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RODRIGUES, L.K. EPIDEMIOLOGIA DO Cowpea aphid-borne mosaic virus E MANEJO
DO MARACUJAZEIRO-AZEDO NO VALE DO RIBEIRA, SAO PAULO. Sdo Paulo-SP.
2014. Dissertacdo (Mestrado em Sanidade, Seguranca Alimentar e Ambiental no
Agronegdcio) — Instituto Biologico.

RESUMO

O Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV, Potyvirus) induz o endurecimento dos frutos
do maracujazeiro que, atualmente, é a doenca mais importante da passicultura. Devido a
variabilidade genética do CABMV e a nao disponibilidade de gendtipos de maracuja-azedo
resistentes, o conhecimento da biologia, ecologia e distribuicdo temporal e espacial da
afidofauna torna-se necessario para a adogdo de métodos alternativos de controle para o
convivio com a doenca. Diante disso, objetivou-se conciliar caracteristicas fitotécnicas
(producdo de mudas em telados antiafideos e sua introdugdo no campo com alturas
distintas: 30 cm “mudas baixas” e 80 cm “mudas altas”) e fitossanitarios (monitoramento das
populacdes de afideos vetores, incidéncia do CABMV e a influéncia da doenca na
producdo), em um pomar situado no municipio de Pariquera-Acu (Vale do Ribeira, S&o
Paulo). Foram também caracterizados molecularmente, isolados de CABMV provenientes
de diferentes regides produtoras de maracuja. O levantamento da afidofauna foi realizado
utilizando armadilhas amarelas (agua e adesiva), durante doze meses. O pomar, formado
por 80 plantas (40 mudas altas e 40 mudas baixas), foi avaliado mensalmente por deteccdo
sorolégica do CABMV e expressao dos sintomas. A afidofauna foi constituida por 16
espécies, sendo o0 género Aphis caracterizado como o mais importante na epidemiologia do
CABMV. A deteccédo do virus e a expressao dos sintomas foram mais precoces nas plantas
provenientes de mudas baixas. O rendimento de polpa, acidez total titulavel e °Brix foram
significativos em frutos obtidos de mudas altas. Essas observacdes reforcam a importancia
da producdo de mudas em condi¢Bes protegidas e formagdo do pomar utilizando mudas
altas e livres do virus. As andlises filogenéticas das por¢bes gendmicas da capa proteica e
inclusd@o cilindrica indicaram uma elevada variabilidade genética dos isolados de CABMV
provenientes de pomares de maracujazeiro-azedo de diferentes regides do estado de S&o
Paulo. Além disso, ndo foram observados, para os isolados de CABMV analisados, clados

definidos por regido geogréafica ou hospedeiro.

Palavras chave: Afideos; CABMV; Filogenia; Maracuja; Passiflora; Vetores.



RODRIGUES, L.K. EPIDEMIOLOGY OF Cowpea aphid-borne mosaic virus AND
PASSION FRUIT MANAGEMENT IN THE VALE DO RIBEIRA, SAO PAULO. S&o Paulo-
SP. 2014. Dissertagcdo (Mestrado em Sanidade, Seguranca Alimentar e Ambiental no
Agronegdcio) — Instituto Biologico.

ABSTRACT

Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV, Potyvirus) induces mosaic and blistering of
leaves and fruit woodiness of passion fruit, and currently is one of the most important
disease of this fruit crop in Brazil. The lack of virus resistance in commercial varieties of
passion fruit, the importance of knowledge on genetic variability of CABMV, biology, ecology
and temporal and spatial distribution of the aphid species are very important for the adoption
of alternative control methods for living with the disease. The aims of this work were: (i) to
evaluate technical parameters, including passion fruit seedlings production in aphid free
conditions, their introduction in the field with different heights (30 cm small seedlings and 80
cm tall seedlings); and (ii) to analyze different plant healthy approaches, by monitoring aphid
as vector population, CABMV incidence and influence of the disease on production, in an
orchard of passion fruit, located in the municipality of Pariquera-Acu (Vale do Ribeira, State
of Sdo Paulo, Brazil). CABMV isolates, from different passion fruit producing regions, were
characterized by RT-PCR followed by sequencing and phylogenetic analyses. Aphid
populations were monitored using yellow traps (water and adhesive) for twelve months. The
orchard, consisting of 80 plants (40 small seedlings and 40 tall seedlings), was monitored
monthly by CABMV detection by PTA-ELISA and symptoms expression. The aphid fauna
was composed by 16 different species, being the genus Aphis the most important in the
epidemiology of CABMV. The virus and the expression of symptoms occurred earlier in
plants from small seedlings. The pulp vyield, titratable acidity and °Brix were significantly
higher in fruits obtained from the tallest plants. These observations reinforce the importance
of production and development of seedlings in green house, under protected conditions, and
the formation of the orchards using virus-free tall seedlings. Phylogenetic analysis of the full-
length coat protein (CP) and part of cylindrical inclusion (Cl) indicated a high genetic
variability of the passion fruit CABMV isolates from different regions of the State of Sdo

Paulo, with no defined clades by geographic region or host.

Keywords: Aphids; CABMV; Phylogeny; Passion fruit; Passiflora; Vectors
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1. Introducéao

O Brasil se destaca na producdo de uma ampla gama de espécies frutiferas que
abastecem o mercado durante o ano todo, proporcionando uma consideravel rentabilidade
em &reas relativamente pequenas, 0 que torna a fruticultura um dos investimentos mais
atrativos do pais (NASCIMENTO, 2003). O Brasil tem se consolidado, h4 décadas, como o
terceiro maior produtor mundial de frutas, sendo este mercado liderado pela india e China,
respectivamente (ANUARIO BRASILEIRO DA FRUTICULTURA, 2008; PERUCH et al.,
2009). Estes paises, juntamente com o Brasil, respondem por 42,3% da producdo mundial
de frutas cujo destino final é abastecer principalmente o mercado interno (CARVALHO;
MIRANDA, 2009). Dentre as espécies frutiferas produzidas no Brasil, merece destaque o
maracujazeiro (Passiflora sp.) que, em quantidade produzida (toneladas) e valor de
producao (reais), ocupa a sétima posi¢do sendo superado pelas culturas da laranja, banana,
uva, mamao, maca e manga (CARVALHO; MIRANDA, 2009).

O maracuja tem seu centro de origem na América Tropical. Pertence a familia
Passifloraceae, género Passiflora, com aproximadamente 500 espécies descritas, sendo a
maioria originaria do Brasil, com cerca de 120 espécies endémicas relatadas (SOUZA,
MELETTI, 1997; GANGA, 2004). Quanto a producdo brasileira, a cultura do maracuja
passou de 259.000 toneladas, em 1989, para 713.000 toneladas, em 2009, sendo que a
area plantada praticamente dobrou neste mesmo periodo (AGRIANUAL, 2013).

Atualmente, o Brasil se destaca como maior produtor mundial de maracuja,
apresentando aproximadamente 62 mil hectares de area cultivada e produ¢do média anual
de 920 mil toneladas (IBGE, 2013).

Mesmo tendo grande destaque econémico, a producdo do maracuja ainda é limitada
em nossas condicoes, devido, principalmente, a constatacdo de varias doengas de
diferentes etiologias nos pomares. Dentre as doengas de importancia estdo as induzidas por
virus, sendo o endurecimento dos frutos do maracujazeiro (EFM) a principal virose da
cultura (COLARICCIO et al., 1987; CHAGAS, 1991; CHAGAS; COLARICCIO, 2006; ANJOS
et al., 2001). O EFM pode ser atribuido a duas espécies de virus: o Passion fruit woodiness
virus (PWV) e o Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV), ambos pertencentes ao
género Potyvirus (Potyviridae). O PWYV foi originalmente descrito na Australia como sendo o
anico virus capaz de induzir o sintoma de endurecimento dos frutos do maracujazeiro.
Porém, na década de 1990, um isolado de Potyvirus, com propriedades biol6gicas
semelhantes e moleculares divergentes ao PWV foi descrito causando endurecimento dos
frutos de maracuja na Africa do Sul, sendo denominado South African passiflora virus

(SAPV) (BRAND et al.,, 1993). Posteriormente, por meio de analises comparativas das



sequéncias de nucleotideos da capa proteica confirmou-se que o SAPV se tratava de um
isolado do CABMV capaz de infectar o maracujazeiro (McKERN et al., 1994).

No Brasil, a primeira descricdo do EFM ocorreu na década de 1970, no estado da
Bahia, causando quebra de producdo nos cultivos de maracuja destinados a industria de
suco (YAMASHIRO et al., 1979). Na ocasido, por meio de técnicas bioldgicas, sorolégicas e
microscopia eletrdnica, identificou-se o PWV como o agente etioldégico do EFM (CHAGAS et
al., 1981). Nesse periodo, o EFM foi relatado nos principais estados produtores de
maracuja: Ceara (LIMA et al.,, 1985), Pernambuco (LORETO; VITAL, 1983), Sergipe
(KITAJIMA et al. 1986), Sdo Paulo (CHAGAS et al., 1992), Minas Gerais (SAO JOSE et al.,
1994), Goiés, Distrito Federal (INOUE et al., 1995), Par4 (TRINDADE et al., 1999), Santa
Catarina (COLARICCIO et al., 2008) e Mato Grosso do Sul (STANGARLIN et al., 2011).
Entretanto, somente em 2004, a partir das andlises das sequéncias de nucleotideos e
aminoacidos deduzidos da capa proteica, concluiu-se que os isolados brasileiros,
identificados inicialmente como PWV, eram pertencentes a espécie CABMV (NASCIMENTO
et al., 2004; 2006).

Além do PWV e CABMV, o East Asian Passiflora virus (EAPV) também esti
associado ao endurecimento dos frutos do maracujazeiro (SHUKLA et al., 1994; TAYLOR,;
GREBER, 1973; IMAI et al., 1996; ADAMS et al., 2012). Estas trés espécies sé&o
classificadas como Potyvirus, maior género da familia Potyviridae, com mais de 146
espécies definitivas descritas (ADAMS et al., 2012). O CABMV ja foi descrito em todas as
variedades comerciais de maracujazeiro disponiveis, causando durante o desenvolvimento
inicial das plantas sintomas de mosaico, bolhas e deformacao foliar. Durante o periodo de
producao, além da reducdo do porte das plantas, constatam-se o endurecimento dos frutos
que apresentam ainda reducdo do tamanho, espessamento do pericarpo, baixo rendimento
de polpa e numero reduzido de sementes (PERUCH et al., 2009). Isolados do CABMV
podem infectar também uma ampla gama de espécies de Fabaceae (SILVA et al., 2012). O
virus pode ser transmitido experimentalmente por inoculagdo mecénica para mais de 60
espécies de Amaranthaceae, Cucurbitaceae, Fabaceae, Passifloraceae e Solanaceae
(BASHIR et al., 2002). O virus pode também ser transmitido por enxertia e pelo uso de
ferramentas de corte (ZERBINI; MACIEL-ZAMBOLIM, 1999).

Dentre os afideos descritos que transmitem e disseminam o CABMV merecem
destaque as espécies: Aphis craccivora (Bock), Aphis fabae (Scopoli), Aphis gossypii
(Glover), Myzus persicae (Sulzer), Myzus nicotianae (Blackman), Toxoptera citricidus
(Kilkaldy), Uroleucon ambrosiae (Thomas) e Uroleucon sonchi (L.) (COSTA et al., 1995;
INOUE et al., 1995). Entretanto, de acordo com levantamento realizado no Brasil, nenhuma
destas espécies coloniza plantas de maracuja (SOUZA-SILVA; ILHARCO, 1995). Devido ao

nuamero consideravel de espécies envolvidas na transmissdo, e consequente eficiéncia na



disseminacdao, a incidéncia de CABMV tem sido elevada em cultivos de maracujé brasileiro,
ocasionando perda do vigor das plantas e refletindo diretamente na diminuigcdo do ciclo
produtivo, tornando necesséria a renovacao anual dos pomares na tentativa de minimizar as
perdas (NARITA, 2007).

Como manejo alternativo, diante da indisponibilidade de variedades resistentes no
mercado, para diminuir a suscetibilidade das plantas de maracuja ao CABMV, recomenda-
se a producdo de mudas em condi¢des protegidas com tela antiafideos, e a introducéo de
mudas em estadio fenolégico avancado no campo (MELETTI et al.,, 2010; 2011). Esta
recomendacdo é baseada no fato de que, no Brasil, sdo descritas 115 espécies de afideos,
0 gue constitui apenas 2,8% da afidofauna mundialmente catalogada, tendo como agravante
gue a maioria delas apresenta habito polifago (SOUSA-SILVA; ILHARCO, 1995). Aliada a
esta condicdo, a habilidade de interacdo com os hospedeiros e reproducdo partenogenética
tornam os afideos eficientes vetores de virus, principalmente as espécies de Potyvirus que
sdo transmitidos de maneira ndo persistente, ou seja, durante as picadas de prova (HARRIS
et al., 2001). Além disso, a colonizacdo da planta hospedeira ndo é essencial para a
transmissdo dos virus de modo nao persistente (COSTA, 1998). Devido a néo
obrigatoriedade da especificidade de espécies de afideos para a transmissao, a polifagia e
considerando que as etapas de aquisicdo e inoculacio do CABMV ocorrem em
segundos/minutos, o entendimento das interagdes virus/hospedeiro/vetor/ambiente constitui
um dos principais fatores a se considerar para se propor um manejo adequado. Vale lembrar
que o controle da afidofauna por meio da aplicacéo de inseticidas nédo é eficiente para deter
a disseminacgdo dos virus transmitidos de modo néo persistente (SHUKLA et al., 1994).

Portanto, este trabalho teve como objetivo principal: avaliar o emprego de mudas de
maracuja-azedo ‘Sul Brasil’, desenvolvidas livres de virus (em telados antiafideos) e levadas
ao campo com 30 cm e 80 cm de altura, para a formagdo de um pomar, sendo avaliados
diferentes caracteristicas fitotécnicas e fitossanitarias, incluindo o monitoramento das
populacdes de afideos vetores, incidéncia do CABMV e a influéncia da doenca do
endurecimento dos frutos na produgdo. O emprego dessas tecnologias, consideradas de
baixo custo, pode ser uma garantia para o incremento do rendimento da producdo de
maracuja e da renda do pequeno produtor do Vale do Ribeira. Além disso, os objetivos
especificos desta dissertacdo consistiram do: (i) Monitoramento da afidofauna para
identificar potenciais vetores do CABMV em um pomar de maracujia-azedo variedade ‘Sul-
Brasi’ em campo experimental no municipio de Pariquera-Acu, Vale do Ribeira, SP; (ii)
Avaliacdo da resposta da variedade de maracujazeiro ‘Sul-Brasil’ frente ao CABMV e sua
associacao com a afidofauna vetora; (iii) Caracterizacdo molecular de diferentes isolados do
CABMV provenientes das principais regies produtoras de maracuja do Estado de Séo

Paulo.



2. Revisao de literatura

2.1. Histérico do desenvolvimento do cultivo do maracuja no Brasil

O cultivo de maracuja, no Brasil, foi introduzido na década de 1960, em terras
paulistas. Inicialmente, a cultura se instalou na regido de Bebedouro e se expandiu para
Votuporanga, firmando-se na década de 1980 no Vale do Ribeira, que chegou a responder,
na época, por mais da metade da producdo do estado de Sdo Paulo (GONCALVES;
SOUZA, 2006). No ano de 1975, os estados da Bahia e Minas Gerais passaram a responder
por 55% da produgéo. Ja em 1993, a cultura se expandiu por varias regides do Brasil e 0s
principais estados produtores eram Parand, Sdo Paulo, Minas Gerais, Bahia, Rio de Janeiro
e Sergipe (NASCIMENTO et al., 2006). Porém, o Brasil, até a década de 1970, ainda nao
figurava entre os principais paises produtores de maracuja, devido a falta de demanda do
mercado consumidor, inexisténcia de ciclos de producgdo definidos e restricdo das areas
cultivadas. A cultura somente se consolidou economicamente a partir de 1986, com a
ampliacd@o significativa da &rea cultivada e utilizacdo de méo de obra qualificada (RIZZI et
al., 1998).

Segundo Ruggerio (1987), nos primeiros anos de cultivo intensivo, a maioria dos
produtores de maracuja eram cafeicultores que utilizavam areas ociosas com o intuito de
obter uma complementacdo de renda. Porém, foi na agricultura familiar que o cultivo do
maracuja se firmou como uma op¢do economicamente viavel e responsavel pela sua
difusdo em diversas regides do pais. Devido a expansao do cultivo do maracuja, no periodo
de 1990 a 1996, constatou-se um aumento de 75% da area cultivada, refletindo na producéo
de frutos, que passou de 25 mil toneladas, em 1990, para 44 mil toneladas, em 1996
(MELETTI, 2011). A década de 1990, foi marcada pelo inicio da transformacdo do habito de
consumo do mercado interno de maracuja no Brasil, uma vez que, anteriormente a este
periodo, 30% da producéo era destinada ao consumo in natura e 70% para a industria de
suco. Ja na década de 2000, 50% da producdo passou a ser destinada para o consumo in
natura. Em levantamentos realizados em 2006, verificou-se que 60% da producdo era
destinada ao consumo de fruta fresca e 40% para o processamento de suco e outros
derivados (FERRAZ; LOT, 2006). Diante desta transformacéo, a producdo de maracuja-
azedo, passou a ter importante destaque na fruticultura brasileira, mesmo quando
comparado com outras espécies de frutiferas tropicais que apresentam maior tradicao de
consumo (GONCALVES; SOUZA, 2006). Na ultima década, o cultivo do maracuja se tornou

uma oportunidade de capitalizacdo a curto prazo, e neste contexto, a producédo brasileira



passou de 409 mil toneladas, em 1996, para a 713 mil toneladas em 2001, gracas aos
avancos tecnoldgicos, que elevaram a produtividade em todas as regides produtoras (IBGE,
2013).

A partir da década de 1990, diversos autores relataram mudangas significativas na
distribuicdo geografica dos pomares, bem como na reducdo da area cultivada, como
observado em S&o Paulo, devido a incidéncia de doencas, principalmente as de etiologia
viral (GONCALVES; SOUZA, 2006). Este panorama ocorreu devido as agroindustrias de
sucos que se fixaram em diversos estados, estimulando ainda mais a monocultura intensiva
do maracuja. A utilizacdo de novas tecnologias permitiu a adoc¢ao de técnicas de producao
mais adequadas, como o0 emprego de cultivares e hibridos com elevada produtividade como
os lancados pelo Instituto Agronémico de Campinas (MELETTI, 1999) e EMBRAPA
(EMBRAPA, 2008). A esta caracteristica soma-se também a qualidade de mudas levadas ao
campo para a formacao dos pomares (MELETTI, 2011).

Atualmente, o Brasil se destaca como o maior produtor mundial de maracuja, sendo
as regibes Nordeste, Sudeste e Norte responsaveis por 94% da produg¢do nacional, com
areas de producdo estimadas em 37.037, 6.146 e 4.590 hectares, respectivamente. O
estado da Bahia consolida-se como o maior produtor nacional, seguido pelo Ceara, Espirito
Santo, S&o Paulo, Rio de Janeiro e Sergipe (NOVAES, 2002; PERUCH et al., 2009; IBGE,
2013). Enquanto a producédo de maracuja atende a demanda do mercado interno, constata-
se que a exportacdo ainda € pequena, ocorrendo em baixa escala na forma de fruta in
natura, atendendo principalmente a comercializacdo de suco concentrado. A porcentagem
de fruta fresca destinada a exportacdo esta restrita a 1,5% do total produzido, pois o
mercado interno consome quase que a totalidade da producdo. J& o suco concentrado
representa 76% do total da producdo comercializada, sendo exportado para a Holanda,
Estados Unidos, Porto Rico, Japdo e Alemanha (MELETTI, 2011).

2.2. O Maracujé: caracteristicas gerais, classificacdo botanica e origem

O maracuja foi, provavelmente, o primeiro fruto silvestre nativo relatado nas
Américas. Sua denominag¢do, em Tupi, significa “alimento em forma de cuia” (MELETTI,
2000). Porém, € conhecido mundialmente como fruto da paixao, por sua flor representar,
simbolicamente, os principais eventos relacionados a paixdo de Cristo (REITTER, 1998).
Acredita-se que ancestrais do género Passiflora tenham se originado na Africa, se
dispersado para Europa e Asia e se diversificado a partir de sua chegada & América Central
(MUSCHNER et al., 2012).



O maracujazeiro (Passiflora spp.) pertence a ordem Passiflorales, familia
Passifloraceae, com 18 géneros descritos (CUNHA et al., 2004). O género Passiflora tem
seu centro de origem na América Tropical. Passifloraceae esta dividida em duas tribos
Paropsieae e Passiflorieae. A tribo Passiflorieae é originaria do continente latino-americano
e representada pelos géneros Ancistrothyrsus Harms, Dilkea Mast., Mitostemma Mast. e
Passiflora L., sendo este Ultimo o mais importante economicamente, devido a sua
diversidade: 23 subgéneros e 530 espécies descritas (FEUILLET; MACDOUGAL, 2007). O
Brasil € o centro de origem da maioria das espécies de Passiflora, com aproximadamente
140 espécies endémicas (CERVI, 2005; BERNACCI et al., 2013). Estima-se que cerca de 50
espécies de Passifloraceae possuem frutas comestiveis (BRUCKNER; OTONI, 1999), sendo
gue as espécies comerciais mais produzidas sao: Passiflora edulis Sims (maracuja-azedo),
P. edulis f. edulis Sims (maracuja-roxo), P. alata Dryand (maracuja-doce), P. ligularis Juss.
(Granadilla) e P. quadrangulares (L.) (maracuja-acu) (CERVI, 2005; SAO JOSE, 1994;
SOUZA; MELETTI, 1999; BERNACCI et al., 2008).

Morfologicamente o maracujazeiro € descrito como uma planta trepadeira, perene,
sublenhosa, pois apresenta caule lenhoso na base e herbaceo no apice, de crescimento
rapido e continuo, frutificacdo precoce podendo atingir de 5 a 10 metros de comprimento
(RUGGIERO et al., 1996). Possui sistema radicular pivotante, pouco profundo com maior
numero de raizes entre as 0,30 e 0,45m de profundidade e raio de 0,60m (MEDINA et al.,
1980; MANICA, 1981; CUNHA et al., 2004). A reproducdo depende de polinizacéo cruzada,
pois suas flores apresentam diferentes graus de autoincompatibilidade, sendo realizada de
forma eficiente por abelhas mamangavas (Xylocopa spp.) (BENEVIDES et al.,, 2009,
SIQUEIRA et al., 2009).

O maracujazeiro se desenvolve bem em clima quente e Umido, em altitudes de 100 a
900 m, caracteristico de regides tropicais e subtropicais, onde 0s principais fatores
climéticos para seu desenvolvimento sdo temperatura (média 23° a 25°C), precipitacdo (800
a 1.750 mm distribuidas durante o ano), umidade relativa (em torno de 60%) e alta
luminosidade (comprimento do dia acima de 11 horas diarias) (LIMA; BORGES, 2002).
Esses fatores favorecem tanto a longevidade, rendimento do maracujazeiro como também o
ataque de pragas e doencas (CUNHA et al., 2004).

A utilizacdo do maracujaA é bem variada podendo ser empregado para fins
alimenticios (frutos), ornamental (flores) e farmacolégico (folhas). O fruto é rico em célcio,
fésforo, vitaminas A e C, além de apresentar em menores proporcdes fibras, proteinas e
outros minerais. Nas folhas, raizes e sementes encontram-se 0s principios farmacolégicos
como a passiflorina, calmofilase e maracugina. Uma serie de propriedades medicinais pode
ser listada pelo conhecimento popular, mas ainda ndo estdo comprovados cientificamente,

podendo-se citar: tratamento para ansiedade, depresséo, epilepsia, hemorroidas, histeria,



inflamacdes na pele, insbnia, perturbacées da menopausa, pressdo alta, reumatismo e
tens&o nervosa (BORGUINI et al., 2008; TOMOMITSU et al., 2014).

Na producdo de sucos concentrados os residuos como cascas e sementes podem
ser utilizados na fabricacdo de racdo animal, 6leo e pectina. A casca pode ser utilizada na
fabricacdo de compotas e farinha (rica em fibras dietéticas) (BORGUINI et al., 2008). De
acordo com Ferrari et al. (2004), o 6leo extraido da casca do maracuja pode ser utilizado na
alimentacdo animal e humana, na industria de cosméticos, producdo de tintas e sabao,
devido as suas caracteristicas fisico-quimicas, composicao e elevado teor de acidos graxos
insaturados. A casca é rica em pectina, cuja forma sintética é usada na inddstria de
alimentos para dar firmeza a doces e geleias, ela também possui nicina, fonte de vitamina
B3 que atua na producdo de horménios do crescimento e na prevencdo de problemas
gastrointestinais, além de ferro, célcio, fésforo e sédio. Estas propriedades despertaram o
interesse para a elaboracdo de produtos naturais que auxiliam no controle da glicemia. As
sementes, por sua vez, podem ser utilizadas para a fabricagdo de 0leos essenciais para a
industria alimenticia e de cosméticos (BORGUINI et al., 2008).

Entre as frutiferas comercializadas, o maracuja é considerado uma boa opcao de
cultivo por oferecer imediato retorno financeiro, devido ao seu rapido ciclo produtivo. Porém,
€ uma cultura que requer uso intenso de mao de obra e que demanda elevado custo de
implantagdo, principalmente devido a necessidade da aquisicdo de mourdes, arame e
insumos. O maracuja geralmente é cultivado em pequenas propriedades, pomares de 3 a 5
hectares, que favorecem a fixacdo de mao de obra rural devido ao elevado nivel de
empregabilidade exigida pela necessidade de tratos culturais intensivos, conferindo forte
carater socio cultural. Cada hectare de maracuja pode gerar de 3 a 4 empregos diretos
(MELETTI, 2011).

