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RESUMO

A banana é uma das culturas frutiferas mais importantes economicamente em todo o mundo,
contribuindo para a subsisténcia e nutricdo de milhdes de pessoas nos tropicos, incluindo
Mocambique. No entanto, em 2016, Mocambique relatou o primeiro surto da doenca causada
pelo Banana bunchy top virus (BBTV) na provincia de Gaza, ameacando a producdo de
banana em Mocgambique e na regido. Desde entdo, medidas de contencdo e quarentena foram
implementadas pelo governo e parceiros, mas o esforgo ndo conseguiu conter a doenga, com
novos surtos sendo progressivamente relatados em novos locais, incluindo a provincia de
Maputo. Este estudo teve como objectivo identificar hospedeiros alternativos da BBTV no
Sul de Mogambique. Foram colhidas amostras em campos de producdo de banana dos
distritos de Manhica (em Maputo) e Chokwe (em Gaza), em plantas que apresentavam alguns
sintomas de infeccdo viral ou que abrigavam insectos sugadores (como afidios da banana),
nas proximidades de plantas de banana infectadas com BBTV. A triagem do virus BBTV foi
realizada utilizando a reac¢do em cadeia da polimerase (PCR). A andlise comparativa das
sequéncias foi realizada na base de dados da National Center for Biotechnology Information
(NCBI). Um total de 103 espécies de plantas foi identificado, com 42 espécies de 13 familias
em Manhica e 61 espécies de 18 familias em Chokwe. Os resultados do diagnéstico por PCR
detectaram trés espécies de infestantes como hospedeiros do BBTV: Conyza canadensis
(Asteraceae) e Corallocarpus sp. (Cucurbitaceae) em Manhica, e Centella asiatica
(Apiaceae) em Chokwe. A andlise fenetica das sequéncias dos amplicons apresentou uma
baixa cobertura e alta similaridade em comparacdo com os isolados de outras regides. A
deteccdo de hospedeiros alternativos do BBTV em Mocambique abre caminho para uma
gestdo integrada mais sustentavel do BBTV, bem como para a taxonomia das estirpes de

BBTV que estdo a devastar a producdo de banana em Mogambique.

Palavras-chaves: Banana bunchy Top Virus, BBTV, BBTV em Mog¢ambique; hospedeiros
alternativos da BBTV.
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I. INTRODUCAO
1.1.Antecedentes

A Banana é considerada a fruta tropical de maior importancia alimentar e econémica para
muitos paises, pois mobiliza grande contingente de mao-de-obra, permite rapido retorno
econémico ao produtor, movimenta aprecidvel gama de insumos e é comercializada

praticamente o0 ano todo (Nomura, 2020).

Segundo a Food And Agriculture Organization (FAO) em 2019, a banana foi a sexta cultura
alimentar mais produzida no mundo, atras do milho, arroz, trigo, batata e mandioca. Nimeros
exactos sobre a producdo global de banana sdo dificeis de obter j& que os pequenos

agricultores conduzem informalmente a maior parte do cultivo de banana (FAO, 2022).

Estima-se que as quantidades totais globais de exportacdo tenham caido de 20,5 milhdes de
toneladas em 2021 para aproximadamente 19,6 milhdes de toneladas em 2022, tendo como 0s
principais factores a escassez de producdo causada por condi¢cdes climaticas adversas e
aplicagéo insuficiente de fertilizantes, custos substancialmente mais elevados de factores de
producdo, a valorizacdo significativa do dolar, a guerra Russia-Ucrania e preocupacdes em
torno da propagacao de doencas de plantas (FAO, 2022).

Em Mocambique, a banana ocupa primeira posi¢ao das frutas mais produzidas e exportadas,
sendo Maputo, Gaza, Nampula e Manica as principais provincias produtoras (MADER,2020).
A capacidade actual de producdo do Pais esta em torno de 800 mil toneladas por ano, com
alta contribuicdo de Maputo Provincia que conta com mais de 22 empresas privadas que
dedicam a producéo da banana (MADER, 2021).

A producéo nacional da banana tem enfrentado sérios problemas nas fases de producao e pos-
colheita, que limitam a sua inser¢do no mercado internacional (Fioravanco, 2003). Dentre os
factores limitantes, inclui-se a qualidade fitossanitaria da fruta, onde estdo associadas as
doencas fungicas (sigatoka negra e mal do Panama), virais (doenga de topo em leque da
bananeira, estria da bananeira e mosaico-das-bracteas) e nematodos (Tripathi et al., 2004).

Ronaldo Zunguze



Todas variedades comerciais conhecidas sao altamente susceptiveis a infecgdes fungicas,
virais e bacterianas, bem como ataque de pragas e nematodos (Jones, 2000). A Banana
bunchy top disease (BBTD) é causada pelo Banana bunchy Top Virus (BBTV) e é
considerada uma da mais devastadora doenca da bananeira (Hapsari, 2023).

O virus do topo em leque da bananeira (Banana bunchy top virus, BBTV), pertencente ao
género Babuvirus, da familia Nanoviridae, é considerado uma das doencas mais grave da
cultura da banana e, uma vez estabelecida, é extremamente dificil de ser erradicada ou
controlada (Batista et al., 2002; Thomas (2015) Citados por Embrapa, 2017).

O BBTYV pode ser transmitido por meio de material propagativo infectado, reprodutivos e
pelo afideo da bananeira (Pentalonia nigronervosa Coquerel), o qual transmite o virus de
forma persistente circulativa e ndo propagativa (Meissner et al, 2000).

A principal medida de controlo é evitar a introducdo desta virose em regides onde ela ainda
ndo ocorre. Nas areas onde 0 virus ja estd presente, recomenda-se o plantio de mudas sadias,

a erradicacdo das plantas infectadas e o controle quimico do vector (Nomura, 2020).

1.2.Problema de estudo e justificacao

Nas ultimas duas décadas, a doenca do topo em leque da bananeira se espalhou por 16 Paises
da Africa Subsaariana e em 2007 foi relatado pelo governo da vila de Ulongwe no distrito de
Angonia, provincia de Tete, Oeste de Mocambique, que foi imediatamente erradicada
(Gondwe et al, 2007).

Passados 9 anos, em Junho de 2016, o MASA actualmente MADER reportou a ocorréncia da
mesma na farma da Empresa African Food Company, localizada no distrito de Guija,
Provincia de Gaza, que até 0 momento do anuncio a empresa ja tinha eliminado cerca de 750
plantas suspeitas de estarem infectadas pela doenca, correspondendo 0,6 hectare equivalente
a 0,2% dos 309 hectares da area total em producéao (IPPC, 2016).

Com a rapida evolugdo da doenca, em 2019 foi reportada novos surtos na Provincia de

Maputo precisamente no distrito de Manhica, na llha Josina Machel (Rufasse, 2019).

Ronaldo Zunguze



O MADER, juntamente com os Parceiros e 0 Governo local, trabalharam na sensibilizacdo
dos produtores, sobre os efeitos e impacto da doenca, de modo a contribuir na implementagéo
das medidas de contencédo, producdo e distribuicdo de panfletos e cartazes, treinamento de
técnicos e extencionista, trabalhadores da empresa afectada e produtores do Sector familiar

na identificacdo e maneio da doenca (MASA, 2016)

Para enfrentar esse desafio, a Associacdo de Produtores de Banana de Mogambique, em
parceria com o Ministério da Agricultura e Desenvolvimento Rural (MADER) e a
TechnoServe, implementou um programa abrangente de erradicacdo do BBTV. Este
programa incluia a identificacdo, abate, remocdo e queima de plantas sintomaticas, seguida
pela replantagdo com mudas saudaveis (TechnoServe, 2017). Mesmo diante das medidas
implementadas pelo governo e parceiros com perspectivas de contencdo para impedir a sua
dispersao, a doenca tem progredindo de forma rapida causando grandes perdas de areas. Uma
estratégia de maneio eficaz depende da detec¢do precoce de plantas infectadas, de modo que
as plantas potenciais fontes de BBTV possam ser destruidas imediatamente.

Vaérios Paises implementaram medidas estratégicas de monitoramento rigoroso, uma delas é a
preocupacdo com plantas encontradas crescendo perto das plantagfes de banana que possam
ser potenciais hospedeiros alternativos do vector ou virus (Perez, 2024). Nos Ultimos anos
foram realizados muito poucas pesquisas nacionais para deteccdo do BBTV nas areas de
producdo da banana (Barros et al., 2024). Portanto dos estudos feitos, poucos relatam ou
abordam sobre as plantas ou infestantes ao redor da cultura, podendo estes serem potenciais
hospedeiros do virus, € neste contexto que foi realizado o presente trabalho com objectivo de
identificar potenciais hospedeiros altaernativos do virus, de forma a servir como base de

informagc&o e auxilio nas estratégias de maneio e erradicacdo da doenca.
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1.3.0Objectivos
1.3.1. Obijectivo geral
» Investigar potenciais hospedeiros alternativos do virus de BBTV nos distritos de

Manhica e Chokwe.

1.3.2. Objectivos especificos

> Identificar as espécies dos potenciais hospedeiros alternativos do virus de BBTV nos
campos de producdo de banana nos distritos de Manhica e Chokwe;

> Rastrear molecularmente potenciais hospedeiros alternativos do virus do topo em
leque da bananeira (BBTV);

» Caracterizar fenéticamente as sequencias dos amplicons obtidos nos hospedeiros

alternativos.

