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RESUMO

RODRIGUES, G. B. Etiologia, ocorréncia e epidemiologia de uma
begomovirose do maracujazeiro na regido sudoeste da Bahia.

Vitoria da Conquista — BA: UESB, 2017. 65p. (Tese — Doutorado em
Agronomia, Area de Concentragio em Fitotecnia).*

Com este trabalho, objetivou-se identificar a espécie de begomovirus que
infecta maracujazeiros e a sua distribuicdo no sudoeste da Bahia, bem como
realizar a anélise espacial e temporal dessa begomovirose em dois cultivos de
maracujazeiros no municipio de Dom Basilio, Bahia, Brasil. O levantamento
da ocorréncia e a distribuicdo da begomovirose no sudoeste da Bahia foi
realizado em pomares de 57 propriedades, localizadas em 10 municipios,
quando foram avaliados quanto & presenca ou auséncia de plantas com
sintomas tipicos de begomovirus. A confirmagdo da infeccdo foi feita por
PCR, de uma amostra composta de cada municipio. Amplicons de 1.200 pb
foram sequenciados. O estudo da epidemiologia da begomovirose foi
realizado durante os meses de fevereiro a junho de 2012, em dois pomares
comerciais de maracuja amarelo localizados no municipio de Dom Basilio,
BA. Foi avaliada, quinzenalmente, a incidéncia da begomovirose, baseada na
presenca ou auséncia de plantas com sintomas caracteristicos da doenga. A
confirmagdo da infec¢cdo com o begomovirus foi feita mediante a realizagdo
de PCR, a partir de DNA total extraido de plantas sintomaticas coletadas nas
areas experimentais. Na analise espacial, foram calculados o indice de
dispersdo e a Lei de Taylor modificada , enquanto, na analise temporal, testes
de ajuste da curva de progresso da epidemia ao modelo exponencial foram
realizados. No levantamento da incidéncia da begomovirose, 235.000 plantas
avaliadas visualmente exibiram sintomas caracteristicos da doenc¢a, no més de
julho de 2014. As sequéncias de nucleotideos das amostras coletadas
revelaram uma identidade de 97-99% com o PSLDV. Os testes moleculares
concluiram que o begomovirus causador da begomovirose nos dois pomares
de maracuja amarelo localizados em Dom Basilio foi o Passionfruit severe
leaf distortion virus (PSLDV). Com o indice de dispersdo, verificou-se padrédo
agregado de distribuicdo de plantas sintomaticas em campo, para ambas as
areas, com aleatoriedade na area 2, até os 50 dias apds o plantio. Igualmente,
com a Lei de Taylor, constatou-se agregacdo da doenca nas areas 1 e 2. A
curva de progresso da begomovirose ajustou-se ao modelo exponencial.

Palavras-chave: Passiflora edulis f. flavicarpa, begomovirus, incidéncia de
doenca, PSLDV.

* Orientador: Quelmo Silva de Novaes, D.Sc. - UESB



ABSTRACT

RODRIGUES, G.B. Etiology, Occurrence and Epidemiology of the
Passionfruit Begomovirus Diseases in Bahia Southwest State, Brazil.
Vitéria da Conquista — BA: UESB, 2017. 65p. (Tese — Doutorado em
Agronomia, Area de Concentragio em Fitotecnia).*

The objectives of this work were to study the disease begomovirose
distribution on southwest Bahia and the spatial and temporal dynamic of
Passionfruit begomovirus diseases. The experiment was conducted in two
stages.The first experimental stage consisted in a begomovirus diseases
survey for occurrence and distribution in southwest of Bahia. Orchards from
57 properties, located in 10 cities, were evaluated for presence or absence of
typical begomovirus symptoms. The infection confirmation was made using
PCR on a sample for each city. Amplicons of 1200 pb were sequenced. During
the months of February to June of 2012, in the city of Dom Basilio, Bahia
state, two yellow passionfruit commercial orchards were evaluated fortnightly
for begomovirus diseases incidence based in presence or absence of plants
showing characteristics symptoms. The disease confirmation was realized by
PCR of symptomatic plants harvested in the experimental areas. The
epidemiological analyzes consisted in studying the spatial and temporal
progress of disease. The dispersion index and the Taylor's Law were
calculated. Adjustment tests were realized to adapt the disease progress curve
to a mathematical model. The begomovirus diseases survey at Bahia
southwest shows 235000 plants visually exhibiting symptoms characteristics
of the diseases. The nucleotide sequences from the collected samples revealed
a 97-99% identity with the PSLDV.The molecular tests showed that the
begomovirus responsible for the begomovirus disease in both yellow
passionfruit orchards in Dom Basilio was the Passionfruit severe leaf
distortion virus (PSLDV). The dispersion index displays an aggregate pattern
of distribution for symptomatic plants on the field, for both areas, with
randomness in area 2, until 50 days after planting. Equally, the Taylor's Law
confirm diseases aggregation in areas 1 and 2. The begomovirus disease
progress curve fitted to the exponential model.

Keywords: Passiflora edulis f. flavicarpa, begomovirus, Bemisia tabaci,
disease incidence, PSLDV

* Advisor: Quelmo Silva de Novaes, D.Sc. — UESB
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1 INTRODUCAO

Dentre as espécies e formas de passifloras, Passiflora edulis f.
flavicarpa (maracujd amarelo) € a que mais se destaca no Brasil. Sua
exploracdo apresenta importancia econémica e social no Pais, visto que é
cultivada essencialmente por pequenos produtores, cujas propriedades tém
entre 3 e 5 hectares, gera de 3 a 4 empregos diretos por hectare e ocupa de 7 a
8 pessoas, nos diversos elos da cadeia produtiva. Além disso, o retorno
econdmico é rapido e garante uma receita distribuida durante grande parte do
ano (MELETTI e outros, 2010).

O Brasil é o maior produtor de maracuja do mundo. Desde a década
de 1990, alteracdes na distribuicdo geografica dos pomares tém sido
observadas (GONCALVES e SOUZA, 2006). Nesse periodo, o estado do Para
deixou de ser um grande produtor e cedeu lugar para os estados da Bahia, do
Ceara e Espirito Santo. Do mesmo modo, o estado de Sdo Paulo, que se
destacou na producdo de maracuja no inicio dos anos 1990, teve uma
consideravel diminuicdo na area de producdo, em decorréncia da elevada
incidéncia de viroses (MELETT]I e outros, 2010).

Apesar do potencial de producéo da cultura, diversos problemas de
ordem fitossanitaria afetam o maracujazeiro e tém preocupado 0s seus
produtores. As doencas de etiologia viral tém se destacado como um dos
grandes entraves na producao dessa cultura. O endurecimento dos frutos do
maracujazeiro, causado pelo Cowpea aphid borne mosaic virus (CABMV),
era considerado a principal doenca virdtica que afeta a cultura, o que pode
ocasionar perdas de até 80% da produgdo (GIORIA e outros, 2000).

Nos anos de 2012 a 2014, em diversas propriedades no sudoeste da
Bahia, foi observado um aumento de plantas de maracujazeiros com sintomas
similares aos provocados por begomovirus, tais como: a presenca de mosaico

foliar de coloracdo amarela intensa, acompanhada de distor¢éo foliar severa,
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mé formacdo e distor¢bes dos frutos, bem como reducdo no crescimento da
planta (NOVAES e outros, 2003). Foi verificada ainda, uma grande infestacdo
de moscas brancas, identificadas como Bemisia tabaci bi6tipo B, nas plantas
de maracujazeiros em todos os cultivos observados.

Apesar de serem fundamentais para o entendimento da epidemia, 0s
estudos epidemiolégicos no patossistema begomovirus-maracujazeiro sdo
inexistentes. A epidemiologia consiste em estudar os diversos fatores
envolvidos no processo de introducdo e disseminacdo de uma doenca. Seu
estudo permite o entendimento da epidemia, o que é de fundamental
importancia para a ado¢do de medidas de controle.