2.3. Obtencédo de mudas e sistema de producdo do maracujazeiro

A propagacado de mudas de maracujazeiro é feita em escala comercial por sementes,
mas também podem ser obtidas por estaquia e enxertia. Com a ocorréncia generalizada da
doenga do “endurecimento dos frutos do maracujazeiro” (EFM), induzida pelo Cowpea
aphid-borne mosaic virus (CABMV), as mudas devem ser produzidas em viveiros revestidos
com telado antiafideos, localizados em &reas distantes de pomares comerciais, com 0
objetivo de isolar as mudas, evitando que as plantas adultas possam atuar como fonte de

inoculo do virus. O uso exclusivo de ferramentas de poda e desbaste e sua desinfeccdo



rotineira para a realizagdo dos tratos culturais também é uma medida profilatica necessaria
para evitar a disseminacao do CABMV (OLIVEIRA et al., 2002; MELETTI, 2003).

As mudas devem ser produzidas em sacos plasticos pretos furados, com dimensao
de 14x28 cm, que favorece o desenvolvimento das raizes sem que haja enovelamento. Para
cada saco preto sdo depositadas de uma a duas sementes a uma profundidade méxima de
0,5 cm (MELETTI, 2011). As mudas se encontram aptas para o plantio no campo a partir do
surgimento da primeira gavinha, 45 a 60 dias apds a semeadura. Para areas cuja incidéncia
do CABMV é elevada, recomenda-se o atraso do plantio, introduzindo mudas mais
desenvolvidas com folhas coridceas e com maior deposi¢do superficial de cera, as quais
apresentardo, provavelmente, maior tolerancia e resisténcia fisica as picadas de prova dos
afideos. Assim, a recomendacdo de manejo fitossanitario da cultura do maracuja para o
Estado de Sao Paulo preconiza que as mudas sejam transplantadas com cerca de 50 cm de
altura e 60 a 80 dias de idade (ABREU, 2008), chegando até a recomendacdo de 80 cm
(NARITA, 2007).

O espacamento da cultura é varidvel de acordo com as caracteristicas da
propriedade. Nas propriedades em que se utiliza de mecanizacdo o espagamento entre
linhas varia de 3,0 a 4,0 metros. Naquelas em que o cultivo € manual, esse espacamento
pode ser reduzido para até 2,5 metros. Entretanto, o espagamento recomendado entre
plantas é de, 5,0 metros. Os sistemas de conducédo que tém obtido os melhores resultados
sdo espaldeira vertical, com um Unico fio de arame, e o sistema de caramanchéo (FIGURA
1) (ABREU, 2008).

FIGURA 1: Sistemas de conduc¢éo recomendados para a cultura do maracuja: caramanché&o
(A) e espaldeira vertical (B).



O maracujazeiro € uma planta ald6gama. A floracdo ocorrera somente em condi¢des
de no minimo 11 horas de luz, sendo que as flores abrirdo por volta das 12 horas e fecharao
a noite, e cada flor abrird uma unica vez. As flores do maracuja-azedo séo hermafroditas e
autoincompativeis, sendo que o pdlen produzido em determinada flor ndo podera fecunda-
la, e tampouco fecundar, de forma eficaz, as demais flores produzidas pela mesma planta
(JUNQUEIRA et al, 2001). Em campo aberto, a polinizagdo natural das flores do
maracujazeiro é feita principalmente por mamangavas (Xylocopa spp.), mas pode ser
também realizada pelo homem (polinizacao artificial) (BENVIDES et al., 2009).

A planta somente produzir4 frutos se a polinizacdo for cruzada, sendo que uma
polinizacdo realizada de forma ndo adequada resultar4d na producdo de frutos de baixa
qualidade e parcialmente vazios (MELETTI, 2011). A colheita é feita apds 55 dias da
abertura da flor, antes dos frutos cairem no chao. Quando colhidos no chéo, além de terem
sua qualidade comprometida, os frutos murchardo rapidamente, diminuindo seu tempo de
prateleira. Em climas quentes a colheita do maracuja € ininterrupta durante 9 ou 10 meses
(ABREU, 2008).

2.4. Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV), o virus do endurecimento dos frutos

do maracujazeiro (EFM)

Mesmo tendo grande destaque econémico a produ¢do do maracuja ainda € limitada,
devido, principalmente, a presenca de doengcas nos pomares, principalmente de origem
fungica, bacteriana, induzida por fitoplasmas, nematoides e, principalmente, aquelas
causadas por virus (COLARICCIO et al.,, 1987; CHAGAS, 1991; ANJOS et al., 2001;
JUNQUEIRA, 2005; CHAGAS; COLARICCIO, 2006; FISCHER; REZENDE, 2008).

No Brasil, os seguintes virus ja foram descritos em maracujazeiro: o Cucumber
mosaic virus (CMV, Cucumovirus), o Passion fruit vein clearing virus (PVCV, Potyvirus), o
Purple granadilla mosaic virus (PGMV, virus com particulas isométricas cuja posicéo
taxonbmica ainda ndo foi determinada), o Passion fruit green spot virus (PFGSV), um
possivel Cytorhabdovirus), o Passion fruit yellow mosaic virus (PFYMV, Tymovirus), o
Passion fruit woodiness virus (PWV, Potyvirus) e o Cowpea aphid-borne mosaic virus
(CABMV, Potyvirus) (CHAGAS, 1991; BEZERRA et al., 1995; ANJOS et al., 2001;CHAGAS;
COLARICCIO, 2006). Na ultima década (2002 e 2003), relataram-se dois novos virus em
maracujazeiro: Passion flower little leaf mosaic virus (PLLMV), espécie tentativa do género
Begomovirus, parcialmente caracterizada e detectada no Estado da Bahia em coinfecgdo
com o CABMV (NOVAES et al., 2002; 2003 a), e Passion fruit severe leaf distortion virus
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(PSLDV), uma nova espécie de Begomovirus também detectada na Bahia (FERREIRA et
al., 2010).

O EFM é uma das principais viroses da cultura e pode ser atribuido a duas espécies
de virus: o PWV e o CABMV. O PWYV foi originalmente descrito na Australia como sendo o
anico virus capaz de induzir o sintoma de endurecimento dos frutos (TAYLOR et al. 1964).
Contudo, Brand et al. (1993) apds sequenciarem a por¢do genémica da capa proteica de
uma estirpe da Africa do Sul e compara-la a uma estirpe da Australia, concluiram que se
tratava de uma nova espécie viral, posteriormente classificada e aceita pelo Comité
Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV) como CABMV (ADAMS et al., 2012).

O EFM foi descrito pela primeira vez, no Brasil, em 1978, no municipio de Feira de
Santana (BA), em plantios comerciais de maracuja-doce e de maracuja-azedo, que, em
consequéncia da presenca e dos danos causados pela doenca, foram destinados a industria
de suco (YAMASHIRO; CHAGAS, 1979). Neste periodo, o virus foi identificado por meio de
técnicas bioldgicas e soroldgicas, como pertencente a espécie PWV (CHAGAS et al., 1981).
Concomitantemente, houve relatos da ocorréncia do PWV nos estados de Pernambuco
(LORETO; VITAL, 1983), Ceara (LIMA et al., 1985), Sergipe (KITAJIMA et al. 1986), Sao
Paulo (CHAGAS et al., 1992), Minas Gerais (SAO JOSE et al., 1994), Goias e Distrito
Federal (INOUE et al., 1995). Entretanto, analises das sequéncias de nucleotideos e
aminoéacidos deduzidos da capa proteica permitiram que esses isolados virais, identificados
inicialmente como PWYV, fossem classificados como CABMV (NASCIMENTO et al., 2004).
Levantamentos realizados posteriormente permitiram concluir a ndo ocorréncia do PWV no
Brasil, prevalecendo o CABMV, tanto em maracujazeiro como em feijdo-caupi (Vigha
unguiculata) (NASCIMENTO et al., 2006).

Apos o primeiro relato do EFM, na Bahia, foram registradas sucessivas ocorréncias
desta virose em todos os estados produtores de maracujd do Brasil. Levantamentos
realizados (no periodo de 2003 a 2005) nas principais regides produtoras do Estado de Séo
Paulo, permitiram a constatacdo de que somente em municipios isolados das grandes areas
produtoras, como Eldorado e Sete Barras (Vale do Ribeira), ainda ndo havia sido detectado
o CABMV em cultivos de maracuja. Porém, em 2010 e 2011, novos estudos realizados
demonstraram que o virus ja estava presente nestes municipios e se disseminando em toda
Alta Sorocabana (NARITA et al., 2012).

O CABMV, assim como os demais virus associados ao EFM (PWV e o EAPV),
pertence ao género Potyvirus, familia Potyviridae. Atualmente, o género Potyvirus €&
constituido por 146 espécies definitivas e 32 espécies tentativas. Além do CABMV, PWV e
EAPV, h& outras espécies de Potyvirus descritas em maracuja, causando clorose das
folhas: Passiflora chlorosis virus - PaChV (BAKER; JONES, 2007) e o Passiflora foetida
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virus Y — PfVY (TAYLOR; GREBER, 1973; BOCK; CONTI, 1974; SHUKLA et al., 1994; IMAI
et al., 1996; FISCHER; REZENDE, 2008; MLOTSHWA et al., 2002; ADAMS et al., 2012).

O CABMV possui morfologia alongada e flexuosa, medindo cerca de 690-760 nm de
comprimento e de 12-15 nm de didmetro. Seu genoma é constituido por um RNA de fita
simples, sentido positivo, com aproximadamente 10.000 nucleotideos e uma fase aberta de
leitura (Open Reading Frame, ORF) que codifica uma poliproteina de aproximadamente 345
kDa (BARROS et al., 2011; ADAMS et al., 2012). Essa poliproteina é clivada dando origem
a dez proteinas funcionais (P1, HC-Pro, P3, 6K1 ClI, 6K2, VPg, Pro, NIb e CP). Ha também
outra ORF pequena denominada PIPO, sobreposta na regido genbmica correspondente a
proteina P3, que codifica uma proteina de aproximadamente 25 kDa que estd relacionada
com o movimento do virus célula a célula (CHUNG et al., 2008) (FIGURA 2).

PIPO
Al (+2 fs) Cl Mla Nib
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P1-Pro HC-Pro P3 ATPase VPg Protease Replicase CP
? Membrane
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FIGURA 2: Representacdo esquematica da organizacdo gendémica das espécies do género
Potyvirus. Nos retangulos estéo indicadas as diferentes proteinas resultantes da clivagem
da poliproteina, apés sua traducao. No terminal 5’ da molécula de RNA esta representada a
proteina estrutural VPg e no terminal 3’, a cauda de poliadenilagéo (An). Fonte: Adams et al.
(2012)

As funcdes de algumas destas proteinas virais como a P3 e as pequenas proteinas
6k1 e 6k2 ainda ndo foram elucidadas. Dentre as funcdes das proteinas dos Potyvirus estao:
a replicacdo viral, o movimento a curtas (célula a célula) e a longas (sistémico) distancias,
transmisséo por afideos e encapsidacdo do genoma viral, além da acdo como proteases (cis
e trans) e associacdo com supressao de silenciamento. Vale lembrar que a maioria das
proteinas dos Potyvirus desempenha mais de uma funcdo (MELO, 2011). A proteina
denominada componente auxiliar (Helper Component Protease, HC-Pro) e a proteina da
capa (CP), além de outras fungdes, estdo conjuntamente relacionadas com a transmissao
por afideos (ver detalhes mais adiante no item 2.5.1). A HC-Pro € uma das proteinas mais
estudadas e tem como func¢des conhecidas: (i) movimento do virus tanto a longa distancia
quanto a curta distancia; (ii) viruléncia (severidade dos sintomas); (iii) replicacé@o viral; (iv)
acumulo de particulas virais nas células da planta hospedeira; (v) sinergismo; (vi) infeccéo e

transmissao por sementes; (vii) supressdao do mecanismo de silenciamento génico, além de
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possuir atividade de protease que cliva a prépria poliproteina viral. A CP também é
multifuncional, desempenhando os seguintes papéis durante o ciclo infeccioso do virus na
planta hospedeira: (i) movimento célula a célula; (i) movimento a longa distancia; (iii)
replicacdo do genoma viral; (iv) encapsidacao; (v) viruléncia; e (vi) transmissao pelo vetor
(MELO, 2011).

O CABMYV pode infectar todas as variedades comerciais de maracujazeiro, causando
sintomas foliares de mosaico, bolhas e deformacdes. Os frutos ndo se desenvolvem e sdo
frequentemente deformados, apresentando o pericarpo endurecido e espesso (FIGURA 3).
A deformacéo dos frutos, aliada ao encurtamento do periodo de frutificagéo e a redugéo do
contetdo de polpa ocasionam quedas na producdo do maracuji e consequente perda do
seu valor comercial. Diante da severidade e dos danos causados pela infeccdo do CABMV,
0s produtores brasileiros tendem a adotar atualmente como manejo, a renovacao anual de
seus pomares. Inicialmente, a cultura do maracuja era conduzida como semiperene, com
substituicdo dos pomares a cada 3 a 4 anos. Esta transformagé@o do manejo e condugéo da
cultura ocorreu apos a disseminagédo do CABMV nas areas destinadas a producgéo intensiva

e a dificuldade de obtencéo de variedades resistentes promissoras (BARROS, 2007).

FIGURA 3: Sintomas induzidos pelo Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV) em folhas
e frutos de maracuja-azedo (Passiflora edulis). (A e B) Folha de maracuja-azedo
apresentando sintomas de bolhas e mosaico; (C) foto de fruto sadio (1) e fruto deformado
com tamanho e peso reduzidos (2). Amostras coletadas no pomar avaliado neste trabalho,
no municipio de Pariquera-Acu, SP.

Isolados de CABMV podem infectar espécies de Fabaceae como: amendoim
(Arachis hypogaea L.), crotalaria (Crotalaria juncea L.), soja [Glycine max (L) Merr.], além de
diferentes cultivares de feijdo (Phaseolus vulgaris L.) e caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp].
E importante ressaltar que este virus também é um dos principais patégenos da cultura do

feijao-caupi nos estados do Nordeste do Brasil e também na Africa, podendo acarretar
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perdas de mais de 80% da producdo (BASHIR et al., 2002). Segundo Silva et al. (2012),
isolados de CABMV podem infectar uma ampla gama de espécies de Fabaceae como:
Canavalia ensiformes, Crotalaria juncea, C. incana, C. spectabilis, Cajunus cajan, Lupinus
albus, Macroptilium atropurpureum, Neonotonia wightii, Senna occidentalis, Pisum sativum,
Mucuna aterrina e M. cinerea. O CABMV pode ser transmitido experimentalmente, por
inoculagdo mecéanica, para mais de 60 espécies de plantas indicadoras pertencentes as
familias Amaranthaceae, Cucurbitaceae, Fabaceae, Passifloraceae e Solanaceae (BASHIR
et al., 2002). Algumas destas plantas indicadoras como Chenopodium amaranticolor e C.
quinoa podem desenvolver sintomas locais necroéticos, e Nicotiana benthamiana e Petunia
hybrida podem expressar sintomas sistémicos de mosaico, bolhas, deformacgéo foliar e
encurtamento de entrends (TAYLOR; GREBER, 1973; GIORIA; REZENDE, 1996; BASHIR
et al., 2002; DAMIRI et al, 2013). Na FIGURA 4, observam-se sintomas sistémicos de
mosaico e bolhas em feijdo-de-porco (Canavalia ensiformis), e lesdes locais em
Chenopodium amaranticolor, ap6s serem mecanicamente inoculadas com um isolado de

CABMV proveniente do municipio de Pariquera-Acu, Vale do Ribeira, SP.

FIGURA 4: Sintomas induzidos pelo Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV), isolado
proveniente do municipio de Pariquera-Agu, Vale do Ribeira, SP, ap6s inoculacdo mecénica
em plantas indicadoras: A) folha de Canavalia ensiformis (feijao-de-porco) com mosaico e
bolhas; B) folha de C. ensiformis com mosaico; e C) folha de Chenopodium amaranticolor
com lesdes necroticas locais.
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2.5. Transmissao e disseminacéo de virus de plantas

Os virus de plantas por serem parasitas intracelulares obrigatérios e por ndo se
disseminarem de forma livre, s@o na sua maioria, dependentes de organismos vetores. Além
disso, os virus de plantas, diferentemente dos virus animais, para terem sucesso na
infeccdo, sdo dependentes de ac6es mecanicas (injurias) ou de sua introducéo diretamente
no interior da célula (papel dos vetores) para que possam atravessar a cuticula e a parede
celular. Na natureza, hd um numero restrito de espécies de virus que sdo estaveis fora da
célula hospedeira, podendo ser disseminados, mesmo na auséncia de vetores, por meio de
enxertia natural de raizes, grados de pdélen produzidos por plantas infectadas e pelo contato
entre folhas de plantas vizinhas. Na agricultura, ha outras formas de disseminag¢édo, como:
uso de ferramentas contaminadas durante os tratos culturais (poda, enxertia e desbastes),
utiizacdo de material vegetativo de propagacdo infectado (6rgdos micropropagados,
estacas, bulbos, tubérculos e rizomas), sementes, e, em casos extremos, até mesmo
durante o manuseio de plantas com as maos contaminadas (COSTA, 1998; BRAULT et al.,
2010).

Os agentes bioldgicos responsaveis pela disseminagéo, transmissao e inoculagéo de
virus sdo classificados como vetores. A capacidade de romper as paredes celulares das
células da planta até chegar ao citoplasma das células de diferentes tecidos, incluindo
floema e xilema, a mobilidade frequente entre as plantas e a interacao bioldgica especifica
(evidenciada pela interac@o entre proteinas virais e proteinas do vetor) sdo caracteristicas
que permitem classificar um organismo como vetor de virus de plantas (HARRIS et al.,
2001; BRAULT et al., 2010). Os vetores de virus de plantas pertecem a grupos taxonédmicos
distintos: (i) artropodes (insetos e acaros); (i) nematoides e (iii) “fungos” (zoosporicos).
Todos os artropodes e nematoides vetores de virus de plantas sdo exclusivamente fitéfagos.
Os fungos, por meio de esporos moéveis em agua, utilizam mecanismos quimiotaticos
especificos, que permitem localizar os tecidos do hospedeiro alvo, para entdo poder realizar
a transmissdo (COSTA, 1998). Maiores detalhes sobre a transmisséo de virus de plantas
por fungos e nematoides podem ser obtidas na recente revisdo de Bragard et al. (2013).
Especificamente na presente revisdo a énfase ser4d dada a transmissdo por insetos,
principalmente os afideos (ver mais adiante no item 2.5).

Para um mesmo género de virus de plantas pode haver mais de uma ordem de
inseto vetor. Porém, cada espécie de virus de plantas tem como vetor apenas um dos
representantes do grupo de organismos conhecidos, uma vez que 0s vetores estabelecem
uma relagdo Unica de transmissdo com o virus a ser transmitido (BRAGARD et al., 2013).

Os vetores de virus de plantas mais importantes sdo os insetos fit6fagos sugadores, ou seja,
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0s que se alimentam por meio da introducdo do aparelho bucal (estilete) para sugar a seiva
ou o conteudo celular da planta (ILHARCO, 1992).

Aproximadamente 48% dos fitovirus descritos dependem de vetores para a sua
disseminacdo. Os principais insetos vetores de virus de plantas pertencem as ordens
Hemiptera, Coleoptera e Thysanoptera. Destas, a ordem mais importante € a Hemiptera,
gue se subdivide em quatro subordens: Coleorrhyncha, Heteroptera, Auchenorrhyncha e
Sternorrhyncha, sendo que nesta Ultima estdo inseridos os afideos (conhecidos por
pulgbes), moscas-brancas e cochonilhas, responsaveis por, aproximadamente, 40% da
transmisséo do total dos virus de plantas conhecidos (FERERES; MORENO, 2009).

2.5.1. Afideos: biologia, origem e papel na transmissao de virus de plantas

Atualmente sdo descritas aproximadamente 4700 espécies de afideos, sendo a
grande maioria originaria de clima temperado, e desse total apenas 450 espécies sao
capazes de colonizar plantas (BLANCKMAN; EASTOP, 2007). Em um estudo realizado por
Eastop (1983), das 288 espécies avaliadas, 227 eram capazes de transmitir virus, sendo
que destas mais de 200 espécies pertenciam a subfamilia Aphidinae. Os afideos ocupam
um papel importante na transmissdao de virus, sendo responsaveis por transmitir
aproximadamente a metade dos virus ja descritos. Além disso, diferentemente dos outros
insetos, os afideos estabelecem uma relagéo inversa entre o nimero de espécies descritas
e 0 numero de espécies de plantas de acordo com o ambiente avaliado. Em condic6es de
clima temperado observa-se um maior nimero de espécies de afideos e uma baixa
diversidade de espécies de plantas hospedeiras, 0 inverso € observado em condi¢cbes
tropicais e subtropicais (DIXON, 1987; INOUE-NAGATA; NAGATA, 2002).

Os afideos pertencem a superfamilia Aphidoidae, que é subdividida em dez familias,
dezesseis subfamilias, vinte e quatro tribos e seis subtribos (TABELA 1). As espécies de
afideos estéo distribuidas em 599 géneros e subgéneros, sendo a sua maioria relatada em
clima temperado (DIXON, 1987; FABRICIO, 2003). Os afideos somente foram considerados
pragas agricolas apds a sua introdugcdo em regides tropicais e subtropicais. No Brasil, sdo
relatadas 144 espécies de afideos ocorrendo em plantas silvestres, da vegetacdo
espontanea e diferentes segmentos de espécies de interesse econdmico (fruticultura,
olericultura, floricultura e ornamentais, comodites agricolas, pastagens) (PERONTI; SOUSA-
SILVA 2002).
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TABELA 1: Classificacdo proposta por Heie (1980) das superfamilias Phylloxeroidea e
Aphidoidae em familias, subfamilias, tribos e subtribos. Em azul, estdo destacadas as
subfamilias e tribos de afideos com espécies associadas a transmissdo de virus de plantas

Familia Subfamilia Tribo Subtribo
SUPER FAMILIA PHYLLOXEROIDEA
Adelgidae
Phylloxeridae
SUPER FAMILIA APHIDOIDAE
Mindaridae
Hormaphididae Hormaphidinae
Phloeomyzidae Oregminae
Hormaphidinae
Phloemyzidae
Thelaxidae
Anoeciidae
Pemphigidae Eriosomatinae Eriosomatini

Drepanosiphidae

Greenideidae

Aphididae

Lachnidae

Pemphiginae

Fordinae

Depanosiphinae

Phyllaphidinae

Chaitophorinae

Greenideinae
Cervaphidinae

Baltichaitophorinae

Pterocommatinae
Aphidinae

Lachninae

Cinarinae

Treminae

Tetraneurini
Prociphilini
Penphigini
Fordini Baizongiina
Geoicina
Fordina
Neophyllaphidini
Paoliellini
Spicaphidini
Palaeosiphonini
Israelaphidini
Drepanosiphini
Phyllaphidini Phyllaphidina
Callaphidina
Therioaphidina
Chaitophorini
Siphini

Aphidini
Macrosiphini
Stomaphidini

Lachnini

Cinarini
Schizolachnini
Eulachnini

Fonte: Minks e Harrewijn (1987)
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Os afideos sédo insetos relativamente pequenos (1 a 5 mm de comprimento), seu
corpo tem formato ovalar ou piriforme, apresentando coloragcdo uniforme (podendo variar
entre as cores verde, amarela, alaranjada, parda ou negra). Seu corpo € dividido em trés
partes: (i) cabeca, composta por olhos, ocelos, rostrum (aparelho alimentar) e um par de
antenas, que pode apresentar de trés a seis segmentos, sendo que entre todos os 6rgaos
gue compdem a cabeca, a insercdo e 0 numero de segmentos das antenas sdo as que
apresentam as melhores caracteristicas para a diferenciacédo de espécies; (ii) térax, no qual
estdo inseridos os trés pares de pernas ambulatérias e os dois pares de asas membranosas
e hialinas (se forem alados); (ii) abdome, no qual encontra-se a cauda, que tem grande
importancia na taxonomia, principalmente na classificacdo em nivel de espécie, e o par de
sifiinculos, sendo que ha espécies de afideos que ndo possuem ou apresentam fendas dos
ostiolos pouco visiveis. Os individuos podem ser 4pteros ou alados (MIYAZAKI, 1987). Os
individuos alados s&o, na maioria dos casos, considerados 0os de maior importancia quando
se refere a disseminacdo de virus (FIGURA 5) (BROADBENT, 1950; INOUE-NAGATA;
NAGATA, 2002). Ha, entretanto, casos em que 0s apteros também podem ser importantes
na disseminagéo (RIBBANDS, 1963)

FIGURA 5: Representacdo da morfologia externa tipica dos insetos, ilustrada por um afideo
aptero (a esquerda) e alado (a direita). Figura adaptada de Ilharco, 1992.

A identificacdo dos afideos que colonizam plantas de interesse econdmico, apesar
de requerer capacitacdo em entomologia e conhecimento taxonémico, geralmente ndo é
dificil. Isso se deve ao fato de haver um namero restrito de afideos relatados em plantas

cutivadas, quando comparado com um sistema agroflorestal. Mas, no caso de n&o se
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conhecer o hospedeiro, ou no caso dos afideos serem capturados em armadilhas, a
identificacdo se torna mais dificil, pois a identificacdo serd baseada estritamente na
diferenciacéo das caracteristicas morfologicas, que muitas vezes sao muito semelhantes. As
caracteristicas morfologicas utilizadas para a identificacdo dos afideos sédo: (i)
esclerotizacao; (ii) superficie cuticular; (iii) producdo de cera; (iv) setas; (v) cor do afideo
vivo; (vi) tamanho e forma do corpo; (vii) cabeca; (viii) inser¢cado de antena (front of head —
frente da cabeca); (ix) antena; (x) térax; (xi) pernas; (xii) asas; (xiii) abdome; (xiv) sifunculo;
(xv) cauda; (xvi) placa genital; (xvii) espiraculos; (xviii) tubérculos; (xix) tamanho e nimero
de cerdas (FIGURA 6) (ILHARCO; VAN HARTEN, 1987).