Ronaldo Zunguze



Il. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Aspectos gerais da cultura da banana
A bananeira ¢ uma planta monocotiledénea tipica das regides tropicais e subtropicais de
baixa e média altitude (Tomekpe & Fondi, 2008). E um vegetal herbaceo completo, pois
apresenta raiz, caule, folhas, flores, frutos e sementes. Apresenta caule subterraneo,
denominado de rizoma, de onde sdo emitidas as raizes primarias e as brotacdes laterais (filhos
ou “rebentos”), que dardo origem as novas plantas de bananeiras e a continuidade da

producdo (Nomura,2020).

A origem da bananeira remota a tempos, actualmente admite-se que seja originaria do Sul da
China ou indochina (Fornasier, 1998). Em estudos sobre a evolucdo das bananeiras
comestiveis, considera-se que o homem utilizava desde a sua existéncia e domesticagdo, as
bananas comestiveis sdo cultivares de espécies Musa acuminata (AA) e Musa balbisiana
(BB), nas suas formas di, tri e tetraploides e os seus hibridos obtidos entre elas, a maioria das
bananeiras com frutos comestiveis sdo triploide, embora haja algumas variedades dipléides e
ainda menos variedades tetraploides (Embrapa, 2006).

2.2. Propagacao da bananeira
A bananeira propaga-se por semente e por muda, sendo mais usual e eficiente a propagagéo
por muda, geralmente usa-se a propagacdo por semente ou sexuada para programas de

melhoramento (Borges et al., 2004).

O método de multiplicacdo mais usado é a propagacdo vegetativa a partir de rebentos
provenientes de gemas axilares localizadas no rizoma, desta garantindo uma sucessdo de
plantas novas, cada uma delas proveniente da brotacdo de uma gema do rizoma (Hartmann &
Kester, 1971).

As bananas comerciais ndo tém reproducdo sexuada por serem estereis, por essa razdo, a
reproducéo € vegetativa atraves da separacdo dos rebentos da planta mée (Soto, 1992). Com a
presenca constante de problemas relativos a doengas, consequéncia da propagagao vegetativa,
que facilita a disseminagdo de certos patdgenos, estimulou o interesse no aperfeicoamento
dos métodos de propagacdo e no desenvolvimento de novas técnicas capazes de fornecer
material de plantio em tempo habil e em grandes quantidades, como é o caso de propagacao

in vitro (Lameira et al., 1990).
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2.3. Importancia e uso da banana

A banana ¢ classificada como uma das principais fruteiras mundiais, apresentando-se como

um dos componentes basicos na alimentacdo de milhGes de pessoas, o valor calorifico,

energeético, vitaminico e mineral desta fruta é bastante elevado (Bianchi, 2011).

A banana é uma das frutas amplamente cultivadas e consumidas devido ao seu aroma e sabor
distinto em todas as partes do mundo, além de ser uma fonte barata de carbohidrato e rica em

vitaminas (A e C), minerais (potassio, calcio e ferro), antioxidantes e micronutrientes (Tabela

1) (Penachioni, 2005).

E considerado um alimento bésico da populag&o e/ou principal fonte econémica para muitos
paises. Pode ser consumida in natura ou na industria para obtencdo de farinha de banana,

cremes, puré, chips, geleia, vinagre, vinho e cerveja (Perucha, 2005).

Tabela 1: Valor nutritivo de diferentes tipos de banana

Elementos Banana Nanica (%) | Banana Macé (%) | Banana Prata (%)
Agua 74,12 72,84 73,79
Amido 2,95 2,73 2,91
Glicose 2,91 15,63 15,04
Celulose 0,32 0,70 0,21
Calcio 0,306 0,509 0,107
Magnésio 1,314 1,212 1,720
Potassio 39,68 42,92 41,31
Sodio 1,64 1,21 1,72
Fosforo 8,20 7,43 7,43
Ferro 0,017 0,031 0,008
Vitamina B1 | 0,40 0,43 0,42
Vitamina B2 | 0,82 0,83 0,81
Vitamina C 0,150 0,141 0,141

Fonte: NOMURA,2020.
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2.4.Producdo da banana

2.4.1. Producédo mundial

Com base nos dados da plataforma da Atlas Big (Tabela 2), a india é o maior produtor de
banana do mundo, com uma producédo de 33.062.000 toneladas por ano, Republica Popular
da China vem em segundo lugar com producdo anual de 12.061.344 toneladas, com
8.741.146,7 toneladas de produgdo por ano, Indonésia é o terceiro maior produtor de banana,

em quarto o Brasil, com 6.811.374 toneladas de producéo por ano.

Tabela 2: Principais Paises Produtores de Banana em 2023

Pais Producéo (ton) Area Cultivada (ha)
india 33062 000 924 000
Republica Popular da China | 12 061 344 360 083
Indonésia 8 741 146,7 145 401
Brasil 6811 374 453 273
Equador 6 684 916,17 164 085
Filipinas 5942 214,98 186 460
Angola 4 345 799 169 971

Fonte: Atlasbig, (2023);

2.4.2. Producédo da banana em Mocambique

Acredita-se que a banana ja era produzida bem antes da chegada dos portugueses, porém,
com a chegada dos portugueses houve melhoria na producdo que levou a primeira exportacao
em 1921 (FAO, 2000 citado por Nhantumbo, 2014).

Nos ultimos 10 anos, as Provincias de Manica, Nampula, Gaza e Maputo sdo as principais
produtoras da banana (MADER,2020). O Pais apresentou um aumento significativo das areas
de producdo de 32000ha (2008) para 77395ha (2018) em resposta a crescente demanda pela
fruta e seus derivados (FAO, 2019).

Actualmente Mocambique tem uma capacidade de produgdo de 797 628,25 toneladas numa
area cultivada de 94684 hectares, com um rendimento de 8424,1kg/ha equivalente a 27,64kg

de producao por pessoa, ocupando a 13? posicéo a nivel de Africa (Atlasbig.com).
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2.5. Factores abioticos e bioticos que afectam a cultura de banana

Apesar da vasta diversidade fenoldgica e genética das bananeiras, existe uma série de factores
que podem afectar na qualidade e quantidade do produto (Victor Costa, 2014; Jebakumar et
al., 2018). Dentre estes factores tém os que derivam do meio ambiente denominados factores
abidticos, os efeitos causados por seres vivos como fungos, bactérias, virus, neméatodos,

insectos, infestantes e 0 homem séo factores bidticos (Jones, 2000).

Embora o cultivo da bananeira seja em diversas condi¢des climaticas, a instalacdo dos
campos deve ter em consideracdo aspectos como o tipo de solo, o fornecimento de agua, a
luminosidade e o calor (Cordeiro, 200). Os problemas fitossanitarios desenvolvem-se a partir
da interaccdo entre trés elementos principais: o ambiente, que inclui condi¢bes climaticas
como humidade e temperatura; o hospedeiro, que neste caso € a bananeira; e a ac¢do de

vectores de doencas, como insectos ou o préprio homem (Cordeiro, 200).

2.5.1. Infestantes na cultura de banana

A cultura da banana é muito sensivel a interferéncia imposta pelas infestantes em virtude da
competicdo pelos elementos essenciais de desenvolvimento, como &gua, luz, nutrientes e
alelopatia, além do facto de serem hospedeiras intermediarias de importantes pragas e

doencas da cultura da banana (Cordeiro, 2000).

Segundo Chiconela et al. (1999), para além dos efeitos maléficos, as infestantes possuem
alguns beneficios para 0 homem como fonte de alimentos e forragem para os animais,
revestimento do solo, abrigo de inimigos naturais, fontes de matéria organica e nutrientes na
reciclagem, como abrigo na sua rizosfera, para microrganismos benéficos, manutencdo da

qualidade da &gua, fonte de pesticidas botanicos, efeito aromaticos e medicinal.

Existem diversas infestantes que se desenvolvem em campos de producdo de banana,
portanto, € pertinente o reconhecimento prévio das predominantes para melhor escolha e
combinacdo dos métodos de controlo mais eficientes (Carvalho, 2000). As principais
infestantes com mais destaque sdo: Commelina benghalensis, Cyperus sp, Brachiaria
plantaginea, Sida rhombifolia, Talinum paniculatum, Oxalis, Leonorus sibiricus, Sonchus

oleracea, Digitaria horizontalis, dentre outras (Alves, 2005).
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Conhecendo o efeito das infestantes sobre a cultura melhor sera adopcdo de métodos mais

racionais dessa vegetacdo espontanea, pela contribuicdo para melhoria das medidas de

Maneio integrado de pragas e doencas (MIP/MID) e reciclagem de nutrientes (Carvalho,

2006).

2.5.2. Pragas e doencas da cultura da bananeira

A cultura da bananeira € atacada por uma série de pragas (Tabela 3) que reduzem

drasticamente a sua produtividade e rendimento, portanto, de um modo geral, o bananal

constitui-se num agro-ecossistema cuja estabilidade propicia a actuagdo de inimigos naturais

e favorece a aplicacdo de técnicas de controlo bioldgico, contribuindo para reducdo

populacional de pragas e das perdas por elas provocadas (Borges et al., 2004).

Tabela 3: Principais pragas da cultura de banana

Nome Comum

Nome Cientifico da praga

Broca do rizoma

Cosmopolites sordidus

Pulgdes Pentalonia nigronervosa Coq, Aphis gossypii glover, Myzus
persicae
Tripes Frankliniella spp, Thrips spp, Caliothrips bicinctus Bagnall,

Tryphactothrips lineatus Hood, Hercinothrips sppmm

Traca da bananeira

Opogona sacchari

Lagartas desfolhadoras

Caligo spp, Opsiphanes spp, Antichloris spp

Fonte: Borges et al., 2004
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Entre as principais doencas que afectam a cultura da banana (Tabela 4) estdo a Sigatoka-
negra, a Sigatoka-amarela, o Mal-do-panama, o Moko, as viroses topo-em-leque, 0 mosaico-
do-pepino e o mosaico-das-estrias (Florentino, 2020). A doenca Sigatoka-negra € uma das
mais grave actualmente, que pode provocar perdas de 100% na producdo de variedades
susceptiveis, desde que foi descoberta em 1963, nas ilhas de Fiji, o primeiro relato da doenca
em Africa ocorreu no Gabdo, em 1978 (Lima, 2010). Embora a Sigatoka-negra (Tabela 4)
ndo mate a planta imediatamente, as perdas na colheita aumentam gradualmente com a idade
das plantacGes, esta doenga destroi as folhas da bananeira, o que leva a uma reducdo no

rendimento e ao amadurecimento prematuro dos frutos (Jones, 2000).