Diante da presenga de um possivel begomovirus responsavel por
infectar maracujazeiros localizados em municipios baianos e da disseminacéo
desse patdgeno na regido, objetivou-se com este trabalho identificar a espécie
de begomovirus que infecta maracujazeiros e a sua distribuicdo no sudoeste
da Bahia, bem como realizar a analise espacial e temporal dessa begomovirose

em dois cultivos de maracujazeiros no municipio de Dom Basilio, Bahia.
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2 REFERENCIAL TEORICO

A cultura do maracuja amarelo (Passiflora edulis f. flavicarpa) possui
significativa importancia para o Brasil. No ano de 2013, a producéo foi de
838. 244 t, em uma area plantada de 58.089 ha, com um incremento de 8% na
producdo em relacdo ao ano de 2012. Em 2014, foram cultivados 57.183
hectares com a cultura de maracuja. A area colhida foi de 56.825 hectares com
uma producéo de 823.284 t, 0 que representa uma queda de 1,8% em relacdo
a 2013. Maiores quedas na produgdo foram registradas em 2015, quando
houve um decréscimo de 15,6% na producdo em relacdo ao ano de 2014. Dos
51.187ha plantados, foram colhidos 50. 837ha, com producéo de 694.539t
(IBGE 2012; 2013; 2014 e 2015).

O estado da Bahia destaca-se como o maior produtor nacional de
maracuja; é responsavel por cerca de 40% da producdo, com énfase no polo
fruticola de Livramento de Nossa Senhora, que detém metade da producgéo do
estado. Em 2014, a Bahia produziu 381.192 t de maracuja e gerou cerca de R$
344 milhdes (IBGE, 2014).

Nos altimos anos, a atividade vem ganhando significativo estimulo
em decorréncia das novas tecnologias geradas; entretanto, ainda enfrenta
alguns entraves que limitam o crescimento da cultura, sendo o0s principais
problemas relacionados a pragas, doengas e propagacao, falta de padronizagao
e qualidade dos frutos, alto custo de producdo, mercado instavel e baixa
produtividade (SANTOS e outros, 2010).

Os problemas fitossanitarios presentes nessa cultura sdo responsaveis
por perdas tanto na produtividade quanto na qualidade dos frutos, além de
ameagar a sua expansdo, diminuindo a longevidade e aumentando o custo de
producdo (PERUCH e outros, 2009). Muitas areas produtoras podem se tornar

economicamente inviaveis para a cultura do maracuja devido aos sérios
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problemas causados por fungos, bactérias, nematoides, fitoplasma e virus
(SANTOS FILHO e JUNQUEIRA, 2003).

O género Begomovirus (familia Geminiviridae) contém
atualmente 288 espécies reconhecidas pelo Comité Internacional sobre
taxonomia de virus (ICTV)
(http://www.ictvonline.org/virusTaxonomyasp) e infecta diversos
hospedeiros em todas as partes do mundo. Os begomovirus
caracterizam-se por apresentarem DNA circular de fita simples, com
um ou dois componentes gendmicos; comumente, sdo encontrados o
DNA-A e DNA-B na maioria das espécies (BROWN e outros, 2012)
(Figura 1).

() TAATATTAC (2 TAATATTAC

NSP

Figura 1 — Representacdo dos componentes gendmicos DNA-A (a esquerda)
e DNA-B (a direita) do género Begomovirus. As posi¢des e orientacdes dos
genes estdo representadas pelas setas. A regido comum (RC) esta indicada
pela sequéncia dos nanonucleotideos TAATATTAC. Figura adaptada do
site: http://www.apsnet.org/publications/apsnetfeatures/Pages/cassava.aspx
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Os begomovirus, pela sua organizacdo gendmica, sdo distintos dos
demais géneros da familia Geminiviridae. Diferem-se também pelo fato de
serem transmitidos por aleyrodideos e serem os Unicos dessa familia a
apresentarem algumas espécies transmitidas mecanicamente a espécies de
dicotiledoneas, como feijoeiro, soja, tomateiro, entre outras (FARIA et al.,
2000). A capacidade de transmissdo mecénica dessa espécie reflete sua
habilidade de infectar células da epiderme, além das células do cortex e do
mesofilo foliar (TIMMERMANS e outros, 1994).

O primeiro relato de begomovirus infectando maracujazeiro foi feito
por BROWN e outros (1993) em Porto Rico. No Brasil, begomovirus
causando infec¢do nessa cultura foi relatado pela primeira vez no municipio
de Livramento de Nossa Senhora, no estado da Bahia, por Novaes e outros
(2002) em infeccdo mista com o Cowpea aphid borne mosaic virus
(CABMV). Posteriormente, Novaes e outros (2003) caracterizaram
parcialmente o isolado de Livramento de Nossa Senhora, e a espécie viral foi
tentativamente denominada de Passion flower little leaf mosaic virus
(PLLMV). As folhas infectadas pelo PLLMYV apresentam sintoma de mosaico
acompanhado por manchas de coloragdo amarela intensa, distor¢éo severa das
folhas, ma formacédo e subdivisdes dos frutos e redugdo no crescimento da
planta (NOVAES e outros, 2003). Posteriormente, Silva e outros (2006)
extrairam DNA de plantas de maracujazeiros que apresentavam sintomas de
mosaico amarelo, reducdo drastica de crescimento e da area foliar, no
municipio de Anadia, estado de Alagoas, e constataram a presenca de um virus
do género Begomovirus, familia Geminiviridae. Neste trabalho, ndo foi
realizado o sequenciamento dos fragmentos para uma definicdo precisa da
espécie viral.

Ferreira e outros (2010), ao realizarem a caracterizagdo bioldgica e
molecular de um begomovirus presente nas plantas de maracujazeiros
estudadas por Novaes e outros (2003), encontraram uma segunda espécie de
begomovirus, a qual foi denominada Passionfruit severe leaf distortion virus
(PSLDV).
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Espécies de begomovirus também foram encontradas infectando
maracujazeiros em Séao Fidelis (RJ), Paragominas (PA) e Araguari (MG). Em
Sdo Fidelis (RJ) e Paragominas (PA), as sequéncias completas do DNA-A dos
isolados apresentaram 90% de similaridade ao Sida mottle virus (SiMoV), e,
em Araguari (MG), a sequéncia consenso de nucleotideos do DNA-A do
isolado apresentou 96% de similaridade ao Sida micrantha mosaic virus
(SimMV) (ALVES, 2011).

Um novo begomovirus infectando maracujazeiros no estado de Valle
del Cauca, Colombia, foi relatado por Vaca-vaca e outros (2016). Foi
realizado o sequenciamento completo do DNA-A e do DNA-B. O DNA-A
apresentou identidade de nucleotideos de 87,2% com o Bean dwarf mosaic
virus (M88179) e 77,4% com o Passionfruit severe leaf distortion virus
(FJ972767). O DNA-B apresentou 80,83% de identidade com o Bean
chlorotic mosaic virus (JN848772) e 70,66% de identidade com o Passionfruit
severe leaf distortion virus (FJ972767). Segundo as normas propostas em
2015 pelo Comité Internacional em Taxonomia de Viroses, 0s autores
propuseram o nome Passionfruit leaf distortion virus (PLDV) a esses isolados
de begomovirus (KT899302 e KT899303).

Os begomovirus sdo transmitidos por Bemisia Tabaci
(Gennadius, 1889) (Hemiptera: Aleyrodidae), conhecido popularmente por
mosca-branca (HULL, 2014). Estes insetos passaram a ser considerados uma
séria praga, tanto em condi¢cdes de campo quanto em cultivo protegido, apds
causar infestacGes no Sudéo e nos Estados Unidos, a partir dos anos 1970 e na
década de 1980, respectivamente (DE BARRO e outros, 2011).

O primeiro relato de B. tabaci no Brasil ocorreu no estado da Bahia,
no ano de 1928, em plantas de Euphorbia hirtella, e foi descrita como B.
costalimai (BONDAR, 1928).

A mosca-branca apresenta um complexo de espécies, com 41
biotipos, possui alta variabilidade biol6gica intraespecifica e genética. Apenas
trés desses bidtipos (A, B e Q) sdo encontrados no Brasil (BOSCO e outros,
2006; RABELLO e outros, 2008; BARBOSA e outros, 2014).
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No ano de 1991, relatou-se pela primeira vez no Brasil o bi6tipo B de
mosca-branca causando altas infestagdes em hortalicas e ornamentais
(LOURENCAO e NAGAI, 1994). A partir desse momento, os begomovirus
que ndo ofereciam grandes problemas para a agricultura passaram a causar
problemas em diversas culturas; a exemplo, a grande incidéncia de mosca-
branca transmissora de begomovirus vem gerando graves perdas econémicas
na agricultura e inddstria (POLSTON e ANDERSON, 1997).

