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Resumo

A producéo de banana tem uma grande importancia comercial em Mogambique por
esta ser uma fonte de renda, porém tém sido registadas perdas avultadas devido a
pragas e doencas como a Banana Bunchy Top virus (BBTV), doenga viral cujo vector
conhecido é o afideo Pentalonia nigronervosa. A doenca de BBTV esté presente no
sul de Mogambique, especificamente nos distritos de Chokwé e Manhica. A crescente
ameaca da expansdo da doenca, foi um dos factores importantes para o0
desenvolvimento deste estudo, que teve como foco avaliar a incidéncia do afideo
vector da doenca do virus de topo em leque da bananeira e prospecdo de possiveis
insectos vectores da doenca. O trabalho foi realizado no posto administrativo de Ilha
Josina Machel, nos bairros 2, 3, 4, e 1°de Maio (na localidade Maguiguana) e bairro 6
e Matchedje (na localidade de Zonguene). Nas bananeiras com sintomas da doenca,
determinou-se a infestacdo e a densidade do vector P. nigronervosa, fez-se o
levantamento de outros insectos sugadores associados as bananeiras infectadas e em
algumas infestantes circunvizinhas com sintomas da doenga. As amostras colhidas
foram conservadas em etanol a 70 % seguida pela deteccdo do virus. Os resultados
mostraram que o afideo P. nigronervosa, infestou em média 24% a 62 % de plantas
com sintomas da doenca, com densidades medias que variaram de 1 a 25
afideos/planta. Os bairros 2, 3, 4, 6, e 1° de Maio (na localidade de Maguiguana)
tiveram uma densidade significativamente maior comparativamente as do bairro 6 e
Matchedje (na localidade de Zonguene). Foram identificados outros insectos
sugadores, associados a bananeira com sintomas da doenca, pertencentes a ordem
Hemiptera representado pelas familias Pentatomidae, Reduvidae e Afididae. A maior
densidade dos outros insectos sugadores foi observada pelos afideos da Pentalonia
caladii, e a menor em percevejos cuja média variou de 0,65 e 0,72 individuo por
planta, respectivamente. A deteccdo do virus da BBTV no afidio (Pentalonia
nigronervosa) e outros sugadores forneceram resultados positivos para as amostras 4,
5 e 8 usando primer’s diferentes, mais especificos para a detec¢do do virus da BBTV,
por outro lado, foram registados resultados negativos, provavelmente devido a
auséncia do virus da BBTV nos insectos no momento da colecta das amostras, pois o
P.nigronervosa necessita de horas para a aquisicdo do mesmo.

Palavra-chave: BBTV, vectores de doencas, outros sugadores, Pentalonia

nigronervosa
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1. Introducéao

1.1.  Aspectos gerais
A bananeira é uma planta monocotiledonea herbacea de crescimento vigoroso. A

maioria das cultivares e hibridos da bananeira pertencem ao género Cuminata, género

Musa, e espécie balbisiana (Gold et al., 2002).

A cultura desempenha um papel importante na alimentacdo e na nutricdo, devido ao
seu alto valor nutricional e medicinal, sendo o quarto alimento mais importante a
nivel internacional, precedido pelo arroz, trigo e milho (Vieira e Luis, 2009; Halbert
et al, 2015). A banana é considerada um alimento energético, por ser
maioritariamente constituido por &gua, carbohidratos, uma propor¢cdo mais reduzida
de gorduras e proteinas, porém rica em sais minerais e vitaminas permitindo que este
alimento seja um dos componentes para a reducdo de doencas como a anemia,
hipertenséo entre outras (SENAR, 2009). De grande importancia socioeconémica em
Mocambique, contribui para a boa nutricdo das comunidades rurais, assim como para
garantir a seguranca alimentar, geracao de renda e fonte de emprego (MASA, 2019).

A banana é o principal produto no comercio internacional de frutas frescas

movimentadas (Borges et al., 2000).

Porém o seu comércio vem sendo prejudicado devido ao ataque de pragas como € o
caso da mosca da fruta, doencas como o mal de panama e a sigatoka negra que
reduzem a sua qualidade e quantidade (Embrapa 2020 & FAO, 2016). Nos altimos
anos destaca-se no pais a doenca do virus de topo em leque da bananeira (do inglés
“Banana Bunchy Top Virus” abreviado para BBTV) que tem criando perdas

devastadoras na producéo da banana (BananaMoz, 2019).

Estima-se uma producdo de cerca de 6,4ton/ha para o sector familiar, e 45 a 60ton/ha
do sector comercial, que podera estar ameacado devido a doenca do virus de topo em
leque que tem tido maior impacto na industria nacional de banana reduzindo a sua
producdo em cerca de 22% (MASA, 2019).

A doenca do virus do topo em leque, é uma das doencas virais de maior importancia

econdmica na banana. Em Mocambique, a doenga da BBTV é igualmente de



importancia quarentendria e com impacto no comércio internacional, por impedir a
entrada da banana produzida internamente, nos paises com restrigdes quarentenarias
(11AM, 2019).

1.2. Problema e justificativa

A banana é uma cultura de extrema importancia em Mocambique, devido ao papel
que desempenha na nutricdo e seguranca alimentar, e pelo potencial que o pais tem
para producdo e exportacdo, mas esta tem enfrentado perdas devido ao ataque de
pragas e doencas de importancia economica (MASA, 2019). Dentre as doencas que
afectam esta cultura constam o Mal do Panama também conhecido como Foc-TR4
que foi identificada na zona norte do pais, e virus do Topo em Leque da Bananeira
também conhecido como BBTV que tem assolado com maior incidéncia nos campos
de Chokwe, ameacando derrubar a industria da bananeira (MASA, 2019; Rufasse,
2019).

Este virus é letal quando a planta infectada ndo ¢ eliminada, além de contribuir para a
disseminacdo da doenca e foi nesta visdo que a BananaMoz em parceria com 1AM
criou um programa de erradicacdo do virus do topo em leque da bananeira, que tinha
como objectivo de reduzir o impacto da doenca no pais com o principal enfoque no

sector familiar (Rufasse, 2019).

A doenca da BBTV causa danos a bananeira, podendo chegar até 100% se ndo for
controlada. Em plantas jovens causa o atrofiamento da bananeira o que impede a
producdo de cachos, em plantas adultas a BBTV afecta a qualidade do fruto tornando-
0 impréprio para o mercado, para além desses danos ela representa um perigo para
Mocambique MASA (2019), por se tratar de uma doenca quarentenaria em locais
onde esta € presente, uma vez que as bananas produzidas em areas consideradas
infestadas ndo podem ser exportadas para paises com restricbes quarentenarias
(Halbert e Baker, 2015).

De acordo com a IIAM (2021), em 2016 nos distritos de Chokweé e Guija, na
provincia de Gaza, a BBTV levou as autoridades a abater milhares de bananeiras em

diversos campos de producdo, para evitar a disseminagdo da doenca. Apesar disso, a



doenca atravessou para Provincia de Maputo especificamente no distrito de Manhiga
(Rufasse, 2019).

O virus é propagado de um campo para outro por meio de material de propagacao
infectado e através de Pentalonia nigronervosa que se alimenta da seiva das plantas,
transmitindo o virus de uma planta para a outra, tornando facil a disseminagdo da
doenca.

Pentalonia nigronervosa € até entdo o Unico vector com conhecido da doenca do topo
em leque da banana com maior eficiéncia de transmisséo do virus (Halbert e Baker,
2015), Contudo, ndo existe informacdo sobre a sua densidade e sdo escassas as
informagdes existentes na literatura sobre outros insectos vectores do virus (Footit et
al., 2010). Pelo facto de umas das vias para o Maneio da BBTV ser o controlo do
insecto vector que serve de inoculo, para evitar a disseminagdo da doenca é essencial
conhecer 0s niveis populacionais do insecto vector e de insectos associados a
bananeira e o seu papel na transmissao do virus, por forma a garantir o melhor maneio

da doenca.



1.3. Objectivos

1.3.1.

1.3.2.

Geral

Avaliar o nivel de infestacdo do afideo vector da doenca do virus de topo em
leque da bananeira e identificar potenciais insectos vectores da doenca da
BBTV;

Especificos

Identificar os afideos presentes em plantas infectadas pela BBTV 0s outros
insectos sugadores associados;

Determinar a percentagem de infestacdo da bananeira por P. nigronervosa e
outros sugadores;

Determinar a densidade populacional do P. nigronervosa e outros sugadores;
Detectar a doenca do topo em leque da bananeira no afidio P. nigronervosa e

em outros insectos sugadores.



