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RESISTENCIA DE ACESSOS DE MAMOEIRO AOS AGENTES ETIOLOGICOS
DA MANCHA ANELAR E DA MELEIRA E METODO PRECOCE PARA
IDENTIFICACAO DA MELEIRA

Autora: Ana Maria Pereira Bispo de Castro

Orientador: Dr. Carlos Alberto da Silva Ledo

RESUMO: As viroses tém sido consideradas as principais doengas do mamoeiro,
sendo a mancha anelar causada pelo Papaya ringspot virus (PRSV-P) e a meleira
causada pelo Papaya Meleira virus (PMeV) as de maior importancia. Este trabalho
teve como objetivo, avaliar a resisténcia de acessos de mamoeiro para 0S
agentes etiologicos da mancha anelar e da meleira, e avaliar um método para a
deteccdo precoce da meleira. No primeiro capitulo foi avaliado, em dois
experimentos, a incidéncia de mancha anelar sob infeccdo natural em 151
acessos de mamoeiro. Foram encontrados acessos promissores ao PRSV-P. No
segundo capitulo foram testados 35 acessos para resisténcia a PRSV-P em casa
de vegetagdo. As mudas foram inoculadas mecanicamente utilizando isolado de
PRSV-P. Foram avaliados a Incidéncia e sintomas, utilizando uma escala de
notas, foi calculado o indice de doenca (ID) e a area abaixo da curva de
progresso da doencga (AACPD). N&o foram identificados acessos resistentes ao
PRSV-P. No terceiro capitulo foi avaliada a utilizacdo do glicosimetro portétil na
determinacao do teor de glicose de plantas de mamoeiro sadias e inoculadas com
meleira. As plantas foram submetidas a extracdo de dsRNA para verificar a
presenca do PMeV. Os dados foram analisados pelo teste F da andlise de
variancia a 5% de probabilidade. As plantas que apresentaram maior teor de
glicose, estavam infectadas pelo PMeV. No quarto capitulo 38 acessos foram
avaliados para resisténcia ao PMeV em casa de vegetacédo. A inoculacao foi feita
por ferimentos com agulha hipodérmica mergulhada em latex infectado. As
plantas foram avaliadas por dsRNA quanto a presenca do PMeV e foi feito
avaliacdo do teor de glicose em latex com glicosimetro portatil. Ndo foram

encontrados acessos resistentes ao virus.

Palavras-chave: Carica papaya L., viroses do mamoeiro, diagnose, PMeV,
PRSV-P.



RESISTANCE OF PAPAYA ACCESS TO ETIOLOGICAL AGENTS OF THE RING
SPOT DISEASE AND STICKY DISEASE AND EARLY METHOD FOR
IDENTIFYING THE STICKY DISEASE

Author: Ana Maria Pereira Bispo de Castro
Adviser: Dr. Carlos Alberto da Silva Ledo

ABSTRACT: Viruses have been considered the main diseases of papaya, the ring
spot caused by Papaya ringspot virus (PRSV-P) and the sticky disease caused by
Papaya Meleira virus (PMeV) the most important. This work aimed to evaluate the
resistance of papaya accessions to the etiological agents of ring spot and the
sticky disease, and to evaluate a method for the early detection of sticky disease.
In the first chapter, in two experiments, the incidence of ring spot under natural
infection was evaluated in 151 accessions of papaya. Promising accesses to
PRSV-P were found. In the second chapter, 35 accessions were tested for
resistance to PRSV-P in a greenhouse. The seedlings were mechanically
inoculated using a PRSV-P isolate. Incidence and symptoms were assessed using
a scale of scores, the disease index (ID) and the area under the disease progress
curve (AACPD) were calculated. No resistant accesses to PRSV-P were identified.
In the third chapter, the use of the portable glucometer in the determination of the
glucose content of healthy papaya plants and inoculated with sticky disease was
evaluated. The plants were submitted to dsRNA extraction to verify the presence of
PMeV. The data were analyzed using the F test of analysis of variance at 5%
probability. Plants with the highest glucose content were infected with PMeV. In the
fourth chapter 38 accessions were evaluated for resistance to PMeV in
greenhouse. The inoculation was done by wounds with a hypodermic needle
dipped in infected latex. The plants were evaluated by dsRNA for the presence of
PMeV and the glucose content in latex was evaluated with a portable glucometer.

No virus-resistant accesses were found.

Keywords: Carica papaya L, papaya viruses, diagnosis, PMeV, PRSV-P.