Em condicdes favoraveis, a B. tabaci bi6tipo B pode ter de 11 a 15
geracGes por ano, possui alto potencial reprodutivo, e cada fémea pode colocar
de 100 a 300 ovos durante o seu ciclo de vida (BROWN e BIRD, 1992). Os
adultos apresentam, aproximadamente, 01lmm de comprimento, com dois
pares de asas membranosas, sdo altamente polifagos, com aparelho bucal do
tipo sugador e se alimentam sugando a seiva do floema, o que causa danos
diretos ou indiretos (BYRNE e BELLOWS, 1991). Possui grande gama de
hospedeiros, alta fecundidade e capacidade de dispersdo (BEDFORD e outros,
1994; GREATHEAD, 1986).

A transmissdo dos begomovirus por B. tabaci para dicotileddneas
da-se de maneira persistente e circulativa (BRAGARD e outros, 2013).
Assim, o inseto adquire o virus ao se alimentar do floema de uma planta
infectada, e, posteriormente, a particula do virus circula pelo corpo do inseto,
passando pelo canal alimentar, esdfago, camara-filtro até o intestino. As
particulas virais vdo para a hemolinfa do inseto e seguem para as glandulas
salivares, onde permanecem por um periodo, e, por fim, o vetor é capaz de
inocular o patégeno em uma planta sadia durante o processo de salivacéo
(GOTZ e outros, 2012).

As ninfas também podem adquirir o virus durante a alimentacéo, e
este pode permanecer no inseto apds as ecdises até o estadio adulto; as fémeas
sdo consideradas mais eficientes em transmitir virus do que os machos
(HOGENHOUT e outros, 2008).

O periodo de aquisicdo do virus € varidvel de acordo com a espécie;

na literatura, relata-se que, para a aquisicdo de begomovirus por moscas
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brancas, sdo necessarias aproximadamente 4 horas (LASTRA, 1993). No
entanto, menores periodos foram encontrados por Firmino e outros (2009),
que observaram um periodo minimo de 30 minutos como tempo suficiente
para a aquisicdo do Tomato yellow vein streak virus (ToYVSV). Menores
periodos para aquisicdo também foram observados por Freitas (2012) e Toloy
(2015), os quais verificaram a capacidade de adultos de B. tabaci biétipo B
adquirirem o Tomato severe rugose virus (ToOSRV) durante periodos minimos
de alimentag&o de 1 minuto, em tomateiros infectados. Vale salientar que, com
0 periodo de aquisi¢do de 5 minutos, a eficiéncia de transmissdo verificada
por Freitas (2012) foi de 10%, enquanto, num periodo de alimentagdo de 24
horas, a eficiéncia de transmisséo foi de 75%.

A laténcia é o periodo de tempo entre a aquisi¢do do patogeno pelo
vetor e a sua capacidade de inoculd-lo em outra planta (HOGENHOUT e
outros, 2008). Para alguns autores, o periodo de laténcia para geminivirus
varia entre 6 e 12 horas (ROSELL; TORREZ-JEREZ; BROWN, 1999). Um
periodo de laténcia de 16 horas foi encontrado por Firmino e outros (2009)
para o begomovirus Tomato yellow vein streak virus (ToYVSV).

Estudos recentes tém apontado a presenca de bactérias
endossimbiontes em moscas brancas, evidéncia de que essa associa¢do pode
influenciar sua biologia e a intera¢cdo com outros organismos e com o ambiente
(GOTTLIEB e outros, 2008). Gottlieb e outros (2010) demonstraram que 0
endossimbionte secundario Hamiltonella produz a proteina GroEL de Bemisia
tabaci bidtipo B, que atua na transmissdo do TYLCV.

Os endossimbiontes  Hamiltonella, Rickettsia, Wolbachia,
Arsenophonus, Cardinium e Fritschea foram encontrados infectando espécie
de mosca branca coletada nos estados da Bahia, Minas Gerais, S&o Paulo e
Parana, como se vé em Marubayashi e outros (2014). Estes autores também
verificaram a presenca de infeccdo tripla com Hamiltonella, Rickettsia e
Cardinium em B. tabaci advinda de Dom Basilio, Bahia.

Em maracujazeiro, ndo € comum a presenca de begomovirus

causando infecges, possivelmente por essa espécie vegetal ndo ser a preferida
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pela B. tabaci (inseto vetor) para a sua alimentacédo e colonizacdo (NUNES e
outros, 2008). Apesar disso, altas infestacfes de moscas brancas associadas a
presenca de begomovirus em pomares de maracuja foram relatadas por
Novaes e outros (2003) e Silva e outros (2006) nos estados da Bahia e
Alagoas, respectivamente.

As ocorréncias de begomoviroses, ou mesmo a emergéncia de novas
espécies de begomovirus, podem estar diretamente relacionadas ao aumento
da populacao de B. tabaci bittipo B, a sua introdugdo em alguns locais ou a
sua adaptacdo a outros hospedeiros (BROWN e outros, 1992; JONES, 2003;
DE BARRO, 2005; NAVAS-CASTILLO e outros, 2011).

A epidemiologia é a ciéncia responsavel por estudar as populagdes de
patogenos, de plantas, de vetores e suas interagdes sobre a influéncia do
ambiente e das atividades humanas (KRANZ, 1974). O padréo de distribuigdo
das doengas no tempo e no espago sera em fungdo das diferentes maneiras de
sobrevivéncia e disseminacdo, da gama de hospedeiros e relagdo com o vetor,
bem como sofrera influéncia do ambiente e do manejo aplicado pelo homem
(HARRISON, 1983).

O parametro incidéncia da doenca é utilizado como método de
avaliagdo da doenga no campo, que gera dados binarios (auséncia ou presenca
de doenca) para descrever e quantificar o padrdo espacial e temporal da
epidemia (MADDEN e outros 1995, CAMPBELL e MADDEN, 1990). O
padrdo espacial dependera da forma de dispersdo do patdgeno e de seu arranjo
no campo, podendo ser de trés tipos: aleatorio, agregado e regular
(GILLIGAN, 1982; CAMPBELL e MADDEN, 1990). O padrdo temporal é
estabelecido por dados acumulados de incidéncia ou severidade, retratado pela
curva de progresso da doenca (VANDERPLANK, 1963; KRANZ, 1974).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Deteccdo e sequenciamento para a identificacdo do begomovirus

O DNA total das amostras foi extraido segundo o protocolo descrito
por Doyle e Doyle (1990). A reacdo de PCR foi realizada com os
oligonucleotideos “universais” PALIv1978/PAR1c496 (ROJAS e outros,
1993), que amplificam um fragmento de aproximadamente 1,2 Kb do DNA-
A, compreendendo a regido parcial da ORF (“Open Reading Frame” — fase
aberta de leitura) AC1 (Rep), a regido comum (AC4) e parte da ORF AV1
(CP). Os amplicons obtidos foram purificados utilizando-se o Kit Wizard Gel
and PCR Clean-up System (Promega) e enviados para sequenciamento
(Macrogen Inc. - Seoul, Coréia do Sul).

Os eletroferogramas gerados, primers 1978 (senso) e 496 (anti-senso),
foram analisados com o auxilio do BioEdit versdo 7.2.5. Procedeu-se, entao,
com a “limpeza” dos eletroferogramas, utilizando-se a posi¢éo 1978 (censo),
e, no caso de alguma duvida, foram checados os eletroferogramas 496 (anti-
censo), por meio de seu complementar invertido. Foram gerados 0s consensos
de cada amostra.

