boisduval, 1867), pois alguns autores o consideram
como taxon valido (Boudreaux. 1956; Boudreaux & Dosse 1963, 1963a; Baker &
Tuttle 1994). A existéncia de variabilidade intra-especifica refor¢ca a necessidade
de se obter informacdes mais precisas sobre a variabilidade da espécie no Brasil

€ no mundo.

2.1.1. Importancia econémica e controle

Tetranychus urticae é uma das espécies de acaros fitofagos de maior
expressdo econdbmica e estd entre as pragas mais nocivas para as culturas
agricolas, tanto pelo grande numero de hospedeiros que infesta quanto pela
intensidade dos danos causados (Jeppson et al. 1975; Rabbinge 1985).

Para algumas culturas as perdas ocasionadas pelas infestacfes do acaro
rajado tém sido quantificadas. Entretanto, para a maioria das culturas atacadas,
os danos sao relatados, mas nao quantificados. Entre as culturas nas quais tém
sido relatados danos estdo as frutiferas, ornamentais, horticolas, oleaginosas e
outras culturas extensivas. Danos tém sido observados em cultivo protegido e
também no campo.

Na cultura do algodéo, infestacbes por T. urticae podem causar perdas
tanto na produtividade, como na qualidade das fibras e sementes. No Brasil,
houve reducéo de até 25% na producao, 12% no numero de sementes, 4% no
teor de matéria graxa, 17% no peso das fibras (Cannerday & Arant 1964), 4% na
resisténcia das mesmas (Oliveira 1972) e 25% de perda de peso de algodao
(Oliveira & Calcanhoto 1975). As plantas atacadas tornam-se menores em
relacdo as ndo atacadas e os danos sdo observados em reboleiras (Gallo et al.
2002).

Os niveis de dano de T. urticae tolerados em plantas ornamentais, em
casa-de-vegetacdo, sdo extremamente baixos, em funcdo do valor estético das
folnagens. Em rosa, cultivar Sonia, o confinamento de cinco fémeas adultas
jovens em folhas recém-expandidas resultou em danos visiveis apos um dia (Van
de Vrie 1985). Uma estimativa das perdas causadas pelas infestacfes de T.

urticae em nove variedades de cravo mostrou correlacdo direta com a extensao
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dos danos qualitativos nas flores. Os prejuizos monetarios foram da ordem de 20
a 30% dependendo da variedade estudada (Rajashekharappa & Mallik 2007)

Em citros, a alimentacdo de T. urticae sobre folhas jovens causa
depressdes e areas cloréticas que também sao visiveis na superficie superior. Os
acaros podem se alimentar em frutos ainda verdes causando bronzeamento a
medida que esses amadurecem (McMurtry 1985). InfestacBes do acaro rajado
em citros foram relatadas também na Espanha, Grécia, Cuba, Marrocos e na
Florida, Estados Unidos da Ameérica (Ramos et al. 1988; Caceres & Childers
1991; Tsagkarakou et al. 1997; Allam et al. 1999; Miranda et al. 2003). Na regiao
do Mediterraneo, essa espécie esta entre as pragas que exigem atencao especial
dos produtores em relagédo ao controle e ao manejo adequado das pragas do
pomar, pois causa danos que resultam no decréscimo do valor comercial dos
frutos (Jacas & Garcia 2001; Aucejo et al. 2003; Urbaneja et al. 2008).

Na Europa, T. urticae é considerado uma das principais pragas de videiras
(Kassemeyer 1996). As infestagcbes causam alto grau de desfolhamento, com
graves consequéncias na maturacédo e qualidade dos frutos. Os cachos de uva
também sdo atacados, o que causa 0 aparecimento de manchas escuras na
casca dos frutos (Schruft 1985). Entre os paises europeus nos quais danos em
videiras por T. urticae foram registrados estdao Espanha (Arias Giralda & Nieto
Calderon 1982), Suica (Baillod et al. 1982) e Tchecoslovaquia (Hluchy & Pospisil
1991).

Na California (USA), pomares inteiros de améndoas tornam-se
desfolhados e danos severos podem ocorrer rapidamente entre os meses de
julho e agosto, em decorréncia das infestacdes de T. urticae (Hoy 1985).

Em espécies horticolas, em casas de vegetacdo, no Reino Unido e
Holanda, o acaro T. cinnabarinus (= T. urticae) (Bolland et al. 1998), causa danos
relacionados a injecdo de toxinas nas plantas. Neste caso, poucos acaros foram
suficientes para causar sérios danos descritos como manchas cloréticas, com
pequenas lesbes transparentes nos foliolos, assemelhando-se aos sintomas de
deficiéncia de magnésio nas plantas. Estas regides tornam-se necroticas, as
manchas coalescem e o dano evolui para murchamento e morte das folhas
(Foster & Barker 1978).
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Em quiabo, na india, foram observadas perdas quantitativas entre 12 a
36% na producao de frutos (Prasad & Singh 2007). No Ir4, o acaro rajado esta
entre as pragas mais importantes da berinjela e um estudo conduzido com nove
cultivares revelou perdas de 13 a 70% no peso dos frutos variando em funcéo da
abundancia de acaros nas folhas e da cultivar avaliada (Anaraki et al. 2007). Em
tomate, causa diminuicdo no numero e no tamanho dos frutos, induz maturacao
precoce e diminui o teor de sélidos soluveis (Minami 1980), além de atacar as
folhas situadas na parte mediana da planta, causando o amarelecimento e
ressecamento das mesmas (Barbosa & Franca 1980; Flechtmann 1985;
Gongcalves et al. 1998; Aragéao et al. 2002).

Nos Estados Unidos da América, populacbes de T. urticae aumentam
rapidamente em morangueiros, durante a estacdo de crescimento da cultura,
reduzindo a quantidade e a qualidade dos frutos (Sances et al. 1982). Na Africa,
as perdas na producdo podem alcancar 50% devido as infestacbes por esta
espécie (Coates 1974 citado por Wysoki 1985). No Brasil, no estado de S&o
Paulo, o acaro rajado é considerado a principal praga do morangueiro, devido a
dificuldade de controle, severidade dos danos e frequentes ocorréncias,
favorecidas pela temperatura elevada e baixa umidade relativa do ar (Tanaka et
al. 2000). Nas regides produtoras do Rio Grande do Sul, o ataque do acaro
rajado em morangueiros ocorre, principalmente, no periodo de frutificacdo e
colheita dos frutos o que inviabiliza a maior parte da safra em funcao dos danos e
da suspeita de contaminacao por agrotoxicos (Moraes & Braun 2002).

Em amendoim no Brasil, as grandes populacdes de acaro rajado unem as
folhas das plantas por meio de suas teias, assim, as folhas tornam-se cloroticas
e, em um estagio mais avancado, chegam a cair (Gallo et al. 2002).

Em lUpulo, infestacdes severas do acaro rajado causam 0 mosqueamento
das folhas, com grande producdo de teia. Os acaros alimentam-se sobre os

estrobilos, que se tornam secos, vermelhos e quebradicos, tendendo a

! COATES, T.J.D. (1994). The influence of some natural enemies and pesticides on various
populations of Tetranychus cinnabarinus (Boisduval), T. lombardinii Baker & Pritchard and T.
ludeni Zacher (Acari: Tetranychidae) with aspects of their biologies. Entomology Memoir, 42..
Department of Agricultural Technical Services, Republic of South Africa.
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despedacar. A qualidade e a producéo pode ser grandemente reduzida e podem
ocorrer perdas totais (Cranham 1985).

O controle do acaro rajado tem sido realizado, principalmente, através do
meétodo quimico, cujo impacto pode ser expressivo (Watanabe et al. 1994), pois,
nem sempre reduz as suas populacdes em niveis economicamente aceitaveis,
podendo ser ainda responsavel por problemas relacionados a contaminacao
ambiental e ocupacional, presenca de residuos nos frutos e outras partes
vegetais, desenvolvimento de resisténcia nas populacdes e eliminacdo de
inimigos naturais. O controle quimico de T. urticae tem sido amplamente
estudado, incluindo avaliacdes de eficacia agrondmica de acaricidas, causas dos
desequilibrios biolégicos em éareas tratadas e alternativas para o manejo
integrado do acaro rajado nas lavouras (por ex. Heungens & Tirry 2001; Botton et
al. 2002; Kimura et al. 2005; Barros et al. 2007).

O controle biologico convencional tem sido extensivamente investigado
para o acaro-rajado em casas-de-vegetacdo. O acaro predador mais utilizado
para essa finalidade, em diversos paises, € Phytoseiulus persimilis Athias-
Henriot, 1957 (Khalequzzaman et al. 2007; Ferguson 2008; Moraes & Flechtmann
2008). No Brasil, as pesquisas com controle bioldgico de T. urticae, incluem
principalmente frutiferas (macad e morango), plantas ornamentais e cultivos
protegidos. As principais espécies de acaros predadores estudas s&do N.
californicus (McGregor, 1954) e P. macropilis (Banks, 1905) (Monteiro et al. 2002;
Marchetti et al. 2003; Ferla 2004; Marchetti & Ferla 2004; Ferla et al. 2007;
Oliveira et al. 2007).

Uma alternativa promissora para o controle de T. urticae trata-se do
controle biolégico em associagdo com o quimico. Biotipos de acaros predadores
resistentes a alguns pesticidas tém sido utilizados para o controle de T. urticae
nos Estados Unidos, Ucrania, Africa do Sul e Australia, como, por exemplo:
Galendromus (=Typhlodromus) occidentalis (Nesbitt 1951) ou Neoseiulus
californicus (McGregor, 1954) (Acari: Phytoseiidae) (Pringle 2001; Waite 2001).
No Brasil, estudos semelhantes foram conduzidos com o0s predadores N.
californicus e Phytoseiulus macropilis (Banks) (Sato et al. 2006, 2007; Poletti et
al. 2008).
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2.1.2. Ocorréncia de bidtipos/racas hospedeiras

Populacbes de uma determinada espécie que apresentam caracteristicas
biolégicas particulares sdo denominadas biotipos. O termo “raca hospedeira”
representa uma forma diferenciada, que pode ou néo intercruzar com outras, mas
gue se alimenta de uma planta hospedeira especifica. Esse termo, € mais
utilizado nas pesquisas entomoldgicas e o termo bibtipo deve prevalecer sobre
raca hospedeira (Futuyma 1995).

Em tomate, por exemplo, Gotoh et al. (1993) sugeriram a ocorréncia, em
simpatria, de duas “ragas hospedeiras” de T. urticae, a forma verde, associada a
abdbora, e a vermelha, ao tomate. Os autores concluiram que as linhagens séo
biologicamente distintas e que a mudanca de hospedeiro ocorreu da abdbora
para o tomate. O tomate representa um alimento, inicialmente, hostil em fungao
da presenca de tricomas que podem aprisionar os acaros e dos compostos
toxicos que levam a mortalidade de formas jovens e a baixa fecundidade.
Gargalos recorrentes podem ter incrementado o efeito da deriva genética na
populacdo inicial, originando o bidtipo do acaro do tomate. Destaca-se que
ambas as formas, a verde e a vermelha, tem distribuicdo mundial, mas a forma
verde geralmente € encontrada em regides de clima temperado, enquanto a
forma vermelha ocorre em regifes de clima mais quente e umido (Goka et al.
1996). Os critérios morfologicos, ecoldgicos (adaptabilidade a hospedeiros) e
fisiologicos (diapausa) séo frageis pois, em geral, se sobrepdem para as duas
formas, impossibilitando a separacdo em duas espécies distintas (Boudreaux
1956; Bund & Helle 1960). No entanto, as caracterizagbes genéticas mostram
genes especificos para cada forma (Goka et al. 1996). Esses autores
denominaram a forma vermelha Tetranychus cinnabarinus e a verde T. urticae.
Estudos mais recentes confirmam a compatibilidade reprodutiva entre as duas
populacdes e o nome T. cinnabarinus como sinonimia de T. urticae (Bolland et al.
1998; Silva et al. 2002).

De acordo com Bush (1975) a mudanca de hospedeiro pode, algumas
vezes, causar o isolamento reprodutivo e originar biétipos e, consequentemente,
limitar os efeitos de uma primeira colonizagdo convencional. Templeton (1979)

detectou a possibilidade de ocorrer uma coloniza¢do secundéria, ou seja, de
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novos hospedeiros por uma dada espécie. A variabilidade genética observada em
populacdes de organismos fitéfagos pode também estar associada a distribuicéo
geografica ou a selecdo de plantas hospedeiras.

Esses aspectos sdo importantes na investigacdo das diferengas entre as
populacdes de T. urticae.

Por exemplo, T. urticae infesta e causa danos aos pomares de citros na
regido mediterranea, particularmente na Espanha (Aucejo et al. 2003; Ansaloni et
al. 2006; Abad et al. 2006, Urbaneja et al. 2008), que se destaca na
comercializacdo de frutos in natura com alto valor agregado principalmente
laranjas, tangerinas e limdes (Neves & Marino 2002). Entretanto, a presenca de
T. urticae ndo tem sido relatado causando danos em pomares citricolas
brasileiros. Ha de se ressaltar que se desconhece a razdo pela qual essa espécie
gue infesta varios hospedeiros no Brasil ndo seja encontrada infestando citros no
pais. E possivel que isso se deva a uma diferenca biolégica entre as populacées
gue aqui ocorrem e aquelas encontradas na regido do Mediterraneo. Nesse caso,
€ importante considerar o risco envolvido na importagdo de partes vegetais,
procedentes dessa regido, infestadas por T. urticae.

Outro fator importante na investigacdo de diferencas genéticas em
populacbes de T. urticae € a evolugdo da resisténcia a inseticidas e acaricidas
decorrente do uso excessivo desses produtos no controle do acaro nas lavouras.

A ocorréncia de biotipos de T. urticae resistentes a pesticidas tem sido
relatada nos paises onde a espécie sofreu intensa presséo de selecdo em funcao
de aplicacdes sucessivas de inseticidas acaricidas. Ha fortes evidéncias de
resisténcia multipla de T. urticae aos acaricidas Fenson (fosforado), Clordimefon
(fosforado), Dicofol (clorado), Tetradifom (clorodifenilsulfona), Binapacril (dinitro-
fenol) e Cihexatina (organoestanico), aléem de produtos do grupo quimico dos
carbamatos e dos quinometionatos  (heterociclico-nitrogenado). O
desenvolvimento de resisténcia a um produto por populacdes de T. urticae, pode
causar resisténcia cruzada a outros, do mesmo grupo quimico ou de grupos
préximos, dificultando o controle e frustrando qualquer tentativa de sucesso na
adocdao de praticas de Manejo Integrado de Pragas (Cranham & Helle 1985).

A resisténcia de T. urticae a pesticidas tem sido documentada em

diferentes culturas em varios paises (Miller et al. 1985; Edge & James 1986;
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Dennehy et al. 1987; Grafton-Cardwell et al. 1987; Flexner et al. 1988; Tian et al.
1992; Landeros et al. 2006; Lee et al. 2006). Croft & Hoyt (1983)? citados por
Prokopy & Croft (1994) destacaram que T. urticae é a praga de controle mais
dificil e oneroso em folhagens de macd, na América do Norte, 0 que se deve, em
grande parte, ao seu potencial de desenvolver resisténcia a inseticidas. Nos
pomares brasileiros de macd, T. urticae ndo esta entre as pragas chaves, embora
esteja relatado para a cultura. A introducdo de populacdes de T. urticae
adaptadas a macieiras, mais agressivas ou resistentes a inseticidas poderia
comprometer os programas de manejo integrado de pragas da macieira
desenvolvidos para essa cultura no Sul do pais e resultaria em impactos
negativos na cadeia produtiva da macga brasileira.

No Brasil, os problemas de populacdes de T. urticae resistentes a
pesticidas foram observados em algodoeiros, roseiras, morangueiros e
pessegueiros (Chiavegato et al. 1983; Suplicy Filho et al. 1994;. Sato et al. 1994,
2000, 2002, 2004, 2007; Flores 2001).

O risco da introducéo e estabelecimento de novos bibtipos de T. urticae no
pais, através da importacdo de produtos vegetais, deve ser considerado, assim
como, o agravamento dos problemas econémicos com a praga (Ferreira 1997). O
estudo da variabilidade genética das populagbes brasileiras de T. urticae, pode
auxiliar na distincdo entre as populacdes presentes no pais e bidtipos

introduzidos.

2.1.3. Caracterizacdo de biotipos como subsidio @ a dogdo de medidas

fitossanitarias

De acordo com a Convencéao Internacional de Protecdo de Plantas (CIPV)
praga € “qualquer espécie, raca ou biotipo de vegetais, animais ou agentes
patogénicos, nocivos aos vegetais ou produtos vegetais” e as pragas

guarentenarias sdo aquelas que “apresentam expressdo econdmica potencial

2 CROFT, B.A.; HOYT, S. C. (1983) Integrated management of insect pest of pome and stone
fruits. New York: Wiley Interscience. (454p.).
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para a area posta em perigo e onde ainda néo estdo presentes ou, se estdo, nao
se encontram amplamente distribuidas e séao oficialmente controladas” (FAO
1997). Bidtipos de uma espécie resistentes a pesticidas, mais nocivos ou que
apresentam hospedeiros e/ou caracteristicas biologicas distintas também podem
ser considerados pragas quarentenarias, mesmo que a espécie seja assinalada e
apresente ampla distribuicdo no pais (Baker et al. 1993; FAO 2004).

Os acaros estdo entre 0s organismos que apresentam expressdo como
pragas quarentenarias (Navia et al. 2007). Ha diversas caracteristicas que fazem
desse grupo uma ameaca aos sistemas de producdo agro-silvo-pastoris,
propiciando que se tornem espécies invasoras, como: nocividade aos
hospedeiros (Jeppson et al. 1975; Flechtmann 1985; Yaninek & Moraes 1991);
capacidade de sobreviver em condicdes adversas (Jeppson et al. 1975);
reproducdo por partenogénese (Jeppson et al. 1975; Lindquist et al. 1996);
adaptacao a novas plantas hospedeiras (Skorupska & Boczek 1985; Gotoh et al.
1993; Goka et al. 1996; Goka & Takafuji 1997); vetores de doencas de plantas
(Oldfield & Proeseler 1996; Chagas et al. 2001; Childers et al. 2001); dificil
deteccdo (Ferreira, 1997) e resisténcia a pesticidas (Michigan State University
2002).

O possibilidade de novas introducdes de T. urticae no Brasil, em virtude do
transito internacional de material vegetal e do volume e frequéncia de
importacdes de produtos potencialmente infestados pelo &caro, pode resultar na
introducéo de bidtipos nocivos as plantas cultivadas no pais.

Observa-se, cada vez mais, a necessidade dos paises justificarem seus
regulamentos fitossanitarios, junto as Organizacdes Regionais e Nacionais de
Protecdo de Plantas. Assim sendo, o Brasil apenas podera impor restricdes
fitossanitérias visando evitar a introducdo de novos biotipos de T. urticae se
forem caracterizados os biGtipos que ocorrem no pais e nos paises exportadores.
Portanto, o conhecimento aprofundado das populagcdes de T. urticae que ocorrem
no pais é de fundamental importancia para o fortalecimento do sistema nacional
de defesa fitossanitaria. Da mesma forma, o desenvolvimento de meétodos
diagnosticos para a identificacdo de categorias subespecificas sera essencial
para viabilizar a adocgdo justificavel de medidas fitossanitarias. Entre esses

métodos destaca-se a utilizacdo de marcadores moleculares que também sé&o
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Uteis em estudos de processos de bioinvasdes, fornecendo informacdes sobre a
espécie invasora, sua origem e as fontes de infestacao (Villablanca et al. 1998;
Davies et al. 1999; Bonizzoni et al. 2001; Navia et al. 2005).

2.2. Utilizacdo de marcadores moleculares em Acarol  ogia

A escolha de marcadores genéticos com variabilidade adequada para a
resolucdo das questbes as quais se deseja investigar deve ser a etapa prévia a
todos os estudos de variabilidade genética de espécies. Os marcadores
genéticos devem apresentar elevado polimorfismo permitindo a deteccdo de
movimentos minimos entre as populagbes. E necessario conhecer as
propriedades gerais, os campos de aplicacéo e as limitagcbes de cada marcador
para se efetuar uma escolha compativel com os objetivos da pesquisa.

Estudos com marcadores moleculares auxiliam no entendimento da
sistematica, da filogenética e das estruturas populacionais em Acarologia. As
técnicas moleculares representam ferramentas Uteis para acarblogos e
sistematas, facilitam ndo apenas a separacdo de espécies aparentadas, mas
também na distincdo de categorias subespecificas e na caracterizacdo de
biétipos, beneficiando pesquisadores envolvidos em defesa fitossanitaria,
controle biolégico, parasitologia, biologia de populacdes, ecologia molecular,
controle e diversas outras areas (Mozes-Koch & Gerson 1998).

Os primeiros trabalhos utilizando marcadores moleculares em &acaros
datam dos anos 1990. Kaliszewski et al. (1992) utilizaram a técnica de PCR
(Polymerase Chain Reaction) para amplificar o DNA e, posteriormente,
sequenciaram o DNA de 17 espécies de acaros de diversos grupos taxondémicos.
Para comparacdo dos genomas dessas espécies utilizaram um fragmento de
377pb da regido 18S do rDNA nuclear e outro de 500pb da regido 16S do mtDNA
mitocondrial. Os resultados indicaram que a técnica de PCR poderia ser utilizada
para auxiliar na obtencdo de sequéncias de acaros de diferentes ordens e
contribuir para o avanco dos estudos filogenéticos em acarologia.

RevisGes sobre a utilizagdo de marcadores moleculares em estudos de

sistematica e filogenética de acaros, nas quais foram compiladas informacdes
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sobre os métodos utilizados, os principais resultados e as perspectivas foram
publicados por Navajas & Fenton (2000); Navajas (2001), Cruickshank (2002) e
Navajas & Roderick (2008).

Os acaros apresentam grande diversidade e as espécies de importancia
agricola que tem sido foco de estudos com técnicas moleculares pertencem,
principalmente, as familias Tetranychidae e Eriophyidae, (acaros fitofagos) e
Phytoseiidae (acaros predadores) (Navajas et al. 1992, 1998, 1999, 2000;
Tsagkarakou et al. 1999; Navajas & Fenton 2000; Noronha et al. 2003; Tixier et
al. 2006).

Os marcadores mais comumente utilizados em sistematica molecular de
acaros sdao o mtDNA e o rDNA, os quais diferem consideravelmente em sua
organizagdo gendomica (sendo um de origem mitocondrial e outro nuclear), no
modo de evolucao (apresentam taxas diferenciais de evolugéo) e de transmissao
(transmissdo maternal e transmissdo bi-parental, respectivamente). Alguns
estudos utilizando marcadores RAPD foram utilizados com acaros fitoseideos
(Perrot-Minot & Navajas 1995) e Tetranychus sp. (Dong et al. 1997; Hence et al.
1998). E importante considerar como as propriedades contrastantes destes
marcadores podem afetar suas habilidades na construcéo de filogenias (Navajas
& Boursot 2003) e que, estudos filogenéticos baseados em resultados de um
unico marcador molecular sédo frageis e podem conduzir a conclusées infundadas
(Brower et al. 1996; Ross et al. 1999; Navajas & Boursot 2003).

Considerando a importancia e a utilidade dos marcadores de DNA
mitocondrial (MtDNA) e ribossomal (rDNA) nas pesquisas em Acarologia, foram
revisadas para esses marcadores suas caracteristicas gerais, a utilizacdo e os

temas mais importantes a eles relacionados.

2.2.1. DNA mitocondrial - mtDNA

Cerca de 70% dos estudos com marcadores de DNA utilizam o mtDNA
como ferramenta genética (Zhang & Hewitt 2003). As sequéncias do mtDNA
representam um recurso poderoso para os estudos evolutivos e tém sido

utilizadas no entendimento da estrutura de populagdes, fluxo génico, hibridizagéo,
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biogeografia e relagdes filogenéticas (Avise et al. 1987). A maior parte do mtDNA
de animais apresenta uma série de caracteristicas que os torna marcadores
ideais em estudos filogenéticos: 1) estrutura genética simples, sem a presenca de
regibes repetitivas, elementos transponiveis, pseudogenes ou introns; 2)
geralmente evolui rapidamente, pois apresenta uma taxa de divergéncia de
sequéncias relativamente rapida. Primariamente, as variacbes se apresentam
como substituicbes de bases; 3) heranca maternal, o modo de transmisséo ao
longo das geracdes é efetivamente haploide, ndo ha recombinacdo; seus genes
representam um loco genético Unico; 4) ordem e composicdo dos genes
conservada; 5) sequencias curtas em comparacédo as do genoma nuclear (Avise
et al. 1987; Hoy 1994; Roderick, 1996).

A taxa de evolucdo dos genes mitocondriais varia entre linhagens, entre
genes e mesmo dentro dos genes. No mtDNA ha regides que divergem
rapidamente, enquanto outras sdo altamente conservadas, sendo que diferentes
regides podem ser utilizadas em diferentes niveis taxondémicos. Em insetos,
observa-se que a taxa de evolucdo dos genes mitocondriais €, em média, de 1-2
vezes mais rapida que a dos genes nucleares (Hoy 1994).

As caracteristicas e 0 modo de evolugdo do mtDNA em 20 espécies da
superfamilia Tetranychoidea foram similares aqueles conhecidos para os insetos,
sugerindo que estes artropodes compartilharam caracteres ancestrais. Nesse
estudo foram utilizadas sequéncias da regidao Cito cromo Oxidase | (COIl) do
MtDNA. Os resultados da filogenia baseados nas sequéncias COIl foram
compativeis com aqueles obtidos pela classificacdo tradicional baseada em
caracteristicas morfologicas e biolégicas (Navajas et al. 1996a).

Para acaros da familia Tetranychidae, as sequéncias do mtDNA estao
sendo utilizadas basicamente para investigar os padrfes evolutivos, pois
fornecem informacdes sobre a estrutura geografica e de padrbes de colonizacdo
de uma dada espécie. As diferencas nas sequéncias sdo substanciais e
precedem a divergéncia das espécies. A explicacdo recai na possivel retencéo de
um polimorfismo ancestral que pode causar divergéncia molecular, sendo essa
mais antiga do que a divergéncia da espécie, refletindo, assim, a historia da
colonizacédo (Navajas et AL. 1996; Navajas et al. 1998, 2001; Navajas & Boursot
2003).
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2.2.2. DNA nuclear ribossomal - rDNA

As sequéncias de rDNA s&o comumente utilizadas para o estudo das
relacdes filogenéticas, da variabilidade genética, e de divergéncias dentro e entre
espécies por apresentarem propriedades adequadas, como: taxas diferenciais de
evolucdo entre diferentes regides e genes repetidos (Gebri® citado por Weekers
et al. 2001). Nos organismos eucariontes, o rDNA apresenta unidades
transcricionais repetitivas (tandem), as quais sdo separadas por espagos
intergénicos. Dentro de cada unidade transcricional, o “Internal Transcribed
Spacer 1” (ITS1) separa a pequena subunidade 18S da 5,8S, enquanto o
“Internal Transcribed Spacer 2" (ITS2) separa a unidade 5,8S da grande
subunidade 28S. As regifes codantes apresentam pequena divergéncia entre
espécies proximas, entretanto as regibes ITS podem apresentar maior
variabilidade. Mutacdes ocorrem em taxas relativamente rapidas nestas regides
ITS (Weekers et al. 2001). Assim, as regides codantes e os espacadores diferem
largamente em sua taxa de evolugdo, de modo que estas regidbes do rDNA
apresentam potencial para revelar relagbes filogenéticas de filos a populagdes,
sendo consideradas muito versateis para filogenia (Ele & Dixon 1991).

Uma limitacdo primaria da regido ITS em analises filogenéticas e no
estudo de populagfes é a existéncia de polimorfismos entre unidades repetidas,
que pode causar variacdo dentro de um mesmo individuo. Como exemplo,
estudos filogenéticos sobre o besouro Cincindela dorsalis Say (Coleoptera:
Cincidellidae) baseados na regidao ITS1 mostraram que a variacdo dentro dos
individuos era quase tao alta quanto a variacdo em toda a linhagem. O padréo de
variagdo das sequéncias sugeriu que existiam duas formas de ITS1, as quais
eram mantidas em cromossomos diferentes (Vogler & DeSalle 1994). Entretanto,
esta tendéncia para diversificacéo € “reparada” por um processo conhecido como
“direcdo molecular”, o qual resulta na homogeneizacao das repeti¢cdes individuais
permitindo a producao de sequéncias uniformes em todas as repeticbes de uma
dada espécie (Vogler & DeSalle 1994; Polanco et al. 1998). Por isto, a utilidade

da regido ITS para estudos populacionais deve ser analisada para cada espécie

3 GEBRI, S. A. (1985). Evolution of ribosomal DNA. In MACINTYRE, R. J. (Org.). Molecular evolutionary genetics.
New Y ork: Plenum ( p.419-517).
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(Roderick 1996). Até o momento, em acaros fitofagos, ndo tém surgido
problemas associados a diversidade intra-individual e este marcador tem sido
amplamente utilizado (Navajas & Fenton 2000).

Navajas (2001) e (2002) concluiram que o estudo da regido do ITS2
(rDNA) é util na distincdo de taxons intimamente relacionados e utilizaram as
sequéncias ITS2 para efetuar a distingcdo entre T. urticae e T. turkestani Ugarov &
Nikolskii, espécies que ocorrem em populacdes sobrepostas nos plantios em
casa-de-vegetacao no Sul da Franca. Os autores observaram diferengas entre as
sequéncias de nucleotideos da regido ITS2, e relataram que a enzima de
restricdo rSal corta a sequéncia ITS2 da molécula de DNA duas vezes em T.
urticae e somente uma vez em T. turkestani. Um terceiro tetraniquideo,
Tetranychus ludeni Zacher, que pode eventualmente ser confundido com T.
urticae nas observacfes de campo e estd frequentemente presente nas
plantacdes no Sudoeste da Franca, apresentou a sua sequéncia ITS2 cortada
trés vezes pela enzima Rsal. Essas duas ultimas espécies podem ser separadas
precisamente pela morfologia do macho. Esses exemplos ressaltam a
importancia das sequéncias ITS2 na diagnose de espécies de tetraniquideos.

2.2.3. DNA nuclear ribossomal versus DNA mitocondrial

As filogenias ndo devem ser construidas utilizando-se um Unico marcador.
E importante comparar os resultados de marcadores com propriedades distintas
para um melhor entendimento das populagfes estudadas. Por exemplo, analises
filogenéticas utilizando sequéncias das regides COl do mtDNA e ITS2 do rDNA
de duas espécies do género Tetranychus, T. urticae e T. turkestani, mostraram
gue estas espécies sdo polifileticas para o mtDNA, mas monofiléticas para o
rDNA. A diversidade de nucleotideos foi de 3-4% para a regiao CO-l, e menor
que 0,5% para a regidao ITS2. Os resultados indicaram que, apesar da
transmissao biparental e multiplicidade de copias no genoma, o rDNA apresentou
menor tamanho populacional efetivo que o mtDNA nestas espécies (Navajas &
Boursot 2003). Os autores sugerem que a conjuncéo do “reparo evolutivo” e/ou
conversédo de genes nas regioes do rDNA, a haplodiploidia e a propor¢cao sexual
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superior de fémeas podem influenciar esta aparente contradicdo ao padrao
esperado. Também, a filogenia das espécies japonesas do género Panonychus
Yokoyama, baseada em sequéncias da regido COl do mtDNA, foram
discordantes daquelas obtidas utilizando-se regides do rDNA (Toda et al. 2000).

De um modo geral, as variagbes no mtDNA em estudos populacionais
parecem ser mais Uteis que as variacdes nos genes ribossomais. Dentro de uma
populacdo, a frequéncia de um uUnico haplétipo de mtDNA pode flutuar mais
rapidamente que as frequéncias dos alelos de DNA nucleares e, por isto, 0
MtDNA seria mais sensivel que o DNA nuclear ao "efeito fundador" e aos
tamanhos reduzidos das populacdes invasoras. A perda ou aquisicdo de um
haplétipo é importante em pequenas populagcbes e a migracdo de poucos
individuos entre populacdes seria suficiente para fixar uma linhagem de mtDNA
nestas (Roderick 1996).

Navajas et al. (1998) constataram que, em populacdes de T. urticae com
origens diferentes e amostradas em uma ampla area geografica, havia cerca de
5% de divergéncia de nucleotideos na regido COI do mtDNA, enquanto nenhuma
variagdo ocorria na regido do ITS2. Os autores compararam também as taxas de
evolucdo dos dois marcadores em um grupo de espécies do mesmo género e
nao obtiveram os mesmos resultados, observando-se que em outras espécies de
Tetranychus a regido ITS 2 também variava. Os resultados indicaram que a
regido do ITS evoluia 2,5 vezes mais rapidamente do que a regido CO-l em
outras espécies de Tetranychus. Os autores sugeriram que a homogeneizacao
das sequéncias ITS2 em T. urticae era devido ao seu alto potencial de
colonizagéo e, consequentemente, a um fluxo génico relativamente alto.

Variabilidade intraespecificas e interespecifica nos géneros Mononychellus
Wainstein e Panonychus Yokoyma (Tetranychidae) tém sido estudada utilizando-
se sequéncias de ITS2 e CO-I (Navajas et al. 1994; Toda et al. 2000). A estrutura
genética de um acaro tetraniquideo invasor, Mononychellus progressivus
Doreste, originario da regido neotropical e, acidentalmente introduzido no leste da
Africa nos anos 70, foi estudada utilizando-se sequéncias de COI e de ITS2. Os
resultados sugeriram que M. progressivus foi introduzido a partir de populacdes
da Colémbia (Navajas et al. 1994).
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Baseados em analises das sequéncias de DNA ribossomal (ITS) e
mitocondrial (16S e COI), Navia et al. (2005), por exemplo, estudaram os
aspectos filogeograficos de Aceria guerreronis Keifer (Eriophyidae), sugeriram a
América como local de origem da espécie e definiram as rotas de introdugéo na
Africa e na Asia.

Quin (1997) realizou um estudo com aloenzimas para tracar a origem de
um acaro-praga invasor, Halotydeus destructor (Tucker) (Penthaleidae). O autor
apresentou evidéncias de que sua provavel area de origem seria a Africa do Sul e
gue, a partir de la, foi introduzido na Australia. Varia¢des populacionais do grupo
de &caros parasitas de abelhas, Varroa jacobsoni Oudemans (Acari: Varroidae)
tém sido amplamente estudadas. Os métodos utilizados para o estudo desses
organismos tém muito em comum e variam de técnicas como, AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism), RAPD (Random Ampified Polymorphic DNA) ou
DALP (Direct Amplification of Length Polymorphisms), PCR (Polymerase Chain
Reaction) a analises especificas como os microssatélites (Navajas & Fenton
2000).

Navajas et al. (2001) estabeleceram a sinonimia entre T. kanzawai Kishida
e T. hydrangea Pritchard & Baker baseando-se em anadlises de sequéncias da
regido ITS2 e em estudos de cruzamentos. O género Amphytetranychus
Oudemans foi restaurado como base em estudos comparados dos caracteres
moleculares (ITS2 e COI) e morfolégicos de Tetranychus viennensis Zacher
(sinbnimo de Amphitetranychus viennensis (Zacher, 1920) com os de outras oito
espécies de Tetranychidae (Navajas et al. 1997). Variacdo intraespecifica foi
observada em T. kanzawai nos estudos com sequéncias de ITS e COI (Hinomoto
& Takafuji 2001).
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2.2.4. Estudos filogenéticos e filogeograficos

Os estudos de sistemética filogenética tém como objetivo reconstruir a
histdria evolutiva dos grupos de organismos (Amorim 1994).

Avancos recentes nas teorias da genética de populacdes, especialmente
com a teoria de coalescéncia, associada ao rapido avanco das técnicas
moleculares, tem permitido o acesso a detalhada informacdo filogenética
populacional, nas quais diferentes haplétipos representam unidades taxonémicas
operacionais (OTU) (Crandall & Templeton 1996). A revolucdo na tecnologia de
sequenciamento de genes tem permitido a construcdo de genealogias ou
filogenias mais acuradas, as quais podem ajudar no entendimento dos processos
biolégicos que vém ocorrendo em diferentes niveis de hierarquia dos organismos
(Harvey & Nee 1996). Informagbes sobre sequéncias de DNA podem ser
utilizadas como ferramentas importantes na reconstrucdo das relacdes evolutivas
entre organismos (Weekers et al. 2001).

Os primeiros trabalhos em que foram utilizadas abordagens de filogenética
molecular em estudos de genética de populagbes, especialmente relacionados a
padrdes biogeograficos, foram publicados no final dos anos 1980 (Avise et al.
1987; Avise 1989). Estes trabalhos exploraram qualitativamente a relacdo entre
divergéncia de linhagens e a extensdo da particdo geografica entre haplétipos
(Crandall & Templeton 1996). De acordo com Avise (1989), os levantamentos
sobre a diversidade de haplotipos no mtDNA forneceram os primeiros dados
empiricos para a estimativa de arvores de genes em uma escala microevolutiva
intraespecifica. As relacdes entre filogenia e distribuicdo geogréfica constituem os
padrbes filogeograficos para uma determina espécie. Arvores filogeogréaficas
podem ser interpretadas em termos de demografia histérica considerando os
modelos de distribuicdo de linhagens de genes.

A estrutura geografica de uma determinada espécie trata da distribuicdo e
abundancia de genotipos inter e intra-populacdes (Roderick 1996). Esta definicdo
inclui dois componentes distintos, mas relacionados: a estrutura demografica e

genética da espécie (Slatkin* citado por Roderick 1996). A estrutura demogréfica

4 SLATKIN, M.(1994). Gene flow and population structure. In REAL, L.A. (org.). Ecological genetics. Princeton:
Princeton University Press ( p. 3-17).
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refere-se aos processos que influenciam o namero e a distribuicdo das classes
fenotipicas dos individuos. A estrutura genética pode ser descrita como a
distribuicdo da variagdo genética e o resultado de migracado, sele¢do, mutacao,
deriva genética e outros fatores relacionados a estes processos, para uma dada
espécie. Devido ao fato da demografia estar relacionada a estes processos
geneéticos, a estrutura genética e demografica sdo, necessariamente, interligadas.
Por esta razdo, a estrutura genética pode ser utilizada para inferir sobre os
processos e o histérico demogréfico de uma espécie (Roderick 1996).

A estrutura geografica de uma espécie pode ser inferida indiretamente
através de dados genéticos. Estes dados genéticos podem ser analisados de
duas maneiras distintas: 1) tradicionalmente, de modo que as populagdes sao
tratadas como unidades genéticas e sdo estimadas medidas de similaridade
entre populacdes; 2) através de estudos filogeogréaficos, nos quais as relacdes
entre 0os genotipos (filogenias de alelos ou haplétipos) de uma ou mais
populacdes podem ser examinadas em relacdo a sua localizacdo geogréfica.
Neste segundo caso, analisa-se a variagdo nas sequéncias de DNA para
estabelecer relacdes entre os haplotipos do mesmo loco (Roderick 1996).

Na Europa e na Asia a diferenciacdo genética entre populagdes de T.
urticae tem sido estudada através de métodos moleculares, conjuntamente com a
avaliacdo de parametros biologicos, comportamentais e morfologicos (Gotoh et
al. 1993; Hence et al. 1998; Navajas 1998; Tsagkarakou et al. 1999; Navajas et
al. 2000). Os resultados indicam que a variabilidade da espécie pode estar
associada a distribuicdo geografica ou a selecdo de plantas hospedeiras. Esse
ponto tem sido alvo de amplas discussdes para essa espécie.

Gotoh et al. (1993) estudaram a formacédo de racas hospedeiras em T.
urticae através da avaliacdo das diferencas genéticas, preferéncia pela planta
hospedeira, selecdo para acasalamentos em linhagens coletadas em abobora e
tomate e concluiram que houve formacdo de duas ragas hospedeira,
biologicamente isoladas em simpatria.

Goka et al. (1996) detectou por eletroforese diferencas genéticas entre as
formas verdes e vermelhas de T. urticae e registraram que a forma vermelha esta
geneticamente isolada da verde. Os autores afirmaram que embora ocorra

hibridizagdo em condi¢fes de laboratorio, o isolamento reprodutivo em condig¢des
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de campo foi observado e que esse fato € comum em muitas espécies de
insetos, no qual duas linhagens simpatricas se hibridizam em laboratério, mas no
campo o fluxo génico entre elas é restrito.

Tsagkarakou et al. (1997) ndo encontraram diferencas genéticas entre
populacdes de T. urticae coletadas em diferentes hospedeiros quando as plantas
selecionadas estavam localizadas dentro de um raio de 50 metros, mas quando
a distancia foi superior a 150 metros, a diferenciagao foi encontrada.

Tsagkarakou et al. (1998) estudando T. urticae em campo aberto de citros
na regido do mar mediterraneo encontraram maior similaridade genética entre as
populacdes coletadas no citros em diferentes regides do que entre aquelas
coletadas em diferentes hospedeiros em uma mesma regiao.

A filogeografia e a estrutura genética de T. urticae tém sido estudadas
utilizando-se sequéncias de COI do mtDNA. Nesse caso, observou-se o padrao
genético geografico deste acaro ao longo de sua area de distribuicdo, com a
caracterizacdo de duas linhagens: uma colonizacdo antiga no Mediterraneo e
uma recente nas regides temperadas do hemisfério norte (Navajas 1998).

Andlises de aloenzimas e estudos da variagdo nas sequéncias ITS2 de
populacdes de T. urticae da regido Mediterranea permitiram uma avaliagdo do
papel da planta hospedeira e da distancia geografica no processo de
diferenciacdo genética (Navajas, et al. 1998; Tsagkarakou et al. 1999; Navajas et
al. 2000).

Geralmente, condicbes geograficas e ecologicas causam um isolamento
parcial de subpopulacdes, reduzindo o fluxo génico entre as mesmas, mas néo o
impedindo completamente. Entretanto, apdés um certo tempo, sob sele¢éo
divergente, acumulam diferencas suficientes para que, caso se encontrem, sejam
reprodutivamente isoladas. Por sua vez, as alteracfes de hospedeiros em insetos
fitofagos, por exemplo, representam o melhor exemplo de que a selecdo de
recursos distintos pode ocorrer e promover a especiacdo em simpatria, com 0
isolamento incompleto. Se a especiacdo ser4 completa sob estas condigbes é
uma questao aberta (Stearns & Hoekstra 2003).

Tetranychus urticae apresenta ampla distribuicdo geografica e um grande
namero de hospedeiros no Brasil. Estudos com marcadores moleculares e

pesquisas basicas em filogenética e filogeografia sdo ferramentas Uuteis na
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caracterizacdo de populacdes, auxiliando na determinacdo da presenca ou nao
de biotipos. Por sua vez, esses resultados podem subsidiar as decisdes sobre as
medidas de controle desse acaro, bem como, identificar as populacbes que
representam risco para o Brasil e que devem ser interceptadas nas inspecoes

guarentenarias.

2.2.5. Métodos em andlise filogenética molecular

No estudo da evolugcdo das espécies € necessario procurar por
homologias, ou seja, similaridades resultantes da heranca de um ancestral
comum entre as espécies envolvidas, buscando-se encontrar uma arvore
evolutiva assumindo que diferentes espécies derivam de um ancestral comum.

A construcdo de arvores filogenéticas hipotéticas atualmente faz parte da
analise exploratéria de sequéncias moleculares. A analise comparativa de
sequéncias € uma ferramenta importante em genética e é representada sob a
forma de arvores filogenéticas, que descrevem a relacdo evolutiva entre as
sequéncias de nucleotideos resultantes das extracdes de DNA. A reconstrucao
de sequéncias ancestrais pode mostrar o tempo e a direcdo das mutacdes
(Holder & Lewis, 2003).

O processo de inferéncia filogenética €, basicamente, composto por quatro
etapas (Holder & Lewis, 2003): 1) coleta das sequéncias que serdo comparadas;
2) alinhamento das sequéncias (pareamento das bases de uma sequéncia as de
sequéncias homologas); 3) escolha de um modelo de evolugcdo das sequéncias
(normalmente utilizam-se softwares que testam varios modelos e inferem os que
melhor se adequam as sequéncias sob analise); 4) a partir das sequéncias em
analise e dos modelos de evolucéo escolhidos, € criado um conjunto de arvores
filogenéticas (utilizando-se os métodos de reconstrucao filogenética, através das
buscas de arvores multiplas seguidas de “bootstrap” ou do algoritimo “Markov
chain Monte Carlo” (MCMC). Este conjunto de arvores fornecido pode ser
resumido utilizando-se técnicas de “arvores consensus”, as quais mostram as

partes das arvores que sdo encontradas na maioria ou em todas as arvores.
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Para o alinhamento de sequéncias de DNA de diferentes espécies
considera-se a hipotese de homologia entre as bases (ou nucleotideos) que
constituem 0s genes que estdo sendo comparados nhaqueles organismos.
Encontrar um bom alinhamento entre as sequéncias de varias espécies envolve
algumas dificuldades. A similaridade pode ser alta em certos trechos das
sequéncias e baixa em outras. As sequéncias podem ser de tamanhos variados
ou muito diferentes entre si. Entre os programas utilizados para o alinhamento de
sequéncias, o Clustal W (Thompson, 1994) é uma ferramenta basica que produz
alinhamentos mudltiplos biologicamente significativos de sequéncias (DNA ou
proteina) divergentes, calculando o melhor escore, alinhando as sequéncias para
gue identidades, similaridades e diferencas possam ser visualizadas. As
diferencas evolutivas podem ser vistas em cladogramas ou filogramas.

Dessa forma, os métodos de reconstrucdo filogenética tradicionais
fornecem uma série de arvores filogenéticas possiveis a partir das sequéncias
analisadas. A relacdo entre essas sequéncias € representada nas arvores. O
meétodo estatistico do bootstrap, proposto para estabelecer intervalos de
confianga nas filogenias (Felsenstein, 1985), traz informacao sobre a robustez de
cada ramificacdo. Por ser versatil, este método tem sido o mais tradicionalmente
utilizado em filogenia molecular. Um detalhamento sobre a metodologia
estatistica bootstrap pode ser encontrada em Solignac et al. (1995). De um modo
geral, bootstrap fornece informacdes sobre quais partes das arvores apresentam
baixo suporte. Comparacbes que dependem fortemente de ramificagbes com
baixo suporte bootstrap devem ser feitas com precaucdo. A interpretacdo exata
do valor bootstrap € relativa. Certamente, quanto maior o valor bootstrap obtido,
melhor. Mas qual seriam os valores limite abaixo dos quais os agrupamentos
deveriam ser considerados com precaucdo? Por tratar-se de uma medida
conservadora de suporte, valores iguais ou superiores a 70% indicam forte
suporte ao grupo. Deve-se ressaltar que as proporcdes bootstrap auxiliam na
previsdo das possibilidades de que as mesmas arvores sejam obtidas se mais
dados forem coletados e, ndo, se o resultado & correto ou incorreto. Pode-se
considerar que altas proporgdes bootstrap sdo condi¢cdes necessarias, mas nao

suficientes para se ter alta confiabilidade em um grupo (Holder & Lewis, 2003).
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Os métodos tradicionalmente utilizados em reconstrucdes filogenéticas
sdo: algoritimo NJ (Neighbour-Joining) e &rvores, que utilizam critérios de
otimizacdo como parcimoénia maxima (MP) ou probabilidade maxima (ML). Os
principios de cada um destes métodos, assim como vantagens e desvantagens,
foram apresentados por Solignac et al. (1995) e Holder & Lewis (2003).

Métodos de andlises promissores trazem novas perspectivas para a
biologia evolutiva como a abordagem Bayesiana (Huelsenbeck et al. 2001; Holder
& Lewis 2003;). Outros métodos que auxiliam as conclusdes estatisticas sdo o
meétodo da coalescéncia e o algoritimo Markov chain Mont Carlo (MCMC)
discutidos por Luikart & England (1999) e Holder & Lewis (2003).



27

CAPITULO 1

Acaros tetraniquideos (Prostigmata: Tetranychidae) no Brasil - novos

hospedeiros, localidades e taxons

RESUMO
A familia Tetranychidae Donnadieu compreende um grande niamero de acaros

estritamente fitéfagos e inclui os acaros pragas de maior importancia para a
agricultura nacional e mundial. Atualmente, esta familia € composta por mais
de 1.250 espécies em todo o mundo, das quais 182 foram relatadas na
Ameérica do Sul e 104 no Brasil. Apesar dos importantes avangos sobre o
conhecimento relativo aos acaros tetraniquideos no Brasil, as informacdes
estdo concentradas na Regido Sudeste e/ou a espécies associadas a culturas
agricolas. Algumas regibes do pais, culturas em expansdo, ou espécies
vegetais em areas ndo agricolas tém sido pouco exploradas em relacdo a
ocorréncia de acaros fitéfagos de um modo geral, incluindo os tetraniquideos.
O presente trabalho teve como objetivo contribuir para o conhecimento
taxonémico dos acaros tetraniquideos no Brasil. Para tanto, realizou-se um
levantamento em 15 Estados e no Distrito Federal, durante o qual foram
coletadas 550 amostras de 120 espécies vegetais. Infestacdes por acaros
tetraniquideos foram confirmadas em 207 amostras e 20 espécies da
subfamilia Tetranychinae foram identificadas em 58 diferentes hospedeiros.
Foram relatados novos hospedeiros para tetraniquideos no Brasil, na América
do Sul ou em nivel mundial, para as espécies: Eutetranychus banksi
(McGregor); Mononychellus tanajoa (Bondar); Oligonychus anonae Paschoal;
0. mangiferus (Rahman & Sapra); Tetranychus bastosi Tuttle, Baker & Sales;
T. evansi Baker & Pritchard; T. ludeni Zacher; T. mexicanus (McGregor); T.
neocaledonicus André; e T. urticae Koch. Novas localidades no Brasil foram
registradas para Eotetranychus tremae De Leon; O. anonae; Panonychus ulmi
(Koch); e T. gloveri Baker & Pritchard. Eotetranychus smithi Pritchard & Baker &
relatado pela primeira vez no Brasil, tendo sido coletado em rosa (Rosa sp.),
em Rio Branco, Acre. Foram identificadas quatro espécies novas de
tetraniquideos: duas pertencentes ao género Oligonychus Berlese, em uva
(Vitis vinifera L.) e rosa (Rosa sp.), nos municipios de Pirapora e Trés Marias,
Minas Gerais, respectivamente; e duas pertencentes aos géneros
Monoceronychus McGregor e Schizotetranychus Tragardh, ambas em capim
coqueirinho (Eustachys distichophylla Lag. Nees), nos municipios de Itaara e
Séo Luiz Gonzaga, Rio Grande do Sul, respectivamente.