2. Revisao bibliografica
2.1.  Aspectos gerais da cultura da banana

A bananeira é uma planta monocotiledonea e herbacea, contém um caule subterraneo
(rizoma) de onde provém as suas raizes primérias. O pseudocaule é formado por
bainhas foliares, terminando com uma copa de folhas compridas e largas com uma
nervura central bem desenvolvida (fig. 1). A sua inflorescéncia sai do centro da copa,
apresentando brécteas ovaladas de coloracdo roxo-vermelho em cujas axilas forma-se

as flores, que cada conjunto se forma as pencas (Borges e Sousa, 2004).
e T N= W, 25

Figura 1: Plantas de bananeira.

2.1.1. Producéo e importancia da banana

A producdo de banana tem um papel importante a nivel mundial, devido a sua
comercializacdo e grande rentabilidade. No sistema produtivo tem um grande
destaque devido ao seu elevado potencial agricola, sendo uma fonte de renda para 0s
pequenos e médios produtores, proporcionando e influenciando no desenvolvimento
local e no crescimento econémico das regides envolvidas na sua producdo (Sousa et

al, 2019). Para alguns paises como Mogambique, Angola, Malawi, Africa do Sul entre

5



outros, a produgdo da banana tem um papel significativo na economia devido a

exportacao (Fiovarango, 2000; Sousa et al.,2019).

A producdo da banana em Mocambique é maioritariamente para fins comercias, € é
feita em grande escala nas provincias de Maputo, Nampula e Manica, onde as
producdes feitas em Maputo e Nampula sdo destinadas a exportacdo, e as producoes
feitas em Manica séo destinadas ao consumo interno devido a baixa qualidade da fruta
causado por pragas como mosca da fruta e este factor faz com que ndo haja a
exportacdo da banana produzida em Manica sendo apenas para 0 consumo nacional
(Calimaet al., 2014).

2.1.2. Principais factores que influenciam na producéo de bananeira

Durante o crescimento das bananeiras ha varios factores que influenciam a sua
producéo, podendo estes ser classificados em factores internos e externos. Os factores
internos estdo relacionados com as caracteristicas genéticas da variedade utilizada,
enquanto que os externos se referem as condigdes edaficas (solo), ambientais (clima),
agentes bidticos e & accdo do homem que interferem nos factores edaficos e

climaticos (Borges e Sousa, 2004).

2.1.3. Principais pragas e doencas que atacam a bananeira

Tal como em outras culturas, a producdo de banana tem enfrentado perdas avultadas
devido a pragas e doencas que tém uma grande influéncia no sucesso de producéo.
Exemplos de pragas que ocorrem no mundo sdo os afideos da bananeira Pentalonia
nigronervosa Aphis gossypii Glover e Myzus persicae (Sulzer), sendo todos eles
vectores de viroses (Picanso, 2000; Borges et al., 2000). Para além destes sugadores a
cultura também pode ser afectada pela broca-do-rizoma, que na fase de larva cria
danos devastadores como a formacdo de galerias que permite a penetracdo de
patdgenos tornando-as mais sensiveis ao tombamento, sobretudo as que se encontram
na fase de frutificacdo, o desenvolvimento limitado contribui para a reducdo da
produtividade, para além destes as galerias criam contaminac@es de plantas por outros
agentes externos causando podriddes e a morte da planta (Borges et al., 2000). Dentre
as doengas destacam-se na banana doengas transmitidas por virus como topo em leque

da bananeira, mosaico da bananeira e estrias da bananeira. Para além destas ocorre



também a doenca fungica, o mal de Panama, que tem assolado a zona norte de
Mocambique devido a intensidade com que a doenca afeta as plantas, assim como o
seu impactos em termos de rendimento ou qualidade nas planta (MASA, 2022;
Cordeiro et al.,2000).

2.2. Doenca do topo em leque da banana (BBTD)

A doenga do topo em leque da banana € causada por um virus que € encontrado no
tecido do floema de plantas infectadas, no estagio vegetativo, floracdo e frutificacdo.
O virus da doenca da BBTV apresenta particulas isométricas, com uma estrutura
arredondada, ndo contém um capsomero sendo este um virus falso, com um genoma
composto de um ADN circular de fita simples (Dale et al.,1987). Esta doenca é
considerada a principal doenca de etiologia viral da bananeira em algumas regifes
produtoras de banana como a Asia, Africa, Oceania e Havai, na qual é observada uma
reducdo no teor de clorofila na area foliar, do didmetro do pseudocaule, da altura e

parte aérea da planta (Hooks et al., 2000).

Um dos sintomas severos da infeccdo que ocorre € a formacdo de rosetas devido ao
nanismo e encurtamento dos entrenos com as folhas tornando-se mais estreitas, curtas
e verticais. Os sintomas foliares ocorrem principalmente em folhas jovens emergentes
apos a infeccdo, e incluem o enrolamento e amarelecimento marginal das bordas (fig.
2 A) com riscas verde-escura na nervura central e no peciolo, pontos verde-escuro séo
bem visiveis. Em infeccGes mais avangadas as folhas mais novas tendem a apresentar
sintomas mais graves. A coroa da bananeira é caracterizada pelo acimulo de folhas
pequenas, verdes-palido ou amarelas, formando um leque, o crescimento geralmente é
atrofiado e a planta pode ndo produzir cachos ou frutos (fig. 2 B); no caso de produzir

os frutos, serdo pequenos e deformados como ilustra a (fig. 2 C) (Meissner, 2000).



Figura 2: Sintomas de BBTV. A-Nanismo foliar, B-Amarelecimento e ondulacédo das margens
foliares em bananeira infectada com BBTV, C- Frutos pequenos atrofiados e deformados.

E importante prestar atencdo nos locais onde o virus esta presente, uma vez que
algumas bananeiras podem apresentar a infeccdo de forma latente, isto &, as
bananeiras séo fonte de in6culo, mas ndo apresentam os sintomas. A manifestacdo dos
sintomas depende do estagio de desenvolvimento na qual a planta se encontra, da
variedade e das condigdes ambientais de onde € produzida (Qazi, 2016).

O virus da BBTV é um virus sistéemico, quando infecta a planta este tem a capacidade
de se deslocar para todas as partes da planta incluindo rebentos e rizomas, porém ao
infectar a planta em um estdgio mais desenvolvido, os rebentos podem nao ser
infectados pelo virus da BBVT (Wright, 2005).

2.3. Dispersao da doenca da BBTV em Mocambique
A doenca da BBTV em Mocambique foi relatada pela primeira vez no Norte do Pais

perto do Malawi, em uma quinta de investigacdo, onde foi confirmada a ocorréncia
com base nos sintomas das plantas da bananeira, e 0s casos relatados foram
erradicados (Gondwe et al., 2007).

Foi oficialmente notificada pela primeira vez em junho de 2016 a sul de Mocambique
na provincia de Gaza nos distritos de Chockwe e Guija em uma pequena exploracao
agricola, onde a doenca foi relatada em exploracdes agricolas comerciais privadas e
campos agricolas, nestas, tendo-se confirmado pelo teste de PCR (IPPC, 2016). A
doenca progrediu para provincia de Maputo especificamente no distrito de Manhica,
na llha Josina Machel (Rufasse, 2019).

2.4. Vector da doenca da BBTV
A BBTV ¢é uma doenga com uma transmissdo persistente circulante e é transmitido

pelo vector Pentalonia nigronervosa (Hemiptera: aphididae) (fig. 3), ndo sendo

possivel a transmissdao mecanica (Jackson e Wright, 2005).
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O P. nigronervosa é um afideo da bananeira que € encontrado nas regides tropicais e
subtropicais onde a banana é cultivada (Blackman e Eastop, 2006).

o 2 = 2 [T g LR

Figura 3: Adulto do afideo Pentalonia nigronervosa.
Fonte: (Nelson, 2004).

O P. nigronervosa apresenta uma metamorfose incompleta, e a sua reproducdo €
inteiramente partenogénica (sem acasalamento). Os afideos adultos viviparos
apresentam-se alados e apteros a sua cor varia de vermelho a castanho-escuro e as
suas formas mais jovens possuem uma cor mais clara. Segundo zeck e Eastwood
(1979) nenhuma fémea ou macho sexual tem sido observado, isto é, todos os
individuos adultos alados ou apteros sdo fémeas as quais por partenogénese dao
origem a formas jovens (Alves et al., 1982).