Para o deposito das sequéncias de nucleotideos no GenBank, foram
montados os arquivos Fasta e o Features. Apds o dep6sito, foram
disponibilizados o0s seguintes nimeros de acesso para cada amostra:
KY073287, KY073288, KY073289, KY073290, KY073291, KY073292,
KY073293, KY073294 (isolados coletados nos pomares de Dom Basilio, BA)
e KX033408, KX033409, KX033410, KX033411, KX033412, KX033413,
KX033414, KX033415, KX033416 e KX033417 (isolados coletados nos
pomares de 10 municipios do sudoeste da Bahia), os quais foram utilizados na

comparagdo das sequéncias de nucleotideos entre si e com outros
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begomovirus depositados no GenBank. Foi gerada uma matriz com as
porcentagens de identidade com o auxilio do Clustal Omega
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) (THOMPSON e outros, 1994).
Arvores filogenéticas foram construidas usando-se 0 método neighbor-joining
com o método Maximum Composite Likelihood (TAMURA e outros, 2004),
com o auxilio do software MEGA verséo 7.0 (KUMAR e outros, 2015).

3.2 Levantamento da ocorréncia do begomovirus no sudoeste da Bahia

3.2.1 Caracterizagdo da area experimental

O levantamento da ocorréncia e a distribuicdo do virus foram
realizados durante 0 més de julho de 2014, em 57 plantagcbes de
maracujazeiros, com 5 a 6 meses de idade, nos municipios de Barra da Estiva,
Brumado, Contendas do Sincora, Dom Basilio, Ituagu, Jussiape, Livramento
de Nossa Senhora, Manoel Vitorino, Rio de Contas e Tanhagu, localizados no

sudoeste da Bahia (Figura 2).
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Figura 2 — Mapa do Estado da Bahia destacando os municipios da regido
sudoeste do estado em que foi realizado o levantamento da ocorréncia da
begomovirose: 1, Brumado; 2, Livramento de Nossa Senhora; 3, Dom
Basilio; 4, Rio de Contas; 5, Jussiape; 6, Ituagu; 7, Tanhagu; 8, Contendas do
Sincora; 9, Barra da Estiva; 10, Manoel Vitorino.

3.2.2 Avaliacdo da incidéncia

A avaliacido baseou-se na observacdo da presenga ou auséncia de

sintomas tipicos de begomovirus nos maracujazeiros (Figura 3).
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Figura 3 — Sintomas causados pelo Passionfruit severe leaf distortion virus
(PSLDV) em ramo (A), folha (B) e fruto (C) de maracujazeiro.

3.2.3 Indexacdo para detec¢do do virus

Em cada municipio, folhas de 4 plantas de maracujazeiros, com
sintomas de aparente infeccdo por begomovirus, foram coletadas
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aleatoriamente, para compor uma Unica amostra por municipio e realizar o

PCR conforme descrito no item 3.1.

3.3 Estudos epidemioldgicos da begomovirose do maracujazeiro

3.3.1 Caracterizagdo da area experimental

O estudo foi realizado em duas &reas comerciais de maracuja amarelo
(Passiflora edulis f. flavicarpa Deg.), na Fazenda Baixa da Barriguda,
localizada no municipio de Dom Basilio, estado da Bahia, Brasil. Esta situa-
se a 471 m de altitude, latitude 13°45° S e longitude 41°45” W e possui clima
tropical com estagéo seca, conforme classificagdo de Koppen-Geiger.

As areas experimentais foram demarcadas no interior da propriedade,
divididas por um carreador de aproximadamente 6 metros de largura. Dessa
maneira, a Area 1 apresentava-se limitada em um dos lados com a 4rea 2, e 0s
demais lados, com um plantio de manga (com, aproximadamente, seis meses
de idade), com vegetacdo nativa e com uma parte de uma barragem de terra,
respectivamente. A Area 2, além de fazer limite com a &rea 1, tinha um dos
lados completamente delimitado por uma barragem, e os demais, por
vegetacdo nativa (Figura 4).

Ambas as areas foram implantadas em janeiro de 2012, com sistema
de irrigacdo do tipo microaspersdo. A Area 1 tinha 1932 plantas, e a Area 2
tinha 1848 plantas, com espacamento de 3 metros entre linhas duplas, 2 metros

entre linhas simples e 1 metro entre plantas.
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Figura 4. Croqui das areas experimentais de maracujazeiros, localizados no
municipio de Dom Basilio-BA. O nimero 1 indica a &rea experimental 1,
enquanto o 2 indica a localizacdo da area experimental 2. A regido do
entorno dos campos experimentais € indicada pelas letras maidsculas. As
letras A, B e C representam a barragem, o plantio de manga (cerca de seis

meses de idade) e a vegetagdo nativa, respectivamente.

3.3.2 Incidéncia da begomovirose

Baseado na presenca dos sintomas caracteristicos da begomovirose
(Figura 3), avaliou-se, aproximadamente a cada 15 dias, a incidéncia da
doenca em ambas as &reas experimentais. Um total de 10 avaliagdes foram
realizadas durante os meses de fevereiro a junho de 2012, em ambas as &reas.
Cada avaliacdo consistiu na demarcagdo em mapas das plantas que

apresentaram sintomas tipicos da virose.
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3.3.3 Indexacao para detec¢ao do virus

A confirmagdo da identidade do begomovirus de 8 amostras de folhas
de maracujazeiros com sintomas caracteristicos de begomovirus, coletadas
aleatoriamente nas areas experimentais, foi feita por meio de PCR e
sequenciamento, conforme descrito anteriormente. Para a verificagdo de uma
possivel infeccdo mista com o Cowpea aphid borne mosaic virus (CABMV),
trinta e nove amostras de folhas de maracujazeiro com sintomas tipicos de
begomovirus foram coletadas aleatoriamente, durante a ultima avaliacdo de
incidéncia e submetidas ao teste PTA-ELISA (MOWAT E DAWSON, 1987).

Amostras individuais de tecido vegetal foram maceradas em
almofariz e diluidas em tampdo carbonato (0,015 M Na2CO3, 0,035 M
NaHCO3, pH 9.,6), na propor¢do 1:20. Foram colocados 100 pL. de cada
amostra por pocinho, em uma placa de Elisa, com dois pocinhos por amostra.
Amostras de plantas de maracuja infectadas com o CABMV e amostras sadias
foram usadas como controle, positivo e negativo, respectivamente. Em dois
pocinhos, colocou-se dgua destilada; estes foram considerados os brancos. A
placa foi incubada por 1,5 h a 37 °C e, depois, lavada trés vezes consecutivas
com PBS-Tween (0,0015 M KH2PO4, 0,14 M NacCl, 0,004 M Na2HPO4,
0,003 M KCI, pH 7,4 + 0,5 mL Tween 20 L-1). A seguir, foram adicionados
100 pL de antissoro especifico diluido 1:1.000 em tampéo Tris-HCI (0,2 M
Tris-HCI, 0,15 M NaCl, pH 7,2). Depois de um periodo de incubacédo de 1,5
h, a 37 °C, a placa foi novamente lavada por trés vezes com PBS-Tween.

Posteriormente, foram colocados 100 pLL de imunoglobulina G (IgG),
conjugada com fosfatase alcalina diluida 1: 32.000 em tampdo Tris HCI, pH
7,2 em cada pocinho. A placa foi incubada por mais 1,5 h, a 37 °C. Depois de
lavada como anteriormente, foram colocados 100 pL de p-fosfato de nitrofenil
(SIGMA N-9389), diluido em tampé&o dietanolamina pH 9,8 (0,6 mg mL-1),
e a placa foi incubada a temperatura ambiente, no escuro, onde ocorreu a

reacdo enzimatica (60 a 120 minutos).
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A absorbéancia de cada um dos pocinhos foi medida no leitor de
ELISA, utilizando-se filtro de 405 nm. A reacdo foi considerada positiva,
quando o valor médio da absorbancia excedeu em trés vezes o valor médio da

absorbancia do extrato da planta sadia.

3.3.4 Transmissdo do begomovirus por Bemisia tabaci

Coletaram-se 100 adultos de Bemisia tabaci em plantas colonizadas
de maracujazeiros com sintomas tipicos de begomovirus, em condi¢des
naturais na Bahia. Os insetos foram colocados em gaiola coberta com tecido
tipo voil, com 5 mudas de maracuja amarelo sadias em seu interior. Os insetos
alimentaram-se durante 24 horas e, depois, foram eliminados. As mudas foram

mantidas em gaiolas protegidas, para posterior observagao dos sintomas.