Palavras chaves: Acari, América do Sul, Bryobiinae, regido Neotropical,
taxonomia, Tetranychinae.
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TETRANYCHID MITES (PROSTIGMATA: TETRANYCHIDAE) IN B RAZIL —
NEW HOSTS, LOCALITIES AND TAXA

ABSTRACT

The Tetranychidae Donnadieu family contains a large number of strictly
phytophagous mites, and includes the most important pest mites to the national
and worldwide agriculture. At present this family is composed for more than
1250 species worldwide, being 182 reported from South America and 104 from
Brazil. Although the important progress on the knowledge of tetranychid mites in
Brazil, information is concentrated in the Southeast Region and/or on species
associated with agriculture crops. Some regions of the country, crops that are in
expansion, or plant species in non-agricultural areas have been poorly exploited
in relation to the occurrence of phytophagous mites in general, including the
tetranychids. The present study had as purpose contributes to the taxonomic
knowledge of tetranychid mites in Brazil. To that a survey in 15 States and the
Federal District was conducted, when 550 samples of 120 plant species were
collected. Tetranychid mite infestations were confirmed on 207 samples and 20
species in the Tetranychinae subfamily were identified on 58 different hosts.
New hosts for tetranychids in Brazil, South America or worldwide were reported
for the following species: Eutetranychus banksi (McGregor); Mononychellus
tanajoa (Bondar); Oligonychus anonae Paschoal; O. mangiferus (Rahman &
Sapra); Tetranychus bastosi Tuttle, Baker & Sales; T. evansi Baker & Pritchard;
T. ludeni Zacher; T. mexicanus (McGregor); T. neocaledonicus André; and T.
urticae Koch. New localities in Brazil were reported for Eotetranychus tremae
De Leon; O. anonae; Panonychus ulmi (Koch); and T. gloveri Baker & Pritchard.
Eotetranychus smithi Pritchard & Baker is reported for the first time in Brazil,
being collected on rose (Rosa sp.), in Rio Branco, Acre. Four new species of
tetranychids were identified: two belonging to Oligonychus Berlese genus, on
grape (Vitis vinifera L.) and rose (Rosa sp.), from Pirapora and Trés Marias
municipalities, Minas Gerais, respectively; and two belonging to
Monoceronychus McGregor and Schizotetranychus Tragardh genera, both from
weeping fingergrass (Eustachys distichophylla Lag. Nees), from Itaara and Sao
Luiz Gonzaga municipalities, Rio Grande do Sul, respectively.

Palavras chaves: Acari, Bryobiinae, Neotropical region, South America,
taxonomy, Tetranychinae.
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1.1. INTRODUCAO

A familia Tetranychidae compreende um grande namero de espécies de
acaros estritamente fitdfagos, e inclui pragas importantes para a agricultura
nacional e mundial. Mais de 100 espécies sdo nocivas as lavouras e
aproximadamente 10 se destacam pelos elevados prejuizos no campo (Migeon
& Dorkeld 2006). Yaninek & Moraes (1991) relataram 54 espécies de
tetraniquideos como pragas de diferentes culturas em todo o mundo.

Os acaros tetraniquideos tém sido referidos na literatura nacional como
“acaros-de-teia” e, na literatura de lingua inglesa, como “spider mites”, dado o
comportamento de muitas das espécies de produzir quantidade variavel, as
vezes abundante, de teia (Moraes & Flechtmann 2008), um dos sinais da
presenca desses acaros na planta. As injurias causadas pelos tetraniquideos
sdo provocadas pela acao dos estiletes que esvaziam as células epidérmicas e
parenquimatosas, que sao ocupadas por ar, resultando no aparecimento de
pontuacdes translucidas. Confluindo, ddo origem a areas prateadas ou verde-
palidas devido a remocéao dos cloroplastos. Ocorre também a oxidacdo das
areas atacadas, que acabam por conferir tons bronzeados a folha. Sob ataques
mais intensos, a folha pode apresentar manchas necréticas, de extensao
variavel, chegando a causar rasgadura e até queda da mesma (Moraes &
Flechtmann 2008).

De acordo com Bolland et al. (1998) o numero de espécies de
tetraniquideos descritas permaneceu estavel por 75 anos, entretanto, quando
0S prejuizos decorrentes da incidéncia desses acaros na agricultura foram
detectados houve um notavel incremento no nimero de espécies descritas.
Cento e duas espécies, pertencentes a 15 géneros, foram listadas inicialmente
por McGregor em 1950. Cinco anos ap@s, alcancou 204 em 18 géneros
(Pritchard & Baker 1955). Em 1998, passou a 1.189 espécies, em 71 géneros,
inscritas no World Catalogue of the Spider Mite Family (Acari: Tetranychidae)
(Bolland et al. 1998) e, atualmente, sdo aproximadamente 1.250 espécies, em
76 géneros, relacionadas no Spider Mites Web: a comphreensive database for
the Tetranychidae (Migeon & Dorkeld 2006).
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No Brasil, os estudos taxondmicos de tetraniquideos foram conduzidos a
partir de 1920-30. Os primeiros relatos foram pontuais como, por exemplo, a
constatacdo de Tetranychus gloveri Banks, 1900 e a descricdo de
Mononychellus tanajoa Bondar, 1938, a partir de espécimens coletados no
Brasil por G. Bondar, um pesquisador russo radicado na Bahia (Bondar 1930,
1938). Em seguida, a partir dos anos 1960, contou-se com numerosas
contribuicbes de pioneiros da Acarologia Agricola no pais - C. H. W.
Flechtmann (Flechtmann 1967, 1967a, 1967b, 1972, 1975, 1976; Flechtmann &
Baker 1970; Flechtmann & Bastos 1972) e A. D. Paschoal (ESALQ, USP,
Piracicaba) (Paschoal 1970, 1970a ), seguidos por R. J. F. Feres (UNESP, Séao
José do Rio Preto Sdo Paulo) (Feres 1986, 1992, Feres & Flechtmann 1986,
1986a, 1988, 1995, 1995a, 1995b). A partir de entdo, estes e novos
pesquisadores vém conduzindo estudos importantes com tetraniquideos no
Brasil em diversas areas (taxonomia, ecologia, biologia, controle e resisténcia)
0 que tem possibilitado um incontestavel avan¢co no conhecimento deste grupo
de acaros no pais. Atualmente, entre as 1.250 espécies de tetraniquideos
descritas de todo o mundo, 182 foram relatadas na América do Sul e 104 no
Brasil (Bolland et al. 1998; Migeon & Dorkeld 2006).

Apesar dos importantes avangcos sobre o conhecimento relativo aos
acaros tetraniquideos no Brasil, as informacgdes estdo concentradas na Regido
Sudeste e/ou muitas vezes estdo associadas somente a culturas de

importancia agricola. Algumas regides do pais e/ou culturas em expansao e/ou

espécies vegetais em areas nao agricolas tém sido pouco exploradas em
relacdo a ocorréncia de acaros fitofagos de um modo geral, incluindo os
tetraniquideos. Com a expansédo agricola alcancando novas regides do pais,
inclusive aproximando-se de areas de reservas bioldgicas, é importante a
continuidade das pesquisas com tetraniquideos, somando novas informacdes
qgue contribuam para o aumento do conhecimento dessa importante familia de
acaros fitéfagos.

Nsse capitulo sdo apresentadas informacdes sobre a ocorréncia de
tetraniquideos nas cinco Regides brasileiras, em espécies ornamentais,

frutiferas, hortalicas, gramineas, oleaginosas e culturas extensivas. Novos
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registros de hospedeiros e localidades sao descritos para acaros tetraniquideos
ja conhecidos no pais, bem como a ocorréncia de quatro espécies novas para
a ciéncia. Durante a realizacdo desses levantamentos foi possivel a obtencéo
de amostras de acaro rajado, Tetranychus urticae Koch, para os estudos de
variabilidade genética propostos no projeto de tese, cujos resultados sao

apresentados nos capitulos seguintes.

OBJETIVOS

Esse capitulo foi elaborado com o objetivo geral de contribuir para o
conhecimento dos acaros tetraniquideos no Brasil. Para isso estabeleceram-se

como objetivos especificos:

1. Identificar as espécies de tetraniquideos coletadas nas Regides Sul,
Sudeste, Centro-Oeste, Nordeste e Norte, em espécies vegetais

ornamentais, frutiferas, hortalicas, gramineas e culturas extensivas;

2. Reqistrar informacdes sobre novas localidades de ocorréncia no Brasil e
novos hospedeiros em escala mundial para algumas das espécies

coletadas;

3. Apresentar as diagnoses, caracteristicas morfolégicas, hospedeiros e

localidade tipo para espécies identificadas como novas para a ciéncia.
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1.2. MATERIAL E METODOS

As atividades deste trabalho foram desenvolvidas em cinco etapas
principais: 1) obtencédo de amostras de acaros tetraniquideos através de coleta
em diferentes regides e hospedeiros no Brasil, bem como de solicitagdo a
colaboradores; 2) processamento e inspecdo das amostras coletadas; 3)
preservacdo dos acaros tetraniquideos em laminas de microscopia; 4)
identificacdo morfoldgica e; 5) diagnose e caracterizacao morfolégica de novas
espécies de tetraniquideos no Brasil.

Previamente, ao inicio das atividades de coleta, procedeu-se a
formalizacdo dos procedimentos legais para a coleta e transporte de material
zooldgico junto ao Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Renovaveis (IBAMA) (ANEXO 1). A autorizagdo concedida foi registrada no
referido instituto sob o niumero 231/2006 CGFAU e permitiu a captura, coleta e

transporte de material zoolégico no ambito desse projeto.

1.2.1 Obtencdo de Amostras

Para a obtencéo de amostras de acaros tetraniquideos foram realizados
levantamentos no periodo compreendido entre outubro de 2004 e julho de
2008, em 15 Estados das cinco Regifes do Brasil: Acre, Bahia, Ceara, Espirito
Santo, Goias, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Parana, Pernambuco, Rio
Grande do Norte, Rio Grande do Sul, Roraima, Santa Catarina, S&o Paulo e
Sergipe e no Distrito Federal (Figura 1.1; ANEXO 2). Os levantamentos
contaram com 0 apoio da equipe do Laboratorio de Quarentena Vegetal,
Embrapa Cenargen, e com o0 auxilio de colaboradores externos de
universidades, institutos de pesquisa e 6rgaos de extensao rural.

No periodo em que se realizaram as coletas no Rio Grande do Sul foi

efetuada, em carater excepcional, uma Unica coleta no Uruguai.
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Figura 1.1. Estados e respectivos pontos de amostragem de material vegetal, visando a
coleta de acaros tetraniquideos no Brasil, no periodo de outubro de 2004 a julho de
2008.
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Foram coletadas amostras de espécies vegetais ornamentais, frutiferas,
hortalicas, gramineas e culturas extensivas, em cultivos comerciais,
experimentais e/ou domésticos. As plantas ornamentais foram coletadas em
jardins e/ou em viveiros publicos. Também foram realizadas coletas em
propriedades particulares, ao longo dos trechos programados nas viagens,
guando se encontravam espécies vegetais de importancia econémica relatadas
como hospedeiras de &acaros tetraniquideos de acordo com Moraes &
Flechtmann (2008) (ANEXO 2).

As amostras de material vegetal foram compostas por ramos e folhas
formadas e novas, internas e externas, dos distintos substratos dos
hospedeiros (Figura 1.2). Amostras foram coletadas quando as plantas
apresentavam o0s sintomas caracteristicos de ataque por acaros tetraniquideos,
presenca de teia nas folhas ou quando se observava a presenca de acaros
tetraniquideos visualmente, com o auxilio de uma lupa de méao (10x).

As amostras foram acondicionadas em sacos de papel devidamente
fechados (Figura 1.3), sendo estes, colocados dentro de sacos de plasticos,
visando minimizar a perda de umidade do substrato (Figura 1.4).

Efetuou-se a identificagcdo das amostras registrando-se os dados de
coleta no saco de papel (Figura 1.5; Tabela 1.1) e, concomitantemente, na
caderneta de campo. Para o acondicionamento das amostras durante o
transporte do campo ao laboratério, foram utilizadas caixas de isopor com
bolsas térmicas com gel polimero vinilico (Gelox@) congeladas (Figura 1.6),
visando manter a temperatura baixa dentro da caixa, para preservar os tecidos
vegetais evitando condicbes de estresse e o comportamento de fuga dos
acaros. Algumas plantas foram identificadas somente até género. A posi¢ao
geografica do local de coleta foi registrada utilizando-se um GPS Garmin 12,
datum WGS84 (World Geodetic System 84) (Figura 1.7). No laboratério todos
os dados de coleta foram transferidos para um livro de registro. Em seguida, as
coordenadas geograficas foram tabuladas no programa Microsoft Excel (2003)
e transformadas em graus decimais, o que possibilitou a confec¢cdo dos mapas

de distribuicdo dos pontos de coleta e das espécies encontradas, utilizando-se
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o programa ARCGIS versdo 9.0 (ESRI Company) e o programa DIVA-GIS

(Hijmans et al. 2001) para a distribuicdo das espécies encontradas no Brasil

Tabela 1.1. Dados de coleta registrados para cada amostra.

Cultura:

NUmero da amostra:

Coletor:

Localizacao:

Endereco:

Coordenadas:

Proprietéario:

Responsavel:

Telefone: | Fax: | Data:

Condicoes ambientais:

Pulverizacdo: Sim () Nao ( )

Observacoes:

1.2.2. Inspecéo e Processamento de Amostras

Estas atividades e as consecutivas foram conduzidas na Unidade de
Acarologia, Laboratorio de Quarentena Vegetal, Embrapa Recursos Genéticos
e Biotecnologia (Cenargen). Apds as coletas, as amostras permaneceram por
um periodo maximo de dois dias, na geladeira, até serem inspecionadas, pelo
exame direto e/ou lavagem do material vegetal.

O exame direto consistiu na observacdo direta do material vegetal ao
estereoscopio (Zeiss — Stemi SV 6) a um aumento de 20x, observando as
superficies inferiores e superiores das folhas, ramos, nervuras e frutos.

Posteriormente, as amostras de material vegetal foram submetidas ao
método de lavagem em solucdo detergente. Este método consiste em
submergir a amostra em uma solucdo com detergente, agitar, descansar por
cinco minutos e, em seguida, submeter o material ao peneiramento (Figura
1.8), em um jogo de trés peneiras sobrepostas (1,00 um 16 Mesh; 500um 32
Mesh, 53um 270 Mesh), sendo os detritos de maior espessura retidos nas duas
primeiras e 0s de menor espessura, incluindo os acaros, na terceira, a qual

teve seu interior lavado com  jatos de 4&lcool etilico 70% (Figura 1.9).
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Figura 1.3 — Acondicionamento da amostra

Figura 1.2 — Coleta de amostra de material
de material vegetal em saco de papel.

vegetal.

Figura 1.4 — Acondicionamento da amostra
de material vegetal em saco plastico.

Figura 1.5 - Amostra embalada
contendo a etiqueta de identificacao.

Figura 1.6 — Caixa de isopor contendo
bolsas térmicas de gelo sintético utilizadas
no armazenamento e transporte das
amostras.

Figura 1.7 - GPS (Global Positioning
System) marca Garmin modelo 12
utilizado na determinacéo das
coordenadas geodésicas
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A solucdo em é&lcool resultante desta lavagem foi vertida em pote plastico
(Figura 1.10) e preservada em camara climatizada (Tcnal TE-400) com
temperatura constante mantida a 4°C, até o procedimento de triagem dos
acaros nas amostras (Figura 1.11). Cada pote plastico recebeu o respectivo
namero da amostra e uma etiqueta em papel vegetal contendo os dados de
coleta. A triagem da “solucao”, proveniente do método de lavagem, consistiu
em separar 0s acaros tetraniquideos da solucao de alcool etilico a 70%. Os
acaros foram coletados manualmente com o auxilio de um estilete de ponta
fina e um pincel de cerdas finas, ao microscopio estereoscoépico (20x) (Carl
Zeiss — Jena e Olympus SZx122 acoplado a um transiluminador Highlight 3000-
1). Os &caros pertencentes a outras familias foram mantidos na solucdo de

alcool 70% para estudos posteriores.

1.2.3 Preservacao de acaros tetraniquideos em lamin  as de microscopia

Os A4caros tetraniquideos foram montados em meio de Hoyer
(Flechtmann 1985), com o auxilio de um microscopio estereoscépico, aumento
de 50x. Apdés a montagem das laminas, as mesmas foram dispostas para
secagem em estufa (Biomatic), a 50°C, por 10 dias. Logo em seguida, foram
seladas com esmalte incolor e etiquetadas no lado esquerdo com os dados de
coleta: nome cientifico e familia do hospedeiro, localidade, data de coleta e
nome do coletor. De cada amostra foram preparadas aproximadamente cinco
laminas de fémeas, contendo cinco espécimes cada, e 10 laminas individuais
de machos, conforme a disponibilidade de exemplares. Em algumas amostras
foram encontrados pouco machos, o que é comum a algumas espécies de
tetraniquideos. Nestes casos, todos os machos disponiveis na amostra foram
montados, entretanto muitas vezes ndo se alcancou 0 numero de preparacdes

previamente estipulado. Cerca de 1.200 laminas foram preparadas.
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Figura 1.8 - Método de lavagem utilizado para Figura 1.9 — Método de lavagem utilizado para
extracdo de &acaros - peneiramento apoés a extracdo de acaros - lavagem da peneira de
submersdo do material vegetal em solugdo com menor abertura com jato de &lcool 70%
detergente

Figura 1.10 — Método de lavagem utilizado Figura 1.11 — Acondicionamento dos potes
para extracdo de acaros - transferéncia de plasticos contendo a solucao em alcool etilico a
particulas retidas na peneira de menor abertura 70% resultante da lavagem do material vegetal.

para pote plastico utilizado no armazenamento
das amostras em alcool etilico a 70%
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1.2.4 Identificacdo Morfolégica de acaros tetraniqu  ideos

Os acaros tetraniquideos encontrados nas amostras foram identificados
utilizando-se um microscopio Optico Leitz Wetzlar - Orthoplan de contraste de
fases e Nikon Eclipse 80i com contraste de fases e de interferéncia, com base
nas descricbes de cada uma das espécies e na literatura pertinente,
especialmente, Pritchard & Baker (1955); Meyer (1974, 1987); Baker & Tuttle
(1994). A comparacao dos exemplares coletados com espécimes depositados
na Colecdo de Acaros de Referéncia da Embrapa Cenargen também auxiliou
na identificacdo dos mesmos. Alguns espécimes foram identificados com a
colaboracéo do professor Dr. Carlos H. W. Flechtmann, pesquisador do CNPq,
Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ), Universidade de
Séao Paulo (USP), Piracicaba, S&o Paulo, Brasil.

1.2.5. Diagnose e caracterizacdo morfologica de nov as espécies de

tetraniquideos do Brasil

Essa atividade foi realizada com a colaboragdo do Dr. Carlos H. W.
Flechtmann.

Foram feitas a diagnose e a caracterizacdo morfologica dos acaros
tetraniquideos identificados como novos taxons para a ciéncia. Os desenhos
foram elaborados com auxilio de camara clara, acoplada ao microscopio de
contraste de fases (Leitz Wetzlar — Orthoplan) utilizando-se as objetivas com os
aumentos de 40x e 100x. As medidas foram tomadas utilizando-se a ocular
micrométrica no aumento de 100x. As fotos foram obtidas utilizando-se o
sistema digital composto de um microscopio de contraste de fases e contraste
de interferéncia (Nikon Eclipse 80i) conectado a uma camara digital (Nikon DS-
Fil com DS-L2) e a um computador. As imagens dos caracteres taxondmicos
mais importantes foram editadas utilizando-se os programas Helicon Focus
Software versao 4.10 (2007) e Helicon Filter versdo 4.5 (2007). Para a
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composicdo das imagens foi utilizado o programa ArcSoft Panorama Maker
verséo 4.2.0.59.

Todas as medidas foram dadas em micrémetros (um). Para as fémeas,
cada medida do holotipo precede a amplitude da variacdo das medidas dos
paratipos. O comprimento do corpo incluiu o rostro. As cerdas foram medidas
do centro da base até a sua extremidade distal. A distancia entre as cerdas foi
medida de centro a centro de suas respectivas bases.

Material tipo designado para esses novos taxons foi depositado na
Colecdo de Referéncia do Laboratério de Quarentena Vegetal da Embrapa
Recursos genéticos e Biotecnologia, Brasilia, DF, Brasil e também na Colecéo
de Acaros do Departamento de Entomologia, Fitopatologia e Zoologia Agricola
da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, Universidade de S&o

Paulo, Piracicaba, Sao Paulo, Brasil.
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1.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

No total foram coletadas 550 amostras de material vegetal e, em 37,64%
(n=207) foram encontrados &acaros tetraniquideos (ANEXO 1). Nas 207
amostras foram identificadas 20 espécies da subfamilia Tetranychinae nos
diferentes locais e hospedeiros inspecionados (Tabela 1.2).

Tabela 1.2. Espécies de acaros tetraniquideos da subfamilia Tetranychinae
coletadas no Brasil, no periodo de 10/2004 a 07/2008, com o numero de locais,
hospedeiros e coletas realizadas para cada espécie.

Espécie N° de N° de N° de
locais hospedeiros  coletas
1. Eutetranychus banksi (McGregor, 1914) 10 10 13
2. Eotetranychus tremae De Leon, 1957 1 1 1
3. E. smithi Pritchard & Baker, 1955 1 1
4 . Mononychellus planki (McGregor, 1950) 18 5 26
5. M. tanajoa (Bondar, 1938) 17 4 23
6 . Oligonychus anonae Paschoal, 1970 1 1 1
7. O. llicis (McGregor, 1917) 1 1 1
8. 0. mangiferus (Rahman & Sapra, 1940) 2 3 3
9. O. aff. mangiferus 1 1 1
10. Panonychus ulmi (Koch, 1836) 1 1 1
11. Tetranychus abacae Baker & Pritchard, 1962 1 1 1
12. T. bastosi Tuttle, Baker & Sales, 1977 4 5 5
13. T. desertorum Banks, 1900 15 11 19
14. T. evansi Baker & Pritchard, 1960 2
15. T. gloveri Baker & Pritchard, 1962 1 1 1
16. T. ludeni Zacher, 1913 15 10 20
17. T. mexicanus (McGregor, 1950) 14 12 23
18. T. neocaledonicus André, 1933 4 5 5
19. T. ogmophallos Ferreira & Flechtmann,1997 1 1 1
20. T. urticae Koch, 1836 53 32 99

* Os numeros das colunas ndo somam as 207 coletas devido a repeticGes de hospedeiros em
alguns locais.

A presenca de mais de uma espécie de Tetranychidae em um mesmo
hospedeiro e localidade, muitas vezes em uma mesma folha, foi observada em
diversas amostras, havendo a sobreposicdo de espécies de tetraniquideos,

inclusive daquelas do género Tetranychus (ANEXO 1.2). Infestagcdes mistas
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foram constatadas, por exemplo, em feijao (T. urticae e E. banksi; T. urticae e
Mononychellus planki; T. urticae, T. ludeni e T. desertorum; T. desertorum e M.
planki; ou ainda, T. ludeni e M. planki); em soja (T. urticae e M. planki; T.
urticae e T. desertorum; T. urticae, T. desertorum e M. planki; T. ludeni e M.
planki e T. desertorum e M. planki); em algodao (T. urticae e M. planki; T.
ludeni e M. planki e; T. ludeni e T. mexicanus); em quiabo (T. neocaledonicus e
M. planki); e berinjela (T. urticae e M. tanajoa). Outro exemplo de sobreposicéo
de espécies ocorreu em uva, no municipio de Pirapora, onde foram
encontradas populacdes de T. mexicanus, P. ulmi, O. aff. mangiferus e uma
nova espécie do género Oligonychus. Aspectos da coexisténcia de espécies de
acaros fitofagos em um mesmo hospedeiro foi relatada por Foott (1962, 1963).
A frequente ocorréncia de infestacbes mistas nos levantamentos de acaros da
familia Tetranychidae reforca a necessidade de se aumentar o tamanho da
amostra a ser inspecionada e o numero de espécimes de cada amostra a
serem identificados, visando obter uma maior representatividade da
acarofauna. Isto pode elevar a probabilidade de identificar todas as espécies de

tetraniquideos presentes em um determinado hospedeiro/localidade.

1.3.1. Novos hospedeiros para os acaros da familia Tetranychidae no

Brasil, América do Sul e no mundo

Foram encontrados novos hospedeiros para 11 espécies de acaros
tetraniquideos - E. banksi, M. tanajoa, O. anonae, O. mangiferus, T. bastosi, T.
desertorum, T. evansi, T. ludeni, T. mexicanus, T. neocaledonicus e T. urticae.
A relacdo de novos hospedeiros, por espécie de acaro, encontra-se a seguir,

ordenada por familia da planta hospedeira.
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Eutetranychus banksi (McGregor, 1914)
(Tetranychinae Berlese, Eurytetranychini Reck)

Tetranychus banksi, McGregor, 1914. Hospedeiro tipo: Ricinus communis L.
Local tipo: Orlando, Flérida, Estados Unidos.

Fabaceae

= Acacia sp. (acéacia), Universidade Federal Rural de Pernambuco, UFRPE,
Recife, Pernambuco, 11.VI111.2006.

* Mucuna aterrima Holland (mucuna preta), Instituto Agrondmico de
Campinas, ICA, Campinas, Sao Paulo, 10.1.2006.

» Phaseolus lunatus L. (feijao de lima), Embrapa Hortalicas, Gama, Distrito
Federal, 07.XI11.2005.

A ocorréncia de E. banksi em Acacia sp. ja havia sido registrada na
Colémbia (Ureta 1975), o registro no estado de Pernambuco € o primeiro para
o Brasil.

Este é o primeiro relato de ocorréncia de E. banksi em M. aterrima na
America do Sul. McGregor (1914) descreveu E. banksi de M. pruriens nos
Estados Unidos da América e Livshits & Salinas-Croche (1968) registraram a
presenca desse tetraniquideo sobre Mucuna sp. em Cuba.

Infestacdes de E. banksi sobre P. lunatus foram relatadas no Havai por
Garret et al. (1967), sendo encontradas pela primeira vez nesse hospedeiro na

America do Sul.

Magnoliaceae
= Michelia champaca L. (magndlia amarela), Faculdade da Terra, Recanto
das Emas, Distrito Federal, 28.X1.2005.

Passifloraceae
» Passiflora edulis Sims (maracuja azedo), Lagoa Grande, Minas Gerais,
07.1V.2006.


http://www1.montpellier.inra.fr/CBGP/spmweb/notebibliography.php?id=7615

Michelia champaca e P. edulis sédo novos hospedeiros de E. banksi.

Mononychellus tanajoa (Bondar, 1938)

(Tetranychinae Berlese, Tetranychini Reck)

Tetranychus tanajoa Bondar, 1938. Hospedeiro tipo: Manihot ultilissima e M.

aipim. Local tipo: Bahia, Brasil.

Fabaceae
» Phaseolus vulgaris L. (feijao), Vargem Bonita, Nucleo Bandeirantes, Distrito
Federal, 23.X1.2005.

E o primeiro relato de M. tanajoa infestando feijio (P. vulgaris) em
condi¢cdes de campo. Essa espécie de acaro tem como principais hospedeiros
espécies do género Manihot. Entretanto, a sua ocorréncia foi relatada em
outras plantas da familia Euphorbiaceae, e também em espécies de
Asteraceae, Caesalpiniaceae, Curcubitaceae, Passifloraceae, Malvaceae,
Rubiaceae e Solanaceae, em diversos Estados da regido Nordeste do Brasil
(Tuttle et al. 1977; Moraes et al. 1995). Outras plantas da familia Fabaceae
foram citadas como hospedeiras de M. tanajoa no Brasil (Canavalia brasiliensis
Mart. ex Benth., Macroptilium martii Benth) (Moraes et al. 1995), na América
Central e México, como, Erythrina sp.; Gliricidia maculata Kunth; Gliricidia
sepium (Jacq.) Kunth (Migeon & Darkeld 2006).

Passifloraceae

» Passiflora edulis Sims (maracuja amarelo), Faculdades Integradas da
Unido Pioneira de Integragdo Social, UPIS, Planaltina, Distrito Federal,
06.X11.2005.

A populacdo de M. tanajoa encontrada sobre P. edulis (maracuja
amarelo) no Distrito Federal representa o primeiro relato nesse hospedeiro.
Entretanto, presenca de M. tanajoa sobre Passiflora cincinnata Mart., espécie


http://www.ipni.org/ipni/idAuthorSearch.do?id=21866-1&back_page=%2Fipni%2FeditSimplePlantNameSearch.do%3Ffind_wholeName%3DGliricidia%2Bmaculata%26output_format%3Dnormal
http://www.ipni.org/ipni/idAuthorSearch.do?id=12576-1&back_page=%2Fipni%2FeditSimplePlantNameSearch.do%3Ffind_wholeName%3DGliricidia%2Bsepium%2B%26output_format%3Dnormal
http://www.ipni.org/ipni/idAuthorSearch.do?id=21866-1&back_page=%2Fipni%2FeditSimplePlantNameSearch.do%3Ffind_wholeName%3DGliricidia%2Bsepium%2B%26output_format%3Dnormal
http://www.mfrural.com.br/lista_rural_det.asp?cod=4160&cat=33&mnom=Upis-Faculdades-Integradas-da-Uniao-Pioneira-de-Integracao-Social
http://www.mfrural.com.br/lista_rural_det.asp?cod=4160&cat=33&mnom=Upis-Faculdades-Integradas-da-Uniao-Pioneira-de-Integracao-Social
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de maracuja silvestre, ndo comercial, conhecida como maracuja mochila ou
maracuja do mato, foi anteriormente registrada por Moraes et al. (1995) na
regido Nordeste.

Destaca-se que ao lado das plantas de maracuja (P. edulis) e proximo
aguelas de feijdo (P. vulgaris) em que foram detectadas infestacdes de M.
tanajoa, observou-se uma plantacdo de mandioca (Manihot esculenta Crantz),
principal hospedeiro desse acaro, altamente infestada por essa espécie. De
acordo com Moraes et al. (1995), quando as populacdes de M. tanajoa estéo
elevadas nos plantios de mandioca, essa espécie pode infestar
temporariamente hospedeiros alternativos, dispersando-se pelo vento até

alcancar a vegetacao mais proxima.

Oligonychus anonae Paschoal, 1970
(Tetranychinae Berlese, Tetranychini Reck)

Oligonychus anonae Paschoal, 1970. Hospedeiro tipo: Annona muricata L.,

Local tipo: Jaboticabal, Brasil.

Annonaceae
= Annona squamosa L. (fruta-do-conde ou pinha), area do Projeto Jaiba,
Mucambinho, Minas Gerais, 08.1V.2006.

Essa espécie também ocorre em Sdo Paulo em graviola (A. muricata)
(Annonaceae) (Paschoal 1970) sendo o relato em fruta-do-conde, A.
squamosa, em Minas Gerais, 0 primeiro para o0 mundo. De acordo com
Paschoal (1970a) O. anonae também foi coletado em plantas de Lauraceae

(Persea americana Mill.) e Vitaceae (Vitis vinifera L.) no Brasil.
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Oligonychus mangiferus (Rahman & Sapra, 1940)
(Tetranychinae Berlese, Tetranychini Reck)

Paratetranychus mangiferus Rahman & Sapra, 1940. Hospedeiro tipo:

Mangifera indica L. Local tipo: Paquistao.

Euphorbiaceae
* Ricinus communis L. (mamona), BR 040, km 40, Luziania, Goias,
19.XI11.2005.

Punicaceae

» Punica granatum L. (rom&), Recanto Novo, Minas Gerais, 13.V.2006.

Rubiaceae
» Mussaenda sp. (mussaenda rosa), Recanto Novo, Minas Gerais 13.V.2006.

Trata-se do primeiro relato de O. mangiferus em mamona e roma na
regidio Neotropical. Foi citado anteriormente nesses hospedeiros na India
(Gupta 1976, Gupta & Gupta 1994).

Uma planta do género Mussaenda L. é relatada pela primeira vez como
hospedeira de O. mangiferus.

Tetranychus bastosi Tuttle, Baker & Sales, 1977

(Tetranychinae Berlese, Tetranychini Reck)

Tetranychus (Tetranychus) bastosi Tuttle, Baker & Sales, 1977. Hospedeiro:

Morus rubra L. Local tipo: Crato, Brasil.

Malvaceae

= Gossypium barbadense L. (algoddo silvestre), Empresa de Pesquisa
Agropecuaria de Minas Gerais — EPAMIG, Nova Porteirinha, Minas Gerais,
10.1V.2006.


http://www1.montpellier.inra.fr/CBGP/spmweb/notebibliography.php?id=8613
http://www1.montpellier.inra.fr/CBGP/spmweb/notebibliography.php?id=7982
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Refere-se ao primeiro relato de T. bastosi em algodéo (G. barbadense).
Até o presente momento, a presenca desse acaro em Malvaceae havia sido

citada apenas para malva (Malva rotundifolia L.) (Tuttle et al. 1977).

Tetranychus desertorum Banks, 1900
(Tetranychinae Berlese, Tetranychini Reck)

Tetranychus desertorum Banks, 1900. Hospedeiro tipo: Larrea tridentata J. M.
Coult, Phacelia crenulata Torr. ex S. Watson. Local tipo: Mesilla, Estados

Unidos da América.

Fabaceae
* Mucuna aterrima Holland (mucuna preta), Instituto Agrondmico de

Campinas, ICA, Campinas, Sao Paulo, 10.1.2006.

Baker & Pritchard (1962) relataram a presenca de T. desertorum sobre
M. pruriens na América Central, sendo M. aterrima um novo hospedeiro da

familia Fabaceae registrado para T. desertorum na America do Sul.

Magnoliaceae

» Michelia champaca L. (magndlia amarela), Faculdade da Terra de Brasilia,
Recanto das Emas, Distrito Federal, 28.X1.2005 e Universidade Federal de
Lavras, Lavras, Minas Gerais, 06.V.2006.

Michelia champaca € novo hospedeiro para T. desertorum.

Solanaceae

= Solanum melongena L. (berinjela), Faculdade da Terra, Recanto das Emas,
Distrito Federal, 28.X1.2005.

= Solanum gilo Raddi (jil6), Pipiripau, Planaltina, Distrito Federal, 22.X1.2005
e Sitio Caturra, Vale do Ribeira, Miracatu, S&do Paulo, 16.1.2006. Sitio
Caturra, Miracatu, Vale do Ribeira, Sdo Paulo, 16.1.2006.
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O registro de T. desertorum em berinjela no Distrito Federal € o primeiro
para a América do Sul. A ocorréncia de T. desertorum em S. melongena foi
registrada por Ehara (1956) no Japdo. Em Solanaceae, no Brasil, infestacdes
de T. desertorum foram registradas em Acnistus cauliflorus (Flechtmann 1967);
Brugmansia suaveolens (Furtado et al. 2006); Brunfelsia sp, (Flechtmann
2004); Lycopersicon esculentum (Flechtmann 1967) e Solanum tuberosum
(Paschoal 1970a).

Solanum gilo é relatado como novo hospedeiro de T. desertorum.

Tetranychus evansi Baker & Pritchard, 1960

(Tetranychinae Berlese, Tetranychini Reck)

Tetranychus evansi Baker & Pritchard, 1960. Hospedeiro tipo: Lycopersicon

esculentum L.. Local tipo: llha Mauricio (Oceano indico)

Caricaceae
= Carica papaya L. (maméo), Fazenda Mumbecas, Recife, Pernambuco,
11.VI1I1.2006.

Tetranychus evansi foi originalmente descrito de exemplares coletados
em L. esculentum Mille na llha Mauricio em 1960 (Baker & Pritchard 1960).
Entretanto, esse acaro ja havia sido encontrado no Brasil por Silva (1954) que
o descreveu como T. marianae McGregor. Desde entdo, foi relatado nos
Estados Unidos (Bolland et al. 1998) e, mais recentemente, na Africa,
Argentina, China Espanha, Franca, Grécia, Israel, Italia, Porto Rico, Portugal e
Taiwan (Migeon & Dorkeld 2006). Até o momento, T. evansi foi relatado em 93
espécies de hospedeiros (Migeon & Dorkeld 2006) estando assinalado
principalmente em plantas da familia Solanaceae (Bolland et al. 1998; Moraes
et al. 1987). Na Europa, foram relatadas grandes infestacdes em plantas de
vérias familias (Ferragut & Escudero 1999), no entanto, ndo ha relatos sobre a

biologia de T. evansi a ndo ser em tomateiro.


http://www1.montpellier.inra.fr/CBGP/spmweb/notebibliography.php?id=7159
http://www1.montpellier.inra.fr/CBGP/spmweb/notebibliography.php?id=8729
http://www1.montpellier.inra.fr/CBGP/spmweb/notebibliography.php?id=8605
http://www1.montpellier.inra.fr/CBGP/spmweb/notebibliography.php?id=8605
http://www1.montpellier.inra.fr/CBGP/spmweb/notebibliography.php?id=7159
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A sua presenca em folhas de maméao (C. papaya) em Pernambuco é a

primeira ocorréncia nesse hospedeiro.

Tetranychus ludeni Zacher, 1913
(Tetranychinae Berlese, Tetranychini Reck)

Tetranychus ludeni Zacher, 1913 (Zacher 1913" apud Pritchard & Baker 1955).
Hospedeiro tipo: Cucurbita sp., Salvia splendens Ker Gawl. Local tipo: St.

Cloud (proximo a Paris), Franca.

Cucurbitaceae
= Citrullus lanatus (Thunb.) Matsum & Nakai (melancia), Embrapa Roraima,
Boa Vista, Roraima, 29.111.2005, 12.111.2005 e 30.111.2005.

Geraniaceae

= Pelargonium hortorum L. H. Bailey (geranio), Patos de Minas, Minas Gerais,
19.XI11.2005.

Rosaceae
* Prunus domestica L. (ameixa), Universidade Federal de Lavras, Lavras,
Minas Gerais, 09.V.2006.

A ocorréncia de T. ludeni em C. lanatus, P. hortorum e P. domestica foi
registrada anteriormente na Africa, América Central (El Salvador), Australia e
india (Meyer & Ryke 1959; Davis 1968; Andrews & Poe 1980; Gutierrez &
Schicha 1983; Gupta & Gupta 1994), sendo o primeiro relato para a América do

Sul, nesses hospedeiros.

Rutaceae
= Citrus limonia L. (lim&o-cravo), Universidade Federal de Lavras, Lavras,
Minas Gerais, 09.V.2006.

! Zacher, F.(1933). Ubersicht der deutschen Spinnmilben. Mitteilungen aus dem Zoologischen
Museum in Berlin, 19, 584-589.


http://www1.montpellier.inra.fr/CBGP/spmweb/notebibliography.php?id=7699
http://www1.montpellier.inra.fr/CBGP/spmweb/notebibliography.php?id=474
http://www1.montpellier.inra.fr/CBGP/spmweb/notebibliography.php?id=52
http://www1.montpellier.inra.fr/CBGP/spmweb/notebibliography.php?id=1674
http://www1.montpellier.inra.fr/CBGP/spmweb/notebibliography.php?id=1674
http://www1.montpellier.inra.fr/CBGP/spmweb/notebibliography.php?id=8613
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Citrus limonia é relatado pela primeira vez como hospedeiro de T. ludeni.

Tetranychus mexicanus (McGregor, 1950)

(Tetranychinae Berlese, Tetranychini Reck)

Tetranychus mexicanus, (McGregor, 1950), Hospedeiro tipo: Citrus sinensis L.

Local tipo: México.

Fabaceae
= Erythrina indica Lam. (folhagem brasileirinha), Trés Marias, Minas Gerais,
09.1V.2006.

Esse € o primeiro registro de T. mexicanus infestando a planta
ornamental E. indica na América do Sul. De acordo com Migeon & Dorkeld
(2006), T. mexicanus infesta os seguintes hospedeiros da familia Fabaceae:
Arachis hypogaea L., Bauhinia sp., Centrosema pubescens Benth, Crotalaria

retusa L., Erythrina poeppigiana O. F. Cook e Phaseolus vulgaris L.

Vitaceae

= Vitis vinifera L. (uva), Pirapora, Minas Gerais, 12.1V.2006.

Trata-se do primeiro relato de T. mexicanus em plantas da familia

Vitaceae.

Tetranychus neocaledonicus André, 1933

(Tetranychinae Berlese, Tetranychini Reck)

Eotetranychus neocaledonicus André, 1933. Hospedeiro tipo: Gossypium sp.

Local tipo: Nova Caledonia (Oceano Pacifico Ocidental Sul).


http://www1.montpellier.inra.fr/CBGP/spmweb/notebibliography.php?id=1104
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Lamiaceae
= QOcimum basilicum L. (manjericdo), Embrapa Recursos Genéticos e

Biotecnologia - Cenargen, Brasilia, Distrito Federal, 23.VI1.2006.

Moraceae
= Morus rubra L. (amora), SQS 202 Sul, Brasilia, Distrito Federal, 23.V1.2008

Solanaceae
= Cestrum intermedium Sendtn. (dama-da-noite), Recanto Novo, Minas
Gerais, 13.V.2006

Cestrum intermedium, O. basilicum e M. rubra sédo novos hospedeiros
para T. neocaledonicus no mundo. Entretanto, a presenca de T.
neocaledonicus em Cestrum sp. foi relatada no estado do Rio de Janeiro
(Flechtmann 1981). Outras espécies de plantas pertencentes aos géneros
Ocimum e Morus (O. sanctum L., M. alba L., M. australis Poir, M. indica L., M.
nigra L., M. sp.) foram registrados anteriormente como hospedeiras de T.
neocaledonicus em Cuba, india, Japdo e Tailandia (Livshits & Salinas-Croche
1968; Baker 1975; Gupta 1992; Gupta & Gupta 1994; Ehara & Yamaguchi
2001).

Tetranychus urticae Koch, 1836
(Tetranychinae Berlese, Tetranychini Reck)

Tetranychus urticae Koch, 1836. (Koch 1836 apud Pritchard & Baker 1955).

Hospedeiro tipo: Urtica sp. Local tipo: Regensburg, Alemanha.

Asteraceae
= Ambrosia polystachya DC. (cravo-da-roga, losna-do-mato), Itaqui, Rio
Grande do Sul, 29.1X.2007.

! Koch, C. L. (1986). Deutschlands Crustaceen Myriapoden und Arachniden, 1:8.


http://www1.montpellier.inra.fr/CBGP/spmweb/notebibliography.php?id=8612
http://www1.montpellier.inra.fr/CBGP/spmweb/notebibliography.php?id=8613
http://www1.montpellier.inra.fr/CBGP/spmweb/notebibliography.php?id=8596
http://www1.montpellier.inra.fr/CBGP/spmweb/notebibliography.php?id=8596
http://www1.montpellier.inra.fr/CBGP/spmweb/notebibliography.php?id=7615
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= Parthenium sp. (partenium), Universidade Federal de Santa Maria, Rio
Grande do Sul, 26.1X.2007.

Paschoal (1970a) constatou a presenca de T. urticae em Ambrosia trifida
L. (erva-de-Santiago) no estado de Sdo Paulo, sendo A. polystachya coletada
no Rio Grande do Sul um novo hospedeiro relatado para T. urticae no Brasil.

O primeiro relato de T. urticae sobre Parthenium sp. foi feito por Gupta &
Gupta (1994) na india. A constatacéo de infestagdes em Parthenium sp. no Rio
Grande do Sul, Brasil, representa o primeiro relato nesse hospedeiro para o

novo mundo.

Bignoniaceae
= Pyrostegia venusta Miers (cip0-de-Sao-Jodo), Universidade Federal de

Lavras, Lavras, Minas Gerais, 09.V.2006.

Trata-se da primeira constatacdo de T. urticae infestando Pyrostegia,
cipo-de-Sao-Jodo (Bignoniaceae) no Brasil. Infestagcbes de T. urticae em
Pyrostegia ignea C. Presl. foram descritas, anteriormente, por Vargas et al.
(1996) na Costa Rica.

Fabaceae

» Phaseolus lunatus L. (feijao-de-lima), Embrapa Hortalicas, Gama, Distrito
Federal, 07.XI11.2005.

= Macroptilium atropurpureum (L.) (siratro), Fazenda Caliman, Cruz das

Almas, Bahia.

Infestacdes de T. urticae sobre P. lunatus foram relatadas nos Estados
Unidos da América, india e Tailandia (Reeves 1963; Gupta & Gupta 1994; Ho
et al. 1997), sendo P. lunatus um novo hospedeiro de T. urticae na America do
Sul.
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A presenca de T. urticae em siratro (M. atropurpureum) foi constatada na
Grécia (Hatzinikolis 1969), sendo a sua ocorréncia em Cruz das Almas, Bahia,

0 primeiro registro para a Ameérica do Sul.

Passifloraceae
» Passiflora edulis Sims (maracuja amarelo), Embrapa Roraima, Boa Vista,
Roraima, 17.V.2007.

O registro de T. urticae na cultura do maracuja (P. edulis) no Brasil é
desconhecido, sendo essa a primeira constatacdo na cultura. Tetranychus
urticae em maracuja (P. caerulea L. e P. edulis ) foi anteriormente relatado na
Venezuela (Doreste 1967) e na Austrélia (Passiflora sp.) (Gutierrez & Schicha
1983).

Poaceae
= Triticum aestivum L. (trigo), Embrapa Trigo, Passo Fundo Rio Grande do
Sul, 27.1X.2006.

A ocorréncia de T. urticae em trigo, no Rio Grande do Sul, Brasil,
representa o primeiro registro nesse hospedeiro no novo mundo. A primeira
infestacdo de T. urticae em plantios de trigo (Triticum sp.) foi registrada na
Grécia (Hatzinikolis 1969).

Zingiberaceae
» Alpinia purpurata K. Schum (alpinia), Faculdade da Terra de Brasilia,
Recanto das Emas, Distrito Federal, 28.X1.2005.

E o primeiro registro de T. urticae sobre alpinia (A. purpurata) no mundo.
O primeiro relato em Zingiberaceae ocorreu na india em circuma (Curcuma
longa L.), planta utilizada como especiaria na fabricacdo do curry (Gupta &
Gupta 1994).
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Os resultados para a coleta realizada, em carater excepcional, no
Uruguai indicaram a presenca em um novo hospedeiro para o acaro rajado, T.

urticae, conforme o relato abaixo.

Verbenaceae
» Lantana camara L. (Cambara-de-cheiro), Rio Negro, San Javier, Uruguai,
06.V1.2007.

A presenca de T. urticae em L. camara no Uruguai representa o primeiro
registro nessa planta hospedeira na América do Sul. Registros anteriores de T.
urticae sobre L. camara sdo dos Estados Unidos e india (Thewke & Enns 1969;
Gupta & Gupta 1994).

1.3.2. Novas localidades de ocorréncia para espécie s de Tetranychidae no
Brasil

As localidades de coleta dos acaros tetraniquideos no Brasil obtidas
durante os levantamentos realizados no periodo de 2004 a 2008 (Tabela 1.2),
podem ser visualizadas nos mapas das Figura 1.12.A. (Eutetranychus banksi,
Eotetranychus tremae, E. smithi, Monoceronychus n. sp. 1, Oligonychus
anonae, O. llicis, O. mangiferus, Oligonychus n. sp. 1, Oligonychus n. sp. 2;
Panonychus ulmi, Schizotetranychus n. sp. 1, Tetranychus abacae, T. bastosi,
T. evansi, T. gloveri e T. ogmophallos) e Figura 1.12.B. (Mononychellus planki,
M. tanajoa, T. desertorum, T. ludeni, T. mexicanus, T. neocaledonicus e T.
urticae).

As coletas foram concentradas nas regides Sul, Sudeste e Centro-
Oeste do Brasil. As espécies T. abacae, T. bastosi e T. ogmophallus
restringiram-se as localidades amostradas entre os paralelos 15°S e 18°S, o
gue corresponde a regido Norte de Minas Gerais, Goias e Distrito Federal.

Tetranychus neocaledonicus e O. mangiferus foram coletados entre os
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paralelos 14°S e 20°S, no estado de Minas Gerais e no Distrito Federal. As
demais espécies (M. planki, T. desertorum, T. ludeni, T. mexicanus, T. urticae)
foram encontradas em maior ou menor nimero em todas as regides do Brasil
(Figuras 1.12A e 1.12B).

Novas localidades de ocorréncia foram registradas para Eotetranychus
tremae, O. anonae, T. gloveri, P. ulmi, e E. smithi. Essa Ultima espécie é

relatada pela primeira vez no Brasil.

Eotetranychus tremae De Leon, 1957

(Tetranychinae Berlese, Tetranychini Reck)

Eotetranychus tremae De Leon, 1957. Hospedeiro tipo: Trema floridanum.