Geralmente os afideos passam por quatro instares para alcancarem a fase adulta, no
terceiro instar € possivel identificar aqueles que se tornardo adultos, através da
presenca ou ndo das tecas alares (fig. 4), os afideos sdo sugadores fitofagos e podem
alimentar-se nos Vvértices da parte foliar, raizes, caule raramente em frutos (Alves et
al., 1982). Do primeiro ao terceiro instar geralmente tem uma longevidade de 2 a 3
dias e o quarto instar tem uma longevidade de 2 a 4 dias; com o estagio ninfal com um
periodo que varia de 9 a 12 dias e uma longevidade adulta com um periodo que varia
de 17 a 22 dias, a vida do afideo desde o primeiro instar ninfal ate a fase adulta varia
de 26,5 a 33 dias (Amsavalli, 2022). Tendo o primeiro instar com um comprimento de
0.1mm, o segundo instar a medir 0.7mm, o terceiro instar com 0.9mm e por fim o
quarto instar deferindo dos trés primeiros medindo 1mm, o adulto mede cerca de 1 a
2mm (Capineia, 2008).



O vector deve se alimentar de uma planta infectada por um tempo minimo de 17 horas
antes que possa transmitir a doenga (Raut e Suvarna, 2004).

Geralmente ataca o hospedeiro ao redor da porcao basal do pseudocaule, mas as vezes
pode se alimentar das folhas superiores e peciolos. O insecto espalha o patogeno a

curtas distancias e transmite o virus de forma persistente (Rishi, 2009).

, ’ 2° instar

3% instar

Partenogénese

R

\.— .
3
i
A

4° instar

Afideos alados

Figura 4: Ciclo de Vida do Vector P.nigronervosa.
Fonte: Nelson et.al (2006).

Tanto as ninfas assim como os adultos tem a capacidade de adquirir o virus, embora
seja mais eficiente no estdgio de ninfa. Este virus também pode ser transmitido
através de material de plantio vegetativo tanto em rebentos, como em pedacos de

rebentos, assim como por meio de micropropagacéo (Tomas, 2008).

2.5. Potenciais vectores da doenca da BBTV

Vectores de doencas em plantas sdo um grupo diversificado, organismos vivos que
tém a capacidade de transmitir o patdgeno de uma planta para outra disseminando
assim doencas aos seus hospedeiros (Jaisval et al., 2023). A maioria dos insectos

vectores dos patdgenos de plantas sdo insectos hemipteros como por exemplo afideos,
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moscas brancas e tripses, que possuem aparelho bucal sugador perfurante comum
(Heck, 2018).

O principal vector da BBTV é o Pentalonia nigronervosa, porém estudos recentes
mostram a existéncia de uma outra espécie, a Pentalonia caladii com a capacidade de
transmitir a BBTV, mas com nivel de eficiéncia inferior ao P. nigronervosa (Kumar
etal., 2015).

A Pentalonia caladii infesta as plantas como a Heliconia (Heliconiaceae), Alpinia e
zingiber (Zingerbaceae) e a Colocésia (Araceae) (Watanabe et al., 2013).
Considera-se que, quando se verifica a presenca do afideo na planta da bananeira o
mais provavel é que seja da espécie P. nigronervosa. Se o vector for achado em uma
outra planta, ou seja, um hospedeiro que ndo seja a bananeira, o vector do virus do
topo em leque da bananeira é o afideo da espécie P. caladii. Portanto a preferéncia do
hospedeiro diferencia as duas espécies (Footit et al., 2010).

2.6. Controlo daBBTV
N&o existe um tratamento possivel para o controle da doenga do virus do topo em

leque da bananeira, e nem uma variedade resistente & mesma.

Uma das vias para o controlo da BBTV € a eliminacdo do insecto vector e a
destruicdo das plantas infectadas, que servem de inoculo para evitar a disseminagéo
da doenca. O controlo da BBTV ¢ realizado por medidas de quarentena em locais nos
quais ela ndo ocorre. Nos locais onde se manifesta deve se tomar medidas de
erradicacdo. Também pode se realizar o replantio com plantas livres de virus e
realizar o controlo dos afideos com insecticida (Qazi, 2016). Geralmente, a dispersao
do virus é lenta o que ira favorecer um controlo mais eficiente com a erradicacdo das

plantas.

a) Controle bioldgico
Refere-se ao uso de fungos endofititos para avaliar a actividade fangica como
mecanismos de bio controle na presenca da BBTV (Batista et al, 2002). O uso de
bactérias como as pseudomonas e microrganismos bacterianos, geralmente tem sido
aplicado, ou seja, inoculado em bananeiras para reduzir a incidéncia da BBTV, e tem
mostrado resultados eficientes reduzindo a incidéncia do patdgeno entre 52-80%

(Vijay et al., 2013). Foi analisado que utilizando as Pseudomonas fluorences com
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quitina, hd uma reducdo da incidéncia da BBTV e aumento na produtividade de
cachos (kavino et al.,2008).

b) Controle quimico
Insecticidas tem sido usados em alguns paises para controlar a populacdo de

P.nigronervosa, mas o controle em toda a plantacdo ndo é viavel. Portanto um dos
meios de mitigar a situacdo deve se eliminar todos 0s insectos encontrados na planta
infectada antes da sua destruicdo como um mecanismo de evitar a propagacao; deve
se pulverizar de modo a eliminar as plantas assim como os sugadores principalmente
na area da gema, e propde-se 0 uso de emulsdes de querosene, alguns insecticidas

como dimetoato, acefato e glifosato (Jackson e wrigt, 2005).

c) Controle cultural
O principal meio de evitar a propagacéo da BBTV em areas que nao foram infectadas

é 0 uso de material de propagacdo livre de doenca, o controlo ird depender da
deteccdo precoce através de técnicos treinados e formas intensivas de erradicacao
(Departamento de agricultura e pesca, 2016). A erradicacdo consiste na eliminacao
total da doenca e do vector através da inducdo a morte de bananeiras afectadas por

uma virose, com o uso de um herbicida especifico (Borges et al., 2000).

2.7. Deteccao
2.7.1. Métodos para a deteccdo do virus

a) Deteccdo bioldgica
Apesar de ser um método que leva muito tempo para avaliacdo assim como as

diferentes variacfes que podem ocorrer na reac¢do das plantas indicadoras em fungéo
das condi¢bes ambientais, a deteccdo bioldgica, € utilizado para a deteccdo de virus
ndo caracterizados molecularmente e por oferecer informagdes sobre caracteristicas
biologicas do isolado ou espécies virais. Este método apenas revela a virose e ndo o
vector responsavel pelos sintomas, por outro lado, para a sua aplicacdo tem a
necessidade de ter um espaco amplo para a manutencao das plantas até o diagnostico
final (Nickel e Fajardo, 2009).
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b) Método soroldgico
A sorologia é um método de deteccdo viral em material vegetal através de anticorpos

especificos capazes de reconhecer proteinas capsidiais (Neto e Silva, 2009). E uma
das técnicas utilizadas neste método é a Elisa, neste método os anticorpos produzidos
contra a proteina capsidial de um determinado virus sdo utilizados para a sua
deteccdo, onde 0s extractos que passam pela lise mecanica de tecido vegetal infectado
sdo utilizados como antigeno (Lima e Fajardo, 2012). Este método divide-se em dois
tipos, o directo em que o anticorpo € usado para a deteccdo do antigeno viral e
indirecto em que o anticorpo ndo detecta o antigeno, mas reconhece um fragmento
universal do anticorpo especifico. O resultado é determinado por uma reaccao
enzimatica fosfatase alcalina conjugada ao anticorpo, € um método que oferece
resultados rapido, porém em casos de carga viral baixa pode apresentar falsos
negativos por ndo poder fazer a deteccdo (Basso et al., 2014).

O Western blot é uma técnica imunoeléctrica que serve para a caracterizacdo de
proteinas virais, onde as proteinas extraidas da planta infectada sdo desnaturadas e de

seguida separadas em um gel de SDS-Poliacrilamida (Lima e Fajardo, 2012).

c) Meétodos moleculares
E um conjunto de técnicas utilizados para analisar marcadores biol6gicos no genoma

e proteoma de individuos, isto €, focalizando no DNA e RNA dos organismos
(Barreto, 2017).