\ Insercdo da antena

Esclerotizagao

Sifunculo

FIGURA 6: Representagdo esquematica da morfologia de um afideo alado com destaque
para algumas das partes mais utilizadas para a identificagdo em nivel de espécie. Nos
retangulos coloridos estdo representadas parte dos exemplos das caracteristicas de
algumas formas de cauda e suas cerdas, antena, asa, sifinculo, insercao de antenas (frente
da cabeca) e esclerotizacgéo.

O ciclo de vida do afideo pode ser de forma sexuada ou assexuada (partenogénese),
e, normalmente, é regido de acordo com a interacdo com as plantas hospedeiras. Assim, as
espécies de afideos que ndo alternam de hospedeiros sao classificadas como monociclicas,
ja quando ha alternéncia de hospedeiras, as espécies sdo denominadas de heterociclicas
(WILLIAMS; DIXON, 2007). Nas regides tropicais e subtropicais as espécies de afideos séo,
em sua grande maioria, anolociclicos (ciclo incompleto), sendo a reprodugdo quase que

exclusivamente por partenogénese telitoca, ou seja, tipo de reproducdo assexuada em que
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ovulos ndo fecundados irdo gerar apenas fémeas, sendo que nesse tipo de reprodugédo ndo
h&d a presenca de machos. As espécies holociclicas, ou seja, que apresentam o ciclo
completo (reproducdo sexuada e assexuada) sdo prevalentes em clima temperado,
ocorrendo ocasionalmente nos trépicos. Além disso, as espécies de afideos podem ser
classificadas como autoécia ou heteroécia, podendo, respectivamente, colonizar uma Unica
hospedeira ou alternar hospedeiras (BLACKMAN, 1974). Esta caracteristica garante a
manutencdo das colbnias, tanto das formas 4pteras como aladas e, consequentemente,
propicia a transmisséo e disseminacdo dos virus (DIXON, 1977; BLANKMAN, 1987). Ja nas
regides temperadas a reproducdo ocorre tanto de forma partenogénica como sexuada, que
dara origem a machos e fémeas oviparas (CARVER et al., 1991). Quanto a interferéncia dos
fatores abidticos no ciclo biol6gico, 0 aumento ou decréscimo populacional das diferentes
espécies de afideos estd relacionado diretamente as oscilagbes de temperatura,
precipitacdo e condi¢des nutricionais das plantas hospedeiras (ROBERT, 1987).

O aparelho bucal dos afideos é classificado como picador sugador (formado por dois
pares de estiletes, mandibulares e maxilares, um labrum e um labium) que é adaptado para
penetracdo de tecidos e sucgdo de seiva (COSTA, 1998). A picada de alimentacdo dos
afideos € altamente especializada, penetrando seu estilete intercelularmente e algumas
vezes, intracelularmente, buscando sempre atingir o floema dos seus hospedeiros, no qual
se alimenta da seiva que pode suprir em parte as suas necessidades nutricionais (DIXON,
1998).

O canal alimentar do afideo € composto pelo canal dos estiletes maxilares, da bomba
de succao e do tubo digestivo que é divido em intestino anterior (estomodeu), intestino
médio (mesentero) e intestino posterior (proctodeu). Os afideos apresentam um 6rgdo
sensorial epifaringeal, crucial para o reconhecimento da hospedeira, fase denominada host
finding, logo ap6s o pouso de um voo migratorio. H4 também o sistema salivar que é
composto por um par de glandulas principais e por um par de glandulas acessoérias
(FIGURA 7) (COSTA 1998). Diferente dos outros insetos sugadores, o aparelho digestivo
dos afideos envolve a parte inicial do meséntero e a por¢do anterior do proctodeu, tendo
como funcdo armazenar nutrientes antes de iniciar a digestdo (PONSEN, 1997). Dessa
forma, 0 excesso de seiva passa diretamente pelo tubo digestorio sendo eliminado em forma
de goticulas pelo anus, possibilitando assim a succdo continua de seiva (GALLO et al.,
2002).
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FIGURA 7: Desenho esquematico de um corte longitudinal do corpo de um afideo com os
principais 6rgéos dos sistemas alimentar e digestorio.

Para que possa se alimentar, os afideos devem encontrar seu hospedeiro. Dessa
forma os afideos possuem fotorreceptores responsaveis por resposta a estimulos visuais
diferentes (MINKS; HARREWIJN, 1987). Kirtchner et al. (2005) utilizando a técnica de
eletrorretinograma observaram que fémeas aladas de Myzus persicae possuem trés tipos de
fototorreceptores diferentes que compdem seus olhos, sendo a primeira regido sensivel ao
verde (530 nm), a segunda regido sensivel ao azul-esverdeado (490 nm) e a terceira regido
sensivel ao ultravioleta (UV) (330-340 nm), sendo que esta Ultima influencia o
comportamento do inseto em termos de orienta¢do, navegacéo, localizacdo do hospedeiro e
alimentacdo (FERERES; MORENO, 2009). Um dos estimulos para os afideos encontrarem
seu hospedeiro durante o voo é o contraste de cores entre o solo e o verde das plantas,
além da energia refletida entre o solo e vegetacdo (KENNEDY et al., 1961). O comprimento
de onda na faixa do UV atrai o afideo no inicio do voo. Porém, no final do voo os afideos sao
repelidos pelo UV e atraidos pela cor amarela, uma vez que esta tonalidade corresponde ao
comprimento de onda que menos reflete o UV (NETO et al., 1976). Ao pousar na planta, os
afideos iniciam o reconhecimento, por meio de estimulos tateis e olfatérios, e verificando a
textura das folhas quanto a topologia, exsudados dos tricomas, ceras cuticulares entre
outras caracteristicas da superficie foliar. Esse reconhecimento ocorre por meio de
qguimiorreceptores e mecanorreceptores (sensilas), localizadas nas antenas e labio
(FERERES; MORENO, 2009).

ApOGs o reconhecimento da superficie da planta, o afideo realiza a primeira picada,
denominada de picada de prova. Esta é realizada em um periodo curto de tempo,

geralmente menores que um minuto, e sao limitadas as células da epiderme e parénquima
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(mesdfilo) das folhas. Caso o afideo ndo reconheca a planta como hospedeira, ele realizara
pequenos voos proximos, a procura de um hospedeiro favoravel. Ao encontrar a planta
hospedeira, o afideo iniciara sua alimentacao, alongando os estiletes até os vasos do floema
(NETO et al., 1976). A penetracdo do estilete pode ser monitorada por meio da técnica
Electrical Penetration Graphs (EPG), sendo possivel detectar as picadas de prova na
epiderme e no mesofilo até a sua chegada ao floema. Essa técnica permite associar duas
subfases: uma de salivacdo e outra de ingestdo do contetdo celular pelo afideo, que
correspondem aos eventos de inoculacdo e aquisi¢do do virus, respectivamente (MORENO
et al., 2011).

Com a colbnia estabelecida na planta, os afideos podem realizar dois tipos de
movimentos denominados dispersdo e migragdo. Na dispersdo, as ninfas e adultos apteros
se redistribuem através das pontes formadas pelas folhas, ou até mesmo pelo solo para
uma nova planta vizinha. Este movimento ocorre por meio da resposta a varios estimulos
emitidos por feromonios de alarme, na presenca de um inimigo ou por terem pousado em
uma planta debilitada pela intensa alimentacdo da colénia (ROBERT, 1987). Ja a migracao
é induzida pela deterioracdo gradual da planta hospedeira, condi¢cdes climaticas
desfavoraveis (pluviosidade e temperatura) e competicdo intraespecifica, provocando a
migracdo de afideos alados para outras plantas, e até mesmo para outras regides, em
busca de novas hospedeiras (DIXON, 1977; EASTOP, 1977; DIXON, 1998).

2.5.2. Classificacdo dos modos de transmisséo

A primeira constatacdo da eficiéncia dos afideos como vetores de virus se deu no
ano de 1916, quando foi comprovada a transmissdo do Cucumber mosaic virus (CMV,
Cucumovirus) por Aphis gossypii (DOOLITTLE, 1916). Botjes (1920) verificou que Myzus
persicae podia transmitir o Potato leafroll virus (PLRV, Polerovirus) para batata. Foi nessa
mesma época que também foram registradas as primeiras epidemias do Sugarcane mosaic
virus (SCMV, Potyvirus) em variedades nobres de cana-de-aglcar ocasionadas por
revoadas da espécie Rhopalosiphum maidis (BRANDES, 1920).

O primeiro sistema de classificagdo dos modos de transmisséo de virus de plantas
por insetos vetores foi baseado no periodo de retencdo do virus no corpo do inseto, que na
época foram denominadas como persistente e ndo persistente (WATSON; ROBERTS,
1939). Entretanto, Sylvestter (1956) observou que alguns virus podiam ser retidos, sem
perder a infectividade, durante um curto periodo no vetor, o qual classificou como

transmissdo semipersistente. Posteriormente, Kennedy et al. (1962) propuseram uma nova
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forma de classificar os modos de transmisséo, sugerindo o critério de rota do virus no corpo
do vetor: stylet born para os virus carreados nos estiletes e circulavo para os que s&o
adquiridos, atingem a cavidade do corpo do vetor, passam pela glandula salivar (acessoria)
e sdo injetados com a saliva na planta receptora. Esse tipo de transmisséo foi denominado
circulativo. Alguns virus, porém, além de circular pelo vetor, também apresentavam a
capacidade de se replicar, sendo denominada essa relagcdo de transmissdo circulativa
propagativa (PIRONE; BLANC, 1996).

Atualmente, adota-se a classificacdo proposta por Harris (1979), que divide os
modos de transmissdo em: (i) circulativa (propagativa e ndo propagativa) e (ii)) ndo
circulativa (nédo persistente e semipersistente). A seguir, esses modos de transmissao

serdo discutidos em detalhe.

2.5.2.1. Transmisséao circulativa

No modo de transmissao circulativa € necessaria a ingestao do virus pelo vetor. As
particulas adquiridas ao chegarem ao ceco intestinal, deverdo ser reconhecidas, muito
provavelmente, por receptores especificos que auxiliardo a transposicao do virion para as
células intestinais, e em seguida para a hemolinfa. Uma vez transposta essa primeira
barreira (celular), as particulas deverao ser transportadas para a glandula salivar, tendo que
ultrapassar uma nova barreira para que possam ser transmitidas (BRAULT et al., 2010).
Neste caso, o0s vetores ao se alimentarem do conteudo celular do floema da planta infectada
(seiva), adquirem os virus durante a alimentacdo e os transmitem durante a salivagéo,
sendo o tempo entre a aquisicdo e a transmissdo denominado periodo de laténcia
(FERERES; MORENO, 2009; BRAULT et al., 2010). Esse modo de transmissdo tem como
caracteristica tempos longos de aquisicdo e inoculagédo (horas/dias). Devido a circulagédo
das particulas virais no interior do corpo do afideo, o periodo de laténcia pode variar de
horas a semanas (TABELA 2) (NG; PERRY, 2004; BRAGARD et al., 2013).

A transmissao circulativa é subdividida em propagativa, quando o virus se replica no
vetor e ndo propagativa, quando o virus somente circula e ndo se replica no vetor. A
transmissdo circulativa ndo propagativa € observada quando as particulas virais ficam
restritas as células do floema como € o caso das familias Nanoviridae e Luteoviridae, que
séo transmitidas exclusivamente por afideos, (FERERES; MORENO, 2009; BRAULT et al.,
2010; BRAGARD et al., 2013). Pode-se citar, por exemplo, a interagcdo do Potato leafroll
virus (PLRV, Polerovirus) com Myzus persicae, em que as particulas virais circulam no vetor,

havendo a dependéncia da interacdo da proteina do capsideo viral com presumiveis
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receptores presentes nas invaginacdes do epitélio do intestino posterior (proctodeu) do
afideo (FIGURA 8). Este processo transcorre pela endocitose das particulas virais que sao
envoltas por uma vesicula. Essas vesiculas, por sua vez, serdo transportadas e
posteriormente degradadas na hemocele. Ap6s a degradacdo, as particulas de virus
liberadas na hemocele interagem com a proteina simbionina, sintetizada por bactérias
endosimbiontes do género Buchnera. Nesse processo, a simbionina atua como uma
protecdo, evitando a degradagdo das particulas virais e permitindo seu transporte até
atigirem a lamina basal das células das glandulas salivares acessorias. Vale ressaltar que
isso ocorre apenas em algumas espécies de afideos, o que demonstra um elevado nivel de
especificidade virus/vetor na transmissao (VAN DEN HEUVEL et al.,1997).

A transmissao circulativa propagativa tem como caracteristica a replicagdo do virus
no interior do vetor, acarretando um maior periodo de laténcia (FIGURA 8). Como exemplo,
podem ser citados os membros da familia Rhabdoviridae, que podem ser transmitidos por
afideos e cigarrinhas (BRAULT et al., 2010). A primeira constatagdo da circulacdo e
replicacdo de um virus no corpo do vetor foi feita por O’Loughlin e Chamber (1967),
utilizando técnicas de microscopia eletrbnica de transmissdo. Os autores detectaram
particulas de Rhabdovirus no citoplasma das células dos musculos, cérebro, glandulas
salivares e em outros 6rgdos do afideo vetor. Posteriormente, Peters e Black (1970)
detectaram a presenca de particulas de Rhabdovirus em culturas de células de ovarios e
tecidos embrionarios de afideos, confirmando a replicagcdo viral. Geralmente, o0s
Rhabdovirus ndo prejudicam seus insetos vetores, apresentando um baixo nivel de
replicacdo (BRAULT et al., 2010).
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FIGURA 8: llustracdo dos modos de transmisséo de virus por afideos de modo circulativo
ndo propagativo e circulativo propagativo. Em ambos os modos de transmissédo ocorre,
inicialmente, a ligacdo do virion a parede do intestino, provavelmente, por meio de
receptores presentes nas membranas das células intestinais. Apés o reconhecimento, a
particula viral poderd ultrapassar a primeira barreira do interior do inseto. A segunda barreira
a ser ultrapassada é da célula do intestino para a hemolinfa, a qual tera a funcado de
transportar esses virions ou, no caso do modo propagativo, o material genético, até a
glandula salivar. Os virions ao chegarem no canal salivar serdo transmitidos para uma nova

planta através do processo de alimentacdo/salivacdo. Figura adaptada de Brault et al.
(2010).

2.5.2.2. Transmissao nado circulativa

A maioria dos virus de plantas é transmitida por afideos de forma néo circulativa, que
€ subdividida em semipersistente e ndo persistente (TABELA 2) (NAULT, 1997; BLANC et
al., 2011; BRAGARD et al., 2013). A transmissdo semipersistente possui semelhancas
guando comparada a transmissao nao persistente, no que diz respeito a aquisicao do virus.
Porém, neste tipo de transmisséo as interacfes biolégicas virus/vetor ocorrem no cibario,
regido proxima ao sistema digestivo, tendo como caracteristica a rapida aquisicdo (em
minutos), retencao (dias) e inoculagdo (minutos/horas) (MARTIN et al., 1997; UZEST et al.,
2007; BRAGARD et al., 2013). O Citrus tristeza virus (CTV, Closterovirus), agente causal da

tristeza do citros é transmitido de maneira semipersistente por afideos que se alimentam do
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floema da planta hospedeira. O virus se liga ao receptor presente na cuticula do cibario do
afideo por meio da proteina CPm (UZEST et al., 2007), que € parte da proteina da capa
(CP) (FIGURA 9) (NG; FALK, 2006).

Cibario
éf/,;

Receptor
(Cibario) cpm

FIGURA 9: Representacdo esquematica simplificada do modo de transmisséo
semipersistente do Citrus tristeza virus (CTV) mostrando a localizacdo do cibario (lado
esquerdo) e da ligagcdo que deve ocorrer entre a particula viral, por meio da proteina CPm, e
0 provavel receptor presente na cuticula do cibario (lado direito).

Na transmissdo nao persistente, o vetor, ao se alimentar de uma planta infectada,
pode adquirir o virus em poucos segundos. O virus ficara retido durante minutos ou poucas
horas, restritamente no canal alimentar, que no caso de insetos fitofagos sugadores como
os afideos, moscas-brancas e cigarrinhas, corresponde ao maxilar (PIRONE; BLANC,
1996). Esse tipo de transmissao é realizado durante as picadas de prova, que ocorrem na
epiderme da planta, ou seja, para esse tipo de transmissao ocorrer, os afideos vetores néo
precisam colonizar a planta hospedeira (HULL, 2002). Desta forma, o inseto vetor é capaz
de transmitir o virus a uma planta sadia logo apos a sua aquisicdo em uma planta infectada.
E importante ressaltar que fatores como temperatura e atividade de alimentacdo do vetor,
antes, apoés e durante a aquisicdo do virus, interferem na interagdo de modo prejudicial
(COSTA, 1998). Os afideos sdo o0s Unicos insetos vetores que tém a capacidade de
transmitir virus de maneira nédo persistente, por serem especializados em realizar picadas de
prova (JAMES; BRYCE, 2006).

Na transmissdo nao persistente ha duas estratégias de interacdo virus-vetor,

denominadas: (i) capsidial e (i) componente auxiliar. A relacdo que ocorre entre espécies
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dos géneros Alfamovirus, Carlavirus, Crinivirus e Cucumovirus com os afideos vetores é
denominada capsidial (Cap). Neste tipo de interacdo a capa proteica da particula do virus
interage diretamente com a cuticula do canal estiletar do vetor (BRAULT et al., 2010). A
primeira evidéncia dessa ligacdo foi obtida por Pirone (1964), que utilizou preparacoes
purificadas de um isolado de CMV para alimentar artificialmente M. persicae através de uma
membrana de para-filme, comprovando a transmissao do virus pelo afideo. Porém, o
envolvimento do capsideo com a transmissdo do virus s6 foi confirmada quando Chen e
Francki (1990) utilizaram isolados transmissiveis e ndo transmissiveis de dois Cucumovirus,
gue apresentavam diferencas apenas na proteina capsidial (FIGURA 10).

A estratégia de interacdo via componente auxiliar é assim denominada, pois a
interagdo entre a particula viral e o estilete do inseto vetor ndo é feita diretamente, e sim
intermediada por uma ou mais proteinas auxiliares (helper component). A interacdo entre
Caulimovirus-afideo, por exemplo, é intermediada pelas proteinas P2 e P3, responsaveis
pela ligagéo entre a particula viral e a cuticula do estilete do afideo. O trabalho que descreve
pela primeira vez a existéncia de receptores de virus nao circulativos com afideos vetores foi
realizado por Uzest et al. (2007). Este trabalho envolveu estudos de transmissdo do
Cauliflower mosaic virus (CaMV), virus transmitido de modo semipersistente pelo afideo
Brevicoryne brassicae, e analises por microscopia de imonofluorescéncia, permitindo
constatar que a proteina P2 do virus se liga a cuticula, na por¢cédo anterior do estilete. Dos
diversos tratamentos quimicos e enzimaticos, com capacidade para destruicdo de lipidios,
acucares e proteinas, que foram utilizados, somente o tratamento com protease eliminou a
ligacdo da proteina P2 com o estilete do afideo. Estes resultados sugerem fortemente que o
receptor do CaMV é uma proteina nao glicosilada associada a matriz de quitina (UZEST et
al., 2007). Os virus pertencentes ao género Caulimovirus sédo transmitidos de modo néo
circulativo com propriedades similares aos virus transmitidos de modo semipersistente e
também nao persistente, também denominada de transmissdo bimodal (MORENO et al.,
2011; e para uma revisao, ver BRAGARD et al., 2013). De acordo com Palacios et al. (2002)
o CaMV pode ser adquirido tanto no floema quanto no mesofilo e epiderme da planta, mas a
eficiéncia de aquisi¢do do virus aumenta quando o vetor atinge o floema. Isso se deve a
presenca da proteina P2, no mesofilo e na epiderme, que é adquirida pelo afideo durante as
picadas de prova. Porém, é no floema que esta presente em maior concentragdo a proteina
P3 e as particulas virais (FIGURA 10).

Finalizando a explanacdo dos modos de transmissdo ndo persistente, a mais
estudada € a interacdo observada na relagdo afideo-Potyvirus, que também é conhecida
como estratégia auxiliar. Esta interagcdo é uma ponte entre a cuticula do estilete e a capa

proteica do virus, fenébmeno conhecido como “Bridge hypothesis”, que é realizada com o
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auxilio da proteina nao estrutural denominada “helper component” (HC-Pro) (FIGURA 10)
(COSTA, 1998; RACCAH et al., 2001; BLANC et al., 2011).

P3
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Caulimovirus *

Potyvirus

Cucumovirus
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FIGURA 10: Desenho esquematico de um corte longitudinal da por¢c&o anterior do estilete de
um afideo e as interacdes e estratégias envolvidas na transmissao néo circulativa, indicando
as diferentes proteinas (estruturais e ndo estruturais) dos virus e os provaveis receptores
localizados na parede do estilete dos afideos. A estratégia auxiliar (helper) esta ilustrada
com os Caulimovirus (proteinas auxiliares P2 e P3) e Potyvirus (proteina auxiliar HC-Pro),
enquanto que a estratégia de transmissdo capsidial (Cap) é exemplificada com os
Cucumovirus. Figura adaptada de BRAUT et al., 2010. *Apesar da adesédo na ponta do
estilete, o Cauliflower mosaic virus (CaMV, Caulimovirus) é transmitido de modo
semipersistente (BRAGARD et al., 20013).

A primeira evidéncia de que o componente auxiliar (HC-Pro) se tratava de uma
proteina codificada pelo virus, em vez de um metabdlito produzido em resposta da planta a
infeccdo, veio ap6s a demonstracdo de que esta proteina, expressa pelo Potato virus Y
(PVY, Potyvirus), era sorologicamente diferente do Tobacco vein mottling virus (TVMV,
Potyvirus) (PIRONE; BLANC, 1996). Para que ocorra a intermediacdo e consequente
transmissdo € necessario que as particulas virais somente sejam retidas na parede do
estilete na presenca da HC-Pro. A HC-Pro deve ser adquirida antes ou durante a propria
aquisicao do virus. A HC-Pro possui dois dominios funcionais envolvidos na transmisséo: (i)
KITC (sigla dos amino&cidos lisina-isoleucina-treonina-cisteina), envolvido na ligacéo da HC-
Pro ao receptor do estilete; e (ii) PTK (prolina-treonina-lisina), relacionado a ligagdo da HC-
Pro com a particula viral no “motivo” DAG (&cido aspartico-alanina-glicina), localizado na

regido N-terminal da CP (RACCAH et al., 2001). A interagdo dos “motivos” da CP com os
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“motivos” (provaveis receptores) presentes na parede do estilete do afideo, apresenta
elevada especificidade. Portanto, modificacbes nessas sequéncias conservadas de
aminoacidos acarretardo em perdas na capacidade de transmissao do virus (COSTA, 1998).

Na interagcdo TVMV-afideo também foi detectada a perda da capacidade de
transmissdo quando ocorreu a mudancga de lisina por acido glutdmico na sequéncia KITC
(lisina-isoleucina-treonina-cisteina). Esta substituicAo, em posi¢cdo equivalente, também
causou a perda de atividade da HC-Pro em isolados de Zuchinni yellow mosaic virus (ZYMV,
Potyvirus) e PVY. Outro dominio da HC-Pro que regula a atividade bioldgica de transmisséo
€ encontrado na metade do terminal carboxilico e consiste da sequéncia PTK (prolina-
treonina-lisina). Em uma estirpe de ZYMV a transmissao por afideo resultou na perda quase
total da atividade da HC-Pro, quando a treonina foi trocada por alanina (T para K) no
dominio PTK (COSTA, 1998).

Porém, alguns fatores na interagdo virus/vetor devem ser considerados quando se
trata da transmissdo nao persistente. O primeiro fator € o volume de extrato de planta
transferido para o hospedeiro, que pode variar de acordo com a capacidade tanto do estilete
guanto do lume do canal maxilar, que apresenta capacidade maxima de 60 um3. Desta
forma, quanto maior a populacdo da espécie de afideo maior serd a eficiéncia de
transmissdo (HARRIS; MARAMOROSCH, 1980). Outro fator € o niumero de particulas virais
adquiridas pelo vetor. O vetor devera adquirir no minimo 100 particulas virais para que a
transmissao néo persistente possa ocorrer (PIRONE; THORNBURY, 1988). Entretanto, mais
recentemente Moury et al. (2007), avaliando a transmissédo de dois variantes de PVY por
Myzus persicae, mostraram que uma média de 0,5 a 3,2 particulas de virus foram
suficientes para a transmissao, valores estes muito abaixo daqueles encontrados por Pirone
e Thornbury (1988).