3.3.5 Monitoramento da populacéo de aleirodideos

O monitoramento populacional de moscas brancas foi realizado por
meio da instalagdo de dez armadilhas adesivas amarelas/propriedade
(dimensBes 10x14cm), a 1,5 m de altura do solo, distribuidas em zig zag, de
forma aleatoria nas linhas de plantio. As armadilhas permaneciam em campo
durante 15 dias, eram trocadas a cada avaliagdo e encaminhadas ao
Laboratorio de Virologia Vegetal da UESB, para a realizacdo da contagem

dos insetos com o auxilio de um microscépio estereoscépico.
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3.3.6 Andlises epidemiolodgicas

3.3.6.1 Anélise espacial

Dados cumulativos e ndo cumulativos de incidéncia da doenga no
espaco para as duas areas comerciais de maracuja amarelo, localizada no
municipio de Dom Basilio, estado da Bahia, Brasil, foram usados para analises
epidemioldgicas. A primeira etapa consistiu do mapeamento da area a partir
de dados binarios (presenca ou auséncia de sintomas do begomovirus),
provenientes dos mapas originais. A cada levantamento, as novas plantas
sintomaticas foram incorporadas aos mapas anteriores; obteve-se, assim, o
nimero acumulado de plantas afetadas e suas respectivas posicoes para cada
data de avaliacdo. Apds a analise preliminar dos dados, foi definido o quadrat
de tamanho 2x2 plantas.

Determinou-se a proporcdo de plantas afetadas em cada avaliacdo,
para cada quadrat, e calculou-se a incidéncia pela férmula: p = D/T, em que:
T = nimero total de plantas e D = nimero total de plantas doentes no mapa.
Os valores de incidéncia (p) foram utilizados para o célculo do indice de
dispersdo e para a aplicagdo da lei de Taylor modificada.

O célculo do indice de dispersdo (ID) foi realizado para cada area e
cada avaliagdo por meio da relagdo entre a variancia observada (Vobs) €
variancia binaria (Vbin), através da equagao ID = Vobs/Vbin (MADDEN e outros,
2007). A variancia observada foi calculada pela equacéo Vobs = S((Xi - np)? /
n?(N-1)), sendo X; = n° de plantas doentes no quadrat e N= n° total de
quadrats. O calculo da variancia binaria foi através da equacéo Vyin = p(1-p)/n),
sendo n = n° de plantas no quadrat.

Aplicou-se o teste do Qui-Quadrado (x?) para verificar se o valor
calculado do indice de dispersdo havia sido maior ou igual a 1, ao nivel de

significancia de 5%. Valores de D=1 indicam padrao aleatorio de distribuicéo,
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e valores de D significativamente maiores que 1 indicam padrdo de
distribuicdo agregado, e menores que 1 indicam padréo regular.

A lei de Taylor, que relaciona a variancia observada (Vos) € a
variancia binomial esperada (Vuin), foi calculada através da equacao log (Vobs)
= log(A) + blog (Vbin). Aplicou-se a regresséo linear a todos os dados obtidos
nas duas areas experimentais conjuntamente, por meio do método dos
quadrados minimos, com a variancia binomial como variavel independente e
a variancia observada como varidvel dependente. Pelo teste t a 5% de
probabilidade, foi determinada a significancia da regressao entre o log (Vons)
e 0 log (Vi) (MADDEN e HUGHES, 1995), e a adequagdo do ajuste foi
avaliada mediante observacdo do coeficiente de determinagdo (R?) e pela
andlise da distribuicdo dos residuos. Considerou-se distribuicdo espacial ao
acaso quando A =0 e b =1 e distribuicdo agregada quando A>0 e b>1, com

base no teste t a 5% de probabilidade.

3.3.6.2 Analise temporal

Os dados de progresso da doenca ao longo do tempo foram analisados
e ajustados ao modelo exponencial, segundo a equacéo x (t)=1-(1-b1)exp(-bat),
em que X(t) é a proporcao de plantas afetadas no tempo t; t é o tempo (dias);
b1 é o parametro relacionado ao indculo inicial, e b, é 0 pardmetro da taxa de
progresso da doenca. A analise da incidéncia (%) da doenca e o tempo (dias)
foi feita por meio de regressdo ndo-linear, com o auxilio do Statistica 6.0
(STATSOFT, TULSA, OK, EUA). O grau de ajuste do modelo aos dados foi
avaliado em funcdo do coeficiente de determinagdo (R?) entre os valores
observados e previstos, do padrdo de distribui¢do dos residuos e dos valores

médios do desvio padréo dos parametros b; e bo.
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4 RESULTADOS

4.1 Distribuicao do Passionfruit severe leaf distortion virus (PSLDV) no

sudoeste da Bahia

Na avaliacdo visual da incidéncia da begomovirose, as plantas de
todas as propriedades, em um total de aproximadamente 235.000 plantas
avaliadas, em 57 plantagBes localizadas em 10 municipios baianos,
apresentaram sintomas tipicos de begomovirose (Figura 5).

Figura 5 — Ramo e fruto de maracujazeiro sadio (a esquerda) e com

sintomas causados pelo Passionfruit severe leaf distortion virus -PSLDV (a
direita).
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Todos os isolados coletados na amostragem foram positivos para
begomovirus. As sequéncias de nucleotideos dos isolados apresentaram
identidades entre 97-99,7% quando comparadas entre si. A identidade de
aminoécidos deduzidos (aad) entre os isolados analisados foi de 97-100% e
94,8-99%, para a regido parcial da ORF AC1 (Rep) e a regido comum (AC4),
respectivamente. Quando comparadas as sequéncias de nucleotideos dos
isolados com as sequéncias correspondentes de outros begomovirus
depositadas no GenBank, foram encontrados maiores valores de identidade
com o Passionfruit severe leaf distortion virus - PSLDV (FJ972767), o
Tomato chlorotic mottle virus - ToOCMoV (AF490004) e o Tomato mottle leaf
curl virus - ToMoLCV (JF803248). Identidades entre 97-99% foram
verificadas ao comparar as sequéncias de nucleotideos dos isolados com o
PSLDV (FJ972767); além disso, foi verificado agrupamento desses isolados
no clado do PSLDV (Figura 6), enquanto para o ToCMoV e o ToMoLCV, os
percentuais de identidade foram de 84-86% e 85-86%, respectivamente. A
identidade de aad entre os isolados e 0 PSLDV foi de 97,8-100% e 95,9-99%,
para a regido parcial da ORF ACl (Rep) e a regido comum (AC4),

respectivamente.
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Figura 6 — Arvore filogenética obtida do alinhamento das sequéncias
parciais de nucleotideos do DNA-A, compreendendo a regido do gene AC1
(Rep), a regido comum (AC4) e parte do gene da capa proteica (CP) de
varios begomovirus. A arvore foi construida com o programa MEGA 7.0,
usando-se 0 método Neighbor-Joining. Nos ramos da arvore, foram usados
bootstrapped com 2.000 repetigdes.

4.2 Epidemiologia da begomovirose do maracujazeiro

Os resultados da analise filogenética baseados no sequenciamento
parcial do DNA-A, compreendendo os genes da regido parcial do gene AC1
(Rep), a regido comum (AC4) e parte do gene da capa proteica (CP),
mostraram que todos os isolados coletados para o estudo epidemiolégico da
begomovirose, no municipio de Dom Basilio, estado da Bahia, em 2012,

agruparam-se no mesmo lado do Passionfruit severe leaf distortion virus —
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PSLDV (FJ972767) (Figura 7). Entre os isolados, a identidade de nucleotideos
mostrou variagdo de 98,3 a 98,9% com o PSLDV. Quando comparados aos
outros begomovirus do GenBank, foram encontradas porcentagens de
identidades com variacdo de 76,4 a 83,8% com o0 ToCMoV (AY090557), de
74 a 75,7% com o ToYVSV (EF417915) e de 73,7 a 84,7 % com o PLDV
(KT899302). Nenhum dos isolados apresentou identidade com o PLLMV
(AY167566).