Dos diferentes métodos a reaccdo em cadeia polimerase é o mais utilizado, pois a
maioria dos virus pode ser identificado por esta técnica devido a sua alta sensibilidade
que permite que o patdgeno ainda que esteja em pequenas quantidades na amostra
vegetal a amplificacdo pela PCR propicie a sua deteccdo, este método baseia-se na
amplificacdo do virus de DNA e RNA em amostras vegetais infectadas por meio de
iniciadores (Primer’s) e uma enzima tag polimerase em uma incubacdo no
termociclador que faz a transcricdo reversa do RNA em DNA complementar e de
seguida passa por varios ciclos que visam a producdo de copias de fragmento alvo
deste DNA (Lima e Fajardo, 2012).

Primer’s sdo pedagos curtos de DNA de fita simples, geralmente por volta de 20 a 24
nucleotideos de comprimento, este actua como um iniciador para a polimerase, dois
primer’s sdo usados para cada reac¢do de PCR e estes sdo projectados de modo que

englobem a regido de interesse (regido que deve ser copiada), isto é, sdo dadas
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sequéncias que os fardo se ligar a fitas opostas do DNA molde bem nas extremidades
da regido a ser copiada. Os primer’s se ligam ao pareamento de bases complementares
(Barreto, 2017).

Outros métodos moleculares incluem as hibridizagdes, northern blot (utilizada para a
deteccdo de RNA) e o Southern blot (utilizada para a deteccdo de DNA) nos dois
métodos o &cido viral é detectado por meio da utilizacdo de sondas moleculares (Lima
e Fajardo, 2012).

2.7.2. Deteccédo da BBTV pelo método de PCR

2.7.2.1. Procedimentos:

a) Extraccdo do DNA
Este processo envolve a lise mecénica, com a libertagdo de todo material intracelular,
e purificagdo do DNA (Oliveira, 2019). Com a lise celular séo libertados compostos
intracelulares como proteinas, lipidos, polissacarideos, acidos nucleicos, seguido da
purificacdo do DNA que consiste em libertar 0 DNA de todos compostos referidos
com a ac¢do de enzimas, as precipitacdes diferencias, recorre-se geralmente a mistura
de fenol/cloroférmio/alcool isoamilico, em que o fenol e o cloroférmio desnaturam as
proteinas que solubilizam na fase fenolica que separa com maior eficacia da fase
aquosa por ac¢do do cloroférmio e alcool isoamilico, de seguida é usado o etanol a
70% no qual se dissolvem a maioria dos catdes, resultando em um DNA puro no
precipitado (Costa e Moura, 2001). O DNA deve ser guardado solubilizado a -70°C
para prevenir mutacGes espontaneas e ac¢do de DNases que possam contaminar a

solucdo (Oliveira, 2019).
b) Reaccéo de cadeia polimerase

O PCR consiste na deteccdo e amplificacdo de regibes especificas de acidos nucleicos
(DNA ou cDNA) (Tyrell, 1997), onde o procedimento desta técnica é feito utilizando
0s seguintes reagentes: amostra, primer’s, dNTPs, Taq polimerase, MgCl, tampéo da
PCR, em um termociclador (Agne et al., 2009; Novais; Pires-Alves, 2004; Santos et
al., 2014). A amostra é fonte do material a ser amplificado que pode ser qualquer
tecido, liquidos corpdreos entre outros, 0s primer’s sdo responsaveis de identificar o
local exacto do material amplificado, os dNTPs sdo responsaveis pelas copias do

material a ser amplificado, a Taq sintetiza novas cadeias de DNA, o MgCl, e o tampéo
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da PCR sdo responsaveis pela actividade da polimerase, o termociclador é responsavel
pelas alteracbes das temperaturas que levam a desnaturagdo da molécula, anelamento
dos primer’s e ao alongamento das novas cadeias (Santos et al., 2014).

A PCR ¢ feita com os primer’s ¢ iniciadores especificos para a detec¢do de uma
doenca viral como por ex. BBT-IF (5’CTC GTC ATG TGC AAG GTT ATG TCG3’)
e BBT-2 (5 GAA GTT CTC CAG CTA TTC ATC GCC3’) (Thompson, Dietzgen,
1995).

c) Electroforese
A electroforese é um processo onde ocorre a migracdo de uma particula carregada em

um campo eléctrico; por ser composto por grupos ionizaveis, as moléculas adquirem
carga positiva ou negativa em um determinado pH, onde ao serem submetidas a um
campo eléctrico, essas moléculas carregadas migram para o catodo ou anodo,
dependendo da sua carga (Wilson e Walker, 2010). Para este processo é necessaria
uma fonte e uma unidade de electroforese que estdo disponiveis na forma vertical e
horizontal, para além destes & necessario um gel que pode ser de poliacrilamida ou de
agarose (Petecof et al., 2015). Os tampdes mais usados neste tipo de electroforese séo
os tris /acetatos (TAE) e o tris/borato (TBE) (Oliveira, 2019).
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3. Metodologia

3.1. Descricéo da area de estudo

O presente estudo foi realizado nos bananais do distrito de Manhiga, no posto
administrativo ilha Josina Machel (fig. 5) na provincia de Maputo, na época seca e
fresca nos meses de Junho, Julho, Setembro no ano de 2022.

O distrito de Manhica esta situado na parte norte da provincia de Maputo. Com uma
superficie de 2.373 km?, é limitado a norte pelo distrito de Macia (provincia de Gaza),
a sul pelo distrito de Marracuene e a oeste pelos distritos de Moamba e de Maputo, a
este é banhado pelo oceano indico (MAE, 2005; Governo da provincia de Maputo,
2005).

As amostras foram analisadas na clinica de fitossanidade na Faculdade de Agronomia
e Engenharia Florestal na UEM onde realizou- se a extraccdo de DNA e no
laboratério de biotecnologia no Centro de Biotecnonologia- UEM no Institututo de
Investigacdo Agraria de Mocambique, onde fez-se o PCR e a Electroforese.

Mapa de Localizagdo Geografica do Posto Administrativo da Ilha Josina Machel Mogambique
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Figura 5:Mapa de localizacdo geogréfica do distrito da Manhiga
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O clima do distrito € dominado pelo tipo tropical himido no litoral e tropical seco a
medida que avanca ao interior, onde predominam as estacdes quentes e frescas. A
precipitacdo média anual é de 807mm, as temperaturas médias anuais é de 23°C,
sendo maxima em janeiro cerca de 32°C e a minima em Julho 13°C (Governo da
provincia de Maputo, 2005).

A principal actividade econdémica é a agricultura que envolve maior parte da
populacdo, predominando exploracdes familiares, cujas culturas bésicas cultivadas
sdo o milho, arroz, feijdo, mandioca, batata-doce e a banana (MAE, 2005), a colecta
das amostras foi feita em duas localidades nomeadamente, Maguiguana (Bairro 2,

Bairro 3, Bairro 4, Bairro 6 e 1° de Maio) e Zonguene (Matchedje e Bairro 6).

3.2. Seleccdo de campos
A seleccdo de campos foi realizada com o auxilio das autoridades locais da

agricultura, optando por (2) localidades com relatos da ocorréncia da BBTV. A
escolha dos campos por localidade foi baseada no nivel de densidades (no minimo 10)
de plantas de bananeiras satisfatorias, isto €, com maior incidéncia da doenca para a
realizacdo do estudo, ou seja, campos com maior numero de plantas infectadas pela
BBTV. Em cada bairro/local foi realizada a amostragem de 5 campos, totalizando 35
campos.

Para o estudo usou-se a amostragem Sequencial Binominal por se tratar de um vector
(afideos) de doenca e ndo uma praga directa, nesta abordagem os afideos eram
designados presentes ou ausentes em uma planta (Wright e Robson, 2007). Foram
inspeccionadas um total de 10 plantas com altura de 1 a 1,5 metros optando sempre
em iniciar com a segunda planta (Young e Wright, 2005), sendo o pré-requisito a

presenca de sintomas da doenca.