TABELA 2: Tipos de interacdes virus/vetor referentes aos modos de transmissdo

Circulativa N&o circulativa
Tipo de transmisséao Propagativa Nao . N&o persistente  Semipersistente
propagativa
Tempo de aquisicdo min/h min/h s/min s/h
Tempo de retencéo dias/meses dias/meses s/min min/h
Tempo de inoculacéo min/h min/h s/min s/h
Persisténcia + + - -
Replicac¢éo no vetor + - - -
Tipo’de interacé@o Interna Interna Externa Externa
(virus/vetor) (Cap/HC-Pro) (Cap-CPm)
Presenca na hemolinfa + + - -
Laténcia Semanas h/dia - -
Transmissao transovariana Frequente - - -

Tabela adaptada de BRAULT et al. (2010)
Legendas: HC-Pro (componente auxiliar); Cap (capsidial); CPm (porcéo da capa proteica); ausente (-), presente (+)
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2.6. Aspectos da interacdo CABMV/afideos/ambiente

Em condi¢Bes naturais o CABMV é transmitido de maneira ndo persistente, ou seja,
durante as picadas de prova, por diversas espécies de afideos (YUKI et al., 2006). No Brasil,
as espeécies de afideos descritas como vetoras do CABMV séo: Myzus persicae Sulzer,
Aphis gossypii Glover, A. fabae Scopoli, A. solanella Theobald, Toxoptera citricida Kilkaldy,
Uroleucon ambrosiae Thomas, U. sonchi L. e Myzus nicotianae Blackman (COSTA et al.,
1995; INOUE et al., 1995). O CABMV também pode ser transmitido durante as praticas
culturais como enxertia e poda, utilizando ferramentas de corte contaminadas pelo virus
(ZERBINI; MACIEL-ZAMBOLIM, 1999).

Nas regides Sul e Sudeste do Brasil, devido as condicbes ambientais favoraveis,
elevadas populacdes de afideos permanecem no campo durante os doze meses do ano,
colonizando e realizando migragfes de plantas da vegetagdo espontanea (reservatorios)
para culturas de importancia econémica (CARVALHO et al., 2002). Este fato pode favorecer
0 aumento da pressdo de inoculo de diversas espécies de virus no campo, causando
epidemias (COSTA, 1998). Ndo ha constatacdo, até o presente momento, de afideos
colonizando plantas de maracuja. Porém, na auséncia de um hospedeiro ideal A. gossypii e
T. aurantii ja foram relatados colonizando plantas de maracuja (Di PIERO et al., 2006).

Uma forma de se estimar, indiretamente, quais sdo as espécies que constituem a
afidofauna que apresentam potencial de atuarem como vetores de virus ndo persistentes no
campo é utilizando armadilhas atrativas que refletem os comprimentos de onda na faixa
entre 500-600 nm, correspondente as variacdes de cores verde e amarelo (FERERES et al.,
1999). As formas aladas séo atraidas por comprimentos de ondas mais longos, inicialmente
pelo amarelo e em menor intensidade pelo verde (ILHARCO, 1992). A atracdo por
comprimentos de ondas mais longos foi comprovada por Kennedy et al. (1961), ao
realizarem experimento com Brevicoryne brassicae em couve (Brassica oleracea). Os
autores observaram que os afideos efetuaram pousos com maior frequéncia em beterraba
(Beta vulgaris) e, ap6s medir o comprimento de onda de ambas as culturas, constataram
gue a beterraba emite um comprimento de onda superior ao observado em couve.

Para a realizacdo desses monitoramentos podem ser utilizados trés tipos de
armadilhas: (i) bandeja amarela de agua (MOERIKE, 1955), utilizada para capturar as
espécies aladas de afideos que fazem revoadas no local; (ii) verde do tipo azulejo (Irwin,
1999), que, por ser mais seletiva, é utilizada para determinar as espécies de afideos alados
envolvidas na transmissédo e disseminacao de virus transmitidos de forma ndo persistente; e
(iif) amarela adesiva, utilizada para determinar o comportamento da revoada da afidofauna
local (GARCEZ, 2012; KILALO et al., 2013).
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O comportamento da revoada da populacdo de afideos é importante para adotar
estratégias de manejo e controle de viroses no campo. Este principio € valido principalmente
para a adocao de estratégias de controle de virus em culturas onde néo ha a disponibilidade
de variedades com genes de resisténcia especificos, como é o caso da interacdo CABMV-
maracujd (CERQUEIRA-SILVA et al., 2008; MELLO, 2009; MACIEL et al., 2009). Diversos
métodos de controle j& foram testados para o CABMV em maracujazeiros no Brasil, sendo
gue nenhum se mostrou eficiente. Novaes e Rezende (2003b) observaram que a protecao
cruzada, utilizando trés estirpes fracas do virus, ndo foi eficiente no controle do CABMV,
provavelmente devido a distribuicdo irregular e/ou concentracdo baixa das estirpes fracas
nas plantas. Fato que pode ter contribuido para a manutencéo de sitios de infec¢édo para as
estirpes fortes. A utilizacdo de extratos de cogumelos (Agaricus brasiliensis e Lentinula
edodes) reduziram a infectividade do CABMV, quando as folhas foram pré-tratadas em casa
de vegetacdo, para posterior inoculacdo mecéanica do virus. Porém, constatou-se a néo
eficiéncia na protegcdo quando a transmissdo foi realizada por afideos (DI PIERO et al.,
2010). O sucesso do uso de plantas transgénicas de maracuja no controle do CABMYV j4 foi
relatado por Alfenas et al. (2005) e Trevisan et al. (2006). No entanto, Alfenas et al. (2005)
relataram que as plantas transgénicas obtidas somente foram resistentes ao isolado de
CABMV utilizado para a transformacéo.

Para retardar a infeccdo do CABMV em plantas de maracuja no campo, preconiza-se
a utilizacdo de mudas sadias obtidas em ambientes protegidos e com estadio fenologico
avancado (MELETTI, 2010). Essas mudas devem ser produzidas em estufas protegidas
com telado antiafideo, para evitar o contato com os afideos viruliferos. Além disso, para
reduzir a pressao de inoculo local é importante fazer a eliminagdo de pomares em fim de
producdo antes de introduzir novo pomar em uma nova area. Preconiza-se também a
eliminacdo de plantas da vegetacdo espontédnea que possam apresentar potencial de atuar
como reservatério dos virus. Cuidados com as podas e desbastes durantes os tratos
culturais também s&o importantes para evitar a inoculagdo mecéanica do virus de uma planta
infectada para uma sadia (SAMPAIO et al., 2008).

O CABMV também € um virus de importancia na cultura do feijdo-caupi (Vigna
unguiculata), na regiao nordeste do Brasil (LIMA et al., 2005). Entretanto, a epidemiologia do
CABMV ¢é bastante distinta quando comparada com a observada na cultura do maracuja. As
principais diferengas s&o: (i) no maracujazeiro o CABMV néo é transmitido por sementes,
diferentemente do feijdo-caupi, em que a transmissdo do CABMV é realizada também por
sementes infectadas (KONATE; NEYA, 1996; NARITA; YUKI; PAVAN, 2011); (ii) a entrada
do virus (inicio da infeccdo) nos pomares de maracuja ocorre de fora para dentro, ou seja,
os afideos se tornam viruliferos em fontes de infec¢éo primaria, provavelmente leguminosas

da vegetacado espontanea infectada (reservatoérios do virus). Nos cultivos de feijao-caupi, a



31

chegada do virus ocorre tanto de dentro para a fora, a partir de sementes infectadas, como
de fora para dentro, quando ocorre a migracdo e consequentes picadas de prova dos
afideos alados viruliferos (ATIRI; LIGAN, 1986); (iii) até o momento ndo foram desenvolvidas
cultivares de maracujd com resisténcia ao CABMV que também apresentassem
caracteristicas agrondmicas adequadas. Isso é reflexo das dificuldades de cruzamentos
controlados devido as incompatibilidades genéticas entre as espécies selvagens de
maracujazeiro, e também a baixa variabilidade genética entre as cultivares de maracuja-
azedo frente a resisténcia ao CABMV (SANTOS, 2013). Ao contrario, para o feijao-caupi
existem cultivares com ambas as caracteristicas desejaveis: resisténcia genética ao CABMV
e boas caracteristicas agronémicas (JUNQUEIRA et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2012); (iv) o
maracujazeiro ndo é colonizado naturalmente por nenhuma espécie de afideo, enquanto
que o feijdo-caupi pode ser preferencialmente colonizado por afideos da espécie A.
craccivora (QUINTELA et al., 1991; SOUSA-SILVA; ILHARCO, 1995); (v) o controle quimico
ou biolégico dos afideos € ineficiente, ja que os vetores do CABMV né&o colonizam o
maracuja-azedo. Porém, para o feijdo-caupi, como ha a colonizagdo das plantas pelos
afideos, o controle quimico, principalmente com o uso de piretroides, e a utilizacdo de
controle biolégico (inimigos naturais adequados) sdo estratégias que podem reduzir
significativamente a disseminacdo do CABMV (ATIRI; LIGAN, 1986; BELLIURE et al., 2011).
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3. Objetivos

- Monitoramento da afidofauna visando a descricdo da populagéo, distribuicdo temporal e

espacial das espécies de afideos capturadas utilizando armadilhas de 4gua e adesiva;

- ldentificacdo e estimativa indireta das potenciais espécies de afideos vetores do CABMV
em um pomar de maracuja-azedo variedade ‘Sul-Brasil’, localizado no municipio de
Pariquera-Acu (Vale do Ribeira/ SP);

- Avaliacdo da resposta da variedade de maracuja-azedo ‘Sul-Brasil’ utilizando mudas altas
e baixas e o seu reflexo epidemioldgico frente a sua associacdo com a afidofauna local,

infecgédo, incidéncia e disseminacdo do CABMV;

- Caracterizacdo molecular e analises filogenéticas de diferentes isolados do CABMV,
provenientes de maracuja-azedo de regides produtoras situadas nos estados de Sao Paulo,
Parana, Goias e Distrito Federal;

- Avaliacdo das caracteristicas fisico-quimicas e rendimento de frutos de maracuja-azedo da
variedade ‘Sul-Brasil’, obtidos a partir de amostragens realizadas em plantas oriundas de

mudas altas e baixas, na presenga da virose.
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4. Material e Métodos

4.1. Localizagéo da area experimental

O experimento referente a avaliagcdo da relacdo da afidofauna com a disseminagéo
do CABMV, em pomar de maracuja-azedo, foi conduzido durante doze meses (de outubro
de 2012 a outubro de 2013) na Fazenda Experimental do Polo Regional do Vale do Ribeira,
Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegécios (APTA), situada no municipio de
Pariquera-Agu (SP), nas coordenadas geogréficas de 24°36'41.14"S de latitude,
47°53'8.07"0 de longitude e 39 m acima do nivel do mar, localizada a 217 km da capital S&o
Paulo (FIGURA 11).

Sao Paulo

Pariquera-Agu

50100 200

FIGURA 11: A esquerda, no mapa do estado de S&o Paulo, observa-se a localizacdo do
municipio de Pariquera-Acu em relagdo ao municipio de S&o Paulo. A barra representa a
escala para o mapa do Estado de S&o Paulo, em quildmetros. A direita, na foto aérea da
Fazenda Experimental do Polo Regional do Vale do Ribeira, Agéncia Paulista de Tecnologia
dos Agronegdcios (APTA), municipio de Pariquera-Agu, foi delimitada em linha tracejada de
amarelo a area correspondente aos limites da fazenda, e em vermelho a localizacdo do
campo experimental onde foi implantado o pomar de maracuja-azedo. Fonte: Google Earth.
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4.2. Producdo e indexacdo fitossanitaria de mudas de maracuja-azedo para

implantacdo do pomar experimental

As mudas de maracuja-azedo (Passiflora edulis Sims) utilizadas para a implantacao
e avaliagcdo da area experimental, foram obtidas a partir de sementes da variedade ‘Sul
Brasi. A semeadura foi realizada em sacos plasticos de polietileno (15 cm x 30 cm),
contendo terra de barranco. Duas a trés sementes foram dispostas a uma profundidade de
trés centimetros e, posteriormente, cobertas com substrato comercial (Plantimax®), sendo,
apos a germinacdo, realizado raleio, visando manter apenas uma planta por saco. A
adubacéo foi realizada 10 dias ap0s a emergéncia das plantulas com 5 gramas de NPK
Osmocote® Plus 14-14-14 (liberac&o lenta). Da fase de semeadura & introducdo do pomar
no campo, as mudas de maracuja foram mantidas em condigdo de telado antiafideo com
irrigacé@o por aspersédo (FIGURA 12). Para assegurar a integridade fitossanitaria das mudas
de maracuja, quanto a isengéo da infecgdo pelo CABMV, um telado antiafideo foi montado
no interior de uma casa de vegetacdo. As mudas utilizadas na area experimental foram
obtidas a partir de semeaduras realizadas em dois meses distintos do ano, sendo que em
abril de 2012 foi realizada a semeadura para a obtencdo das mudas altas (0,80 m a 1,00 m)
e, em julho de 2012, foram realizadas as semeaduras para a obtencédo das mudas baixas
(0,30 m) (FIGURA 12). Antes das mudas serem levadas para campo procedeu-se a
indexacdo por PTA-ELISA utilizando antissoro policlonal especifico para a detec¢do do
CABMV. As mudas produzidas no telado foram previamente identificadas pelo sistema de
numeracao arabico, seguido da letra “A” para mudas altas e “B” para mudas baixas. Esta
identificacdo foi seguida durante a introducédo do pomar no campo e mantida até o final do

ciclo de produgéo.
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FIGURA 12: (A) Estufa protegida com tela antiafideos, instalada no interior de uma casa de
vegetacdo, onde foram produzidas as mudas de maracujd-azedo variedade ‘Sul Brasil’,
localizada na Fazenda Experimental do Polo Regional do Vale do Ribeira, Agéncia Paulista
de Tecnologia dos Agronegaocios (APTA), em Pariquera-Acu, SP. (B) Mudas altas (80 cm) e
baixas (30 cm) prontas para serem levadas ao campo.

4.3. Implantagdo do pomar

O pomar de maracuja-azedo, subdividido em dois tamanhos de mudas [altas “A” (80
cm) e baixas “B” (30 cm)], foi introduzido na area experimental no dia dez de outubro de
2012. Para cada sistema de plantio avaliado (“A” e “B”) foram plantadas 200 mudas, das
gquais somente as 40 mudas centrais de cada tratamento foram monitoradas periodicamente,
por PTA-ELISA e inspecao visual dos sintomas, para a deteccdo do CABMV (vide 4.12.3.2).
As mudas foram conduzidas de acordo com as recomendacgdes fitotécnicas da cultura, ou
seja, tutoradas com mourdes de madeira e arame liso (espaldeira vertical) (FIGURA 13). A
area do pomar foi preparada dois meses antes do plantio das mudas, com uma subsolagem,
seguida de aplicacdo de calcério dolomitico e gradagem do solo. As covas de plantio tinham
a dimensé&o de 20 x 50 cm e foram preparadas no mesmo dia do plantio. A adubacédo de
implantacéo consistiu de 1,5 kg de Itale Flora s® (03-03-1,5 + 1,5% Ca, 1% Mg, 2% S, 0,2%
Zn, 0,2% B + 50% de matéria orgéanica), 0,5 kg de Itale Flora 212° (02-12-00 + 9% Ca, 1%
Mg, 2% S, 0,2% Zn, 0,2% B + 25% de matéria organica) e 100 g de Itale KS® (00-00-38 +

9% S + 15% de matéria organica). A adubacédo de formacao ocorreu apés 30 e 60 dias do
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plantio das mudas e consistia de 40 g e 60 g por planta de Itale Nitropot 31° (21-00-10),
respectivamente, e aos 90 dias foram aplicados 265 g por planta de Itale Nitropot 29° (215-
00-14). A adubacéo de producéo iniciou-se no més de marco de 2013, com 40 g de sulfato
de aménio e 30 g de cloreto de potéssio por planta, a cada trinta dias, até o final da safra.

£ F T X
£y 1
“TTT*TTT

Armadilha amarela de agua (Moerike)

/] Amadilha amarela adesiva

Mudas altas analisadas

B Mudas baixas analisadas

B Bordadura

FIGURA 13: Croqui (fora de escala) da area experimental, indicando a localizacdo do pomar
de maracuja-azedo ‘Sul Brasil com as mudas baixas a esquerda (azul), e mudas altas a
direita (laranja), além do posicionamento das armadilhas utilizadas para a captura dos

afideos. af - palmito-pupunha; y - antlrio; ¥« & & @- horta; f* - germoplasma de
banana:*_mata.

4.4. Compilacéo dos registros climéticos

Os dados referentes as temperaturas médias e os indices pluviométricos mensais
foram obtidos a partir da obtencdo do registro das temperaturas diarias (maxima e minima) e
da pluviosidade, fornecidos pela estagcdo meteoroldgica instalada na Fazenda Experimental
do Polo Regional do Vale do Ribeira, distante 300 m da &rea onde foi implantado o pomar
(FIGURA 14).
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FIGURA 14: Estacdo meteoroldgica, localizada na Fazenda Experimental APTA-Polo
Regional Vale do Ribeira.

4.5. Determinacgdo da incidéncia do CABMV na area monitorada

Para determinar a incidéncia do CABMV (ID-CABMV), na area experimental, foi

utilizada a férmula proposta por Gibbs (1983), onde:

Nimero de plantas infectadas

Incidéncia da doenca no campo% = x100
¢ po% Numero de plantas coletadas

As plantas de maracujazeiro foram monitoradas, mensalmente, quanto a presenca
do CABMV por meio de PTA-ELISA (ver item 4.12.3.2).

4.6. Amostragem das plantas

As coletas de folhas de maracuja, para a deteccdo do CABMV por PTA-ELISA,
iniciaram no més de novembro de 2012, um més apés a introducdo do pomar no campo.
Inicialmente, o material vegetal foi amostrado mensalmente e composto por fragmentos da
folha apical. A partir do quinto més (marco de 2013), quando o pomar ja estava formado, as
amostragens passaram a ser realizadas em periodos quinzenais.

As amostragens de folhas para a indexagdo por PTA-ELISA foram individualizadas e

padronizadas para cada planta monitorada. Até o periodo de quatro meses apos a
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introducdo da cultura no campo foram coletados fragmentos de folhas desenvolvidas a partir
do terceiro no apical. Apds o quinto més, quando as plantas foram induzidas a se bifurcarem
para a formacdo da cortina para iniciar a produgdo, foram realizadas, em cada ramo
desenvolvido, duas amostragens de folhas em pontos equidistantes. Este procedimento de
amostragens multiplas é preconizado para culturas arbustivas, para minimizar resultados
falso-negativos, uma vez que os periodos de replicacdo e distribuicdo do virus neste tipo de
planta hospedeira pode ser irregular (NUTTER JR., 1997). Para posterior comparacao da
disseminacdo do CABMV foram amostradas quarenta plantas de cada sistema de plantio
(mudas altas e baixas), totalizando oitenta analises sorolégicas mensais. Simultaneamente a
estas avaliacdes, as plantas de maracuja das bordaduras também foram amostradas e
analisadas por PTA-ELISA.

4.7. Amostragem de afideos alados

Para a realizacdo da amostragem (captura) e o monitoramento da afidofauna local
foram utilizadas armadilhas amarelas adesivas comerciais (BIOTRAP®) e bandejas amarelas
com agua (MOERICKE, 1955). O levantamento dos afideos iniciou-se juntamente com a
introducdo do pomar de maracuja no campo e as amostragens para a deteccdo do CABMV.
Todas as amostragens vegetais e coleta de armadilhas foram realizadas mensalmente. O
monitoramento da atividade de voo e classificacdo das espécies de afideos foram
conduzidos pela fixagdo de armadilhas de Moericke. As armadilhas adesivas amarelas
foram utilizadas para determinar os periodos de picos de revoadas de afideos, sem
discriminar as espécies. As armadilhas de Moericke foram confeccionadas em bandejas
plasticas (35,0 cm x 30,0 cm de area/ 7,0 cm de altura), pintadas com tinta sintética amarela
em seu interior e marrom no seu exterior. Estas armadilhas foram depositadas sobre suporte
metalico a 20 centimetros de altura do solo, sendo uma delas fixada na face Sul do pomar
de maracujé e outra na faixa de transi¢cdo da Mata Atlantica que circunda a face Sul da area
experimental (FIGURA 15).
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FIGURA 15: Armadilhas amarelas utilizadas para captura de afideos alados. Do lado
esquerdo, armadilhas de dgua de Moericke e a direita armadilha amarela adesiva,
ambas foram instaladas no pomar de maracuja-azedo e também na mata préxima ao
experimento.

Para a manutencdo das armadilhas de &gua, estas foram completadas
periodicamente com uma solug¢éo contendo agua, detergente comercial e formol (10%). Em
cada periodo de avaliagdo, o conteudo das bandejas foi vertido para frascos de vidro com
tampa plastica e devidamente identificados quanto a data de coleta. Para prolongar o
periodo de conservacdo dos insetos capturados e posterior triagem e identificacdo dos
afideos, o contetdo de cada frasco foi completado com alcool etilico 70%.

As armadilhas amarelas adesivas utilizadas apresentavam area de contato com
dimensdo de 11,0 cm x 20 cm, com ambas as faces impregnadas com cola, e foram
afixadas em haste metdlica a 80 cm de altura em relagcdo ao solo e posicionadas na face
Norte do pomar experimental de maracujd e também na area de Mata Atlantica. Estas
armadilhas foram recolhidas, acondicionadas em filme plastico transparente, devidamente
identificadas quanto a data de coleta e mantidas em geladeira para posteriormente, com o
auxilio de um microscopio estereoscopico, ser feita a contagem do nimero de espécimes de
afideos capturados (FIGURA 15).
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4.8. |dentificacdo das espécies de afideos alados capturados em armadilhas de

Moericke

Para a determinacdo da afidofauna da area amostrada, o conteudo total de insetos
capturados nas armadilhas de Moericke foi triado, sendo os espécimes de afideos
separados para posterior identificacdo. A classificacdo foi realizada utilizando chaves
dicotdmicas especificas para espécies de afideos (CHANEY; LEE, 1992, EASTOP et
al.,1993; COSTA et al., 1993; BLACKMAN; EASTOP, 2000). Os caracteres morfoldgicos
utilizados para diferenciacdo das espécies de afideos alados capturadas seguiram o
preconizado por Costa et al. (1993), que consideram: (i) coloracdo e manchas das regides
dorsais e ventrais; (ii) tamanho, coloragdo e forma do sifunculo e regido terminal da cauda;
(i) conformagé&o das asas; (iv) insercdo, tamanho e niumero dos segmentos de antena; e (v)
namero de cerdas caudais. Apos a identificac@o, os exemplares das espécies identificadas
foram quantificados, registrados e acondicionados em microtubos contendo alcool etilico

(70%) e devidamente identificados com a data de coleta, local e tipo de armadilha utilizado.

4.9. Analise descritiva da afidofauna alada identificada na area monitorada

Para determinar a diversidade especifica das espécies de afideos alados capturados
na area monitorada, utilizaram-se os dados obtidos em armadilhas de Moericke. O método

utilizado para a determinagdo da diversidade o indice de Shannon (1948).

n

H = —Zpilnpi

i=1

Onde:
pi = ni/N (densidade da espécie na amostra), ni = Numero de individuos da espécie i, N =

numero total de individuos.

As escalas adotadas para expressar os valores de diversidade foram: H>3,0 (alta
diversidade); 3,0 < H’> 2,0 (média diversidade); 2,0 < H'> 1,0 (baixa diversidade).

Para estimar o comportamento bioldgico individual de cada espécie de afideo, dentro

da comunidade avaliada, aplicaram-se os indices de ocorréncia, dominancia e classificacdo
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geral (status) (ABREU; NOGUEIRA, 1989). Para tanto, foi considerado o numero estimado

de afideos alados por m?, capturados nas armadilhas de Moericke.

Ocorréncia =

Onde:

Espécie acidental: 0% a 25%
Espécie acessoria: 26% a 50%

Espécie constante: 51% a 100%

Nc “sp” (numero de coletas onde foi registrada a espécie avaliada); Nt “c” (numero total de

coletas realizadas).

Dominincia =

Nt'ic

Onde:

Espécie acidental: 0% a 2,5%
Espécie acessoria: 2,6% a 5,0%

Espécie dominante: 5,1% a 100%

Ni “sp” (nimero de individuos da mesma espécie/m?); Nt “ic” (nimero total de individuos

coletados/m?); Os valores sdo referentes

somatéria das espécies de afideos/m? no

trimestre referente a cada estacdo do ano (primavera, verao, outono e inverno).

A classificacdo geral ou status das espécies que compdem a afidofauna amostrada

foi obtida combinando os indices de ocorréncia e dominancia, de acordo com o descrito por
Abreu e Nogueira (1989) (TABELA 3).

TABELA 3: Classificacdo geral (ou status) das espécies de afideos de acordo com a
combinacdo dos indices de ocorréncia e dominancia

Ocorréncia Dominéncia Classificacdo Geral
Constante Dominante Espécie comum
Constante Acessoria Espécie intermediaria
Acessoria Acidental Espécie intermediaria
Constante Acidental Espécie intermediaria
Acessoria Acessoria Espécie intermediaria
Acessoria Dominante Espécie intermediaria
Acidental Acidental Espécie rara
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4.10. indice de Jaccard

O indice de Jaccard foi obtido por meio do método de associacdo de médias
(arithmetic average clustering ou UPGMA), que calcula a média aritimética da similaridade
do objeto a ser incluido no grupo com cada um dos outros objetos do grupo (VALENTIN,
2000). Para o teste foi utilizado o pacote Vegan do programa R versdo 3.0.2, e a montagem
da matriz no programa do pacote office (Excel). Os comandos utilizados para a andlise no

programa foram:

teste < —read.csv("Excel.csv",header = T, row.names = 1,sep ="; ")

Onde:
teste: € o nome que deseja dar a sua matriz; e Excel.csv: é o nome da matriz salva no

formato csv.

clust_teste < —vegdist (teste, method = "jaccard")

Onde:
teste: é o nome atribuido & matriz na formula anterior; e clust_teste: é o nome atribuido

para o teste de Jaccard.

plot(hclust(clust_teste,method = "average"), hang = —1)

Onde:

clust_teste: € o nome atribuido para o teste de Jaccard na formula anterior.