Tabela 4: Principais doencas da cultura de banana

Nome Comum da doenca | Nome do Agente Patogénico

Sigatoka amarela Mycosphaerella musicola = Pseudocercospora musae
Sigatoka negra Mycosphaerella fijiensis = Paracercospora fijiensis
Mal do panama Fusarium oxysporum f. sp. Cubense

Moko Ralstonia solanacearum, raca 2

Podridédo mole Erwinia spp

Nemaétodos cavernicola Radopholus similis, raca bananeira

Nematodos das galhas Meloidogyne spp

Topo em leque Banana bunchy top virus (BBTV)

Mosaico das bracteas Banana bract mosaic virus (BBrMV)

Mosaico do pepino Cucumber mosaic virus (CMV)

Estrias da bananeira Banana streak virus (BSV)

Fonte: Borges et al., 2004

Outra doenca muito importante da bananeira é a murcha de Fusarium, causada por Fusarium
oxysporum f.sp. cubense (Tabela 4), também conhecida como Mal do panam4, acredita-se
que seja uma das doengas de plantas mais catastroficas, tendo quase paralisado a industria da
banana na Ameérica Central (Nozaki, 2003). Da mesma forma, o Banana bunchy top virus
(BBTV) infligiu efeitos devastadores na inddstria da banana australiana no inicio do século
XX (Borges et al., 2004).
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2.6. Banana Bunchy Top Virus
2.6.1. Origem e Distribui¢cdo no Mundo

A doenga de BBTV foi relatada pela primeira vez nas Ilhas Fiji no final da década de 1880 e
ja foram relatados em vérias regibes produtoras de banana do mundo, incluindo Africa,
Austrélia, Asia e nas ilhas do Pacifico Sul (Magee, 1927). Na Australia a disseminacio da
BBTV ocorreu rapidamente, sendo que em alguns distritos todas as plantagdes estavam
infectadas com 5-90% de ocorréncia, consequentemente a area total de producdo teve um
decréscimo de 90% (Batista et al., 2002). No Paquistdo ocorreu uma epidemia severa, tendo
decrescido a producdo em 55% no periodo de um ano (Khalid, 1993), segundo 0 mesmo

autor BBTV ocorre no Havai mas ndo no continente americano.

Em Africa, o virus foi relatado por varios paises nomeadamente: Angola, Benin, Burundi,
Camardes, Republica Centro-africana, Congo, RepuUblica Democratica do Congo, Egito,
Guiné Equatorial, Eritrea, Gabdo, Malawi, Mogambique, Nigéria, Ruanda, Africa do Sul e
Zambia (Meissner Filho et al., 2019). Segundo a EPPO (2024) ja sdo 20 paises que
confirmaram a ocorréncia, portanto de 2019 para Janeiro de 2024 teve nomeadamente

Tazania, Tongo e Uganda.
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Banana bunchy top virus (BBTV0O)
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(c) EPPO https://gd.eppo.int

Figura 1: Distribuicdo mundial do virus do topo em leque da bananeira (Banana bunchy top virus,
BBTV).

Fonte: https://gd.eppo.int/taxon/BBTV00/distribution
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Em Mocambique, foi reportado a ocorréncia de BBTV pela primeira vez na Vila de Ulongwe
no distrito de Angonia, provincia de Tete, oeste de Mocambique, que foi imediatamente
erradicada (Gondwe, 2007). Passados 9 anos, em Junho de 2016, (MASA, 2016) actualmente
MADER reporta a segunda infec¢do na farma da Empresa African Food Company, localizada
no distrito de Guija, Provincia de Gaza. Mesmo diante das medidas implementadas pelo
governo e parceiros com perspectivas de contencdo para impedir a sua dispersdo, em 2019 foi
reportado a ocorréncia em campos de pequenos agricultores na Ilha Josina Machel (Ruface,
2019).

2.6.2. Etiologia da doenca
O agente causal da doenca de topo em leque da bananeira é a Banana bunchy top virus
(BBTV), pertencente a familia Nanoviridae, género Babuvirus, possui particulas isométricas,
medindo de 17 a 20 nm de didmetro (Meissner Filho et al, 2019). Seu genoma é segmentado,
composto por seis segmentos de ADN fita simples (ssDNA) circular, de 1.300 nucleotideos
cada de comprimento sdo nomeados DNA-R, -U3, -S, -M, -C e -N, respectivamente, de

acordo com suas supostas fung¢des (Thomas, 2019).

2.6.3. Sintomas da doenca

Segundo Magee (1927) o primeiro sintoma da doenca é o aparecimento de listras verde-
escuras e as manchas sdo melhor visualizadas a partir da superficie inferior (abaxial). A
medida que a infec¢do progride, os sintomas das estrias tornam-se mais evidentes na lamina
foliar, um dos sintomas caracteristicos da doenca é folhas erectas e apinhadas no &pice da
planta (Figura 2-A). Cada nova folha é mais estreita e curta que a anterior, dando a planta

uma aparéncia “agrupada” (Figueira et al., 2023).

A planta infectada apresenta o aspecto de um leque fechado podendo nédo ocorrer a emisséo
do cacho ou os frutos ficarem distorcidos (Figura 2-D). As folhas tornam-se menores,
apresentam clorose marginal e ficam voltadas para cima. O virus ocasiona estrias verde-
escuras nas folhas e nos peciolos da bananeira (Figura 2-E). Também ocorre estreitamento do
limbo foliar e clorose. E preciso muita atencdo em locais nos quais o virus esta presente,
porque algumas bananeiras infectadas podem apresentar a infeccdo de forma latente, ou seja,

séo fonte de inoculo, mas ndo apresentam sintomas.
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Os tipos e a intensidade dos sintomas dependem do estadio em que a planta é infectada, da
variedade e das condi¢cdes do ambiente onde é cultivada (Hapsari & Masrum, 2012, Qazi,
2016).

A infeccdo pode ocorrer em qualquer estagio do desenvolvimento da cultura, quando ocorre
por material propagativo (mudas) apresentam folhas muito curtas e rijas (Figura 2-C), erectas,
estreitas e amontoado no pseudocaule (Figura 2-B), plantas raquiticas e atrofiadas. Na fase do
desenvolvimento da planta apresenta os mesmos sintomas e uma grande dificuldade de
produzir novas folhas e ndo consegue formar cacho (Figura 2-D). Quando ocorre na fase
reprodutiva os sintomas sdo similares das outras fases, os frutos formados sdo deformados e

sem valor comercial (Nelson, 2004).

Figura 2:Sintomas da BBTV: A- Folhas atrofiadas e pouca formag&o de folhas novas; B- Nanismos, clorose e
folhas rijas e amontoadas no pseudocaule; C- Folhas estreitas, nanismo e erectas; D- Deformacéo do cacho e
frutos pequenos; E- Estrias verde-escuras em formato tipo “J”.
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2.6.4. Transmissdo do Virus

O BBTV ¢ disseminado durante a multiplicacdo vegetativa das plantas e pelo afidio vector
Pentalonia nigronervosa, portanto, € disperso por longas distancias através da troca de
rebentos infectados e /ou através de plantulas derivadas de cultura de tecidos (TC) infectadas

por virus (Thomas, 2008).

A transmissdo pelo afidio P. nigronervosa ocorre de forma persistente circulativa e nédo
propagativa ou seja, uma vez que o pulgdo adquire o virus, ele é capaz de transmiti-lo durante
toda sua vida, mas ndo é passado para a progénie do insecto, portanto, o virus nao se
multiplica no insecto (Qazi, 2016). O afidio necessita de, no minimo, quatro horas de
alimentacdo na bananeira para adquirir o virus de uma planta infectada. Para transmiti-lo, o
insecto leva de 15 minutos a duas horas em alimentacdo, mas, antes, ocorre um periodo de
laténcia de 20-28 horas. Na natureza, o virus € disseminado de forma lenta pelo seu vector
dentro do plantio e na regido produtora. O periodo de incubacdo, tempo entre a transmissao e
0s primeiros sintomas, varia entre 25 e 85 dias (Hapsari & Masrum, 2012; Qazi, 2016).

Plantas espontaneas de bananeira perto dos plantios podem servir de fonte de in6culo do
virus. A BBTV ndo é transmitida mecanicamente ou atraves de ferramentas usadas para

realizar préaticas agricolas (Qazi, 2016).

2.6.5. Hospedeiros do virus de BBTV
Todas as variedades de bananeiras séo susceptiveis ao BBTV, mas ha variacdo na sua reac¢do
e algumas apresentam infeccdo latente. O virus pode infectar diferentes espécies de bananeira
(Musa acuminata, M.balbisiana, M. acuminata x M. balbisiana, M. coccinea, M. jackeyi, M.
ornata, M. velutina, M. textilis, M. banksii), Heliconia spp., Hedychium coronarium, Ensete
ventricosum (bananeira de jardim), Ensete superbum (falsa-bananeira) (Magee, 1927). Ha
também relatos de hospedeiros alternativos Alpinia zerumbet (falso cardamamo), Alpinia
purpurata (gengibre vermelho), Colocasia esculenta (taro) e Canna indica (cana da india) e
Hedychium, portanto, o virus de BBTV deve ser monitorado nessas plantas para evitar sua

disseminacéo e introducdo em novas areas (dias (Hapsari & Masrum, 2012).
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Estudo feito por Pinili et al. (2013) de transmissao cruzada e novos hospedeiros alternativos
de BBTV relata que as especies de plantas fora da familia Musaceae, nomeadamente Alpinia
zerumbet (casca de gengibre), conhecida como “gettou” em japonés, Colocasia esculenta
(satoimo) e Canna indica.