PSLDV (KY073290)
PSLDV (KY073292)
PSLDV (KY073288)
PSLDV (KY073291)
[PSLDV (FI972767)
PSLDV (KY073289)

PSLDV (KY073294)

[ PSLDV(KY073287)
PSLDV (KY073293)

,— PLLMV (AY167566)

PLDV (KT899302)
\_'_T: ToCMov (AY090557)
TOYVSV (EF417915)

Figura 7. Analise filogenética de isolados de begomovirus provenientes de
maracujazeiros de dois pomares do municipio de Dom Basilio, no sudoeste
da Bahia (nimeros de acesso: KY073287, KY073288, KY073289,
KY073290, KY073291, KY073292, KY073293, KY073294) e outros
begomovirus do GenBank, baseada no alinhamento de nucleotideos
referentes a regido parcial da ORF AC1 (Rep), a regido comum (AC4) e a
parte da ORF AV1 (CP) do DNA-A. Programa Mega versédo 7.0, método de
“Neighbor-Joining”, com valor de “bootstrap” 2000.
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Com a realizacdo do teste sorolégico Elisa, verificou-se que todas as
amostras avaliadas foram negativas para a presenca de Cowpea aphid borne
mosaic virus (CABMV), o que descarta a possivel infeccdo mista com o
begomovirus Passionfruit severe leaf distortion virus (PSLDV) (Figura 8),
nas amostras advindas das duas areas avaliadas em Dom Basilio, estado da
Bahia, Brasil.
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Figura 8. Valores médios de absorbancia de extratos de folhas de
maracujazeiros com sintomas do Passiofruit severe leaf distortion virus
(PSLDV) (1-39). Positiva para o Cowpea aphid borne mosaic virus
(CABMV) (Positiva) e sadia (negativa) em teste de PTA-ELISA. A linha
tracejada indica o valor limitrofe para considerar a amostra negativa para o
CABMV.

Alta incidéncia da begomovirose foi observada nas duas areas
experimentais com maracujazeiros. As primeiras plantas sintomaticas foram
observadas aos 36 dias ap6s o plantio (DAP), quando as areas 1 e 2
apresentaram 0,1% e 0,05% de incidéncia, respectivamente, na segunda
avaliacdo. Aos 141 DAP, valores de incidéncia de 69% e 49%, nas areas 1 e
2, respectivamente, foram observados. Incidéncia de 100% foi verificada em
ambas as &reas, aos 156 DAP (Figura 9A e B).
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Figura 9. Incidéncia da begomovirose do maracujazeiro, causada pelo
Passiofruit severe leaf distortion virus (PSLDV), nos campos experimentais
1 (A) e 2 (B), localizados em Dom Basilio-BA, no periodo de fevereiro a
junho de 2012.

As 5 plantas de maracuja utilizadas no teste de transmissdo
apresentaram sintomas caracteristicos de begomovirus apés 21 dias ap6s a
inoculagdo. Portanto, a B. tabaci transmitiu o PSLDV para mudas sadias de

maracuja.
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Com o monitoramento da populacdo de B. tabaci, verificou-se que o
numero de insetos adultos de moscas brancas coletadas nas armadilhas foi
semelhante para ambas as areas, em quase todas as avali¢des, exceto aos 141
DAP, em que foi observada uma maior densidade populacional de moscas
brancas na é&rea 2. Aos 107 dias ap6s o plantio, houve uma explosdo na
populagdo de moscas nos campos, e, posteriormente, aos 121 DAP, um
incremento na incidéncia da doenga foi verificado e alcangou indices de 100%
aos 156 DAP (Figura 10A e B).
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Figura 10. Incidéncia do Passiofruit severe leaf distortion virus e nimero de
adultos de moscas brancas (colunas) coletados, por meio de armadilhas
adesivas amarelas, instaladas aleatoriamente nas areas experimentais 1 (A) e
2 (B) de maracujazeiros, no periodo de margo a junho de 2012, em Dom
Basilio, Bahia.
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4.2.1 Progresso espacial

Mapas de distribuicdo de plantas de maracuja sintomaticas para o
begomovirus sdo apresentados para a visualizacdo da distribuicdo espacial da

doenca ao longo das avaliagdes (Figuras 11 e 12).
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Figura 11 — Distribuicdo espacial de plantas de maracuja com sintomas da
begomovirose, causada por Passionfruit severe leaf distortion virus
(PSLDV), em maracujazeiros da Area 1, localizada em Dom Basilio, Bahia.
Quadrados brancos e hachurados indicam plantas assintomaticas e
sintomaticas, respectivamente.
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Figura 12 — Distribuicdo espacial de plantas de maracuja com sintomas da
begomovirose, causada por Passionfruit severe leaf distortion virus
(PSLDV), em maracujazeiros da Area 2, localizada em Dom Basilio, Bahia.
Quadrados brancos e hachurados indicam plantas assintomaticas e
sintomaticas, respectivamente.
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Foi adotado o quadrat de tamanho 2x2 para o calculo dos valores dos
indices de dispersdo das areas experimentais. Para as duas areas, padrdo
agregado de distribuicdo de plantas sintomaticas foi observado, com excecéo
nas primeiras avaliagOes da area 2, que apresentou aleatoriedade até os 50 dias
apos o plantio (DAP) (Tabela 1).

Tabela 1 — Incidéncia (1) e Indice de Dispersdo (D) da begomovirose no
maracujazeiro, causada por Passionfruit severe leaf distortion virus (PSLDV),
para as duas areas experimentais localizadas na regido sudoeste da Bahia,
Brasil. Quadrat 2x2.

Area 1 Area 2

DAP2 I (%) D I (%) D
21 0 - 0 -
36 0,10 - 0,054 1,00
50 3,93 1,84* 0,59 0,98
63 6,00 2,02* 1,57 1,24*
82 9,52 1,85* 3,14 1,23*
93 12,27 1,89* 3,46 1,28*
107 15,63 1,98* 7,03 1,60*
121 19,41 1,93* 7,79 1,65*
141 68,94 1,57* 49,24 1,81*
156 100 - 100 -

Significancias (*) foram calculadas pela distribui¢do de chi-quadrado (x2).
Valores significativos indicam agregacéo de plantas sintomaticas (P < 0,05)
a Dias ap6s o plantio.
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Foram calculados os pardmetros log (A) e b, para o quadrat 2x2, pela
regressdo dos valores dos logaritmos das variancias observadas e variancias
binérias, de cada avaliagdo, com os dados conjuntos das duas areas (Tabela
2). Padréo agregado de distribuicdo da doenca, em todas as avaliagOes, foi
constatado. Quanto mais distantes as retas de ajustes dos dados estiverem da
reta da casualidade, maior € o indicativo de agregagdo (Figura 13).

Tabela 2 — Valores do log (A), b e R? da equacéo de ajuste a Lei de Taylor
Modificada da begomovirose no maracujazeiro, causada por Passionfruit
severe leaf distortion virus (PSLDV), utilizando-se o conjunto de dados de
dois pomares de maracuja da regido sudoeste da Bahia, Brasil. Quadrat 2x2.

Parametros

log (A) 0,6587*
b 1,2549*
R? 0,9899

*Valores de b significativamente superior a 1 ou log (A) superior a 0 pelo teste t (p<0,05).
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Log Vyin

Figura 13. Lei de Taylor modificada. Relacéo entre o logaritmo da variancia
observada (Log Vobs) € 0 logaritmo da variancia binomial (Log Vbin) para os
dados acumulados da incidéncia de plantas com sintomas da begomovirose

no maracujazeiro, causada por Passionfruit severe leaf distortion virus

(PSLDV), em duas areas experimentais de maracujazeiros em Dom Basilio,
Bahia, 2012. Quadrat tamanho 2x2. A linha cheia representa a relacéo Log

(Vons) = Log (A) + bLog (Vbin) ajustada aos dados de regressdo. A linha
pontilhada representa a linha binomial (Log Vows = L0og Viin).
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4.2.2 Progresso temporal

O ajuste dos dados de incidéncia da begomovirose do maracujazeiro,
para as duas areas experimentais, foi ao modelo exponencial (Figura 14 A e
B). Valores de coeficientes de determinacdo R?=0,98 e R?=0,99 foram
encontrados para a area 1 e 2, respectivamente (Tabela 3). Ao se observar o
gréafico de residuos (Figura 15), considerando-se os valores proximos a zero e
a inexisténcia de padrdo dos residuos, reforca-se a adequacdo do modelo
exponencial para o ajuste aos dados da begomovirose do maracujazeiro.