3.3. ldentificacdo de afideos Presentes em plantas infectadas
pela BBTV e outros insectos sugadores associados

A identificacdo foi feita no laboratério de entomologia, baseando-se na metodologia

de Monteiro (1994) e para tal colocou-se os afideos em tubos de vidro contendo a
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solucdo de KOH a 10% que posteriormente foram colocados em banho-maria até
atingir uma temperatura de 80° C. O tempo para a clarificacdo ou descoloracdo dos
afideos variou em funcdo tamanho, sendo 30 min o tempo méaximo. Apds a
descoloracdo a amostra foi lavada com &gua destilada duas a trés vezes tendo o
cuidado de ndo exceder 30 minutos para evitar a formagdo de bolhas. De seguida
foram mantidas em etanol até a montagem em laminas (Queiroz et al., 2017). Fez-se a
montagem das ldminas na lupa do seguinte modo: foi colocada uma lamina sobre a
lupa e adicionou-se uma gota de balsamo do Canada sobre o centro da laminula e
nesse local se colocou o Pentalonia nigronervosa na posi¢do ventral e com ajuda de
um estilete do tamanho 00, organizou -se a estrutura dos insectos. As espécies foram
visualizadas utilizando a lupa, de seguida com ajuda da chave dicotdmica fez-se a
identificacdo do afideo.

O procedimento de branqueamento foi realizado apenas para os afideos para 0s outros
sugadores foram usadas chaves dicotdmicas como ilustra a (fig. 6) e baseando-se nas
caracteristicas dos mesmos como a cor, o tipo de asa, antenas, presenca ou auséncia
de pélos e o tipo de pecas bucais a fez-se a comparacdo das caracteristicas do insecto

em estudo e as caracteristicas da possivel espécie Queiroz (2015).

Figura 6: Insecto sobre a luz na lupa

As chaves dicotomicas utilizadas foram:

- ldentification Key to the principal families of Florida Heteroptera (Choate, 1979).

- The pentatomidae, or stink bugs, of kansas with a key to species (Hemiptera:
Heteroptera) (Packauskas, 2012).

-Hemiptera Pentatomidae (Firmino, 2013).
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3.4. Determinacdo da percentagem de infestacdo do afideo e
insectos sugadores

Apos a selecdo de plantas com sintomas da doenga, em cada uma delas foi observada
a presenca ou ndo de afideos nas axilas das folhas da bananeira, abrindo-as
ligeiramente para facilitar a sua visualizagdo. Usou-se uma escala de 0-1, onde O
indica a auséncia e 1 a presenca da Pentalonia nigronervosa assim como dos outros
sugadores.

Recorreu-se a foérmula abaixo para calcular a percentagem da infestacdo por

Pentalonia nigronervosa:

) . planta com presenca de afideos
percentagem de infestagdo = x100
total de plantas observadas

3.5. Densidade populacional de afideos na bananeira e outros
insectos sugadores

Depois de verificada a presenca de afidios, estimou-se o nimero de afideos por
colonia, baseando-se na escala citada por Carvalho et al., (2006) onde:

e 1-Plantas sem afidios

e 2-Plantas com 1 a 25 afidios

e 3- Plantas com 26 a 100 afidios

e 4- Plantas com 101 a 500 afidios

e 5- Plantas com mais de 500 afidios.

O namero total de afideos por planta foi registado na folha de colecta de dados.
A densidade de individuos de cada espécie foi estimada pela formula abaixo:

numero de individuos da espécie x

Densidade =
numero total de planta observadas

Para os outros insectos sugadores utilizou-se 0 método de contagem para 0s insectos
gue ndo se encontravam em colonias.
Apbs a observagdo e contagem foram coletadas as amostras do afideo e outros

insectos sugadores baseando-se no método descrito por Almeida et al., (1998) porém
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com algumas modificagdes. Para a colecta dos afideos foram usados pincéis
humedecidos com 70% de alcool (fig. 7 a), e a sequir foram introduzidos em frascos
estéreis contendo alcool (fig. 7 b). Para os casos em que 0s insectos encontravam-se
na folha dificultando a sua retirada, cortou-se com ajuda da tesoura uma parte do
tecido da planta e colocou-se em tigelas (fig. 7 ¢) para evitar a dispersdo das colénias,

e posteriormente transferiu-se para os frascos com devidos cuidados (Waqu et al.,
1986).

Figura 7: Colecta de amostras . A- colecta dos msectos com o pincel para os frascos B- Parte da

planta com insectos na tigela, C- insectos transferidos da tigela para frascos em alcool

3.6. Deteccdo molecular do virus de BBTV com base no PCR

3.6.1. Extracédo do DNA

Para fazer a extraccdo do ADN no Pentalonia nigronervosa e noutros insectos
sugadores recorreu-se ao protocolo descrito por Vejay et al., (1993), que se baseia na
extraccdo do organismo dos insectos Anexo 1, onde 2 a 3 insectos ou apenas 1 de
acordo com o protocolo de extraccdo foram submetidos a uma lise mecénica por meio
de CTAB buffer em almofarizes (fig. 8 a), que foi procedido pelos processos de
desintegracdo da membrana celular (fig. 8 b) por accdo mecénica e quimica
submetendo a solucdo do ADN a limpeza, precipitacdo e eluicdo sobre diferentes
temperaturas até que se obteve o pellet, que deixou-se a temperatura ambiente até que
ndo tivesse nenhuma solucdo sobre o mesmo (fig. 8 c), de seguida fez-se a leitura e
quantificacdo do ADN em 11 amostras que incluem alguns duplicados na maquina
Nanodrop, tendo passado para as fases subsequentes as amostras com concentragdes

positivas e limpas.
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Figura 8: Extragdo do ADN. A-Insecto com CTAB no almofariz, B-Desintegracio dos insectos,

C-Secagem do pellet em temperatura ambiente

3.6.2. Reaccdo em cadeia polimerase

Para amplificacdo procedeu-se a optimizacao das condi¢des usadas pelo Arumugam
& Kalaimughilan (2017) onde foi feita com base nos reagentes e condi¢cdes de
temperatura apresentados nas tabelas abaixo (Tabela 1 e 2), por meio de um
termociclador (Thermo Fisher Scientific Goteborg, Sweden).

Tabela 1: Reagentes e quantidades usadas para o PCR, condic6es para o PCR high fidelity

Qi )

Master mix 7,5
Primer F 0,3
Primer R 0,3
AND 2

DMSO 0,45
H20 4,45
Volume final 15

Tabela 2: Condicéo de temperatura e tempo usados para o PCR

1 95 5 Minutos
2 94 30 Segundos
3 47 1 Minuto
4 72 10 Minutos
5 72 10 Minutos
6 4 oo

39 Ciclos
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As temperaturas do processo de (PCR) se repetem de forma ciclica em 3 etapas:

1. A desnaturacdo do ADN é caracterizou-se pelo aumento da temperatura (92 °C
— 94 °C) com a finalidade de quebrar as pontes de hidrogénio permitindo a
abertura da dupla fita.

2. O anelamento do primer esta relacionado com a ligagdo dos primer’s na regiao
especifica do material a amplificar, a partir da reducdo da temperatura (40 °C —
60 °C).

3. A extensdo do primer foi realizada a 72 °C, e geralmente actua catalisado por
um ADN polimerase termo-estavel (geralmente Taq polimerase de termus
aquaticus) (Santos, 2014). Estas alteracdes de temperatura ocorrem em torno

de 30 a 40 vezes e designam- se ciclos (Novais; Pires-Alves, 2004).

Para a deteccdo do virus foram usadas sequéncias de Primer’s com comprimento e
tamanho do produto da amplificacdo diferentes, porém desenhados especificamente

para a deteccdo da doenca de BBTV como séo ilustrados na (tabela 3) abaixo.

Tabela 3: Sequéncia de Primer’s usados para a deteccio do virus

Tamanho do
Nome Sequencia CEMGUTIEm e prodL_Jt_o d"’l Referéncias
(Pb) amplificacao
CP.F 5 ATG GCT AGG 18 Arumugam &
TAT CCG AAG 3’ 513 Kalaimughilan, 2017
CP.R 5> TCA AAC ATG 20
ATA TGT AAT TC 3°
BBT-F 5" CTC GTC ATG TGC 24 Lestari & Hidayat,
AAG GTT ATG TCG 3 349
BBT.R 5 GAA GTT CTC CAG 24 2020
CTA TTC ATC GCC 3’

Em uma camara de fumo utilizando os tubos de ependorf de 1,5 pl preparou — se a
mix contendo os reagentes da tabela 1 acima, de seguida distribuiu-se para os tubos de
PCR previamente etiquetados, um volume de 13 pl em cada tubo. Em seguida, em
uma bancada adicionou-se 2 ul do ADN de modo a perfazer um volume de 15 pl e
levou-se a correr na maquina com as condic6es de temperatura e tempo indicadas na

tabela 2.
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3.6.3. Visualizacdo em Gel de agarose

Seguiu-se os procedimentos do (anexo 2), onde primeiro determinou-se a quantidade
de agarose correspondente a quantidade de TAE, de seguida em um recipiente
adicionou-se a quantidade do TAE e agarose e agitou-se, depois levou-se ao
microondas sem fechar completamente a tampa e deixou-se a ferver até dissolver toda
a agarose retirou-se e deixou-se a arrefecer sobre a bancada até ficar morno. De
seguida adicionou-se o stainer e por fim colocou-se a mistura em uma malha de modo
a cristalizar (fig. 9 a).