Alguns artigos sugerem que a BBTV poderia ser transmitida ao pepino (Cucumi sativus)
atraves de outras espécies de pulgdes, a saber, Myzus persicae, Aphis gossypii etc. (Rao,
1998, citado por Patel, 2010), estes relatorios sugerem que a banana pode ndo ser o Unico
hospedeiro do BBTV e que o virus pode ser transmitido através de outras espécies de

pulgdes.

2.6.6. Estratégias de maneio de BBTV

As infecgbes por virus levam a perdas substanciais de rendimento em muitas culturas. Os
efeitos adversos das infec¢bes por virus podem ser limitadas se medidas de controlo
adequadas, como minimizar a infecgdo ou supressdo do virus sdo implementadas, portanto,
medidas individuais ndo sdo muito benéficas e eventualmente se tornam ineficazes a longo
prazo (Xie & Hu, 1995). Uma abordagem melhor é quando estratégias de maneio integrado
de controlo de doencas sdo implementadas resultando em um controle mais eficaz,
geralmente estratégias de controlo de doencgas de plantas sdo desenvolvidos com base no
conceito de que limitar a disseminacdo de patdgenos resultard em menos plantas doentes,
aumentando assim o rendimento das plantas (Hooks et al., 2009).

O MADER, em parceria com a BANANAMOZ e com o apoio financeiro da USDA,
implementou um programa abrangente para conter e erradicar a doenca. Este programa inclui
a identificacdo, abate e queima das plantas infectadas, controle do vector e estabelecimento
de zonas de quarentena para impedir a propagacdo do material suspeito. Finalmente, o
programa envolve a replantacdo de mudas saudaveis nas areas afectadas, demonstrando um

compromisso eficaz na gestao e mitigacdo dos impactos da doenga (MASA, 2019).
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2.6.6.1. Controlo regulatorio da BBTV
Uma vez que se estabelece, a doenca de topo em leque da bananeira dificilmente é
erradicado, porem, pode apenas ser localizado (Qazi, 2016). Para controlar a propagacao da
doenca, séo aplicadas medidas rigorosas, incluindo legislacdo que regula a fonte e a
movimentacdo de material de plantio, emissdo de licencas de plantio e exigéncia de

destruicéo de todas as plantas com sintomas (Hooks et al., 2009).

Em Moc¢ambique, a autoridade Fitossanitaria no Pais (NPPO) é o Departamento de Sanidade
Vegetal da DINAS/MASA e tem como missdo: Garantir a defesa fitossanitaria do pais,
atraves da implementacdo do Regulamento de Inspeccdo  Fitossanitaria e
Quarentena Vegetal (Decreto n®5/2009 de 1/6) (MADER, 2024).

2.6.6.2. Controlo cultural da BBTV

O controlo eficaz da doenca do topo em leque da bananeira envolve a erradicacdo de plantas
doentes e 0 uso de material de plantio testado para virus (Qazi, 2016). Remover as plantas
infectadas tem sido reconhecido como benéfico, pois pode contribuir para a recuperagdo do
bananal quando realizado com precisdo (Omondi et al., 2020). No entanto, esse processo
deve ser executado com extrema cautela para evitar perturbar as coldnias de vectores, 0 que
pode resultar em uma maior disseminacdo do patégeno (Hooks et al., 2009). Portanto, uma
estratégia de maneio eficaz depende da deteccdo precoce de plantas infectadas, de modo que
as plantas potenciais fontes de BBTV possam ser destruidas imediatamente (Hooks et al.,
2008).

O controlo cultural deve ser implementado em toda a area de producdo para evitar a rapida
reinfecgdo do material de plantio por virus (CABI, 2017).

Diversas praticas agricolas sdo implementadas em regifes onde a BBTV ocorre, como
utilizacdo de mudas sadias, a remocdo e destruicdo de plantas infectadas, portanto a
destruicdo das plantas é eficiente para areas pequenas, em grandes exploragcdes o controlo

cultural deve ser usado em conjuntura com outros métodos de maneio (Donato, 2021).

16
Ronaldo Zunguze



2.6.6.3. Controlo quimico da BBTV
A utilizacdo de insecticidas organofosforados, como o diazinon e o 6leo parafinico, tem sido
empregada para controlar a disseminagdo do pulgdo da bananeira (Omondi et al., 2020). No
entanto, uma limitacdo dessa abordagem é que os insecticidas aplicados podem ndo alcancar
os pulgdes nas partes internas da planta, como a parte interna das folhas e dentro das bainhas
das folhas do pseudocaule, onde os pulgdes costumam se esconder. Além disso, 0s pesticidas
podem ter efeitos adversos no aplicador e podem resultar na morte de outras espécies. E
importante considerar factores como a concentragdo do tratamento e a idade das folhas, pois

o imidaclopride, por exemplo, ndo é eficaz em folhas jovens (Robson et al., 2007).

2.6.7. Detencdo de BBTV

A BBTV pode ser detectada pela sintomatologia apresentada e em laboratdrio, pelo teste de
ELISA, pela Reaccdo de Polimerase em Cadeia (PCR), por microscopia electrénica, pelo
LAMP (Loop-mediated isothermal amplification) e por PCR em tempo real (Meissner, 2019).
A sorologia tem sido indispensavel na deteccdo e identificacdo de virus de plantas. As
técnicas soroldgicas usadas para detectar virus sdo baseadas na reaccao entre nucleoproteina
ou proteina viral e seu anticorpo especifico, dois métodos sdo comummente usado ou seja,
ensaio imunossorvente ligado a enzima (ELISA) e Dot ensaio de imunoligacdo (Thomas,
2019). Teste ELISA é normalmente utilizado por ser rapido, barato e facil de automatizar e
embora capaz de detectar BBTV em campo, em plantas infectadas e afidio Unicos, € menos
sensivel que PCR (Qazi, 2016). Experimentos comparativos entre métodos soroldgicos e
moleculares demonstraram que PCR é uma técnica superior e importante para deteccdo
devido a suas maior sensibilidade e flexibilidade na deteccdo do BBTV em bananeiras
infectadas (Xie & Hu, 1995)
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IHI.LMETODOLOGIA
O estudo foi conduzido em dois distritos de Provincias diferentes, sendo Chokwe de Gaza e
Manhica de Maputo, estes distritos sdo apontados por varios estudos a ocorréncia da doenca
de topo em leque da bananeira. O estudo focou-se principalmente nos campos de producdo de
banana pertencentes a agricultores familiares e empresas privadas afectadas pela doenca. Nas
empresas (Agre-Sul, Motombene e Matobe-Investiment) e em campos do sector familiar no
distrito de Chokwe, no distrito de Manhica realizou-se apenas em campos de sector familiar,
pois ndo existe empresas privadas envolvidas na produgdo de bananeira. Para identificar os
campos de producdo da banana, contou-se com o auxilio dos técnicos do SDAE. O
levantamento foi realizado dentro dos campos que exibiam sintomas tipicos da doenca, como
nanismo, clorose, enrolamento do limbo, clareamento das nervuras, manchas anelares e

linhas necroticas.
O trabalho foi realizado em duas fases distintas:
1. Primeira Fase:

e Realizou-se trabalho de campo para identificar as possiveis plantas hospedeiras
do virus nos campos de producdo de banana.

e Em seguida, essas plantas foram identificadas.
2. Segunda Fase:

e Realizou-se a extraccdo do ADN na Clinica Fitossanitaria da Faculdade de
Agronomia e Engenharia Florestal (FAEF);

e O PCR, visualizacdo e purificacdo fez-se no Centro de Biotecnologia da
Universidade Eduardo Mondlane (CB-UEM);

e O sequenciamento foi realizado na Africa do sul, Ingaba Biotec;

e Por fim fez-se as analises das sequéncias.
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3.1. Identificacdo de potenciais espécies hospedeiras do BBTV

Durante o levantamento, focou-se nas plantas de bananeira que apresentavam sintomas da
doenca. Em seguida, colheu-se amostras das plantas ao redor, dentro de um raio de 5 metros,
que apresentavam sintomas semelhantes aos da doenca ou que ja foram referenciadas por

varios autores como hospedeiras do virus e da Pentalonia nigronervosa.

Fez-se a colecta das folhas e armazenou-se em ambiente fresco (colman com gelo) para
preservar o material. As plantas colhidas foram identificadas com o auxilio de dois técnicos,
utilizando um manual de campo, o aplicativo PlantNet, e as plantas que ndo puderam ser
identificadas no campo foram levadas ao laboratério para identificacdo posterior pelos
técnicos do herbario, onde foram comparadas com exemplares j& catalogados. Os
procedimentos foram aplicados consistentemente em todos os campos, tanto no distrito de

Chdkwe quanto em Manhica.

Para determinar a ocorréncia dos potenciais hospedeiros alternativos do virus em espécies

colhidas, calculou-se os seguintes parametros: frequéncia absoluta e relativa.

Frequéncia absoluta (fj) — é o valor que representa 0 nimero de observacGes em uma
determinada classe ou em um determinado atributo de uma variavel qualitativa (Triola, 2005)
A soma das frequéncias simples é igual ao nimero total dos dados da distribuicdo.