As areas 1 e 2 apresentaram as taxas de progresso da doenga r=0,036
e r=0,054, respectivamente. Maior valor de indculo inicial (yo) foi verificado
na area 1 quando comparado a area 2 (Tabela 3).
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Figura 14 - Curva de progresso da begomovirose do maracujazeiro
(Passionfruit severe leaf distortion virus — PSLDV) (linha pontilhada)
ajustada ao modelo Exponencial e dados originais (linha s6lida com
losangos) das duas areas experimentais (A —area 1 e B — area 2) na regiao
sudoeste da Bahia, Brasil.
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A érea 1 apresentou maiores valores de indculo inicial (yo), enquanto
a area 2 apresentou maiores valores de taxa de progresso da doenga (r) (Tabela
3).
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Figura 15 — Gréfico dos residuos versus valores previstos para as areas 1
(A) e 2 (B), apos teste do modelo exponencial.
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Tabela 3. Valores dos parametros Yo, r e coeficiente de determinacdo (R?) dos
dados da begomovirose no maracujazeiro, causada pelo Passionfruit severe
leaf distortion virus (PSLDV), ao modelo exponencial, em duas areas de
maracuja localizadas na regido sudoeste da Bahia, Brasil.

Modelo Exponencial

Parametros Area 1l Area 2
Yo 0,003723 0,000191
r 0,036023 0,054964
R2 0,98 0,99

Yo e r sdo pardmetros do in6culo inicial e taxa de progresso da doenga, respectivamente.
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5 DISCUSSAO

Apesar de terem sido encontradas cinco espécies de begomovirus
infectando maracujazeiros, este género ndo constituia uma ameaca a esta
cultura.

O Passion flower little leaf mocaic virus (PLLMV) foi o primeiro
begomovirus relatado causando infeccdo em aproximadamente 10.000 plantas
de maracuja em um pomar localizado no municipio de Livramento de Nossa
Senhora, BA (NOVAES e outros, 2003). Apds essa epidemia, até 0 momento,
esse virus ndo foi mais encontrado em campo.

J& o Passionfruit severe leaf distortion virus (PSLDV) (FERREIRA e
outros, 2010), encontrado em uma Unica planta, fonte do begomovirus descrito
por Novaes e outros (2003), ndo havia sido encontrado em pomares. Este
trabalho relata a primeira epidemia causada pelo PSLDV em dois pomares de
maracujé localizados em Dom Basilio, BA, além de verificar a sua
disseminagdo em 10 municipios do sudoeste da Bahia. A distribuicdo desse
begomovirus em um grande nimero de municipios produtores, localizados em
uma regido conhecida como polo fruticola do sudoeste da Bahia, que é
responsavel por aproximadamente 50% da producéo de maracuji do estado,
torna essa doenga uma ameaca aos plantios comerciais de maracujazeiros.

Epidemias causadas por begomovirus na cultura do maracuja ndo sédo
comuns. Os isolados de Sida mottle virus e Sida micrantha mosaic virus foram
relatados infectando poucos maracujazeiros no municipio de Sao Fidelis,
estado do Rio de Janeiro, e no municipio de Paragominas, estado do Para,
respectivamente (ALVES e outros, 2011). Desse modo, até o ano de 2011, os
relatos de begomovirus em maracujazeiros eram restritos a poucas plantas
infectadas em algumas regifes, ndo havia disseminacéo para outras regides

produtoras.
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Neste trabalho, além da ocorréncia da doenca em 10 municipios
baianos, constatou-se alta incidéncia de plantas doentes em campo, em todos
os pomares avaliados. Incidéncias de 100% de plantas com sintomas tipicos
de begomovirus no maracujazeiro foram constatadas nas propriedades. Além
disso, a alta infestagdo de mosca branca foi verificada em todas as
propriedades avaliadas, bem como maracujazeiros sendo colonizados por B.
tabaci, identificada como sendo da espécie B. tabaci biétipo B (atual
MEAM1), em trabalho de caracterizacdo de populacdes de B. tabaci coletadas
em municipios situados em cinco estados brasileiros, dentre elas, popula¢cdo
de moscas brancas advindas de Dom Basilio, Bahia, também envolvida neste
estudo (MARUBAYASHI e outros, 2014).

Apesar do relato de colonizacdo do Passiflora edulis f. flavicarpa por
Bemisia tabaci, essa espécie ndo € a de sua preferéncia para a colonizacdo
(NUNES e outros, 2008). No entanto, em determinadas condi¢Bes, na
auséncia de suas espécies preferidas, esse aleyrodideo tem colonizado o
maracujazeiro e se alimentado dele (Figura 16). Portanto, a incidéncia e a
distribuicdo do PSLDV no polo fruticola do sudoeste da Bahia estdo
associadas a presenga da mosca branca.

Situacdo similar foi relatada por Novaes e outros (2003) no ano de
2001, em dois pomares de Passiflora edulis f. flavicarpa Deg., localizados no
municipio de Livramento de Nossa Senhora, Bahia, Brasil. Os autores
verificaram plantas infestadas com ninfas e adultos de B. tabaci e associaram
a presenca do begomovirus PLLMV a alta infestacdo dessa espécie. Naquela

ocasido, ndo houve identificagao do biotipo.
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Figura 16 — Folha de maracujazeiro sendo colonizada por Bemisia tabaci

Uma relacdo direta entre a incidéncia da doenga e a densidade
populacional de moscas brancas foi verificada ao longo das avalia¢fes. Aos
107 dias ap6s o plantio, houve um incremento exponencial na populagdo de
moscas em campo, e, posteriormente, aos 121 DAP, um aumento na
incidéncia da doenga foi verificado e alcancou indices de 100% aos 156 DAP.

A maior densidade populacional favoreceu o aparecimento de maior
namero de insetos viruliferos na area e, consequentemente, maior incidéncia
de doenca; enquanto Barbosa e outros (2015), ao estudarem a dinamica
temporal do ToSRV e B. tabaci em campos de tomate em S&o Paulo, ndo
encontraram correlacdo entre a incidéncia da begomovirose no tomateiro e a
quantidade de individuos de moscas brancas capturadas em armadilhas
adesivas, em trés campos experimentais, em Sumaré —SP.

Em ensaios preliminares realizados no presente estudo, também foi

constatada a transmissdo do PSLDV por Bemisia tabaci, possivelmente
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biétipo B (=Middle East Asia Minor 1 species — MEAML1), um dos maiores
causadores de prejuizos econémicos (DINSDALE e outros, 2010). Testes
complementares deverdo ser realizados para a comprovacao da transmisséo
do PSLDV pelo bidtipo B de B. tabaci.

As duas areas avaliadas apresentaram 100% de plantas doentes aos
156 DAP, com as primeiras plantas sintomaticas aos 36 dias apds o plantio.
Portanto, o virus entrou nas areas no momento em que as plantas ainda
estavam muito jovens e atingiu rapidamente todo o plantio. Isso é
preocupante, pois, quanto mais cedo a planta é infectada, maiores s&o os danos
na producdo. Para o PSLDV, ainda ndo foram publicados trabalhos que
quantifiqguem os danos causados a produgdo de maracuja, uma vez que a planta
seja infectada. Consta na literatura, em trabalho realizado por Gioria e outros
(2000), em condigdes de telado, que, no caso do CABMV, a reducdo na
producéo atinge os 80% quando a planta é infectada aos 2 meses, enquanto,
nas mudas infectadas aos 4 e 6 meses, verificaram-se perdas de 74 e 44%,
respectivamente.

No caso das duas areas, houve perda de toda a producdo em
decorréncia da infec¢do pelo PSLDV. A alta incidéncia desse begomovirus,
bem como a severidade dos sintomas que causam nas plantas, sugere tratar-se
de uma espécie com potencial destrutivo para a cultura do maracujazeiro.

O patossistema begomovirus-maracujazeiro é bastante complexo. As
curvas de progresso dessa begomovirose, nos dois pomares avaliados, foram
melhor ajustadas ao modelo exponencial, o que implica dizer que a velocidade
do aumento da doenca é proporcional a propria quantidade de doenca, portanto
niveis maiores de doenca sempre levardo a maiores incrementos na epidemia.