Em seguida usando um papel filme colocou-se 2 ul do loading, para cada produto de
PCR carregado misturou-se, colocou-se em cada orificio do gel (fig. 9 b) e levou-se

para tina correu-se em 80V, 2000 A por 45 minutos (fig. 9 c).

Figura 9: Electroforese. A-Malha com o Gel a Cristalizar, B-Adi¢do do Produto do PCR no
orificio, C-Adi¢do do Produto do PCR no orificio

De seguida o gel foi colocado em um transluminador (fig. 9 a) em luz ultravioleta que
emite fluorescéncia que facilita a visualizacdo das bandas e captura de fotografias

(usando a maquina Canon) como ilustra a figura (fig. 9 b).

Figura 10: Electroforese. A-Maquina transluminadora de UV, B-Maquina canon sobre a
transluminado

23



3.7.  Anélise de dados
Recorreu-se ao pacote estatistico Microsoft Excel para a organizacdo dos dados,

construcdo de tabelas, gréaficos e célculos de estatisticas descritivas (médias referentes
a percentagem de infestacdo pelos afideos e outros insectos, densidade dos insectos).
Os dados foram estatisticamente analisados com o auxilio do programa Stata 13.
Foram feitos testes de especificacdo de modo a validar o Teste de variancia (Anova),
como o teste de Normalidade (Shapiro -wilks) e Heteroquedasticidade (Breush-
Pagan), fez-se a transformacdo dos dados na percentagem de infestacdo de outros
sugadores. No teste de anova foi considerada significativa onde o P> 0.05 e P <0.05
onde ndo foi significativa e a comparacdo de médias foi realizada com base no teste
de Duncan, em que se considerou como tratamento Maguiguana (Bairro 2, Bairro 3,
Bairro 4, Bairro 6 e 1° de Maio) e Zonguene (Matchedje e Bairro 6) e como variavel

resposta o parametro escala (densidade) e a % de infestacdo.
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4. Resultados e discussao

4.1. ldentificacdo morfologica dos insectos sugadores

Identificacdo morfoldgica sugere que o afideo colectado trata-se do P. nigronervosa.
Os outros insectos sugadores foram: percevejos e afideos que possivelmente sejam P.
caladii, encontrados em plantas infestantes ao redor das plantas de bananeira em
espécies como Justicia flava, Colocasia, Cissampelos sp, Cardiospermum
halicacabum (tabela 4).

Contundo levando em conta as caracteristicas dos afideos como o comprimento, a
largura das patas e o tamanho do aparelho bucal dificultou a identificagdo morfoldgica
dos mesmos, devido a falta de matérias proprios de observacdo e medicdo para a
identificacdo dos afideos. As amostras foram enviadas a Suécia para confirmar os

resultados obtidos.

Tabela 4: insectos sugadores encontrados no distrito de Manhica

‘ Ordem Familia Espécie ‘
Hemiptera Aphididae Pentalonia caladii
Hemiptera Aphididae Pentalonia

nigronervosa

Pentatomidae

Hemiptera Reduvidae -

A imagens abaixo (fig. 11) ilustram 0s outros insectos sugadores encontrados nas

plantas circunvizinhas da bananeira.

Figura 11: Insecto sugador da familia
pentatomidae (Percevejo).
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De acordo com o Goot (1917) P. nigronervosa geralmente infesta plantas de
bananeiras o género Mussa, enquanto que, P. caladii infesta plantas como Colocasia
esculenta, Heliconia sp, Zingiber officinale (Footit et al.,2020). Estas plantas crescem
ao redor da planta de bananeira (Watanabe et al., 2013).

PlantacGes de milho e soja, sdo consideradas culturas comuns para a ocorréncia de
percevejo por conter o seu alimento preferencial, porém na auséncia do seu
hospedeiro estas conseguem sobreviver em hospedeiros alternativos sobretudo em

plantas infestantes e leguminosas (Ferreira, Gomes, 2017, Wardel, et al., 2016).

4.2. Percentagem de infestacdo do afideo

a) Percentagem de infestacdo do afideo da banana

Foram amostradas um total de 350 bananeiras sintomaticas das cultivares William e
Cavendish consideradas variedades mais susceptiveis ao ataque ou infeccdo da BBTV
(kumar et al., 2011).

As percentagens de infestacdo por P. nigronervosa variaramm de 24% a 62%, no
bairro matchedje (localidade de zonguene) e bairro 3 (localidade de Maguiguana)
respectivamente. A analise de variancia mostrou que as localidades em estudo tiveram
efeito significativo sobre a percentagem de infestacdo (F = 3.90; P= 0.0059), com os
bairros 3 e 6 (na localidade de Maguiguana) apresentando um numero
significativamente maior de bananeiras infestadas pelo afideo da bananeira em relacéo
aos bairros 2, 4 e 1° de maio (na localidade de Maguiguana) e bairros 6, Matchedje
(na localidade de Zonguene) que mostraram menores infestacdes. Estes por sua vez

ndo diferiram significativamente entre si (fig. 12).
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Percentagem de infestagao da Pentalonia nigronervosa
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Figura 12: Infestacdo da Pentalonia nigronervosa em diferentes bairros/locais.

*Barras que compartilham a mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de

Duncann a 5 % de significancia.

Um dos factores a considerar para 0 maior nivel de infestacdo € a falta de maneio e
saneamento em alguns campos. Para Young e Wright, (2005) quando ha falta de
saneamento de campo permitindo o crescimento de outras plantas como a Justicia
flava a colocasia entre outras dentro das fileiras ou ao redor do pseudocaule das
plantas assim como folhas senescentes que ndo sdo retiradas, cria-se um ambiente

favoravel para o aumento de nivel de infestacdo dos afideos.

Por outro lado, a baixa percentagem de infestacdo nas localidades de Maguiguana
(bairro 2, bairro 4 e 1°de Maio) e Zonguene (Matchedje, bairro 6), esta relacionado a
pratica diligente de saneamento, o cumprimento de um compasso 6ptimo permitindo
que a distancia de uma planta para outra limite a dispersdo dos afideos para a
formacdo de novos agregados de plantas infectadas por BBTV (Young e Wright,
2005).
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B) Percentagem de infestacéo de outros insectos sugadores

As percentagens de infestacdo de outros sugadores variaram de a 0% (na localidade
de Zonguene) a 70%, (no bairro 6 da localidade de Maguiguana). A analise de
variancia mostrou que as localidades em estudo tiveram efeito significativo sobre as
percentagem de infestacdo (F = 4.06; P= 0.0048), com os bairros 6, 3, 4, 2 (na
localidade de Maguiguana) apresentando um ndmero significativamente maior de
infestacdo por outros sugadores, quando comparado com os bairros 6, Matchedje (na
localidade de Zonguene) e bairro 1° de Maio (na localidade de Maguiguana), que nos
quais nenhum outro insecto sugador foi encontrado nas bananeiras com sintomas da
doenca (fig. 13).

Percentagem de Infestacdo de outros Insectos
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Figura 13: Percentagem de Infestagao de outros insectos sugadores em diferentes bairros/locais.

A percentagem dos outros sugadores apresenta uma tendéncia como a dos afideos,
pois nos mesmos locais onde a % de infestacdo de P. nigronervosa € alta e onde esta é
baixa, 0s outros insectos apresentam-se da mesma maneira, porém onde o P.

nigronervosa € menor ha inexisténcia dos outros sugadores.
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4.3. Densidade Populacional
a) Densidade do afideo da banana

Os afideos da banana registaram densidade populacional numa escala com valores
médios que variam de 1.18 a 2.22, o que significa uma densidade abaixo de 25
afideos/planta. O resultado de andlise de variancia mostrou que o local teve efeito
significativo sobre esta variavel (F= 2.96; P=0.0229) (fig. 14).

Densidade dos Afideos
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Figura 14: A densidade populacional dos afideos da banana em diferentes locais.

*Barras que compartilham a mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de

Duncann a 5 % de significancia.