4.11. Correlacdo de Pearson

A correlagdo de Pearson foi calculada a partir da formula descrita abaixo, utilizando
como variaveis as temperaturas médias e pluviosidades totais mensais que foram
correlacionadas com o numero total de cada espécie capturada, sendo as correlagcbes

classificadas de acordo com a tabela 4.
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Onde: og,, (estimador da variancia entre as variaveis x e ), o%( estimador da

variancia da variavel x); e af, (estimador da variancia da variavel y).

TABELA 4: Classificacdo dos coeficientes de correlacdes

Coeficiente de correlagéo Correlagéo
r=1 Perfeita positiva (Pp)
0,8=<sr<1 Forte positiva (Fp)
0,5=<r<0,8 Moderada positiva (Mp)
0,1<r<0,5 Fraca positiva (Fp)
0<r<0,1 infima positiva (Ip)
0 Nula (N)
-0,1<r<0 infima negativa (In)
-05<r <-0,1 Fraca negativa (Fn)
-0,8<r <-0,5 Moderada negativa (Mn)
-1<r £-0,8 Forte negativa (Fn)

Fonte: Figueredo Filho e Silva Junior (2009)

4.12. Identificagéo e caracterizagdo dos isolados de CABMV

4.12.1.Coleta e preservacdo das amostras de folhas de maracuja infectadas

Para a realizacdo dos estudos de identificacdo e caracterizacdo dos isolados de
CABMV, provenientes das amostragens realizadas no campo experimental situado em
Pariquera-Agu, e posterior comparacao com 0s isolados ja descritos no Brasil e no mundo,
folnas de maracujazeiros com sintomas de mosaico e deformacdo foram coletadas,
desidratadas e armazenadas em presenca de cloreto de célcio a -20°C. Estas amostras,
devidamente armazenadas, foram utilizadas nos ensaios bioldégicos de transmisséo
mecéanica para diferentes plantas hospedeiras indicadoras, identificacdo sorolégica e

caracterizacdo molecular.
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4.12.2. Transmissao mecéanica

O extrato vegetal foi preparado através da trituragdo das folhas de maracuja-azedo
infectadas, em presenca de solugéo sulfito de sédio 0,5%, pH 6,0 na propor¢do de 1.5
(g/ml), adicionando-se carborundum (400 mesh) como abrasivo (SILVA, 2012) e inoculado
em plantas de maracujd-azedo ‘Sul-Brasil’, ‘IAC-275 e em feijao-de-porco. Os controles
constaram de plantas da mesma espécie e da mesma idade, cujas folhas foram friccionadas
apenas com sulfito de sédio 0,5% e carborundum (400 mesh). Apés a inoculacado as plantas

foram lavadas com 4gua e mantidas em casa de vegetacao.

4.12.3. Analises soroldgicas

4.12.3.1. Adsorcao de antissoro

Para a deteccdo soroloégica do CABMV, realizou-se, previamente, a adsor¢cao do
antissoro em folhas sadias de C. ensiformes para evitar reactes cruzadas decorrentes do
reconhecimento de proteinas da planta como antigeno. Folhas sadias de C. ensiformes
foram maceradas em tampao fosfato de s6dio 0,05 M pH 7,0, acrescido de “tween 20" (5%)
e polivinilpirrolidona (PBSTP0) na proporcéo 1:10 (g/mL). Acrescentou-se, ao extrato obtido,
0 antissoro na propor¢ao 1:2000 (antissoro/extrato) seguido de um periodo de incubacao a
37°C por uma hora. Apés esta fase, o extrato foi submetido a centrifugacéo, o sobrenadante

foi coletado, e ao volume final acrescentou-se 0,5% de soro albumina bovina (BSA).

4.12.3.2. Plate Trapped Antigen — Enzyme Linked Immunosorbent Assay (PTA-ELISA)

Para a deteccdo do CABMV foi utilizado 0,1 g de folhas de maracujd-azedo
coletadas de cada amostra foi triturada em tampé&o carbonato de sédio 0,05 M, pH 9,6 (1,59
g de Na,CO; e 2,93 g de NaHCO; para 500 mL de agua destilada) na proporcdo 1:10
(g/mL). Folhas de maracujazeiros sadios, mantidos em casa de vegetacdo com tela
antiafideo, foram utilizadas como controle negativo. O controle positivo foi constituido de

folhas com sintomas, provenientes de plantas de maracuja inoculadas mecanicamente com
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um isolado de CABMV, previamente identificado e mantido em casa de vegetacdo. Tanto as
amostras quanto os controles foram aplicados com um volume padronizado de 50 pL em
placas de ELISA e incubados a 37°C por 2h. Apés a sensibilizacdo da placa com o antigeno,
procedeu-se a lavagem (3X) com tampéo fosfato de sédio 0,1M pH 7,4 acrescido de 0,05%
de Tween 20® (PBST). Em seguida, foram aplicados 50uL do antissoro adsorvido contra o
CABMV, para cada amostra (AS-CABMV) Em seguida, realizou-se incubagédo seguida da
lavagem (3X), como descrito anteriormente, aplicando para cada amostra 50 pL de anticorpo
(anticoelho) conjugado & enzima fosfatase alcalina (Sigma®), diluido na proporcédo de
1:30000 em PBSTPo. Novamente a placa foi submetida a incubacédo e lavagem (3X),
seguida da aplicacdo do substrato p-nitrofenilfosfato (Sigma®), diluido em tamp&o substrato
pH 9,8 (9,7ml de dietalonamina + 0,02 g de cloreto de magnésio + 0,02 g de azida sodica
em 100 ml de 4gua destilada). Ap6s 30 minutos foram realizadas as leituras de absorbancia
das amostras aplicadas na placa utilizando o aparelho Microplate Reader 3550-UV (Bio-
Rad), com comprimento de onda selecionado em 405 nm. Foram consideradas positivas as
amostras com leitura trés vezes superior a média das leituras do controle negativo (CLARK;
ADAMS, 1977).

4.12.4. Analises moleculares

4.12.4.1. Extrac&o de RNA

A extracdo de RNA total foi feita a partir de 0,1 g de folha infectada de maracuja-
azedo de diferentes regibes (TABELA 5 e FIGURA 16), com auxilio de almofariz e pistilo
(previamente esterilizados), e adicionando-se nitrogénio liquido (N,); o material foi triturado
até a obtencdo de um p6 bem fino. Em seguida adicionou-se 1 mL do produto comercial
TRizol® Reagent (Invitrogen). As amostras foram vertidas em microtubos de 1,5 mL (livres
de RNAses), devidamente identificados e incubados durante 5 minutos. Em seguida
adicionaram-se 200 pL de cloroférmio, submetendo os tubos a agitacdo vigorosa em vortex.
As amostras foram entdo incubadas por mais 3 minutos e submetidas a centrifugacao por 15
minutos, 12.000 rpm a 4°C. Em seguida transferiu-se o sobrenadante para tubos novos
(microtubos 1,5 mL e livres de RNAses), adicionaram-se 500 pL de alcool isopropilico, que
foram homogeneizados por inversdo, incubados por 10 minutos a temperatura ambiente e
submetidos a centrifugacao por 10 minutos a 12.000 rpm a 4°C. A fase aquosa foi

descartada e o precipitado foi lavado com 1 mL de etanol 70%. Em seguida, os tubos
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permaneceram por 15 minutos a temperatura ambiente para a total evaporacdo do alcool. O
conteudo precipitado foi ressuspendido em 40 uL de agua DEPC e mantido a -20°C.

TABELA 5: Listagem dos isolados de CABMV de maracuja-azedo, coletados em diferentes
regibes produtoras de maracuja, regido do genoma sequenciado e codigos das sequéncias
depositadas no GenBank

Cdédigo no Regido do

Localidade do isolado

GenBank genoma

KC777406 CP Séo José da Boa Vista-PR
KC777407 CP Planaltina-DF
KC777401 CP Adamantina-SP
KC777402 CP Jacupiranga-SP
KC777403 CP Ferndo-SP
KC777404 CP Alvinlandia-SP
KC777400 Cl Urutai-GO
KC777399 Cl Ibaiti-PR
KC777398 Cl S&o José da Boa Vista-PR
KC777397 Cl Monte Alegre do Sul-SP
KC777396 Cl Jacupiranga-SP
KC777395 Cl Ferndo-SP
KC777394 Cl Garga-SP
KC777393 Cl Alvinlandia-SP
KC777392 Cl Campinas-SP
KC777391 Cl Adamantina-SP
KC777390 Cl Bauru-SP
KC777389 Cl Planaltina-DF

CP- capa proteica; Cl- Incluséo cilindrica.
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Urutai
i
Adamantina
Parana
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(,_A ~ I Ferndo
V\V /wz‘v—/ Bauru
02570 140k Campinas
Jacupiranga

FIGURA 16: Mapa do Brasil com destaque para os estados de Sao Paulo (vermelho),
Parana (azul), Goias (roxo) e Distrito Federal (amarelo) e a localiza¢do de cada cidade nos
seus respectivos estados de onde foram sequenciados isolados de CABMV de
maracujazeiro no presente trabalho.
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4.12.4.2. RT-PCR (Reverse Transcription — Polymerase Chain Reaction)

Para a RT-PCR foram utilizados 3 pL de RNA total, os quais foram transferidos para
microtubos contendo 1 pL (50 pmoles/mL) do oligonucleotideo (primers) complementar. Os
tubos foram incubados a 70°C por 3 minutos e colocados imediatamente em gelo. Em
seguida, foram adicionados 5 pL de tampdo (5x) da enzima transcriptase reversa
(Promega), 1uL de desoxirribonucleotideos trifosfatos (dNTPs, 2,5 mM) e 200 u/uL (1 pL) da
enzima transcriptase reversa M-MLV (Promega). Esta mistura foi incubada por 60 minutos a
37°C.

Para as reacdes de PCR foram adicionados 1 pyL (5 u/uL) da enzima Taq DNA
polimerase (Invitrogen), 5 pL de tampéo (10x), recomendado pelo fabricante, 1 puL de cloreto
magnésio (50 mM), dNTPs (2,5 mM), 1 pL dos primers (50 pmoles/mL) (TABELA 6). As
amostras foram amplificadas em termociclador PTC100 (MJ Research) e as condi¢des para
amplificacdo da CP foram: 3min a 94°C, seguidos de 35 ciclos de 30s a 94°C, 1min a 55°C,
2 min a 72°C, com uma extensao final de 10min a 72°C. Para amplificacdo dos fragmentos
correspondentes da Cl as condi¢des foram: 5min a 92°C, seguidos de 40 ciclos de 50s a
92°C, 1min a 54°C, 1min e 30s a 72°C, com uma extenséo final de 5min a 72°C (FIGURA
17). Apos as amplificag6es, os fragmentos de DNA foram submetidos a uma eletroforese em
gel de agarose 1%, em presenca de brometo de etideo, e visualizado sob luz ultravioleta
(SAMBROOK et al., 1989).

TABELA 6: Iniciadores utilizados como primers nas reagfes de RT-PCR

Porcéo . A : Fragmento A
P Primer Sequéncia dos primers Referéncia
genémica esperado
Oligodt50- . , NICOLINI et
PacIM10 (c) 5' aagcagtgttatcgcagattaattaaT gy 3 - al. (2011)
cp M10 (c) 5' aagcagtgttatcaacgcaga 3' CHEN et al.
_ 1700 pb
S-primer (h) 5' ggxaayaayagyggxcazcc 3' (2001)
Cl-Rev (c) 5' aciccrttytcdatdatrttigtigc 3' HA et al.
Cl L ) 700 pb
Cl-For (h) 5' ggivvigtiggiwsiggiaartciac 3' (2008)

(c) — complementar; (h) — homdlogo
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FIGURA 17: Organizacdo do genoma do CABMV com a localizagdo das regides de
anelamento dos primers: da capa proteica — CP (Oligo dT-50-PacIM10; S primer e M10-rev),
que permitem a amplificacdo de fragmentos de DNA de cerca de 1500 pares de bases; e da
inclusdo citoplasmatica cilindrica — CI (CIFor e CIRev), que permitem a amplificacdo de
fragmentos de cerca de 700 pares de bases.

4.12.4.3. Sequenciamento automatico de DNA

Os produtos de DNA amplificados via RT-PCR foram eluidos de géis de agarose com
o kit Concert™ Rapid Gel (GIBCO BRL®), precipitados e ressuspendidos em agua estéril, de
acordo com a recomendacdo dos fabricantes. Os produtos de DNA purificados foram
submetidos a sequenciamento direto pelo método de terminacdo em cadeia (SANGER et al.,
1977), utilizando o kit Big Dye (Applied Biosystems) e o sequenciador ABI 377 — ABI

Prism/Applied Biosystems, conforme instru¢des do fabricante.

4.12.4.4. Anédlises das sequéncias de DNA e filogenia

As sequéncias da capa proteica (CP) dos isolados caracterizados neste trabalho
foram comparadas com outras sequéncias ja depositadas no GenBank (TABELA 7), com o
auxilio do programa Basic Local Alignment Search Tool (BLASTn) do National Center for
Biotechonology Informaction (NCBI). Os alinhamentos multiplos foram realizados com o
programa BioEdit 7.2.0. As arvores filogenéticas foram preparadas através do programa
PAUP 4.0b10, utilizando os métodos de maxima parcimdnia (MP) e maxima verossimilhanca
(MV). A arvore da CP teve como modelo estatistico TRN+G (G= 0,5689) com as seguintes
frequéncias de bases: f(A)=0,33, f(C)=0,18, f(T)=0,26 e f(G)=0,21. A arvore da CI foi
construida com base no modelo estatistico HKY+l com as frequéncias de bases f(A)=0,33,
f(C)=0,21, f(G)=0,20, f(T)=0,26. Os ramos das arvores foram testados por bootstrap com

1.000 replicacdes. O grupo externo adotado foi de um isolado do Passion woodiness virus

(PWV).
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TABELA 7: Isolados de Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV) utilizados nas analises
filogenéticas, os codigos de acesso no GenBank, a regido do genoma analisada e a origem

Cdédigo no

Regiéo do

Hospedeiro Localidade do isolado

GenBank genoma
DQ397525 CP Passiflora edulis Areia Vermelha-MG
HQ880243 CP/CI P. edulis Minas Gerais
DQ397526 CP P. edulis Bonito-PE
HQ880242 CP/CI Arachis hypogaea Brasil
JF833418 CP Vigna unguiculata Macaiba- RN
JF833417 CP V.unguiculata Macaiba- RN
JF833419 CP V. unguiculata Sé&o Lourenco da Mata-PE
JF833422 CP V. unguiculata S&o Lourenco da Mata-PE
AF348210 CP/CI V. unguiculata Zimbabwe, Africa

X82873 CP V. unguiculata Zimbabwe, Africa
JF427592 CP V. unguiculata Australia
DQ397530 CP P. edulis Vera-Cruz-SP
DQ397529 CP P. edulis Venda Nova do Imigrante-ES
DQ397531 CP P. edulis Parapua-SP
AY253911 CP P. edulis Neopolis-SE
AY253910 CP P. edulis Conde-PB
DQ397528 CP P. edulis Itaberaba-BA
DQ397527 CP P. edulis Alhandra-BA
DQ397532 CP P. edulis Brasilia-DF
KC777406* CP P. edulis Séo José da Boa Vista-PR
KC777407* CP P. edulis Planaltina-DF
AY433950 CP P. edulis Vera-Cruz-SP
KC777401* CP P. edulis Adamantina-SP
KC777402* CP P. edulis Jacupiranga-SP
KC777403* CP P. edulis Ferndo-SP
KC777404* CP P. edulis Alvinlandia-SP
AY434454 CP P. edulis Alta Paulista-SP
AY433951 CP P. edulis Vera-Cruz-SP
KC777400* Cl P. edulis Urutai-GO
KC777399* Cl P. edulis Ibaiti-PR
KC777398* Cl P. edulis Sao José da Boa Vista-PR
KC777397* Cl P. edulis Monte Alegre do Sul-SP
KC777396* Cl P. edulis Jacupiranga-SP
KC777395* Cl P. edulis Ferndo-SP
KC777394* Cl P. edulis Garca-SP
KC777393* Cl P. edulis Alvinlandia-SP
KC777392* Cl P. edulis Campinas-SP
KC777391* Cl P. edulis Adamantina-SP
KC777390* Cl P. edulis Bauru-SP
KC777389* Cl P. edulis Planaltina-DF

CP — capa proteica; Cl — inclusao cilindrica; * - isolados sequenciados neste trabalho.

4.12.4.5. Analises de recombinacado

As sequéncias utilizadas na construcdo das arvores filogenéticas, para ambas as

regides do genoma (CP e CI), foram submetidas as andlises de recombinacéo, utilizando o
programa RDP 3 ALPHA 4 (MARTIN et al., 2010).
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4.12.5. Analises das caracteristicas fisico-quimicas dos frutos produzidos das

plantas oriundas de mudas altas e baixas

Para as analises fisico-quimicas dos frutos de maracujia-azedo variedade ‘Sul-Brasil’,
empregou-se delineamento estatistico inteiramente casualizado composto por dois
tratamentos (plantas oriundas de mudas altas e baixas), sendo cada tratamento composto
de dez repeticbes. Para a realizacao dessas andlises, os tratamentos foram subdivididos em
cinco linhas de plantio, sendo cada linha composta por duas repeticdes, e cada repeticao
composta de um metro de linha plantada. Os frutos foram coletados duas vezes por
semana, durante o més de junho de 2013, oito meses apo6s o plantio (FIGURA 18). Apés a
amostragem, os frutos foram avaliados quanto as seguintes caracteristicas: (i) peso de
polpa; (ii) peso de fruto; e (iii) rendimento de fruto. A pesagem (em gramas) dos frutos foi
realizada logo apds a sua colheita. Apds a pesagem, os frutos foram despolpados, sendo
obtido o peso de polpa sem sementes (em gramas). O rendimento do fruto foi calculado
dividindo o valor total de peso da polpa sem sementes pelo valor total do peso dos frutos.

As avaliacBes de acidez titulavel total (ATT), teor de sélidos sollveis totais (°brix) e
pH foram realizadas no Laboratério de Fitossanidade da Faculdade Integral Cantareira. Os
dados foram computados e para a realizacdo da ANOVA foi utilizada a média de cada
repeticdo. As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o programa de andlise

estatistica Assistat 7.7 beta.

Mudas baixas Mudas altas
Rl R2 R R
R3 R4 R3 R4

R5 R6 R5 _____Re
R7 R8 R7 R8s
RO R10 R9 R10
— —m ———— —im

FIGURA 18: Croqui representativo (sem escala) da distribuicdo das repeticbes de cada
tratamento dentro do pomar experimental de maracuja-azedo, para avaliacdo dos
parametros fisico-quimicos e rendimento de frutos.
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4.12.5.1. Acidez total titulavel (ATT)

Os frutos de maracuja foram despolpados e, ap0s a extragdo com o auxilio de um
aparelho de homogeneizacao (mixer), obteve-se um suco que, apos a filtragem em peneira
fina, foi diluido em uma proveta graduada na propor¢édo 1:10 (10 mL de suco da amostra :
90 mL de &gua destilada). O filtrado obtido foi entéo reservado em duas partes iguais para a
realizacdo de repeticdes. Por gotejamento, foram acrescidas trés gotas de fenolftaleina em
cada repeticdo. Com o auxilio de uma bureta foi titulado cuidadosamente ao suco extraido +
fenolftaleina a solucdo de NaOH 1 N, com agitacdo vigorosa constante até ocorrer a
viragem de cor da solucéo para réseo (PREGNOLLATTO; PREGNOLLATTO 1985). Apés a

titulacdo anotou-se o valor de NaOH utilizado e aplicou-se a formula:

VxNx 100
T=—" _

M
P x

Onde:
AT: porcentagem de acidez titulavel de acido citrico (%);

V: volume de NaOH utilizado (mL);
N: normalidade da solugédo de NaOH;
P: massa (g) ou volume (mL) de cada amostra inicial;

M: miliequivalente acido citrico anidro, neste caso 0,064.

4.12.5.2. Determinacao do pH e sdélidos sollveis totais (SST)

O pH foi mensurado com o auxilio do aparelho Digimed DM 20, utilizando a polpa de
frutos de maracuja in natura, previamente preparada para a realizacdo da acidez titulavel
(indice 4.12.5.1).

Para a obtencdo dos sélidos soluveis (°Brix), uma gota do suco da polpa de maracuja
concentrado foi aplicada ao refratbmetro (varia na faixa de 0-32, ideal para frutas) para se
efetuar a leitura. Todos os dados obtidos, para cada amostragem, foram devidamente
anotados.

Apos as medicdes do pH, da acidez titulavel e sélidos sollveis totais foi determinado

também o Ratio, utilizando a férmula:

Rati _SS
atio = -
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5. Resultados

5.1. Incidéncia e classificacdo das espécies de afideos

Durante os meses monitorados de novembro de 2012 a dezembro de 2013,
utilizando armadilha amarela de Moericke, foi possivel estimar uma revoada absoluta de
9.114 espécimes de afideos alados por m2 do pomar sobre a area cultivada por maracuja-
azedo. Com o auxilio de chaves de identificacdo (ver item 4.8) foi constatado que as
revoadas foram compostas por dezesseis espécies de afideos pertencentes a dez géneros
distintos. As espécies identificadas foram: Aphis fabae (Scopoli), Aphis craccivora (Koch),
Aphis gossypii (Glover), Aphis nasturtii (Kaltenbach), Aphis nerii (Boyer de Fonscolombe),
Aphis spiraecola (Patch), Aulacorthum solani (Kaltenbach), Brevicoryne brassicae (Linné),
Hyperomyzus lactucae (Linné), Macrosiphum euphorbiae (Thomas), Myzus persicae
(Sulzer), Pemphigus spp., Pentalonia nigronervosa (Coquerel), Toxoptera aurantii (Boyer de
Fonscolombe), Toxoptera citricidus (Kirkaldy), Uroleucon ambrosiae (Thomas).

De acordo com os parametros estabelecidos pelo indice de Shannon, foi obtido um
valor de diversidade (H’) de 0,977, indicando uma baixa diversidade de revoadas de
espécies de afideos sobre a cultura do maracuja, presentes na area monitorada (ITEM 4.9).
Na armadilha fixada na mata ndo foi registrada a captura de afideos alados. Quando
avaliadas as correlacdes da temperatura e pluviosidade que interferiram na afidofauna,
pbde-se observar que somente a temperatura média atuou de forma fraca negativa na
dindmica populacional local, enquanto que a pluviosidade néo foi um fator limitante, uma vez

gue se caracterizou como infima positiva (FIGURA 19).
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FIGURA 19: Correlacao entre o total de espécimes capturadas no periodo e as respectivas

temperaturas médias e pluviosidade total mensal
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Das espécies capturadas, 50% apresentam habito polifago (A. craccivora, A. fabae,
A. gossypii, A. spiraecola, A. solani, M. euphorbiae, M. persicae e T. aurantii) e 50%
apresentam habito oligéfago (A. nerii, B. brassicae, H. lactucae, Pemphigus spp., P.
nigronervosa, T. citricidus e U. ambrosiae).

Para a determinacéo da dindmica populacional e descricdo temporal da populagéo
de afideos que sobrevoaram a cultura, os periodos de avaliacao foram divididos de acordo
com as quatro estacdes do ano: (i) verdo, de janeiro a marco de 2013; (ii) outono, de abril a
junho de 2013; (iii) inverno, de julho a setembro de 2013; e (iv) primavera, de outubro a
novembro de 2013.

Por meio da compilagdo dos resultados do comportamento de revoadas da
afidofauna sobre o pomar de maracujd, foi evidenciado que sete espécies se caracterizaram
como intermediarias (1.343 espécimes/ m2 correspondendo a 22,55%), trés espécies foram
comuns (4.324 espécimes/mz2, correspondendo a 72,5%) e seis espécies foram raras (295
espécimes/mz, correspondendo a 4,95%) (FIGURA 20).

Espécies comuns
0.31%931%  1,10% w Aphis gossypii (45%)

| 0,
Sl 015% u Aphis nasturtii (20,60%)
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495% |
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ey i = Aphis fabae (1,75%)
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FIGURA 20: Porcentagem total de espécies de afideos em cada classificagdo (comum,
intermediaria e rara) e a porcentagem correspondente a cada espécie de acordo com sua
classificagcéo geral.

Somando os quatro periodos avaliados, o género Aphis foi 0 mais abundante,

totalizando 5.076 espécimes/mz?, correspondendo a 85,15% do total da populagéo de afideos
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estimada. A maior revoada deste género foi verificada no inverno, quando foram capturadas
1.647 espécimes aladas.

Aphis gossypii foi capturada em todos os meses monitorados totalizando 2.686
espécies/m?, correspondendo a 53% da populacdo do género Aphis no periodo. Esta
condi¢cdo permitiu classificar A. gossypii como espécie comum nas quatro esta¢des do ano,
na area monitorada (TABELA 8). No entanto, foi no periodo de outono que esta espécie
realizou as maiores revoadas (1.229 espécimes/m?2), que correspondeu a 46% do total de
exemplares identificados de A. gossypii. Por meio das analises de Pearson, foi observada
uma correlacdo positiva no comportamento populacional desta espécie para os parametros
abidticos avaliados (T°/Fp; Pluv/Ip) (TABELA 9). Estes resultados permitiram concluir que os
fatores abidticos considerados nao interfiriram negativamente na dindmica populacional de
A. gossypii. Apesar de se constatar que as correlagfes ambientais também foram positivas
para A. nerii (T°/Fp; Pluv/Fp), esta espécie foi classificada como intermediaria na
classificagdo geral, sendo caracterizada como rara no verdo e inverno, intermediaria no
outono e comum na primavera (TABELA 8 e TABELA 9). Durante o periodo de
monitoramento, foram capturados 905 espécimes/m2 que correspondeu a 17,82% do género
Aphis. No entanto, a maior revoada de A. nerii foi registrada na primavera (847
espécimes/mz?, 93,59%).