Frequéncia relativa (f;) — é o valor da razdo (proporcao) entre a frequéncia absoluta em uma
determinada classe e a frequéncia total da distribuicdo. A soma das frequéncias relativas é
igual a 1 (100%) (Triola, 2005).

Frequencia absoluta da especie

fr= X 100%

Total das frequencias
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3.2. Diagnostico molecular de potenciais espécies hospedeiras do BBTV

Apols o levantamento, as amostras foram levadas para a Faculdade de Agronomia e
Engenharia Florestal (FAEF) para realizar a extraccdo do ADN. No laboratério, as amostras
foram submetidas a verificacdo do estado de conservacdo, atribuicdo de novos codigos para
facilitar as analises e por fim armazenadas a 4°C, para garantir a integridade das mesmas.

3.2.1. Extracgéo do ADN

Para a extracgdo do ADN, foi usado o protocolo modificado de Doyle & Doyle (CTAB),
conforme descrito no anexo 3. Inicialmente preparou-se o tampdo de extrac¢do, composto por
4g de CTAB (2%), 16.36g de NaCl (1.4M), 8ml de EDTA (PH 8.0, 20mM) e 3.15g de Tris

HCI, para um volume final de 200ml, que foi posteriormente autoclavado.

Apds a centrifugacdo para precipitar o ADN, o pellet foi cuidadosamente seco e, em seguida,
diluido em um volume de 50ul. As amostras foram quantificadas no espectrofotometro
Nanodrop anexo (2 &3), seguindo todas as recomendacdes para evitar contaminacfes. Apos a

quantificacdo, as amostras foram armazenadas a -25°C para analises posteriores.

Apos concluir a extracgdo e quantificacdo de todas as amostras, estas foram encaminhadas ao
Centro de Biotecnologia da Universidade Eduardo Mondlane (CB-UEM) para proceder com

as andlises, especificamente o PCR e sua visualizacao.

3.2.2. Deteccdo do BBTV por PCR

Apbs a chegada das amostras no CB, estas foram armazenadas a -20°C e foi realizado o
preparo dos primers e outros reagentes necessarios para o diagnéstico. Em seguida, dedicou-
se esforcos para optimizar o protocolo, utilizando amostras positivas como referéncia. Com o

protocolo optimizado estabelecido, procedeu-se ao processamento de todas as amostras.

O processamento das amostras foi feito de forma faseada, isto é, subdividindo o nimero das
amostras para garantir melhor manuseio das amostras de forma consistente e eficiente,
evitando erros de pipetagem, contaminag0es entre outros factores associados ao trabalhar

com maior numero de amostras.
As amostras de Chokwe, foram um total de 61 amostras, devido a deficiéncia na conservacdo
e flexibilidade na extraccdo o ndmero reduziu para 48 amostras, essa reducdo deve-se a
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oxidacgdo que ocorreu em algumas amostras pelos factores acima mencionados. Destas foram
subdivididas em dois grupos conforme foi mencionado acima os motivos, o primeiro com 24

amostras, e 0 segundo com as restantes.

A detecgdo do BBTV foi conduzida por meio da reaccdo em cadeia de polimerase (PCR),
utilizando o termociclador Bio-Rad (T100 PCR Thermal Cycler). Foi usado um par de
primers especificos da desenhados na regido do genoma do virus de BBTV, destinados a
amplificar o gene da proteina de revestimento em DNA-R (Tabela 5), projectados para gerar
um fragmento amplificado de 349pb. A seleccdo desses primers baseou-se em estudos
prévios que atestam sua eficécia na deteccdo do virus (Lestari & Hidayat, 2020).

O PCR foi realizado em um volume final de 15ul contendo 7.5ul Master Mix (H. Fidelity
kit), 0.3pl de 10 uM de cada Primer, 0.45ul de DMSO, 2ul de ADN e agua de PCR para
perfazer o volume final. O protocolo foi o seguinte: Desnaturacdo inicial a 95 ° C por 5
minutos, 39 ciclos de desnaturacdo a 94 ° C por 3 minutos, emparelhamento a 64° C por 30
segundos e extensdo a 72 ° C por 1 minuto, e extens&o final por 10 minutos a 72 ° C, reduzir
a temperatura a 4 ° C por 5 minutos, para over night 12° C.

Tabela 5: Sequéncia dos primers utilizados na realiza¢do da PCR

Target DNA | Primer Sequence (5°— 3°) Amplicon
size
DNA-R BBT1 CTCGTCATGTGCAAGGTTATGTCG | 349 bp
BBT2 GAAGTTCTCCAGCTATTCATCGCC

Fonte: Lestari & Hidayat, 2020
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3.2.3. Visualizacéo e Analise do produto de PCR

Para a visualizacao e analise do produto de PCR, realizou-se electroforese em gel de agarose
a 1,5% (figura 3b) em tampdo Tris-acetato EDTA (TAE-1X). O gel foi pré-corado com
brometo de etidio e submetido a uma corrida eletroforética por 45 minutos a 80 volts e 2
amperes (figura 3a). Durante a corrida, um marcador de peso molecular de 1 kb foi utilizado
como referéncia. Apos a corrida, as bandas foram visualizadas utilizando um transluminador
(modelo UVT-20SML, Spectroline, Westbury, NY, EUA) (figura 3c) que emite luz
ultravioleta, garantindo a visualizacdo das bandas. Por fim, foram tiradas fotografias para

documentacao.

Figura 3: Material usado na visualizagio do produto de PCR
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3.3. Catacterizacdo fenetica das sequéncias dos amplicons obtidos nos potenciais

hospedeiros alternativos

Ap0s a visualizacdo de amostras positivas foi efectuado o corte e purificacdo das bandas, de
seguida enviadas ao Laborat6rio na vizinha Republica Africa do Sul para o sequenciamento
das amostras, tendo o resultado foi realizado o Blast search com objectivo de identificar e
caracterizar a sequéncia genética obtida, determinando sua similaridade com sequéncias
conhecidas em bancos de dados da National Center for Biotechnology and information
(NCBI).

3.4. Analise dos dados

As andlises graficas das frequéncias absolutas e relativas foram feitas com auxilio do pacote
estatistico Excel 2013. Para a identificacdo das espécies de plantas foi usado aplicativo

PlantNet e com o auxilio de um manual de campo.

Foi usado o software Chromas v.2.6.6 para visualizar as sequéncias e exporta-las em formato
(fasta) para posterior uso no banco de dados do National Center for Biotechnology
Information (NCBI).
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IV.RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Identificacdo de potenciais espécies hospedeiras do BBTV

No levantamento das espécies, foram identificadas um total de 103 plantas em 50 espécies

diferentes (Tabela 6), distribuidas em 22 familias diferentes conforme apresentado abaixo.

Tabela 6: Distribuicdo das espécies por familia

Familias Espécies Nr de espécies
Asteraceae Sonchus oleraceus, Gnaphalium luteo-album, Bidens 14
pilosa, Eclipta alba, Ageratum conyzoides, Parthenium
hysterophorus, Senecio sp, Senecio proprior, Senecio
madagascariensis, Nidorella resedifolia, Gnaphalium
pensylvanicum, Sphaeranthus indicus, Conyza
canadenses, Vernonia sp.
Fabaceae Rhynchosia minima, Vigna sp, Vigna vexillata, 4
Dichrostachys cinérea
Malvaceae Abutilon angulatum, Corchorus aestuans L, Sida 3
rhombifolia
Commelinaceae | Commelina benghalensis, Aneilema sp, Commelina difusa 3
Solanaceae Solanum nigrum, Capsicum sp 2
Acanthaceae Justicia flava, Disperma crenatum 2
Poaceae Imperata cylindrica, Panicum maximum 2
Amaranthaceae Amaranthus hybridus, Chenepodium sp 2
Euphorbiaceae Acalypha indica, Acalypha segetalis 2
Menispermaceae Cissampelos sp, Cissampelos hirta 2
Cucurbitaceae Corallocarpus sp, Cucumis sp. 2
Lamiaceae Leonotis sp, Ocimum sp 2
Araceae Colocasia esculenta 1
Apiaceae Centella asiatica 1
Phyllanthaceae Phyllanthus niruri 1
Portulacaceae Portulaca oleracea 1
Oxalidaceae Oxalis semiloba 1
Musaceae Musa alba 1
Zygophyllaceae Tribulus terrestres 1
Rutaceae Citrus sp 1
Lophiocarpaceae Corbichonia decumbens 1
Sapindaceae Cardiospermum halicacabum 1
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A familia Asteraceae € a mais representada, com 14 espécies, seguida das familias Fabaceae
com 4 especies, Malvaceae e Commelinaceae com 3 espeécies, respectivamente. As restantes

familias com 1 a 2 espécies.

Estudo realizado por Chauque (2007), no estudo da biodiversidade do distrito de Chdkwe,
identifica espécies da familia Fabaceae como a que mais apresentou 0 nimero de espécies,

seguida das Poaceae.

Os resultados obtidos corroboram com Lima, et al. (2012) no seu estudo da distribuicédo
fitossociolégica da comunidade de plantas espontaneas na cultura da banana em Paraiba,
onde a familia que mais se destacou foi a Asteraceae com cinco espécies, perfazendo um total
de 23,80% do numero total de espécies amostradas, seguida das familias Amaranthaceae,
Commelinaceae, Fabaceae, Poaceae, Rubiaceae, com dois representantes correspondendo a
9,52% cada, da soma total de individuos colectados. As demais familias apresentaram apenas
uma espécie, representando 4,76% das plantas colectadas. Essa congruéncia nos resultados
sugere uma consisténcia na composi¢do das comunidades de plantas espontaneas em campos

de produgéo de banana.