Local tipo: Coral Gables, Estados Unidos da América

Eotetranychus tremae é relatado em Vigosa, Minas Gerais, infestando a
planta ornamental Acalypha sp. Relatos anteriores no Brasil foram registrados
nos estados do Rio de Janeiro (Flechtmann 1981) e S&o Paulo (Flechtmann
2004; Daud & Feres 2005; Feres et. al. 2005).
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Figura 1.12. A. Espécies de acaros tetraniquideos coletados no Brasil no periodo de
outubro de 2004 a julho de 2008.
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Figura 1.12. B. Espécies de acaros tetraniquideos coletados no Brasil no periodo de
outubro de 2004 a julho de 2008.
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Eotetranychus smithi Pritchard & Baker, 1955
(Tetranychinae Berlese, Tetranychini Reck)

Eotetranychus smithi Pritchard & Baker, 1955. Hospedeiro tipo: Rosa sp.,

Rubus phoenicolasius. Local tipo: Maryland, Estados Unidos da América

Eotetranychus smithi (Figura 1.13) é novo regsitro para o Brasil e
representa a primeira ocorréncia na América do Sul (Figura 1.14). Os
exemplares, machos e fémeas, foram coletados em rosas, Rosa sp., por
Denise Navia e Patricia Drumond no municipio de Rio Branco, Acre, em
26.V.2008, nas imediacbes da Embrapa Acre (latitude 9°58'18.49” Sul e
longitude 67°49'5.74” Oeste). Até o presente, E. smith tinha sido relatado na
Ameérica do Norte, Africa e Asia (Bolland et al. 1998; Migeon e Dorkeld 2006).

Essa espécie foi originalmente descrita por Pritchard e Baker (1955) a
partir de exemplares coletados em Rosa spp. e Rubus phoenicolasius Maxim
nos Estados Unidos da América. Posteriormente, foi encontrada em
Madagascar e llhas Seychelles (Africa), China, Filipinas, Japdo, Coréia e
Taiwan (Asia) (Bolland et AL. 1998; Migeon & Dorkeld 2006).

Figura 1.14. Mapa de distribuicdo do acaro Eotetranychus smithi Pritchard & Baker
(Tetranychidae), com a indicacdo da sua presenca na regidao Norte do Brasil no

municipio de Rio Branco, Acre, primeiro relato para a Ameérica do Sul. 2008.

. Paises onde Eotetranychus smithi esta presente.
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Figura 1.13. Eotetranychus smithi Pritchard & Baker, 1955. Macho, aedeagus.

Figura 1.15. Oligonychus n. sp. 2. Macho, aedeagus
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Oligonychus anonae Paschoal, 1970
(Tetranychinae Berlese, Tetranychini Reck)

Oligonychus anonae Paschoal, 1970. Hospedeiro tipo: Annona muricata L.,

Persea americana Mill., Vitis vinifera L. Local tipo: Brasil

Essa espécie foi descrita por Paschoal (1970, 1970a) a partir de
exemplares coletados em graviola (Annona muricata) no estado de Sao Paulo.
Sua presenca no Norte de Minas Gerais, no Municipio de Mocambinho,

representa uma nova localidade para a espécie no Brasil.

Tetranychus gloveri Banks, 1900

(Tetranychinae Berlese, Tetranychini Reck)

Tetranychus gloveri Banks, 1900. Hospedeiro tipo: Gossypium hirsutum L..

Local tipo: Baton Rouge, Estados Unidos da América

Tetranychus gloveri foi relatado em feijdo na Bahia (Bondar, 1930) e em
mamao (local ndo especificado) (Migeon & Dorkeld 2006), sendo a sua
constatacdo em mamao (Carica papaya L.) no estado do Rio Grande do Norte,

uma nova localidade para essa espécie.
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Panonychus ulmi, (Koch, 1836)
(Tetranychinae Berlese, Tetranychini Reck)

Tetranychus ulmi, Koch, 1836. Koch (1836). Hospedeiro tipo: Ulmus sp. Local

tipo: Regensburg, Alemanha.

A ocorréncia do acaro vermelho europeu, P. ulmi, em videiras (Vitis
vinifera L.) foi relatada pela primeira vez no Brasil em 2008, quando foram
observados os primeiros danos desse acaro nos plantios do Rio Grande do Sul
(Ferla & Botton 2008). O registro de P. ulmi infestando videiras em Pirapora,
Minas Gerais, constitui o segundo relato desse acaro em uva no pais.

De acordo com Ferla & Botton (2008) o ataque de P. ulmi em videiras
causou bronzeamento com folhas avermelhadas na face adaxial. O vinhedo
apresentou queda prematura de folhas. Embora o dano n&o tenha sido
guantificado, as lesbes produzidas por P. ulmi provocaram menor atividade
fotossintética na pés-colheita, reduzindo o acimulo de reservas na entressafra.

A primeira constatacdo de P. ulmi no Brasil foi feita por Flechtmann
(1967a), que o encontrou em frutos de macé procedentes da Argentina. Em
seguida, Bleicher (1974) registrou sua presenca em macieiras (Malus
domestica L.) nos pomares do Sul do pais, onde é considerado de importancia
econbmica para a cultura. Na Europa P. ulmi é considerada uma praga de
videira e sua presenca foi registrada na Franca, Austria, Portugal, Italia e
Grécia (Rambier 1958; Artofer 1976; Carmona & Dias 1980; Girolami & Mozzi
1983; Papaioannou-Souliotis et al. 1994). Sua presenca foi constatada também
no Marrocos e nos Estados Unidos da América (Reeves 1963; Tixier et al.
2003).

Destaca-se que, desde a constatacdo de P. ulmi em macieiras no Brasil,
em 1967 (Flechtmann, 1967a), sua presenca em videiras ndo havia sido
observada, mesmo considerando que esse acaro causava consideraveis
prejuizos nos vinhedos da Europa. Navia et al. (1998) levantaram a hipétese de
que as populacdes que atacavam videiras na Europa poderiam ser biotipos

distintos daqueles que infestavam macieiras. Moraes & Flechtmann (2008)
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enfatizaram a necessidade de atencédo para evitar a introducéo das populacdes
européias em nosso meio e ressaltaram ser desconhecida a razdo pela qual
essa espécie ndo era encontrada em videiras no pais. Argumentaram a
possibilidade da existéncia de diferencas bioldgicas entre as populacbes do
Brasil e aquelas da Europa.

A perspectiva da disseminacédo de P. ulmi em videiras se confirmou no
Rio Grande do Sul em 2005/2006 e em Minas Gerais em 2006 com a suspeita
de disseminacao desse acaro-praga a partir do comércio interno de material de
propagacéao vegetativa entre esses dois estados.

No momento, n&o se pode afirmar que as populagbes coletadas em uva
no Rio Grande do Sul (Ferla & Botton 2008) e Pirapora, Minas Gerais, sdo
resultantes de novas introducdes no Brasil. Entretanto, a hipdtese de
introducdo de populacdes européias em nosso pais ndo deve ser descartada,
considerando que, decorridos aproximadamente 40 anos da introducédo de P.
ulmi no Brasil, apenas recentemente sua presenca foi observada causando
danos em videiras. Ferla & Botton (2008) apontaram as seguintes causas para
a dispersdo de P. ulmi no Brasil: proximidade da cultura da macad com os
vinhedos do Sul do pais; transito de material vegetativo infestado tanto do
Brasil, como do exterior e; desequilibrio dos pomares em razdo do uso

excessivo de produtos quimicos, principalmente os fungicidas ndo-seletivos.

1.3.3. Novas espécies de acaros tetraniquideos (Aca ri: Tetranychidae) do

Brasil

Quatro espécies de tetraniquideos, novas para a ciéncia, foram
identificadas durante os levantamentos: Monoceronychus n. sp. 1 (Bryobiinae
Berlese, 1913, Hystrichonychini Pritchard & Baker, 1955), Oligonychus n. sp. 1,
Oligonychus n. sp. 2 (Figura 1.15) e Schizotetranychus n. sp. 1 (Tetranychinae
Berlese, 1913, Tetranychini Reck, 1950). As informacdes relativas a localidade,
hospedeiro, data de coleta e coletor para essas espécies estdo agrupadas na
Tabela 1.3.
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Tabela .1.3. Informacdes sobre localidade, hospedeiro, data de coleta e coletor

para as quatro novas espécies de tetraniquideos coletadas no Brasil.

Localidade Hospedeiro
o e — Data Espécie Coletor
. nome cientifico, familia, nome
UF LONG LAT Cidade vulgar
MG -44,9419 -17,345  Pirapora 101 Vitis vinifera L. (Vitaceae), uva 12.VI.2006 Oligonychus fileno n.  D. Navia, L. C.
sp. Miranda, R. S.
Mendonca
MG -45,2071 -18,2400 Trés 123 Rosa sp. (Rosaceae) rosa 09.1V.2006 Oligonychus n.sp.2  D. Navia, L. C.
Marias Miranda, R. S.
Mendonca
RS -54,9613 -28,4085 S&o Luiz 207 Eustachys disticophylla (Lag.) Nees  13.11.2007 Schizotetranychus n. D. Navia, P.R.
Gonzaga (Poaceae), capim coqueirinho sp. 1 V. S. Pereira
RS -53,7647 -29,6097 Itaara 206 Eustachys disticophylla (Lag.) Nees  08.11.2007 Monoceronychus D. Navia, P.R.
V. S. Pereira

(Poaceae), capim coqueirinho

tchesensis n. sp.

A descricdo de Oligonychus n. sp. 1 e Monoceronychus n. sp. 1. foi

elaborada na forma de um manuscrito, submetido e aceito para publicacéo a

revista cientifica International Journal of Acarology. Esse trabalho foi redigido

em lingua inglesa e encontra-se no ANEXO 3. As outras duas espécies serao

descritas posteriormente.
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1.4. CONCLUSOES

1. Ha 35 novos hospedeiros para 11 espécies de tetraniquideos ja conhecidas
no Brasil, sendo estas E. banksi (5 hospedeiros), M. tanajoa (2), O. anonae (1),
O. mangiferus (3), T. bastosi (1), T. desertorum (4), T. evansi (1), T. ludeni (4),

T. mexicanus (2), T. neocaledonicus (3) e T. urticae (9);

2. Ha novas localidades de ocorréncia no Brasil para quatro espécies de

tetraniquideos, sendo estas E. tremae, O. anonae, T. gloveri e P. ulmi.

3. Eotetranychus smithi ocorre no Brasil, em rosa, no Estado do Acre.

4. Quatro espécies de tetraniquideos coletadas durante o levantamento séo
novas para a ciéncia - duas pertencentes ao género Oligonychus Berlese, em
uva (Vitis vinifera L.) e rosa (Rosa sp.), nos municipios de Pirapora e Trés
Marias, Minas Gerais, respectivamente; e duas pertencentes aos géneros
Monoceronychus McGregor e Schizotetranychus Tragardh, ambas em capim
coqueirinho (Eustachys distichophylla Lag. Nees), nos municipios de Itaara e

Séo Luiz Gonzaga, Rio Grande do Sul, respectivamente.
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CAPITULO 2

Confiabilidade taxondmica das sequéncias de DNA em bancos de dados de
livre acesso: uma revisao critica com acaros Tetranychus do grupo telarius
(Prostigmata: Tetranychidae)

RESUMO

Tem-se observado um problema crescente relacionado a erros de identificagéo
taxondmica em bancos de dados de DNA de livre acesso que ameaca a utilidade
das sequéncias depositadas. Esse assunto tem sido relatado por autores que
trabalham com diferentes grupos de organismos, incluindo mamiferos, alguns
artropodes, fungos e bactérias. O impacto de identificacdes errbneas néo é restrito a
problemas de sistematica ou filogenética, mas pode também alcancar muitas outras
areas, como a pesquisa em biologia e ecologia, estudos faunisticos, comércio
internacional e o manejo integrado de pragas. Nesse trabalho, sdo apresentadas
evidéncias adicionais de identificacbes errbneas de &caros fitdfagos do grupo
telarius, familia Tetranychidae, em bancos de dados de DNA. Essas espécies séo
morfologicamente muito préximas e a sinonimia entre a espécie T. urticae Koch e T.
cinnabarinus (Boisduval) ainda esta em discussdo. Para essa investigacdo foram
revisados e analisados 99 acessos depositados no GenBank da regido ITS2 do
rDNA e 96 da regido COI do mtDNA, incluindo T. urticae, T. kanzawai Kishida, T.
truncatus Ehara, T. cinnabarinus, T. turkestani (Ugarov & Nikolskii), T. pueraricola
Ehara & Gotoh, T. neocaledonicus André e T. piercei McGregor, de varias partes do
mundo. Adicionalmente, foram incluidas novas sequéncias ITS2 e COI de 18
populacdes de T. urticae do Brasil, Fran¢a, Espanha e Grécia obtidas nesse estudo.
Andlises filogenéticas, estudos de sitios polimérficos, distdncia genética e
divergéncia de nucleotideos foram os parametros utilizados para comparacdes das
sequéncias de 4&caros. Entre as sequéncias depositadas no GenBank foram
identificados numerosos casos de provaveis erros de identidade entre as espécies
do grupo telarius, especialmente entre T. urticae, T. cinnabarinus, T. kanzawai e T.
truncatus. As causas mais provaveis para os erros apontados foram discutidas, e
sugestdes para evitar novos erros durante o delineamento de estudos foram
apresentadas.

Palavras chaves : Acari, Citocromo Oxidase 1, DNA mitocondrial, DNA ribossémico,
erros de identificagdo, sequéncias intergénicas transcritas, Tetranychoidea.
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Taxonomic reliability of DNA sequences in public DN A databases: a critical
review of Tetranychus mites of the telarius group (Prostigmata: Tetranychidae)

ABSTRACT

There is a growing problem of taxonomic misidentification in public DNA databases
which threatens the utility of the deposited sequences. This issue has been
highlighted by authors working on different groups of organisms including
mamiferous, some arthropods, fungi and bacteria. The impact of misidentifications is
not restrict to systematic and phylogenetic problems, but it can reach also many
other issues, as in biological and ecological research, faunistic studies, trade
between countries and pest management. In this paper, are provide additional
evidence of the misidentification in DNA databases by investigating a group of
phytophagous mites, named spider mites, with high economic and quarantine
importance in the Tetranychidae family: the species belonging to Tetranychus
telarius group. These species are morphologically very close and the synonym
between the species T. urticae Koch and T. cinnabarinus (Boisduval) still being
discussed. To this investigation were reviewed and analyzed 99 GenBank
accessions numbers matching ITS2 rDNA sequences and 96 COI mtDNA including
T. urticae, T. kanzawai Kishida, T. truncates Ehara, T. cinnabarinus, T. turkestani
(Ugarov & Nikolskii), T. pueraricola Ehara & Gotoh, T. neocaledonicus André and T.
piercei McGregor from worldwide. In addition were included new ITS2 and COI
sequences of 18 T. urticae populations from Brazil, France, Spain and Greece
obtained in this study. Phylogenetic, polymorphic sites and genetic distance analisys
and nucleotide divergence was used for comparisons in mites sequences collection.
Among the deposited sequences from GenBank were identified numerous cases of
apparent mistaken identity in the Tetranychus telarius group, especially between T.
urticae, T. cinnabarinus, T. kanzawai and T. truncatus. The most probable causes to
the indicated errors were discussed and suggestions to avoid mistaken during the

design of new studies were proposed.

Key words: Acari, Cytochrome Oxidase 1, Internal Transcribed Spacer,

misidentification, mitochondrial DNA; ribosomal DNA, Tetranychoidea.
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2.1. INTRODUCAO

Com o aumento do nimero de sequéncias de nucleotideos depositadas nos
bancos de dados moleculares de livre acesso, como o GenBank, observou-se a
presenca de erros de identificagdo taxonOmica dos exemplares utilizados na
obtencdo de DNA, o que ameaca a utilidade das sequéncias disponiveis nos
mesmos. Esse assunto tem sido relatado por varios autores que trabalham com
diferentes grupos de organismos, incluindo mamiferos e aves (Ruedas et al. 2000),
alguns artropodes (Marreli et al. 2006), fungos (Sperling et al. 1994; Ruedas et al.
2000; Vilgalys 2003; Bridge et al. 2003) e bactérias (Hugenholtz & Huber, 2003). Em
alguns grupos o problema pode tornar-se extremo, como apresentado no estudo de
Bridge et al. (2003) que estimou que mais de 20% das sequéncias depositadas em
bancos publicos de dados moleculares, para um grupo importante de fungos
escolhido aleatoriamente (Helotiales, Amanita e Phoma), podem estar erradas. Os
erros mais comuns decorreram de identificacbes errbneas do material bioldgico.
Também foram detectados problemas relacionados as técnicas de isolamento do
DNA, resultando em falhas de extracdo e/ou amplificacdo dos fragmentos do DNA.
Outra origem importante de erro foi a divergéncia entre 0os taxonomistas no que diz
respeito ao uso de caracteres plesiomorficos e homoplasticos na delimitacdo das
espécies baseada em morfologia (Vilgalys 2003; Diéguez-Uribeondo et al. 2007).

Esses exemplos concretizam a existéncia de sequéncias atribuidas
erroneamente nos estudos biolégicos e, mais uma vez destaca a necessidade do
depésito de material voucher em cole¢bes publicas para a conferéncia dos
exemplares (Hawksworth 2004). O impacto de erros de identificacdo de espécimes
e 0 respectivo depdsito das sequéncias de DNA refletem na confiabilidade de
conclusdes de estudos filogenéticos, filogeograficos, taxondémicos e ecoldgicos
inferidos a partir dessas sequéncias (Holst-Jensen et al. 2004).

A diversidade dos exemplos indicando a presenca de erros nos bancos de
dados moleculares sugere que problemas semelhantes podem estar ocorrendo em
outros grupos taxondmicos ainda nao estudados sob esse aspecto.

Nesse trabalho foi investigado um de grupo de acaros fitbfagos de expressiva
importancia econdémica e quarentenaria. A familia Tetranychidae esta entre as mais
importantes e € composta por aproximadamente 1250 espécies distribuidas em 76

géneros. Entre esses, 0 género Tetranychus Dufour, 1832 agrupa 142 espécies
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vélidas (Migeon & Dorkeld 2008) e inclui muitas espécies de importancia agricola
(Moraes & Flechtmann 2008; Jeppson et al. 1975) o que o torna 0 género mais
estudado dessa familia.

Algumas espécies do género Tetranychus, especialmente aquelas do grupo
Tetranychus telarius sdo morfologicamente muito préximas o que dificulta
sobremaneira a identificacdo especifica, normalmente realizada a partir do
aedeagus, estrutura da genitadlia do macho, que deve ser montada em posicao
lateral para a identificacdo especifica sob microscopio éptico de contraste de fases.
Devido a proximidade morfolégica das espécies desse grupo, restam ainda questdes
sobre a definicdo de complexos e sinonimias das espécies. No grupo T. telarius, o
acaro rajado, Tetranychus urticae 1836 Koch é uma espécies altamente polifaga,
cosmopolita e € provavelmente a espécie mais estudada do género. Sao
reconhecidas duas formas dessa espécie, em fungéo da coloragdo do corpo, verde
ou vermelha. De acordo com De Boer (1985) a cor observada no corpo dos acaros €
resultante de pigmentos presentes na hemolinfa. Entretanto, a forma avermelhada
de T. urticae é, muitas vezes, denominada T. cinnabarinus (Boisduval). A validade
do taxon T. cinnabarinus (forma avermelhada) foi questionada por muitos autores e
ainda hoje é foco de discussfes. Pritchard & Baker (1955) consideraram ambos o0s
nomes com sinonimias sob o nome T. telarius (= T. urticae Koch,1836). Boudreaux
(1956) apos a revisdo dessas duas espécies manteve a validade do nome T.
cinnabarinus e separou-as com base no formato dos lobos integumentares dorsais
da fémea. Entretanto, a confiabilidade dos lobos integumentares dorsais como
carater taxondémico foi questionada por Van der Bund & Helle (1960) e por Robson
(1961) uma vez que a aparéncia desses lobos pode ser afetada pelas técnicas de
montagem e pelo equipamento Optico utilizado. Mesmo com essa argumentacao
Boudreaux & Dosse (1963ab) mantiveram a validade do nome. Baker & Tuttle (1994)
apresentaram as diferencas morfologicas utilizadas para a distingdo de machos e
fémeas de T. cinnabarinus e T. urticae. De modo geral, a espécie T. cinnabarinus
nao é aceita como valida (Veerman, 1974; Dupont, 1979; Meyer, 1974, 1987, Gotoh
& Tokioka, 1996) e ndo foi mencionada como nome valido no World Catologue of
Spider Mite (Bolland et al. 1998), onde é citada como sinonimia de T. urticae. Essa
mesma concluséo foi confirmada por Ehara (1999) e Hinomoto et al. (2001) com
base em critérios morfolégicos e moleculares. Carbonnelle et al. (2007) descreveram

os lobos integumentares nas duas formas separadamente (T. cinnabarinus e T.
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urticae) e mostraram que esses lobos ndo estdo sempre presentes ou podem estar
incompletos em algumas fémeas, sugerindo que essas alteracbes ocorrem
provavelmente em funcdo das condicdes microclimaticas e, portanto, essas
estruturas ndo poderiam ser utilizadas como carater discriminativo entre essas duas
formas (verde e vermelha).

Os dados moleculares sdo muito importantes para o avancgo da sistemética de
acaros (Navajas et al. 1996; Navajas et al. 1997; Navajas et al. 1998., Navajas et al.
2001) e podem esclarecer aspectos bioldgicos e ecoldgicos do grupo desde que
simultaneamente sejam complementados por estudos morfolégicos detalhados e
precisos. Além do auxilio na diagnose de espécies, as técnicas moleculares sao
ferramentas importantes na resolucdo de questbes relacionadas a variabilidade
intraespecifica (Navajas 1998; Navajas et al. 1998, 1999, 2000; Navajas & Fenton
2000; Hinomoto & Takafuji 2001; Tixier et al. 2006; Ben-David et al. 2007).

Entre os grupos de acaros fitéfagos, o maior nimero de publicagdes na area
molecular tem focado principalmente as espécies de acaros da familia
Tetranychidae (Navajas et al. 1998; Tsagkarakou et al. 1999; Navajas et al. 2000;
Hinomoto et al. 2001; Takafuji et al. 2001; Navajas et al. 2002; Osakabe et al. 2002;
Xie et al. 2006; Hinomoto et al. 2007; Ros & Breeuwer 2007; Xie et al. 2008). Nessa
familia, as espécies do género Tetranychus Dufour, 1832 sdo inquestionavelmente
as que detém mais informacdes disponiveis acerca das espeécies.

A dificuldade na identificacdo das espécies do género Tetranychus,
especialmente aquelas do grupo telarius, pode resultar no registro de dados
moleculares incorretos em bancos de dados de livre acesso, conduzindo a
inferéncias filogenéticas inexatas. Outro agravante trata-se das sequéncias inéditas,
ou seja, sequéncias que foram submetidas diretamente a um banco de dados sem
gue fossem registradas em um trabalho cientifico. Esse é o caso de muitas espécies
do género Tetranychus em que mais de 50% das sequéncias disponiveis ndo foram
publicadas (Ros & Breeuwer 2007). Ocorre também o caso de sequéncias que foram
publicadas, entretanto, os métodos de identificacdo especifica ndo sao
mencionados. Hinomoto et al. 2007 registrou pela primeira vez problemas de
identificacdo em 4caros tetraniquideos, indicando 13 sequéncias depositadas
erroneamente no GenBank como T. urticae que na verdade representariam

espécimes de T. truncatus.
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Nesse trabalho pretendeu-se explicar a confusdo existente entre as
sequéncias depositadas no Genbank considerando todos os acessos disponiveis do
grupo Tetranychus telarius. Para a realizacdo das analises foram incluidas novas
populacbes de T. urticae coletadas no Brasil, Franca, Espanha, Grécia e llhas
Canarias que juntamente com as sequéncias depositadas como T cinnabarinus, T.
truncatus, T. kanzawai, T. turkestani, T. pueraricola, T. piercei, T. neocaledonichus e
outras espécies de Tetranychus de coloracdo avermelhada que poderiam estar
sendo confundidas com T. cinnabarinus, conduzindo a erros de identificagéo
taxonbmica. A relacdo filogenética entre esses taxons foi investigada a partir de
sequéncias Internal Transcribed Spacer (ITS) do DNA ribossémico e Citocromo
Oxidase | (COI) do DNA mitocondrial. Posteriormente, foi realizado um estudo dos
sitios diagndsticos entre as espécies utilizando as sequéncias ITS. A distancia
genética foi calculada para as sequéncias COI de T. cinabarinnus e a distancia entre
as especies do grupo telarius foi inferida a partir de sequéncias ITS e COI.

Considerando as divergéncias que cercam o nome T. cinnabarinus, no inicio
do presente trabalho foram analisadas as sequéncias da regido ITS2 do DNA
ribossobmico e COIl do DNA mitocondrial, para a espécie T. cinnabarinus,
depositadas no GenBank em func¢do de sua sinonimia com T. urticae, e verificou-se
a similaridade entre essas duas espécies. Em seguida, buscou-se
comparativamente entre as sequéncias das espécies do grupo T. telarius disponiveis
no GenBank aquelas que apresentavam identidade com as sequéncias depositadas
como T. cinnabarinus. Foram identificados os problemas e as suas possiveis causas
foram discutidas. Sugestbes para aumentar a confiabilidade das informacdes
disponiveis nos bancos publicos de dados moleculares e no delineamento de novos
estudos foram apresentadas. Acima de tudo, o trabalho buscou ressaltar a
importancia da identificagcdo taxondmica como ponto de partida para os estudos de
biologia molecular e destacar o mérito e o avanco que os dados moleculares
conferem a diagnose de espécies e aos estudos filogenéticos e filogeograficos em
Tetranychidae.

Considerando a importancia econémica das espécies do género Tetranychus,
salienta-se que o impacto de erros de identificagdo ndo se restringe a sistematica ou
a questdes filogenéticas. Esses erros podem afetar também areas aplicadas, como a
biologia, estudos ecoldgicos e faunisticos, manejo de pragas ou questbes de

quarentena vegetal, para as quais € requerida uma identificacdo acurada de
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organismos associados a produtos vegetais no comércio entre os paises envolvidos
em acordos internacionais.

O trabalho referente a esse capitulo foi escrito originalmente em inglés e
intitula-se “Taxonomic reliability of DNA sequences in public DNA databases: a
critical review on Tetranychus mites of the telarius group (Prostigmata:
Tetranychidae)“, de autoria de R. S. Mendonga, D. Navia, I. R. Diniz e M. Navajas,
foi submetido a publicacédo no periédico Zoologica Scripta An International Journal of

Systematic Zoology.

OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo investigar a aparente confusdo que
existe em algumas sequéncias de DNA depositadas no Genbank nos acessos das

espécies que compdem o grupo telarius
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2.2. MATERIAL E METODOS

2.2.1 Amostragens de Tetranychus urticae

Dezoito novas sequéncias das regides ITS2 (rDNA) e COI (mtDNA) de
espécimes de T. urticae coletados no Brasil (1), Franca (6), Grécia (1), Espanha (5)
e llhas Canérias (5) (Tabela 2.1) foram analisadas juntamente com aquelas
disponiveis no Genbank para T urticae e para as suas espécies aparentadas. Tanto
para aquelas consideradas como sinonimias como T cinnabarinus, como para as
que formam o grupo telarius de espécies como, T. truncatus, T. kanzawai, T.
turkestani, T. pueraricola, T. piercei, T. neocaledonicus e, ainda, outras espécies de
cor avermelhada de Tetranychus que, poderiam esta sendo erroneamente
identificadas como algumas dessas espécies mencionadas.

Todos os acaros coletados foram vermelhos, exceto aqueles da Grécia e do
Brasil que eram verdes. Em cada localidade, pelo menos, 50 individuos foram
coletados, preservados em etanol a 100% para as andlises moleculares e a 70%
para a identificacdo morfolégica. As sequéncias da regido ITS2 foram comparadas e
utilizadas para confirmar o diagndstico especifico para as aquelas espécies do grupo

telarius, cujas sequéncias foram recolhidas do GenBank.

2.2.2. Identificacdo morfolégica das espécies

Os espécimens acondicionados no etanol a 70% foram montados e
preparados no meio Hoyers’s Os caracteres foram observados sob microscopio de
contraste de fase e de interferéncia, com objetivas de 40x e 100x (Leitz Wetzlar e
Nikon Eclipse 80i) segundo Pritchard & Baker (1955) e Baker & Tuttle (1994). Para
cada populacéo coletada, 25 fémeas (posicao dorso-ventral) e 10 machos (posicéo
lateral) foram montados para a identificacdo morfolégica das espécies. Em algumas
amostras poucos machos estavam presentes, o que € comum para certas espécies
de Tetranychidae e, nesses casos, todos os machos encontrados na amostra foram
preparados.

A identificacdo morfoldgica foi feita em todos os individuos montados, para
cada populacdo. Os caracteres taxonémicos relevantes dos tetraniquideos foram

examinados especialmente a forma do aedeagus (genitalia do macho) baseando-se
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na literatura pertinente (Pritchard & Baker 1955, Meyer 1974, 1987, Baker & Tuttle
1994). Os exemplares montados foram também comparados com os espécimens da
Colecdo de Referéncia da Unidade de Acarologia, Laboratério de Quarentena
Vegetal, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (Cenargen) - Embrapa

Cenargen.

2.2.3. Extracdo de DNA

O DNA gendmico foi extraido de uma fémea adulta usando o “DNeasy tissue
Kit” (Qiagen, USA), seguindo o protocolo para cultura de células animal. As
instrucdes dos fabricantes foram modificadas para possibilitar a extracdo do DNA de
acaros, como segue: apos a remocao do etanol 100%, 90 ul de solucdo tampéo
fosfato (PBS) foi adicionada aos tubos de microcentrifugagcédo de 1,5 ml. Os acaros
permaneceram intactos, ou seja, nao foram macerados. No préximo passo, foram
adicionadas 10pl de proteinase K, seguida de 100 pL de tampao AL do kit Qiagen e
a mistura foi homogeneizada em vortex. Os tubos foram incubados a 70°C por 1-2
horas. Para as etapas seguintes observou-se o protocolo principal da Qiagen, exceto
para os volumes recomendados, que foram reduzidos a metade. O DNA foi
recuperado dos tubos de microcentrifugacao pela adicdo de 50 pl de agua ultrapura
na membrana da coluna de mini-spin que integra o kit Qiagen. Apos a extracdo 0s

tubos contendo o DNA foram armazenados a -20°C.

2.2.4. Amplificacao por PCR e sequenciamento

Dois fragmentos de DNA foram amplificados e sequenciados por PCR
(Polymerase Chain Reaction) para cada individuo: a regido intergénica ITS (18S
rRNA, ITS1, 5.8S rRNA, ITS2, do 28S) do DNA ribossdémico (cerca de 1200 bp) e um
fragmento do gene mitocondrial o COI (cerca de 950 bp). As reacgOes de
amplificacdo foram realizadas no volume total de 25 pL contendo: 2,5 pl de tampéo
10x fornecido pelo fabricante; 0,13 un/uL (5 unidades) de Taq polimerase (Qiagen);
2 UL de dNTP (2,5 mM de cada base); 0,5 uM de cada oligonucleotideo iniciador —
primer (10 mM); 2 pl de MgCl; (25 mM); 15,37 uL ou 13,37 pL de agua e 2 uL ou 4uL
do DNA gendmico a ser amplificado para ITS e COI, respectivamente. As amostras

foram desnaturadas a 94°C por 3 min e submetidas a 35 ciclos de: 1 min a 94 °C -
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desnaturacdo; 1 min a 51 °C — anelamento; 1,5 min a 72 °C — extenséo; finalizando
com 72°C por 10 min até o resfriamento (10°C) e retirada das amostras. Os produtos
de PCR (5 pl) foram visualizados em gel de agarose corados em solucdo de brometo
dietideo (1% ) em solucao tampéao 0,5x TBE (45mM tris base, 45 mM acido borico e
1mM EDTA, ph 8,0).

Na reacédo de PCR foram utilizados os primers 18S e 28SC para a regido ITS
(Navajas et al. 1998). Em adicdo a esses primers, dois outros internos foram usados
para sequenciar a regido completa de ITS (InternalS e InternalSRev). Estes primers
foram definidos por parear em regides altamente conservadas do fragmento ITS, na
regido 5,8S e 28S (Navajas et al. 1994). Os primers usados para amplificar o
fragmento de COI foram os C1J1718 e 773 (Navajas & Boursot 2003). Da mesma
forma, dois primers adicionais foram utilizados para o sequenciamento do fragmento
do COlI, o IntCOI e o IntCOIRev (Tabela. 2.2). Os fragmentos amplificados foram
sequenciados diretamente. Cinco individuos de cada localidade foram sequenciados
e para cada exemplar foi obtido o fragmento ITS e COI. Para o sequenciamento de
ambos os fragmentos utilizou-se o sequenciador de DNA automatico ABI 3700

(Applied Biosystems).



Tabela 2.1. Procedéncia das populacdes de Tetranychus urticae cujas sequencias de DNA foram utilizadas no presente estudo.

Cadigo Pais Localidade Planta Hospedeira Latitude Longitude
Nome cientifico Familia Nome Comum

REF France Franca Elne Nerium oleander Apocynaceae Espiradeira 42°35'57,28' N 02°57'59,02" L
6_1 France Franca Elne Nerium oleander Apocynaceae Espiradeira 42°36'33,02" N 02°58'05,68" L
12 1 France Franca Pemignan Datura stramonium Solananceae Estramonio 42°42'05,66" N  02°53 38,94" L
8 2 07 Spain Espanha S,Susanna/Cami de la Riera Solanum melongena Solananceae Berinjela 41°38'26,50" N 02°43 00,74"L
24 3 France  Franga Saint Nazaire Datura stramonium Solananceae Estramonio 42°40'09,61"N 02°59' 27,44"L
116_2 France Franca La Gaude-Bord du Var Urtica dioica Urticaceae Urtiga 43°43'17,95" N 07°09'04,98' L
120_1 France Franga Nice-F, Bertaux Phaseolus vulgaris Phabac eae Feijao 43°42'11,45" N 07°15'09,13'L
41 2 Spain Espanha Vilademuls/G alliners Lycopersicum sculentum Solananceae Tomate 42°8 57,084"N 02°52 26,26"L
42 1 Spain Espanha Bordils/Juia Lycopersicum sculentum Solananceae Tomate 42°02'12,70" N 02°54'54,18" L
Ej Spain Espanha Bordils/Juia Lycopersicum sculentum Solananceae Tomate 42°02'12,70" N 02°54'54,18" L
43 1 Spain Espanha S, Andreu de Llavaneres Solanum nigrum Solananceae Erva moura 41°34'20,52" N 02°28'56,52"L
97 1 Canary llhas Canarias Santiago del Teide Musa acuminata Musaceae Banana Cavendish 28°17'46,04" N 16°48 52,26" O
116 _2 Canary llhas Canérias Granadillade Abona Lycopersicum sculentum  Solananceae Tomate 28°04'15,32" N  16°33'47,38'0O
119 2 Canary llhas Canérias Arico, Playa del Rio Lycopersicum sculentum Solananceae Tomate 28°10'39,92"N 16°2845,96" O
119 3 Canary llhas Canérias Arico, Playa del Rio Lycopersicum sculentum Solananceae Tomate 28°10'21,68" N 16°28'23,82" O
128 2 Canary llhas Canérias Aglimes, Playa Lycopersicum sculentum Solananceae Tomate 27°54'14,80"N 15°26'44,32" O
13 1 Greece  Grécia leraptera Solanum melongena Solananceae Berinjela 35°901'22,00" N 25°44'35,00"L
175 1 Brazil Brasil Recife, Pemambuco Carica papaya Caricaceae Mamé&o 07°49'25,32" S  34°54'59,79" O

GL
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2.2.5. Conjunto de dados de sequéncias

O banco de dados foi constituido pelas sequéncias de ITS e COIl de T.
urticae e T. cinnabarinus do GenBank mais aquelas novas de T. urticae obtidas
no presente estudo. A consulta ao GenBank foi realizada em 20 de Marcgo de
2008. Os dados incluem um total de 75 sequéncias ITS (30 de T. urticae 27 de
T. cinnabarinus do GenBank e 18 desse estudo) e 94 sequéncias COI (48 T.
urticae e 28 T. cinnabarinus do GenBank e 18 do presente estudo). Outras
sequéncias de espécies do grupo telarius disponiveis no GenBank foram
incluidas neste estudo: Tetranychus kanzawai Kishida, 1927 (4 ITS2, 42 COl),
T. truncatus Ehara, 1956 (3 ITS2, 3 COI), T. turkestani (Ugarov & Nikolskii,
1937) (6 ITS2, 6COIl), T. pueraricola Ehara & Gotoh, 1996 (2 ITS2), T.
neocaledonicus André, 1933 (1 ITS2, 1 COI) e T. piercei McGregor, 1950 (2
ITS2, 2 COI). As espécies de Tetranychus de cor avermelhada que poderiam
estar sendo confundidas com aquelas do grupo telarius também foram
incluidas: T. ludeni Zacher, 1913 (5 ITS2), T. evansi Baker & Pritchard, 1960 (8
ITS2), T. gloveri Banks, 1900 (1 COI), T. phaselus Ehara, 1960 (3 ITS2), T.
ezoensis Ehara, 1962 (1 ITS2), T. parakanzawai Ehara, 1999 (1 ITS2) e T.
okinawanus Ehara, 1995 (6 ITS2). Todas as sequéncias, seus numeros de
acesso no GenBank, os nomes especificos, informacbes sobre planta
hospedeira (nome comum e familia), localidades das amostras, tamanho dos
pares de bases e referéncias primarias foram anotadas para as regiées ITS
(ANEXO 4) e COI (ANEXO 5).

Diferentes combinacdes de primers tém sido utilizadas nos varios
estudos moleculares com as espécies do género Tetranychus, o que origina
fragmentos de comprimentos heterogéneos do gene sequenciado. Este estudo
utilizou o fragmento ITS2 da regido ITS com 481 pares de base (pb) para todas
as sequéncias utilizadas na analise. Para as sequéncias da regido mitocondrial
foi utilizado um fragmento central de 390 bp no gene COI, o qual estava

presente no maior numero de sequéncias COI disponiveis no Genbank.
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Os acessos cujas sequéncias continham ambiguidades nestas regides foram
excluidos das analises [AF131105 (T. urticae), AF131106 (T. cinnabarinus),
AF131107 e AY750704 (T. kanzawai), AF131108 (T. truncatus), AF131110 (T.
piercei)]. A sequéncia COI de T. gloveri foi obtida do trabalho original de
Navajas et al. (1996) e 0 acesso a X808660 (T. gloveri) ndo foi usado porque
era idéntico ao acesso de numero X80859 (T. neocaledonicus). Apds estes
ajustes, o alinhamento das sequéncias foi direto e implicou apenas em poucas
insercdes/delecbes. Quando sequéncias idénticas foram encontradas, tanto no
GenBank quanto nas obtidas nesse estudo, apenas uma foi incluida nos dados
e 0 numero de vezes que essas sequéncias se repetiram foi indicado entre

parénteses.
2.2.6. Alinhamento das sequéncias e analises filoge  néticas

As sequéncias foram alinhadas usando o programa CLUSTAL W
Multiple Alignment versdo 7.09 (Thompson et al. 1994) implementado pelo
programa BIOEDIT (Hall 1999). A andlise filogenética pelo programa MEGA 4
(Kimura 1980; Tamura et al. 2007) e a reconstrucao filogenética pelo método
de Neighbor Joining (NJ), que se baseia nas distancias das sequéncias
calculadas pelo método de correcdo de Kimura 2-parametros (two-parameter
correction method). Para as analises de robustez de NJ foram utilizadas 10.000
replicacbes para a determinacdo dos valores de bootstrap. Os sitios
polimérficos e o nimero e a diversidade dos haplétipos® foram calculados no
programa DnaSP versdo 4.50 (Rozas et al. 2003). A andlise filogenética
inferida das sequéncias ITS2 e COI incluiu primeiramente T. urticae e T.
cinnabarinnus separadamente. Em seguida, foi realizada analise conjunta
dessas duas espécies e, posteriormente, todas as sequéncias do conjunto de
dados (espécies do grupo telarius e aquelas de cor avermelhadas) foram

incluidas nas andlises filogenéticas.

! Haplé6tipo — combinac&o de polimorfismos do DNAg(sencias de nucleotideos) transmitidos em
conjunto para os descendentes; constituicao gandticm individuo com relagdo a um dos membros de
um par de genes de alelos.



Tabela 2.2. Fragmentos amplificados e primers utilizados na reacdo de PCR e no sequenciamento do DNA dos espécimens

de Tetranychus urticae.

Fragmento  Comprimento Localidade Referéncias Primers Uso
(bp)
rDNA 1200 3’ of 18S Ben David et al. 2007 5-AGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAG-3 PCR e seqlienciamento
5’ of 28SC bl 5-ATATGCTTAAATTCAGCGGG-3 PCR e seqlienciamento
5.8S-InternS Navia et al. 2005 5-GATCACTCGAATTACCAATCG-3 Sequenciamento
5.8S InternSRev Navia et al. 2005 5-CGATTGGTAATTCGAGTGATC-3 Seqilienciamento
mtDNA COlI 890 C1J 1718 Simon et al. 1994 5-GGAGGATTTGGAAATTGATTAGTTCC-3'  PCR e seqlienciamento
Navajas et Boursot 2003
773 Navajas et al. 1992 5-TACAGCTCCTATAGATAAAAC-3 PCR e seqlienciamento
IntCOl *x 5-GGNGANCCTATTTTATATCAAC-3 Sequenciamento
IntCOI Rev *x 5-GTTGATATAAAATAGGNTCNCC-3’ Seglienciamento

**x 28SC 3’ modificado de HC2 in Depres et al. (1992), Ben-David et al. (2007); ** nesse estudo

8L



79

2.2.6.1. Variagdo nas sequéncias ITS2 do DNA riboss 0Omico para as

espécies do grupo telarius

As substituicdes de nucleotideos que separam as espécies do grupo
telarius, foram apresentadas considerando quatro grupos distintos: 1) T.
urticae, T. kanzawai e T. cinnabarinus; 2) T. urticae, T. truncatus, e T.
cinnabarinus; 3) T. urticae, T. turkestani e T. cinnabarinus; 4) T. urticae, T.
pueraricola e T. cinnabarinus. A sequéncia de T. urticae incluida representa um

conjunto de 37 sequéncias idénticas.

2.2.6.2. Divergéncia dos pares ordenados de nucleot ideos (pairwise

nucleotide divergence)

A divergéncia dos pares ordenados de nucleotideos (divergéncia de
nucleotideos) para o fragmento ITS2 foi calculada para cinco espécies de
tetraniquideos (T. urticae, T. kanzawai, T. truncatus, T. turkestani e T.
pueraricola) e para um grupo de cinco sequéncias (DQ517305, DQ517792,
DQ512870, DQ523840, DQ523841) depositadas no GenBank como T.
cinnabarinus. Para o fragmento COI a divergéncia dos pares ordenados foi
calculada para quatro espécies de tetraniquideos (T. urticae, T. kanzawai, T.
truncatus e T. turkestani) e para dois grupos de sequéncia depositadas como T.
cinnabarinus, o primeiro com cinco sequéncias (DQ437548, DQ437553,
DQ437559, DQ437564, DQ437565), e o0 segundo com trés (DQ437551,
DQ437544, DQ437566). Estes valores também foram calculados incluindo as
demais sequéncias ITS2 e COIl, depositadas no GenBank como T.
cinnabarinus. O calculo da divergéncia de nucleotideos baseou-se no método
de correcao Kimura 2-parametros implementado no programa MEGA 4 (Kimura

1980; Tamura et al. 2007) utilizando as sequéncias ITS2 e COI.
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2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Muitas das sequéncias disponiveis no GenBank foram submetidas
diretamente ao banco de dados de DNA, sem constar num artigo publicado.
Mais de 50% das sequéncias de Tetranychus encontradas no GenBank nao
foram sequer publicadas (Ros & Breeuwer 2007) e, para a maioria daquelas
publicadas, os métodos utilizados na identificacdo dos espécimes nao foram
mencionados. Em geral, ndo ha mencéo ao trabalho de nenhum taxonomista
ou se as caracteristicas morfologicas foram utilizadas na identificacdo da
espécie. As sequéncias publicadas de T. urticae, por exemplo, (Xie et al. 2006)
e T. cinnabarinus (Xie et al. 2008) sdo confusas pois, 0s autores nao
mencionam claramente, como foram feitas as identificacbes e, inclusive,
destaca-se que a ultima espécie ndo é considerada como valida para muitos
autores, como mencionado anteriormente. A seguir, um exemplo real do
problema causado por identificacbes duvidosas, frageis e provenientes de

trabalhos néo publicados é apresentado para os acaros tetraniquideos.

2.3.1. Variagdo das sequéncias da segunda regido in tergénica
codificadora (ITS2) do DNA ribossémico nas espécies do grupo telarius

As 27 sequéncias ITS2 de T. cinnabarinus depositadas no GenBank
formaram grupos distintos, incluindo seis tipos diferentes de sequencias. O
comprimento dessas sequéncias variou de 645 pb a 647 bp e para as andlises
moleculares foram considerados um total de 482 posicdes. Na implementacao
do alinhamento de todas as sequéncias de T. cinnabarinus foram introduzidas
duas falhas nas posicoes 336 e 337 para as sequéncias DQ523842,
DQ515788, e DQ512868. Foram encontradas 11 posi¢cfes varidveis com um
total de 11 mutacdes e nove posi¢des informativas parcimoniosas.

As anadlises filogenéticas preliminares de T. cinnabarinus foram
baseadas somente em 27 sequéncias ITS2 e a arvore NJ mostrou trés clados.
O Clado 1, dividiu-se em dois grupos distintos sustentados por baixos valores
de bootstrap. Os Clados 2 e 3 foram sustentados por valores de bootstrap
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superiores a 80%. Esse mesmo padrao foi conservado na analise filogenética
final (Figura 2.1).

As sequéncias ITS2 de T. urticae obtidas nesse estudo foram idénticas a
maioria daquelas do GenBank. Resultados similares foram obtidos para essa
espécie para amostras de varias origens geograficas no mundo (Navajas et al.
1998; Navajas & Boursot 2003). As analises filogenéticas preliminares de T.
urticae baseadas nas sequéncias ITS2 (GenBank e as do presente estudo,
N=48 sequéncias), mostraram que somente trés acessos AB257736,
AB257737 e AB257738 formaram um grupo isolado com alto valor de bootstrap
(99%), o que indica que estas sequéncias provavelmente ndo representam
amostras de T. urticae (arvore ndo apresentada). Surge a seguinte questao:
gue espécie essas sequéncias representam? Os espécimens vouchers foram
conservados para a confirmacgéo da identificacdo especifica?

Tendo em vista os resultados preliminares obtidos separadamente para
T. cinnabarinus e T. urticae, e considerando que estas espécies sdo sinonimias
para muitos autores, um novo grupo de dados foi organizado agrupando 27
sequéncias de ITS2 de T. cinnabarinus e 48 T. urticae. Os resultados da
analise filogénetica revelou que 94% das sequéncias de T. urticae sé&o
diferentes daquelas de T. cinnabarinus, com excecdo dos trés acessos
(AB257736, AB257737, AB257738) que foram agrupados no Clado 2 de T.
cinnabarinus (Figura 2.1). Estas sdo0 as mesmas trés sequéncias que
permaneceram isoladas na andlise filogenética realizada somente para T.
urticae. Os altos escores de bootstrap (94%) suportam que as sequéncias de T.
urticae, exceto as trés ja mencionadas, foram isoladas daquelas depositadas
como T. cinnabarinus. No entanto, esperava-se que as sequéncias de T.
cinnabarinus fossem agrupadas aquelas de T. urticae.

Com o propdsito de investigar a identificacdo correta das sequéncias de
T. cinnabarinus e, também, das trés de T. urticae (AB257736, AB257737,
AB257738) que se agruparam no Clado 2 de T. cinnabarinus, foi conduzida
uma analise conjunta incluindo as sequéncias ITS2 de T. cinnabarinus, T.
urticae, as sequencias das espécies do grupo telarius e, ainda, aquelas das

espécies vermelhas de Tetranychus.
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A andlise indicou que as sequéncias de T. cinnabarinus e T. urticae
foram diferentes de muitas das formas vermelhas de Tetranychus (T.
neocaledonicus, T. piercei, T. ludeni, T. evansi, T. phaselus, T. ezoensis, T.
parakanzawai, T. okinawanus) apoiada em valores robustos de bootstrap. Isto
mostra que o nome T. cinnabarinus ndo tem sido confundido no processo de
identificacdo com as formas vermelhas Tetranychus. Essas sequéncias ndo
foram utilizadas nas analises subsequentes. Foi observado que uma sequéncia
de T. ezoensis (AB257728) e outra de T. parakanzawai (AB257745) foram
agrupadas as de T. kanzawai.

A filogenia (Figura 2.1) mostrou que parte das sequéncias do GenBank,
tidas como T. cinnabarinus foram de trés espécies do grupo telarius, T.
kanzawai, T. truncatus e T. pueraricola. A alocacdo dessas sequéncias de T.
cinnabarinus em clados distintos traz, também, os problemas relativos a
consisténcia desses dados.

No Clado 2 estdo agrupadas (com 80% de bootstrap) as quatro
sequéncias disponiveis no GenBank de T. kanzawai (X99876, AB257729,
AB076370, AY750702), seis depositadas como T. cinnabarinus (DQ517304,
DQ523836, DQ523837, DQ523838, DQ523839, DQ512866), e as trés de T.
urticae (AB257736, AB257737, AB257738 ) que permaneceram isoladas nas
primeiras andlises. Logo, € possivel que essas trés sequéncias de T. urticae e
as seis de T. cinnabarinus pertengam, de fato, a T. kanzawai.

No Clado 3, as 13 sequéncias depositadas como T. cinnabarinus foram
agrupadas aquelas trés de T. truncatus disponiveis no GenBank (Figura 2.1).
Este grupo é suportado pelo alto escore de bootstrap (99%).