TABELA 8: Classificacao geral (ou status) das espécies de afideos capturadas

Estacoes
Espécies Veréo Outono Inverno  Primavera Ano/2013
Aphis craccivora Rara Intermediaria Intermediaria  Intermediaria  Intermediaria
Aphis fabae Intermediaria Intermediaria Intermediaria  Intermediria  Intermediaria
Aphis gossypii Comum Comum Comum Comum Comum
Aphis nasturtii Intermediaria  Intermediaria Comum Intermediaria Comum
Aphis nerii Rara Intermediaria Rara Comum Intermediaria
Aphis spiraecola Rara Intermediaria  Intermediaria Rara Intermediaria
Aulacorthum solani Rara Intermediaria Intermediaria  Intermediaria  Intermediaria
Brevicoryne brassicae Rara Rara Rara Intermediaria Rara
Hyperomyzus lactucae Rara Rara Rara Intermediaria Rara
Macrosiphum euphorbiae Intermediaria Rara Intermediaria  Intermediaria Rara

Myzus persicae
Pemphigus spp.
Pentalonia nigronervosa
Toxoptera aurantii
Toxoptera citricidus

Uroleucon ambrosiae

Intermediaria
Intermediaria
Rara
Intermediaria
Rara

Rara

Intermediaria
Comum
Intermediaria
Rara
Rara

Intermediaria

Intermediaria
Intermediaria
Rara
Intermediaria
Intermediaria

Rara

Intermediaria
Intermediaria
Intermediaria
Intermediaria
Intermediaria

Intermediéaria

Intermediaria
Comum
Rara
Intermediaria
Rara

Rara
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TABELA 9: Classificacdo geral de cada espécie relacionada com o coeficiente de Pearson
para dois parAmetros (temperatura e pluviosidade) e os valores referentes a cada espécie

Correlacao de Pearson

L Pluviosidade/ Temperatura/
Espécies Status geral
valor der valor der
Aphis craccivora I IN/-0,1776 FN/-0,3481
Aphis fabae | IN /-0,0872 MN /-0,6982
Aphis gossypii C FP /0,2039 IP /0,0593
Aphis nasturtii C IN /-0,0136 FN /-0,4477
Aphis nerii | FP /0,1090 FP/0,2132
Aphis spiraecola | FN /-0,3137 MN / -0,5487
Aulacorthum solani I MN /-62,11 FN /-0,3748
Brevicoryne brassicae R IN/-0,0818 FP /0,2026
Hyperomyzus lactucae R FN/-0,1663 MP /0,5328
Macrosiphum euphorbiae R FP /0,3450 IN/-0,0775
Myzus persicae | MP /0,5087 FP/-0,1213
Pemphigus spp. C FN/-0,1318 FN /-0,2605
Pentalonia nigronervosa R FN /-0,3740 FP/0,1262
Toxoptera aurantii | IP/0,0938 IP /0,0604
Toxoptera citricidus R FN/-0,1139 FN/-0,4145
Uroleucon ambrosiae R FN/-0,1051 FP /0,2735

C: espécie comum; |: espécie intermediaria; R: espécie rara; IP: infima positiva; FP: fraca positiva; MP: moderada positiva; |
negativa; IN: infima negativa; FN: fraca negativa; MN: moderada negativa. Os gréaficos referentes as correlagdes e aos indices
de temperatura e precipitagdo estdo disponibilizados nos anexos A e D.

Para as espécies A. craccivora, A. fabae e A. spiraecola as correlacdes ambientes
foram negativas, ou seja, interferiram nas suas dindmicas populacionais e temporais
(TABELA 9). Estas condi¢fes, registradas para estas trés espécies as caracterizaram como
espécies intermediarias na classificacdo geral. Comparando o0s comportamentos
populacionais, estas espécies foram predominantemente intermediarias nas diferentes
estacdes do ano, com excecdo de A. spiraecola e A. craccivora que se comportaram como
raras no verdo (TABELA 8).

Com relagdo a dinamica populacional, A. craccivora apresentou uma baixa revoada
com estimativa de 66 espécimes/m2 (1,31% do total capturado do género). A maior revoada
ocorreu no outono (38 espécimes/m?, correspondente a 57,72% do total de exemplares).
Aphis fabae teve uma revoada estimada de 105 espécimes/mz2, correspondendo a 2,00% da
populacdo do género e sua maior revoada foi registrada no inverno (57 espécimes/mz2,
correspondendo a 54,40%). Aphis spiraecola, seguiu 0 mesmo comportamento de revoada
observada para as espécies intermedidrias de Aphis com estimativa de 86 espécimes/m?
(1,69% do género), sendo a sua maior revoada registrada no outono (47 espécimes/mz,
correspondente a 54,65% do total de exemplares da espécie).

Somente para A. nasturtii constatou-se correlacdo nula para a condicdo de
precipitacdo, enquanto a temperatura foi negativa (TABELA 9). Seu comportamento

referente as revoadas foi estimada em 1.228 individuos/m? (24,20%) da populagdo do
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género. A maior revoada ocorreu no periodo de inverno (1.124 espécimes/m?
correspondendo a 91,51% do total de exemplares dessa espécie).

Para as demais espécies de afideos, que ndo compdem o género Aphis, constatou-
se que, para M. persicae e M. euphorbiae a correlagéo de precipitacdo foi positiva, ou seja,
ndo interferiu negativamente no comportamento de revoada sobre a cultura do maracuja
(TABELA 9). No entanto, a temperatura para estas espécies apresentou correlagéo
negativa, o que se pode inferir que este fator foi determinante para a classificacdo geral
dessas espécies como intermediaria e rara, respectivamente. Estas espécies foram
predominantemente classificadas como intermediarias durante as diferentes estacdes do
ano, sendo que somente no outono M. euphorbiae caracterizou-se como espécie rara
(TABELA 8). Analisando a abundéancia, na classificagdo geral, destas duas espécies,
constatou-se que M. persicae apresentou uma média de 76 espécimes/m? (0,83% do total
de espécies capturadas) (FIGURA 20). A maior revoada ocorreu no inverno (29
espécimes/mz, correspondendo a 38,15% de exemplares desta espécie). Por sua vez, M.
euphorbiae apresentou uma revoada estimada de 66 espécimes/mz?, (1,11% do total de
espécies capturadas) (FIGURA 19). O maior pico de revoada ocorreu na primavera (28
espécies/mz, correspondendo a 42% do total de exemplares dessa espécie).

Para as espécies U. ambrosiae, P. nigronervosa, T. citricidus, B. brassicae e H.
lactucae a correlacdo da precipitacdo foi negativa, podendo-se concluir que este fator foi
preponderante para a regulacdo destas espécies e classificagdo geral como raras. No
entanto, a correlacao dessas espécies com a temperatura foi positiva, ndo sendo este fator
o principal regulador das revoadas na area monitorada (TABELA 8 e TABELA 9).

De acordo com analise descritiva, U. Ambrosiae apresentou uma revoada estimada
de 19,4 espécimes/m? (0,31% do total de espécies capturadas). Ja P. nigronervosa
apresentou uma revoada estimada de 409 espécimes/m? (6,87% do total de espécies
capturadas). Ambas as espécies estiveram presentes em baixas populagcdes no campo,
sendo que seus picos de revoadas ocorreram no outono e primavera. Baixos indices de
revoadas também foram constatados para T. citricidus que foram estimados em 152
espécimes/m? (2,55% do total de espécies capturadas), o maior pico de revoada ocorreu no
inverno (114 espécimes/m?, correspondendo a 75% do total dessa espécie). B. brassicae e
H. lactucae apresentou uma revoada estimada de 38 espécimes/m2 (0,63% do total de
espécies capturadas), sendo que somente na primavera foram relatadas revoadas de
ambas as espécies (FIGURA 20).

Apesar de ser classificada como espécie intermediaria, T. aurantii apresentou
correlacdo positiva para as variaveis precipitacdo e temperatura. O mesmo nao foi possivel
concluir para a espécie A. solanii, que apesar de ser classificada como espécie intermediaria

a sua correlagdo com a precipitacdo e temperatura foi negativa. Porém, para ambas as
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espécies prevaleceu a classificacao intermediaria, com excec¢ao do outono, para T. aurantii,
e verdo para A. solanii, quando estas espécies se caracterizaram como raras (TABELA 8 e
TABELA 9). Com relacdo a dindmica de revoadas, T. aurantii compds 57,14 espécimes/m?
(0,95% do total de espécies) e A. solanii apresentou uma revoada composta por 47
espécimes/m? (0,78% do total das espécies) (FIGURA 20).

Apesar da correlagdo negativa tanto para precipitacdo quanto para a temperatura,
constatou-se que Pemphigus spp. foi uma espécie comum nas revoadas registradas no
pomar de maracuja, sendo capturados 409 espécimes/m? (6,86% do total de espécies). O
maior pico de revoada foi registrado durante o outono (276 espécimes/mz2, que correspondeu
a 67,48% do total dessa espécie) (TABELA 8; TABELA 9 e FIGURA 20).

De acordo com a descricdo generalizada da afidofauna capturada na area
monitorada, as maiores revoadas ocorreram no inverno (1.933 espécimes/mz,
correspondendo a 32,42% do total de espécies capturadas). No entanto, foi durante a
primavera que se constatou a maior riqueza, em diversidade de espécies, sobrevoando o
campo (15 espécies). No verdo, registrou-se o menor nimero de afideos sobrevoando o
campo (914 espécimes/ m2), bem como uma menor diversidade de espécies. Em todas as
estacdes do ano o género Aphis foi 0 mais abundante, mantendo-se em primeiro lugar no
ranking de espécies (TABELA 10).
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TABELA 10: Ranking das espécies de afideos de acordo com as estacdes do ano, e

anualmente
Ranking Verao Outono Inverno Primavera Ano/2013
1 A. gossypii A. gossypii A. nasturtii A. nerii A. gossypii
2 A. nasturtii Pemphigus spp. A. gossypii A. gossypii A. nasturtii
3 Pemphigus spp. A. spiraecola T. citricidus T. citricidus A. nerii
A. fabae A. craccivora Pemphigus spp. A. nasturtii Pemphigus spp.
4 M. euphorbiae B. brassicae
M. persicae M. euphorbiae
T. aurantii
A. fabae A. fabae T. aurantii T. citricidus
A. nasturtii
° A. solani
M. persicae
A. nerii A. nerii A.craccivora A. fabae
6 P. nigronervosa A. fabae
U. ambrosiae M. persicae
A. spiraecola A. solani A. spiraecola
H. lactucae
7 Pemphigus spp.
P. nigronervosa
U. ambrosiae
A. craccivora M. euphorbiae
A. solani M. persicae
8 M. euphorbiae
M. persicae
T. aurantii
9 A. craccivora
10 T. aurantii
11 A. solani
12 B. brassicae
U. ambrosiae
13 .
P. nigronervosa
14 H. lactucae

5.2. Incidéncia e analise mensal do CABMYV e sua relacdo com a afidofauna vetora

Durante a avaliagdo da incidéncia do CABMV, nos dois sistemas de cultivo do

maracujazeiro (mudas altas e baixas), constatou-se a primeira detec¢do do virus, por PTA-

ELISA e expressdo de sintomas, em mudas baixas, cinco meses apé6s a introducao do

pomar no campo. Essa deteccdo ocorreu no més de marco, periodo de transi¢cdo do verdo

para o outono. Simultaneamente, foi observado que 8,57% das plantas provenientes de

mudas baixas estavam infectadas. Deste total, apenas uma das plantas havia desenvolvido

sintomas de mosaico foliar, tipicos daqueles induzidos pelo CABMV, enquanto que as

demais se apresentavam assintomaticas, porém positivas em PTA-ELISA. Nesse mesmo
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periodo, plantas oriundas de mudas altas ndo foram positivas quando submetidas a teste
sorolégico e também ndo foi observada a expressdo de sintomas tipicos do CABMV
(FIGURA 21). Correlacionando a populagdo de afideos registrada no més anterior a
deteccdo do virus no campo (fevereiro), foi possivel inferir que apesar das baixas revoadas
ocorridas nesse més, as espécies A. gossypii (19,04 afideos/m?) e T. aurantii (9,52
afideos/m?) foram provavelmente, responsaveis pela introdu¢cdo do CABMV no pomar.
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FIGURA 21: Andlise temporal e espacial da incidéncia e dispersdo do CABMV no pomar
avaliado, formado por plantas de maracuja-azedo ‘Sul Brasil’, oriundas de mudas altas e
baixas, no municipio de Pariquera-Acu, Vale do Ribeira, SP, no periodo de outubro de 2012
a dezembro de 2013.
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No més de abril (2013) foi registrado indice de infeccdo de 29,41% nas prantas
provenientes de mudas baixas. Neste mesmo periodo, as plantas provenientes de mudas
altas apresentaram um indice de infeccdo de 25,64% (FIGURA 21). A estimativa da
populacdo de afideos que sobrevoou o pomar no més anterior, e que provavelmente atuou
como vetora do CABMV, foi prevalentemente constituida por A. gossypii, que efetuou baixas
revoadas no pomar (19,04 individuos/m?). Este fato reforca que mesmo presentes em baixas
populacdes, A. gossypii é importante na epidemiologia do CABMV na regido do Vale do
Ribeira.

Nos meses subsequentes, ap0s o registro da entrada do CABMV no pomar de
maracuja, no més de maio a porcentagem de plantas oriundas de mudas baixas infectadas
foi de 64,70%, com um acréscimo de 35,29%, em relacdo ao més anterior. Quando se
comparou a porcentagem de infecgcdo de ambos os sistemas avaliados, constatou-se que
mudas altas apresentavam 15,98% a menos de indice de infecgdo (48,71%), em relacdo as
mudas baixas. No entanto, plantas provenientes de mudas altas, positivas em PTA-ELISA,
eram assintomaticas (FIGURA 21). A partir da confirmacdo de que, mais de 50% das
plantas de maracuja monitoradas, provenientes de mudas altas e baixas, ja estavam
infectadas, foi possivel concluir que o CABMV havia se estabelecido no campo. Esse
periodo correspondeu ao sétimo més apos a introdugdo das mudas. Correlacionando a
abundéancia de afideos alados registrada no més de abril, com os indices de infeccéo
obtidos em maio, constatou-se que nesse intervalo de tempo houve uma maior riqueza de
afideos pertencentes as espécies: A. craccivora, A. gossypii, A. spiraecola, A. solani, M.
persicae, Pemphigus spp., P. nigronervosa e U. ambrosiae. Destas espécies, A. gossypii
novamente foi a mais abundante, correspondendo a 83,37% do total da populacdo de
afideos estimada (667 afideos/m?2), confirmando o relato anterior de sua importancia nédo
somente na introdugdo, como também na disseminagédo do CABMV.

No més de junho (oitavo més apls a implantagdo do pomar), 82,35% das plantas
provenientes de mudas baixas foram positivas para o CABMV, representando um acréscimo
17,65% de infecgcdo em relagdo ao més anterior. No entanto, foi nesse periodo que as
plantas provenientes de mudas altas expressaram 0s primeiros sintomas tipicos aos
induzidos pelo CABMV apresentando 56,41% de indice de infec¢do, 7,70% a mais que no
més anterior (FIGURA 21). Novamente prevaleceu o género Aphis (A. gosssypii e A.
spiraecola), que correspondeu a 72,13% da afidofauna, seguido por A. solani e Pemphigus
spp. Com relacdo ao género Aphis, constatou-se que novamente A. gossypii foi 0 mais
abundante, correspondendo a 68,8% das espécies capturadas.

No més de julho (nono més, apés a implantacdo do pomar), 100% das plantas
provenientes de mudas baixas ja expressavam sintomas evidentes em todos os ramos da

planta. Porém, nas andlises por PTA-ELISA e observacdo dos sintomas realizada nas
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plantas provenientes de mudas altas constataram-se 66,66% de plantas infectadas, sendo
que destas apenas 17,94% expressavam sintomas (FIGURA 21). Nesse periodo, A. gossypii
foi a espécie mais abundante (51,51%), sendo que as demais espécies deste género (A.
craccivora, A. fabae, A. nasturtii, A. nerii, A. spiraecola) também foram relatadas. As
espécies M. persicae e Pemphigus spp. complementaram a afidofauna local nesse periodo.

Nos demais meses avaliados (agosto, setembro, outubro e novembro), que
compreenderam a décima a décima terceira avaliagdo de campo, observou-se uma média
de disseminacdo gradual do CABMV de 10,35% ao més. Nesse periodo, espécies de
afideos do género Aphis foram os mais representativos, porém, a diversidade das demais
espécies também foi representativa (FIGURA 21).

Finalmente, em novembro (décimo quarto més), o indice de infeccdo em plantas
oriundas de mudas altas atingiu 100% do pomar. No entanto, foi no més de dezembro
(décimo quinto més) que todas as plantas de maracuja provenientes dos dois sistemas de
cultivo ja haviam expressado sintomas (FIGURA 21).

Vale ressaltar que, de acordo com a detec¢do pontual do CABMV, foi possivel
observar que a entrada e disseminacgdo do virus no campo ocorreram no sentido noroeste. A
fase inicial de infecdo, de ambos os sistemas de producdo avaliados, ocorreu quase que
simultaneamente, porem as plantas provenientes de mudas altas apresentaram um maior

periodo de laténcia com relagdo a expressao de sintomas (FIGURA 21 e FIGURA 22).
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FIGURA 22: Incidéncia do CABMV, traduzida em porcentagem de plantas infectadas,
confirmado por PTA-ELISA, no pomar de maracuja-azedo ‘Sul Brasil’ formado por mudas
baixas e altas, e a evolugao do aparecimento dos sintomas ao longo do periodo avaliado, de
novembro de 2012 a dezembro de 2013.

Na analise temporal e espacial da afidofauna no campo de maracuja, obtida pelo
indice de Jaccard constatou-se, pelo ponto de corte (0=0,76), uma sobreposi¢cdo de
espécies evidenciando a formacéo de dois clados distintos. Este fato indica que a maioria
das espécies tende a ocorrer simultaneamente, independente da estacdo do ano (FIGURA
23). O clado mais representativo para a epidemiologia do CABMV, tanto em diversidade
guanto em abundéancia, prevaleceu durante as esta¢des outono, inverno e primavera. Este
agrupamento foi composto por dez espécies (62,5% das espécies identificadas), sendo o
principal agrupamento constituido por 80% de espécies polifagas (A. craccivora, A.
spiraecola, T. aurantii, Aphis nasturtii, A. fabae, M. euphorbiae, M. persicae e A. gossypii) e
20% de oligoéfagas (A. nerii e Pemphigus spp.), que foram classificadas como comuns e

intermediarias na cultura do maracujazeiro (TABELA 9 e FIGURA 23).
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O segundo clado foi constituido por quatro espécies (25% das espécies
identificadas), que apresentaram a tendéncia de ser agrupar durante o outono e inverno.
Este clado foi constituido pelas espécies A. solanii (polifaga/intermediaria) e P.
nigronervosa, T. citricidus e B. brassicae (oligofagas/raras). Resultado que permite concluir
que, epidemiologicamente, esta sobreposicdo de espécies apresentou importancia
secundéria na transmisséo e dissemina¢édo do CABMV (FIGURA 23).

O terceiro clado foi constituido pelas espécies H. lactucae e U. ambrosiae
(oligéfagas/raras) os quais tem em comum suas hospedeiras. No entanto, nas analises
descritivas, essas espécies foram consideradas acidentais, o que permite inferir a pouca
importancia dessas espécies na epidemiologia do CABMV, na area monitorada (FIGURA
23).
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FIGURA 23: Dendrograma obtido a partir do indice de Jaccard evidenciando a tendéncia de
dois agrupamentos de espécies de afideos na cultura do maracuja no municipio de
Pariquera-Acu (Vale do Ribeira/ SP).
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5.3. RT-PCR, sequenciamento, analises das sequéncias e filogenia

O RNA total extraido das folhas coletadas com sintomas de mosaico e bolhas, das
diferentes amostras de maracuja-azedo coletadas em diferentes regides produtoras do
estado de S&o Paulo, além de amostras do Parana, Goias e DF, foram submetidas a RT-
PCR com primers desenhados para anelar em duas regides especificas do genoma do
CABMV (CP e CI). Os resultados de RT-PCR possibilitaram a confirmacdo da presenca de
bandas de tamanho esperado: cerca de 1500 pb para CP completa e cerca de 700 pb para
a Cl (FIGURA 24). Os fragmentos de DNA amplificados foram eluidos dos géis de agarose e

sequenciados, sendo as sequéncias alinhadas e submetidas a andlise filogenética.
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FIGURA 24: Resultados das amplificacbes de DNA via RT-PCR dos isolados de CABMV,
visualizados em géis de agarose 1,5%, apresentando os fragmentos de DNA de tamanho
esperado de 1500 pb (capa proteica) e 700 pb (inclusédo citoplasmatica cilindrica). M e M’ -
marcador de DNA 1Kb ladder (NORGEN®); Gel A: 1- Taubaté-SP, 2- Bauru-SP, 3- Monte
Alegre do Sul-SP, 4- Adamantina-SP, 5- Controle positivo (Turnip mosaic virus - TuMV), 6-
Controle negativo, 7- Jacupiranga-SP, 8- Ferndo-SP, 9- Campinas-SP, 10- Gar¢a-SP, 11-
Alvinlandia-SP, 12- Ibaiti-PR, 13- Sao José da Boa Vista-PR e 14- Urutai-GO. Gel B: 1'-
Controle positivo (TuMV), 2’- controle negativo, 3’- Urutai-GO, 4’- Campinas-SP, 5'-
Jacupiranga-SP, 6’- Monte Alegre do Sul-SP, 7’- Garga-SP, 8- Ferndo-SP, 9’- Planaltina-DF,
10’- Alvinlandia-SP, 11’- Sao José da Boa Vista-PR, 12’- Adamantina-SP.

Na analise filogenética de maxima parcimonia (MP) para a regido da CP observou-se
a formacédo de quatro grupos distintos (FIGURA 25). Os isolados de CABMV do estado de
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Sao Paulo, provenientes dos municipios de Jacupiranga (Vale do Ribeira), Adamantina,
Ferndo, Alvinlandia e Garga, sequenciados no presente trabalho, agruparam-se com outros
isolados provenientes de Sao Paulo, depositados no GenBank (AY433950, AY434454,
AY433951), e esse grupo monofilético foi sustentado com um alto valor de bootstrap (93%).
O isolado de S&o José da Boa Vista (S.J.B.V-PR), do estado do Parana, apresentou 98% de
identidade com o isolado do Distrito Federal (DQ397532), sendo que ambos se agruparam
em um clado sustentado com valor de bootstrap de 82%, juntamente com o isolado de
Planaltina (Distrito Federal, DF), além de outros isolados do CABMV depositados no
GenBank (DQ397527, DQ397528, AY253910). Todos os isolados desses grupos eram
provenientes de maracuja-azedo. O maior clado observado na arvore filogenética foi
constituido tanto de isolados de maracuja-azedo (DQ397530, DQ397529, DQ397531,
AY253911), quanto de feijdo-caupi (JF833418, JF833417, JF833419, JF833422, AF348210,
X82873, JF427592), além de um de amendoim (Arachis hypogaea) (HQ880242). Dois
desses isolados sdo provenientes do Zimbabwe, Africa (X82873, 004013) e um proveniente
da Austrdlia (JF427592), e essa mondfilia foi sustentada por 100% de bootstrap. Nesse
clado houve a tendéncia de se agrupar isolados de leguminosas, provenientes do Rio
Grande do Norte e Pernambuco (JF833418, JF833417, JF833419, JF833422), sustentados
por valores de bootstrap de 74%.

Nas analises de maxima verossimilhanca (MV) da regido da CP (FIGURA 25),
também nao houve a tendéncia de os isolados se agruparem por circulo de hospedeiros,
visto que isolados de feijao-caupi, amendoim e maracuja-azedo agruparam-se em um
mesmo clado. Os isolados de CABMV de Vigna unguiculata do Rio Grande do Norte e
Pernambuco formaram um grupo monofilético, sustentado com valores de Bootstrap de
85%. O isolado de Sao José da Boa Vista agrupou-se no mesmo ramo do isolado do Distrito
Federal (DQ397532). Os isolados provenientes do Zimbabwe de Vignha unguiculata, e outro
isolado proveniente da Australia agruparam-se com isolados brasileiros de maracuja-azedo.
Na arvore obtida sob condigdes de MV o grupo de S&o Paulo se dividiu em dois subgrupos e
o isolado proveniente de Ferndo (SP) agrupou-se em um grande clado formado pelos

demais isolados disponiveis no GenBank.
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FIGURA 25: Arvores filogenéticas obtidas da analise de sequéncias completas de
nucleotideos da capa proteica (CP) de diferentes isolados de CABMV. A esquerda, arvore
de maxima parcimbnia (MP), e a direita, arvore de méaxima verossimilhanca (MV).
Sequéncias obtidas do GenBank estdo indicadas em preto; em vermelho estdo
representados os isolados sequenciados no presente trabalho. Os codigos de acesso no

GenBank estdo indicados entre parénteses. Os desenhos representam: e . maracuja-
azedo (Passiflora edulis); & - feijdo-caupi (Vigna unguiculata); &¥- amendoim (Arachis
hypogaea).