Os valores de densidade encontrados, podem ser considerados baixos provavelmente
pelo facto de as amostragens terem sido feitas na época seca fresca, pois ainda que
ndo seja a época chuvosa, verificou-se acumulo de agua das chuvas na bainha das
folhas causada pela queda das chuvas em alguns dias antes da amostragem, que desta
forma, pode ter causado a baixa densidade dos afideos. De acordo com Samwys
(1979), na auséncia de populacdo significativa de predadores e em condi¢bes de
precipitacdo moderada que inundam a bainha das folhas causando a morte dos afideos
reduzindo desta maneira a populacdo, pode estar por detrds da baixa densidade do

Pentalonia nigronervosa nas bananeiras infestadas.

As maiores densidades foram verificadas no bairro 6, 2, 3 e 1°de maio (na localidade
de Maguiguana) e Matchedje (na localidade de Zonguene) que pode ter sido devido a

copa, pois uma copa mais densa ajuda a multiplicar a populacdo de afideos onde esta
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impede parcialmente que a chuva atinja as folhas e o pseudocaule favorecendo assim
a multiplicacdo dos afideos (Samywys, 1979).

Pode verificar-se uma relacdo directa entre a densidade e a % de infestacdo, onde as
zonas que tiveram maior percentagem de infestacdo estas também apresentam maior
densidade de Pentalonia nigronervosa. Outro factor a considerar por serem campos
onde pratica-se a agricultura de subsisténcia, para além da bananeira outras culturas
sdo produzidas na mesma area, como outras fruteiras, assim como folha de Amarantus
e horticolas que cria ambiente favoravel para maior agregacdo do P. nigronervosa
(Robson & Wright, 2006).

Ainda que a densidade por planta seja baixa ou insignificativa, este € um factor
preocupante pois apenas um afideo é capaz de contaminar varias plantas. Segundo
Cunha (2017) apenas um afideo pode contaminar varias plantas e uma espécie de
afideo pode transmitir um ou mais virus, a dispersdo do virus deve ser levada em
consideracéo ja que os afideos podem produzir formas aladas em quantidade elevada,

com grande capacidade de voo.

b) Densidade populacional de outros insectos sugadores
Para outros insectos sugadores, as densidades foram igualmente baixas, nao

excedendo 1 individuo/planta (Tabela 5).
Verificou-se maior densidade populacional do afideo que se acredita que seja da
espécie P. caladii devido ao seu hospedeiro preferencial nas plantas circunvizinhas, e

menor densidade populacional embora ndo seja significativa para os percevejos.

Tabela 5: Comportamento da densidade populacional de outros sugadores em
diferentes localidades.

Outros insectos sugadores Densidade (Individuo/planta)
Afideos 0.72
Percevejo 0.65

Um dos factores a considerar para a densidade populacional verificada do percevejo

assim como dos afideos é a adopcéo de rotacdo de culturas em sistemas de plantio
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directo, que favorece os percevejos assim como os afideos proporcionar alimentacéao
continua e condi¢cdes adequadas de sobrevivéncia, mesmo em periodos de inverno ou
seca nestas condigdes os insectos alimentam-se de restos de culturas. Assim como, o
cultivo de plantas hospedeiras como milho e soja que é uma das condicGes favoraveis
para 0 aumento da densidade destes insectos segundo Cruz et al. (2012), que vai de
acordo com o observado em campo um ambiente favoravel para o aumento da

densidade populacional de outros sugadores.

4.4. Detencao da doenga da BBTV nos insectos colectados
a) Electroforese usando o primer CP
A imagem abaixo (fig. 15) apresenta os resultados da amplificacdo de 11 amostras de

ADN de Pentalonia nigronervosa e alguns insectos sugadores, considerados possiveis

vectores da BBTV em um gel de agarose de 1,5% usando o primer CP.

128gMie 67 8 9101112K'M K

530Pb

Figura 15: Deteccéo do virus de BBTV por PCR. Pogos: 1- Percevejo, 2- Percevejo, 3- percevejo,
4- percevejo, 5- P. nigronervosa, 6- Afideo, 7-Afideo 8- Percevejo, 9- P. nigronervosa, 10- P.

nigronervosa, 11-Afideo, K+, K-, M representa o padréo do peso molecular de 1kb (marcador).

As amostras submetidas a reaccdo de amplificacdo (PCR) forneceram resultados
positivos e negativos, onde foi possivel confirmar através do vector (Pentalonia
nigronervosa) e um possivel vector (percevejo), a presenca do virus causador da
BBTV nas localidades estudadas. Verificou-se de igual modo a auséncia do fragmento

esperado que confirme a presenca da BBTV em alguns afideos (P.nigronervosa) e
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percevejos. Segundo Manssor et al., (2005) a presenca do fragmento esperado
confirma o diagnéstico da BBTV.

Iniciadores especificos do gene CP da BBTV foram obtidos através de uma regido
conservada no gene CP de forma a amplificar o tamanho de 530 pb. Em um estudo de
plantas sintomaticas fez se o diagndstico do virus do topo em leque da bananeira,
realizado por Arumugam (2017) a mesma sequéncia de primer’s foram utilizados para
fazer a deteccdo da doenca em bananeiras vermelhas infectadas por BBTV, o0s
produtos de PCR foram resolvidos em gel de agarose onde plantas sintomaticas
testaram positivo ao BBTV, observado no tamanho esperado de (530 pb) e (513 pb),
(Arumugam & Kalaimughilan, 2017).

Em contrapartida o que pode ter levado a auséncia do fragmento esperado, ou seja,
resultado negativo para o virus da doenga em outros insectos é que 0s insectos podem
ter pousado em plantas com sintomatologia da BBTV e ndo tenham adquirido o virus
até o momento que se fez a colecta da amostra, para o caso dos afideos estes precisam
de um periodo minimo necessario de 4h e 30 min para que adquiram o virus, e
também pelo facto da transmissdo do virus ser persistente circulativa ndo —
propagativa a transmissdo ocorre por varios dias ou semanas ap0s 0 vector se tornar
portador do virus (Amin et al., 2008; Fajardo e Nickel, 2019).

b) Electroforese usando primer BBT

A imagem abaixo (fig. 16) apresenta os resultados da amplificacdo de 4 amostras de
ADN de Pentalonia nigronervosa e alguns insectos sugadores que sdo possiveis
vectores de BBTV, onde selecionou-se 4 amostras e repetiu-se o diagndstico
utilizando primer’s diferentes, para obter resultados mais consistentes de modo a

confirmar os resultados obtidos.
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Figura 16: Gel de agarose (1%) corado com safeview Tampdo TAE mostra o produto de PCR de

4 amostras 4- percevejo, 5- percevejo, 8- P. nigronervosa, 10- P. nigronervosa. A letra M
representa o padréo do peso molecular de 1kb (marcador), K- representa o controlo negativo e

K+ representa o controlo positivo.

A presenca do fragmento esperado nas amostras dos percevejos e P. nigronervosa da
(fig. 16) confirma o diagndstico da BBTV e a auséncia do fragmento do tamanho
esperado na amostra do P. nigronervosa fornece-nos o diagnostico negativo da BBTV
(Manssor et al., 2005).

Portanto as mesmas amostras testadas usando primer’s especificos (CP) foram
testadas com os primer’s (BBT), confirmaram a presenca de BBTV com tamanho de
amplicon de 349Pb com sequéncia de primer’s diferentes o resultado confirma a

presenca da BBTV nas espécies estudadas.

Assim sendo para além do vector do virus da BBTV Pentalonia nigronervosa, o
percevejo da familia Pentatomidae, pode ser considerado como outro potencial vector
da BBTV.

Os insectos sugadores tem a habilidade de transmitir doencas para as plantas, e o
mesmo esta relacionado ao modo de alimentacdo. E os percevejos (Heterdpteros) sdo
de importancia econdmica minima como vectores de patdégenos de plantas, porém tem
se notado casos em que estes para além de transmitir fungos os pentatomorphos
(Lygaeioidea, Coreoidea, Pentatomidea e Pyrrhocoroidea) tem capacidade de
transmitir virus e fitoplasmas, tornando desta maneira importante incluir os
percevejos em levantamentos como potenciais transmissores de doencas virais
(Mitchell, 2004).
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5. Conclus6es e Recomendacoes

5.1. Conclusdes

Foi identificado o afideo da bananeira o Pentalonia nigronervosa, e 0s
insectos associados que é o percevejo e o afideo P. caladii.