No Clado 1, dois grupos de sequéncias de T. cinnabarinus foram
encontradas, porém com baixo suporte dos escores de bootstrap. Um deles
incluiu cinco sequéncias e o0 outro trés juntamente com duas de T. pueraricola
(Figura 2.1). O resultado do segundo grupo sugere que as sequéncias deste
Clado devem pertencer a T. pueraricola. O primeiro grupo de cinco sequéncias

ainda permanece indefinido.
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cinnabarinus, T. urticae, T. kanzawai, T. truncatus, T. turkestani e T. pueraricola (ANEXO 4). O
método Neighbour-Joining foi usado baseado nas distancias calculadas pelo algoritimo
Kimura 2 parametros. Valores de bootstraps (10.000 replicagcdes) em porcentagem sao
mostrados préximos as ramificagdes. A escala indica as distancias evolutivas inferidas pelos
nameros de substituicdes de bases por posi¢éo



As posicdes polimérficas das espécies do grupo de T. telarius foram
analisadas. As posicdes variaveis das sequéncias de T. kanzawai, T. urticae e
T. cinnabarinus agrupadas no Clado 2 foram comparadas com as de T. urticae.
As mesmas seis posicoes (79, 309, 339, 406, 411 e 454) representam
diferencas diagndsticas (ANEXO 6, A) entre as sequéncias de T. urticae e
todas as outras do Clado 2.

Nove posicdes diagnésticas nas sequéncias (68, 305, 309, 311, 321,
337, 339, 411 e 454) de T. truncatus e naquelas depositadas como T.
cinnabarinus no grupo do Clado 3 foram encontradas e separam as sequéncias
do Clado 3 daquelas de T. urticae (ANEXO 6, B).

A hipbétese de que o primeiro grupo de cinco sequéncias de T.
cinnabarinus do Cladol pertencam a T. turkestani foi testada (ANEXO 6, C). As
trés posicdes diagndsticas (339, 411 e 454) relatadas por Navajas & Boursot
(2003) para T. urticae e T. turkestani foram observadas quando as cinco
sequéncias do Clado 1 foram incluidas juntamente com T. turkestani.
Entretanto, algumas diferencas foram observadas. Navajas & Boursot (2003)
encontraram na posicdo 358 as bases "T" ou "G", enquanto em T.
cinnabarinus, esta posicao foi ocupada pela base "C". A posicdo 309 em T.
turkestani foi ocupada pelas bases "A" e "C" alternadamente, enquanto nas de
T. cinnabarinus, a base “A” foi sempre presente. O segundo grupo de
sequéncias de T. cinnabarinus (DQ515788, DQ512868, DQ523842) agrupadas
no Clado 1, apresentaram a insercao de duas bases nas posi¢cdes 338 e 339,
sendo "C" e "A", respectivamente e a base "C" na posi¢cao 336. No estudo
comparativo dos sitios diagnosticos esse padrao foi similar ao obtido para T.
pueraricola (ANEXO 6, D).

Foram calculados os valores de divergéncia de nucleotideos entre cinco
espécies do grupo telarius distribuidas na filogenia (Figura 2.1), com e sem as
sequéncias depositadas como T. cinnabarinus e aquelas trés de T. urticae,
obedecendo os agrupamentos formados nos trés Clados (Figura 2.1) e a matriz

da distancia esta na Tabela 2.3.
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Tabela 2.3. Matriz de distancia entre cinco espécies de tetraniquideos, usando
a correcao Kimura 2-Parametros baseada nas sequéncias de ITS2 do DNA
ribossémico. Os resultados, entre parénteses, indicam os valores de distancias
obtidos ap6s a inclusdo das sequéncias de T. cinnabarinus e T. urticae

agrupadas nos Clados 1, 2 e 3, respectivamente (Figura 2.1).

T. urticae T.kanzawai  T.truncatus T.turkestani T. pueraricola
T. urticae 0.1(0.1
T. kanzawai 155 0.2(0.2)
T. truncatus 22 (21) 19 (17 0.3(0.1)
T. turkestani 111 1.3 (1.2 20 (19 0.3(0.3
T. pueraricola  1.5(1.3 14 (1.3) 21 (20 1.0(10 0.2(0.2)

Blocos sombreados = valores intraspecificos; blocos brancos = valores

interspecificos.

Observou-se que os valores de divergéncia, depois da adicdo das
sequéncias de ITS2 depositadas como T. cinnabarinus e das trés de T. urticae
agrupadas no clado de T. kanzawai (Clado 2) ndo mudaram, ou melhor
continuaram idénticos aos obtidos quando se considerou apenas as
sequéncias de T. kanzawai. Da mesma forma, os valores encontrados para
todas as sequéncias agrupadas no Clado 3 de T. truncatus, foram préximos,
antes (2,2) e depois (2,1) da inclusdo das sequéncias depositadas com T.
cinnabarinus. Estes resultados corroboram aqueles encontrados na analise
filogenética e no estudo dos sitios polimérficos.

A divergéncia entre as sequéncias ITS2 para as espécies
(interespecifica) do grupo T. telarius foi de 1,0 (T. turkestani e T. pueraricola) a
2,2 % (T. urticae e T. truncatus) e dentro das espécies (intraespecifica) de 0,1
(T. urticae) a 0,3 % (T. turkestani). Os resultados mostraram baixa divergéncia
entre T. urticae e T. turkestani (1,1%). Os valores de divergéncia baseados nas
sequéncias ITS2 para espécies aparentadas do género Tetranychus,
usualmente sdo baixos como 1,4% (T. urticae e T. turkestani) (Navajas et al.
1992), 1,3% (T. urticae e T. kanzawai) e 1,5% (T. mcdanieli e T. pacificus)
(Navajas et al. 1998). Ben-David et al. (2007) usaram as sequéncias ITS2

como regides de “cédigo de barra” e discriminaram 16 espécies (nove
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géneros) de Tetranychidae provenientes de Israel. Os autores estabeleceram
uma margem de 2% (valor da divergéncia) para diagnose de espécies e, em 14
das 16 espécies, as identificacbes foram confirmadas pelos caracteres
morfologicos. Eles, também, encontraram valores de divergéncia entre 1.0 -
1.5% para T. urticae e T. turkestani. De acordo com Navajas & Boursot (2003)
esses valores de divergéncia sao significativos e foram fixados pela alternancia
de trés bases de nucleotideos que representam as diferencas diagndsticas que
separam essas duas espécies irmds. Os mesmos trés nucleotideos
diagnosticos foram identificados no presente trabalho (ANEXO 6, C).

Com respeito as oito sequéncias ITS2 de T. cinnabarinus
remanescentes no Clado 1, sugere-se que trés acessos (DQ515788,
DQ512868, DQ523842) devam pertencer a T. pueraricola, enquanto 0s outros
cinco (DQ517305, DQ517792, DQ512870, DQ523840, DQ523841), talvez
possam pertencer a T. turkestani. Entretanto, pode-se afirmar que essas oito
sequéncias de T. cinnabarinus agrupadas no Clado 1, as de T. turkestani e de
T. pueraricola sao diferentes daquelas de T. urticae quando é acessada a
regido ITS2 do DNA ribossdmico. Que espécies realmente representam estas
oito sequéncias do Clado 1? Neste momento, qualquer afirmativa pode ser
prematura. Outros estudos assim como novas coletas de populagdes
acompanhadas de outras sequéncias de T. turkestani e T. pueraricola, devem
ser realizados, para clarificar as substituicdes e inser¢cdes de bases observadas
nas sequéncias ITS2. ApoOs estes estudos, se nenhuma sequéncia de T.
cinnabarinus permanecer como representante da espécie, a sinonimia, com T.
urticae, podera se confirmar.

Observando-se ainda o grupo formado exclusivamente pelas cinco
sequéncias depositadas como T. cinnabarinus (DQ517305, DQ517792,
DQ512870, DQ523840, DQ523841), pode-se sugerir, apesar do baixo suporte
aportado pelos valor de bootstrap, que se esta espécie é valida, ela poderia ser

representada por estas sequéncias.
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2.3.2. Variacdo das sequéncias do Citocromo Oxidase |, regido do DNA
mitocondrial nas espécies do grupo  telarius

As anotacbes da localidade e da planta hospedeira para uma
determinada sequéncia ITS2 (ANEXO 4) sédo coincidentes as encontradas nos
acessos das sequéncias COIl (ANEXO 5) para T. cinnabarinus. Isto sugere que
estas sequéncias foram obtidas de acaros da mesma populacéo ou, talvez, até
do mesmo individuo.

O tamanho das sequéncias COI de T. cinnabarinus depositadas no
GenBank variou de 410 pb a 598 bp e o comprimento final utilizado nas
analises foi 390 pb. O alinhamento foi obtido, sem ambiguidade, e nenhuma
insercdo ou delecdo foi observada. Oitenta e sete posi¢cdes variaveis com 94
mutacbes e 68 de posicOes informativas parcimoniosas foram encontradas.
Entre as 28 sequéncias COI disponiveis de T. cinnabarinus, 16 haplotipos
foram observados e o indice de diversidade (Hd) foi de 0.9550.

As distancias genéticas entre as sequéncias COIl depositadas como T.
cinnabarinus mostraram altos valores (Figura 2.2) atingindo 0.126 (12.6%).
Quarenta e trés por cento das sequéncias mostraram valores entre 0.076 a
0.119 (7.6% e 11.60%), indicando variacao interespecifica e ndo uma variacao
intraespecifica de populagbes de T. cinnabarinus. Navajas et al. (1998)
calcularam as distancias genéticas baseadas nas sequéncias COIl de cinco
espécies de Tetranychus (T. urticae, T. kanzawai, T. mcdanieli, T. pacificus e T.
neocaledonicus) e encontraram valores entre 0.062 a 0.116 (6.2 a 11.6%). Os
valores encontrados para T. cinnabarinus também foram mais altos do que a
meédia de 7.59%, encontrada por Ros & Breeuwer (2007) entre géneros em

Tetranychidae.
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Figura 2.2. Distribuicdo da distancia genética entre 28 popula¢des do acaro,
Tetranychus cinnabarinus (ANEXO 5), baseada nas sequéncias do gene

mitocondrial, fragmento COI.

A andlise das sequéncias de T. cinnabarinus com aquelas das espécies
avermelhadas de Tetranychus néo detectou erros de eventual identificacédo
nessas sequéncias.

A analise filogenética (Figura 2.3) revelou que as sequéncias COlI
depositadas como T. cinnabarinus também se dividiram em trés clados, nos
quais foram incluidos outras espécies do grupo telarius. Um grupo externo (out
group) formado por trés sequéncias (DQ437551, DQ437544, DQ437566) foi
observado. Dois acessos (DQ6456483, DQ437546) de T. cinnabarinus
ramificaram-se juntamente com T. urticae.

O Clado 2 agrupou as sequéncias de T. kanzawai e mais as seis
depositadas como T. cinnabarinus formando grupo solido. O Clado 3 (99% de
escore de bootstrap) agrupou as trés sequéncias de T. truncatus, as 12
depositadas como T. urticae (Xie et al. 2006) provenientes da China e outras
12 depositadas como T. cinnabarinus (Xie et al. 2008). Estes autores nédo
mencionaram se fizeram o exame morfolégico para a identificacdo das

espécies. Hinomoto et al. (2007) renomeou estas sequéncias de T. urticae
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Figura 2.3. Relacdes filogenéticas baseadas nas sequéncias COI, de Tetranychus cinnabarinus, T.
urticae, T. kanzawai, T. truncatus, T. turkestani (ANEXO 5). O método Neighbour-Joining foi usado
baseado nas distancias calculadas pelo algoritimo Kimura 2 paréametros. Valores de bootstraps
(10.000 replicacdes) em porcentagem sdo mostrados proximos as ramificacdes. A escala indica as
distancias evolutivas inferidas pelos nimeros de substituicdes de bases por posicao.
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da China como T. truncatus baseando-se na identificacdo morfologica de novas
amostras de acaros coletados no Japdo que apresentaram similaridade das
sequéncias COI. Igualmente, as 12 sequéncias remanescentes de T.
cinnabarinus do Clado 3 devem ser de T. truncatus. A arvore ilustra e suporta
esta hipotese (Figura 2.3).

Cinco sequéncias depositadas como T. cinnabarinus formaram um grupo
isolado no Clado 1 com alto valor de bootstrap (99%). E possivel, que estas
sequéncias possam ser de T. cinnabarinus, como ja mencionado nos estudos
da regido ITS2.

O grupo externo (out group) das sequéncias de T. cinnabarinus foram
altamente divergentes (8.7% e 12.6%) quando comparado com as outras
sequéncias examinadas, sugerindo que elas pertencem a diferentes espécies
de Tetranychus ou até mesmo a géneros diferentes. Ros & Breeuwer (2007)
consideraram, potencialmente, estas sequéncias como novas espécies. Na
verdade, estas trés sequéncias do grupo externo (DQ437551, DQ437544,
DQ437566) e as outras cinco isoladas no Clado 1 (DQ437548, DQ437553,
DQ437559, DQ437564, DQ437565), ndao podem ser identificadas porque
detalhes dos espécimens sdo desconhecidos.

Todas as sequéncias de T. urticae formaram subclados, com maior ou
menor suporte, e as de T. turkestani agruparam neste grupo. Resultados
similares foram encontrados anteriormente (Navajas & Boursot 2003; Ros &
Breeuwer 2007). Os espécimens de T. turkestani foram divididos em dois
grupos, um deles contendo quatro sequéncias oriundas da Franca e Polonia
(AJ316600, AJ31661, AJ316603, AJ414583) e 0 outro com duas provenientes
da Holanda e dos Estados Unidos (AJ316602, AJ 316604). O ultimo grupo de
T. turkestani foi isolado com alto valor de bootstrap (94%). As outras
sequéncias de T. turkestani ficaram na mesma ramificagdo das amostras de T.
urticae da Asia (Japdo, Tailandia e China), Norte da Africa (Egito, Tunisia)
Europa (Itdlia, Grécia, Franca, Holanda) e Brasil. Observou-se um grupo
isolado de sequéncias de T. urticae (bootstrap 99%). Este grupo foi composto,
predominantemente, por espécimens coletados em paises banhados pelo mar

Mediterraneo, na Europa e na Africa, com uma sequencia do Jap&o e outra do
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Brasil. De acordo com Navajas & Boursot (2003) a especiacao de T. urticae e
T. turkestani € recente, o suficiente para que as segregacdes das linhagens
detectadas nas sequéncias de COI tenham ocorrido, assim estas espécies
irmas ainda n&o atingiram a monofilia para o mtDNA (Figura 2.3).

Foi calculada a divergéncia baseada nas sequéncias COI entre quatro
espécies do grupo telarius, com e sem as sequéncias depositadas como T.
cinabarinnus e T. urticae amostradas na China, que se dividiram nos Clados 2
e 3 (Tabela 2.4). As cinco sequéncias de T. cinnabarinus isoladas no Clado 1
mais aquelas do grupo externo foram incluidas nas analises de divergéncia

como duas espécies diferentes.

Tabela 2.4. Matriz de distancia entre quatro espécies de tetraniquideos, usando
a correcdo Kimura 2-Parametros baseada nas sequéncias COl do DNA
mitocondrial. Foram incluidos como taxons separados as cinco sequéncias de
T. cinnabarinus agrupadas no Clado 1 e aquelas do grupo externo.(out group).
Os resultados entre parénteses indicam os valores das distancias incluindo as
sequéncias de T. cinnabarinus e T. urticae agrupadas nos Clados 2 e 3

respectivamente (Figura 2.3).

T.urticae T.kanzawai T.truncatus T.turkestani T.cinnabarinus ? Out group

T. urticae 3.2(3.2)

T. kanzawai 6.8 (6.8) 12(1.1)

T. truncatus 8.4 (8.5) 6.9 (7.0) 0.0 (0.08)

T.turkestani 3.4 (3.4) 6.6 (6.6) 8.1 25

T. cinnabarinus ? 6.40 7.1 8.4 5.8 0.6

Out group 11.9 10.5 10.0 11.5 11.6 7.3

Blocos sombreados = valores intra-populacionais; blocos brancos = valores

entre populacdes.

Os valores de divergéncia calculados ap0s a adicdo das sequéncias
depositadas como T. cinnabarinus as sequéncias de T. urticae, T. kanzawai e
T. truncatus foram similares e, provavelmente, estas sequéncias COIl de T.
cinnabarinus pertengam aos respectivos tdxons nos quais foram agrupados.

A divergéncia interespecifica entre T. urticae e T. kanzawai foi 6.8%

valor similar ao encontrado por Navajas et al. (1998). A diferenca dentro de T.
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urticae atingiu o valor maximo de 6.3% e em T. kanzawai 5.5 %. Para o calculo
da divergéncia interespecifica as sequéncias oriundas da China depositadas
erroneamente como T. urticae ndo foram incluidas pois, provavelmente, sdo de
T. truncatus. A diferengca minima entre T. urticae e T. kanzawai foi de 3.5 %.
Entre as espécies do grupo telarius, T. urticae e T. kanzawai apresentaram

elevado valor de variacdo intraespecifica.

2.3.3. Coletas de acaros

Durante a identificacdo das laminas das novas populacdes de T. urticae,
foi encontrado mais de uma espécie de Tetranychidae na mesma planta
hospedeira, ou até na mesma folha, com sobreposicdo de espécies de
Tetranychus e de géneros. Por exemplo, em uma amostra coletada em soja,
foram encontrados espécimens de T. urticae juntos com Mononychellus planki
(McGregor, 1950); T. desertorum Banks, 1900 e T. gigas Pritchard & Baker,
1955 e T. desertorum e M. planki. Da mesma maneira, T. urticae e M. tanajoa
(Bondar, 1938) foram encontradas juntas em uma folha de mandioca e, ainda,
T. ludeni Zacher, 1913 e T. urticae em plantas de feijdo. A ocorréncia
simultanea de diferentes espécies de acaros fitofagos numa planta hospedeira,
ndo é novidade e ja foi relatada por Foott (1962, 1963). A presenca de
infestacfes mistas evidencia a importancia da identificacdo morfolégica como
um processo basico para subsidiar os estudos de biologia molecular.

Com respeito aos problemas de identificacdo errdbnea apontados aqui,
observou-se que os fendétipos considerados pelos autores que depositaram as
sequéncias como T. cinnabarinus foram confundidos com T. urticae, T.
kanzawai, T. truncatus ou até mesmo com T. pueraricola e, provavelmente, as
sequéncias de ITS2 e COI foram geradas de espécimens incorretamente
identificados como T. cinnabarinus. Pode ser que as identificacdes tenham sido
feitas por uma pessoa néo especialista ou, talvez, tenha havido a ocorréncia de
populacbes mistas nas folhas, o que pode ter conduzido aos erros. E sempre
recomendavel que a identificacdo das espécies seja confirmada pelo critério
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morfolégico por um especialista em taxonomia antes do inicio dos estudos

moleculares.

2.4. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados da revisdo de 117 sequéncias ITS2 e de 149 COI
depositadas no Genbank incluindo 18 novas sequéncias de T. urticae
mostraram a necessidade da confirmacdo especifica, especialmente para as
espécies do grupo telarius, previamente ao inicio de estudos de biologia
molecular. Todos os resultados derivados das sequéncias ITS2 e COI foram
equivalentes e complementares o que fornece maior sustentabilidade aos
problemas de identificacdo errbnea das espécies do grupo telarius. Também,
foi observado que para cada sequéncia ITS2 de T. cinnabarinus ha uma COI
correspondente, cujas informacdes de coleta sdo equivalentes, o que corrobora
a suspeita de identificacdo errénea. A investigacao do fragmento ITS2 mostrou
que seis sequéncias identificadas como de T. cinnabarinus (DQ517304,
DQ523836, DQ523837, DQ523838, DQ523839, DQ512866) mais trés de T.
urticae (AB257736, AB257737, AB257738) pertencem a T. kanzawai. Também
sugeriram que 13 sequéncias de T. cinnabarinus (DQ517300, DQ517301,
DQ517302, DQ517303, DQ515786, DQ515787, DQ515789, DQ515790,
DQ515791, DQ512867, DQ512869, DQ523843, DQ523844) pertencem a T.
truncatus. De acordo com os resultados, duas sequéncias (DQ656483 e
DQ437546) depositadas como T. cinnabarinus, provavelmente, sdo de T.
urticae. O estudo da regidao COI indicou que seis acessos de T. cinnabarinus
(DQ437560, DQ437561, DQ437562, DQ737563, DQ437549, DQ437558)
devem ser de T. kanzawai, enquanto outros doze (DQ437542, DQ437543,
DQ437545, DQ437547, DQ437550, DQ437552, DQ437554, DQ437555,
DQ437556, DQ53757, DQ437567 e DQ437568) podem ser de T. truncatus.

As andlises indicaram que as sequéncias ITS2 e COIl podem ser
marcadores moleculares muito Uteis na identificacdo de espécies, em estudos

de genética de populacbes e na distincdo de espécies aparentadas de acaros
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tetraniquideos. Apesar dos caracteres morfoldgicos estarem disponiveis para a
identificacdo, a distincdo de espécies muitas vezes pode ser extremamente
dificil e seria imprescindivel que o taxonomista fosse envolvido com as
pesquisas moleculares.

Uma possibilidade que emerge dessa analise é a dificuldade da
identificacdo precisa das espécies do grupo telarius baseada nos caracteres
morfologicos e, assim, muitos deles podem ter sido identificados erroneamente,
consequentemente, as sequéncias ITS2 e/ou de COI correspondentes,
depositadas no GenBank, podem pertencer a outras espécies. Infelizmente, a
maioria das publicacdes que utilizaram as sequéncias ITS2 e COI oriundas de
espécimens do grupo telarius ndo informaram se o depdsito de material
voucher para a confirmagdo morfoldégica foi efetuado. Assim, aquelas
sequéncias questionaveis nao podem ser reavaliadas, validadas ou sequer
corrigidas. Sem duvida, a pesquisa genética com acaros Tetranychidae tem
avancado e se beneficiado da utilizacdo de ferramentas moleculares para o
entendimento das relacdes de espécies proximas, de estudos filogenéticos, de
estrutura genética, de processos histéricos e origem das invasfes bioldgicas.
Os problemas levantados enfatizam que € necesséario cuidado, pois o0s
resultados de um estudo podem ser aplicados a outros. Para a continuidade da
producdo de resultados confiaveis e de alta qualidade que sirvam como um
guia efetivo para outros estudos, especialmente no tocante as espécies grupo

telarius estas consideracdes devem observadas.

Exemplares vouchers conservados nas colecfes de referéncias

A identificacdo taxondmica acurada é a base para a pesquisa em
biologia, independente se o foco € o estudo filogenético, evolutivo, genético,
comportamental, ecoldgico, fisiolégico e aqueles aplicados. O reconhecimento
de espécies cripticas ou entidades intraespecificas sdo essenciais para muitos
projetos. E importante a boa preservacdo de alguns espécimens de cada

amostra para futuras verificacdes. Sequéncias de DNA devem ser de alta
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qualidade e sempre associadas aos espécimens vouchers cuja origem e 0
status (nome) devem ser registrados (Ruedas et al. 2000; Marrelli et al. 2006).
Seria interessante usar um protocolo de extracdo do DNA nao-destrutivo que
pudesse prover a menor distorcdo possivel do espécimen utilizado, permitindo
a preservacao dos vouchers para identificacdo morfologica (Rowley et al.
2007). No caso especifico de &caros tetraniquideos, cuja identificacdo baseia-
se, principalmente, no macho (aedeagus) e os estudos moleculares nas
fémeas, seria necessario a preservacdo de um numero significativo dos
espécimens da populagdo estudada para certificar a identificacdo correta. O
depdsito de exemplares vouchers em colecdes de referéncia serve como
plataforma para garantir a preservacao dos espécimens e permitir a 0 acesso a
informacéo e a comunicacao entre os pesquisadores (Hebert & Gregory, 2005;
Caesar et al. 2006;).

Uso de varios marcadores moleculares

Técnicas moleculares estdo prontamente disponiveis na maioria dos
institutos e centros de pesquisa do mundo e o custo de sequenciamento de
DNA tem se tornado economicamente viavel. A utilizacdo de um Unico gene
mitocondrial para o codigo da barras e a taxonomia baseada unicamente no
DNA parecem ainda inapropriados para atingir conclusdes efetivas a respeito
da identificagdo de organismos. Além disso, esse conhecimento mal construido
pode levar a erros de interpretacdo dos processos evolutivos e da diversidade
ecologica dos Tetranychidae. Com efeito, para os tetraniquideos sugere-se a
utilizacdo de sequéncias mitocondriais e nucleares que sdo ferramentas
bastante Uteis na separacdo de espécies de acaros aparentadas (Navajas
1998; Navajas et al. 1998; Navajas & Fenton 2000; Navajas & Boursot 2003;),
assim como em outros grupos de artropodes (Bull et al. 2006; Greenstone
2006). E preciso considerar, também, que uma vez extraido o DNA dos
exemplares, varias analises podem ser efetuadas e uma série de informacgdes

pode ser gerada, incluindo estudos com: Random Amplified Polymorphic DNA
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(RAPD), marcadores de Restriction Fragment Length Polymorphic (RFLP) e

microssatélites que podem auxiliar nas pesquisas com acaros tetraniquideos.

Importancia das variagdes intraespecificas no uso d e marcadores ITS2 e
COl

A identificacdo de espécies se baseia na determinacdo de caracteres fixos
ou nagueles que, embora variaveis, sejam conhecidos nas populacdes. Em
estudos genéticos as amostras representativas sdo compostas de varios
espécimens de cada localidade e de outras que representam a distribuicdo
geografica da espécie. Se houver, ainda, a ocorréncia de polimorfismo
intragendbmico € necessario a clonagem dos produtos de PCR e o
sequenciamento dos clones de cada espécimen, antes de indicar a ocorréncia
de espécies novas ou cripticas. (Van Bortel & Coosemans 2003). A variacéo
intraespecifica e o complexo de espécies devem ser, suficientemente,
investigados. Foi encontrada alta homogeneidade nas sequéncias consensus
ITS2 para as espécies de Tetranychus estudadas, especialmente, entre 0s
espécimens de T. urticae. No entanto, foram observadas divergéncias
substanciais entre as sequéncias COIl de T. urticae, com valor maximo de
6,3%. Este valor excede a diferenca minima de 3,5% encontrada entre as
espécies T. urticae e T. kanzawai, por exemplo. A homogeneidade das
sequéncias de ITS2 do ribossoma nuclear encontrada em T. urticae contrasta
com o polimorfismo extensivo do COI mitocondrial. Esse tema foi bem discutido
por Navajas et al. (1998).

O Valor dos trabalhos cooperativos entre os taxonom istas e os bidlogos
moleculares — 0 uso de caracteristicas morfologicas € valioso para o

codigo de barras de DNA

Um uso complementar das caracteristicas morfologicas classicas e das

informacdes moleculares aumenta velocidade, a eficacia dos diagndsticos e
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confere maior confiabilidade aos estudos de genética de populacdes e aqueles
relativos a acarologia aplicada. Ferramentas moleculares sédo Uteis e
complementam a identificacdo, porém nao substituem a taxonomia tradicional.
A informacdo obtida dos marcadores moleculares € mais robusta na
descoberta da diversidade, quando associada aos conhecimentos de um
especialista em taxonomia. Novas técnicas e utlizagdo de protocolos
otimizados permitem a extracdo do DNA do exemplar voucher, que
posteriormente pode ser conservado, comecam a ser rotina nos procedimentos
de codigo de barras de DNA (Rowley et al. 2007) e, contribuem para a geracéo
de dados de alta qualidade. A formacgéo de banco de dados associativos como
o “Morph Bank e Genbank” é desejavel e aumentara a confiabilidade, a
utilidade do codigo de barras e tornara possivel a interacdo e a disponibilidade
de todas as informacdes pertinentes ao espécimem estudado (morfologia,
taxonomia, sequéncias de DNA, exemplares testemunhos e dados das coletas)
(Rowley et al. 2007). A aplicacdo da taxonomia integrativa ira contribuir
sobremaneira para a descoberta e ou a delimitacdo das espécies naturais (Will
et al. 2005) e possibilitara um melhor entendimento das espécies de
Tetranychus do grupo telarius e de outros grupos de organismos e, assim,
funcionar como uma estratégia efetiva para minimizar os problemas relativos a

identificacbes errbneas no futuro.
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CAPITULO 3

Filogenia, filogeografia e estrutura genética de po  pulacdes de
Tetranychus urticae Koch (Acari: Tetranychidae) inferidas das sequénci  as
de DNA daregiao ITSe COI

RESUMO

O acaro rajado, Tetranychus urticae Koch, é uma espécie polifaga que ataca
culturas agricolas em todo o mundo. Estudos de diversidade genética de T.
urticae foram conduzidos, principalmente na Franca, Espanha, Israel e Japéo,
embora essa espécie cause surtos em diversos paises, como por exemplo, no
Brasil, onde esta entre os acaros-pragas mais importantes do pais. Esse
estudo investigou a variabilidade genética, a filogenia, a estrutura genética e a
associacado a plantas hospedeiras em populacdes de T. urticae, coletadas ao
redor do mundo. Para isso foram utilizados os marcadores ITS do DNA
ribossomico e COI do DNA mitocondrial. Novas sequéncias dessas duas
regides do genoma foram obtidas de espécimes coletados no Brasil e na
Regido Paleartica (Franca, Espanha Peninsular, llhas Canarias, Grécia, Siria
Tunisia, Polbnia e Noruega) e foram analisadas conjuntamente com as
sequéncias de T. urticae recolhidas do GenBank. Os exemplares coletados
foram montados para as identificagcbes morfoldgicas. Os resultados indicaram
a ocorréncia de estruturacédo genética das populacdes de T. urticae analisadas
em funcéo da localidade geogréfica de coleta das mesmas. Entretanto, o efeito
da planta hospedeira ndo foi observado. A diversidade haplotipica, inferida
pelas duas regides do genoma analisadas nesse estudo (ITS e COIl) foi maior
entre 0s paises banhados pelo mar Mediterrdaneo. Nao se observou
variabilidade genética entre as populacdes de T. urticae coletadas nas cinco
regides do Brasil quando se avaliou a regidao ITS. A presenca de dois
haplétipos COI foi constatada no Brasil, um compartilhado com a Francga,
Espanha e llhas Canarias e outro com o Japao. Para validar os resultados
obtidos nesse estudo foi discutida a necessidade de novas pesquisas
explorando regifes geograficas do mundo ainda ndo amostradas, bem como
de aumentar o numero de populacdes coletadas por pais estudado.

Palavras chaves: &caro rajado, DNA mitocondrial, DNA ribossémico,
marcadores moleculares, sequéncias de DNA, variabilidade genética.
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Phylogeny, phylogeography and genetic structure in Tetranychus urticae
Koch (Acari: Tetranychidae) populations inferred fr om ITS2 and COI DNA

sequences

ABSTRACT

The two-spotted spider mite Tetranychus urticae Koch is a highly polyphagous
species which produces damages in many crops worldwide. Studies on the
genetic variability of T. urticae populations were conducted in France, Spain,
Israel and Japan, although this spider mite produces outbreaks in many other
countries, as the case of Brazil, where it is considered one of the most
important pest among the phytophagous mites. This study deals with the
genetic variability, phylogeny, genetic structure and host plant associations in
T. urticae populations collected around the world. With this purpose were used
molecular markers from the ITS of the ribosomal DNA and COI of mitochondrial
DNA. New sequences of both regions were obtained from individuals collected
from Brazil and the Palearctic Region (France, continental Spain, Canary
Islands, Greece, Syria, Tunisia, Poland and Norway) and were jointly analyzed
with the T. urticae sequences deposited in the GenBank. In addition, other
individuals were collected and mounted for morphological studies. Results
indicated the occurrence of genetic structure of the T. urticae analyzed
populations according to its geographic collection locality. However, the effect
of the host plant was not observed. The haplotypic diversity inferred since
genomic regions (ITS and COI) was higher among the Mediterranean
countries. Genetic variability was not observed among populations from
different regions in Brazil from where the ITS region was assessed. Two COI
haplotypes were found in the Brazilian populations, one of them also present in
France, Spain and the Canary Islands and the other in Japan. Further studies
are needed to fully validate the obtained results with biological material from
unexplored geographical regions and increasing the number of populations
collected for studied countries.

Palavras chaves: DNA sequences, genetic variability, mitochondrial DNA,
ribosomal DNA, molecular markers, two-spotted spider mite.
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3.1. INTRODUCAO

O acaro rajado, Tetranychus urticae Koch 1936 (Acari: Tetranychidae) é
uma espécie polifaga que infesta culturas agricolas e plantas silvestres em
todo o mundo. Esse acaro ja foi relatado para 1.054 espécies hospedeiras e
ocorre em mais de 100 paises sendo considerado um dos acaros fitéfagos de
maior importancia econémica (Jeppson et al. 1975; Helle & Sabelis 1985). No
Brasil, T. urticae estd entre os principais acaros-praga do pais, seja pelo
namero de espécies vegetais atacadas como pelos danos a elas ocasionados
(Moraes & Flechtmann 2008). Os hébitos alimentares e a ampla distribuicdo da
espécie estimulam investigacdes: - T. urticae € uma espécie altamente polifaga
e cosmopolita ou é formada por grupos de populacbes geneticamente
diferentes que estdo associadas a hospedeiros ou regides especificas?

Avaliar a distribuicdo da variacdo genética dentro de uma espécie, definir
as causas dessa variacdo, reconhecer os efeitos das mudancas genéticas
atuais e distingui-los dos efeitos historicos que promoveram a divergéncia ou o
isolamento de certas populagcfes é uma tarefa dificil. As técnicas moleculares
véem sendo utilizadas para esclarecer questbes como essas. Diferentes
regides do genoma podem apresentar variados modos de evolugéo e/ou de
transmissdo e carregam informacfes complementares sobre os fatores
evolutivos responsaveis pela variagdo genética numa determinada espécie.
Adicionalmente, filogenias obtidas a partir de sequéncias de DNA podem ajudar
a reconstruir cenarios historicos e biogeograficos (Navajas et al. 1998; Navia et
al. 2005). A importancia dos estudos de filogenia e o uso da estrutura
geografica para auxiliar as inferéncias acerca do assunto tém sido abordados
(ver Malhorta & Thorpe 2004; Roderick 1996).

Os marcadores moleculares mais utilizados em estudos de evolugcao
molecular incluem a variacdo das sequencias da regido intergénica transcrita
denominada em inglés Internal Transcribed Spacer (ITS) do DNA ribossémico
e um fragmento do DNA mitocondrial, a regido codante para a Citocromo
Oxidase | (COI). A molécula do DNA mitocondrial apresenta heranca maternal,

0 modo de transmissao ao longo das geracoes é efetivamente hapldide, ndo ha
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recombinacdo e seus genes representam um loco genético unico (Avise et al.
1987; Hoy 1994; Roderick 1996). As filogenias inferidas a partir do DNA
mitocondrial juntamente com as informacOes geograficas das populacdes
amostradas provéem meios para a avaliacdo da estrutura geografica dessas
populacdes (Avise 1994; Brower et al. 1996; Hillis et al. 1996). A utilizacado do
fragmento COIl do DNA mitocondrial como um marcador pode ser util na
analise intraespecifica e interespecifica das relacdes filogenéticas de/entre
populacbes de espécies do género Tetranychus (Navajas et al. 1996, 1996a;
1998; Navajas 1998; Hinomoto et al. 2001; 2007; Nishimura et al. 2007). As
andlises filogenéticas podem ser utilizadas para determinar os padrbes de
distribuicdo filogeogréafica das populacdes (Roderick 1996; Avise 2000, Navia
2004) e a avaliacao dessas informacdes € importantes, uma vez que permite
investigar as rotas de colonizacdo, a histéria da migracdo de populacdes e
podem, ainda, ser utilizadas para sugerir o tracado e a origem das espécies, no
caso de introducfes acidentais de pragas exoticas em novas regides (Navajas
1998; Baliraine et al. 2004;Navia et al. 2005; Lozier et al. 2008).

A regido ITS do DNA ribossémico apresenta localizacdo nuclear na
célula, seu genoma é dipldide e ocorre recombinagéo. Sequéncias da segunda
regido intergénica ITS2 tém sido amplamente utilizadas nas analises das
relaces filogenéticas, nos estudos de variacdo intra e interespecifica e na
diagnose de espécies. Em acaros eriofiideos as diferencas observadas entre
as sequéncias da regido ITS1 foram utilizadas na identificacdo de espécies do
género Cecidophyopsis (Acari: Eriophyidae) (Kumar et al. 1999). Em insetos, 0
estudos da variabilidade intraespecifica e a definicho de complexos em
populac6es do mosquito Anopheles foram conduzidos a partir da andlise de
sequéncias da regido ITS2 (Fairley et al. 2005; Marrelli et al. 2006). Navajas
(2001) e Navajas et al. (2002) concluiram que o estudo da regido do ITS2
(rDNA) acompanhado de estudos morfolégicos e cruzamentos € muito Gtil na
distincdo de taxons intimamente relacionados em Acari, Tetranychidae, e
utilizaram estas sequéncias ITS2 na distingéo entre as espécies de T. urticae e
T. turkestani Ugarov & Nikolskii e, ainda, para estabelecer a sinonimia entre T.

kanzawai Kishida e T. hydrangea Pritchard & Baker.
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Alguns estudos tém sido conduzidos com o objetivo de avaliar a
diversidade e a estrutura genética de T. urticae, bem como investigar os fatores
relacionados com estas variacdes e inferir sobre a origem das populacdes
(Tsagkarakou et al. 1997; 1998; Navajas 1998; Navajas et al. 1998; Navajas &
Boursot 2003; Xie et al. 2006; Hinomoto et al. 2001; 2007; Ros & Breeuwer
2007). Os resultados que vém sendo obtidos sdo discordantes em alguns
aspectos e nao conclusivos.

De um modo geral, foi descrito um padrdo filogeografico para as
populacdes de T. urticae coletadas ao redor do mundo. Navajas et al. (1998)
encontraram a presenca de dois agrupamentos distintos, sendo um composto
pelas populacdes do Mediterraneo e outro por populacdes de origens mistas. O
agrupamento do Mediterraneo apresentou alta diversidade genética e foi
considerado como centro de origem da espécie que, posteriormente, a partir de
subgrupos, colonizou outras regiées do hemisfério Norte e do mundo.
Resultados semelhantes foram obtidos por Hinomoto et al. (2001). Entretanto,
nos estudos conduzidos por Ros & Breeuwer (2007) o padréo filogeografico
descrito por Navajas et al. (1998) nao foi confirmado. Os autores também né&o
encontraram correlacdo entre a divergéncia das sequéncias do DNA
mitocondrial e a associacdo a plantas hospedeiras e, colocaram em duvida a
existéncia do padrdo filogeografico. Consideraram que T. urticae é uma
espécie que infesta varias commodities e que provavelmente o comércio e o
transito internacional de mercadorias podem influenciar a distribuicdo das suas
populacdes ao redor no mundo. Esse fato afetaria qualquer relagcdo entre a
localizac&o geogréfica e a filogenia. A presenca de parasitas reprodutivos como
Wolbachia e Cardinium também poderiam afetar os padrdes filogenéticos.

Outro fator que pode estar interferindo na obtencédo dos resultados
discordantes sobre a estrutura genética das populacdes de T. urticae € a
utilizacdo de sequéncias do GenBank que, muitas vezes, nao correspondem
ao tdxon T. urticae e sim, a espécies préoximas do grupo telarius cuja
identificacdo pode ter sido errbnea ou até mesmo a tdxons cuja sinonimia com
T. urticae ainda é bastante discutida, como Tetranychus cinnabarinus

Boisduval, por exemplo (ver Capitulo 2). Hinomoto et al. (2007) identificaram 13
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sequéncias da regidao COI mt(DNA) depositadas erroneamente como T. urticae
no GenBank e obtidas, na verdade, de sequéncias de espécimes de T.
truncatus Ehara.

O presente estudo, investigou a filogenia, os padrdes filogeograficos e a
associacado a plantas hospedeiras em populacdes de T. urticae coletadas em
varias regides do mundo utilizando os marcadores COI e ITS2. Novas
sequéncias da regido COI (n=20) do DNA mitocondrial e da regido ITS2 (n=55)
de T. urticae coletadas no Brasil e na Regido Paleartica foram obtidas e
incluidas nas analises conjuntamente com as sequéncias de T. urticae
disponiveis no GenBank. As sequéncias depositadas como T. cinnabarinus e
outras sequéncias com suspeitas de erros de identificacdo ndo foram
consideradas nas analises. Para tanto, foram conduzidas analises filogenéticas
e estudos da variabilidade intraespecifica com a apresentacdo dos valores da
distancia e dos indices de diversidade genética. A distribuicdo da variagdo

genética intraespecifica foi avaliada utilizando AMOVA.
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OBJETIVOS

Esse capitulo foi elaborado com o objetivo geral de contribuir para o
conhecimento da variabilidade genética, da filogenia e da estruturacdo em
populacdes de Tetranychus urticae no mundo, incluindo populacées do Brasil,
utilizando as regides ITS do DNA ribossémico e COl do DNA mitocondrial.

Foram estabelecidos os seguintes objetivos especificos:

1. Caracterizar as populacdes de T. urticae quanto a variacdo genética atraves

da analise das regides ITS e COl;

2. Investigar o efeito das variacbes geograficas e de plantas hospedeiras na
estrutura genética em populagcdes de T. urticae coletadas ao redor do mundo,

incluindo as novas populagdes obtidas nesse estudo;

3. Analisar a distribuicdo e a frequéncia da variacdo genética nas populacdes

de T. urticae no mundo.
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3.2. MATERIAL E METODOS

As analises moleculares das amostras de Tetranychus urticae foram
conduzidas no Centre de Biologie et Gestion des Populations (CBGP),
laboratorio avancado do Institut National de la Recherche Agronomique (INRA)
localizado em  Monferrier-sur-Lez, Languedoc Roussillon, Franca e no
Laboratério de Acarologia, Quarentena Vegetal, da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia, Brasilia, DF. As atividades deste trabalho foram
divididas em trés etapas: 1) obtencdo de amostras de acaros Tetranychus
urticae no Brasil e regido Paleartica, 2) analises moleculares de DNA -
extracdo, amplificacdo e sequenciamento; 3) analises das sequéncias de

nucleotideos.

3.2.1. Obtencéo de amostras de acaros Tetranychus urticae

Foram obtidas 59 amostras de T. urticae originarias de nove paises em
diferentes plantas hospedeiras. No Brasil foram coletadas 22 populac¢des
(Tabela 3.1; Figura 3.1). As demais popula¢es foram da Franca (15) Espanha
Insular (10), Ilhas Canarias (5), Grécia (1), Noruega (1), Polénia (1) Siria (2),
Tunisia (1) e Canada (1) (Tabela 3.2; Figura 3.2).

No Brasil, a maioria das amostras foi coletada pela equipe de Acarologia
do Laboratério de Quarentena Vegetal, Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia conforme esta descrito no Capitulo I. Entre as amostras
selecionadas para os estudos moleculares foram incluidas duas amostras
coletadas por Mario Sato em mamao e morango em Presidente Prudente e
Serra Negra, respectivamente, e uma coletada em mamao em Monte Alegre do
Sul enviada por Adalton Raga, ambos pesquisadores do Instituto Biolégico de

Séao Paulo da Unidade de pesquisa localizada em Campinas, SP.
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Figura 3.1. Mapa do Brasil. Indicacdo dos pontos de coleta das populacdes de

Tetranychus urticae.



107

PL
CA FR
ES

sY
lihas Canérias TN GR

Codognan
Elne

La Gawde Bord du Var

Mandzlizu

Oceano Atlantico Norte
A

Franca
Pas de Jeu Laire
Ferpignan

Saint Maire

Saint Mazaire

Saint Pieme d'Oléron

P A N R

Toreiles

Itélia

Mar Meiterraneo

Banycles

m
o Bordils/Juid
- ] Legreie
Es pa n ha [ ] S. Andrew de Llavaner
=) S.Susanna
o Yilademuls

Figura 3.2. Mapa do mundo. A. Indicagédo dos pontos de coleta das populacdes de
Tetranychus urticae. B. Detalhe com os pontos de coleta na Franca e Espanha.




Tabela 3.1. Procedéncia das amostras de Tetranychus urticae coletadas no Brasil, com o cddigo da sequéncia, informacdes

sobre a planta hospedeira, data de coleta e regido do DNA ribossémico e/ou mitocondrial amplificada.

Cédigo Localidade Planta hospedeira Data de R?Qiéo
UF Municipio Longitude Latitude Nome cientifico Nome vulgar Familia coleta amplificada
1 DF Brasilia - Embapa Cenargen -47,9167 -15,7833 Phaseolus vulgaris L. Feijao Fabaceae 01/10/2004 ITS
2 DF Brasilia - Embapa Cenargen -47,9167 -15,7833 Fragaria x ananassa Duch.  Morango Rosaceae 01/10/2004 ITS
166  DF Brasilia - Embrapa Cenargen -47.9167 -15.7833 Solanum lycopersicum L tomate - estufa Solanaceae 21/05/2007 ITS
167 DF Brasilia - Embrapa Cenargen -47.9167 -15.7834 Fragaria x ananassa Duch. morango - estufa Rosaceae 21/05/2007 ITS
169 DF Brazlandia -48.2000 -15.6833 Solanum lycopersicum L tomate Solanaceae 22/06/2007 ITS
172 DF Brazlandia -48.2000 -15.6835 Solanum lycopersicum L tomate Solanaceae 02/07/2007 ITS
171 DF Brazlandia -48.2000 -15.6834 Fragaria x ananassa Duch. morango Rosaceae 02/07/2007 ITS
8 DF Planaltina - Taquara -47,5120 -15,6399 Solanum melongena L. Berinjela Solanaceae 17/11/2005 ITS
69 MG Estiva - Olaria -46,0172 -22,4628 Fragaria x ananassa Duch.  Morango Rosaceae 13/01/2006 ITS
175 PE Recife - Faz. Mumbecas -34.9166  -7.8237 Carica papaya L. mamao Caricaceae 13/06/2007 ITS -COI
188 PE Recife - UFRPE -34.9166  -7.8237 Solanum americanum Mill.  Maria-pretinha Solanaceae 24/09/2007 ITS
179 RR Boa Vista -60.9833  1.9333 Manihot esculenta Crantz  mandioca Euphorbiaceae  18/05/2007 ITS
186 RS Bela Vista - Trés Passos -53.8978 -27.4800 Fragaria x ananassa Duch.  morango Rosaceae 28/09/2007 ITS
184 RS Bela Vista - Trés Passos -53.8978 -27.4800 Cucumis sativus L pepino Cucurbitaceae  28/09/2007 ITS
161 RS Passo Fundo - Embrapa Trigo -52,4000 -28,2667 Triticum vulgare L. Trigo Poaceae 27/09/2006 ITS
185 RS Santa Maria UFSM -53.8333 -29.6833 Parthenium sp. partenium Asteraceae 26/09/2007 ITS
183 RS Sobradinho -53.0286 -29.4214 Fragaria x ananassa Duch.  morango Rosaceae 27/09/2007 ITS
174  SP Mogi Mirin -46.9422 -22.3722 Gossypium hirsutum L. algodao Malvaceae 2005 ITS
126 SP  Monte Alegre do Sul -46,6833 -22,6819 Fragaria x ananassa Duch.  Morango Rosaceae 24/04/2006 ITS
180 SP Piracicaba - Beira Rio -47.6492 -22.7253 Carica papaya L. mamao Caricaceae 05/07/2007 ITS
127 SP Presidente Prudente -51,3836 -22,1178 Carica papaya L. Mamao Caricaceae 24/04/2006 ITS
128 SP Serra Negra -46,7014  -22,6097 Fragaria x ananassa Duch.  Morango Rosaceae 24/04/2006 ITS
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Tabela 3.2. Procedéncia das amostras de Tetranychus urticae coletadas na Regido Paleartica e no Canada, com o cddigo da sequéncia,
informacgdes sobre a planta hospedeira, data de coleta e regido do DNA ribossdmico e/ou mitocondrial amplificada.