Do levantamento realizado, foram identificadas 52 espécies diferentes presentes nos campos
de producdo da banana nos dois distritos. Alves (2005) descreve algumas das espécies mais
comuns encontradas nesses campos. Destacam-se, entre elas, a Commelina difusa, Cyperus
sp., Brachiaria plantaginea, Sida rhombifolia, Talinum paniculatum, Oxalis e Leonorus
sibiricus. Essas espécies foram frequentemente observadas coexistindo com as plantacdes de

banana, impactando o ambiente e a dindmica dos sistemas agricolas nas reas estudadas.

Na&o obstante, do estudo realizado em Ribeirdo Preto-SP Brasil por Kuva et al. (2007) durante
0 estudo da fitossociologia de comunidades de plantas daninhas em agroecossistema na
banana descreve: Cyperus rotundus, Cynodon dactylon, pomoea hederifolia, 1. quamoclit; 1.
nil; 1. grandifolia; 1. purpurea; Merremia cissoides, Amaranthus spp; Chamaesyce
hissopifolia; Croton glandulosus; Bidens pilosa; Solanum americanum; Emilia sonchifolia;
Tridax procumbens; Sida spp.; Conyza bonariensis; Physalis angulata; Commelina
benghalensis; Euphorbia heterophylla; Phylanthus tenellus; Cleome affinis; Parthenium
hysterophorus Brachiaria decumbens; Brachiaria plantaginea; Eleusine indica; Panicum
maximum; Digitaria spp; Digitaria insularis; Cenchrus echinatus, Vernonia polyanthes;
Cissampelos glaberrima; Pyrostegia venusta; Talinum paniculatum; Mikania cordifolia;
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como as principais espécies dominantes, que sdo as que originam a maior parte da

interferéncia pelos recursos nomeadamente agua, luz nutrientes, espaco e efeitos alopaticos.

Estudo conduzido por Timberleke et al. (1986) sobre levantamento de pastagens e solos de
Chdkwe, apresentou as seguintes espécies: urochloa mosambicensis. Panicum maximum,
Cvnodon dactvlon, Digitaria eriantha, Rhynchelytrum repens, Dactvloctenium geminatum,
Themeda triandra, e Cyperus spp, como as principais espécies herbéaceas que ocorre nas
principais unidades de vegetacdo correspondendo satisfatoriamente aos principais tipos de
solos. Especificamente bosque aberto ribeirinho, savana/bosque de folhas largas em areia,
savana ou bosque de acacia e pastagem aberta. Podemos associar a factores como
ecossistema, tamanho da area de estudo e a diferenca temporal entre os estudos como 0s
factores que influenciaram na diferenca nos resultados obtidos, pois o presente estudo foi
realizado em ecossistema de bananeiras apenas, a area de estudo foram inventariado campos
de producdo e o ultimo factor tem a ver com 0s anos que as pesquisas foramrealizadas

podendo ter ocorrido uma mudanga na composicao da vegetacao.
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4.1.1. Frequéncia absoluta e relativa das espécies

Nos de Manhica foi observado as espécies Justicia flava e Ageratum conyzoides
apresentaram as maiores frequéncias absoluta e relativa com 11,9% e 5 respectivamente
(Figura 3). Em seguida, as espécies Sonchus oleraceus e Sida rhombifolia com 7.14% e 3
(Figura 3). As especies Colocasia esculenta, Aneilema sp, Panicum maximum, Bidens pilosa,
Centella asiatica com 4.76% e 2. Por fim, as demais espécies apresentaram uma frequéncia

relativa de 2.38% e 1 de frequéncia absoluta (Figura 3).

Frequéncia absoluta e relativa
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Figura 3: Frequéncia absoluta e relativa das espécies no distrito de Manhiga.
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No distrito de Chokwe, foi observado que a espécie Sonchus oleraceus foi a mais prevalente,
com uma frequéncia relativa de 16,39% e uma frequéncia absoluta de 10 (Figura 4). Em
segundo lugar, encontramos a Solanum nigrum, com uma frequéncia relativa de 13,11% e
uma frequéncia absoluta de 8 (Figura 4). Em seguida, a Senecio proprior apresentou uma
frequéncia relativa de 4,92% e uma frequéncia absoluta de 3 (Figura 4), seguida pela Senecio
sp, Acalypha segetalis, Amaranthus hybridus, Phyllanthus niruri, Portulaca oleracea, Oxalis
semiloba e Chenepodium sp, todas com uma frequéncia relativa de 3,28% e uma frequéncia
absoluta de 2 (Figura 4). Por fim, as demais espécies foram observadas com uma frequéncia

relativa de 1,64% e uma frequéncia absoluta de 1 (Figura 4).
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Figura 4: Frequéncia absoluta e relativa das espécies no distrito de Chokwe.

Dos resultados obtidos do levantamento, as espécies Sonchus oleraceus, Solanum nigrum,
Justicia flava, Ageratum conyzoides foram as que apresentaram maiores frequéncias, estudos
realizados por Lima, et al. (2012) as espécies com maior representatividade foram Cyperus
rotundus L. (tiririca), seguido da Alternanthera philoxeroides e Ageratum conyzoides L, essa
divergéncia pode advir de varios aspectos a levar em conta nomeadamente, variacdo de
condicbes edafo-climéticas, época do estudo, praticas culturais, que influenciam activamente
na composicao vegetal dos locais.

A Cyperus rotundus L é uma espécie predominante em diferentes ambientes e apresenta uma
multiplicacdo rapida, com seus tubérculos actuando como as principais unidades de disperséo
ao longo do tempo, permanecendo dormentes no solo por longos periodos. A dorméncia dos
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tubérculos causa emergéncia irregular, contribuindo para a persisténcia dos propagulos dessa
espécie no solo Jakelaitis et al. (2003). Embora a Cyperus rotundus L apresente todos esses
mecanicismos, nao foi observado nos campos inventariados, podendo relacionar o pH do solo
e a sua ocorréncia, pois a a Cyperus rotundus L. é uma planta indicadora de solos acidos,

descoberto, mal arejado e com caréncia de magnesio.

Myint (1994) descreveu Commelina sp, como uma planta infestante herbécea, tolerante a
sombra, tufada e rizomatosa, que geralmente se espalha com caules que crescem até 100 cm
de altura, rastejando e enraizando nos nos. A Commelina diffusa proliferou como a erva
daninha dominante nos campos de banana nas llhas de Barlavento do Caribe. Das
observacOes a Commelina sp apresentou uma frequéncia baixa em ambos distritos, este facto,
pode ser influenciado por vérios factores como o uso da infestante para a alimentacdo do

gado especialmente suino.

As diferencas nos resultados de levantamentos das infestantes em diferentes estudos, podem
ressaltar-se pelo facto de cada regido e ecossistema ter a sua peculiaridade quanto as
infestantes predominantes e a influéncia das praticas culturais que tendem a apresentar maior
ocorréncia Pitelli (2000), Moura et al. (2015). Portanto, os estudos sobre infestantes tendem a

apresentar resultados diferentes dependendo do ecossistema em estudo.

29
Ronaldo Zunguze



4.2. Detencdo do BBTV pelo método de PCR

Com o protocolo optimizado, procedeu-se com analise de todas amostras. A validacdo do
PCR foi verificada com sucesso em todos testes, uma vez que amplificou o controlo positivo
e ndo amplifica o negativo como forma de confirmar se houve contaminag6es ou ndo durante
os testes, conforme ilustrado (figura 5). Nesta imagem pode se constatar que o resultado foi

negativo, pois nenhuma amostra amplificou, em todos testes foi usado um marcador de 1kb,

gel de 1.5%, a validacgéo foi aplicada a todas amostras.

Figura 5: Resultado de PCR gel de agarose (1.5%)

Corado com brometo de etideo em Tampdo TAE mostra o produto de PCR de amostras (1-15) de sem
amplificacdo do produto esperado. Onde 1- Justicia flava, 2- Ageratum conyzoides, 3,6- Acalypha indica, 4-
Sonchus oleraceus, 5- Sida rhombifolia, 7, 14- Centella asiética, 8- Panicum maximum, 9- Eclipta alba, 10-
Gnaphalium luteo-album, 11- Colocasia esculenta, 12- Vernonia sp, 13- Commelina benghalensis, +1+2-
Controlos positivos, -1- Controlo negativo. M- Marcador de 1kb.

Apois o rastreio de todas amostras foram observadas amplicons nas espécies Conyza
canadenses e Corallocarpus sp do distrito de Manhica e Centella asiatica do distrito de
Chokwe.
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Amostras que apresentaram amplificacdo nos testes anteriores foram submetidas a uma nova
analise por PCR (figura 6) para confirmar os resultados. Isso é necessario, uma vez que,

ocasionalmente podem ocorrer falsos positivos (Oliveira et al., 2005).

Figura 6: Resultado do PCR.

Das amostras positivas dos testes anteriores que testaram positivos. M- marcador molecular delkb, 1- Conyza
canadenses, 2,3- Corallocarpus sp, 4- Centella asidtica, +1- Controlo Positivo, -1- Controlo negativo.

O estudo identificou trés espécies de infestantes como hospedeiros do Banana bunchy top
virus (BBTV), Conyza canadenses (Astaraceae), Corallocarpus sp (Cucurbitaceae) e
Centella asiatica (Apiaceae) que ocorrem nos campos de producdo da banana nos distritos de
Manhica e Chokwe.

A familia Musaceae € bem conhecida como hospedeira do BBTV, sendo a banana uma das
plantas mais afectadas. Além disso, outras familias como Zingiberaceae, Araceae, Cannaceae
e Heliconiaceae também foram relatados por Qazi, (2016) como hospedeiras do virus.