Para as duas analises filogenéticas realizadas (MP e MV) para a regido genémica do
CABMV correspondente a parte da inclusao citoplasmatica cilindrica (Cl) (FIGURA 26),
obtiveram-se resultados semelhantes. Os isolados sequenciados neste trabalho ficaram
separados em dois grupos em ambas as arvores: (i) o primeiro correspondente aos isolados
de Bauru-SP, Adamantina-SP, Gar¢a-SP, Ferndo-SP, Alvinlandia-SP, Jacupiranga-SP, Sdo
José da Boa Vista-PR; e (i) o segundo correspondente aos isolados de Campinas-SP,
Monte Alegre do Sul-SP (MAS), Ibaiti-PR, Planaltina-DF e Urutai-GO

Para a CP observaram-se nove eventos de recombinacdo, sendo que para 0s

isolados recombinantes de MG (HQ880243), Areia Vermelha-MG (DQ397525) e Bonito-PE
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(DQ397526), a recombinacgédo foi derivada, provavelmente, dos isolados de Jacupiranga-SP
(KC777402) e Planaltina-DF (KC777407), ambos sequenciados no presente trabalho. Ja o
isolado recombinante proveniente de Nedpolis-SE (AY223911) foi derivado, provavelmente,
da recombinacdo entre o isolado de Fern&o-SP (KC777403) e o isolado de Parapud-SP
(DQ397531). Eventos de recombinacdo ndo foram identificados para a Cl.
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FIGURA 26: Arvores filogenéticas obtidas da anélise de sequéncias parciais de nucleotideos
da porcdo gendmica correspondente a inclusdo citoplasmatica cilindrica (Cl) de diferentes
isolados de CABMV. A esquerda, arvore de méaxima parcimonia (MP) e & direita arvore de
maxima verossimilhanga (MV). Sequéncias obtidas do GenBank apresentam cor preta; em
vermelho estao representados os isolados sequenciados no presente trabalho. Os cédigos
de acesso no GenBank estéo indicados entre parénteses.
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A identidade do isolado viral de Pariquera-Acu foi obtida por meio de PTA-ELISA,
inoculacdo mecénica em plantas indicadoras e RT-PCR para a regido genémica da ClI, o
que comprova sua identidade como CABMV (FIGURA 27).
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FIGURA 27: Resultado da amplificacdo via RT-PCR, visualizada em gel de agarose 1,5%,
de fragmentos de DNA com cerca de 700 pb da por¢gédo genémica correspondente a incluséo
citoplasmaética cilindrica (Cl), do isolado de CABMV proveniente de Pariquera-Agu, Vale do
Ribeira, SP. M- marcador 1 Kb DNA ladder (NORGEN®).

5.4. Andlises fisico-quimicas dos frutos e rendimento dos pomares

Quando realizadas as andlises fisico-quimicas referentes aos parametros pH, acidez
total titulavel (ATT) e sélidos sollveis totais (°Brix) dos frutos de maracuja-azedo produzidos
durante o primeiro ciclo de producao, foi possivel constatar, estatisticamente, que houve
diferenca significativa para os parametros ATT e °Brix. O tratamento que obteve melhor
resultado, para ambos os parametros ATT e °Brix foi proveniente de mudas altas (TABELA
11). No entanto, no teste de médias para determinar o parametro pH, obteve-se resultado
estatisticamente n&o significativo.

Quanto ao rendimento de polpa, houve diferenca altamente significativa entre os
tratamentos, indicando que frutos de maracuja provenientes de plantas oriundas de mudas
altas possuem um maior rendimento. Para todas as andlises realizadas, os coeficientes de
variacdo (CV%) foram relativamente altos, sendo que o maior valor foi observado para
rendimento de polpa (TABELA 11).
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TABELA 11: Resultado da andlise estatistica pelo teste F da ANOVA das caracteristicas
rendimento de polpa e fisico-quimicos, acidez total titulavel, sdélidos solUveis totais (°Brix) e

pH
Quadro de analise de varidncia
GL SQ QM F CV%
Acidez total titulavel (ATT) ~ 'ratamento 1 1,59048 1,50048 28,5658 ** 533
Residuo 18 1,0022 0,05568
o o , Tratamento 1 3,26797 3,26797 14,4325% 4,72
Solidos sollveis totais (SST) .
Residuo 18 4,0,5758 0,22643
oH Tratamento 1 0,00415 0,00415 0,6390ns 3,24
Residuo 18 0,1168 0,00649
Tratamento 1 -
Rendimento de polpa ' 14363,91025 14363,91025 48,4410* 10,68
Residuo 18

5337,43419

** - significativo ao teste de médias; ns — néo significativo.
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6. Discussao

Devido aos danos causados pelo CABMV nos pomares de maracujazeiro, essa
cultura, que ha 20 anos era considerada semiperene, tornou-se anual (YUKI et al., 2006). A
auséncia de variedades de maracujazeiro que confiram bons niveis de tolerancia ou
resisténcia, praticas culturais inadequadas e cultivos com baixa tecnificagdo, além da
diversidade e quantidade de populacbes de afideos vetores presentes no campo, sao os
principais fatores que contribuem para a manutencdo do CABMV e, consequentemente, do
EFM nos cultivos de maracujazeiro no Brasil (MACIEL et al., 2009). Além disso, apesar do
CABMV ter um grande numero de espécies de plantas hospedeiras experimentais, pouco se
conhece a respeito das plantas que atuam como reservatorios naturais do CABMV (SILVA et
al., 2012). Outro aspecto importante na epidemiologia do EFM, é a transmissdo de modo
nao persistente, que dificulta o controle do virus, uma vez que o controle quimico e/ou
biolégico dos afideos vetores é ineficiente (ATIRI, 1986; BELLIURE et al., 2011).

Em condi¢Bes de campo, a infecgdo priméria dos virus transmitidos de maneira ndo
persistente corresponde ao "limiar" da disseminacdo, sendo este um fator extremamente
importante para o estabelecimento da infeccdo secundéaria. Portanto, a infec¢do primaria
depende ndo somente da abundancia das revoadas dos afideos, como também da
diversidade, concentragdo populacional e proximidade de outras espécies de plantas que
atuam como reservatérios do virus (NELSON; TUTTLE, 1969). Porém, quando a espécie
cultivada também € hospedeira do inseto vetor, uma consideravel queda da disseminacgéo
do virus, a partir da infeccdo secundaria, € observada (WATSON; HEALY, 1953; NELSON,;
TUTTLE, 1969). Diante deste fato, a disseminacdo secundéaria dos virus transmitidos de
maneira nao persistente é favorecida quando os seus vetores ndo colonizam a cultura, como
observado no caso da interacéo das espécies do género Aphis, em especial A. gossypii, na
transmisséo e disseminagdo do CABMV, em maracujazeiro em Pariquera-Acu (Vale do
Ribeira, SP). Esta relacdo também foi constatada em estudos epidemioldgicos realizados na
Costa do Marfim (Africa), quando se observou, em cultivos de maracujazeiros, a interacdo
de A. spiraecola na epidemiologia do Passion fruit ringspot virus (PFRSV, Potyvirus) (WIJS,
1974)

No pomar de maracujazeiro monitorado em Pariquera-Ac¢u, foram capturadas e
identificadas dezesseis espécies de afideos, indicando uma baixa diversidade da afidofauna.
Esses dados corroboram com os ja obtidos em pomares de maracuja, no Brasil, em
levantamentos realizados por Narita (2007), na regido da Alta-Paulista e Garcez (2012), na
regido Leste Paulista. Monitoramentos em pomares de maracuja, realizados no Kenya

(Africa), mostraram que a afidofauna também é pouco diversificada, sendo registradas oito
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espécies de afideos (KILALO et al., 2013). Essa baixa diversidade da afidofauna é
justificada, pois em regides tropicais o nimero de espécies de afideos tende a ser menor
devido a elevada diversidade floristica encontrada nessas regides, o que torna mais dificil
para uma determinada espécie de afideo localizar e colonizar sua hospedeira (STERN et al.,
1995).

Porém, quando considerada a relacdo entre afideos polifagos e virus transmitidos de
maneira ndo persistente, a elevada diversidade de espécies de plantas em um ambiente
pode se tornar um fator benéfico para a manutencdo do in6culo da doenca no campo.
Diversas espécies de plantas silvestres e da vegetacdo espontadnea, bem como plantas
cultivadas podem nao ser colonizadas por espécies de afideos, porém, durante a picada de
prova, caso sejam suscetiveis ao virus, passam a atuar como reservatérios naturais. Fato
constatado para o CABMV, em transmissdes experimentais, realizadas em espécies de
fabaceas da vegetagdo esponténea, silvestres e alimenticias (SILVA et al., 2012).
Epidemiologicamente, outro exemplo a se considerar é a constatacdo do CABMV em
cultivos de gergelim (Sesamum indicum L., Pedaliaceae), no Paraguai (GONZALES-
SEGNANA et al., 2013).

Em contrapartida, os afideos sdo mais abundantes em regiées temperadas, ndo
devido somente a baixa diversidade biolégica de espécies botanicas, como também devido
a condicdo climética favoravel (DIXON; KINDLMANN, 1990). Este fato foi fortemente
evidenciado em levantamentos da afidofauna realizados na Finlandia no periodo de 2007 a
2010, em areas tradicionalmente utilizadas para a producao intensiva de batata semente,
intercaladas com florestas mistas de Betula spp., Pinus spp. e Picea spp, situadas na Zona
Costeira do Golfo de Bothnia (64°46N, 25°32E) (KIRCHNER et al., 2013). De acordo com
estes autores, as condi¢des climaticas no periodo de avaliagdo foram de temperatura média
de 5°C e precipitacdo maxima acumulada no periodo de 400 mm, o que favoreceu
positivamente a afidofauna local, constituida por 41 espécies.

No levantamento da afidofauna, em Pariquera-Acu, esta caracteristica regulatoria
das espécies de afideos com relacdo as condi¢cdes bioecologicas foi confirmada pela
auséncia de afideos nas amostragens realizadas nas armadilhas amarelas (adesivas e de
dgua Moericke), dispostas na Mata Atlantica adjacente ao pomar de maracuja. Esses
resultados divergem aos descritos por Lazzarotto e Lazzari (1998) e Tavares (1996), que
relataram, respectivamente, uma diversidade de 87 e 38 espécies de afideos em éareas de
Mata Atlantica. Porém, amostragens da afidofauna, também realizadas ao nivel do mar, em
uma area de Mata Atlantica situada no estado do Parand, Lazzari e Lazzarotto (2005)
descreveram uma menor diversidade de espécies de afideos que variou, de acordo com as
condicBes climaticas registradas, entre 27 a 34 espécies capturadas. Esses resultados

divergem aos obtidos em Pariquera-Acu, provavelmente devido a sua localizacdo
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geografica, pois de acordo com Qiao e Zhang (2004), quanto mais negativo for o gradiente
latitudinal, no hemisfério Sul, maior sera a riqueza de espécies de afideos. Fato constatado
para o posicionamento geogréfico referente a latitude de Pariquera-Acu (24°36'41.14"S),
superior as registradas nos levantamentos da afidofauna realizados no Estado do Parana.

Do total de espécies de afideos capturadas no pomar de maracujd monitorado, 50%
eram polifagas, o que permite estabelecer que estas espécies apresentavam o habito de
alterar de hospedeira de forma facultativa ou obrigatéria (POWELL; HARDIE, 2001). De
acordo com Lazzari e Lazzarotto (2005) as espécies polifagas podem distribuir-se mais
amplamente, tanto temporal quanto espacialmente, dependendo da disponibilidade de
plantas hospedeiras. Este fator rege a abundancia de algumas espécies de afideos que
podem estar presentes durante todo ano, mas com épocas de maior incidéncia, enquanto
outras ocorrem apenas em uma estacdo do ano (CERMELI, 1970). Esta caracteristica &
fundamental na epidemiologia dos virus transmitidos de maneira ndo persistente, uma vez
gue, dentre os insetos vetores descritos, os afideos se caracterizam por serem 0s mais
eficientes devido a polifagia da maioria das espécies e por serem 0s Unicos que realizam
picadas de prova (PIRONE; PERRY, 2002).

Vale ressaltar que plantas de maracuja ndo sao colonizadas por nenhuma espécie
de afideo em condigcbes de campo. Fato também constatado durante o monitoramento
(dados néo apresentados). Entretanto, A. gosssypii e T. aurantii, na auséncia de outras
plantas hospedeiras, ja foram descritas colonizando maracujazeiro (SOUZA-SILVA,
ILHARCO 1995). Em condi¢cdes de casa de vegetacdo, Di Piero et al. (2006) também
constataram que maracujazeiros sdo passiveis de serem colonizados por A. gossypii, na
auséncia de plantas de Solanaceae e Cucurbitaceae.

Das dezesseis espécies de afideos capturadas durante o levantamento, seis eram
pertencentes ao género Aphis que, de acordo com estudos taxondmicos, é constituido por
cerca de 500 espécies que se encontram indistintamente distribuidas em todos os
continentes. A maioria destas espécies é registrada no Hemisfério Norte, sendo poucas
nativas da América do Sul, Nova Zelandia e Australia (htpp://aphidsonwordplants.info, data
de acesso 18 de marco de 20013). Porém, trabalhos de filogenia, associando métodos
moleculares e morfométricos, apontam que as espécies de afideos descritas no Hemisfério
Norte sdo ancestrais das espécies relatadas como comuns no Hemisfério Sul (VON
DOHLEN; TEULON, 2003).

De acordo com a abundéncia e diversidade de afideos alados pertencentes ao
género Aphis capturados no pomar de maracuja monitorado, foi possivel concluir que estes
sdo, epidemiologicamente, os principais responsaveis pela transmisséo e disseminacao do
CABMV em Pariquera-Acu (Vale do Ribeira). A maioria das espécies pertencentes a esse

género sao polifagas e colonizam diversas espécies de plantas de Fabaceae e Asteraceae,
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0 que garante a manutencdo de um grande numero de espécies desse género no campo
durante praticamente todo ano (BLACKMAN; EASTOP, 2000). Fato constatado no campo
monitorado, uma vez que das seis espécies de Aphis descritas, apenas A. nerii se
caracteriza como espécie oligéfaga (SOUSA-SILVA; ILHARCO, 1995). Estudos
epidemiol6gicos em pomares de maracuja-azedo realizados em municipios das regifes do
Leste Paulista (Campinas, Pinhalzinho) e Oeste Paulista (Marilia, Guaimbé e Ocaugu),
demonstraram que o género Aphis, de acordo com a abundéncia, apresentou potencial para
a transmissao e disseminacdo do CABMV, corroborando com os resultados obtidos no
presente trabalho (YUKI, 1990; NARITA, 2007; GRACEZ, 2011).

De acordo com Dixon et al. (2009), a relacdo entre as temperaturas maximas e
minimas atuam, de forma generalizada, no desenvolvimento dos insetos. Esta condicao
permite obter uma classificacdo baseada na variagdo filogenética, que ndo pode ser
estatisticamente comprovada. Assim, de acordo com a influéncia da temperatura na biologia
dos insetos, esses mesmos autores descrevem que as espécies de insetos, de acordo com
a ordem, podem se agrupar em dois complexos distintos: (i) Hemipteroide; e (ii)
Endopterigota. No complexo Hemipteroide estdo inseridas as ordens Psocoptera,
Thysanoptera e Hemiptera; no complexo Endopterigota estdo compreendidas as ordens
Neoroptera, Coleoptera, Diptera, Hymenoptera e Lepidoptera. Porém, no complexo
Hemipteroide, onde esté@o inseridos os afideos, é que se observa a maior influéncia das
variaces da temperatura na biologia das popula¢ges. Fato observado no levantamento da
afidofauna realizada no presente trabalho, cuja temperatura média anual foi de
aproximadamente 21°C, atuando de forma fraca negativa na dindmica populacional da
afidofauna na area monitorada, e estando de acordo com os resultados obtidos por Charnov
e Gillooly (2003), que relataram que as variagfes termais mais favoraveis para os insetos
estdo em torno de 20°C. Portanto, no caso do municipio de Pariquera-Agu, provavelmente
um dos fatores limitantes mais impactantes para a determinagdo da baixa diversidade e de
revoadas das espécies que compuseram a afidofauna local foi a qualidade dos alimentos
(diversidade floristica e estadio de desenvolvimento das plantas), e ndo as condicdes
ambientais. De acordo com Lazzari e Lazzarotto (2005), a disponibilidade de alimento
interfere diretamente na flutuacdo sazonal das espécies que compdem a afidofauna local
devido, principalmente, ao habito alimentar dos afideos. De acordo com Dixon e Kindlmann
(1990), hd uma maior quantidade de afideos em regides onde a riqgueza de plantas
hospedeiras € menor, como acontece em monoculturas, ao contrario a eficiéncia desses
insetos de encontrar suas plantas hospedeiras € mais baixa onde h& maior diversidade de
espécies vegetais. De acordo com Pautasso e Powell (2009), a riqueza de espécies de
afideos esta diretamente relacionada com a interferéncia humana no ambiente, como

observado nas vastas areas de monocultura da Europa, onde condi¢cdes ambientais também
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sdo favoraveis (clima temperado, baixa diversidade floristica). Condi¢Ges inversas foram
observadas para o estabelecimento da afidofauna na area monitorada, uma vez que o Vale
do Ribeira apresenta a maior area preservada de Floresta de Mata Atlantica do Brasil, onde
séo registradas diferentes formacdes florestais como manguezal, jundu e mata tropical
fluvial, com uma grande diversidade de espécies silvestres como jequitibds, canelas,
figueiras, guapuruvus, além de outras espécies do substrato arbustivo, com areas reduzidas
destinadas somente a producdo de maracuji, banana, cha, abacate, goiaba e plantas
nativas (acai e pupunha) (DIEGUES, 2007; AGRIANUAL, 2013).

No campo de maracuja monitorado, as maiores revoadas de afideos ocorreram: (i)
no inverno com temperaturas médias entre 12°C a 21°C e pluviosidade de 181 mm,
concentrada na Ultima semana de julho e na metade de setembro; e (ii) nho outono com
temperaturas variando entre 15°C a 25°C e pluviosidade total de 221 mm, concentrada na
pendltima semana de junho. Segundo llharco (1992), a ocorréncia da maioria das espécies
de afideos é registrada durante as esta¢cbes do ano em que as temperaturas sdo mais
amenas. Isto se deve ao fato das espécies presentes, no Brasil, serem originarias de
regides temperadas (DIXON et al.,, 1987; PAUTASSO; POWELL, 2009). No entanto,
Lamborot e Guerrero (1979) relatam que o crescimento populacional dos afideos é
favorecido em periodos mais secos, fato que estd de acordo com os resultados obtidos
durante o monitoramento realizado em Pariquera-Acu quando, no verdo, foi registrado o
menor numero de exemplares de afideos capturados, sendo que nesse periodo as
temperaturas médias oscilaram entre 20 a 28°C e a pluviosidade total foi de 590 mm,
distribuida entre os meses de janeiro a mar¢co de 2013 (ANEXO C). Comportamento
semelhante foi observado por Garcez (2012), que também constatou um decréscimo da
populacdo de afideos no periodo do verdo, na regido Leste Paulista. Carvalho et al. (2002)
demostraram que periodos com pluviosidades prolongadas sédo desfavoraveis aos afideos,
visto que estes se encontram em partes vulneraveis da planta, podendo ser lavados com
facilidade. No periodo avaliado, por meio da correlacdo de Pearson, constatou-se que a
pluviosidade né&o foi um fator preponderante para os relatos de baixo indice de revoadas
registradas, uma vez que esta condicdo ambiental se caracterizou como infima positiva para
a afidofauna local.

Fatores climéticos influenciam diretamente e distintamente para cada espécie de
afideo, interferindo pontualmente na dinamica populacional da afidofauna (ROBERT, 1987).
Durante o periodo de levantamento realizado no pomar de maracuja em Pariquera-Acu, A.
gossypii, T. aurantii e A. nerii, foram beneficiadas pelos indices pluviométricos e de
temperaturas médias registradas, ou seja, apresentaram correlacdes positivas e nao
interferiram negativamente na dinamica populacional destas espécies. No entanto, a baixa

densidade populacional de algumas dessas espécies ocorreram, provavelmente, por outros
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fatores, ndo climaticos. Porém, as populacdes compostas por A. fabae, Pemphigus spp., A.
craccivora e A. solanii foram negativamente influenciadas pelos indices pluviométricos e de
temperaturas. No caso das espécies A. nasturtii, U. ambrosiae, P. nigronervosa, T. citricidus,
B. brassicae e H. lactucae, o fator limitante na dinamica populacional foi a temperatura,
enquanto que os indices pluviométricos nado interferiram na sua dindmica populacional
(Anexo C).

Neste trabalho, de acordo com as analises de abundancia e diversidade e,
consequente descricao da afidofauna local, foi possivel constatar que as espécies do género
Aphis foram as mais importantes na epidemiologia do CABMV.

De acordo com as caracteristicas bioecoldgicas, Aphis gossypii apresenta
distribuicdo mundial, sendo considerada a espécie de afideo mais abundante em regides de
clima tropical, podendo se alimentar de 912 espécies pertencentes a 116 familias boténicas
(PECCOUD et al., 2010; BLACKMAN; EASTOP, 2011). Por ser uma espécie que coloniza
um amplo espectro de plantas, A. gossypii esteve presente no campo durante todo o
periodo de coleta realizada no pomar de maracuja monitorado, sendo também considerada
a mais abundante e ocupando a primeira posi¢do no ranking geral e classificacdo como
espécie comum. As maiores revoadas foram constatadas durante o outono, quando as
temperaturas médias registradas foram de 20°C. Soglia et al. (2002), em estudos realizados
em casa de vegetagcdo com crisantemo, demostraram que a faixa ideal para o
desenvolvimento de A. gossypii esta entre 18 e 25°C. Vale ressaltar que, no pomar
monitorado, durante trés estacbes do ano, com excecdo do inverno, as temperaturas
médias ficaram nesta mesma faixa (ANEXO C). Este resultado corrobora com os obtidos por
Garcez (2012), que também classificou a espécie como comum na regido do Leste Paulista,
e Kilalo et al. (2013) que relataram que esta espécie foi a mais capturada em regides
distintas no Kenya, Africa.

E importante ressaltar que A. gossypii, além de ter sido relatada no pomar de
maracuja durante todo o periodo monitorado, é também descrita como uma eficiente
espécie vetora do CABMV, com taxa de transmissado variando entre 75 a 100% (DI PIERO
et al., 2006). No entanto, Costa et al. (1995) em ensaios experimentais, relataram uma
eficiéncia de transmissdo dessa espécie de 33,3%. Estes resultados, referentes a eficiéncia
de transmisséo, associados a dindmica populacional da afidofauna descrita no pomar de
maracuja, em Pariquera-Acu, confirmam a importancia de A. gossypii na epidemiologia do
CABMV no Vale do Ribeira. Além disso, A. gossypii tem uma forte especializacédo ecoldgica
com Cucurbitaceae (meldo, abdbora, abobrinha e melancia), Malvaceaea (algod&o, ocra e
hibisco ornamental), Solanaceae (batata, pimenta, pimentdo e berinjela), citros e algumas
plantas ornamentais incluindo crisantemo e Hibiscus spp. (EBERT; CARTWRIGHT, 1997).

Porém, de acordo com Carletto et al. (2009), no Brasil, ha exclusivamente a ocorréncia de A.
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gossypii derivada do grupo das malvaceas, originarias exclusivamente de plantas de
algoddo (cotton-derived). E importante também ressaltar que, independentemente da
condicdo climética e das caracteristicas biol6gicas e ecologicas da area monitorada, A.
gossypii se caracteriza como uma das espécies mais abundantes e importantes na
epidemiologia de varias doengas causada por virus. Fato constatado em estudos
epidemioldgicos da disseminacdo do Sweet potato feathery mottle virus (SPFMV), Sweet
potato virus G (SPVG) e Sweet potato virus 2 (SPV2), espécies de Potyvirus transmitidas de
maneira ndo persistente por afideos, em &reas de cultivo intensivo de batata-doce
localizadas na Luisiana e Mississipi (EUA) (WOSULA et al., 2013).

Por sua vez, Aphis nasturtii é relatada em quase todos os continentes, com excec¢ao
da Austrdlia, e coloniza um extenso grupo de plantas herbaceas, principalmente no verao
(MULLER, 1978). No entanto, no presente trabalho, as maiores revoadas dessa espécie
foram constatadas no inverno, ocupando o primeiro lugar no ranking das espécies
capturadas. Essa espécie j4 foi relatada apresentando uma eficiéncia de 15% na
transmisséo do Potato virus Y (PVY, Potyvirus) para batata (SINGH et al., 1996), indicando
0 seu moderado potencial para atuar na transmissao de outros Potyvirus como o CABMV.