Cédigo  Pais Localidade Planta hospedeira Data Regiso
Regido/Departamento/Provincia  Municipio Longitud e Latitude Nome cientifico Nome vulgar Familia amplificada
REF. FR  Languedoc Roussillon Pyrénées-Orientales Elne 2,9682 42,5992 Nerium oleander L. espirradeira Apocynaceae ITS-COI
20_2 FR  Poitou-Charentes Charente-Maritime ~ Pas-de-Jeu-Laire -0,0668 46,9758 Solanum dulcamara L. dulcamara Solanaceae 10/07/2005 ITS
26_2 FR  Languedoc Roussillon Pyrénées-Orientales Torreilles 2,9928 42,7557 Prunus cerasus L. cereja Rosaceae 28/07/2005 ITS
6_1 FR  Languedoc Roussillon Pyrénées-Orientales Elne 2,9682 42,5992 Nerium oleander L. espirradeira Apocynaceae 26/06/2006 ITS-COI
72 FR  Poitou-Charentes Charente-Maritime ~ Saint Pierre d'Oléron -1,2952 45,9332 Datura stramonium L. estramonio Solanaceae 15/08/2006 ITS
81 FR  Poitou-Charentes Charente-Maritime ~ Saint Pierre d'Oléron -1,2952 45,9332 Solanum nigrum L. erva-moura Solanaceae 15/08/2006 ITS
12 1 FR Languedoc Roussillon Pyrénées-Orientales Perpignan 2,8941 42,7016 Datura stramonium L. figueira-brava  Solanaceae 20/09/2006 ITS-COI
24 3 FR  Languedoc Roussillon Pyrénées-Orientales Saint Nazaire 2,9909 42,6693 Datura stramonium L. figueira-brava  Solanaceae 20/09/2006 ITS-COI
116_2 FR  Prov-Alp-Cbte d'‘Azur  Alpes Maritimes La Gaude-Bord du Var 7,1509 43,7225 Urtica dioica L. urtiga Urticaceae 17/10/2007  ITS-COI
117_1 FR  Prov-Alp-Cbte d'‘Azur  Alpes Maritimes Mandelieu-La Napoule 6,9416 43,5236 Aristolochia sp. aristoloquia Aristolochiaceae 18/10/2007 ITS
119 1 FR  Prov-Alp-Cote d'Azur  Alpes Maritimes Mandelieu-La Napoule 6,9416 43,5236 Viola sp. amor perfeito  Violaceae 19/10/2007 ITS
120_1 FR  Prov-Alp-Cote d'Azur  Alpes Maritimes Nice-F. Bertaux 7,2662 43,7034 Phaseolus vulgaris L. feijao Fabaceae 15/10/2007 ITS-COI
Ma_1 FR  Languedoc Roussillon Pyrénées-Orientales Saint Maire 3,0159 42,7268 Datura stramonium L. estramonio Solanaceae 28/08/2006 ITS
TurtCod  FR Languedoc Roussillon Gard Codognan 4,2197 43,7324 Solanum melongena L. berinjela Solanaceae 31/07/2001 COl
Cod 2 FR  Languedoc Roussillon Gard Codognan 4,2197 43,7324 Solanum melongena L. berinjela Solanaceae 01/08/2001 COl
40_3 ES Catalunha - Girona Girona Banyoles 2,7647 42,1181 Solanum lycopersicumL  tomate Solanaceae 06/10/2005 ITS
Ba_1 ES Catalunha - Girona Girona Banyoles 2,7647 42,1181 Solanum lycopersicum L tomate Solanaceae 06/10/2005 ITS
41_2 ES Catalunha - Girona Girona Vilademuls/Galliners 2,8740 42,1336 Solanum lycopersicum L tomate Solanaceae 06/10/2005 ITS-COI
42 1 ES Catalunha - Girona Girona Bordils/Juia 2,9151 42,0369 Solanum lycopersicumL  tomate Solanaceae 06/10/2005 ITS-COI
Ej_1 ES Catalunha - Girona Girona Bordils/Juia 2,9151 42,0369 Solanum lycopersicumL  tomate Solanaceae 06/10/2005 ITS-COI
431 ES Catalunha - Barcelona Barcelona S. Andreu de Llavaneres 2,4815 41,5724 Solanum nigrum L. erva-moura Solanaceae 07/10/2005 ITS-COI
44 2 ES Catalunha - Barcelona Barcelona S. Andreu de Llavaneres 2,4815 41,5724 Solanum lycopersicum L tomate Solanaceae 07/10/2005 ITS
El_1 ES Catalunha - Barcelona Barcelona S. Andreu de Llavaneres 2,4815 41,5724 Solanum lycopersicum L tomate Solanaceae 07/10/2005 ITS
097_1 ES llhas Canérias Ténérife Santiago del Teide/Finca  -16,8145 28,2961 Musa acuminata Colla banana Musaceae 23/10/2006 ITS-COI
116_2 ES llhas Canérias Ténérife Granadilla de Abona -16,5632 28,0709 Solanum lycopersicum L tomate Solanaceae 23/10/2006 ITS-COI
119 2 ES llhas Canérias Ténérife Arico, Playa del Rio -16,4794 28,1778 Solanum lycopersicum L tomate Solanaceae 23/10/2006 ITS_COI
119 3 ES llhas Canarias Ténérife Arico, Playa del Rio -16,4794 28,1778 Solanum lycopersicumL  tomate Solanaceae 23/10/2006 COl
128 2 ES llhas Canarias Gran Canaria Aguimes, Playa -15,4456 27,9041 Solanum lycopersicum L  tomate Solanaceae 25/10/2006 ITS-COI
8 2 07 ES Catalunha - Barcelona Barcelona S.Susanna/C. de la Riera 2,7021 41,6431 Solanum melongena L. berinjela Solanaceae 05/08/2007 ITS-COI
LaRioja ES LaRioja Logrofio 2,4723 42,4555 desconhecido 29/06/1905 ITS
13 1 GR  Départ. du Lassithi lerapetra 25,7431 35,0230 Solanum melongena L. berinjela/estufa Solanaceae 05/06/2007 ITS-COI
30_4 NO Sogndal Sogndal West 7,1012 61,2307 Fragaria x ananassa Duch. morango Rosaceae 13/07/2007 ITS
38_2 PL Varsovie Warszawa 21.02 52.2599 Fragaria vesca Rosaceae 23/08/2005 ITS
Syl 2 SY Al Lathgiyah Lathagiyah Al Bassah 37,0500 36,6167 Solanum lycopersicum L. tomate Solanaceae 23/07/2007 ITS
Sy2 1 SY Dara 35,8333 35,5000 Solanum melongena L. berinjela Solanaceae 23/07/2007 ITS
141 7 TN  Grombalia Nabeul 10,7351 36,4506 Solanum nigrum L. erva-moura Solanaceae 28/10/2007 ITS
London/1 CA  Ontéario Vineland -79,3931 43,1551 Criacéo referéncia/Projeto  GENOMA 12/10/2007 ITS
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De cada amostra de T. urticae foram separados de 50 a 100 exemplares
destinados as analises moleculares. Para preservacdo do DNA, os &caros
foram acondicionados em alcool absoluto no microtubo, tipo eppendorf, com
capacidade de 1,5 ml. Os microtubos foram etiquetados com o numero da
amostra e foram colocados em caixas de polipropileno tampadas e
armazenados em freezer (Brastemp) a temperatura constante de — 20°C, até a
extracdo de DNA. Espécimes de todas as amostras submetidas a analises
moleculares foram montados em laminas de microscopia e identificados com

base em caracteres morfolégicos (Capitulo 1).

3.2.2. Andlises moleculares do DNA - extracdo, ampl ificacdo e

seguenciamento

3.2.2.1. Extracdo do DNA

O DNA gendmico de T. urticae foi extraido utilizando o kit de extracdo DNeasy
Tissue Kit (Qiagen) — Protocolo para cultura de células animais adaptado a
extracdo de DNA total de pequenos artropodes. Diversos procedimentos foram
realizados para ajustar a técnica de extracdo de DNA em T. urticae com o
DNeasy Tissue Kit (Qiagen) em virtude do surgimento de dificuldades iniciais
relacionadas com a conservacdo do material, provavel degradacdo do DNA e
auséncia de amplificacdo do DNA mitocondrial nas populacdes de T. urticae
coletadas no Brasil. Foram feitas alteragdes no protocolo de extracéo, testadas
novas enzimas Taq polimerase (PROMEGA, Envitrogen e TaKaRa), novos
primers foram desenhados e testados, as condicbes de PCR (Polymerase
Chain Reaction) foram otimizadas e foram conduzidos ensaios de gradientes
de temperatura, enfim uma série de procedimentos foram adotados visando o
aperfeicoamento das técnicas moleculares para obtencdo e amplificacdo do
DNA. Cerca de 50 % do montante das amostras de T. urticae obtidas
inicialmente foram utilizadas nessa etapa de testes. O protocolo descrito abaixo
foi considerado o mais adequado para a obtencdo de DNA com pureza e

quantidade necessarias aos procedimentos para de biologia molecular e
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identificagcdo de marcadores especificos para as populacdes em estudo. O
protocolo foi definido objetivando a extracdo de DNA de um Unico individuo.
Foram separados cinco individuos de cada amostra. Os microtubos contendo
um acaro cada um foram centrifugados com a tampa aberta durante trés
minutos a 13.000 rotagbes por minuto (rpm) para a retirada do excesso de
etanol da amostra (Centrifuga marca Eppendorf modelo 5415C). Em seguida,
para eliminar os residuos de etanol, os microtubos foram transferidos para a
centrifuga a vacuo, speed-vac, a temperatura ambiente por cinco minutos
(Eppendorf Vacufuge Concentrator - Modelo 5301 ). Com os microtubos no
gelo, uma solucdo tampéo fosfato - PBS - (90ul) foi adicionada aos tubos,
tomando-se o cuidado para que 0s acaros, intactos, permanecessem imersos
na solugéo. Adicionou-se, entédo, 10uL de proteinase K, seguida de 100 pL de
tampdo AL. A solucdo foi completamente homogeneizada com um vortex
mantendo-se o tubo na posicao vertical. Para garantir a submersao dos acaros
na solugdo, os tubos foram centrifugados por 1 minuto a 13.000 rpm. Em
seguida, foi efetuada a agitagdo manual delicada dos tubos para homogeneizar
novamente a mistura. Os acaros foram incubados por 1:00 a 3:00 horas a
70°C. Apoés a incubacao, os microtubos foram centrifugados por 1 minuto a
8000 rpm. Entdo, 100uL de etanol absoluto foram adicionados ao tubo e
misturados a solucgéo, utilizando-se o vortex. A mistura foi transferida para uma
coluna DNeasy colocada sobre um tubo de coleta de 2 mL e centrifugada a
8.000 rpm por 1 min. A solucdo que passou pela coluna e o tubo de coleta
foram descartados e a coluna transferida para um novo tubo coletor de 2 mL.
Foi adicionado ao tubo 250 pL de tampdo AW1 e o tubo foi centrifugado a
8.000 rpm durante 1 min. A coluna foi transferida para um novo tubo coletor de
2 mL, recebeu 250 pL de tampdo AW?2 e foi centrifugada a 13.000 rpm por 3,
min, para eliminar todo o etanol antes da eluigdo. A coluna foi, entdo, acoplada
a um microtubo de 1,5mL e 50 yL de agua ultrapura foram colocados sobre a
membrana da coluna. Os tubos permaneceram durante 10 minutos no gelo e
em seguida foram centrifugados, a 8.000 rpm, por 2 min. ApGs a extragao, 0s

tubos foram armazenados a -20°C.
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3.2.2.2. Amplificacdo através da Reagdo em Cadeia d a Polimerase - PCR

(Polymerase Chain Reaction)

Apbs a extracao, dois fragmentos do DNA foram amplificados para cada
individuo: a regido intergénica ITS (18S-ITS1-5.8S-ITS2-28S), do inglés,
Internal non coding Transcribed Spacer, do DNA ribossébmico e a regiao
Citocromo Oxidase | (COIl) do DNA mitocondrial. A reacdo de amplificacéo,
utilizando-se a técnica de PCR, foi realizada em um volume final de 25 pL
contendo 2.5 pL de tampéo 10x Taq DNA Polymerase (Qiagen), 0.13 un/pL (5
unidades) de Tag DNA Polymerase (Qiagen), 2 uL de dNTP (2,5 mM de cada
base), 0.5 uM de cada oligonucleotideo iniciador primer (10 uM), 2 ul of MgCl,
(25 mM), 15.37 pL ou 13.37 pL de agua e 2 ou 4uL do DNA a ser amplificado
para ITS e COI, respectivamente.

O termociclador (Eppendorf — Mastercycler 5333) utilizado na
amplificacdo do DNA foi programado com o seguinte perfil de amplificacdo: as
amostras foram desnaturadas a 94 °C durante 3 min e submetidas a 35 ciclos
de PCR, sendo 1 min de desnaturacdo a 94 °C, 1 min de anelamento a 51 °C e
1,5 min de extensédo a 72 °C, finalizando com 72 °C por 10 min, baixando a 10
°C até a retirada da amostras.

Ao término da PCR adicionou-se o tampao de amostra a 5 ul do produto
de PCR e os respectivos fragmentos foram entdo separados por eletroforese
em gel de agarose a 1%. Em seguida, foram corados em solugdo contendo
0,01% de brometo de etidio em 0,5x de tampao TBE (45mM tris base, 45 mM
acido borico e 1mM EDTA, ph 8.0) e visualizados em um fotodocumentador
sob transiluminagéo ultravioleta.

Os oligonucleotideos iniciadores (primers) direto e reverso usados foram
0 18S e 0 28SC para a regido ITS (Navajas et al. 1998). Os primers utilizados
para amplificar o fragmento COI foram o C1J1718 (Navajas & Boursot 2003) e
o 773 (Navajas & Boursot 2003) (Tabela 3.3; Figura 3.3).
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3.2.2.3. Sequenciamento das regides ITSe COI

Os dois fragmentos ITS e COI foram sequenciados utilizando-se o
método “BigDye Terminator” (Perkin Elmer, Foster City, CA) em um
sequenciador de DNA automatizado ABI PRISM 3700 (Applied Biosystems
Inc.).

Ambos os primers (extremidades 3’e 5") utilizados no PCR para a regiao
ITS foram utilizados para o sequenciamento. Adicionalmente, foram utilizados

dois outros primers internos (InternalS e o InternalSRev) que juntos
possibilitaram o sequenciamento da regido ITS completa ( = 1200 pares de

base). Esses primers foram definidos em regides altamente conservadas da
regido ITS, flanqueando os genes 5,8S e 28S (Navajas et al. 1994). Da
mesma forma, para o sequenciamento da regido COI (= 890 pares de base)
foram utilizados dois primers adicionais, o IntCOIl e o IntCOIRev, além daqueles
utilizados na amplificagcdo do fragmento do DNA (Tabela 3.3; Figura 3.3).

Para a producdo do sequenciamento das regides ITS e COI foram
conduzidas cinco reacdes de PCR por amostra de DNA e o produto obtido foi
reunido, quantificado e enviado diretamente para o sequenciamento.

As distintas sequéncias distintas obtidas da regido ITS e COI de T.
urticae serdo depositadas no GeneBank. Os alinhamentos de todas as
sequéncias estdo disponiveis com R. S. de Mendonca e D. Navia nos
enderecos renatasm@cenargen.embrapa.br e navia@cenargen.embrapa.br,

respectivamente.
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Figura 3.3. Fragmentos amplificados, direcéo e primers utilizados na amplificagéo e

sequenciamento das regides ITS e COI no estudo de Tetranychus urticae.

Tabela 3.3. Fragmentos amplificados e sequéncia dos primers utilizados na

amplificacdo por PCR e no sequenciamento, no estudo das populacdes de

Tetranychus urticae.
Fragmento Primers Sequéncia Localizacédo Utilizagdo
amplificado
18S 5'-AGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAG-3 3’ of 18S PCR/Sequenciamento
rDNA 28SC 5-ATATGCTTAAATTCAGCGGG-3 5" of 28SC PCR/Sequenciamento
ITS InternS 5-GATCACTCGAATTACCAATCG-3 5.8S-InternS Sequenciamento
InternSBis 5-CTGTCTGAGAGTTGAGAAGTG-3' 5.8S InternSRev  Sequenciamento
C1J1718 5'-GGAGGATTTGGAAATTGATTAGTTCC-3' C1J1718 PCR/Sequenciamento
MDNA INtCOI Rev  5-TACAGCTCCTATAGATAAAAC-3’ 773 PCR/Sequenciamento
col IntCOI 5'-GGNGANCCTATTTTATATCAAC-3’ IntCOI Sequenciamento
IntCOI Rev  5-GTTGATATAAAATAGGNTCNCC-3' IntCOI Ver Sequenciamento
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3.2.3. Andlises das sequéncias

O consenso e o alinhamento das novas sequéncias ITS e COI foram
realizados utilizando-se o programa SeqgScape versao 2.5 (Applied Biosystem
Inc.). Para o alinhamento multiplo das novas sequéncias e daquelas de T.
urticae disponiveis no GenBank foi utilizado o programa Clustal W Multiple
Alignments (Thompson et al. 1994) implementado no programa BIOEDIT (Hall
1999).

3.2.3.1. Estatistica descritiva

O estudo da diversidade genética intra e inter-populacdes tém sido de
grande interesse nos estudo de filogenia, filogeografia e evolucao de espécies.

O programa DnaSP versao 4.50 (Rozas et al. 2003) foi utilizado para
estimar os seguintes parametros nas sequéncias analisadas: n° total de sitios
variaveis; sitios polimérficos e sitios informativos por parcimoénia; diversidade
nucleotidica (Pi) - numero médio de diferencas de nucleotideos por sitio entre
as sequéncias escolhidas aleatoriamente; numero médio de diferencas
nucleotidicas (k) — média das diferencas nucleotidicas entre pares de
sequéncias tomadas ao acaso na populacdo amostrada; diversidade
haplotipica, (Hd) — medida de variacdo genética que considera o numero real
de mudancas de bases entre as sequéncias (é a probabilidade de duas
sequéncias aleatorias de uma populagdo, serem diferentes dentro da
populacdo) e; nimero de haplétipos® na populacéo (h).

A distribuicdo e a frequéncia dos haplétipos de T. urticae nas diferentes
regides geograficas foram inferidas para as regides ITS e COI e estimadas pelo

programa DnaSP versao 4.50 (Rozas et al. 2003).

! Haplé6tipo — combinac&o de polimorfismos do DNAg(sencias de nucleotideos) transmitidos em
conjunto para os descendentes; constituicdo garsiam individuo com relagdo a um dos membros de
um par de genes de alelos.
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3.2.3.2. Distancia genética

O programa MEGA foi utilizado para estimar a distribuicdo e a frequéncia
da distancia genética para os pares das sequéncias ITS e também para as
sequéncias COI de T. urticae estudadas. As sequéncias foram analisadas para
gerar uma matriz de distancia molecular (matriz de distancia dos pares)
utilizando o modelo distancia Kimura 2-Parametros (Kimura 1980; Tamura et al.
2007).

3.2.3.3. Andlises filogenéticas

Para a determinacao das relacdes filogenéticas entre as sequéncias ITS
de T. urticae, assim como também para as sequéncias COI foi utilizado o
programa MEGA4 (Tamura et al. 2007). As analises filogenéticas das
sequéncias ITS e COI foram obtidas pelo método de Neighboor Joining (Saito
& Nei 1987) utilizando o modelo de distancia Kimura 2-Parametros (Kimura
1980; Tamura et al. 2007). Para a determinacédo dos limites de confianca nas
ramificacbes, os dados foram submetidos ao teste de bootstrap (Felsenstein,
1985) para 1.000 replicacdes e os valores sdo apresentados em porcentagem
proximo aos ramos. Outros modelos foram testados mas as diferencas néao

foram significativas.

3.2.3.4. Andlise de variancia molecular (AMOVA) e e strutura genética

A diferenciacdo genética das populacdes de T. urticae foi analisada
usando a Analise de Variancia Molecular (AMOVA) das diferen¢as do contetudo
e frequéncia dos alelos dos haplétipos (Excoffier et al. 1992) e por meio das
estimativas do Fst (Weir & Cockerhan 1984) implementada no programa
Arlequin versdo 3.1 (Excoffier et al. 2005). A significancia desses testes foi
verificada pelo método de permutacbes aleatérias com 1.000 e 10.000

permutacdes respectivamente. A magnitude da diferenciacdo genética entre os
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grupos foi determinada segundo a definichio de Wright (1978) que a
caracterizou como baixa (Fst= 0 a 0,05), moderada (Fst=0,05 a 0,15), alta (Fst=
0,15 a 0,25) e muito alta (Fst > 0,25). Para estimar a diferenciacado entre as
populacdes utilizou-se o Teste Exato de Diferenciacdo entre as Amostras com
base na frequéncia dos haplétipos, um teste global de diferenciacdo entre as
amostras que testa a hipdtese de distribuicdo aleatoria entre os pares de
populacdes como descrito por Reymond & Rousset (1995) e Goudet et al.
(1996), com 100.000 passos em Markov Chain, no programa Arlequin v. 3.1.

Para verificar se a estruturacdo ocorre em decorréncia de variagoes
geograficas ou em funcdo das plantas hospedeiras colonizadas pelos &caros
foram analisadas conjuntamente as 20 novas sequéncias do COIl do DNA
mitocondrial obtidas mais aquelas de T. urticae depositadas no GenBank
(n=37), totalizando 57 sequéncias de espécimes de localidades e hospedeiros
diferentes coletadas em varias regiées mundo (Tabela 3.3).

A analise da variancia molecular (AMOVA) foi realizada de quatro
maneiras diferentes. Na primeira analise, utilizou-se a hierarquia da regiao para
a separacdo das populagcées dentro de um grupo, e foram formados dois
conjuntos de populagcbes denominados: regido Mediterranea com 28
sequéncias e regido Asiatica com 25 sequéncias. Esses dois grupos foram
escolhidos por possuirem o maior numero de populagcdes coletadas nas suas
respectivas areas geograficas. O conjunto denominado regido Mediterranea foi
constituido por populacdes coletadas nos paises banhados pelo mar
Mediterrdneo e cinco populacdes coletadas nas llhas Canarias. Na segunda
analise, foram avaliadas as populacdes por regido e suas respectivas familias
de plantas hospedeiras, assim as populacdes da regido Mediterranea foram
comparadas entre si separadas por conjuntos de plantas hospedeiras. Os
grupos foram formados pela respectiva familia botanica de cada planta
hospedeira. A terceira analise comparou as populacdes da regido Asiatica
agrupadas por plantas hospedeiras. Essas duas Ultimas andlises foram
realizadas para testar o efeito das plantas hospedeiras dentro de cada regiao.
Na quarta analise foram comparadas as populacbes da Asia, Mediterraneo,
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Brasil e Holanda, todas formando conjuntos separados dentro de um mesmo
grupo.

3.2.3.5. Conjunto de dados formado pelas sequéncias ITS (rDNA) e COI
(MtDNA)

As sequéncias da regido ITS depositadas no GenBank (ANEXO 1)
possuem tamanhos diferentes em funcédo da combinac&o dos primers utilizados
nos diferentes estudos. Para as andlises inferidas das regifes ITS completa
(18S-ITS1_5.8S-ITS2-28S) e ITS1 foram utilizadas 59 sequéncias (55 obtidas
nesse estudo e quatro do GenBank). A regido ITS2 possibilitou um arranjo final
de dados de 82 sequéncias (55 desse estudo e 27 do GenBank).

Nas sequéncias COIl recolhidas do GenBank (ANEXO 2), além da
diferenca no comprimento houve variagdo no posicionamento do fragmento
amplificado na regidao COI (Figura 3.4). Para padronizar o comprimento das
sequéncias foi utilizado um fragmento central de 390 pb e o conjunto de dados
foi constituido por 57 sequéncias, sendo 20 desse estudo e 37 do GenBank.

Todas as sequéncias de T. urticae foram recolhidas do GenBank no dia
20 de marco de 2008.
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Fonte: Modificado de Ros & Breeuwer (2007)

Figura 3.4. Diferentes comprimentos do fragmento COI do DNA mitocondrial
obtidos nos diversos estudos e sua relacdo relativa no alinhamento. O
comprimento do fragmento analisado nesse estudo esta destacado em vermelho.
O comprimento total do gene COI (posi¢cbes 1.474 — 3.009) esté indicado acima.
Para cada estudo as linhas horizontais mais grossas representam o fragmento
sequenciado em todas as espécies e a linha fina indica o comprimento maximo
da sequéncia. O numero de sequéncias dos respectivos estudos e as referéncias

estao listadas a direita.
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3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O sequenciamento completo das regifes ITS1, 5.8S rRNA e ITS2 do
DNA ribossémico incluindo um fragmento parcial dos genes 18S e 28S do
rRNA foi obtido para 55 sequéncias inéditas de T. urticae coletadas em
diferentes espécies de plantas hospedeiras em oito paises, incluindo 22
populacdes do Brasil (Tabela 3.1 e 3.2).

Para o gene mitocondrial foram obtidas sequéncias parciais da regiao
Citocromo Oxidase | (COl), de 20 espécimes de T. urticae coletados em
diferentes plantas hospedeiras em trés paises (Tabela 3.1 e 3.2). Entre as
populacdes coletadas no Brasil, 0 DNA mitocondrial de um unico individuo foi
sequenciado, em virtude das dificuldades encontradas para amplificar a regiédo
COl nas populacdes brasileiras. De um modo geral, a eficiéncia do protocolo de
extracdo e dos primers utilizados na amplificacdo da regidao COI foi de 40%.
Nessa etapa do trabalho (extracdo, amplificacdo e sequenciamento) varios
procedimentos foram testados com intuito de se maximizar 0 numero de
individuos sequenciados do Brasil, entretanto, as medidas foram ineficazes
para as populacdes brasileiras. Os resultados obtidos demonstraram que €&
necessario o estabelecimento de novos protocolos e primers diferenciados para
o0 estudo da regido COI de populacdes de T. urticae originarias do Brasil.

Para a amplificacdo da regido ITS, a eficiéncia do protocolo e dos
respectivos primers utilizados foi de 80%.

Os resultados das atividades relacionadas as analises moleculares
foram baseados em uma concentracdo de DNA, resultante da extracdo de um

anico individuo, que variou de 0,5 a 6 ng/uL.
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3.3.1. Regiao ITS do DNA ribossémico

O comprimento da regido ITS1 variou de 484 a 508 pares de bases (pb)
e a regido ITS2 de 464 a 488 pb. O comprimento do gene 5.8S foi fixado em
150 pb em de todos os espécimes analisados. O gene 18S apresentou entre
32 a40pbe o 28S, 30 a32pb. Ofragmento completo foi de 1010 a 1218 pb.

O comprimento das sequéncias ITS1 e ITS2 obtidas de T. urticae
apresentaram a mesma extensado que a de outros tetraniquideos ja relatado na
literatura (Navajas et al. 1999; Osakabe et al. 2002; Ben-David et al. 2007).

A obtencdo do fragmento completo permitiu a realizacdo de analises
filogenéticas considerando as regides ITS (18S-ITS15.8S-ITS2-28S), ITS1 e a
ITS2 de forma a se avaliar se essas regides separadamente seriam
informativas para os estudos de variabilidade e estrutura genética das
populacdes de T. urticae. Para as regides ITS (18S-ITS1-5.8S-ITS2-28S) e
ITS1 foram analisadas 59 sequéncias (55 desse estudo e quatro do GenBank),
cujo o comprimento final utilizado no alinhamento foi de 1225 e 517 pares de
bases, respectivamente. O maior agrupamento de sequéncias foi obtido para a
regido ITS2 (55 inéditas e 27 do GenBank), cujo comprimento final foi de 488
pb. A maioria das sequéncias da regiao ITS depositadas no GenBank (ANEXO
1) para T. urticae sao da regido ITS2. Durante o alinhamento das sequéncias
foram observadas insercbes e delecbes, entretanto, todos os alinhamentos
foram executados com éxito e as informacfes descritivas e os indices de
diversidade molecular estéo resumidos na Tabela 3.4.

A comparacao intraespecifica foi estimada para as regides ITS, ITS1 e
ITS2 do DNA ribossémico separadamente (Tabela 3.4). O numero de sitios
polimérficos, o numero médio de diferencas de nucleotideos (K) e a diversidade
de nucleotideos (Pi) indicaram que a variabilidade da regido ITS1 foi superior
aguela encontrada para a regido ITS2. Os valores da diversidade de
nucleotideos (Pi) foram baixos e variaram de 0,07% (ITS2) a 0,63% (ITS1).
Navajas & Boursot (2003) analisando um conjunto de 15 sequéncias de T.

urticae encontraram variacao reduzida na regiao ITS2 (Pi < 0,5%).
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Tabela 3.4. Andlises descritivas e indices de diversidade molecular.
Informacdes intraespecificas baseadas nas regides ITS (18S-ITS1-5.8S-ITS2-
28S), ITS1 e ITS2 do DNA ribossémico para as sequéncias de espécimes de

Tetranychus urticae.

. Sitios Inser¢cdesD Tamanho Sitios Sitios Sitios Sitios K Pi
Regio Sequzncias analisados  elecbes  analisado invaridveis variaveis inft_)rnjé?ivos polimérficos
(pb) (pb) (pb) (pb) (pb)  parcimdnia (pb) (pb)
ITS 59 1225 182 1043 1006 24 13 37 3,57 0,0034
ITS1 59 517 44 473 448 15 10 25 2,96  0,0063
ITS2 82 488 34 454 443 9 2 11 0,32 0,0007

ITS= fragmento 18S-ITS1_5.8S-ITS2-28S; K = nimero médio de diferencas de nucleotideos;
PI= diversidade de nucleotideos.

A distancia genética dos pares de base foi calculada para a regiao ITS,
ITS1 e ITS2, utilizando-se o0 modelo Kimura 2-Parametros (Figura 3.5). A
amplitude da variacdo entre as distancias e a frequéncia relativa dos pares
diferiu para os trés fragmentos analisados nas sequéncias de T. urticae. Os
valores observados variaram de 0 a 1,5% e de 0 a 1,7% para ITS e ITS],
respectivamente e foi menor para a regiao ITS2, de 0 a 0,9%.

Considerando a maior variagao observada para as sequéncias ITS (18S-
ITS1_5.85-ITS2-28S) e ITS1 foram conduzidas analises filogenéticas
ultilizando o algoritmo de Neighbor-Joining (NJ) (Saitou & Nei 1987) modelo de
distancia Kimura 2-Parametros com as respectivas sequéncias dessas duas

regides, separadamente.
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Figura 3.5. Distribuicdo da distancia genética entre os pares baseada nas
sequéncias das regides ITS (18S-ITS1-5.8S-1TS2-28S), ITS1 e ITS2 do rDNA
do acaro rajado, Tetranychus urticae, utilizando-se o modelo de distancia

Kimura 2-Parametros.

Os resultados da filogenia mostraram ramificagbes pouco consistentes
nas quais se agruparam sequéncias de espécimes de T. urticae de diferentes
regides e plantas hospedeiras indistintamente. N&o foram detectadas
evidéncias de associacao a plantas hospedeiras ou a um padrao geografico na
estruturacdo das populacdes de T. urticae nas analises filogenéticas inferidas a
partir de sequéncias da regido ITS e ITS1, exceto um fragil agrupamento que
indicou uma tendéncia de estrutura geografica entre as populacdes coletadas
nas llhas Canarias, quando foram analisadas as sequéncias dessas duas
regides. Uma Unica sequéncia do acaro da Grécia coletado em berinjela
permaneceu isolada. Todavia, os valores de bootstrap foram sempre muito
baixos, inferiores a 50 %, o0 que ndo permitiu 0 avanco das discussdes acerca

da estruturacdo genética das populacdes de T. urticae. As 22 populagdes
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coletadas no Brasil se dispersaram pelas véarias ramificacbes, agrupando-se
com sequéncias da Polonia, Noruega, Franca, Espanha e Taiwan.

As sequéncias da regido ITS2 obtidas nesse estudo foram muito
similares entre si, assim como com as sequéncias ITS2 disponiveis no
GenBank. Foram analisadas 82 sequéncias ITS2 e destas 71 foram idénticas,
inclusive as 22 sequéncias amplificadas de exemplares coletados do Brasil.
Dois outros grupos de sequéncias foram observados: o primeiro formado por
uma sequéncia do acaro coletado na Holanda e outra de Taiwan (X99881 e
AY750700); e o segundo por duas sequenciais novas obtidas, sendo uma
oriunda de acaros da Espanha e outra das llhas Canérias (40-3 e 97-1). A
filogenia inferida a partir das sequéncias ITS2 exemplifica essa homogeneidade

entre as sequéncias dessas regides (Figura 3.6).

13 1 Grégia Solanum melongena

X545881 Holanda Desconhacide {(2x)

40 3 Espanha Solanum fycopersicim{2x)

DQ656442 Israel Citrifius lanatus

24

116 2 Franga Lirtica divica

AM403042 Espantta Citrus reticulata

ia 1 Franga Datura stramoniuny

DOE58441 Israel Citrillus lanatus

169 5 Brasil Sofanum hycopersicum (71X}

La Ricja Espanha Desconhecido
0.001

Figura 3.6. Relagbes filogenéticas inferidas a partir de sequéncias de
nucleotideos ITS2 do rDNA de Tetranychus urticae. Foi utilizado o algoritmo de
Neighbor-Joining (NJ) (Saitou & Nei 1987), modelo de distancia Kimura 2-
Parametros. O valor de bootstrap em porcentagem (1.000 replicacdes) esta
proximo as ramificacdes. A escala indica a distancia evolutiva inferida pelo
namero de substituicbes por base. Sequéncias idénticas sdo representadas
apenas uma vez seguida do numero de vezes, entre parénteses, que essa
sequéncia se repetiu.
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Navajas et al. (1998) e Navajas & Boursot (2003) mostraram que as
sequéncias da regido ITS2 de exemplares de T. urticae coletados na Europa e
nos Estados Unidos sdo perfeitamente homogéneas. O mesmo foi observado
por Ben-David et al. (2007) para acaros do género Tetranychus em lIsrael e,
Hurtado et al. (2008) com populacdes coletadas ao longo da costa Oriental do
mar Mediterraneo, na Espanha.

Os resultados obtidos confirmaram a auséncia de variacdo na regiao
ITS2 em 86% das sequéncias analisadas, incluido as 22 populac¢des do Brasil.
A baixa divergéncia observada nas sequéncias ITS2 possibilita a utilizagdo de
pequenas diferencas observadas como marcadores especificos de espécies
(Hurtado et al. 2008) confirmando a sua utilidade para fins diagndésticos
(Navajas et al. 1997; 2001; 2002; Navajas 2001).

3.3.2. Regidao COI do DNA mitocondrial

O tamanho das sequéncias do gene mitocondrial, regido do Citocromo
Oxidase | (COIl variou de 800 a 955 bases, correspondendo, respectivamente,
as posicbes 1.760 a 2.561 e 1.695 a 2.690 no gene mitocondrial COI total
(posicdo 1.474 a 3.009). O numero de pares de bases correspondeu ao da
sequéncia do DNA mitocondrial de Drosophila melonogaster Meigen, disponivel
no GenBank sob o numero de acesso U37541. O alinhamento dessas 20
sequéncias novas foi executado com éxito. Paralelamente efetuou-se um
alinhamento multiplo incluindo as sequéncias COI do GenBank e os resultados

das analises descritivas estdo resumidos na Tabela 3.5.



126

Tabela 3.5. Andlises descritivas e indices de diversidade molecular.
Informacdes intraespecificas para as sequéncias da regido COI de espécimes

de Tetranychus urticae.

Insercdes Sitios Sitios Sitios Sitios
N° de Tamanho ~ L o ) o s .
sequBncias (ob) DelegBes invaridveis(  variaveis informativos polimoérficos K Pi h Hd
| P (pb) pb) (pb)  parcimonia (pb) (pb)
20 955 196 742 42 15 57 9,9883 0,0125 8 10,7251
57 390 80 310 10 30 40 11,401 0,0325 21 0,893

K= numero médio de diferencas de nucleotideos; PI= diversidade de nucleotideos; h= numero
de haplétipos, HD= diversidade haplotipica.

O tamanho da maioria das sequéncias COIl obtidas foi superior ao
tamanho normalmente relatado na literatura para as sequéncias COI de T.
urticae e de outros tetraniquideos, cuja extensao observada foi de 375 a 396 pb
(Fournier et al. 1994; Navajas et al. 1996; Hinomoto et al. 2001; Hinomoto &
Takafuji 2001), 710 pb (Hinomoto & Tanafuji 2004) e de 849 pb (Navajas &
Boursot 2003). O uso de diferentes combinacdes de primers nos trabalhos de
pesquisa resulta na obtencdo de sequéncias de diferentes tamanhos,
localizadas em posic¢oes distintas da regido COI do mtDNA (Figura 3.4).

A regidao COI apresentou maior variabilidade em relacéo aquela de ITS.
Os numero de sitios polimérficos, o numero médio de diferencas de
nucleotideos (K) e a diversidade de nucleotideos (Pi) foram superiores mesmo
quando se avaliou o grupo amostral menor constituido pelas 20 sequéncias
inéditas desse estudo. O valor de Pi para o conjunto de todas as sequéncias foi
de 3,25%. A extensa diversidade de nucleotideos na regido COIl do DNA
mitocondrial (3 a 4%) comparada com a reduzida variagdo encontrada na
regido ITS2 do DNA ribossomico (<0,5%) foi descrita anteriormente por
Navajas & Boursot (2003).

No estudo da variabilidade genética da regido COI nas populagbes de T.
urticae foi selecionada uma porcao central de 390 pb e o conjunto final de
dados foi constituido por 57 sequéncias (20 inéditas e 37 retiradas do
GenBank). Esse tamanho de fragmento permitiu a utilizacdo de um maior
namero de sequéncias COl do GenBank. O alinhamento foi obtido sem

ambiguidade e ndo foram observadas insergoes e delecdes.
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Figura 3.7. DistribuicAdo da distancia genética entre os pares baseada nas
sequéncias da regido COl do mtDNA de 57 espécimes do acaro rajado,
Tetranychus urticae, coletados em varias regi6es do mundo, utilizando-se o

modelo de distancia Kimura 2-Parametros.

Os resultados da matriz de distancia molecular baseada no modelo de
distancia Kimura 2-Parametros (Kimura 1980) indicaram variagdo consideravel
das distancias genéticas entre as populacbes estudadas (Figura 3.7). A
diversidade intraespecifica foi elevada e alcancou o valor maximo de 0,063
(6,3%). Entre os pares amostrados, aproximadamente 20% apresentaram essa
distancia elevada (= 6%). Os valores que ultrapassaram a distancia de 0,030
dividiram a amostra ao meio. Especificamente, 50,94% dos pares amostrados
ultrapassaram esse valor e 49,06% foram inferiores. Navajas (1998) encontrou
0,060 (6%) como o valor maximo da distancia em populacdes de T. urticae
coletadas em diferentes plantas hospedeiras na Europa, Estados Unidos,

Canada e Japéao. Valores mais elevados (7,2%) foram relatados por Ros &
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Breeuwer (2007), provavelmente em fungéo da inclusdo sequéncias de taxons
que nao correspondem a T. urticae no conjunto final de dados definido pelos
autores.

A andlise filogenética indicou a existéncia de agrupamentos diferentes
entre as populacdes investigadas, com a formagéo de dois clados muito bem
suportados pelos valores de bootstrap. O Clado 1 constituido por populacdes
do Japéo (17), Tailandia (1), Taiwan (1), Holanda (1), Tunisia (1), Egito (1),
Grécia (1), Brasil (1), Franca (1) e Italia (1). Entre as 32 sequéncias do Clado 1
observou-se que a maioria pertence a regido asiatica e 25% dessas séo
originarias de outras regides. O Clado 2 foi constituido por sequéncias de
espécimes coletados na Franca (8), Espanha Peninsular (6), llhas Canéarias (5),
Grécia (1), Italia (1), Israel (1), Brasil (1), Holanda (1) e Japéo (1) (valor de
bootstrap = 99%). Nesse clado, formado por 25 sequéncias, houve
predominéancia de populacdes européias de T. urticae originarias dos paises
banhados pelo mar Mediterraneo, do Norte da Africa e da regiiio Macaronésia
(lhas Canarias), sendo apenas 12% das populacbes originarias de outros

paises como Brasil, Holanda e Japéo (Figura 3.8).
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ABOEB454 JAPAQ - Chrysantemun morifolium (Asteraceae} \
AB116573 JAPAC - Rosa hybrida (Rosaceas)
ABOEB452 JAPAD  Athaea rosea (Malvaceae)

Haplotipo 1

Clado 1

UUIUT 088 CHINA Phaseolus vulgaris|rapaceae)
XB0855 FRANGA Phaseolus vulgaris (Fabaceae)
ﬁ ABO66468 JAPAO Dianthus caryophyllus (Caryophyllaceae)
:

78 AB066462 JAPAQ Dianthus caryophyllus (Caryophyllaceae)

Haplétipo 2

B | MUUUMUL UM S S U S S M I | J WY e 1

412 ESPANHA Solanum lycopersicum (Solanaceae)
Ej ESPANHA Solanum lycopersicum (Solanaceae)

42 1 ESPANHA Solanum lycopersicum (Solanaceae) Clado 2
Cod 2 FRANGA Solanum melongena (Sol )

AJ316597 GRECIA Citrus limon(Rutaceae)

5'5_| COIRef. FRANGA Nerium oleander (Apocynaceae)

Haplétipo 10

o s @ samaes - bt | LS j
0.005

Figura 3.8. Relacdes filogenéticas inferidas a partir de sequéncias de nucleotideos COI de
Tetranychus urticae. Foi utilizado o algoritmo de Neighbor-Joining (NJ) (Saitou & Nei 1987), modelo
de distancia Kimura 2-Parametros. Os valores de bootstrap em porcentagem (1000 replicacdes)
sdo mostrados proximo das ramificacdes. A escala indica a distancia evolutiva inferida pelo numero
de substituicBes por base. As cores identificam os haplétipos 1, 2 e 10.
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Tabela 3.6. Identificacdo dos haplétipos em populacdes do acaro rajado,
Tetranychus urticae, baseada na analise de 390pb do mtDNA, regidao COI,
estimada no programa DnaSP v. 4.50.

Identificacdo do N° de sequéncias Identificacdo da .
Haplétipo COI (MtDNA) sequéncia Pais Planta hospedeira
AB041257 Japao Desconhecido
ABO079045 Japao Fragaria grandiflora
AB066450 Japéo Glicine max
AB066452 Japao Athaea rosea
AB066453 Japao Fragaria grandiflora
AB066454 Japao Chrysantemun morifolium
Haplotipo 1 13 AB066455 Japdo Rosa hybrida
AB066456 Japao Phaseolus vulgaris
AB066457 Japéo Capsicum annuun
AB066460 Tailandia Rosa hybrida
AB066461 Taiwan Fragaria grandiflora
AB066459 Brasil Fragaria grandiflora
AB116573 Japéo Rosa hybrida
ABO079044 Japao Fragaria grandiflora
AB066462 Japéo Dianthus caryophyllus
AB066463 Japao Fragaria grandiflora
. AB066464 Japéo Viola x wittrockina
Haplétipo 2 8 ~ )
AB066465 Japao Dianthus caryophyllus
AB066467 Japao Eustoma russellianum
AB116574 Japéo Viola x wittrockina
DQ437546 China Phaseolus vulgaris
AB066451 Japéo Trifolium repens
Haplétipo 3 3 AB066449 Japéo Trifolium repens
AJ414582 Holanda Sambucus sp
Haplétipo 4 1 AB066469 Italia Convolvulus arvensis
Hapltipo 5 2 B066466 Japao Gypsophila paniculata
41 2 Espanha Solanum lycopersucum
Haplétipo 6 1 AB066458 Italia Convolvulus arvensis
Haplétipo 7 1 AB066468 Japéo Dianthus caryophyllus
Haplétipo 8 1 AJ316597 Grécia Citrus limon
Hapl6tipo 9 2 AJ316598 Ité}lig Citrus limon
13 1 Grécia Solanum melongena
AJ316599 Espanha Citrus aurantium
116_2 llhas Canérias (ES) Solanum lycopersucum
119 2 llhas Canérias (ES) Solanum lycopersucum
119 3 llhas Canérias (ES) Solanum lycopersucum
128 2 llhas Canérias (ES) Solanum lycopersucum
Haplétipo 10 11 43 1 Espanha Solanum nigrum
8 2 07 Espanha Solanum melongena
201 Franca Solanum dulcamara
175 1 Brasil Carica papaya
97 1 Ilhas Canarias (ES) Musa acuminata
24 3 Franga Datura stramonium
Haplétipo 11 1 AJ316605 Egito Convolvulus arvensis
Haplétipo 12 1 AJ31660 Tunisia Malva sp
Haplétipo 13 1 TU_Cod Franca Solanum melongena
Haplétipo 14 1 X74571 Holanda Sambucus sp
Hapltipo 15 2 COI_Ref. Franca Ner?um oleander
6_1 Franca Nerium oleander
Haplétipo 16 1 12 1 Franca Datura stramonium
42 1 Espanha Solanum lycopersucum
Haplétipo 17 3 Cod_2 Franca Solanum melongena
Ej Espanha Solanum lycopersucum
Haplétipo 18 1 116 2 Franca Urtica dioica
Haplétipo 19 1 DQO017588 China Phaseolus vulgaris
Haplétipo 20 1 X80855 Franca Phaseolus vulgaris
Haplétipo 21 1 DQ656583 Israel Desconhecido




131

O padrao filogeografico obtido nesse estudo, em que foram incluidas
todas as sequéncias COI de T. urticae disponiveis no GenBank mais as novas
sequéncias coletadas confirmou os padrdes filogeograficos descritos
anteriormente por varios autores (Navajas 1998, Navajas et al. 1998 e
Hinomoto et al. 2001) que sugeriram a existéncia de um modelo de
diferenciacdo geografica atuando na estruturacdo de populacdes de T. urticae.
Consequentemente, ndo corroborou os resultados obtidos recentemente por
Ros & Breeuwer (2007) que ndo encontraram evidencias que comprovassem a
presenca desse padrdo filogeografico interferindo na estruturagcdo das
populacoes.

Outro fator que pode interferir na estruturacdo de populacdes de T.
urticae é a associacdo com as plantas hospedeiras sobre as quais 0s
espécimes sdo encontrados. Entretanto, os resultados da filogenia (Figura 3.8)
mostraram que a estrutura das populagdes analisadas foi independente da
espécie de planta hospedeira colonizada pelas populacdes de acaros o que
estd de acordo com estudos anteriores (Navajas 1998, Navajas et al. 1998;
Ros & Breeuwer 2007).

Nos agrupamentos formados no interior dos dois principais clados
também ndo se observou a influéncia do efeito da planta hospedeira. A
investigacdo dos haplotipos, ou seja, das sequéncias idénticas, contribuiu com
essa assertiva. Foram identificados 21 haplétipos e alta diversidade haplotipica
(Hd = 0,8935) entre as populacdes de T. urticae analisadas (Tabela 3.6).
Observou-se que as sequéncias COI que constituiram os diferentes tipos de
haplétipos correspondem aos espécimes de T. urticae coletados em diferentes
espécies de plantas hospedeiras, sugerindo que ndo houve divergéncia entre
as sequéncias COIl em funcdo da planta hospedeira. Alguns exemplos foram
anotados na arvore filogenética. O haplétipo 1, destacado em azul claro, foi
representado por 13 sequéncias, cujos os individuos foram coletados em oito
espécies de plantas. Da mesma forma, em cores diferentes, foram
representados os haplétipos 2 e 10 na arvore filogenética (Figura 3.8).

Um estudo recente realizado no Japao com o complexo Tetranychus

kanzawai Kishida 1927, espécie proxima de T. urticae, mostrou, com base nos
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resultados de analises das regides COI, ITS2 e microssatélites (rDNA) que os
agrupamentos observados nas populagbes daquela espécie ocorreram
preferencialmente em funcdo do efeito da planta hospedeira, quando

comparado com o efeito geografico (Nishimura et al. 2007).

3.3.3. Estrutura genética em populagdes de  T. urticae inferida através da
Andlise de Variancia Molecular (AMOVA)

Considerando os resultados da filogenia inferida de sequéncias COI
obtida e as divergéncias entre os resultados apontados por Navajas (1998),
Navajas et al. (1998) e Hinomoto et al. (2001) e, ainda, aqueles descritos por
Ros & Breeuwer (2007), reavaliou-se a interferéncia dos efeitos geogréaficos na
estruturagcdo das populagbes de T. urticae coletadas nas varias partes do
mundo. Da mesma forma, foram testados os efeitos da planta hospedeira. A
Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) foi utilizada para investigar a
existéncia de estruturacdo nas populacdes de Tetranychus urticae e 0s

resultados podem ser observados na Tabela 3.7.



133

Tabela 3.7. Resultados da andlise de variancia molecular (AMOVA) de dois
conjuntos formados por populacbes de Tetranychus urticae coletadas em
varias espécies de plantas hospedeiras em duas regides distintas,

Mediterranea e Asiatica, baseados na regido COIl do mtDNA.

Origem da variagéo d.f. % de Variagéo Fst p value Resumo

Regiao Mediterranea X Regido Asiatica

Entre populacdes 1 60,76 0,6075 0,0000
Dentro das populacdes 51 39,24

Planta hospedeira na regido

Mediterranea

Entre populacdes 8 17,62 0,1762 0,1417 n.s.
Dentro das populacdes 19 82,38
Plantas hospedeiras na regido
Asitica
Entre populacdes 8 8,35 0,0834 0,2541 n.s.
Dentro das populacdes 16 91,65

d.f.= graus de liberdade; Fst= medida de diferenciacdo entre as popula¢des; p= probabilidade; *
significativo (< 0,05).

A andlise dos resultados da AMOVA entre regides mostrou resultados
significativos, com variacdo genética de 60,76 % entre as populacdes da regido
Mediterranea e aquelas da regido Asiatica (valor de Fst = 0,6975; valor de p =
0). Neste caso, observou-se uma fragmentacdo das populacdes de T. urticae
em funcdo da regido geografica. O valor de Fst obtido indica diferenciacéo
genética muito alta (Fst > 0,25) entre os grupos formados pelas regides
Mediterranea e Asiatica (Wright 1978). Quando se comparou as populacdes de
T. urticae coletadas na regido Mediterranea agrupadas em conjuntos de
plantas hospedeiras os resultados da AMOVA mostraram que nao houve
diferenca significativa da variacdo genética para o fator planta hospedeira (Fst
= 0.1762; valor de p = 0,1417). Da mesma forma, a comparac¢ao dos conjuntos
de plantas na regido Asiatica também ndo mostrou resultado significativo,
indicando que nao existiu variacdo genética para o fator planta hospedeira
naquela regiao (Fst = 0,0834; valor de p = 0,2541). Os resultados inferidos de

sequéncias da regido COI do mtDNA apontaram que as plantas hospedeiras
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nao interferiram na estruturacdo das populacbes de T. urticae nas regides
estudadas. Por sua vez, o fator regido geogréfica, indicou uma fragmentagao
das populacdes de T. urticae analisadas, confirmando a presenca do padréo de
estruturacdo por regido, aqui revelado pelas analises filogenéticas e descrito
anteriormente por Navajas, Hinomoto e colaboradores.