O estudo conduzido por Guyot et al. (2023), que investigou a evidéncia de plantas
dicotileddneas como hospedeiros alternativos do Banana Bunchy Top Virus (BBTV) no
Sudeste Asiatico, oferece uma perspectiva valiosa que sustenta as descobertas de nosso
estudo. Ao reconstruir o sequenciamento lllumina dos componentes do viroma de bananeiras
infectadas com BBTV e suas plantas vizinhas ndo bananeiras, eles identificaram a presenca
do virus em varias espécies de plantas dicotileddneas. Em particular, eles encontraram
evidéncias do BBTV e de seus alfassatélites circulares de ssDNA na monocotiledénea

Commelina sp. (Commelinaceae) e nas dicotileddneas Bidens pilosa e Chromolaena odorata
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(ambas Asteraceae). Esta descoberta é especialmente relevante, pois confirma a presenca do
BBTV na familia Asteraceae, embora em espécies diferentes das identificadas em nosso
estudo. Portanto, a descoberta de Guyot et al. (2023), reforga nossa propria pesquisa,
destacando a importancia de entender a diversidade de hospedeiros do BBTV e seu potencial
impacto na agricultura e na seguranca alimentar. Estudos futuros podem se beneficiar de uma
abordagem integrada que explore ainda mais a diversidade de hospedeiros do BBTV em

diferentes regifes geograficas e condi¢bes ambientais.

A auséncia de relatos que associem as espécies do género Corallocarpus como hospedeiras do
virus da BBTV, apesar de sua ampla distribuicio em Africa, Asia e América, destaca uma
lacuna significativa no conhecimento cientifico. Diante dessa, nossa pesquisa se destaca ao
ser pioneira em relatar a possivel ocorréncia do virus em Corallocarpus sp, conferindo assim
uma nova perspectiva ao estudo dos hospedeiros alternativos do virus da BBTV. Desta forma
emerge a necessidade de investigar essa potencial interaccdo, de modo a trazer um
entendimento amplo no que tange a interaccdo do virus com o meio, fornecendo
conhecimentos valiosos para o desenvolvimento de estratégias mais abrangentes e eficazes de

controlo e maneio da doengca.

Embora foi observado a presenca de afidios nas espécies Colocasia esculenta e Cissampelos
hirta durante o levantamento das espécies, ndo foi detectado o virus da BBTV nos testes de
PCR feitos. Isso contradiz as descobertas feitas por Hapsari & Masrum, (2012) que relata as
mesmas espéecies como hospedeiros alternativos dos pulgbes P.nigronervosa e do virus da
BBTV. Boukari et al. (2020) defende que factores como a idade da planta, 0 nimero de
pulgbes usados para transmissdo, o tempo de alimentacdo e o periodo de acesso a inoculacdo
desempenham um papel na transmissdo do virus. Portanto pode-se associar a esses factores
como preponderantes aos resultados obtidos no nosso estudo e pode se tratar doutras espécies

de afidios pois ndo foram feitos testes de identificacéo.
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4.3. Catacterizacdo fenetica das sequéncias dos amplicons

As bandas amplificadas de tamanhos esperados foram cortadas, purificadas e sequenciadas

usando o mesmo primer utilizado para a sua amplificacdo. As sequéncias geradas foram

submetidas ao Blast search no banco de dados do National Center for Biotechnology

Information (NCBI) para confirmacéo e comparagédo, conforme a Tabela 7.

Tabela 7: Resultado do Blast search das sequéncias das trés (3) amostras que testaram

positivo no PCR

Sample Query Cover |Per. Ident |Accession
17% 98.74% KR815823.1
17% 98.74% JN204218.1
17% 98.74% ON934259.1
17% 98.74% KU687062.1
Centella asiatica (Apiaceae) 17% 08.74% KU687064.1
17% 98.74% DQ285570.1
17% 98.74% EF584545.1
17% 98.74% MW221465.1
17% 98.74% ON934282.1
17% 98.74% ON934265.1
32% 96.72% DQ656119.1
32% 97.02% ON934235.1
32% 96.69% KU687079.1
32% 96.69% KR815823.1
Conyza canadenses (Astaraceae), 32% 96.69% KU687091.1
32% 96.69% JN243751.1
32% 96.69% KU687077.1
32% 96.69% GU085263.1
32% 96.69% JN204218.1
22% 100.00% |JN204218.1
22% 100.00% KM607643.1
22% 100.00% KU687083.1
22% 100,00% KU687079.1
Corallocarpus sp (Cucurbitaceae) 220 99,29% KR815823.1
22% 100,00% KU687091.1
22% 100,00% KU687077.1
22% 99,29% KM607588.1
22% 99,29% KM607602.1
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Os resultados mostraram um query cover baixo entre as sequéncias do estudo com as
sequéncias presentes no banco de dados da NCBI. Isso sugere que as sequéncias estudadas
podem conter regides genémicas Unicas ou divergentes em relagdo aos genomas de
referéncia, indicando, potencialmente, a presenca de variantes que ainda ndo foram
amplamente caracterizadas. Segundo Jones et al. (2020), baixas correspondéncias em analises
de BLAST podem estar associadas a descoberta de novas variantes virais ou de variantes

menos representadas nos bancos de dados atuais.

Outro factor que pode ter contribuido para a baixa correspondéncia das sequéncias é a
limitacdo da base de dados quanto a inclusdo de espécies que ndo sdo hospedeiros principais.
Conforme Simao et al. (2015) apontam, muitos genomas de organismos menos estudados,
como plantas infestantes, ainda ndo estdo completamente sequenciados ou incluidos nas bases

de dados, o que pode resultar em baixas coberturas de consulta nas analises.

A alta variabilidade genética dos virus de plantas, como o BBTV, pode também explicar a
dificuldade em obter altas correspondéncias em ferramentas como o BLAST. Estudos como o
de Fargette et al. (2006) indicam que a répida evolucdo de fitovirus, em resposta a pressdes
selectivas, pode levar a emergéncia de variantes virais que sao dificilmente detectadas pelos

métodos tradicionais de comparagdo gendmica.

Os resultados deste estudo divergem dos resultados obtidos por Barros et al., (2024), que
realizaram uma caracterizacdo molecular de isolados da Banana bunchy top virus no distrito
de Chdékwe, em Mocambique. As identidades de nucleétidos do R-DNA entre os 40 isolados
analisados revelaram uma variagdo méaxima de apenas 2% em 38 desses isolados, destacando
a alta conservacao genética deste gene. Este padréo de conservacédo foi igualmente observado
em estudos realizados na Nigéria e nos Camardes, onde também se reportou uma identidade
de nucledtidos de até 100% entre os isolados locais (Barros et al., 2024). Estes resultados
trazem uma nova prespectiva ao olhar a diferenca nos resultados podendo estarem associados

a difereca do hospedeiro, isto €, em hospedeiro principal a variabilidade € reduzida.

Ximba et a.l, (2021) no estudo da distribuicédo, relagdo molecular e estudos de transmisséo da
BBTV na Africa do sul relatou que houve muito poucas as diferencas (0,4-2,3%) de
sequéncia de aminoacidos detectadas entre os componentes da BBTV Sul-Africana em
comparagdo com os outros isolados ao longo do grupo Pacifico-indico (PIO), enquanto a
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variacdo de nucleotideos foi tdo alta quanto 23,8% quando comparado ao grupo do Sudeste
Asiatico (SEA). A percentagem de identidade das sequéncias deste estudo em comparacao
com as sequéncias de Ximba et al., (2021) disponivel na base de dados da NBCI foi de
99,02%. Estes resultados sublinham a estabilidade significativa destes genes
independentemente das variacdes geograficas.
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V. CONCLUSOES E RECOMENDACOES

5.1. Conclusotes

v Foram identificadas 50 especies diferentes subdivididos em 22 familias.

v' O teste de PCR deu positivo para trés espécies de infestantes tidos como potenciais
hospedeiros do Banana bunchy top virus (BBTV), Conyza canadenses (Astaraceae),
Corallocarpus sp (Cucurbitaceae) no distriro de Manhica e Centella asiatica (Apiaceae)
no distrito de Chokwe.

v" Do sequenciamento e analise comparativa, a Centella asiatica apresentou uma query
cover de 17%, Conyza canadense 32% e a Corallocarpus sp uma query cover de 22%.
Estes resultados mostram que ha variabilidade entre as sequéncias do estudo com as

sequéncias das outras regides disponiveis na base de dados da NCBI.