Aphis nerii € uma espécie que se caracteriza por ocorrer durante todo o ano,
principalmente em regides tropicais e subtropicais e tendem a formar grandes col6nias,
principalmente no verdo, em plantas ornamentais (GROETERS, 1993). No entanto, esse
afideo ndo ocorreu o ano todo no campo experimental, apresentando maior abundancia na
primavera, quando ocupou o0 primeiro lugar no ranking das espécies capturadas. Ao
contrario, Aphis craccivora, apesar de ser uma espécie comum em regides de clima
temperado moderado e tropical (BLACKMAN; EASTOP, 2011), e mesmo estando presente
no campo em baixas populagfes, provavelmente ndo é determinante para a disseminacao
do CABMV, pois, em condi¢cbes experimentais nao foi capaz de transmitir o virus (COSTA et
al.,1995). Aphis spiraecola, por sua vez, apresenta distribuicdo mundial (CAO et al., 2012), e
em estudos realizados na Costa do Marfim, Africa, foi o principal vetor do Passion fruit
ringspot virus, uma espécie tentativa do género Potyvirus (WIJS, 1974). Apesar da eficiéncia
de transmissdo do CABMV ainda néo ter sido avaliada, esse afideo tem potencial para atuar
como vetor desse virus no campo e atuar diretamente na epidemiologia do EFM. Outra
espécie que pode ser muito importante na epidemiologia do CABMV é Aphis fabae, que se
caracteriza por colonizar um vasto circulo de plantas hospedeiras pertencentes a diversas
familias botéanicas, incluindo algumas esséncias florestais e muitas plantas herbaceas
cultivadas, além de ocorrer em todos os continentes (KIM et al.,, 2006). Em condi¢cdes
experimentais, A. fabae transmitiu o CABMV com uma eficiéncia de 40% (GARCEZ, 2012).
Além disso, Garcéz et al. (2011) identificaram A. fabae colonizando plantas de Solanum

nigrum, em pomares de maracujazeiro no municipio de Pinhalzinho, SP.
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Outras espécies ndo pertencentes ao género Aphis também foram relatadas
realizando revoadas sobre o pomar de maracujd monitorado. Myzus persicae esteve
presente durante todo o periodo de monitoramento, porém em baixas populacdes. No
entanto, este afideo € um eficiente vetor de espécies de potyvirus, apresentando, por
exemplo, eficiéncia de transmissdo de 40% para o PVY e 37,5% para o CABMV em
maracuja-azedo (SINGH et al.,, 1996; COSTA, 1996). No inverno, constatou-se a maior
revoada dessa espécie quando as temperaturas registradas ficaram em torno de 17°C.
Costa (1970) observou que as maiores revoadas de M. persicae ocorrem em temperaturas
entre 16°C e 20°C. No presente trabalho, observou-se que o fator climatico determinante
para a dindmica populacional dessa espécie no campo foi a temperatura, sendo que no
verdo, época que se constataram as maiores temperaturas ndo houve revoada dessa
espécie, no entanto nas outras trés estagdes as temperaturas médias ficaram na faixa ideal
para o estabelecimento de col6nias em reservatérios naturais e revoadas sobre a cultura do
maracuja.

As espécies U. ambrosiae, presente no outono e primavera, e T. citricidus, presente
no inverno e primavera, ocorreram com baixos indices populacionais. Porém, estas duas
espécies, em ensaios experimentais apresentaram alta eficiéncia na transmissao do
CABMV, que variou entre 50% e 37,5%, respectivamente (COSTA, 1996).

As espécies B. brassicae e H. lactucae, que sobrevoaram o campo em baixas
concentracdes na primavera e se caracterizaram como espécies raras, ndo foram
consideradas importantes para a epidemiologia do CABMV, uma vez que em condicbes
experimentais ndo transmitiram o virus (COSTA et al., 1995, COSTA, 1996). Da mesma
forma, Pemphigus spp., apesar de ter sido classificado como espécie comum na regiao,
provavelmente ndo se caracteriza como um importante vetor para o CABMV, uma vez que a
sua biologia ndo o favorece como vetor por ser um afideo oligofago, com pouca mobilidade
por colonizar especificamente raizes de diversas espécies de Asteraceae.

Com relag&o a incidéncia, o virus foi detectado, inicialmente, nas plantas oriundas de
mudas baixas, sendo que sua disseminagdo também foi mais rdpida entre as plantas
provenientes desse sistema de cultivo, quando comparadas ao pomar formado por mudas
altas. Algumas hipoteses podem ser discutidas para explicar esse resultado, como por
exemplo: (i) a cor verde menos intensa das folhas novas das mudas baixas pode ser mais
atrativa para os afideos (KENNEDY; STROYAN, 1959), o que aumentaria o numero de
visitas ou pousos nessas folhas e, consequentemente, possibilitaria um maior nimero de
picadas de prova, aumentando a eficiéncia de transmissao; (ii) mudas levadas ao campo
mais desenvolvidas (mudas altas — 80 cm de altura), neste caso com mais que o dobro da
altura e com mais de trés meses de idade, quando comparadas com as mudas baixas (30

cm), sdo menos susceptiveis a infeccdo pelo CABMV, principalmente devido ao seu maior
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estadio de desenvolvimento fenoldgico, permitindo maior acumulo de cera nas folhas, que
atua como barreira fisica, minimizando a eficiéncia das picadas de prova (MELETTI et al.,
2010).

Portanto, independentemente da regido de cultivo do maracuja, a adocdo de
medidas preventivas de controle devem ser estimuladas entre os produtores. Porém, essas
medidas se fazem ainda mais importantes em regiées onde o cultivo do maracuja ja esta
fixado por muitos anos, fato constatado no Vale do Ribeira. A producdo de mudas em
condicbes protegidas por telados antiafideos e a formacdo de pomares com mudas
fenologicamente mais desenvolvidas sao praticas ja recomendadas para outras regidées do
estado de Sdo Paulo (MELETTI, 2011; NARITA, 2012) e devem ser adotadas nos
municipios produtores de maracuja do Vale do Ribeira. O escape também tem sido uma
medida interessante para retardar o aparecimento do virus nos pomares. Em regides em
que a cultura do maracuja é relativamente nova, observa-se um atraso na chegada do
CABMV, como observado por Garcez (2012), na regido de Pinhalzinho, SP, em que o virus
somente foi detectado apos o décimo terceiro més da implantagédo do pomar, o que garantiu,
no minimo, mais um ciclo de producao.

Outro fator a ser considerado refere-se a implantacdo do pomar em periodos fora
das maiores revoadas de afideos, possibilitando adequar o desenvolvimento das plantas
sem comprometer a producdo. No entanto, foi no verdo que ocorreram as menores
revoadas de afideos, época que ndo é recomendada para implantacdo do pomar no campo,
uma vez que nessa época 0 maracuja ja iniciou seu primeiro ciclo de producdo. Quando
considerado o periodo ideal para introducdo das mudas no campo (agosto a outubro),
observou-se que a implantacao tardia (outubro) do pomar € pratica recomendada, uma vez
gque as revoadas foram menores na primavera, quando comparadas ao outono. No entanto,
ressalta-se que as espécies do género Aphis foram abundantes durante todo o periodo
avaliado. Para tanto, avaliagbes anuais sucessivas multipontuais da afidofauna na regido do
Vale do Ribeira s@o necessarias para uma maior compreensdo e adequagdo da melhor
época de plantio do maracuja.

Acreditava-se que, até inicio da década de 1990, o virus causador da doenca do
endurecimento dos frutos do maracujazeiro (EFM), no Brasil, era o Passion fruit woodiness
virus (PWV). No entanto, Nascimento et al. (2004; 2006), a partir de sequenciamento e
andlises filogenéticas da regido genémica do virus correspondente a capa proteica (CP),
concluiram que os isolados virais descritos anteriormente, por meio de testes bioldgicos e
soroldgicos, como sendo o PWV, eram, na verdade, pertencentes & espécie Cowpea aphid-
borne mosaic virus (CABMV). Posteriormente, outros grupos de pesquisa confirmaram a
predominancia do CABMV como o Unico virus responsavel pela doenca do EFM no Brasil
(NARITA, 2007; BARROS et al., 2011; GARCEZ, 2012; MELO, 2011; NICOLINI et al., 2012;
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SILVA et al., 2012; SANTOS, 2013). Neste trabalho as sequéncias de CP completa, obtidas
dos isolados de maracuja provenientes das diferentes regides produtoras do estado de Séo
Paulo, Parana, Goias, e Distrito Federal confirmaram a predominancia do CABMV como
agente etioldgico da doenga do endurecimento dos frutos do maracujazeiro no Brasil.

Com objetivo de se obter uma reconstrucéo filogenética robusta para os isolados de
CABMYV, foram realizadas andlises filogenéticas de maxima parciménia (MP) e maxima
verossimilhanca (MV) para duas regides genOmicas diferentes, capa proteica (CP) e
incluséo citoplasmaética cilindrica (Cl), ambas consideradas importantes para a taxonomia
dos Potyvirus (ADAMS et al., 2005; 2012).

De modo geral as analises foram semelhantes. Em MP para a CP, os isolados de
CABMV foram distribuidos em quatro grupos. Os isolados de Séo Paulo sequenciados neste
trabalho formaram um grupo monofilético sustentado por um alto valor de bootstrap. No
entanto, os isolados provenientes do Distrito Federal e Parana permaneceram em um clado
formado por um isolado do Distrito Federal e com outros isolados do Nordeste. Vale
ressaltar que o maior grupo formado foi constituido por isolados de CABMV provenientes
tanto de diferentes regibes geograficas quanto de diferentes hospedeiras (leguminosas e
maracujd). No entanto, na analise de MV a regido correspondente a CP néo foi observada a
separacao de grupos de acordo com origem geografica e hospedeiro principal. No entanto,
ao contrério, Nicolini et al. (2012), de acordo com analises filogenéticas da CP de diferentes
isolados de CABMV, observaram a formacéo de cinco grupos distintos, denominados de
“‘gendtipos”, sendo cada “gendtipo” representado por um hospedeiro diferente.
Provavelmente, essa diferenca decorreu da analise de sequéncias de isolados provenientes
de regibes geogréficas muito préximas, o que inevitavelmente levou a formacgédo de alguns
clados com grupos de mesma origem geografica e mesma hospedeira. Além disso, a
presenca de isolados de Fabaceae em diferentes clados (“gendtipos”), incluindo um
denominado “gendtipo” 4 (Passion-flower-3), que contem isolados de maracujazeiro
(NICOLINI et al., 2012), reforcam a tese de que os isolados de CABMV néo se agrupam de
acordo com o hospedeiro.

Barros et al. (2011), ao analisarem sequéncias de nucleotideos da CP de isolados de
CABMV, constataram uma tendéncia de agrupamento por origem geogréfica e ndo em
funcdo do hospedeiro ou severidade dos sintomas. Nascimento et al. (2004) também
obtiveram resultados semelhantes quando analisaram as sequéncias da CP, havendo uma
correlacdo entre o nivel de identidade da CP dos isolados e sua origem geografica, o que
ndo ocorreu quando se correlacionou a sequéncia da CP com a capacidade dos isolados
infectarem maracujazeiro. Esse resultado foi reforcado por Damiri et al. (2013), que ao
analisarem sequéncias de nucleotideos da CP de isolados africanos de CABMV, nao

observaram o agrupamento dos isolados de acordo com o hospedeiro, visto que isolados
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virais de maracuja-azedo agruparam-se com isolados de abobrinha (Curcubita pepo cv.
‘Caserta’). As andlises filogenéticas realizadas no presente trabalho corroboram com os
resultados obtidos pelos autores acima mencionados, no que se refere ao ndo agrupamento
dos isolados de acordo com suas hospedeiras. Porém, nas analises realizadas neste
estudo, néo foi evidenciada uma tendéncia de agrupamentos de acordo com a origem
geografica.

Gibbs et al. (2008) em estudo de filogenia da CP de Potyvirus demonstraram que 0s
isolados de CABMV presentes no Brasil foram, provavelmente, derivados de uma estirpe de
CABMV de feijao-caupi proveniente da Africa, sendo trazidos por escravos africanos durante
a colonizacdo das Américas. Entretanto, nas analises de MV da regido da CP dos isolados
de CABMV sequenciados neste trabalho, observou-se que aqueles provenientes de Séo
Paulo permaneceram numa posi¢cao mais basal, enquanto que os dois isolados provenientes
da Africa permaneceram em clados mais internos. Analises com maior nimero de
sequéncias devem ser realizadas para confirmar a hipétese de Gibbs et al. (2008). Porém,
as sequéncias utilizadas pelos autores ndo foram disponibilizadas no trabalho, o que impede
analises mais completas.

Vale ressaltar que, no Brasil, a cultura do maracuja iniciou-se no Estado de Sao
Paulo, mais precisamente na cidade de Bebedouro, na década de 1960. Posteriormente,
somente vinte anos mais tarde, no inicio da década de 1980, a cultura se instalou no Vale
do Ribeira, regido que compreende o municipio de Jacupiranga e Pariquera-acu, de onde
provem um dos isolados sequenciados neste trabalho (GONCALVES; SOUZA, 2006;
MELETTI, 2011). Interessante verificar que, na filogenia da CP, observou-se que isolados
paulistas, principalmente os provenientes da regido de Jacupiranga e Adamantina,
apresentaram uma posi¢do mais basal na arvore filogenética, podendo-se inferir que as
linhagens que deram origem a esses isolados, provavelmente, sdo ancestrais dos demais
isolados de CABMYV brasileiros. Além disso, o isolado proveniente de Jacupiranga (estado
de Sao Paulo) também se apresentou como o principal (major) parental dos recombinantes
provenientes dos estados de Minas Gerais (HQ880243 e DQ397525) e Pernambuco
(DQ8B0242). Esses resultados estdo de acordo com a evolucéo do cultivo do maracujazeiro
no Brasil (MELETTI, 2011) e deixam duvidas sobre a origem do CABMV, inicialmente
atribuida as introducées de feijdo-caupi provenientes da Africa (GIBBS et al., 2008). Nicolini
et al. (2012), porém, ndo observaram eventos de recombinagdo entre os isolados de
CABMV analisados, possivelmente por ndo terem analisado as sequéncias de S&o Paulo
estudadas neste trabalho.

Quando as analises filogenéticas foram realizadas para parte da regido da CI
(parcial) também néao foi possivel observar agrupamentos de acordo com regido geografica

e hospedeiros. Uma das dificuldades nessas analises da Cl, € que ha apenas trés
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sequéncias completas disponiveis no GenBank e nenhuma da CI, o que impossibilita
compara¢gfes mais abrangentes. Porém, o que chamou a atencdo, é que nas analises
filogenéticas da Cl, observou-se que a divisdo dos grupos ocorreu de acordo com as regides
em que a cultura do maracuja ja era difundida ha mais tempo, como nos municipios de
Bauru-SP, Alvinlandia-SP, Adamantina-SP, Garca-SP, Jacupiranga-SP, Ferndo-SP e Sé&o
José da Boa Vista-PR. Isolados virais de areas em que a cultura do maracuja foi introduzida
recentemente, como Campinas-SP, Monte Alegre do Sul-SP, Planaltina-DF e Urutai-GO
permaneceram no mesmo grupo monofilético.

No Brasil, principalmente no Estado de S&do Paulo, a busca por novas areas de
cultivo de maracuja, distantes das areas tradicionais, tem sido um meio de, pelo menos,
promover um atraso na entrada do CABMV nos pomares novos (GARCEZ et al., 2011).
Porém, mesmo distante das areas em que o virus € endémico e de pomares infectados, o
virus acaba entrando no sistema, 0 que levanta a hiptese de que deve haver importantes
fontes de inoculo naturais ainda ndo determinadas. E possivel que em areas novas de
cultivo de maracuja o reservatério do CABMV esteja em espécies de Fabaceae da
vegetagdo nativa, e que, muito provavelmente, o virus tenha se adaptado para infectar
maracuja, como sugerido por Gibbs et al. (2008). Espécies de Fabaceae da vegetacdo
nativa do género Senna spp. e Macroptilium spp., além outras Fabaceae utilizadas para
adubacéo verde como Crotalaria spp. € Mucuna spp., podem estar fazendo este papel, uma
vez que ja foram confirmadas como hospedeiras do CABMV (NICOLINI et al., 2012; SILVA
et al., 2012).

A obtencdo e implantacdo de mudas altas no campo pode, em principio, parecer
mais oneroso, principalmente devido aos custos com méo de obra e gastos com agua de
irrigacdo. No entanto, esse custo pode ser compensado no momento de implantacdo do
pomar devido a menor perda de mudas altas em relacdo as baixas, refletindo em menor
gasto para a reposicao. Além disso, quanto a qualidade de polpa e rendimento de frutos,
observou-se que os frutos produzidos a partir de plantas oriundas de mudas altas se
mostraram superiores. Outro fator a ser considerado foi a infeccao pelo CABMV, que apesar
das mudas altas ndo terem retardado a entrada do virus no pomar, ocorreu um maior
periodo de laténcia, que pode ter refletido na qualidade e producdo por, pelo menos, mais
um ciclo produtivo. Dessa forma, o produtor ndo teria custos para a implantagdo de um novo
pomar, compensando 0s gastos iniciais para a producdo de mudas altas.

A partir das principais expressfes dos sintomas, nos frutos de maracuja, induzidos
pelo CABMV como espessamento do pericarpo, reducdo do tamanho e do volume de polpa
e deformac@es torna-se inviavel a sua comercializacdo in natura, pois a sua classificacdo é
atribuida de acordo com os paréametros de tamanho (diametro) e defeitos encontrados no

fruto (CEAGESP, 2004b). O melhor rendimento de polpa associado as melhores qualidades
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fisico-quimicas, pode proporcionar, principalmente ao pequeno agricultor, a manutencdo do
pomar por pelo menos mais um ciclo produtivo, mesmo depois da detec¢éo do virus, tendo
como opcdo o escoamento da producdo para a fabricacdo de produtos derivados do
maracuja, sendo o principal subproduto o suco (ROSSI et al., 2001). O alto indice de acidez
do suco € um fator desejavel para a industria, uma vez que a acidez reduz a adi¢cdo de
acidulantes no suco (NASCIMENTO, 1996). Essa caracteristica também é interessante para
0 mercado de fruta fresca, uma vez que o consumidor prefere frutos mais doces e menos
acidos (CAVICHIOLI et al., 2008).

Ha alguns padrdes estabelecidos pelo mercado com relacdo aos parametros fisico-
guimicos para que o fruto se adeque a faixa de aceitacdo comercial. No caso da ATT, pode
variar de 3,2% a 4,5%, e no caso dos sélidos sollveis totais é aceitavel de 13 a 15°Brix
(COSTA et al.,, 2008). Os frutos de maracuja-azedo ‘Sul-Brasil’, avaliados no presente
trabalho, em ambos os sistemas de producgéo, atenderam as exigéncias do mercado para
consumo in natura e para a industria, uma vez que apresentaram meédias de ATT em torno
de 4,42 e 11°Brix. Vale ressaltar que os valores dos coeficientes de variacdo, observados
nas andlises fisico-quimicas dos frutos, podem estar relacionados a heterozigozidade das
plantas, pelo fato destas serem oriundas de propagacéo por sementes, 0 que provavelmente
resultou em uma elevada variabilidade genética entre as plantas avaliadas (SILVA et al.,
2005).

O mercado de sucos encontra-se em constante ascensédo no Brasil, 0 que torna a
comercializacdo da polpa, principalmente congelada, um investimento lucrativo e com
custos relativamente baixos para o produtor (MORZELLE et al., 2009). O comércio de polpa
congelada € uma alternativa para estocar a producéo e vender quando 0s pre¢os estiverem
mais interessantes, geralmente nas entressafras, além de proporcionar o aproveitamento
das frutas improprias para o comércio in natura. Outra op¢ao para o produtor comercializar a
segunda safra de maracuja (normalmente com 100% das plantas infectadas pelo CABMV)
seria a personalizacdo do seu produto, o que pode diferencia-lo dos demais, agregando
valor, aumentando a renda e garantindo a sua fixagdo no campo. Outra opcdo seria a
comercializacdo de folhas para a industria fitoterqpica uma vez que o CABMV ndo interfere
na sintese das vias metabdlicas secundarias dos alcaloides e flavonoides (TOMOMITSU et
al., 2014).

Em estudos realizados por Ribeiro et al. (2012), avaliando diferentes estadios
fenolégicos de mudas de maracuja (0,30 cm, 0,70 cm, 1,10 cm, 1,50 cm e 1,90 cm), os
autores constataram que o tamanho de frutos, qualidade de polpa e produtividade
apresentaram melhores resultados em mudas tardias. Por sua vez, Laredo (2013) utilizando
mudas maracujazeiro cv. Redondo, em diferentes estadios fenoldgicos observaram que para

0s parametros numero de gavinhas, comprimento dos ramos, numero de folhas, nimero
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médio de flores; peso de fruto, didmetro do fruto, teor de sdlidos solluveis, acidez total
titulavel e produtividade média (kg/ha), resultados foram superiores quando as mudas foram
introduzidas tardiamente. Esses dados corroboram aos obtidos no presente trabalho,
qguando foi constatado que frutos colhidos de plantas oriundas de mudas altas (0,80 cm)
apresentaram melhores resultados fisico-quimicos e rendimento de polpa.

Em resumo, no presente trabalho, analises filogenéticas indicaram uma elevada
variabilidade genética de isolados de CABMV provenientes de pomares de maracuja-azedo
de diferentes regibes produtoras do Estado de Sdo Paulo e alguns pomares do Parana,
Goias e Distrito Federal. Porém, ndo houve um claro agrupamento dos isolados por regido
geografica ou por hospedeiro. No pomar monitorado no presente trabalho foram capturadas
e identificadas 16 espécies de afideos, sendo que espécies do género Aphis foram
consideradas as mais importantes na epidemiologia do CABMV no Vale do Ribeira. Diante
da néo disponibilidade de variedades de maracujazeiro resistentes ao CABMV, e em fungéo
da dificuldade e ineficiéncia do controle quimico dos afideos vetores, visando a reducgéo da
suscetibilidade do maracujazeiro ao CABMV, foi avaliado um pomar formado com mudas
altas e mudas baixas da mesma variedade (‘Sul Brasil’). Observou-se que, tanto a chegada
do virus, o aparecimento dos sintomas nas plantas como a disseminacao do virus no pomar,
foi mais rapido nas plantas oriundas de mudas baixas. Além disso, alguns parametros como
rendimento de polpa, ATT e °Brix foram significativamente superiores em frutos colhidos de
plantas oriundas de mudas altas. Essas observagbes reforcam as recomendacdes da
importancia da producdo de mudas em condicbes protegidas com tela antiafideos, e a
formagdo do pomar com mudas desenvolvidas (com pelo menos 80 cm de altura) e livres de
virus. O emprego dessas tecnologias, consideradas de baixo custo, pode ser uma garantia
para o incremento do rendimento da producdo de maracuja e da renda do pequeno produtor
do Vale do Ribeira.
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7. Conclusoes

e Analises filogenéticas de isolados de CABMV, provenientes de diferentes regides
produtoras do estado de S&o Paulo, Parand, Goias e Distrito Federal, indicaram uma
elevada variabilidade genética;

e De acordo com as andlises filogenéticas, realizadas com sequéncias da capa
proteica (CP) e da incluséo citoplasmatica cilindrica (Cl) de isolados de CABMV, néao
foi possivel observar agrupamentos por regiao geogréfica e/ou hospedeiro;

o A afidofauna local que sobrevoou o pomar de maracuja, situado em Pariquera-Acu
(Vale do Ribeira, SP), foi constituida por dezesseis espécies de afideos pertencentes

a onze géneros;

¢ Revoadas constantes de afideos foram descritas no pomar de maracuja durante todo
o periodo de monitoramento da afidofauna. Porém, as espécies apresentaram a
tendéncia de se separar e formar dois grupos sobrepostos distintos com grande
potencial para a disseminacdo do CABMV, independentemente do periodo do ano

considerado;

e Das espécies de afideos que sobrevoaram o pomar de maracuja, 50% eram
oligéfagas e 50% eram polifagas, o que permitiu constatar um equilibrio da

populacdo, com relacido ao habito alimentar;

e Apesar do equilibrio da populacdo de afideos, com relagdo ao habito alimentar, a
maioria das espécies polifagas foi mais abundante, favorecendo a introdugao,
transmissdo, manutencao e consequente disseminacdo do CABMV no pomar de

maracuja;

e Os parametros epidemiolégicos empregados para a descricdo da afidofauna
permitiram estabelecer que os afideos do género Aphis se caracterizaram como 0s

principais vetores associados a transmissao do CABMV;

e Dentre as seis espécies do género Aphis relatadas, A. gossypii foi a mais abundante
e comum no pomar de maracuja, 0 que evidenciou a sua importancia na

epidemiologia do CABMV, na area monitorada;
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¢ Mesmo com a constatagdo de baixas revoadas e da baixa diversidade de espécies
de afideos, a afidofauna alada relatada neste trabalho, apresentou grande potencial

para a transmissao e disseminagao do CABMV;,

e A introducdo do virus no pomar ocorreu, praticamente, no mesmo periodo para
ambos os sistemas de cultivo (mudas altas e mudas baixas), porém, a expressao dos

sintomas foi tardia no pomar constituido por mudas altas;

¢ Aintroducgdo de tecnologias de producdo de mudas em condigdes protegidas, como
por exemplo, em telados antiafideos, associada a produgcdo de mudas mais
desenvolvidas, levadas a campo com no minimo 80 cm de altura, sdo praticas

recomendadas para o desenvolvimento da passicultura no Vale do Ribeira.
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Graficos de temperatura e pluviosidade de cada espécie de afideo quando submetidas ao
coeficiente de Pearson.
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Myzus persicae
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Aphis craccivora

Aphis craccivora

Pluviosidade total mensal (mm) r=-0,3740
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Aphis nerii Aphis nerii
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ANEXO B

indice de Jaccard utilizando o programa R e matriz desenhada para utilizagdo no calculo,
onde o nimero 1 corresponde a espécie presente e 0 corresponde a espécie ausente no

campo.

Coletas
ESPECIES JFMAMIJJASOND
Aphis gossypii 111111111111
Aphis nasturtii 100001111101
Aphis fabae 100001101100
Aphis craccivora 000101100001
Aphis spiraecola 000111101000
Aphis nerii 000O0O0O1101110
Myzus persicae 100101001010
Toxoptera aurantii 11 0000001110
Toxoptera citricidus 000000001100
Uroleucon ambrosiae 00 0 1 0 00000 1 O
Aulacorthum solani 000110110100
Pentalonia nigronervosa 0 0 0 1 0 0 0 0 01 0 O
Pemphigus spp. 100111110010
Macrosiphum euphorbiae 1 0 0 0 0 01 01 1 1 0
Hyperomyzus lactucae 0 0 0 0 0 000 0 0 0 1
Brevicoryne brassicae 0 0 0 0 0 0000 1 10
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ANEXO C

Dados de temperatura (média de cada 5 dias) e pluviosidade (média de cada cinco dias) das
guatro estagdes do ano de 2013, obtidos na estacdo meteorologica da APTA-Pariquera Acgu,
Vale do Ribeira, SP.
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