A suspeita de uma possivel divergéncia entre as populacdoes de T.
urticae em funcdo do complexo de plantas hospedeiras para o caso especifico
de Citrus (Rutaceae) foi descrita por Navajas (1998). O estudo da variagéo
genética em populacbes de T. urticae da Grécia e Franca, baseado em
aloenzimas, mostrou que a similaridade genética das populac¢des estudadas foi
independente da colonizacdo em plantas hospedeiras em todos 0s casos, mas
foi afetada tanto pela densidade como pela distancia geografica entre as
populacbes. Entretanto, os acaros coletados em campos de limdo na Grécia
foram mais similares entre eles do que entre todos os outros individuos
investigados na inspecdo de 11 espécies de plantas hospedeiras amostradas
em diferentes distancias em uma area que variou de poucos metros até 50 km
de distancia (Tsagkarakou et al. 1997; 1998)

A aparente diferenca entre os resultados oriundos das sequéncias de
nucleotideos e os descritos nas pesquisas com aloenzimas pode ser explicada
pelo fato de que os dois marcadores trabalham em escalas de tempo
diferentes. A diferenciacdo detectada pelas aloenzimas nas populacdes locais
de citros pode ter evoluido recentemente. Como as andlises abrangeram
somente as populacdes locais, a frequéncia dos alelos pode ter sido modificada
em poucas geracdes e detectar mudancas rapidas nas populacdes. Se alguma
selecédo por planta hospedeira existiu, ou seja, a selecdo de diferentes alelos
em determinadas plantas hospedeiras, isso poderia ndo ser antigo o suficiente
para ser revelado em analises de sequéncias do DNA mitocondrial. Evidéncias
do potencial adaptativo de T. urticae foram relatadas em experimentos de
selecdo de plantas, cujos resultados mostraram que a adaptacdo a novos
hospedeiros de espécies diferentes foi superada em poucas geracdes, mesmo
nos hospedeiros que inicialmente mostraram-se desfavoraveis (Fry 1989).
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Foram conduzidas novas investigacoes para testar o efeito da planta
hospedeira na estruturacdo de populacdes de T. urticae com base nas 57
sequéncias COl do mtDNA que compdem o conjunto de dados aqui obtido.
Para detectar a diferenciacdo entre as populacdes estudadas foram realizadas
uma série de avaliagOes estatisticas utilizando AMOVA e o Teste Exato de
Diferenciacdo das Amostras baseado na Frequéncia dos Haplétipos
considerando-se as populacdes agrupadas por hospedeiros. As analises foram
realizadas para o0s hospedeiros da regido Mediterranea e Asiatica

separadamente, reduzindo assim a interferéncia do efeito regiao.

Tabela 3.8. Resultados do Teste Exato de Diferenciacdo entre as amostras
baseados na frequéncia dos haplétipos de sequéncias da regidao COIl do
MtDNA de espécimens de Tetranychus urticae agrupados por conjuntos de

plantas hospedeiras na regidao Mediterranea.

Origem da Variacao 1 2 3 4 5 6 7 8
Solanaceae 1 - + - - - - -
Convolvulaceae 2 0,0564 - - - - - -
Rutaceae 3 0,0476 1,0000 - - - - - -
Fabaceae 4 0,1301 1,0000 1,0000 - - - -
Apocynaceae 5 10,0635 0,4033 0,3965 0,3291 - - -
Urticaceae 6 0,3406 1,0000 1,0000 1,0000 0,3311 - -
Malvaceae 7 0,3314 1,0000 1,0000 1,0000 0,3334 1,0000 -
Musaceae 8 0,3395 1,0000 1,0000 1,0000 0,3356 1,0000 1,0000

- = Nao diferenc¢a no valor exato de p; + = diferenca significativa; Nivel de significancia < 0,05.

Apesar dos resultados da AMOVA nao terem sido significativos para
plantas hospedeiras (Tabela 3.7), quando se avaliou as plantas hospedeiras da
regido Mediterranea agrupadas por familia o Teste Exato de Diferenciacéo
entre Populag¢Bes, encontrou significAncia (0,05) entre os haplétipos das
plantas das familias Solanaceae e Rutaceae, indicando que no caso particular
das plantas da familia de Solanaceae existiu uma estruturacdo genética em
funcdo da planta hospedeira (Tabela 3.8). A observagcdo mais atenta da Tabela

3.8 permite verificar uma tendéncia dos haplétipos coletados nas plantas da
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familia Solanaceae em se diferenciarem também daqueles coletados em
plantas das familias Convolvulaceae e Apocynaceae (valor de p =0,0564 e
0,0635, respectivamente). S&o resultados pontuais e ndo sao evidentes o
suficiente para proporcionar conclusbes sedimentadas, porém sinalizam a
necessidade de novas investigacoes. Considerando que esses resultados
(Tabela 3.8) se contrapdem aqueles obtidos na AMOVA (Tabela 3.7) decidiu-se
avaliar se a diferenciacdo genética apontada em funcdo da planta hospedeira
ocorreu exclusivamente pelo efeito planta hospedeira ou se os resultados
foram influenciados pelo tamanho da area geografica definida como regido
Mediterranea e, nesse caso, seria 0 efeito geogréafico responsavel pelas
diferencas significativas encontradas entre as populacdes coletadas em
Solanaceae e Rutaceae.

Para reduzir a influéncia do efeito geogréfico na diferenciacdo genética
entre as populacbes de T. urticae foram realizadas novas analises para as
plantas hospedeiras agrupadas em conjuntos em uma regido geografica
menor. Foram selecionados 0s paises em que o numero de coletas de T.
urticae possibilitou um agrupamento por plantas hospedeiras e onde foram
encontrados haplétipos diferentes. Os novos agrupamentos foram o0s
seguintes: regido Sul da Franca (Solanaceae, Fabaceae, Apocynaceae e
Urticaceae), Espanha (Rutaceae e Solanaceae) e Italia (Convolvulaceae e
Rutaceae). Os resultados da AMOVA e do Teste Exato de Diferenciacéo entre
Populacdes para todos os pares das amostras nao foram significativos,
indicando que para os agrupamentos populacionais geograficamente proximos
o efeito da espécie de planta hospedeira na diferenciacao genética e estrutura
das populacdes de T. urticae foi nulo. A principio estes resultados retornam a
prevaléncia do efeito geografico atuando na diferenciacdo genética do &caro.
Esta concluséao é plausivel dada a abrangéncia da regido Mediterranea.

Os resultados da avaliagdo dos conjuntos de plantas hospedeiras na
regido Asiatica (Tabela 3.9) foram significativos a 0,05 para os haplétipos das
plantas de Rosaceae com relacdo aos das familias Fabaceae, Caryophyllaceae
e Violaceae, observando-se novamente, uma tendéncia para estruturagéo

genética em funcao da planta hospedeira.
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Tabela 3.9. Resultados do Teste Exato de Diferenciagdo entre as amostras
baseados na frequéncia dos haplétipos de sequéncias da regido COIl do
MtDNA de espécimes de Tetranychus urticae agrupados por conjuntos de

plantas hospedeiras na regido Asiatica.

Origem da Variacéo 1 2 3 4 5 6 7 8
Rosaceae 1 + + - - - + -
Fabaceae 2 0,0020 - - - - - -
Caryophyllaceae 30,0061 0,1083 - - - - -
Malvaceae 4 0,1087 0,4237 0,5935 - - - -
Asteraceae 5 0,1102 0,4275 0,5928 1,0000 - - -
Solanaceae 6 0,1099 0,4307 0,6034 1,0000 1,0000 - -
Violaceae 7 0,0425 0,1417 0,1999 0,3320 0,3326 0,3347 -
Gentianaceae 8 0,1097 0,4272 0,6034 1,0000 1,0000 1,0000 0,3348

- = Nao diferenc¢a no valor exato de p; + = diferenca significativa; Nivel de significancia < 0,05.

Entretanto, esses resultados também poderiam estar sujeitos ao efeito da area
geografica, uma vez que a regido Asiatica foi representada pelo Japéo, China,
Tailandia e Taiwan, formando uma regido territorial muito extensa. Para reduzir
as interferéncias do efeito geografico na regido Asiatica e testar exclusivamente
o efeito da planta hospedeira na estrutura das populacdes de T. urticae
restringiu-se a area territorial ao Japao, considerando os seguintes conjuntos
de plantas hospedeiras: Rosaceae, Fabaceae, Caryphyllaceae e Violaceae. As
analises para as populacdes coletadas na China, Tailandia e Taiwan néo foram
efetuadas, pois esses paises possuiam apenas uma coleta em uma Unica
espécie de planta hospedeira.

O agrupamento Japéao possibilitou uma analise diferenciada. De acordo
com os resultados da AMOVA apresentados na Tabela 3.10 a variacdo entre
as plantas hospedeiras foi de 27,31 % e esse valor foi significativo a 0,05 (valor
de p = 0,0117) indicando uma fragmentacdo pela planta hospedeira para os
agrupamentos populacionais no Jap&do. A maior parte da variacdo, ou seja,

72,69 %, ocorreu dentro de cada conjunto de planta hospedeira.
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Tabela 3.10. Resultados da andlise de variancia molecular (AMOVA) dos
conjuntos formados por populacbes de Tetranychus urticae coletadas em

varias plantas hospedeiras no Japéo, baseados na regiao COIl do mtDNA.

Origem da variacao

] d.f. % de Variagdo Fst valorde p Resumo
Planta hospedeira no Jap&o
Entre populacéo 3 27,31 0,2731 0,0117 *
Dentro da populacgéo. 12 72,69

d.f.= graus de liberdade; Fst= medida de diferenciacéo entre as populacdes; p= probabilidade;

* significativo (< 0,05).

Os resultados do Teste Exato de Diferenciagéo (Tabela 3.11) para todos
os pares da amostra também foram significativos (p= 0,05) para os haplétipos
da familias Rosaceae, Fabaceae e Caryophyllaceae, confirmando a indicacéo

de estruturacéao genética em funcao da planta hospedeira no Japéo.

Tabela 3.11. Resultados do Teste Exato de Diferenciacdo entre as amostras
baseados na frequéncia dos haplétipos de sequéncias da regidao COIl do
MtDNA de espécimes de Teyranychus urticae agrupados por conjuntos de

plantas hospedeiras no Japao.

Origem da variacao 1 2 3 4
Rosaceae 1 + + -
Fabaceae 2 0,0192 - - -
Caryophyllaceae 3 0,0210 0,0887 - -
Violaceae 4 0,0683 0,2079 0,2016 -

- = Nao diferenc¢a no valor exato de p; + = diferenca significativa; Nivel de significancia < 0,05.

Considerando que, algumas coletas de T. urticae em Rosaceae e
Caryophyllaceae foram realizadas na mesma cidade ou em cidades proximas
como Tsukuba e Tomobe (Honshu, Ibaraki) e Inzai (Honshu, Chiba), isolou-se
o efeito geogréfico, dando ainda mais credibilidade aos resultados da andlise.
Observou-se na Tabela 3.11 uma tendéncia dos haplétipos coletados nas

plantas da familia Violaceae se diferenciarem também daqueles coletados em
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Rosaceae (valor de p = 0,0683). As coletas em Violaceae foram realizadas em
Tsuchuira (Honshu, Ibaraki) cidade muito proxima de Tsukuba. Os resultados
encontrados para o Japao resgatam a hipotese de diferenciacdo genética em
funcdo do hospedeiro. Recentemente, Nishimura et al. (2007) constataram a
influencia da planta hospedeira na estrutura genética de sete populacdes
japonesas de Tetranychus kanzawai, espécies proxima de T. urticae. Os
autores ndo encontraram correlacdo positiva entre a distancia geografica e a
diferenciacao entre as populagdes de T. kanzawai. Com relagao ao trabalho de
Nishimura et al. (2007) € importante considerar que em funcéo da proximidade
entre 0s pontos de coleta o efeito geogréafico pode ter sido isolado, de modo
que a distancia passou a nao exercer efeito na estrutura populacional. Para
uma avaliacdo do efeito geografico é necessario considerar a dimensao
geografica em estudo de tal forma que as distancias constituam fator
importante para o desenvolvimento de diferenciacdo genética entre as
populacoes.

Foi realizada a AMOVA incluindo as populacdes coletadas no Brasil e na
Holanda e foi avaliado o efeito da regido geogréfica considerando quatro
agrupamentos distintos, regido Mediterranea, regido Asiatica, Brasil e Holanda.
Os resultados da AMOVA foram significativos, com variacdo genética de 53,57
% entre as populacdes dessas quatro areas geograficas (Fst=0,5357; valor de
p=0). O Teste Exato de Diferenciagédo entre as Amostras indicou que regiao
Asiatica diferiu significativamente da regido Mediterrdnea, do Brasil e da
Holanda, com populacdes isoladamente distintas das demais populagbes
(Tabela 3.12). Esses resultados sdo mais exploratorios do que conclusivos
para o Brasil e Holanda, uma vez que foram coletadas somente duas
populacfes para cada um desses paises. De qualquer forma, confirmou-se que
o fator regido é determinante na diferenciacdo genética das populacdes de T.

urticae.
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Tabela 3.12. Resultados do Teste Exato de Diferenciacdo entre as amostras
baseados na frequéncia dos haplétipos de sequéncias da regido COIl do
MtDNA de espécimes de Tetranychus urticae coletados nas regides

Mediterranea e Asiatica, no Brasil e na Holanda.

Origem da variacao 1 2 3 4

Regido Asiatica 1

Regido Mediterranea 2 0,0000 - -
Holanda 3 0,0295 0,1732 -
Brasil 4 0,0306 0,1881 1,0000

- = Nao diferencga no valor exato de p; + = diferenca significativa; Nivel de significancia < 0,05.

Como resultado desta série de andlises, comprovou-se a influéncia do
efeito geografico na estruturacdo genética das populacdes de T. urticae.
Destaca-se que nem todos o0s paises analisados foram amplamente
amostrados, como o Brasil, Holanda, alguns paises da Europa, (Italia e Grécia)
e outros (Israel, Tunisia e Egito). Mesmo com a limitacdo do numero de
amostras, observou-se a interferéncia do efeito geogréfico na estruturacdo das
populacoes.

O efeito da planta hospedeira, apesar de ndo ser frequente, foi
detectado no Japdao, pais onde o maior numero de amostras foi analisado,

revelando que novas investigagdes sobre esse efeito precisam ser conduzidas.

3.3.4. Distribuicdo e frequéncia dos haplétipos ITS 2 do DNA ribossémico

Foram encontrados 10 haplotipos ITS2 do rDNA entre as 82 populacbes
analisadas (Figura 3.9). O haplétipo 1 apresentou a maior distribuicdo
geogréfica e foi o mais frequente com 71 ocorréncias, representando 86,58%
do total de haplétipos observados na América do Sul, Europa, regido
Macaronésia, Asia e Africa. Foi o Unico haplétipo encontrado no Brasil entre as
22 populagcdes amostradas nas cinco regides do pais. Na China, no Japao e na
Siria onde foram analisadas 12, 20 e duas sequencias, respectivamente e,

Tunisia, Noruega e Pol6nia onde apenas uma sequéncia foi analisada, o
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haplotipo 1 foi o Unico observado. Nos paises da regido Mediterranea — Franca
e Espanha - esse haplétipo foi o mais frequente, representando cerca de 85%
das sequéncias obtidas. Nas Ilhas Canarias, regido Macaronésia, foram
encontrados os haplotipos 1 e 3, também presentes na Espanha peninsular,
sendo o haplétipo 3 encontrado apenas nessas duas localidades. O haplétipo 7
foi compartilhado entre a Holanda e Taiwan.

Os demais haplétipos foram uUnicos — haplotipos 6 e 8 na Espanha,
haplétipos 4 e 5 na Franca, Haplotipo 2 na Grécia e Haplétipos 9 e 10 em
Israel.

A maior diversidade de haplétipos foi encontrada entre as populagdes
coletadas nos paises banhados pelo mar Mediterraneo Franca (3 haplotipos),

Espanha (4 haplotipos), Grécia (1) e Israel (9 e 10).

3.3.5. Distribuicdo e frequéncia dos haplotipos COI do DNA mitocondrial

Entre as populagbes estudadas foram encontrados 21 haplotipos (Figura
3.10). O haplétipo 1 foi o mais frequente, representando 22,81% dos
observados, seguido do 10 (19,29%), 8 (14,04%), 3 (5,26%) e 17 (5,26%). No
Brasil, foi constatada a presenca de dois desses haplétipos, 1 e 10, os quais
também foram observados na Asia (Japdo, Taiwan,Tailandia) e na regido
Mediterranea (Espanha, Franca) e llhas Canérias, respectivamente. Ressalta-
se que apenas duas sequéncias de T. urticae foram analisadas no Brasil. A
despeito do pequeno tamanho amostral, os dois haplétipos mais frequentes no
mundo (haplétipo 1 e 10) foram justamente os observados no Brasil.

A presenca dos haplétipos 1 e 10 no pais ndo constitui uma surpresa se
avaliada sob uma perspectiva historica. O periodo das grandes navegacgofes, 0
descobrimento das Américas e a chegada as indias pelos espanhéis e
portugueses expandiu 0 comércio para regides entdo consideradas longinquas.
Nas rotas oceanicas, o Mar Mediterraneo tinha um papel primordial de apoio a
navegacao no Atlantico. As ilhas Canérias participavam como entreposto para

0 comeércio africano, americano, asiatico e europeu apoiando a navegacao e o
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comércio na maioria das rotas da época. O Leste Asiatico era uma regido
importante de expedigbes européias na busca por especiarias. O comércio
estimulou uma redistribuicdo global de recursos, inclusive a difuséo de plantas
cultivadas pelo homem em varias partes do globo. O trigo oriundo do Oriente
espalhou-se pelo planeta, seguido pelo arroz, banana, inhame, cana-de-
acucar, frutas citricas, muitas mudas de frutiferas provenientes da Leste
Asiatico e India, cereais da Europa, entre outros. O intercambio de plantas
ampliou a oferta de alimentos e, ainda hoje, € uma atividade importante na
disseminagdo de pragas. A entrada dos hapl6tipos 1 e 10 no Brasil pode ser
resultante do comércio oriundo das rotas histéricas das grandes navegacoes.

A maior diversidade de hapldtipos foi encontrada entre as populacdes
coletadas nos paises banhados pelo mar Mediterraneo (15 haplotipos) seguido
da Asia (seis haplétipos). Entre os haplétipos asiaticos, quatro ndo foram
encontrados entre as populacbes amostradas na regido Paleartica (1, 2, 7 e
13). Apenas dois haplétipos foram compartilhados entre a Asia e a regi&o
Paleartica, o 3 (Holanda e Japdo) e o 5 (Espanha e Japao). O
compartiihamento de haplétipos foi observado também entre Itdlia e Grécia
(haplétipo 9) e entre a Franca e Espanha (haplotipo 17).

Os resultados indicaram maior diversidade de hapl6tipos entre os paises
banhados pelo mar Mediterraneo e foram congruentes para as duas regides do
genoma estudadas, ITS2 e COl, o que suporta a hipétese de que essa regido é
0 centro de origem da espécie T. urticae, que a partir de subgrupos colonizou
outras regides do mundo (Navajas 1998).

Ainda ndo € possivel representar o cenario completo da diversidade
genética do acaro rajado, T. urticae, em escala mundial devido a caréncia e/ou
auséncia de informagfes em regides como Ameérica do Norte, América Central,
Oceania, regido Centro Sul da Africa e nos paises compreendidos entre a
regido Paleartica e o Leste Asiatico e, ainda, devido a heterogeneidade do
namero de populacdes coletadas em alguns paises onde acaro rajado ja foi

amostrado.



Figura 3.9. Distribuicdo e frequiéncia de populacdes de Tetranychus urticae Koch, no mundo, inferidas a partir de sequéncias
da regido ITS2 do DNA ribossdmico

evt



Figura 3.10. Distribuicdo e frequéncia de populacdes de Tetranychus urticae Koch, no mundo, inferidas a partir de
sequéncias da regiao COIl do DNA mitocondrial .
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3.4. CONCLUSOES

1. E necessario o estabelecimento de um novo protocolo de extracio e/ou de
novos primers para o estudo da variabilidade da regiao COIl em populacdes de

Tetranychus urticae do Brasil;

2. O padrao filogeografico obtido indicou um efeito geogréafico positivo atuando

na estruturacdo genética das populagbes de T. urticae analisadas;

3. O efeito da planta hospedeira ndo interferiu na estrutura genética das

populacdes analisadas

4. As populacdes de T. urticae do Brasil foram homogéneas quanto a variacédo

genética da regido ITS do DNA ribossémico;

5. A presenca de dois haplétipos COI foi constatada no Brasil, sendo um

compartilhado com a Francga, Espanha e llhas Canarias e 0 outro com o Japao.

6. A maior diversidade genética entre as populacdes analisadas esta presente

nos paises banhados pelo mar Mediterraneo
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ANEXO 1. Autorizacdo para captura, coleta e transporte de material zooldgico no
ambito do projeto concedida pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos

Renovaveis (IBAMA)

INSTITUTO BRASILEIRO DO MEIO AMBIENTE E DOS RECURSOS NATURAIS RENOVAVEIS
DIRETORIA DE FAUNA E RECURSOS PESQUEIROS (DIFAP)

COOPDENACAO GERAL DE FAUNA (CGFAU)

AUTORIZACAO PARA CAPTURA / COLETA / TRANSPORTE / FILMAGEM

NUMERO DA AUTORIZACAO | N© DE REGISTRO NO IBAMA PERIODO DE VALIDADE PROCESSO IBAMA
231/2006 — CGFAU Ak 10/11/2006 a 10/11/2007 02001.006637/2006
OBJETO: FAVORECIDO:
CAPTURA E/OU COLETA DE ANIMAIS SILVESTRES/MATERIAL ZOOLOGICO I zooLoeico
TRANSPORTE DE ANIMAIS SILVESTRES/MATERIAL ZOOLOGICO INSTITUICAO CIENTIFICA
(] COLETA E TRANSPORTE DE MATERIAL BOTANICO (PESQUISA CIENTIFICA) PESQUISADOR(A)
=] TRANSPORTE DE PRODUTOS E SUBPRODUTOS DA FAUNA EXPOSITOR/CONCURSO
-7 EXPOSICAO E/OU CONCURSO DE ANIMAIS SILVESTRES =] CRIADOURO COMERCIAL
[=J MANUTENCAO DE ANIMAIS EM CATIVEIRO =1 criabouro cienTiFico
(-] outros: L1 outros:
FAVORECIDO(S):

NOME(S): Denise Navia Magalhdes Ferreira, Renata Santos de Mendonga e Leticia Calvoso Miranda.
INSTITUIGAO: Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.

ENDERECO. Parque Estacao Bioldgica Finat W-5 Norte, Brasilia, DF, C.P.02372, 70770-50G.
RESPONSAVEL PELA EXPEDICAQ: Denise Navia Magalhdes Ferrexra,

TRANSPORTADOR: Os pesquisadores favorecidos.
MEIO DE TRANSPORTE: Aéreo / Terrestre / Fluvial.

PROCEDENCIA/LOCAL DA CAPTURA/LOCAL DA PESQUISA: Estados do Acre, Bahia, Espirito Santo, Goias, Minas
Gerais, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Pernambuco, Parana, Rio Grande do Norte, Rio Grande do Sul, Santa

Catarina, Sao Paulo e Distrito Federal.
DESTINO DO MATERIAL: Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia e a Universidade de Brasilia.

LISTA DAS ESPECIES | ,
QUANTIDADE / TIPO FONECIENTIRCS NOME COMUM
Captura, coleta e transporte / N° Indeterminado Familia Tetranychidae, Género 7etranychus Acaros

OBSERVACOES E CONDICIONANTES:

1. O responsavel pela expedicdo deverd apresentar relatério de atividades ao término da validade desta autorizacgao.

2. O responsavel pela expedicdo devera encaminhar ao Ibama cdpia dos frontispicios das publicacdes resultantes
dos trabalhos decorrentes do uso dos espécimes objeto desta autorlzagao

3. Esta autorizagdo ndc exime o pesquisador de cumprir o disposto na M a Provisoria N°® 2186-16/01, Decreto n®
3.945/2001 e Decreto n° 4.946/2003 que dispdem sobre o acesso de’componente do patriménio genético..

LOCAL E DATA DE EMISSAQ BT ARIMGO)
Brasilia (DF), 10 de novembro de 2006. , ; ,,m ol de Faun
Coordenagor

ESTA AUTORIZAGAO NAO PERMITE: ' \D‘é
1. CAPTURA DE ESPECIES QUE CONSTEM NAS LISTAS OFICIAIS (FEDERAIS, ESTADUALS E MUNICIPAIS) DA FAUNA E FLORA

BRASILEIRA AMEACADAS DE EXTINCAO, ESPECIES ENDEMICAS OU RARAS, OU QUE CONSTEM NO ANEXO I E II DA
CONVENGAO SOBRE O COMERCIO INTERNACIONAL DE ESPECIES DA FAUNA E DA FLORA AMEACADAS DE EXTINCAO
(CITES), SALVO QUANDO ESPECIFICADO: , ) i

2. CAPTURA, COLETA E OU TRANSPORTE DE ESPECIMES DA FAUNA NAS AREAS DE INFLUENCIA DE EMPREENDIMENTOS
SUJEITOS AO LICENCIAMENTO AMBIENTAL. CONFORME RESOLUCAO DO CONAMA DE NO 237 DE 19/12/97, SALVO
QUANDO ESPECIFICADO.

3. CAPTURA DOS ESPECIMES DA FAUNA EM AREAS DE DOMINIO PRIVADO, SEM O CONSENTIMENTO DO PROPRIETARIO,
ARRENDATARIO, POSSEIRO OU MORADOR DA AREA;

4. CAPTURA, COLETA E OU TRANSPORTE DE ESPECIMES FAUNA EM UNIDADES DE CONSERVACAO FEDERAIS, ESTADUAIS,
DISTRITAIS OU MUNICIPAIS, SALVO QUANDO ACOMPANHMADAS DO CONSENTIMENTO DG ORGAO ADMINISTRADOR
COMPETENTE;

+ SAQ ISENTAS DE COBRANGA DE TAXA (RECOLHIMENTO DE DR) INSTITUICOES CIENTIFICAS, PESQUISADORES E
ZOOLOGICOS PUBLICOS.

o VALIDA SOMENTE SEM EMENDAS OU RASURAS.

MOD. 09.008 12 VIA - INTERESSADC 22 VIA - IBAMA / PROCESSO




ANEXO 2. Resultados dos levantamentos de acaros Tetranychidae realizados no Brasil, no periodo de 10/2004 a 07/2008, com
informacdes sobre a localidade, planta hospedeira, data, identificacdo das espécies e coletor.

Localidade Hospedeiro
UF  LONG. LAT. Municipio Descricdo do Ne Nome Nome cientifico Familia Data Identificagéo Coletor
local comum
AC -67,8187  -9,9719 Rio Branco 201 Maméo Carica papaya L. Caricaeae 25.V.2008 Tetranychus mexicanus D. Navia
AC -67,8183  -9,9718 Rio Branco 202 Rosa Rosa sp. Rosaceae 26.V.2008 Eotetranychus smithi # D. Navia, P. Drumond
AC -67,8185 -9,97,14 Rio Branco 203 Laranja Citrus sinensis Osbeck Rutaceae 26.V.2008 T. mexicanus D. Navia
BA -39,1019  -12,6700 Cruz das Almas Caliman 139 Siratro Macroptilium 09.VI.2006 T. urticae + A. Noronha
atropurpureum L. (Urb)
BA -39,56311  -17,0392 Itamaraju Caliman 138 Mamaéo Carica papaya L. Caricaeae 19.VI.2006 T. urticae A. Noronha
BA -39,0647  -16,4497 Porto Seguro Faz. Palmares 130 Maméo Carica papaya L. Caricaeae 20.V1.2006 T. urticae N. F. Sanches
BA -39,0647  -16,4497 Porto Seguro Faz. Palmares 131 Mamao Carica papaya L. Caricaeae 20.V1.2006 T. urticae N. F. Sanches
BA -39,0647  -16,4497 Porto Seguro Faz. Palmares 132 Mamao Carica papaya L. Caricaeae 20.V1.2006 T. urticae N. F. Sanches
CE -40,1200 -2,8856  Acarau 134 Mandioca Manihot esculenta Euphorbiaceae  12.1X.2006 Mononychellus tanajoa M. C. M. Chagas
Crantz
CE -39,4094  -7,2342  Crato 190 Mamaéo Carica papaya L. Caricaeae 20.1X.2007 T. urticae D. Navia
DF -47,9167  -15,7833 Brasilia Embrapa 166 Tomate - Solanum lycopersicum  Solanaceae 21.vV.2007 T. urticae D. Navia
Cenargen estufa L.
DF -47,9167  -15,7833 Brasilia Embrapa 167 morango - Fragaria x ananassa Rosaceae 21.vV.2007 T. urticae D. Navia
Cenargen estufa Duch.
DF -47,9167  -15,7833 Brasilia Embrapa 168 Tomate Solanum lycopersicum  Solanaceae 01.VI.2007 T. urticae D. Navia
Cenargen
DF -47,9167  -15,7833 Brasilia Cenargen 103 Morango Fragaria x ananassa Rosaceae 26.IV.2006 T. mexicanus D. Navia, L. C. Miranda,
Duch. R. S. Mendonca
DF -47,9167  -15,7833 Brasilia Cenargen 198 Tecoma Tecoma stans (L.) Bignoniaceae 09.VI.2006 T. ludeni R. S. M.endonga
DF -47,9167  -15,7833 Brasilia Cenargen 1 Feijao Phaseolus vulgaris L. Fabaceae 01.X.2004 T. urticae R. S. Mendoncga
DF -47,9167  -15,7833 Brasilia Cenargen 196 Tomate Solanum lycopersicum  Solanaceae 04.V.2008 T. urticae R. S. M.endonga
L.
DF -47,8856  -15,8106 Brasilia SQS 403 197 Maméo Carica papaya L. Caricaeae 12.V1.2008 T. mexicanus R. S. M.endonga

* - novos taxons; + - novo hospedeiro; # - novalocalidade

VT



ANEXO 2. Resultados dos levantamentos de acaros Tetranychidae realizados no Brasil, no periodo de 10/2004 a 07/2008, com

informacdes sobre a localidade, planta hospedeira, data, identificacdo das espécies e coletor.

Localidade Hospedeiro
UF  LONG. LAT. Municipio Descricdo do Ne Nome Nome cientifico Familia Data Identificagéo Coletor
local comum
DF -47,8865  -15,8070 Brasilia SQS 202 199 Rosa Rosa sp. Rosaceae 16.VI.2008 T. urticae R. S. M.endonga
DF -47,9167  -15,7833 Brasilia Cenargen 2 Morango Fragaria x ananassa Rosaceae 01.X.2004 . urticae R. S. Mendoncga
Duch.
DF -47,8864  -15,8063 Brasilia SQS 202 200 Amora Morus rubra L. Moraceae 23.V1.2008 T. bastosi, T. neocaledonicus + R. S. M.endonga
DF -47,9167  -15,7833 Brasilia Cenargen 3 Centrocema Centrosema sp Fabaceae 01.X.2004 . urticae R. S. Mendonca
DF -47,9167  -15,7833 Brasilia Cenargen 31 Amendoin  Arachis pintoi Krap. &  Fabaceae 07.X11.2005 T. ogmophallos R. S. Mendonga
forrageiro Greg.
DF -47,9167  -15,7833 Brasilia Cenargen 75 Algodao Gossypium hirsutum L. Malvaceae 24.11.2006 . desertorum R. S. Mendonca
DF -47,9167  -15,7833 Brasilia Cenargen 85 Manjericio  Ocimum basilicum L. Lamiaceae 23.VII.2006 T. neocaledonicus + R.S. Mendonga
DF -47,9167  -15,7833 Brasilia Cenargen 86 Feijao Phaseolus vulgaris L. Fabaceae 23.VII.2006 T. ludeni R.S. Mendonga
DF -48,2000 -15,6833 Brazlandia 169 Tomate Solanum lycopersicum  Solanaceae 22.VI1.2007 . urticae D. Navia
L.
DF -48,2001  -15,6834 Brazlandia 170 Mamona Ricinus communis L Euphorbiaceae  22.V1.2007 T. ludeni D. Navia
DF -48,2000 -15,6833 Brazlandia 171 Morango Fragaria x ananassa Rosaceae 02.VII.2007 T. urticae D. Navia
Duch.
DF -48,2000  -15,6833 Brazlandia 172 Tomate Solanum lycopersicum  Solanaceae 02.VI1.2007 T. urticae D. Navia
L.
DF -48,1405  -15,9423 Gama Embrapa, 30 Feijdofava Phaseolus lunatus L. Fabaceae 07.XI11.2005 T. urticae +, E. banksi + R. S. Mendoncga
CNPh
DF -47,9443  -15,9285 Nucleo Vargem Bonita 16 Mandioca Manihot esculenta Euphorbiaceae  23..X1.2005 . tanajoa R. S. Mendoncga
Bandeirantes Crantz
DF -47,9443  -15,9285 Ndcleo Vargem Bonita 17 Feijdo Phaseolus vulgaris L. Fabaceae 23..X1.2005 T. desertorum, M. tanajoa + R. S. Mendonga
Bandeirantes
DF -47,5120  -15,6399 Planaltina Taquara 10 Berinjela Solanum melongena L. Solanaceae 17.X1.2005 . urticae R. S. Mendoncga
DF -47,4888  -15,5224 Planaltina Pipiripau 11 Jilé Solanum gilo Raddi Solanaceae 22..X1.2005 T. desertorum +, E. banksi + R. S. Mendonga
DF -47,4888  -15,5224 Planaltina Pipiripau 12 Berinjela Solanum melongena L. Solanaceae 22..X1.2005 T. urticae, M. planki R. S. Mendonca

* - novos taxons; + - novo hospedeiro; # - novalocalidade

514



ANEXO 2. Resultados dos levantamentos de acaros Tetranychidae realizados no Brasil, no periodo de 10/2004 a 07/2008, com

informacdes sobre a localidade, planta hospedeira, data, identificacdo das espécies e coletor.

Localidade Hospedeiro
UF  LONG. LAT. Municipio Descricdo do Ne Nome Nome cientifico Familia Data Identificagéo Coletor
local comum
DF -47,4888  -15,5224 Planaltina Pipiripau 13 Algodéo Gossypium hirsutum L. Malvaceae 22..X1.2005 T. urticae, M. planki . Mendoncga
DF -47,4888  -15,5224 Planaltina Pipiripau 14 Feijao Phaseolus vulgaris L. Fabaceae 22..X1.2005 T. urticae, M. planki . Mendonca
DF -47,7222  -15,5299 Planaltina Upis 26 Mandioca Manihot esculenta Euphorbiaceae  06.XI1.2005 M. tanajoa . Mendoncga
Crantz
DF -47,7222  -15,5299 Planaltina Upis 27 Maracuja Passiflora edulis Sims ~ Passifloraceae  06.X11.2005 M. tanajoa + . Mendonca
DF -47,7222  -15,5299 Planaltina Upis 28 Algodao Gossypium hirsutum L. Malvaceae 06.X11.2005 M. planki . Mendoncga
DF -47,7222  -15,5299 Planaltina Upis 29 Mandioca Manihot esculenta Euphorbiaceae  06.X11.2005 M tanajoa . Mendonca
Crantz
DF -47,5120  -15,6399 Planaltina Taquara 4  Feijao Phaseolus vulgaris L. Fabaceae 17.X1.2005 T. ludeni, T. urticae, T. . Mendoncga
desertorum
DF -47,5120  -15,6399 Planaltina Taquara 5 Maracuja Passiflora edulis Sims  Passifloraceae  17.X1.2005 T. mexicanus . Mendoncga
DF -47,5120  -15,6399 Planaltina Taquara 6  Quiabo Abelmoschus Malvaceae 17.X1.2005 T. neocaledonicus, M. planki . Mendonca
esculentus (L.) Moench
DF -47,5120  -15,6399 Planaltina Taquara 7 Mandioca Manihot esculenta Euphorbiaceae  17.X1.2005 M. tanajoa . Mendoncga
Crantz
DF -47,5120  -15,6399 Planaltina Taquara 8 Berinjela Solanum melongena L. Solanaceae 17.X1.2005 T. urticae, M. tanajoa . Mendonca
DF -48,1180 -15,9087 Recanto das FTB 18 Morango Fragaria x ananassa Rosaceae 28.X1.2005 T. urticae . Mendoncga
Emas Duch.
DF -48,1180 -15,9087 Recanto das FTB 19 Feijéao Phaseolus vulgaris L. Fabaceae 28.X1.2005 T. urticae . Mendonca
Emas
DF -48,1180  -15,9087 Recanto das FTB 20 Berinjela Solanum melongena L. Solanaceae 28.X1.2005 T. desertorum +, E. banksi + . Mendonca
Emas
DF -48,1180  -15,9087 Recanto das FTB 21 Magnolia Michelia champaca L.  Magnoliaceae 28.X1.2005 T. desertorum +, E. banksi + . Mendoncga
Emas amarela
DF -48,1180  -15,9087 Recanto das FTB 22 Feijao Phaseolus vulgaris L. Fabaceae 28.X1.2005 T. desertorum, M. planki . Mendonca
Emas vagem
DF -48,1180  -15,9087 Recanto das FTB 23 Maracuja Passiflora edulis Sims  Passifloraceae  28.X1.2005 T. mexicanus . Mendoncga
Emas
DF -48,1180  -15,9087 Recanto das FTB 24 Alpinia Alpinia purpurata K. Zingiberaceae 28.X1.2005 T. urticae + . Mendonca
Emas Schum

* - novos taxons; + - novo hospedeiro; # - novalocalidade
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ANEXO 2. Resultados dos levantamentos de acaros Tetranychidae realizados no Brasil, no periodo de 10/2004 a 07/2008, com
informacdes sobre a localidade, planta hospedeira, data, identificacdo das espécies e coletor.

Localidade Hospedeiro
UF  LONG. LAT. Municipio Descricdo do Ne Nome Nome cientifico Familia Data Identificagéo Coletor
local comum
DF -48,1180  -15,9087 Recanto das FTB 25 Batatadoce Ipomoeae batatas L. Convolvulaceae 28.X1.2005 T. ludeni, T. bastosi R. S. Mendonga
Emas
DF -47,5583  -15,7578 Tabatinga Rio Preto 129 Algodao Gossypium hirsutum L.  Malvaceae 17.vV.2006 T. urticae, M. planki R.S. Mendonca
ES -40,0722  -19,3911 Linhares Faz. S. 133 Mamaéo Carica papaya L. Caricaeae 03.X1.2006 T. urticae M. Suzuki
Terezinha
ES -40,0722  -19,3911 Linhares Faz. Romana 140 Maméo Carica papaya L. Caricaeae 03.X1.2006 T. urticae M. Suzuki
ES -40,0722  -19,3911 Linhares Faz. S. 157 Mamao Carica papaya L. Caricaeae 03.X1.2006 T. urticae M. Suzuki
Terezinha
ES -40,0722  -19,3911 Linhares Faz. S. 158 Mamaéo Carica papaya L. Caricaeae 03.X1.2006 T. urticae M. Suzuki
Terezinha
ES -40,0978  -19,1969 Sooretama 141 Mamaéao Carica papaya L. Caricaeae 03.X1.2006 T. urticae M. Suzuki
GO -48,6333  -17,7500 Caldas Novas 102 Soja Glycine max Merrill Fabaceae 23.1V.2006 M. planki D. Navia, L. C. Miranda,
R. S. Mendonga
GO -47,7500  -16,6217 Cristalina 36 Soja Glycine max Merrill Fabaceae 19.X11.2005 M. planki R. S. Mendoncga
GO -47,7499  -16,6217 Cristalina BR040 Km 181 76 Soja Glycine max Merrill Fabaceae 07.1V.2006 M. planki D. Navia, L. C. Miranda,
R. S. Mendoncga
GO -47,4199  -16,8609 Cristalina BR040Km124 78 Soja Glycine max Merrill Fabaceae 07.IV.2006 M. planki D. Navia, L. C. Miranda,
R. S. Mendonga
GO  -47,8367 -16,3443 Luiziania Posto Corujao 32 Feijao Phaseolus vulgaris L. Fabaceae 19.XI1.2005 T. urticae R. S. Mendonga
GO -47,8367  -16,3443 Luiziania Posto Corujéo 33 Mamona Ricinus communis L. Euphorbiaceae. 19.X11.2005 T. ludeni, O. mangiferus + R. S. Mendoncga
GO -47,8367  -16,3443 Luiziania Posto Corujéo 34 Mamao Carica papaya L. Caricaeae 19.X11.2005 T. urticae R. S. Mendoncga
GO  -47,8367 -16,3443 Luiziania Posto Corujao 35 Mandioca Manihot esculenta Euphorbiaceae  19.XI1.2005 M. tanajoa R. S. Mendonga
Crantz
MG -45,9011  -21,6564 Alfenas UNIFENAS 60 Feijao Phaseolus vulgaris L. Fabaceae 22.1.2006  T. ludeni, M. planki R. S. Mendoncga
MG  -459011 -21,6564 Alfenas UNIFENAS 61 Jilo Solanum gilo Raddi Solanaceae 22.1.2006  T. urticae R. S. Mendonga
MG -45,9011  -21,6564 Alfenas UNIFENAS 62 Laranja Citrus sinensis Osbeck Rutaceae 22.1.2006  T. mexicanus R. S. Mendoncga

* - novos taxons; + - novo hospedeiro; # - novalocalidade
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ANEXO 2. Resultados dos levantamentos de acaros Tetranychidae realizados no Brasil, no periodo de 10/2004 a 07/2008, com
informacdes sobre a localidade, planta hospedeira, data, identificacdo das espécies e coletor.

Localidade Hospedeiro
UF  LONG. LAT. Municipio Descricdo do Ne Nome Nome cientifico Familia Data Identificagéo Coletor
local comum
MG  -45,4470 -21,7900 Campanha 43 Mandioca Manihot esculenta Euphorbiaceae  20.XI1.2005 M. tanajoa R. S. Mendonga
Crantz
MG -46,3715  -18,9139 Carmo do 41 Mandioca Manihot esculenta Euphorbiaceae  19.X11.2005 M. tanajoa R. S. Mendoncga
Paranaiba Crantz
MG -46,0172  -22,4628 Estiva Olaria 69 Morango Fragaria x ananassa Rosaceae 13.1.2006 T. urticae V. F. Silva
Duch.
MG -46,0172  -22,4628 Estiva Olaria 69 Morango Fragaria x ananassa Rosaceae 13.1.2006  T. urticae V. F. Silva
Duch.
MG -46,0172  -22,4628 Estiva Corrego 70 Morango Fragaria x ananassa Rosaceae 18.1.2006  T. urticae V. F. Silva
Mulatos Duch.
MG -46,0172  -22,4628 Estiva Corrego 71 Morango Fragaria x ananassa Rosaceae 18.1.2006  T. urticae E. J. Rezende
Mulatos Duch.
MG -46,0172  -22,4628 Estiva Corrego 72 Morango Fragaria x ananassa Rosaceae 13.1.2006 T. urticae E. J. Rezende
Mulatos Duch.
MG  -45,4470 -21,7900 Extrema 44  Maracuja Passiflora edulis Sims  Passifloraceae  21.XI1.2005 T. desertorum R. S. Mendonga
MG -43,6744  -15,3383 Jaiba Mocambinho 84 Pinha Anona squamosa L. Anonaceae 08.IV.2006 O. anonae + D. Navia, L. C. Miranda,
R. S. Mendonca
MG  -43,6744  -15,3383 Jaiba Mocambinho 87 Mamao Carica papaya L. Caricaeae 08.1V.2006 E. banksi D. Navia, L. C. Miranda,
R. S. Mendonca
MG -43,6744  -15,3383 Jaiba Mocambinho 88 Mandioca Manihot esculenta Euphorbiaceae  08.1V.2006 M. tanajoa D. Navia, L. C. Miranda,
Crantz R. S. Mendonga
MG  -43,3110 -15,8025 Janauba UNIMONTES 100 Mandioca Manihot esculenta Euphorbiaceae  10.IV.2006 M. tanajoa D. Navia, L. C. Miranda,
Crantz R. S. Mendonca
MG -47,7499  -16,6218 Lagoa Grande 37 Uva Vitis vinifera L. Viataceae 19.X11.2005 T. urticae R. S. Mendonca
MG -47,7499  -16,6218 Lagoa Grande 38 Mandioca Manihot esculenta Euphorbiaceae  19.X11.2005 M. tanajoa R. S. Mendonca
Crantz
MG -46,4644  -17,6197 Lagoa Grande Parada Doce 79 Algodao Gossypium hirsutum L. Malvaceae 07.IV.2006 T. ludeni, T. mexicanus D. Navia, L. C. Miranda,
R. S. Mendonga
MG -46,4644  -17,6197 Lagoa Grande Parada Doce 80 Mamao Carica papaya L. Caricaeae 07.IV.2006 T. mexicanus D. Navia, L. C. Miranda,
R. S. Mendonga
MG -46,4644  -17,6197 Lagoa Grande Parada Doce 81 Mandioca Manihot esculenta Euphorbiaceae  07.IV.2006 M. tanajoa D. Navia, L. C. Miranda,
Crantz R. S. Mendonca
MG -46,3775  -17,6602 Lagoa Grande Parada 82 Maracuja Passiflora edulis Sims ~ Passifloraceae  07.1V.2006 T. mexicanus, E. banksi + D. Navia, L. C. Miranda,
Pamonha R. S. Mendonga

* - novos taxons; + - novo hospedeiro; # - novalocalidade
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ANEXO 2. Resultados dos levantamentos de acaros Tetranychidae realizados no Brasil, no periodo de 10/2004 a 07/2008, com
informacdes sobre a localidade, planta hospedeira, data, identificacdo das espécies e coletor.

Localidade Hospedeiro
UF  LONG. LAT. Municipio Descricdo do Ne Nome Nome cientifico Familia Data Identificagéo Coletor
local comum

MG -45,4611  -17,8465 Lassance BR365 Km 255 83 Soja Glycine max Merrill Fabaceae 07.1v.2006 . urticae, M. planki D. Navia, L. C. Miranda,
R. S. Mendonca

MG -45,0028  -21,2417 Lavras UFLA 107 Tomate Solanum lycopersicum  Solanaceae 09.V.2006 . urticae D. Navia, L. C. Miranda,
L. R. S. Mendoncga

MG  -45,0028 -21,2417 Lavras UFLA 108 Limé&o Taiti  Citrus latifolia Tanaka  Rutaceae 09.V.2006 . mexicanus D. Navia, L. C. Miranda,
R. S. Mendonga

MG -45,0028  -21,2417 Lavras UFLA 109 Ameixa Prunus domestica L. Rosaceae 09.V.2006 . ludeni + D. Navia, L. C. Miranda,
R. S. Mendonga

MG  -45,0028 -21,2417 Lavras UFLA 110 Liméo Citrus limonia L. Rutaceae 09.V.2006 . ludeni +, E. banksi D. Navia, L. C. Miranda,
Cravo Osbeck R. S. Mendonca

MG -45,0028  -21,2417 Lavras UFLA 111 Maracuja Passiflora edulis Sims  Passifloraceae 09.V.2006 . mexicanus D. Navia, L. C. Miranda,
R. S. Mendonga

MG  -45,0028 -21,2417 Lavras UFLA 112 Ameixa Prunus domestica L. Rosaceae 09.V.2006 . urticae D. Navia, L. C. Miranda,
R. S. Mendoncga

MG  -45,0028 -21,2417 Lavras UFLA 113 Mamaéo Carica papaya L. Caricaeae 09.V.2006 . urticae D. Navia, L. C. Miranda,
R. S. Mendonga

MG -45,0028  -21,2417 Lavras UFLA 114 Acerola Malpighia glabra L. Malpighiaceae 09.V.2006 . mexicanus D. Navia, L. C. Miranda,
R. S. Mendonca

MG -45,0028  -21,2417 Lavras UFLA 115 Cipo6-de- Pyrostegia venusta Bignoniaceae 09.V.2006 . urticae + D. Navia, L. C. Miranda,
S&o-Jodo Miers R. S. Mendonca

MG -45,0028  -21,2417 Lavras UFLA 116 Pinhao Jatropha curcas L. Euphorbiaceae  09.V.2006 . urticae D. Navia, L. C. Miranda,
manso R. S. Mendonga

MG  -45,0028 -21,2417 Lavras UFLA 117 Rosa Rosa sp. Rosaceae 09.V.2006 . mexicanus D. Navia, L. C. Miranda,
R. S. Mendonca

MG -45,0028  -21,2417 Lavras UFLA 118 Magndlia Michelia champana L.  Magnoliaceae 09.V.2006 . desertorum +, E. banksi + D. Navia, L. C. Miranda,
amarela R. S. Mendonga
MG -45,9834  -21,6566 Machado 63 Mandioca Manihot esculenta Euphorbiaceae 23.1.2006 . tanajoa R. S. Mendonca

Crantz
MG  -46,9791 -21,1700 Monte S. de 64 Feijédo Phaseolus vulgaris L. Fabaceae 24.1.2006 . planki R. S. Mendonga
Minas

MG -43,3006  -15,8025 Nova Viveiro 94 Jatropha Jatropha sp. Euphorbiaceae  09.1V.2006 . bastosi D. Navia, L. C. Miranda,
Porteirinha Suculentas R. S. Mendonga

MG -43,3006  -15,8025 Nova Viveiro 96 Baoba Adansonia digitata L. Bombacaceae 09.1v.2006 . urticae D. Navia, L. C. Miranda,
Porteirinha Suculentas R. S. Mendoncga

MG -43,3006  -15,8025 Nova EPAMIG 97 Mamao Carica papaya L. Caricaeae 10.1V.2006 . banksi D. Navia, L. C. Miranda,
Porteirinha R. S. Mendonga

* - novos taxons; + - novo hospedeiro; # - novalocalidade
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ANEXO 2. Resultados dos levantamentos de acaros Tetranychidae realizados no Brasil, no periodo de 10/2004 a 07/2008, com
informacdes sobre a localidade, planta hospedeira, data, identificacdo das espécies e coletor.