5.2. Recomendaces
» Estudos de transmissd@o nos potenciais hospedeiros do BBTV;
> Investigar a diversidade genética entre os isolados do BBTV que ocorrem nas areas

infectadas.
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ANEXOS

Anexo 1: Lista das espécies levantadas no distrito de Manhica

Genero/Especie Familia Panicum maximum Poaceae
Commelina Commelinaceae Justicia flava Acanthaceae
benghalensis Leonotis sp. Lamiaceae
Sida rhombifolia Malvaceae Bidens pilosa Asteraceae
Solanum panduriforme | Solanaceae Panicum maximum Poaceae
Solanum nigrum Solanaceae Ageratum conyzoides Asteraceae

Acalypha indica Euphorbiaceae Aneilema sp Commelinaceae
Sida rhombifolia Malvaceae Conyza canadensis Asteraceae
Capsicum sp. Solanaceae Sonchus oleraceus Asteraceae
Citrus sp Rutaceae Ageratum conyzoides Asteraceae
Aneilema sp Commelinaceae Colocasia esculenta Araceae
Vernonia sp. Asteraceae Justicia flava Acanthaceae
Ageratum conyzoides Asteraceae Corallocarpus sp. Cucurbitaceae
Senecio Asteraceae Eclipta alba Asteraceae
Madagascariensis Vigna sp. Fabaceae
Sonchus oleraceus Asteraceae Centella asiatica Apiaceae
Justicia flava Acanthaceae Rhynchosia minima Fabaceae
Ageratum conyzoides Asteraceae Bidens pilosa Asteraceae
Justicia flava Acanthaceae Gnaphalium luteo- | Asteraceae
Sida rhombifolia Malvaceae album

Ageratum conyzoides Asteraceae Centella asiatica Apiaceae
Justicia flava Acanthaceae Colocasia esculenta Araceae
Imperata cylindrica Poaceae Sonchus oleraceus Asteraceae
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Anexo 2: Lista das espécies do levantamento efectuado no distrito de Chokwe

Genero/Especie Familia ae
Parthenium hysterophorus | Asteraceae Commelina diffusa Commelina
Solanum nigrum Solanaceae ceae
Sonchus oleraceus Asteraceae Sonchus oleraceus Asteraceae
Musa alba Musaceae Vigna vexillata Fabaceae
Sonchus oleraceus Asteraceae Oxalis semiloba Oxalidacea
Panicum maximum Poaceae e
Senecio sp Asteraceae Cardiospermum Sapindacea
Senecio proprior Asteraceae halicacabum e
Senecio madagascariensis | Asteraceae Sonchus oleraceus Asteraceae
Cissampelos hirta Menisperm Abutilon angulatum Malvaceae
aceae Senecio proprior Asteraceae
Acalypha segetalis Euphorbiac Senecio sp Asteraceae
eae Dichrostachys cinerea Fabaceae
Acalypha segetalis Euphorbiac Sphaeranthus indicus Asteraceae
eae Disperma crenatum Acanthacea
Amaranthus hybridus Amaranthac e
eae Centella asiatica Apiaceae
Corchorus aestuans Malvaceae Sonchus oleraceus Asteraceae
Tribulus terrestris Zygophylla Phyllanthus niruri Phyllanthac
ceae eae
Nidorella resedifolia Asteraceae Sonchus oleraceus Asteraceae
Sonchus oleraceus Asteraceae Solanum nigrum Solanaceae
Gnaphalium pensylvanicum | Asteraceae Oxalis semiloba Oxalidacea
Sonchus oleraceus Asteraceae e
Phyllanthus niruri Phyllanthac Ageratum conyzoides Asteraceae
eae Portulaca oleracea Portulacace
Senecio proprior Asteraceae ae
Corbichonia decumbens Lophiocarp Solanum nigrum Solanaceae
aceae Vigna (macapa)
Portulaca oleracea Portulacace Solanum panduriforme Solanaceae
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Solanum nigrum Solanaceae eae
Chenepodium sp Amarantha Solanum nigrum Solanaceae

ceae Phaseolus vulgaris Fabaceae
Sonchus oleraceus Asteraceae Amaranthus hybridus Amaranthac
Conyza canadensis Asteraceae eae
Cissampelos sp Menisperm Solanum nigrum Solanaceae

aceae Sonchus oleraceus Asteraceae
Ocimum Lamiaceae Solanum nigrum Solanaceae
Sonchus oleraceus Asteraceae Solanum nigrum Solanaceae
Chenepodium sp Amaranthac

Anexo 3: Protocolo de extraccdo de ADN em

modificado)

Preparacdo do CTAB buffer (200ml)

Plantas (segundo Doyle & Doyle, 1986 -

Item Concentracédo Gramas/volume
CTAB 2% 4q

NaCl 1.4M 16.369

EDTA pH8 20mM 8ml de 0.5M
Teis- HCI 100mM 3.59

Agua destilada | ---------- 192ml

Pesar 500mg de material vegetal e colocar num almofariz contendo 3ml de tampédo CTAB
e uma pitada de PVP (ponta de uma espatula). Macerar até formar uma mistura
homogenia;

. Transferir 1.5 -2ml do macerado para um tubo de igual volume usando pipetas de Pasteur.
Se o material for muito compacto pode-se adicionar 1ml do tampdo CTAB e
homogeneizar antes de transferir;

. Incubar por 20minutos a 65°C, com mix. Centrifugar por 15min a 13200rpm;

. Transferir 1ml do sobrenadante para um tubo de 2ml;

. Adicionar 1ml de Cloroformio-alcool-isoamilico (24:1). Este passo deve ser realizado no
fluxo laminar;

. Vortexar e centrifugar por 15 minutos a 13200rpm;
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10.
11.
12.

13.
14.

Colectar a fase aquosa (cerca de 750ul) pipetando devagar e transferir para um novo tubo
de 1.5ml. Nenhum cloroférmio deve ser levado. Este passo deve ser realizado no fluxo
laminar;

Adicionar 1ml de isopropanol gelado e misturar imediatamente invertendo o tubo;
Vortexar e centrifugar por 15 minutos a 13200rpm;

Descartar o sobrenadante tomando cuidado de nédo perder o pellet de ADN;

Adicionar 1ml de etanol a 70%. Lavar o ADN invertendo cuidadosamente o tubo;
Vortexar e centrifugar por 10 minutos a 13200rpm e eliminar o sobrenadante. Se o ADN
ndo estiver limpo deve se repetir os passolle 12 com 750ul de etanol;

Secar o pellet a temperatura ambiente na bancada invertendo o tubo num papel limpo;
Apoés secar, adicionar 20ml de 4gua e incubar por 30 minutos a 37°C. Fazer a

quantificacéo.

Anexo 4: Quantificacdo do ADN extraido das amostras de Manhica

Genero/Especie Absorva | ABS Ageratum conyzoides 680.4 2.33

ncia Justicia flava 109.5 2.41
Commelina 1019.4 2.59 Sida rhombifolia 641.2 2.08
benghalensis Ageratum conyzoides 691.2 2.60
Sida rhombifolia 633.6 2.4 Justicia flava 213.9 2.71
Solanum panduriforme | 669.2 2.39 Imperata cylindrica 399.5 2.51
Solanum nigrum 750.5 2.32 Panicum maximum 94.2 2.24
Acalypha indica 243.3 2.32 Justicia flava 680.4 2.33
Sida rhombifolia 635.7 2.5 Leonotis sp. 760 2.32
Capsicum sp. 127.1 2.03 Bidens pilosa 714 2.31
Citrus sp 109.5 1.81 Panicum maximum 649.1 2.31
Aneilema sp 922.2 2.42 Ageratum conyzoides 284.7 2.46
Vernonia sp. 187.9 241 Aneilema sp 749 2.41
Ageratum conyzoides 508.1 2.47 Conyza canadensis 600.7 2.19
Senecio 1054.4 2.48 Sonchus oleraceus 875.4 2.31
Madagascariensis Ageratum conyzoides 102.8 2.35
Sonchus oleraceus 724 2.35 Colocasia esculenta 815.4 2.52
Justicia flava 254.3 1.88 Justicia flava 204.1 2.22
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Corallocarpus sp. 581.8 2.30 Gnaphalium luteo- | 700.2 2.19

Eclipta alba 399.5 2.51 album

Vigna sp. 254.3 1.88 Centella asiatica 542.5 2.80

Centella asiatica 508.1 2.47 Colocasia esculenta 820.5 2.62

Rhynchosia minima 127.1 2.03 Sonchus oleraceus 845.5 2.8

Bidens pilosa 714 2.31

Anexo 5: Quantificacdo do ADN extraido das amostras de Chokwe

Género/Espécie | Absorvanci | ABS Sonchus oleraceus | 3726 1.490
a Phyllanthus niruri | 619 0.619

Parthenium 1560 1.560 Senecio proprior | 729.6 0.730

hysterophorus Corbichonia 550.4 0.550

Solanum nigrum | 1390 1.390 decumbens

Sonchus oleraceus | 3238 1.295 Portulaca 692.5 0.693

Musa alba 1015 1.015 oleracea

Senecio proprior | 3027 3.027 Commelina 100.1 0.010

Senecio 172.8 0.171 diffusa

madagascariensis 0 Sonchus oleraceus | 1291 1.291

Acalypha 1831 1.831 Vigna vexillata 219 0.219

segetalis Cardiospermum 509.7 0.510

Acalypha 246.6 0.247 halicacabum

segetalis Sonchus oleraceus | 571.2 0.571

Amaranthus 809.3 0.809 Abutilon 1179 1.179

hybridus angulatum

Corchorus 84.42 0.977 Senecio proprior | 204.9 0.205

aestuans Dichrostachys 1083 1.080

Tribulus terrestris | 1004 1.004 cinerea

Nidorella 535.8 0.536 Sphaeranthus 3562 1.425

resedifolia indicus

Sonchus oleraceus | 510.8 0.510 Disperma 5162 2.065

Gnaphalium 695.2 0.460 crenatum

pensylvanicum Centella asiatica | 144.7 0.145
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Phyllanthus niruri | 5830 2.33 Conyza 260 0.260
Sonchus oleraceus | 2316 0.927 canadensis
Solanum nigrum | 25.6 0.026 Cissampelos sp 226.6 0.227
Ageratum 5475 2.190 Asteraceae 137.7 0.137
conyzoides Chenepodiumsp | 1804 1721
Portulaca 634.9 0.635 Phaseolus 1515 1515
oleracea vulgaris
Solanum nigrum | 1343 1343 Solanum nigrum | 500.2 0.500
Vigna (macapa) | 386 0.36 Sonchus oleraceus | 27,6 0.028
Solanum 2366 0.046 Solanum nigrum | 689 0.689
panduriforme Solanum nigrum | 53.4 0.053
Solanum nigrum | 1034 1.034
Chenepodiumsp | 553.9 0.554
Sonchus oleraceus | 60.1 0.06
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