A percentagem de infestacdo por P. nigronervosa variou de 24 a 62% no
bairro Matchedje (na localidade de Zonguene) e bairro 3 (na localidade de
Maguiguana) respectivamente. Para 0s insectos associados variou de 0 a 70%.
As localidades em estudo apresentaram em média uma densidade populacional
de 25 afideos/planta. E para os outros insectos apresentaram uma densidade
media de lindividuo/planta.

Foi detectada o virus de BBTV em uma amostra de afideo e em um potencial

vector do virus da doenca do topo em leque da bananeira que € o percevejo.

5.2. Recomendacdes:

Para os Investigadores:

Recomenda-se aos investigadores que se faca uma identificagcdo molecular dos
Potenciais vectores de doencas, que permita identificar desde a familia até a
espécie.

Desenvolver mais estudos sobre o levantamento de outros sugadores

associados a bananeira que podem ser considerados como potenciais vectores.
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ANEXOS

Anexo 1: Percentagem de infestagdo de Pentalonia nigronervosa

anova niv trat

Number of obhs = 35 BE-sguared = 0.4550

Root MSE = 18.8604 Rdj B-sguared 0.3382

Source Partial 55 df M5 F Frob = F

Model 8314 28571 & 1385.7142% 3.%90 0.005%

trat 8314 28571 & 1385.7142% 3.%90 0.005%
Residual 9960 28 355.714286
Total 18274 2857 34 537.478992

awilk errc

Shapiro-Wilk W test for

Variakle Obs W v

normal data

= Prokb=>==

erro

hettest erro

35 0.96334 1.30%

0.561 0.28723

ireusch-Pagan / Coock-Weiskerg test for heteroskedasticity

Ho: Constant wvariance
Variakles: erro

chiZ{l) 6.45
Probk > chiz = 0.0111
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Anexo 2: Teste de Comparacdo de médias de Pentalonia nigronervosa

Duncan

niw Mean Std. Err. Froups
trat

1 62 8.434623 B

2 30 8.434623 ¥

3 26 8.434623 ¥

4 &0 8.434623 B

] 24 8.434623 ¥

© 26 8.434623 ¥

7 45 8.434623 AB

Note: Means sharing a letter in the group
=

label are not significantly different at
the 5% lewvel.

Anexo 3: Densidade populacional do Pentalonia nigronervosa

anova esc trat

HNumker of obs = 35 B-sguared = 0.3881

Root MSE = 453681 2dj R-sguared = 0.2570

Source Partial 55 df M5 F Frob = F

Model 3.81885659 & .B3647615 2.96 0.0229

trat 3.81885659 & .B3647615 2.96 0.0229
Residual 6.02000023 28 .Z215000008
Total 9.83885713 34 289378151
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sawilk errc

Shapiro-Wilk W test for normal data

Variable Chs W W = FProb>==

erro 35 0.37040 1.057 0.115 D.45429

hettest erro
Breusch-Pagan / Coock-Weiskberg test for heteroskedasticity
Ho: Constant wariance

Variables: erro

chiZ (1) = 0.42
Probk = chil 0.5150

Anexo 4: Teste de Comparacao de medias da densidade populacional do
Pentalonia nigronervosa

Cuncan
esc Mean Std. Err. EFroups
trat
1 2.22 L2073644 C
2 1.62 .2073644 RABC
3 1.18 .2073644 Y
4 1.86 .2073644 BC
5 1.42 .2073644 EB
[ 1.28 .2073644 EB
7 1.58 .2073644 RABC

Note: Means sharing a letter in the group
=

label are not significantly different at
the 5% lewvel.
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Anexo 5: Percentagem de infestacdo de outros sugadores

anova o2 trat

Number of oks = 35 B-sguared = 0.4273
Root MSE = .337744 Bdj R-sguared = 0.3045
Source Partial 55 df M5 F Prokb = F
Hodel 2.382765948 6 .3A97128247 3.48 0.0107
trat 2.382765948 & .3971z28247 3.48 0.0107
Residual 3.15398762 28 .114070986
Total 5.5767571 34 164022268
swilk erroc
Shapiro-Wilk W test for normal data
Variable | Obs W 7 z Probrz
erro | 35 0.52371 2.723 2.0891 0.01826
anova rgos trat
Anexo 6: Dados normalizados de outros insectos sugadores
generate rgos=cs*0.5
anova rgos trat
Number of oks = 35 BE-sguared = D0.4&50
Root MSE = .345038 bdj R-sguared = 0.3504
Source Partial 55 df M5 F Prob = F
Hodel 2 96529235 [ 494215392 .06 0.0048
trat 2.96529235 6 .4942]15392 .08 0.0048
Residual 3.41118042 28 .121827872
Total 6.3T7647277 34 187543317
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predict errcl, residual

swilk errcl

Shapiro-Wilk W test for normal data

Variakble Chbs W v = Frobr=

errol | a5 0.594370 2.00%9 1.457 0.07260
hetteat errocl
Breusch-Pagan / Cook-Weisberg test for heteroskedasticity
Ho: Constant variance

Wariakles: errocl

chiz{1l) = 0.67
Prob » chi2 = 0.4134

Anexo 7: Comparacédo de médias da densidade de outros insectos sugadores

Cuncan
rgos Hean Std. Err. Froups
trat

1 .5B97367 15605948 c
2 .3886472 15605948 LBC
3 .494z088 15605948 BC
4 .TE4Z29086 15605948 c
5 .0316228 15605948 LB
[ o] 15605948 R

7 o] 15605948 LB

Note: Means sharing a letter in the group
label are not significantly different at
the 5% lewvel.
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Anexo 8: Densidade populacional de outros sugadores

ancva dens trat

Humber of obs = 35 B-sguared = 0.3665
Boot MSE = .312194 Ldj B-sguared = 0.2308
Source Partial 55 df M5 F Prob * F
HModel 1.575912758 & .263187393 2.70 0.0333
trat 1.575912758 & .263187393 2.70 0.0333

Residual 2 _T72901506 28 097464824

Total 4 30814264 34 126710078

awilk erroc

Shapiro-Wilk W test for normal data

Variakle Oks W w = Prok>==

ELro 35 0.97122 1.027 0.056 0.47778

hettest erroc
Breusch-Pagan / Cook-Weiskerg test for heteroskedasticity

Ho: Constant wvariance

Variakles: erro

chiz (1) 0.00
Prob = chiz = 0.9653

Anexo 9: Comparacao de médias da densidade de outros insectos sugadores
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Cuncan
dens Mean Std. Err. Froups
trat

1 .52 .1388172 B
2 2162963 .1388172 EB
3 .4 .1388172 EB
4 .44 .1388172 EB
5 -1.11e-16 .1388172 B
[ -1.11e-16 .1388172 B
7 -1.11e-16 .1388172 B

Note:

Anexo

10.
11.
12.

Means sharing a letter in the group
label are not significantly different at
the 5% lewvel.

10: Protocolo de extrac¢éo de ADN (CTAB)

Pesar 500mg de material e colocar num almofariz contendo 4 ml de CTAB
buffer (inicia-se com 2.5 ml e perfaca o volume a medida que for macerando)
e 1% de pvp (ponta de uma espatula).

Macerar ate ficar uma mistura homogénea,

Transferir 2ml do macerado para um tubo de igual volume;

Adicionar 2ml de RNAse a (20 mg/ml) a cada 2 ml do macerado e deixar na
bancada por 5 minutos

Incubar por 20 minutos a 65°C;

Centrifugar por 2 minutos a 13000 rpm e transferir 1ml do sobrenadante para
um novo tubo de preferencia de 2ml;

Adicionar 1 ml cloroférmio-alcool-isoamilico e agitar manualmente por 20
segundos;

Centrifugar por 15 minutos a 13200 rpm e transferir o sobrenadante para um
novo tubo;

Adicionar 1 ml de isopropanol gelado e guardar a -20°C POR 30 minutos;
Centrifugar por 15 minutos a 13200rpm;

Descartar o sobrenadante;

Lavar duas vezes com etanol a 70% centrifugando a 13200 rpm por 10 e 5
minutos respectivamente (nas duas lavagens, descartar cuidadosamente o

etanol);
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13. Secar o pellet a temperatura ambiente (30 minutos a 1 hora, dependendo da
quantidade de etanol remanescente na ultima lavagem);

14. Ressuspender em 50 ml de H,O e guardar a 4°C ate necessitado para o uso.

Anexo 10: Ficha de campo

Distrito Localidade Data: [/ /

Numero do campo:

Espécie:

Planta Infestacdo Nivel/Escala
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