Localidade Hospedeiro
UF  LONG. Municipio Descricdo do Ne Nome Nome cientifico Familia Data Identificagéo Coletor
local comum
MG -43,3006  -15,8025 Nova EPAMIG 98 Algodéao Gossypium Malvaceae 10.IV.2006 T. bastosi + D. Navia, L. C. Miranda,
Porteirinha silvestre barbadense L. R. S. Mendonca
MG -43,3006  -15,8025 Nova EPAMIG 99 Banana Musa sp. Musaceae 10.IV.2006 T. abacae D. Navia, L. C. Miranda,
Porteirinha R. S. Mendonca
MG  -47,0096 -17,3122 Paracatu 105 Mandioca Manihot esculenta Euphorbiaceae  09.IV.2007 M. tanajoa D. Navia, L. C. Miranda,
Crantz R. S. Mendonga
MG -47,0096  -17,3122 Paracatu 104 Algodao Gossypium hirsutum L.  Malvaceae 09.IV.2006 M. planki, T. ludeni D. Navia, L. C. Miranda,
R. S. Mendonga
MG  -47,0096 -17,3122 Paracatu 106 Mamaéao Carica papaya L. Caricaeae 09.1V.2007 T. bastosi D. Navia, L. C. Miranda,
R. S. Mendonca
MG -46,6126  -17,4855 Paracatu 77 mamao Carica papaya L. Caricaeae 07.IV.2006 T. mexicanus D. Navia, L. C. Miranda,
R. S. Mendonga
MG  -46,4608 -18,5823 Patos de Minas 39 Algodao Gossypium hirsutum L. Malvaceae 19.XI1.2005 M. planki R. S. Mendonga
MG  -46,4608 -18,5823 Patos de Minas 40 Geranio Pelargonium hortorum  Geraniaceae 19.XI1.2005 T. ludeni + R. S. Mendonga
L.H.Bailey
MG -44,9419  -17,3450 Pirapora Parada Uva 101 Uva Vitis vinifera L. Vitaceae 12.1V.2006 T. mexicanus +, P. ulmi #,0. aff. D. Navia, L. C. Miranda,
mangiferus, Oligonychus n. sp.1* R. S. Mendonca
MG  -43,6851 -20,3294 Recanto Novo 135 Dama-da- Cestrum intermedium  Solanaceae 13.V.2006 T. neocaledonicus + D. Navia, L. C. Miranda,
Noite Sendtn. R. S. Mendonca
MG -43,6851  -20,3294 Recanto Novo 136 Roma Punica granatum L. Punicaceae 13.V.2006 Oligonychus mangiferus + D. Navia, L. C. Miranda,
R. S. Mendonga
MG  -43,6851 -20,3294 Recanto Novo 137 Mussaenda Mussaenda sp. Rubiaceae 13.V.2006 O. mangiferus + D. Navia, L. C. Miranda,
rosa R. S. Mendonca
MG -46,2500 -19,2000 Rio Paranaiba 42 Soja Glycine max Merrill Fabaceae 19.X11.2005 T. desertorum, M. planki R. S. Mendoncga
MG -44,9731  -21,2272 S. Sebastido 124 Feijao Phaseolus vulgaris L. Fabaceae 10.V.2006 T. ludeni, M. planki D. Navia, L. C. Miranda,
Vitéria R. S. Mendonga
MG  -44,9731  -21,2272 S. Sebastiao 125 Mandioca Manihot esculenta Euphorbiaceae  10.V.2006 T. urticae, M. tanajoa D. Navia, L. C. Miranda,
Vitéria Crantz R. S. Mendonga
MG -46,1000 -22,3660 Tocos do Mogi 73 Morango Fragaria x ananassa Rosaceae 20.1.2006  T. urticae B. P. Silva
Duch.
MG -46,1000 -22,3660 Tocos do Mogi 74 Morango Fragaria x ananassa Rosaceae 20.1.2006  T. desertorum A. C. Silva
Duch.
MG -45,2071  -18,2400 Trés Marias 121 Eritrina, Erythrina indica Lam. Fabaceae 09.IV.2006 T. mexicanus + D. Navia, L. C. Miranda,
brasileirinho R. S. Mendonga

* - novos taxons; + - novo hospedeiro; # - novalocalidade
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ANEXO 2. Resultados dos levantamentos de acaros Tetranychidae realizados no Brasil, no periodo de 10/2004 a 07/2008, com
informacdes sobre a localidade, planta hospedeira, data, identificacdo das espécies e coletor.

Localidade Hospedeiro
UF  LONG. LAT. Municipio Descricdo do Ne Nome Nome cientifico Familia Data Identificagéo Coletor
local comum
MG  -45,2071  -18,2400 Trés Marias 122 Rosa Rosa sp. Rosaceae 09.1V.2006 T. neocaledonicus D. Navia, L. C. Miranda,
R. S. Mendonca
MG -45,2071  -18,2400 Trés Marias 123 Rosavirose Rosa sp. Rosaceae 09.IvV.2006 Oligonychus n. sp. 2 * D. Navia, L. C. Miranda,
R. S. Mendonca
MG  -47,9743  -19,7037 Uberaba 65 Mandioca Manihot esculenta Euphorbiaceae 24.1.2006 M. tanajoa R. S. Mendonga
Crantz
MG -47,9743  -19,7037 Uberaba 66 Feijao Phaseolus vulgaris L. Fabaceae 24.1.2006 M. planki R. S. Mendonca
MG  -47,9743  -19,7037 Uberaba 67 Algodao Gossypium hirsutum L. Malvaceae 24.1.2006  T. ludeni, M. planki R. S. Mendonga
MG -47,9743  -19,7037 Uberaba 68 Soja Glycine max Merrill Fabaceae 24.1.2006 M. planki R. S. Mendonca
MG  -48,2772  -18,9186 Uberlandia 181 Mamaéo Carica papaya L. Caricaeae 05.VI1.2007 T. urticae D. Navia
MG  -42,8819 -20,7539 Vigcosa UFV 119 Acalifa Acalypha wilkesiana Euphorbiaceae  13.V.2006 E. tremae D. Navia, L. C. Miranda,
Mull.Arg. R. S. Mendonga
MS -52,6228  -18,7942 Chapadéo do 152 Algodao Gossypium hirsutum L.  Malvaceae 11.X11.2006 T. urticae M. R. Vieira
Sul
MS -54,8056  -22,2210 Dourados UFGD 120 Algodao Gossypium hirsutum L. Malvaceae 04.1X.2006 T. urticae R. Suakane
MS -54,8056  -22,2211 Dourados UFGD 145 Soja Glycine max Merrill Fabaceae 14.X11.2006 T. urticae M. Suzuki
PE -40,5008 -9,3986  Petrolina 189 Mamaéo Carica papaya L. Caricaeae 18.1X.2007 T. urticae D. Navia, M. G. C.
Gondim
PE -34,9166  -7,8237 Recife 175 Maméo Carica papaya L. Caricaeae 13.V1.2007 T. urticae M. G. C. Gondim
PE -34,9166  -7,8237 Recife 188 Maria- Solanum americanum  Solanaceae 24.1X.2007 T. urticae A. Migeon
pretinha Mill.
PE -34,9165 -7,8239 Recife UFRPE 15 Maméo Carica papaya L. Caricaeae 16.XI1.2005 T. urticae M.G. C. Gondin
PE -34,9165 -7,8239 Recife UFRPE 89 Maria- Solanum americanum  Solanaceae 11.VIIL.2006 T. evansi D. Navia, L. C. Miranda,
pretinha Mill. R. S. Mendonga
PE -34,9165 -7,8239 Recife UFRPE 90 Maméo Carica papaya L. Caricaceae 11.VIIL.2006 T. mexicanus D. Navia, L. C. Miranda,
R. S. Mendonca
PE -34,9165 -7,8239 Recife UFRPE 91 Algodao Gossypium hirsutum L.  Malvaceae 11.VIII.2006 T. urticae D. Navia, L. C. Miranda,
R. S. Mendonga

* - novos taxons; + - novo hospedeiro; # - novalocalidade
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ANEXO 2. Resultados dos levantamentos de acaros Tetranychidae realizados no Brasil, no periodo de 10/2004 a 07/2008, com
informacdes sobre a localidade, planta hospedeira, data, identificacdo das espécies e coletor.

Localidade Hospedeiro
UF  LONG. LAT. Municipio Descricdo do Ne Nome Nome cientifico Familia Data Identificagéo Coletor
local comum
PE -34,9117  -7,9458 Recife Faz. Mumbecas 92 Mamao Carica papaya L. Caricaceae 11.VIIL.2006 T. evansi +, T. mexcicanus, E. D. Navia, L. C. Miranda,
banksi R. S. Mendonca
PE -34,9165 -7,8239 Recife UFRPE 93 Mamona Ricinus communis L. Euphorbiaceae 11.VIII.2006 T. ludeni D. Navia, L. C. Miranda,
R. S. Mendoncga
PE -34,9165 -7,8239 Recife UFRPE 95 Acacia Acacia sp. Fabaceae 11.VIII.2006 E. banksi + D. Navia, L. C. Miranda,
R. S. Mendonga
PR -49,2780  -25,4109 Curitiba UFPR - estufa 191 Feijao Phaseolus vulgaris L. Fabaceae 15.V1.2007 T. urticae L. Monteiro
PR -52,4272  -31,7786 Curitiba Chac. Morango 192 morango Fragaria x ananassa Rosaceae 09.1X.2007 T. urticae L. Monteiro
Natural Duch.
PR -49,2780  -25,4109 Curitiba UFPR (Dep 194 Feijao Phaseolus vulgaris L. Fabaceae 09.X1.2007 T. urticae L. Monteiro
Fitot)
PR -51,0364  -23,0586 Sertanopolis CNPso 9 Soja Glycine max Merrill Fabaceae 10.1.2005 M. planki D. S. Gomes
RN -35,3539  -5,8583 Macaiba 163 Mandioca Manihot esculenta Euphorbiaceae  10.1X.2006 M. tanajoa M. C. M. Chagas
Crantz
RN -37,3442  -5,1875 Mossoro 144 Maméo Carica papaya L. Caricaeae 05.VII.2006 T. urticae Eltom
RN -37,3442  -5,1875 Mossor6 148 Mamao Carica papaya L. Caricaeae 05.VI1.2006 T. gloveri Eltom
RR -60,9833  1,9333 Boa Vista Embrapa 176 Milho Zea mays L. Poaceae 17.v.2007 T. urticae D. Navia
Roraima
RR -60,9833  1,9333 Boa Vista Embrapa 177 Maracuja Passiflora edulis Sims  Passifloraceae  17.V.2007 T. urticae + D. Navia
Roraima
RR -60,9833  1,9333 Boa Vista Embrapa 178 Banana Musa sp. Musaceae 17.v.2007 T. urticae D. Navia
Roraima
RR -60,9833  1,9333 Boa Vista Embrapa 179 Mandioca Manihot esculenta Euphorbiaceae = 17.V.2007 T. urticae D. Navia
Roraima Crantz
RR -60,6733  1,9333 Boa Vista Embrapa 154 Melancia Citrullus lanatus Cucurbitaceae 29.111.2005  T. ludeni + D. Navia
Roraima (Thunb.)
RR -60,6733  1,9333 Boa Vista Embrapa 155 Soja Glycine max Merrill Fabaceae 18.VI11.2006 T. ludeni, M. planki D. Navia
Roraima
RR -60,6733  1,9333 Boa Vista Embrapa 156 Melancia Citrullus lanatus Cucurbitaceae 12.111.2005 T. ludeni + D. Navia
Roraima (Thunb.)
RR -60,6733  1,9333 Boa Vista Embrapa 159 Mandioca Manihot esculenta Euphorbiaceae  15.111.2005 M. tanajoa D. Navia
Roraima Crantz

* - novos taxons; + - novo hospedeiro; # - novalocalidade
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ANEXO 2. Resultados dos levantamentos de acaros Tetranychidae realizados no Brasil, no periodo de 10/2004 a 07/2008, com
informacdes sobre a localidade, planta hospedeira, data, identificacdo das espécies e coletor.

Localidade Hospedeiro
UF  LONG. LAT. Municipio Descricdo do Ne Nome Nome cientifico Familia Data Identificagéo Coletor
local comum
RR -60,6733  1,9333 Boa Vista Embrapa 160 Soja Glycine max Merrill Fabaceae 18.VIIL.2006 T. desertorum, M. planki D. Navia
Roraima
RR -60,6733  1,9333 Boa Vista Embrapa 162 Melancia Citrullus lanatus Cucurbitaceae 30.111.2005  T. ludeni + D. Navia
Roraima (Thunb.)
RS -53,8978  -27,4800 Bela Vista Trés Passos 182 Gerbera Gerbera hybrida Hort.  Asteraceae 28.1X.2007 T. urticae D. Navia
RS -53,8978  -27,4800 Bela Vista Trés Passos 184 Pepino Cucumis sativus L Cucurbitaceae 28.1X.2007 T. urticae D. Navia
RS -53,8978  -27,4800 Bela Vista Trés Passos 186 Morango Fragaria x ananassa Rosaceae 28.1X.2007 T. urticae D. Navia
Duch.
RS -52,9986  -28,8861 Campos 149 Soja Glycine max Merrill Fabaceae 16.111.2006  T. urticae, T. desertorum S. Roggia
Borges
RS -53,7647  -29,6097 Itaara 206 Capim Eustachys disticophylla Poaceae 08.11.2007  Monoceronychus n. sp.1 * D. Navia, P. R. V. S.
coqueirinho  (Lag.) Nees Pereira
RS -56,5531  -29,1253 Itaqui 187 cravorana  Ambrosia polystachya Asteraceae 29.1X.2007 T. urticae + D. Navia
DC.
RS -52,8208  -28,4592 N&o-me-Toque 117 Soja Glycine max Merrill Fabaceae 11.111.2005 T. mexicanus S. Roggia
RS -52,4000 -28,2667 Passo Fundo Embrapa Trigo 161 Trigo Triticum vulgare L. Poaceae 27.1X.2006 T. urticae + E. Shrisca
RS -52,4272  -31,7786 Pelotas Embrapa 193 morango Fragaria x ananassa Rosaceae 10.X.2007 T. urticae Emerson
Pelotas Duch.
RS -53,8333  -29,6833 Santa Maria UFSM 185 Partenium Parthenium sp Asteraceae 26.1X.2007 T. urticae + D. Navia
RS -53,8333  -29,6833 Santa Maria UFSM 147 Feijao Phaseolus vulgaris L. Fabaceae 05.1.2006  T. urticae, T. ludeni, T. S. Roggia
desertorum
RS -54,9613 -28,4085 Sé&o Luiz 207 Capim Eustachys disticophylla Poaceae 13.1.2007  Schizotetranychus n. sp. 1 * near D. Navia, P. R. V. S.
Gonzaga coqueirinho  (Lag.) Nees fililifolius Pereira
RS -52,9525  -28,6286 Selbach 143 Soja Glycine max Merrill Fabaceae 10.11.2005 T. urticae S. Roggia
RS -53,0286  -29,4214 Sobradinho 183 Morango Fragaria x ananassa Rosaceae 27.1X.2007 T. urticae D. Navia
Duch.
RS -54,8250  -29,8836 Victor Greff 150 Soja Glycine max Merrill Fabaceae 09.111.2005 T. urticae, T. desertorum, M. S. Roggia
planki
SC -50,7000 -26,9333 Lebon Regis 58 Feijao Phaseolus vulgaris L. Fabaceae 22.1.2006 T. urticae J. M. Milanez

* - novos taxons; + - novo hospedeiro; # - novalocalidade
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ANEXO 2. Resultados dos levantamentos de acaros Tetranychidae realizados no Brasil, no periodo de 10/2004 a 07/2008, com
informacdes sobre a localidade, planta hospedeira, data, identificacdo das espécies e coletor.

Localidade Hospedeiro
UF  LONG. LAT. Municipio Descricdo do Ne Nome Nome cientifico Familia Data Identificagéo Coletor
local comum

SP -47,0760 -22,8665 Campinas IAC 45 Mandioca Manihot esculenta Euphorbiaceae 10.1.2006  T. urticae, M. tanajoa R. S. Mendonga
Crantz

SP -47,0760  -22,8665 Campinas IAC 46 Mamao Carica papaya L. Caricaeae 10.1.2006  T. mexicanus R. S. Mendonca

SP -47,0760 -22,8665 Campinas IAC 47 Café Coffea arabica L. Rubiaceae 10.1.2006  O. ilicis R. S. Mendonga

SP -47,0760 -22,8665 Campinas IAC 48 Mucuna Mucuna aterrima Fabaceae 10.1.2006  T. desertorum +, E. banksi + R. S. Mendonca
Holland

SP -47,0760 -22,8665 Campinas IAC 49 Limé&o Taiti  Citrus latifolia Tanaka  Rutaceae 10.1.2006  T. mexicanus R. S. Mendonga

SP -47,0985  -22,6567 Holambra 50 Gerbera Gerbera hybrida Hort.  Asteraceae 11.1.2006  T. urticae R. S. Mendonca

SP -47,0985  -22,6567 Holambra 53 Rosa Rosa sp Rosaceae 11.1.2006 T. urticae R. S. Mendonga

branca

SP -50,5560 -20,2636 Jales 205 Uva Vitis vinifera L. Vitaceae 18.VII1.2008 T. urticae M. R. Vieira

SP -47,3659  -24,2649 Miracatu Sitio Caturra 55 Liméo cravo Citrus limonia Osbeck  Rutaceae 16.1.2006 T. desertorum R. S. Mendonca

SP -47,3659  -24,2649 Miracatu Sitio Caturra 56 Jilo Solanum gilo Raddi Solanaceae 16.1.2006 T. desertorum +, E. banksi + R. S. Mendonga

SP -46,9422  -22,3722 Mogi Gaugu 174 Algodao Gossypium hirsutum L.  Malvaceae 02.VII.2007 T. urticae M. G. C. Gondim

SP -46,6833  -22,6819 Monte Alegre 126 Morango Fragaria x ananassa Rosaceae 24.IV.2006 T. urticae A. Raga

do Sul Duch.

SP -47,8843  -24,6096 Pariquera-Acu  IAC 59 Mandioca Manihot esculenta Euphorbiaceae 16.1.2006 M. tanajoa R. S. Mendonca
Crantz

SP -50,7833  -22,8167 Pedrinhas 146 Soja Glycine max Merrill Fabaceae 21.1.2005 T. urticae, M. planki D. S. Gomes

SP -47,6492  -22,7253 Piracicaba 173 Feijao Phaseolus vulgaris L. Fabaceae 02.VI1.2007 T. urticae M. Poletti

SP -47,6492  -22,7253 Piracicaba Beira Rio 180 Mamaéo Carica papaya L. Caricaeae 05.VI.2007 T. urticae D. Navia

SP -51,3836  -22,1178 Presidente 127 Mamaéao Carica papaya L. Caricaeae 24.1V.2006 T. urticae M. Sato

Prudente
SP -47,8436  -24,4875 Registro 57 Mamao Carica papaya L. Caricaeae 16.1.2006 T. desertorum R. S. Mendoncga

* - novos taxons; + - novo hospedeiro; # - novalocalidade

LST



ANEXO 2. Resultados dos levantamentos de acaros Tetranychidae realizados no Brasil, no periodo de 10/2004 a 07/2008, com
informacdes sobre a localidade, planta hospedeira, data, identificacdo das espécies e coletor.

Localidade Hospedeiro
UF  LONG. LAT. Municipio Descricdo do Ne Nome Nome cientifico Familia Data Identificagéo Coletor
local comum
SP -46,9977  -22,6165 S. Antbnio da 51 Crisantemo Dendranthema Asteraceae 11.1.2006 . urticae R. S. Mendonga
Posse grandiflora (Ramat.)
Kitam.
SP -46,9977  -22,6165 S. Antdnio da 52 Crisantemo D. grandiflora (Ramat.) Asteraceae 11.1.2006 . urticae R. S. Mendonga
Posse Kitam.
SP -49,3794  -20,8197 Sé&oJ.doR. 165 Dalia Dahlia sp. Asteraceae 18.1.2006 . urticae R. J. F. Feres
Preto
SP -47,1353  -23,5292 Sé&o Roque 54  Algodao Gossypium Malvaceae 11.1.2006 . mexicanus R. S. Mendonga
barbadense L.
SP -46,7014  -22,6097 Serra Negra 128 Morango Fragaria x ananassa Rosaceae 24.1V.2006 . urticae M. Sato
Duch.
SP -46,5353  -22,6000 Socorro Distrito Chaves 142 Morango Fragaria x ananassa Rosaceae 02.X.2006 . urticae P.G. Jefferson
Duch.
SP -46,7196  -23,5281 SP City Lapa Pomar 204 Tomate Solanum lycopersicum  Solanaceae 10.111.2008 . urticae R. S. Mendonca
doméstico
SP -49,9798  -20,4228 Votuporanga 151 Algodao Gossypium hirsutum L. Malvaceae 11.X11.2006 T. urticae M. R. Vieira
UR -58,1312  -32,6368 San Javier Rio negro 195 Cambara- Lantana camara L. Verbenaceae 06.VI1.2007 . urticae + D. Navia, E. Castiglione
de-cheiro

* - novos taxons; + - novo hospedeiro; # - novalocalidade

8GT
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ANEXO 3. Two new spider mites (Acari: Tetranychidae ) from Brazil - a
Monoceronychus McGregor (Bryobiinae) from fingergrass and an
Oligonychus Berlese (Tetranychinae) from grape - and a new rec  ord for
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Abstract

Two new Tetranychidae (Prostigmata) mites are described from Brazil -
Monoceronychus n. sp., a bryobiine collected from weeping fingergrass,
Eustachys distichophylla (Lag.) Nees (Poaceae), in the State of Rio Grande do
Sul; and Oligonychus n. sp., a tetranychine collected from grape, Vitis vinifera
L. (Vitaceae), in the State of Minas Gerais. Monoceronychus n. sp. is the
second species in this genus described from South America. In addition to the
description of these new species, the Tetranychinae Eotetranychus smithi
Pritchard & Baker, 1955 was recorded for the first time for South America.

Key words : phytophagous mites, taxonomy, Tetranychini, Hystrichonychini,
Eustachys distichophylla, Vitis vinifera
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Introduction

The Tetranychidae or spider mites comprise a large group of
phytophagous mites, including important pests of agricultural crops worldwide.
So far, this family includes about 1250 species, distributed in 74 genera; 182
tetranychid species have been recorded in South America and 104 species in
Brazil (Migeon and Dorkeld, 2008; Bolland et al., 1998).

The genus Monoceronychus McGregor, 1945 (Tetranychidae,
Bryobiinae, Hystrichonychini) is represented by 19 species (Migeon and
Dorkeld, 2008; Bolland et al., 1998) collected from monocotyledonous plants,
mainly on grasses (Poaceae). Most of the species were described from North
America, 15 from the United States (Pritchard & Baker, 1955; Krantz, 1962;
Tuttle & Baker, 1964; Tuttle & Baker, 1968; Baker & Tuttle, 1972) and two from
Mexico (Tuttle et al, 1976); the other species are from Africa (South Africa)
(Meyer, 1974) and South America (Brazil). Monoceronychus bambusicola Feres
& Flechtmann, 1995 was described from Bambusa from Brazil and was recently
recorded from Japan (Gotho & Shida, 2007). Monoceronychus linki Pritchard &
Baker, 1955 is the other species found in Brazil (Flechtmann & Baker, 1975)
and also found in Paraguay (Aranda & Flechtmann, 1971) and Cuba (Almaguel
& Machado, 1984).

The genus Oligonychus Berlese, 1886 (Tetranychidae, Tetranychidae,
Tetranychini) contains 203 valid species, 52 of which have been recorded from
South America and 25 from Brazil Twelve species of Oligonychus were

collected from grape worldwide, six from Brazil: O. anonae Paschoal, 1970, O.


http://www1.montpellier.inra.fr/CBGP/spmweb/notespecies.php?id=468
http://www1.montpellier.inra.fr/CBGP/spmweb/notespecies.php?id=576
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biharensis (Hirst, 1924)., O. coffeae (Nietner, 1861), O. mangiferus (Rahman &
Sapra, 1940), O. punicae (Hirst, 1926), O. yothersi, (McGregor, 1914) (Migeon
and Dorkeld, 2008; Bolland et al., 1998).

The genus Eotetranychus Oudemans, 1931, has 185 valid species, 18 of
which were recorded from South America and eight from Brazil. Two
Eotetranychus species were reported from rose in South America, E. deflexus
(McGregor, 1950) and E. lewisi (McGregor, 1943).

In this paper two new spider mites from Brazil are described - a bryobiine
in  Monoceronychus McGregor collected from the weeping fingergrass,
Eustachys distichophylla (Lagasca y Segura) Nees (Poaceae), in the State of
Rio Grande do Sul; and a tetranychine in Oligonychus Berlese, collected from
grapes, Vitis vinifera L. (Vitaceae), in the State of Minas Gerais. The first record
of Eotetranychus smithi Pritchard & Baker, 1955 to the South America fauna

was registered.

Material and Methods

A legal permit for collecting zoological material for scientific purposes
was required by the Brazilian Institute for the Environment and Renewable
Natural Resources (IBAMA); we were issued permit number 231/2006
CGFAU/IBAMA.

Mites were collected from weeping fingergrass and grape leaves by the
washing/sieving extraction method. Specimens were preserved in 70% ethanol

and then mounted on microscope slides in Hoyers’ medium.


http://www1.montpellier.inra.fr/CBGP/spmweb/notespecies.php?id=567
http://www1.montpellier.inra.fr/CBGP/spmweb/notespecies.php?id=561
http://www1.montpellier.inra.fr/CBGP/spmweb/notespecies.php?id=564
http://www1.montpellier.inra.fr/CBGP/spmweb/notespecies.php?id=559
http://www1.montpellier.inra.fr/CBGP/spmweb/notespecies.php?id=171
http://www1.montpellier.inra.fr/CBGP/spmweb/notespecies.php?id=168
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The collection site for the Monoceronychus specimens, Itaara, State of Rio
Grande do Sul, has a subtropical humid climate, with uniformly distributed
precipitation with an annual average of 1,714.2 mm. The annual average
temperature is 18°C, the hottest month averages 32.6°C and the | coldest month
9.8°C (Malufi, 2000). The host plant, E. distichophylla, is a perennial grass
described from Argentina and its present distribution is South and North America
(Soreng et al., 2000).

The local climate of the collection site of the Oligonychus specimens —
Pirapora municipality in Northern Minas Gerais State - was classified as tropical
humid with a wet season during November to March. The winter season has
low precipitation; at least one month has a lowest average total precipitation of
60mm (Tonietto & Carbonneau, 2004; Tonietto et al. 2006). The annual average
temperature was 23.8°C, the hottest month is 31.7°C and the coldest month
12.2°C. Oligonychus mites were collected from grape leaves during the dry
season in April 2006 and in August 2008.

Microscopic preparations of specimens were examined under a phase
contrast and interference microscope (Leitz Wetzlar and Nikon Eclipse 80i).
Micrographs were obtained using a digital system composed by a phase
contrast and interference microscope (Nikon Eclipse 80i) connected to a digital
camera (Nikon DS-Fil with DS-L2) and to a computer. Images of some
taxonomic characters were composed using Helicon Focus Software 4.10
(2007) and Helicon Filter 4.5 (2007). ArcSoft Panorama Maker software v.
4.2.0.59 was used to compose the final images.

Measurements are given in micrometers (um). Female holotype

measurements are followed by the range of paratypes in parentheses.


http://www1.montpellier.inra.fr/CBGP/spmweb/notespecies.php?id=576
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Setae were measured from the center of the setal base to the tip of the
seta; the distances between setae were measured from center to center of their
bases.

The holotype and paratypes were deposited on the Mite Reference
Collection at the Laboratério de Quarentena Vegetal, Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia, Brasilia, DF, Brazil. Paratypes were also deposited
in the Mite Collection at Departamento de Entomologia, Fitopatologia e
Zoologia Agricola of the Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”,

ESALQ, University of Sdo Paulo, Piracicaba, Sdo Paulo, Brazil.

Family TETRANYCHIDAE Donnadieu, 1875
Subfamily BRYOBIINAE Berlese, 1913
Tribe HYSTRICHONYCHINI Pritchard & Baker, 1955

Monoceronychus, McGregor, 1945

Monoceronychus n. sp. Mendoncga, Navia & Flechtmann

(Figs 1-22 and 46-55)

Diagnosis. A typical Monoceronychus with prodorsal anterior projections
covering the gnathosoma entirely; anterior median projection subtriangular and
apically rounded with a small median anterior cone-like projection; leg | longer
than body; peritreme ending in two — three large chambers; hl (fifth pair of
dorsocentral) heavily barbed, two and half times longer than f1; sc2 and c3

marginal about twice as long as other dorsal setae except h1l.



165

FEMALE. Measurements (n=6). Body length 510 (463- 541) including
rostrum; width 273 (234-273). Color in life yellowish. Dorsum . Integument of the
propodosomal and opisthosomal shields granulated forming a circular pattern
visible only under oil magnification: between these regions, integument
transversely striated. Propodosoma with three anterior well developed
projections, covering the rostrum, palpi and entire gnathosoma; anterior median
projection enlarged, subtriangular and apically rounded and with a small cone
shaped structure, 73 (68-73) long; lateral anterior projections 52 (49-55) long,
each bearing the spatulate and serrate vertical seta (v2). The anterior median
projection extends beyond the tip of v2. Peritreme bent, arched inwards,
distally ending in two-three chambers. Gnathosoma. Rostrum reaching the
base of femur I. Stylophore anteriorly rounded, about as long as broad. Palp
tarsus. Palptarsal thumb bears 6 setiform structures, two simple, 3 subequal
eupathidia and one “solenidion” longer than eupathidia.

Setae. Dorsal setae variable in size and shape. Prodorsal setae v2 and scl
lanceolate to spatulate and serrate; sc2, ¢3, hl marginal and serrate; scl, c1-2,
d1-2, el-2, f1-2 (dorsocentral and dorsolateral) lanceolate to spatulate and
serrate. Prodorsal setae length: v2 17 (13-17), scl 21 (21-23), sc2 51 (49-52).
Distances between prodorsal setal insertions v2-v2 47-57, scl-scl 130-138,
sc2-sc2 208-234. Hysterosomal setae length: c1 18 (17-26), c2 21 (21-29), c3
34 (31-39), d1 16 (16-18), d2 16 (16-17), el 10 (10-13), e2 17 (16-17), f1 34

(34), f2 21 (18-21), hl 70 (65-73). Distances between hysterosomal setal



166

insertions: c1l-cl 57-65, c2-c2 161-179, c3-c3 213-255, d1-d1 57-60, d2-d2 151-
161, el-el 31-39, e2-e2 117-138, f1-f1 68-78, f2-f2 91-96, h1-h1 29-37.
Legs. Leg | longer than body. Trochanter Il with a serrate dorsal seta; femur,
genu and tibia Il, Ill, IV of all legs with two types of setae: slender serrate dorsal
and filiform. Coxa with only filiform setae. Tibia and tarsus with tactile and
sensory setae.

Leg chaetotaxy, from coxa to tarsus (solenidia in parentheses). No
alternative setal count was observed.
l. 2-1-9-2-9(1)-9(1) + 2 duplex (6 proximal and 4 distal to duplex)
I. 2-0-5-4-4-7(1) + 1 duplex (2 proximal and 6 distal)
. 1-1-3-4-4-7

IV.  1-0-2-2-4-7(1)

MALE. Measurements (n=2): body length 349-374; width 167-195.
Smaller than female and less robust. Anterior median projection not covering
the gnathosoma, thumblike, apically flat and slightly emarginate, not extending
beyond seta v2 of the lateral projections. The dorsal integument on the median
portion of the body granulated in between the slender transverse striae. Caudal
three pairs of hysterosomal setae (f1, f2 and h1l) more lanceolate-serrate than in
the female and with smaller variation in length. The two males studied exhibited
differences between the length of the opisthosomal setae, however the length
ratios between f1, f2 and h1 remained constant.

Leg chaetotaxy, from coxa to tarsus (solenidia in parentheses). No

alternative setal count was observed.
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l. 2-1-9-2-14-11(3) + 2 duplex (10 proximal and 4 distal to duplex)
Il. 2-1-5-4-4-9(1) + 1 duplex (6 proximal and 4 distal)
V. 1-1-3-4-4-7
VI.  1-0-2-2-4-7(1)

PROTONYMPH. Measurements (n=10). Smaller than female; dorsal
integument on the median portion of the body with stronger striae than in female
and completely smooth. The integument around seta pair el showing a
particular arched pattern of granulation. Setae hl longer than in female, more
than five times longer than f1.

Leg chaetotaxy, from coxa to tarsus (solenidia in parentheses). There
were two observations of alternative setal count.

l. 2-1-6-2-6-9(1) + 2 duplex
I. 2-0-3-2-4-7 + 1 duplex
I, 1-1-2-1-4-70r 6

V. 1-0-2-1-4-7 or 6

TYPE MATERIAL

Holotype female. Brasil, Rio Grande do Sul: Itaara, latitude 29°36'35"
South, longitude 53°45'53" West, altitude 425 m; ex Eustachys distichophylla
(Lagasca y Segura) Nees (Poaceae), weeping fingergrass; 08-ii-2007; D. Navia
and P. R. V. S. Pereira.

Paratypes. Five females, two males and 10 protonymphs with same host

and data as holotype.
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Remarks: The new species is close M. linki Pritchard & Baker, 1955 and
M. bambusicola, Feres & Flechtmann, 1995, in having the prodorsal anterior
projections covering the entire gnathosoma. However it differs from these
species in the length of leg I that is longer than the body (about as long as the
body in M. linki and shorter in M. bambusicola); peritreme ending in two-three
chambers (ending in anostomosed chambers in M. linki and in M. bambusicola);
hl setae (fifth pair of dorsocentrals) are long and robust (flagellate in M.

bambusicola).
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FIGURE 1-7: Monoceronychus n. sp. Female. 1. Dorsal view; 2-5. Legs I-IV, (from

coxa to tarsus), in this sequence; 6; Palptarsus; 7. Prodorsal anterior projection.
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FIGURE 8-14. Monoceronychus n.sp. 8. Protonymph. Dorsal view. 9-14. Female.
9. Peritreme. 10. Genitoanal region; 11-14. Tarsal appendages of legs I-1V, in this

sequence.
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FIGURE 15-22. Monoceronychus n. sp. Male. 15. Dorsal view; 16-19. Legs I-1V
(from coxa to tarsus), in this sequence; 20. Genital system detail 21. Prodorsal

anterior projection; 22. Aedeagus.
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FIGURE 46-52. Monoceronychus n. sp. Micrographs. Female. 46. Dorsal view; 47.
Genitoanal region; 48. Ocelli. 49. Male. Genitoanal region. 50-52. Prodorsal anterior

projection. 50. Female; 51.Male; 52. Protonymph.
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FIGURE 53-55. Monoceronychus n. sp. Micrographs. Hysterosomal caudal

setae. 53. Female; 54. Protonymph; 55. Male.
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Family TETRANYCHIDAE Donnadieu, 1975,
Subfamily TETRANYCHINAE Berlese, 1913
Tribe TETRANYCHINI Reck, 1950

Oligonychus Berlese, 1886

Oligonychus n. sp. Mendoncga, Navia & Flechtmann

(Figs 23-45 and 56-61)

Diagnosis. A typical Oligonychus with dorsal hysterosomal setae longer
than longitudinal distances between bases of consecutive pairs. Tarsus | with
three tactile and one sensory setae proximal to duplex; and two tactile setae
ventrally beyond the duplex. Tarsus Ill and IV each with ten tactile and one
sensory setae. Aedeagus upturned, stem at an angle slightly larger than 90° in
relation to axis of shaft. The distal enlargement with the axis at an acute angle
to that of shaft, with dorsal margin slightly sinuate and the tip bending down;
anterior margin of knob acutely angulate. Tibia | of the male with seven tactile

and four sensory setae; tarsus | with 11 tactile and three sensory setae.

FEMALE. Measurements (n=4). Body length 356 (348-377); width 247
(218-247). Color in life carmine red. Dorsum. Dorsal striation almost
longitudinal on propodosoma and transversal on hysterosoma, except for the
area between fl1 and f2 setae, where the striation pattern becomes slightly
transverse and irregular. Lobes of striae rounded, wider than tall and separated

at the base. Peritreme slender, slightly curved and enlarged distally.
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Gnathosoma. Rostrum reaching the distal third of femur I. Stylophore enlarged,
rounded anteriorly. Palp tarsus : palptarsal thumb bears terminal eupathidium
(spinneret) 5 (4-5) long and 5 (4-5) in diameter; two lateral eupathidia 6 (6-7)
long each one; solenidia 4 (4) long.
Setae. Dorsal body setae long and variable in size. Setae scl, c1, d1, el, f1, f2
and hl longer than distance between the bases of each member of the pair
and all dorsal hysterosomal setae longer than longitudinal distances between
bases of consecutive pairs. Prodorsal setae slender and slightly barbed.
Prodorsal setal length: v2 65 (62-65), sc1 99 (91-99), sc2 78 (73-78). Distances
between prodorsal setal insertions v2-v2 73 (65-73), scl-scl 88 (75-88), sc2-
sc2 195 (182-195). Hysterosomal setae long, slender and pubescent.
Hysterosomal setal length: c1 83 (83-86), c2 81 (81-86), c3 81 (81-83), d1 83
(83-86), d2 83 (83-91), el 75 (75-81), e2 88 (86-94), f1 70 (70-73), f2 65 (62-
70), h3 52 (49-52). Distances between hysterosomal setal insertions: c1-c1 65
(65-68), c2-c2 130 (122-130), c3-c3 221 (203-226), d1-d1 78 (70-78), d2-d2 166
(156-166), el-el 52 (49-52), e2-e2 120 (117-127), f1-f1 36 (34-39), f2-f2 49
(49-52), h1-h1 23 (23-29).
Legs. Tarsi I, II, lll and IV with tactile and sensory setae. Tibia | showing tactile
and sensory setae; tibia Il, Ill and IV presenting only tactile setae. Tarsus |
bears 3 tactile setae and one solenidion proximal to the duplex setae; two tactile
setae on venter just beyond the first duplex seta. Empodia with 4 pairs of
proximo-ventral hairs.

Leg chaetotaxy, from coxa to tarsus (solenidia in parentheses). No

alternative setal count was observed.
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l. 2-1-9-5-7(1)-12(1) + 2 duplex
. 2-1-7-5-5-11(1) + 1 duplex
\V2 1-1-2-3-5-10(1)

V. 1-1-1-2-5-10(1)

Ventral striation. Ventral striae smooth, without lobes, transversal to pg setae
except for the longitudinal pattern immediately anterior to the genital flap; flap

with transverse striae.

MALE. Measurements (n=4). Smaller than female. Only one male in

dorsoventral position, body length 325; width 195, including rostrum. The other
three males were in lateral position. Palptarsus: terminal eupathidium
(spinneret) 5 long and 6 in diameter; two lateral eupathidia 5 long; solenidion 4
long.
Legs. Tarsus | bears three tactile setae and three solenidia well proximal to the
duplex setae; a single tactile seta on venter just beyond first duplex. Tarsus I
bears 4 tactile setae and one solenidion well proximal to the duplex. Empodia
provided with three pairs of proximo-ventral hairs.

Leg chaetotaxy, from coxa to tarsus (solenidia in parentheses). No
alternative setal count was observed
|.  2-1-8-5-7(4)-11(3) + 2 duplex
Il. 2-1-6-5-5-12(1) + 1 duplex
VI, 1-1-2-2-5-8(1)

VL. 1-1-1-2-5-8(1)
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Aedeagus upturned, stem at an angle slightly larger than 90° in relation to axis
of shaft. The distal enlargement with the axis at an acute angle to that of shatft,
with dorsal margin slightly sinuate and the tip bending down; anterior margin of

knob acutely angulate.

Holotype female. Brasil, Minas Gerais, Pirapora, latitude 17°21' S,
longitude 44°56'W, altitude 489m; ex Vitis vinifera L., grape; 12. iv. 2006 and
8.viii.2008; D. Navia and R. S. Mendonca.

Paratypes. Three females and four males, same host and collection data

as holotype.

Remarks: the closest species to Oligonychus n. sp. are O. anonae
Paschoal, 1970 and O. poutericola Feres & Flechtmann, 1986. However the
aedeagus of the new species presents the dorsal margin slightly sinuate, longer
posterior margin and the tip bending down (dorsal margin of the knob straight in
O. anonae; sharply sinuous and smaller in O. poutericola). Tarsus | of the male
of Oligonychus n. sp. with 11 tactile setae and three sensory setae ( eight
tactile and six sensory in O. anonae and 12 tactile and three sensory in O.
poutericola). Oligonychus n. sp. females have peritreme slender, slightly curved
and enlarged distally (straight and ending in bulb in O. anonae; and straight and

ending in a kidney-shaped opening in O. poutericola).
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New Record

Eotetranychus smithi Pritchard & Baker, 1955

A collection of spider mites by D. Navia and P. Drumond from roses,
Rosa spp. (Rosaceae), from Rio Branco, Acre, Brazil (9°58°'18.49” South and
67°49'5.74” West), yielded female and male specimens of E. smithi, which is

herein reported for the first time in South America.
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FIGURE 23-25. Oligonychus n. sp. Female. 23. Dorsal view; 24. Genitoanal

region; 25. Palptarsus.
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FIGURE 26-34. Oligonychus n. sp. Female. 26-29. Tibia and tarsus of legs I-IV, in
this sequence; 30-33. Tarsal appendages of legs I-1V, in this sequence.; 34.

Peritreme.
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FIGURE 35-45. Oligonychus n. sp. Male. 35-38. Tibia and tarsus of legs I-1V, in this
sequence; 39-42. Tarsal appendages of legs I-1V, in this sequence; 43. Palptarsus; 44.

Peritreme; 45. Aedeagus.



FIGURE 56-58. Oligonychus n. sp. Micrographs. Male. 56. Aedeagus. Female. 57.

Genitoanal region; 58. Peritreme
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FIGURE 59-61. Oligonychus n. sp. Micrographs. Female. Dorsal striation pattern. 59.

Propodosoma; 60. Hysterosoma between c1 and d1 setae; 61 Hysterosoma between

el to hl.
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ANEXO 4. Sequéncias ITS (rDNA) das espécies do grupo telarius e de outras espécies de Tetranychus de pigmentacdo avermelhada
previamente publicadas e usadas na composicao do conjunto de dados. O niumero do acesso e o respectivo nome da espécie foram copiados

do GenBank. Informacdes sobre a espécie de planta hospedeira e origem geografica foram extraidas do artigo cientifico.

o Planta hospedeira
a’(\:l esdsoo Espécie Tar(n?)r)lho Pais e localidade P Referéncia
p Nome cientifico Familia Nome co mum

ABO076369 . urticae 1205 Japéo, Honshu, Goboh Citrullus lanatus Cucurbitaceae Osakabe et al. (2002).
Wakayama

AY750700 . urticae 543 Taiwan Desconhecido Yeh, W. B., Hsu, K., Hua, T. & Chang, N. T. Nao

publicado

X99881 . urticae 613 Holanda Desconhecido Navajas et al. (1998).

DQ656440 T. urticae 474 Israel Citrullus lanatus Cucurbitaceae Ben-David et al. (2007),

DQ656441 T. urticae 474 Israel Citrullus lanatus Cucurbitaceae Ben-David et al. (2007)

DQ656442 T. urticae 474 Israel Citrullus lanatus Cucurbitaceae Ben-David et al. (2007)

DQ680165 T. urticae 645 China, Changli Heibei Malus domestica Rosaceae Macéa Hong, X. Y., Xie, L. & Wang, J. H. N&o publicado
(Palearctic)

DQ680166 T. urticae 645 China (Palearctic) Liaoning Malus domestica Rosaceae Maca Hong, X. Y., Xie, L. & Wang, J. H. N&o publicado
Xingchenghina

DQ680167 T. urticae 645 China (Palearctic) Shandong  Malus domestica Rosaceae Macéa Hong, X. Y., Xie, L. & Wang, J. H. N&o publicado
Taian

DQ680168 T. urticae 645 China (Palearctic) Henan Solanum melongena  Solanaceae Berinjela Hong, X. Y., Xie, L. & Wang, J. H. N&o publicado
Zhengzhou

DQ680169 T. urticae 645 China (Oriental) Jiangsu Malus domestica Rosaceae Macéa Hong, X. Y., Xie, L. & Wang, J. H. N&o publicado
Xuzhou

DQ680170 T. urticae 645 China (Palearctic) Gansu Prunus persica Rosaceae Péssego Hong, X. Y., Xie, L. & Wang, J. H. N&o publicado
Lanzhou

DQ680171 T. urticae 645 China (Palearctic)  Shaanxi Malus domestica Rosaceae Macéa Hong, X. Y., Xie, L. & Wang, J. H. N&o publicado
Xian

DQ778064 T. urticae 645 Japéo, Honshu Kuroishi Desconhecido Hong, X. Y., Xie, L. & Wang, J. H. N&o publicado
Aomori

DQ778065 T. urticae 645 China (Oriental) Guangxi Solanum melongena  Solanaceae Berinjela Hong, X. Y., Xie, L. & Wang, J. H. N&o publicado
Nanning

DQ778066 T. urticae 645 China (Palearctic)  Ningxia Zea mays Poaceae Milho Hong, X. Y., Xie, L. & Wang, J. H. N&o publicado
Yinchuan

DQ778067 T. urticae 645 China (Oriental) Shanghai Ficus religiosa Moraceae Figueira Hong, X. Y., Xie, L. & Wang, J. H. N&o publicado
Nanhui

DQ778068 T. urticae 645 China (Palearctic)  Xinjiang Phaseolus vulgaris Fabaceae Feijao Hong, X. Y., Xie, L. & Wang, J. H. N&o publicado

Shihezi

Acessos destacados em cor cinza correspondem as sequéncias provavelmente geradas de exemplares erroneamente identificados.
As sequéncias foram coletadas no Genbank em marco de 2008.
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ANEXO 4. Sequéncias ITS (rDNA) das espécies do grupo telarius e de outras espécies de Tetranychus de pigmentacdo avermelhada
previamente publicadas e usadas na composi¢céo do conjunto de dados. O nimero do acesso e o respectivo nome da espécie foram copiados
do GenBank. Informacdes sobre a espécie de planta hospedeira e origem geografica foram extraidas do artigo cientifico.

o Planta hospedeira
a’(\:l esdsoo Espécie Targweér;ho Pais e localidade P Referéncia
p Nome cientifico Familia Nome co mum
DQ778069 T. urticae 645 China (Oriental) Hunan Glycine max Fabaceae Soja Hong, X. Y., Xie, L. & Wang, J. H. N&o publicado
Changsha
AM408046 T. urticae 481 Espanha Onda Citrus reticulata Rutaceae Tangerina Hurtado et. al. (2008).
AM408030 T. urticae 1123 Espanha Castellon Citrus reticulata Rutaceae Tangerina Hurtado et al. (2008).
AM408031 T. urticae 1220 Franca Alenya Solanum Rutaceae Tomate Hurtado et al. (2008).
lycopersicum
AM408035 T. urticae 1163 EUA Flérida, Citrus sinensis Rutaceae Laranja Hurtado et al. (2008).
Gainesville
AM408042 T. urticae 484 Espanha Amposta Citrus reticulata Rutaceae Tangerina Hurtado et al. (2008).
AM408043 T. urticae 482 Espanha Betxi Citrus reticulata Rutaceae Tangerina Hurtado et al. (2008).
AM408044 T. urticae 481 Espanha Callosa Citrus reticulata Rutaceae Tangerina Hurtado et al. (2008).
AM408045 T. urticae 484 Espanha Moncofar Citrus reticulata Rutaceae Tangerina Hurtado et al. (2008).
AB257736 . urticae 1162 Japao, Honshu, Tsukuba Desconhecido Osakabe, M., Kotsubo, Y., Tajima, R. & Hinomoto.
Ibaraki N&o publicado
AB257737 T. urticae 1162 Japéo, Honshu Tsukuba Desconhecido Osakabe, M., Kotsubo, Y., Tajima, R. & Hinomoto.
Ibaraki N&o publicado
AB257738 . urticae 1162 Japao, Honshu Tsukuba Desconhecido Osakabe, M., Kotsubo, Y., Tajima, R. & Hinomoto.
Ibaraki N&o publicado
DQ512866 T. cinnabarinus 645 China (Oriental) Nanhui Gossypium hirsutum  Malvaceae Algodao Xie et al. (2008).
Shanghai
DQ517304 T. cinnabarinus 645 China (Oriental) Chibi Solanum melongena  Solanaceae Berinjela Xie et al. (2008).
Hubei
DQ523836 T. cinnabarinus 645 China (Oriental) Shaoguan  Phaseolus vulgaris Fabaceae Feijao Xie et al. (2008).
Guangdong
DQ523837 T. cinnabarinus 645 China (Oriental) Nanning Solanum melongena  Solanaceae Berinjela Xie et al. (2008).
Guangxi
DQ523838 T. cinnabarinus 645 Hainan (China) Danzhou Manihot esculenta Euphorbiaceae Mandioca Xie et al. (2008).
DQ523839 T. cinnabarinus 645 China (Oriental) Beibei Phaseolus vulgaris Fabaceae Feijao Xie et al. (2008).
Chongging

Acessos destacados em cor cinza correspondem as sequéncias provavelmente geradas de exemplares erroneamente identificados.
As sequéncias foram coletadas no Genbank em marco de 2008.
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ANEXO 4. Sequéncias ITS (rDNA) das espécies do grupo telarius e de outras espécies de Tetranychus de pigmentacdo avermelhada
previamente publicadas e usadas na composi¢céo do conjunto de dados. O nimero do acesso e o respectivo nome da espécie foram copiados
do GenBank. Informacdes sobre a espécie de planta hospedeira e origem geografica foram extraidas do artigo cientifico.