REFERENCIAL TEORICO

Cultura do mamao: Aspectos gerais e econdémicos

O mamoeiro (Carica papaya L.) é uma arvore frutifera originaria das
Américas com maior diversidade genética concentrada na América Central e
Bacia Amazonica superior, onde ocorre sua distribuicdo (BADILLO, 2000). E uma
das fruteiras mais comuns em quase todos os paises da América Tropical, sendo
descoberto pelos espanhdis na regido compreendida entre o sul do México e o
norte da Nicardgua. Apds a descoberta foi amplamente distribuido em varias
regibes tropicais com possivel introducdo no Brasil em 1587 (SERRANO;
CATTANEO, 2010).

Pertence a familia Caricaceae que apresenta 35 espécies e seis géneros:
Jacaratia (sete espécies), Jarilla (trés espécies), Cylicomorpha (duas espécies),
Horovitzia (uma espécie) Vasconcellea (21 espécies) e Carica (uma espécie)
(BADILLO, 2002; VAN DROOGENBROECK et al., 2002).

O mamoeiro cultivado comercialmente (Carica papaya L.) pertence a
classe Dicotyledoneae, subclasse Archichlamydeae, ordem Violales, subordem
Caricineae, familia Caricaceae e género Carica (COSTA; PACOVA, 2003).
Considerada uma planta perene, apresenta raiz pivotante e ramificacdes laterais.
O caule é do tipo herbaceo lenhoso, fistuloso nas regibes dos entrends,
suculento, ereto, contendo numerosas cicatrizes foliares, terminando com um
grupo denso de grandes folhas na regido apical. As folhas s&o do tipo alternadas
com peciolos do tipo fistulosos e cilindricos. O embrido € reto com cotilédones
ovéides e achatados, circundados por endosperma carnoso, rico em acidos
graxos. A germinacao é relativamente rapida e epigea (BADILLO, 1993).

E uma planta considerada dioica e poligama (trioica) e, dependendo da
variedade, ha presenca de flores masculinas, femininas e/ou hermafroditas. As
plantas que apresentam flores hermafroditas sao preferiveis para o cultivo, pois
produzem frutos de formato alongado com variacdo de piriforme a cilindrica e
pequena cavidade interna. Por outro lado, as plantas que apresentam flores
femininas produzem frutos arredondados que tém menor valor comercial
(OLIVEIRA et al., 2007). Os frutos apresentam diversos tamanhos e podem ser

classificados como ovoides, esféricos ou piriformes (SILVA et al., 2007).
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O mamoeiro é considerado uma das fruteiras mais cultivadas e consumidas
nas regides tropicais e subtropicais do mundo (SERRANO; CATTANEO, 2010).
Em regibes com clima quente, pluviosidade abundante, solos ricos e bem
drenados apresenta ciclo semiperene com pico de producdo entre trés a cinco
anos (MURAYAMA, 1986). Adaptada ao Nordeste brasileiro, com grande
expressdo na economia da regido, contribui expressivamente nos aspectos
econdmicos e sociais, proporcionando emprego e renda (SA et al., 2013).

A produc&o concentra-se em cinco paises: india, Brasil, México, Republica
Dominicana e Indonésia, que juntos alcancaram uma producdo de 13 milhdes de
toneladas em 2018. O Brasil € o segundo maior produtor da fruta, com uma
producdo anual de 1.060,392 milhdes de toneladas (FAO, 2018). A regiao
Nordeste detém 53,3% da producdo nacional, da qual a Bahia contribui com a
segunda maior producdo de 337.151 toneladas. O maior produtor nacional é o
Espirito Santo com uma producéo de 354.405 toneladas, em 2018 (IBGE, 2018).

Neste contexto, 0 mamado assume uma importancia cada vez maior na
fruticultura nacional, como uma das principais frutiferas destinadas ao comércio
exterior, pois tem se tornado uma alternativa de consumo atraente no mundo em
termos de fruta tropical (REIS, 2015). O fruto in natura é exportado para mais de
90 paises, dos quais 0s paises europeus sao 0s principais importadores. Os
principais destinos das exportagcdes brasileiras de mamé&o fresco sado Portugal
(9.784.644 kg), Espanha (8.120.320 kg), Alemanha (7.194.849 kg) e Reino Unido
(5.139.617 kg) (COMEX STAT, 2019).