Apesar de terem atingido niveis de 100% de incidéncia, foi verificado
um lento incremento inicial das epidemias, nas duas areas. I1sso pode ocorrer
porque o incremento inicial de uma fitovirose transmitida por inseto vetor é
limitado por fatores como: a quantidade de fonte de indculo presente na area,
a auséncia de vetores viruliferos e a baixa taxa de incremento da doencga

enquanto poucas plantas infectadas permanecem na area (THRESH, 1974).
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Quando observada a distribuicdo espacial de plantas sintomaticas, na
area 1, perceberam-se as primeiras plantas doentes e altas incidéncias
préximas as bordas do plantio, com a formacdo de dois focos principais.
Provavelmente, insetos viruliferos advindos de fora do plantio introduziram o
virus na area. Contudo, o fluxo externo de vetores infectando maracujazeiros
parece ter continuado ao longo da epidemia. E possivel que a disseminagio
priméria tenha ocorrido concomitantemente a disseminacdo secundéria
durante o progresso da epidemia nessa area. Na area 2, apesar de nao ter
havido a formacao de focos, pode-se observar que a maioria das plantas que
apresentaram sintomas do virus, no inicio da epidemia, foram as mais
préximas as bordas da area. O progresso da epidemia nessa area também
parece ter sido em func¢do, ndo somente da disseminagdo secundaria, mas
também da forte atuacdo da disseminagao primaria.

Segundo Vanderplank (1963), as epidemias de doengas de plantas séo
classificadas em dois grupos: doengas monociclicas e doengas policiclicas.
Para as doengas monociclicas, o indculo que causa a infecgdo ndo é produzido
no decorrer da epidemia; assim, as plantas infectadas no inicio do ciclo da
cultura ndo serdo fonte de indculo para novas infec¢es dentro do mesmo ciclo
do hospedeiro. Enquanto, nas doengas policiclicas, o indculo que causa a
infeccéo € produzido durante a epidemia. Dessa maneira, as plantas infectadas
durante o ciclo da cultura servirdo como fonte de in6culo do patégeno para
posteriores infec¢Bes no mesmo ciclo.

Em ambos os grupos, o in6culo primario é o responsavel pela
iniciacdo da epidemia, contudo o indculo secundario, que é responsavel pela
disseminacdo secundaria, atuando no progresso da doenca, ocorre somente nas
doencas policiclicas. Dessa forma, nas doengas monociclicas, ocorre somente
a infeccdo primaria (MADDEN e outros, 2007).

Recentemente, tem sido proposta uma mudanga na classificacdo de
grupos de doencas sugerida por Vanderplank (1963). Bergamin Filho e outros
(2016) demonstraram que algumas epidemias, caracterizadas por serem

transmitidas por inseto vetor, com infecgdo sisttmica e com reposicdo
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continua de fonte de indculo, ndo se enquadram em nenhum dos grupos de
doencas supracitados. Com isso, 0s autores exemplificam a huanglongbing do
citrus (HLB) e a begomovirose no tomate como doengas de plantas que
apresentam um terceiro padrdo epidemioldgico, denominado doengas
policiclicas com disseminagdo priméria continua.

Doengas com atuacao conjunta da disseminagdo primaria e secundaria
integram um novo grupo de doengas, denominado doengas policiclicas com
disseminagdo primaria continua (BERGAMIN FILHO e outros, 2016). Assim,
esse fluxo continuo de in6culo externo para o interior do pomar € de extrema
importancia no desenvolvimento da epidemia e tem profunda implicacdo no
controle daquelas doengas.

A importancia da fonte externa de indculo também foi verificada por
Barbosa e outros (2015) no estudo do Tomato severe rugose virus (ToSRV)
em campos de tomate em Sdo Paulo, Brasil. Os autores verificaram que 0
inicio da epidemia ocorreu nas bordas das parcelas, alcangando uma alta
incidéncia final, o que sugere a atuacdo de fontes externas de indculo.

Della Vecchia e outros (2007), ao estudarem o0 patossistema
begomovirus-tomateiro, no estado de Séo Paulo, sugeriram a importancia da
infeccdo priméria, advinda de fontes externas de indculo, ao observarem o
efeito de borda e gradiente no inicio da epidemia, alta densidade populacional
de mosca branca, bem como maior incidéncia de doenca na periferia da area
do que dentro do campo.

A begomovirose distribuiu-se de forma agregada em ambas as areas
experimentais, com a formacao de dois focos na area 1, desde o principio das
avaliacOes. Inicialmente, foi observada a formacdo de um foco de plantas
sintomaticas préximo ao talude da barragem, no lado esquerdo da area 1, que
era um local mais umido e fresco, quase sem ventos. Associado a isso, grande
nimero de moscas brancas foi observado nessa area, bem como
maracujazeiros sendo colonizados por esse inseto. Possivelmente, alguma

condicdo adversa do meio tenha favorecido essa adaptacdo da mosca branca
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ao maracujazeiro, mesmo esta ndo sendo cultura preferencial para a sua
alimentacdo.

Também foi possivel observar que a area 1 apresentou maior inéculo
inicial que a rea 2. 1sso, provavelmente, ocorreu em decorréncia da formacéo
dos dois focos nessa area por meio da colonizagdo dos maracujazeiros pela
mosca branca.

O progresso da begomovirose do maracujazeiro esta intimamente
relacionado a seu inseto vetor mosca branca. Desse modo, o controle da B.
tabaci € uma das principais estratégias de manejo dessa epidemia. No entanto,
populacbes de B. tabaci tém apresentado resisténcia aos quimicos
piriproxifem (MA e outros., 2010), diafentiurom (SHADMANY e outros,
2014) e inseticidas do grupo dos neonicotindides e organofosforados (SILVA
e outros, 2009; ALON e outros, 2008), o que dificulta o seu controle.

Para 0 manejo das doencas policiclicas com disseminagdo primaria
continua, é necessario considerar toda a area no entorno da propriedade, pois
as medidas de controle devem ser aplicadas no interior e no exterior da
propriedade. Portanto, em linhas gerais, para as doencas as quais se aplicam
esse conceito, deve-se proceder com um controle regional, adotando medidas
de inspecgdo, erradicacdo e aplicacdo de inseticidas. InspecOes frequentes
devem ser realizadas nas areas de plantio para acompanhar o surgimento das
primeiras plantas sintomaticas, e a erradicagdo dessas plantas no inicio da
epidemia podem retardar o aumento da incidéncia dessa doenga, desde que
seja reduzida a fonte de in6culo na periferia do plantio. Ademais, a aplicacao
de inseticidas deve ser realizada dentro do plantio e nas areas do entorno da
propriedade, uma vez que o controle quimico ndo impede a disseminagao
primaria, pois ndo consegue matar o inseto antes da transmissdo do virus;
assim, atua-se mais eficientemente na disseminagdo secundéria.

E notério que o controle desse tipo de doenca é bastante complexo,
visto que a agdo isolada de um Unico produtor ndo é capaz de controlar a
doenca, sendo necessario o envolvimento e a acéo coletiva dos produtores de

toda a regido. Nao ha material genético resistente ou tolerante ao PSLDV,
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assim o manejo da doenca esta baseado na prevencao de infec¢do e na adogéao
de medidas para diminuir a incidéncia.

Diante disso, a begomovirose é uma doenga com potencial destrutivo
para a cultura do maracuja, por isso ha necessidade imediata de adogdo de
medidas preventivas para se evitar a disseminagdo do PSLDV para outras
regides produtoras de maracuja. Sugere-se que esse virus seja incluido na
relacdo das pragas quarentenarias presentes (A2) do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento-MAPA.
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6 CONCLUSOES

O Passionfruit severe leaf distortion virus (PSLDV) é o agente
causador da begomovirose do maracujazeiro no sudoeste da Bahia.

O Passionfruit severe leaf distortion virus (PSLDV) esta distribuido
em 10 municipios do sudoeste da Bahia.

A begomovirose do maracujazeiro apresentou padrdo agregado de
distribuigdo espacial em campo.

O modelo exponencial foi o que melhor descreveu o progresso da

begomovirose do maracujazeiro.
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