N° do - Tamanho ] . Planta hospedeira o
Espécie (ob) Pais e localidade Referéncia
acesso p Nome cientifico Familia Nome co mum

DQ515786 T. cinnabarinus 645 China (Palearctic) Haidan Phaseolus vulgaris Fabaceae Feijao Hong, X. Y. & Xie, L. Nao publicado
Beijing

DQ515787 T. cinnabarinus 645 China (Palearctic) Wei Gossypium hirsutum Malvaceae Algodao Xie et al. (2008).
Heibei

DQ515789 T. cinnabarinus 645 China (Palearctic) Huhhot Phaseolus vulgaris Fabaceae Feijao Hong, X. Y. & Xie, L. N&o publicado
Nei Mongolia

DQ515791 T. cinnabarinus 645 China (Palearctic) Changchun Phaseolus vulgaris Fabaceae Feijao Hong, X.Y . & Xie, L. N&o publicado
Jilin

DQ512867 T. cinnabarinus 645 China (Oriental) Nantong Desconhecido Xie et al. (2008).
Jiangsu

DQ512869 T. cinnabarinus 645 China (Oriental) Anging Gossypium hirsutum Malvaceae Algodao Xie et al. (2008).
Anhui

DQ517300 T. cinnabarinus 645 China (Oriental) Fuzhou Desconhecido Hong, X. Y & Xie L. Nao publicado
Fujian

DQ517301 T. cinnabarinus 645 Taiwan Gaoxiong Solanum melongena  Solanaceae Berinjela Hong, X. Y, Xie T. & Feng, L. M. N&o publicado

DQ517302 T. cinnabarinus 645 China (Palearctic) Binzhou Solanum melongena  Solanaceae Berinjela Xie et al. (2008).
Shandong

DQ517303 T. cinnabarinus 645 China (Palearctic) Xinye Desconhecido Xie et al. (2008).
Henan

DQ523843 T. cinnabarinus 645 China (Palearctic)  Yinchuan Phaseolus vulgaris Fabaceae Feijao Hong, X. Y., Xie, L. & He, D. H. Nao publicado
Ningxia

DQ523844 T. cinnabarinus 645 China (Palearctic)  Xining Phaseolus vulgaris Fabaceae Feijao Hong, X. Y. & Xie, L. N&o publicado
Qinghai

DQ515790 T. cinnabarinus 645 China (Palearctic) Shenyang  Phaseolus vulgaris Fabaceae Feijao Hong, X. Y. & Xie, L. Nao publicado
Liaoning

DQ515788 T. cinnabarinus 647 China (Palearctic) Yuncheng Gossypium hirsutum Malvaceae Algodao Xie et al. (2008).
Shanx

DQ515792 T. cinnabarinus 647 China (Palearctic)  Jiamusi Solanum melongena  Solanaceae Berinjela Xie et al. (2008).
Heilongjiang

DQ512868 T. cinnabarinus 645 China (Oriental) Cixi Gossypium hirsutum Malvaceae Algodao Xie et al. (2008).
Zhejiang

DQ512870 T. cinnabarinus 645 China (Oriental) Pengze Gossypium hirsutum Malvaceae Algodao Xie et al. (2008).
Jiangxi

DQ523841 T. cinnabarinus 645 China (Palearctic)  Zhouzhi Desconhecido Xie et al. (2008).

Shaanxi

Acessos destacados em cor cinza correspondem as sequéncias provavelmente geradas de exemplares erroneamente identificados.
As sequéncias foram coletadas no Genbank em marco de 2008.
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ANEXO 4. Sequéncias ITS (rDNA) das espécies do grupo telarius e de outras espécies de Tetranychus de pigmentacdo avermelhada
previamente publicadas e usadas na composi¢céo do conjunto de dados. O nimero do acesso e o respectivo nome da espécie foram copiados
do GenBank. Informacdes sobre a espécie de planta hospedeira e origem geografica foram extraidas do artigo cientifico.

o Planta hospedeira
a’;‘ esdsoo Espécie Tar(ne;)r)lho Pais e localidade P Referéncia
p Nome cientifico Familia Nome co mum
DQ523842 T. cinnabarinus 645 China (Palearctic) Lanzhou Phaseolus vulgaris Fabaceae Feijao Xie et al. (2008).
Gansu
DQ517305 T. cinnabarinus 645 China (Oriental) Chibi Solanum melongena  Solanaceae Berinjela Xie et al. (2008).
Hubei
DQ523840 T. cinnabarinus 645 China (Oriental) Lezhi Desconhecido Xie et al. (2008).
Sichuan
AY750702 T. truncatus 543 Taiwan Desconhecido Yeh,W. B., Hsu, K., Hua, T. & Chang, N. T. Nao
publicado
AB257729 T. truncatus 1163 Japéo, Honshu Kyoto Boehmeria nivea Urticaceae Rami Osakabe, M., Kotsubo,Y., Tajima, R. & Hinomoto,N.
N&o publicado.
AB257730 T. truncatus 1164 Japéo, Honshu Kyoto Boehmeria nivea Urticaceae Rami Osakabe, M., Kotsubo,Y., Tajima, R. & Hinomoto,N.
N&o publicado.
EU007689 T. kanzawai 605 China Desconhecido Chang, S. C. & Ho, C.C. Nao publicado
AY750701 T. kanzawai 543 Taiwan Desconhecido Hsu, K., Hua, T., Chang, N. T. M. & Yeh, W. B. Nao
publicado
ABO076370 T. kanzawai 1203 Japéo, Honshu, Kanaya Camellia sinensis Theaceae Cha verde Osakabe et al. (2002).
Shizuoka
X99876 T. kanzawai 535 Congo Brazaville Manihot esculenta Euphorbiaceae Mandioca Navajas et al. (1998).
AJ295611 T. turkestani 528 Franca Montpellier ~ Convolvulus arvensis  Convolvulaceae  Corriola Navajas & Boursot (2003).
DQ656467 T. turkestani 474 Israel Malus sylvestris Rosaceae Maca Ben-David et al. (2007).
DQ656468 T. turkestani 474 Israel Prunus persicae Rosaceae Péssego Ben-David et al. (2007).
AM408032 T. turkestani 1223 Franca Codognan  Solanum melongena  Solanaceae Berinjela Hurtado et al. (2008).
AM408041 T. turkestani 483 Espanha Castellon Convolvulus arvensis  Convolvulaceae  Corriola Hurtado et al. (2008).
Franca T. turkestani 1154 Franca Codognan  Solanum melongena  Solanaceae Berinjela Navajas, M. & Migeon, A. N&ao publicado
ABO076372 T. pueraricola 1208 Japéo, Honshu, Hitachiohta Pueraria lobata Fabaceae Kudzu Osakabe et al. (2002).
Ibaraki
Y13609 T. pueraricola 483 Japéo, Ibaraki Itachi-Otha  Pueraria lobata Fabaceae Kudzu Gotoh et al. (1998).

Acessos destacados em cor cinza correspondem as sequéncias provavelmente geradas de exemplares erroneamente identificados.
As sequéncias foram coletadas no Genbank em marco de 2008.
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ANEXO 4. Sequéncias ITS (rDNA) das espécies do grupo telarius e de outras espécies de Tetranychus de pigmentacdo avermelhada
previamente publicadas e usadas na composicao do conjunto de dados. O niumero do acesso e o respectivo nome da espécie foram copiados
do GenBank. Informacdes sobre a espécie de planta hospedeira e origem geografica foram extraidas do artigo cientifico.

o Planta hospedeira
a’(\:l esdsoo Espécie Tar(n?)r)lho Pais e localidade P Referéncia
p Nome cientifico Familia Nome co mum

ABO076371 T. ludeni 1197 Japéo, Honshu Kishigawa  Solanum melongena  Solanaceae Berinjela Osakabe et al. (2002).
Wakayama

DQ656451 T. ludeni 479 Israel Lavatera sp. Malvaceae Malvaisco Ben-David et al. (2007).

DQ656452 T. ludeni 479 Israel Lavatera sp. Malvaceae Malvaisco Ben-David et al. (2007).

DQ656453 T. ludeni 1163 Franca Codognan  Solanum melongena  Solanaceae Berinjela Hurtado et al. (2008).

Mas Faget
AM408040 T. ludeni 488 Espanha Castellon Parietaria judaica Urticaceae Fava-da-cova Hurtado et al. (2008).
AJ419833 T. evansi 542 Kenia Nairobi Lycopersicon Solanaceae Tomate Knapp et al. (2003).
esculentum

DQ656448 T. evansi 490 Israel Solanum nigrum Solanaceae Erva Moura Ben-David et al. (2007).

AB257746 T. evansi 1162 Japéo, Honshu Kyoto Desconhecido Osakabe,M., Kotsubo,Y., Tajima,R. & Hinomoto,N.
Kyoto N&o publicado

AB257747 T. evansi 1162 Japéo, Honshu Kyoto Desconhecido Osakabe,M., Kotsubo,Y., Tajima,R. & Hinomoto,N.
Kyoto N&o publicado.

AM408047 T. evansi 498 Portugal Madeira Solanum nigrum Solanaceae Erva Moura Hurtado et al. (2008).

AM408033 T. evansi 1280 Espanha Castellon Solanum nigrum Solanaceae Erva Moura Hurtado et al. (2008).

EU003876 T. evansi 541 Grécia Tympac Solanum nigrum Solanaceae Erva Moura Tsagkarakou et al. (2007).

EU003876 T. evansi 543 Grécia Tympac Solanum nigrum Solanaceae Erva Moura Tsagkarakou et al. (2007).

AB257733 T. phaselus 1171 Japéo, Honshu, Ushiku Desconhecido Osakabe,M., Kotsubo,Y., Tajima,R. & Hinomoto,N.
Ibaraki N&o publicado.

AB257734 T. phaselus 1171 Japéo, Honshu, Ushiku Desconhecido Osakabe,M., Kotsubo,Y., Tajima,R. & Hinomoto,N.
Ibaraki N&o publicado.

AB257735 T. phaselus 1171 Japéo, Honshu, Ushiku Desconhecido Osakabe,M., Kotsubo,Y., Tajima,R. & Hinomoto,N.
Ibaraki N&o publicado.

AB257748 T.piercei 1178 Japéo, Honshu Tsukuba Desconhecido Osakabe,M., Kotsubo,Y., Tajima,R. & Hinomoto,N.
Ibaraki N&o publicado.

AY750703 T.piercei 548 Taiwan Desconhecido Hsu, K., Hua, T., Chang, N. T. and Yeh, W. B. N&do

publicado.

Acessos destacados em cor cinza correspondem as sequéncias provavelmente geradas de exemplares erroneamente identificados.
As sequéncias foram coletadas no Genbank em marco de 2008.
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ANEXO 4. Sequéncias ITS (rDNA) das espécies do grupo telarius e de outras espécies de Tetranychus de pigmentacdo avermelhada
previamente publicadas e usadas na composi¢céo do conjunto de dados. O nimero do acesso e o respectivo nome da espécie foram copiados
do GenBank. Informacdes sobre a espécie de planta hospedeira e origem geografica foram extraidas do artigo cientifico.

Ne do Tamanho Planta hospedeira

Espécie Pais e localidade Referéncia
acesso (pb) Nome cientifico Familia Nome co mum

X99878 T. neocaledonicus 534 Benin Cotonou Vigna unguiculata Fabaceae Feijao fradinho Navajas et al. (1998).

AB257728 T. ezoensis 1161 Japéo, Honshu, Morioka Desconhecido Osakabe, M., Kotsubo, Y., Tajima,R. & Hinomoto,N.
Ilwate N&o publicado.

AB257745 T. parakanzawai 1161 Japao, Honshu, Ami Ibaraki Desconhecido Osakabe, M., Kotsubo,Y., Tajima, R. & Hinomoto,N.
Ibaraki University N&o publicado.

AB257739 T. okinawanus 1380 Japéo , Nansei- Motobu Desconhecido Osakabe, M., Kotsubo, Y., Tajima,R. & Hinomoto,N.
Shoto, Okinawa N&o publicado.

AB257740 T. okinawanus 1384 Japéo , Nansei- Motobu Desconhecido Osakabe, M., Kotsubo, Y., Tajima,R. & Hinomoto,N.
Shoto, Okinawa N&o publicado.

AB257741. T. okinawanus 1378 Japéo , Nansei- Itoman Desconhecido Osakabe, M., Kotsubo, Y., Tajima,R. & Hinomoto,N.
Shoto Okinawa N&o publicado.

AB257742 T. okinawanus 1382 Japéo , Nansei- Iltoman Desconhecido Osakabe, M., Kotsubo, Y., Tajima,R. & Hinomoto,N.
Shoto Okinawa N&o publicado.

AB257743 T. okinawanus 1384 Japéo, Nansei- Naha Desconhecido Osakabe, M., Kotsubo, Y., Tajima,R. & Hinomoto,N.
Shoto Okinawa N&o publicado.

AB257744 T. okinawanus 1382 Japéo, Nansei- Naha Desconhecido Osakabe, M., Kotsubo, Y., Tajima,R. & Hinomoto,N.
Shoto Okinawa N&o publicado.

Acessos destacados em cor cinza correspondem as sequéncias provavelmente geradas de exemplares erroneamente identificados.
As sequéncias foram coletadas no Genbank em marco de 2008.
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ANEXO 5. Sequéncias COl (mtDNA) das espécies do grupo telarius e de outras espécies de Tetranychus de pigmentagdo avermelhada
previamente publicadas e usadas na composi¢do do conjunto de dados. O nimero do acesso e o respectivo nome da espécie foram copiados

do GenBank. Informacdes sobre a espécie de planta hospedeira e origem geografica foram extraidas do artigo cientifico.

N° do . Tamanho ] ) Planta hospedeira o
Espécie b) Pais e localidade Referéncia
acesso (P Nome cientifico Familia Nome comum

TurtCod T. urticae 929 Franca Codgnan Mas Faget  Solanum melongena Solanaceae Berinjela Sequence Datbase GBGP, Inra.,Montpellier

X80855 T. urticae 394 Franca, Montpellier Phaseolus vulgaris Fabaceae Feijao Navajas et al. (1996).
Montpellier

X74571 T. urticae 564 Holanda Sambucus sp Caprifoliaceae Sabugueiro Fournier et al. (1994).

ABO041257 T. urticae 644 Japéo, Honshu Tohoku Desconhecido Toda et al. (2000).

AB066449 T. urticae 396 Japéo, Hokkaido  Sapporo Trifolium repens Fabaceae Trevo branco Hinomoto et al. (2001)

AB066450 T. urticae 396 Japéo, Hokkaido = Naganuma Glicine max Fabaceae Soja Hinomoto et al. (2001)

AB066451 T. urticae 396 Japéo, Hokkaido  Kimobetsu Trifolium repens Fabaceae Trevo branco Hinomoto et al. (2001)
Hokkaido

AB066452 T. urticae 396 Japéo, Hokkaido  Assabu Althaea rosea Malvaceae Malva Hinomoto et al. (2001)
Hokkaido

AB066453 T. urticae 396 Japéo, Honshu Tsukuba Fragaria chiloensis Rosacea Morango Hinomoto et al. (2001)
Ibaraki (=ananassa)

AB066454 T. urticae 396 Japéo, Honshu Shinjo Chrysanthemum Asteraceae Crisantemo Hinomoto et al. (2001)
Nara morifolium

AB066455 T. urticae 396 Japéo, Honshu Shimoichi Rosa hybrida Rosaceae Rosa Hinomoto et al. (2001)
Nara

AB066456 T. urticae 396 Japao, Nansei- Itoman Phaseolus vulgaris Fabaceae Feijao Hinomoto et al. (2001)
Shoto, Okinawa

AB066457 T. urticae 396 Japéo, Nansei- Hirara Capsicum annuun Solanaceae Pimentao Hinomoto et al. (2001)
Shoto Okinawa

AB066458 T. urticae 396 Italia, Toscana Firenze Convolvulus arvensis Convolvulaceae Corriola Hinomoto et al. (2001)

AB066459 T. urticae 396 Brasil, Santa Cacador Fragaria chiloensis (=x  Rosaceae Morango Hinomoto et al. (2001)
Catarina ananassa)

AB066460 T. urticae 396 Tailandia Chiangmai Rosa hybrida Rosaceae Rosa Hinomoto et al. (2001)

ABO066461 T. urticae 396 Taiwan Miaoli Fragaria chiloensis (= Rosaceae Morango Hinomoto et al. (2001)

ananassa)

Acessos destacados em cor cinza correspondem as sequéncias provavelmente geradas de exemplares erroneamente identificados.

As sequéncias foram coletadas no Genbank em margo de 2008
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ANEXO 5. Sequéncias COl (mtDNA) das espécies do grupo telarius e de outras espécies de Tetranychus de pigmentagdo avermelhada
previamente publicadas e usadas na composi¢do do conjunto de dados. O nimero do acesso e o respectivo nome da espécie foram copiados

do GenBank. Informacdes sobre a espécie de planta hospedeira e origem geografica foram extraidas do artigo cientifico.

Ne do - Tamanho . . Planta hospedeira .
Espécie b) Pais e localidade Referéncia
acesso (P Nome cientifico Familia Nome comum

AB066462 . urticae 396 Japéo, Honshu, Tomobe Dianthus caryophyllus  Caryophyllaceae Cravo Hinomoto et al. (2001)
Ibaraki

AB066463 . urticae 396 Japéo, Honshu, Tsukuba Fragaria chiloensis (=x = Rosaceae Morango Hinomoto et al. (2001)
Ibaraki ananassa)

AB066464 T. urticae 396 Japéo, Honshu, Tsuchiura Viola x wittrockina Violaceae Amor perfeito Hinomoto et al. (2001)
Ibaraki

AB066465 . urticae 396 Japéo, Honshu, Inzai Dianthus caryophyllus ~ Caryophyllaceae Cravo Hinomoto et al. (2001)
Chiba

AB066466 . urticae 396 Japéo, Honshu, Goboh Gypsophila paniculata  Caryophyllaceae Mosquitinho Hinomoto et al. (2001)
Wakayama

AB066467 . urticae 396 Japéo, Honshu, Goboh Eustoma russellianum  Gentianaceae Lisianto Hinomoto et al. (2001)
Wakayama

AB066468 . urticae 396 Japao, Shikoku, Nankoku Dianthus caryophyllus  Caryophyllaceae Cravo Hinomoto et al. (2001)
Kochi

AB066469 . urticae 396 Itdlia, Toscana Firenze Convolvulus arvensis Convolvulaceae Corriola Hinomoto et al. (2001)

ABO079044 . urticae 375 Japéo, Honshu, Tsukuba Fragaria chiloensis (=x = Rosaceae Morango Hinomto & Takafuji (2001).
Ibaraki ananassa)

ABO079045 . urticae 375 Japéo, Honshu, Tsukuba Fragaria chiloensis (=x  Rosaceae Morango Hinomto & Takafuji (2001).
Ibaraki ananassa)

AB116573 . urticae 710 Japéo, Honshu, Shimoichi Rosa hybrida Rosaceae Rosa Hinomoto, N. & Takafuji (2004).
Nara

AB116574 . urticae 710 Japéo, Honshu, Tsuchiura Viola x wittrockina Violaceae Amor perfeito Hinomoto, N. & Takafuji (2004).
Ibaraki

AJ414582 . urticae 849 Holanda Amsterdan Sambucus sp Caprifoliaceae Sabugueiro Navajas & Boursot (2003).

AJ316597 . urticae 849 Grécia Egion Citrus limon Rutaceae Liméo Navajas & Boursot (2003).

AJ316598 . urticae 849 Italia Palermo Citrus limon Rutaceae Liméo Navajas & Boursot (2003).

AJ316599 . urticae 849 Espanha Valencia Citrus aurantium Rutaceae Laranja Navajas & Boursot (2003).

AJ316605 . urticae 849 Egito Cairo Convolvulus arvensis Convolvulaceae Corriola Navajas & Boursot (2003).

Acessos destacados em cor cinza correspondem as sequéncias provavelmente geradas de exemplares erroneamente identificados.

As sequéncias foram coletadas no Genbank em margo de 2008
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ANEXO 5. Sequéncias COI (mtDNA) das espécies do grupo telarius e de outras espécies de Tetranychus de pigmentacdo avermelhada
previamente publicadas e usadas na composi¢cdo do conjunto de dados. O nimero do acesso e o0 respectivo nome da espécie foram copiados

do GenBank. Informacdes sobre a espécie de planta hospedeira e origem geogréfica foram extraidas do artigo cientifico.

N° do L Tamanho 3 ) Planta hospedeira o
Espécie b) Pais e localidade Referéncia
acesso (e Nome cientifico Familia Nome comum

AJ316606 T. urticae 849 Tunisia Sousse Malva sp Malvaceae Malva Navajas & Boursot (2003)

DQO017588 T. urticae 453 China (Paleartic)  Shihezi Phaseolus vulgaris Fabaceae Feijao Xie et al. (2006)
Xinjiang

DQO017589 T. urticae 453 China( Paleartic)  Shingcheng Malus pumila Rosaceae Maca Xie et al. (2006)
Liaoning

DQO016514 T. urticae 453 China (Oriental) Xuzhou Malus pumila Rosaceae Maca Xie et al. (2006)
Jiangsu

DQO016515 T. urticae 453 China (Oriental) Changsha Glycine max Fabaceae Soja Xie et al. (2006)
Hunan

DQO016516 T. urticae 453 China (Paleartic)  Kunming Solanum melongena Solanaceae Berinjela Xie et al. (2006)
Yunnan

DQO016517 T. urticae 453 China Gansu Lanzhou Prunus persica Rosaceae Péssego Xie et al. (2006)
(Paleartic)

DQO016518 T. urticae 453 China (Paleartic)  Xian Malus pumila Rosaceae Maca Xie et al. (2006)
Shaanxi

DQO016519 T. urticae 453 China (Oriental) Nanning Solanun melongena Solanaceae Berinjela Xie et al. (2006)
Guangxi

DQO016520 T. urticae 453 China (Paleartic)  Yinchuan Zea mays Poaceae Milho Xie et al. (2006)
Ningxia

DQO016521 T. urticae 453 China (Paleartic)  Zhengzhou Solanum melongena Solanaceae Berinjela Xie et al. (2006)
Henan

DQO016522 T. urticae 453 China (Paleartic)  Changli Malus pumila Rosaceae Maca Xie et al. (2006)
Heibei

DQO016523 T. urticae 453 China (Oriental) Nanhui Ficus religiosa Moraceae Figueira Xie et al. (2006)
Shanghai

DQO016524 T. urticae 453 China (Paleartic) Taian Malus pumila Rosaceae Maca Xie et al. (2006)
Shandong

DQ437549 T. cinnabarinus 453 China (Oriental) Nanhui Gossypium hirsutum Malvaceae Algodao Xie et al. (2008)
Shanghai

DQ437558 T. cinnabarinus 453 China (Oriental) Chibi Solanum melongena Solanaceae Berinjela Xie et al. (2008)
Hubei

DQ437560 T. cinnabarinus 453 China (Oriental) Shaoguan Phaseolus vulgaris Fabaceae Feijao Xie et al. (2008)

Guangdong

Acessos destacados em cor cinza correspondem as sequéncias provavelmente geradas de exemplares erroneamente identificados.

As sequéncias foram coletadas no Genbank em marco de 2008
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ANEXO 5. Sequéncias COI (mtDNA) das espécies do grupo telarius e de outras espécies de Tetranychus de pigmentacdo avermelhada
previamente publicadas e usadas na composi¢cdo do conjunto de dados. O nimero do acesso e o0 respectivo nome da espécie foram copiados
do GenBank. Informacdes sobre a espécie de planta hospedeira e origem geogréfica foram extraidas do artigo cientifico.

N° do L Tamanho 3 ) Planta hospedeira o
Espécie b) Pais e localidade Referéncia
acesso P Nome cientifico Familia Nome comum

DQ437561 T. cinnabarinus 453 China (Oriental) Nanning Solanum melongena Solanaceae Berinjela Xie et al. (2008)
Guangxi

DQ437562 T. cinnabarinus 453 China Hainan Danzhou Manihot esculenta Euphorbiaceae = Mandioca Xie et al. (2008)

DQ437563 T. cinnabarinus 453 China (Oriental) Beibei Phaseolus vulgaris Fabaceae Feijao Xie et al. (2008)
Chongging

DQ437542 T. cinnabarinus 453 China (Palearctic) Haidian Phaseolus vulgaris Fabaceae Feijao Hong, X. Y., Xie, L. & He, D. H. Nao publicado
Beijing

DQ437543 T. cinnabarinus 453 China (Palearctic) Wei Gossypium hirsutum Malvaceae Algodao Xie et al. (2008)
Heibei

DQ437545 T. cinnabarinus 453 China (Palearctic) Huhhot Phaseolus vulgaris Fabaceae Feijao Hong, X. Y., Xie, L. & He, D. H. Nao publicado
Nei Mongolia

DQ437547 T. cinnabarinus 453 China (Palearctic) Changchun Phaseolus vulgaris Fabaceae Feijao Hong, X. Y., Xie, L. & He, D. H. Nao publicado
Jilin

DQ437550 T. cinnabarinus 453 China (Oriental) Nantong Desconhecido Xie et al. (2008)
Jiangsu

DQ437552 T. cinnabarinus 453 China (Oriental) Anging Gossypium hirsutum Malvaceae Algodao Xie et al. (2008)
Anhui

DQ437554 T. cinnabarinus 453 China (Oriental) Fuzhou Desconhecido Hong, X. Y., Xie, L. & He, D. H. Nao publicado
Fujian

DQ437555 T. cinnabarinus 453 Taiwan Gaoxiong Solanum melongena Solanaceae Berinjela Hong, X. Y., Xie, L. & He, D. H. Nao publicado

DQ437556 T. cinnabarinus 453 China (Paleartic)  Binzhou Solanum melongena Solanaceae Berinjela Xie et al. (2008)
Shandong

DQ437557 T. cinnabarinus 453 China (Paleartic)  Xinye Desconhecido Xie et al. (2008)
Henan

DQ437567 T. cinnabarinus 453 China (Paleartic)  Yinchuan Phaseolus vulgaris Fabaceae Feijao Hong, X. Y., Xie, L. & He, D. H. Nao publicado
Ningxia

DQ437568 T. cinnabarinus 453 China (Paleartic)  Xining Phaseolus vulgaris Fabaceae Feijao Hong, X. Y., Xie, L. & He, D. H. Nao publicado
Qinghai

DQ437544 T. cinnabarinus 453 China (Palearctic) Yuncheng Gossypium hirsutum Malvaceae Algodao Xie et al. (2008)
Shanxi

DQ437548 T. cinnabarinus 453 China (Palearctic) Jiamusi Solanum melongena Solanaceae Berinjela Xie et al. (2008)

Heilongjiang

Acessos destacados em cor cinza correspondem as sequéncias provavelmente geradas de exemplares erroneamente identificados.
As sequéncias foram coletadas no Genbank em marco de 2008
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ANEXO 5. Sequéncias COl (mtDNA) das espécies do grupo telarius e de outras espécies de Tetranychus de pigmentagdo avermelhada
previamente publicadas e usadas na composi¢do do conjunto de dados. O nimero do acesso e o respectivo nome da espécie foram copiados
do GenBank. Informacdes sobre a espécie de planta hospedeira e origem geogréfica foram extraidas do artigo cientifico.

N° do . Tamanho ] ) Planta hospedeira o
Espécie b) Pais e localidade Referéncia
acesso (e Nome cientifico Familia Nome comum
DQ437551 T. cinnabarinus 453 China (Oriental) Cixi Gossypium hirsutum Malvaceae Algodao Xie et al. (2008).
Zhejiang
DQ437553 T. cinnabarinus 453 China (Oriental) Pengze Gossypium hirsutum Algodao Xie et al. (2008)
Jiangxi
DQ437565 T. cinnabarinus 453 China (Paleartic)  Zhouzhi Desconhecido Xie et al. (2008)
Shaanxi
DQ437566 T. cinnabarinus 453 China (Paleartic)  Lanzhou Phaseolus vulgaris Fabaceae Feijao Xie et al. (2008)
Gansu
DQ437559 T. cinnabarinus 453 China (Oriental) Changsha Gossypium hirsutum Malvaceae Algodao Xie et al. (2008)
Hunan
DQ437564 T. cinnabarinus 453 China (Oriental) Beibei Phaseolus vulgaris Fabaceae Feijao Xie et al. (2008)
Chongging
DQ437546 T. cinnabarinus 453 China (Palearctic) Shenyang Phaseolus vulgaris Fabaceae Feijao Hong, X. Y., Xie, L. & He, D. H. Nao publicado
Liaoning
DQ656483 T. cinnabarinus 410 Israel Desconhecido Ben-David et al (2007)
AB257315 . truncatus 769 Japéo, Honshu Kyoto Boehmeria nivea Urticaceae Rami Hinomoto et al. (2007)
AB257316 . truncatus 769 Japéo, Honshu Kyoto Boehmeria nivea Urticaceae Rami Hinomoto et al. (2007)
AB257317 . truncatus 769 Japéo, Honshu Kyoto Boehmeria nivea Urticaceae Rami Hinomoto et al. (2007)
X80856 . kanzawai 386 Congo Brazaville Manihot esculenta Euphorbiaceae  Mandioca Navajas et al. (1996).
AB116566 . kanzawai 729 Japéo Desconhecido Hinomoto & Takafuji (2004)
AB116567 . kanzawai 744 Japédo Desconhecido Hinomoto & Takafuji (2004)
AB116568 . kanzawai 710 Japéo Nansei- Nago Prunus persica Rosaceae Péssego Hinomoto & Takafuji (2004)
shoto Okinawa
AB116569 . kanzawai 759 Japédo Desconhecido Hinomoto & Takafuji (2004)
AB116570 . kanzawai 718 Japéo, Kyushu, Tanegashima Desconhecido Hinomoto & Takafuji (2004)

Kagoshima

Acessos destacados em cor cinza correspondem as sequéncias provavelmente geradas de exemplares erroneamente identificados.
As sequéncias foram coletadas no Genbank em marco de 2008
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ANEXO 5. Sequéncias COl (mtDNA) das espécies do grupo telarius e de outras espécies de Tetranychus de pigmentagdo avermelhada
previamente publicadas e usadas na composi¢do do conjunto de dados. O nimero do acesso e o respectivo nome da espécie foram copiados

do GenBank. Informacdes sobre a espécie de planta hospedeira e origem geografica foram extraidas do artigo cientifico.

Ne do - Tamanho . . Planta hospedeira .
Espécie b) Pais e localidade Referéncia
acesso (P Nome cientifico Familia Nome comum

AB116571 . kanzawai 723 Japao, Kyushu, Yaku Camellia sinensis Theaceae Ché verde Hinomoto & Takafuji (2004)
Kagoshima

AB116572 . kanzawai 719 Japéo Desconhecido Hinomoto & Takafuji (2004)

ABO079033 . kanzawai 729 Japéo, Honshu, Ami Ibaraki University Pueraria lobata Fabaceae Kudzu Hinomoto & Takafuji (2004)
Ibaraki

AB079034 T. kanzawai 1203 Japéo, Hokkaido, Assabu Amphicarpaea Fabaceae Amendoim Hinomoto & Takafuji (2004)
Hokkaido edgeworthii bambarra

ABO079035 . kanzawai 709 Japéo, Hokkaido, Hakodate Amphicarpaea Fabaceae Amendoim Hinomoto & Takafuji (2004)
Hokkaido edgeworthii bambarra

ABO079036 . kanzawai 718 Japéo, Honshu, Tsukuba Morus alba Moraceae Amora Hinomoto & Takafuji (2004)
Ibaraki

ABO079037 . kanzawai 759 Japao, Shikoku, Kochi Fragaria chiloensis (=x = Rosaceae Morango Hinomoto & Takafuji (2004)
Kochi ananassa)

ABO079039 . kanzawai 768 Japéo Honshu Kanaya Camellia sinensis Theaceae Cha verde Hinomoto & Takafuji (2004)
Shizuoka

ABO079040 . kanzawai 710 Japéo, Honshu, Toyama Solanum melongena Solanaceae Berinjela Hinomoto & Takafuji (2004)
Toyama

ABO079041 . kanzawai 754 Japéo, Honshu, Toyama Malus domestica Rosaceae Macéa Hinomoto & Takafuji (2004)
Toyama

AB079042 . kanzawai 773 Japéo, Honshu, Hikigawa Camellia sinensis Theaceae Cha verde Hinomoto & Takafuji (2004)
Wakayama

ABO079048 . kanzawai 770 Japéo, Honshu, Shigaraki Camellia sinensis Theaceae Cha verde Hinomoto & Takafuji (2004)
Shiga

ABO079049 . kanzawai 761 Japéo, Kyushu, Yaku Clerodendrum Verbenaceae Lagrima de Cristo Hinomoto & Takafuji (2004)
Kagoshima trichotomum

ABO079050 . kanzawai 768 Japéo, Hokkaido, Kimobetsu Trifolium pratense Fabaceae Trevo vermelho Hinomoto & Takafuji (2004)
Hokkaido

ABO079051 . kanzawai 767 Japéo, Honsh, Nishi Yoshino Diospyros kaki Ebenaceae Caqui Hinomoto & Takafuji (2004)
Nara

ABO079052 . kanzawai 370 Japéo, Hokkaido, Horokanai Trifolium pratense Fabaceae Trevo vermelho Hinomoto & Takafuji (2004)
Hokkaido

ABO079047 . kanzawai 370 Jaoan, Nansei- Nago Prunus persica Rosaceae Péssego Hinomoto & Takafuji (2004)

Shoto, Okinawa

Acessos destacados em cor cinza correspondem as sequéncias provavelmente geradas de exemplares erroneamente identificados.

As sequéncias foram coletadas no Genbank em margo de 2008
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ANEXO 5. Sequéncias COl (mtDNA) das espécies do grupo telarius e de outras espécies de Tetranychus de pigmentagdo avermelhada
previamente publicadas e usadas na composi¢do do conjunto de dados. O nimero do acesso e o respectivo nome da espécie foram copiados
do GenBank. Informacdes sobre a espécie de planta hospedeira e origem geografica foram extraidas do artigo cientifico.

Ne do - Tamanho . . Planta hospedeira .
Espécie b) Pais e localidade Referéncia
acesso (e Nome cientifico Familia Nome comum

ABO079043 T. kanzawai 375 Japao, Kyushu, Tanegashima Camellia sinensis Theaceae Ché verde Hinomoto & Takafuji (2004).
Kagoshima

ABO079038 T. kanzawai 375 Japéo, Kyushu, Yaku Camellia sinensis Theaceae Cha verde Hinomoto & Takafuji (2004).
Kagoshima

ABO079103 T. kanzawai 765 Taiwan Taichung  Dungshr Manihot esculenta Euphorbiaceae = Mandioca Hinomoto & Takafuji (2004).

ABO079105 T. kanzawai 809 Taiwan Nantou Lugu Camellia sinensis Theaceae Cha verde Hinomoto & Takafuji (2004).

ABO079111 T. kanzawai 809 Taiwan Miaoli Miaoli Pyrus pyrifolia Rosaceae Péssego asiatico Hinomoto & Takafuji (2004).

ABO079110 T. kanzawai 370 Taiwan Changus  Shihu Prunus persica Rosaceae Péssego Hinomoto & Takafuji (2004).

ABO079112 T. kanzawai 370 Taiwan Miaoli Miaoli Pyrus serotina Rosaceae Péra asiatica Hinomoto & Takafuji (2004).

AB079109 T. kanzawai 370 Taiwan Changus  Datsuen Pyrus serotina Rosaceae Péra asiatica Hinomoto & Takafuji (2004).

ABO079108 T. kanzawai 370 Taiwan Taichung  Dungshr Pyrus serotina Rosaceae Péra asiatica Hinomoto & Takafuji (2004).

AB079107 T. kanzawai 370 Taiwan Nantou Lugu Prunus persica Rosaceae Péssego Hinomoto & Takafuji (2004).

AB079106 T. kanzawai 370 Taiwan Nantou Minjian Prunus persica Rosaceae Péssego Hinomoto & Takafuji (2004).

ABO079104 T. kanzawai 370 Taiwan Nantou Lugu Camellia sinensis Theaceae Ché verde Hinomoto & Takafuji (2004).

AB079102 T. kanzawai 370 Taiwan Taichung  Dungshr Pyrus serotina Rosaceae Péra asiatica Hinomoto & Takafuji (2004).

AY044644 T. kanzawai 902 China (Oriental) Taizhong Desconhecido Hong & Feng. N&o publicado.
Fujian Taizhong

AY044646 T. kanzawai 902 China (Oriental) Nanchang Desconhecido Hong & Feng. N&o publicado.
Jiangxi

AY044645 T. kanzawai 902 China (Oriental) Fuzhou Desconhecido Hong & Feng. N&o publicado.
Fujian

AY044643 T. kanzawai 902 China (Oriental) Nanchang Desconhecido Hong & Feng. N&o publicado.
Jiangxi

AY044642 T. kanzawai 902 China (Oriental) Fuzhou Desconhecido Hong & Feng. N&o publicado.

Fujian

Acessos destacados em cor cinza correspondem as sequéncias provavelmente geradas de exemplares erroneamente identificados.
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ANEXO 5. Sequéncias COl (mtDNA) das espécies do grupo telarius e de outras espécies de Tetranychus de pigmentagdo avermelhada
previamente publicadas e usadas na composi¢do do conjunto de dados. O nimero do acesso e o respectivo nome da espécie foram copiados

do GenBank. Informacdes sobre a espécie de planta hospedeira e origem geogréfica foram extraidas do artigo cientifico.

N° do . Tamanho ] ) Planta hospedeira o
acesso Espécie (pb) Pais e localidade Referéncia
p Nome cientifico Familia Nome comum
AB066470 T. kanzawai 396 Japéo Honshu Kanaya Camellia sinensis Theaceae Ché verde Hinomoto et al. (2001).
Shizuoka

AJ414583 T. turkestani 849 Franca Montpellier Convolvulus arvensis Convolvulaceae Corriola Navajas & Boursot (2003)

AJ316600 T. turkestani 849 Franca Montpellier Euphorbia sp. Euphorbiaceae  Maleiteira Navajas & Boursot (2003)

AJ316601 T. turkestani 849 Franca Mauguio Fréjorgues Fragaria chiloensis (=x = Rosaceae Morango Navajas & Boursot (2003)
Melgueil ananassa)

AJ316602 T. turkestani 849 Holanda Enkhuizen Convolvulus arvensis Convolvulaceae Corriola Navajas & Boursot (2003)

AJ316603 T. turkestani 849 Poldnia Convolvulus arvensis Convolvulaceae Corriola Navajas & Boursot (2003)

AJ316604 T. turkestani 849 USA California Watsonville Fragaria chiloensis (=x = Rosaceae Morango Navajas & Boursot (2003)

ananassa)

AB257313 T. piercei 467 Japéo, Yaeyama Taketomi Jima Morus sp. Moraceae Amora Hinomoto et al. (2007).

AB257314 T. piercei 467 Japéo, Yaeyama Taketomi Jima Morus sp. Moraceae Amora Hinomoto et al. (2007).

X80859 T.neocaledonicus 391 Benin Cotonou Vigna unguiculata Fabaceae Cowpea Navajas et al. (1998).

X80860 T. gloveri 391 Franca llha do Vento, Papara Colocasia sp. Araceae Taro Navajas et al. (1996).

Acessos destacados em cor cinza correspondem as sequéncias provavelmente geradas de exemplares erroneamente identificados.

As sequéncias foram coletadas no Genbank em marco de 2008
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ANEXO 6. Variacdo nas sequéncias da regido ITS2 do DNA ribossébmico. A. Tetranychus urticae e T.
kanzawai; B. T. urticae e T. truncatus; C. T. urticae e T. turkestani; D. T. urticae e T. pueraricola. Somente os
sitios variaveis sdo apresentados. Os pontos indicam identidade com as sequéncias de Tetranychus urticae.
As sequéncias depositadas no GenBank como T. cinnabarinus e o0s acessos AB257736, AB257737,
AB257738 depositados como T.urticae estdo destacadas em cinza. A linha preta separa T. urticae das outras
espécies de Tetranychus do grupo telarius.
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ANEXO 7. Sequéncias da regido ITS do DNA ribossémico de Tetranychus urticae previamente publicadas. N° de acesso

copiado do GenBank e informacdes sobre plantas hospedeiras e origem geografica extraidas do artigo cientifico.

N do Tamanho Pais e localidade Planta hospedeira Referéncia
acesso Nome cientifico Familia Nome comum
AB076369 1205 Japéo, Honshu, Wakayama Goboh Citrullus lanatus (Thunb.) Cucurbitaceae melancia Osakabe et al. (2002).
AY750700 543 Taiwan desconhecido Yeh, W. B., Hsu, K., Hua, T. & Chang, N. T. N&do
publicado.
X99881 613 Holanda desconhecido Navajas et al. (1998).
DQ656440 474 Israel Citrullus lanatus (Thunb.) Cucurbitaceae melancia Ben-David et al. (2007),
DQ656441 474 Israel Citrullus lanatus (Thunb.) Cucurbitaceae melancia Ben-David et al. (2007)
DQ656442 474 Israel Citrullus lanatus (Thunb.) Cucurbitaceae melancia Ben-David et al. (2007)
DQ680165 645 China, Changli (Palearctic) Heibei Malus domestica L. Rosaceae maca Hong, X. Y., Xie, L. & Wang, J. H. N&o publicado
DQ680166 645 China (Palearctic) Liaoning Malus domestica L. Rosaceae maca Hong, X. Y., Xie, L. & Wang, J. H. N&o publicado
Xingchenghina
DQ680167 645 China (Palearctic) Taian Shandong Malus domestica L. Rosaceae maca Hong, X. Y., Xie, L. & Wang, J. H. N&o publicado
DQ680168 645 China (Palearctic) Zhengzhou Henan Solanum melongena L. Solanaceae berinjela Hong, X. Y., Xie, L. & Wang, J. H. N&o publicado
DQ680169 645 China (Oriental) Xuzhou Jiangsu Malus domestica L. Rosaceae maca Hong, X. Y., Xie, L. & Wang, J. H. N&o publicado
DQ680170 645 China (Palearctic) Lanzhou Gansu Prunus persica L. Rosaceae péssego Hong, X. Y., Xie, L. & Wang, J. H. N&o publicado
DQ680171 645 China (Palearctic) Xian Shaanxi Malus domestica L. Rosaceae maca Hong, X. Y., Xie, L. & Wang, J. H. N&o publicado
DQ778064 645 Japéo Honshu Aomori Kuroishi Desconhecido Hong, X. Y., Xie, L. & Wang, J. H. N&o publicado
DQ778065 645 China (Oriental) Nanning Guangxi Solanum melongena L. Solanaceae berinjela Hong, X. Y., Xie, L. & Wang, J. H. N&o publicado
DQ778066 645 China (Palearctic) Yinchuan Ningxia Zea mays L. Poaceae milho Hong, X. Y., Xie, L. & Wang, J. H. N&o publicado
DQ778067 645 China (Oriental) Nanhui Shanghai Ficus religiosa L. Moraceae cerejeira Hong, X. Y., Xie, L. & Wang, J. H. N&o publicado
DQ778068 645 China (Palearctic) Shihezi Xinjiang Phaseolus vulgaris L. Fabaceae feijao Hong, X. Y., Xie, L. & Wang, J. H. N&o publicado
DQ778069 645 China (Oriental) Changsha Hunan Glycine max Merrill Fabaceae soja Hong, X. Y., Xie, L. & Wang, J. H. N&o publicado
AM408046 481 Espanha Onda Citrus reticulata Blanco Rutaceae tangerina Hurtado et. al. (2008).
AM408030 1123 Espanha Castellon de la Citrus reticulata Blanco Rutaceae tangerina Hurtado et al. (2008).
Plana
AM408031 1220 Franca Solanum lycopersicum L. Soalnhacaea tomate Hurtado et al. (2008).
AM408035 1163 EUA Flérida Citrus sinensis Osbeck Rutaceae laranja Hurtado et al. (2008).
AM408042 484 Espanha Amaposta Citrus reticulata Blanco Rutaceae tangerina Hurtado et al. (2008).
AM408043 482 Espanha Betxi Citrus reticulata Blanco Rutaceae tangerina Hurtado et al. (2008).
AM408044 482 Espanha Callosa Citrus reticulata Blanco Rutaceae tangerina Hurtado et al. (2008).
AM408045 484 Espanha Moncofar Citrus reticulata Blanco Rutaceae tangerina Hurtado et al. (2008).
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ANEXO 8. Sequéncias da regiao COI do DNA mitocondrial de Tetranychus urticae previamente publicadas. N° de acesso copiado

do GenBank e informac@es sobre plantas hospedeiras e origem geogréfica extraidas do artigo cientifico.

agzsdsoo Tamanho Pais e localidade — Planta hospede’| r.a Referéncia
Nome cientifico Familia Nome comum
X80855 394 Franga, Montpellier Montpellier ~ Phaseolus vulgaris L. Fabaceae feijdo Navajas et al. (1996).
X74571 564 Holanda Sambucus sp Caprifoliaceae sabugueiro Fournier et al. (1994).
AB041257 644 Japéo, Honshu Tohoku desconhecido Toda et al. (2000).
AB066449 396 Japéo, Hokkaido Sapporo Trifolium repens L. Fabaceae trevo rasteiro Hinomoto et al. (2001)
AB066450 396 Japao, Hokkaido Naganuma  Glicine max Merrill Fabaceae soja Hinomoto et al. (2001)
AB066451 396 Japao, Hokkaido Hokkaido Kimobetsu  Trifolium repens L. Fabaceae trevo rasteiro Hinomoto et al. (2001)
AB066452 396 Japéo, Hokkaido Hokkaido Assabu Althaea rosea Cav. Malvaceae malvaisco Hinomoto et al. (2001)
AB066453 396 Japéo, Honshu Ibaraki Tsukuba Fragaria grandiflora Crantz Rosacea morango Hinomoto et al. (2001)
AB066454 396 Japéo, Honshu Nara Shinjo Chrysanthemum morifolium Ramat Asteraceae crisdntemo Hinomoto et al. (2001)
AB066455 396 Japéo, Honshu Nara Shimoichi Rosa hybrida Vill. Rosaceae rosa Hinomoto et al. (2001)
AB066456 396 Japéo, Nansei-Shoto Okinawa Itoman Phaseolus vulgaris L. Fabaceae feijao Hinomoto et al. (2001)
AB066457 396 Japéo, Nansei-Shoto Okinawa Hirara Capsicum annuum L. Solanaceae pimentao Hinomoto et al. (2001)
AB066458 396 Italia, Toscana Firenze Convolvulus arvensis Convolvulaceae corriola Hinomoto et al. (2001)
AB066459 396 Brasil, Santa Catarina Cacador Fragaria grandiflora Crantz Rosaceae morango Hinomoto et al. (2001)
AB066460 396 Tailandia Chiangmai  Rosa hybrida Vill. Rosaceae rosa Hinomoto et al. (2001)
AB066461 396 Taiwan Miaoli Fragaria grandiflora Crantz Rosaceae morango Hinomoto et al. (2001)
AB066462 396 Japao, Honshu, Ibaraki Tomobe Dianthus caryophyllus L. Caryophyllaceae cravina Hinomoto et al. (2001)
AB066463 396 Japao, Honshu, Ibaraki Tsukuba Fragaria grandiflora Crantz Rosaceae morango Hinomoto et al. (2001)
AB066464 396 Japéo, Honshu, Ibaraki Tsuchiura  Viola x wittrockina Violaceae amor-perfeito Hinomoto et al. (2001)
AB066465 396 Japéo, Honshu, Chiba Inzai Dianthus caryophyllus L. Caryophyllaceae cravina Hinomoto et al. (2001)
AB066466 396 Japéo, Honshu, Wakayama Goboh Gypsophila paniculata L. Caryophyllaceae  mosquitinho Hinomoto et al. (2001)
AB066467 396 Japéo, Honshu, Wakayama Goboh Eustoma russellianum (Hook.) G.Don  Gentianaceae lisianto Hinomoto et al. (2001)
AB066468 396 Japéo, Shikoku, Kochi Nankoku Dianthus caryophyllus L. Caryophyllaceae cravina Hinomoto et al. (2001)
AB066469 396 Itdlia, Toscana Firenze Convolvulus arvensis L. Convolvulaceae corriola Hinomoto et al. (2001)
AB079044 375 Japao, Honshu, Ibaraki Tsukuba Fragaria grandiflora Crantz Rosaceae morango Hinomto & Takafuji (2001).
AB079045 375 Japao, Honshu, Ibaraki Tsukuba Fragaria grandiflora Crantz Rosaceae morango Hinomto & Takafuji (2001).
AB116573 710 Japéo, Honshu, Nara Shimoichi Rosa hybrida Vill. Rosaceae rosa Hinomoto & Takafuji (2004).
AB116574 710 Japéo, Honshu, Ibaraki Tsuchiura  Viola x wittrockina Violaceae amor-perfeito Hinomoto & Takafuji (2004).
AJ414582 849 Holanda Amsterdan  Sambucus sp Caprifoliaceae sabugueiro Navajas & Boursot (2003).
AJ316597 849 Grécia Egion Citrus limon L. Rutaceae lim&o Navajas & Boursot (2003).
AJ316598 849 Itdlia, Toscana Palermo Citrus limon L. Rutaceae limdo Navajas & Boursot (2003).
AJ316599 849 Espanha Valencia Citrus aurantium L. Rutaceae laranja azeda Navajas & Boursot (2003).
AJ316605 849 Egito Cairo Convolvulus arvensis L. Convolvulaceae  corriola Navajas & Boursot (2003).
AJ316606 849 Tunisia Sousse Malva sp Malvaceae malva Navajas & Boursot (2003).
DQ017588 453 China (Paleéartica) Xinjiang Shihezi Phaseolus vulgaris L. Fabaceae feijao Xie et al. (2006).
DQ437546 453 China (Paleartica) Liaoning Shenyang  Phaseolus vulgaris L. Fabaceae feijao Hong, X.Y., Xie, L. & He, D.H. N&o publicado
DQ656483 410 Israel desconhecido Ben-David et al (2007).
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