Apesar da importancia do mamao para a fruticultura brasileira, toda a
produgédo nacional concentra-se no cultivo de poucas cultivares, sendo estas
classificadas em dois grupos, Solo e Formosa. As cultivares do grupo Solo,
Golden e Sunrise Solo, popularmente conhecidas como maméao Papaya ou Havai
tem como caracteristica frutos pequenos com peso médio de 0,5 kg e polpa
avermelhada. No grupo Formosa, os hibridos Tainung n° 01 (o mais cultivado no
Brasil) e Calimosa, produzem frutos maiores com peso superior a 1,0 kg e polpa
laranja avermelhada (SERRANO; CATTANEO, 2010; LUZ et al., 2015).

Os frutos do grupo Solo sdo os preferidos para exportacdo e os do grupo
Formosa sao hibridos comerciais que vém ganhando espa¢co nos mercados
interno e externo, com forte crescimento de vendas para a Europa, o Canada e

para os Estados Unidos (OLIVEIRA et al., 2011). Além disso, em razdo dos pregos
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elevados das sementes dos hibridos, muitos produtores utilizam sementes das
geracdes F2, F3 e F4 do hibrido Tainung N° 1 para renovar seus plantios, o que
reduz o vigor das plantas e a qualidade dos frutos (OLIVEIRA et al., 2012).

Por ser uma cultura de base genética estreita, com numero de cultivares
disponiveis limitado, torna-se mais suscetivel a uma série de pragas (SILVA et al.,
2016) como o virus da mancha anelar do mamoeiro (Papaya ringspot virus —
PRSV-P), o virus da meleira do mamoeiro (Papaya meleira virus - PMeV), a
variola ou pinta reta (Asperisporium caricae), a podriddo-do-pé (Phytophthora
palmivora) e a antracnose (Colletotrichum gloeosporioides) (DANTAS; OLIVEIRA,
20009).

As viroses tém sido consideradas como as principais doencas do mamoeiro
ocasionando grandes perdas na sua producdo (LIMA et al., 2001), capazes de
infectar até 100% do pomar em poucos meses caso nenhuma forma de controle
seja utilizada (TAVARES et al., 2004). Dentre essas viroses destacam-se a
mancha anelar e a meleira que tém afetado drasticamente a producdo do
mamoeiro causando mudanca constante das areas de plantio, conferindo ao
mamoeiro um carater nébmade (VENTURA et al., 2004; ABREU et al., 2015a).

Mancha anelar do mamoeiro

A mancha anelar, causada pelo virus Papaya ringspot virus (PRSV-P), é a
mais destrutiva e devastadora doenga da cultura do mamao. Tornou-se um grande
impedimento para os produtores e também um desafio para pesquisadores de
todo o mundo (PUSHPA, et al., 2019). O virus pertence ao género Potyvirus a
familia Potyviridae (PURCIFULL et al., 1984; SHUKLA et al., 1994).

O virus possui particulas alongadas e flexuosas medindo 780 x 12 nm com
genoma composto por uma fita de RNA senso positivo, contendo 10.326 pb. A
organizacdo gendmica do PRSV consiste em VPg-5, 63K NT, 52K HCPro, 46K,
72K Cl, 48K Nla, 59K NIb, 35K cp, 3’-ncr e poly (YEH et al., 1992). Em razdo da
estratégia gendmica usada pelos virus da familia Potyviridae, o PRSV induz a
formacdo de inclusdes do tipo cata-vento, no citoplasma das células infetadas,
formadas por proteinas de aproximadamente 69 kDa (PURCIFULL; GONSALVES,
1984). De acordo com a morfologia das inclusfes induzidas pelo PRSV, o0 mesmo
pode ser classificado no subgrupo | do género, caracterizadas por inclusdes
cilindricas, cata-ventos e espirais (EDWARDSON, 1974; PURCIFULL et al., 1984).
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O PRSV esta classificado em dois bidtipos distinguiveis por suas
caracteristicas bioldgicas. O bidtipo W, de Watermelon (PRSV-W) e o biotipo P, de
Papaya (PRSV-P). O PRSV-W nao apresenta relacionamento sorolégico com o
PRSV-P e infecta somente espécies da familia Cucurbitaceae. J4 o PRSV-P é
capaz de infectar espécies das familias Caricaceae e Cucurbitaceae
(PURCIFULL; HIEBERT, 1979; PURCIFULL et al., 1984).

O primeiro relato da doenca ocorreu no Havai em meados da década de 20
(LIMA et al., 2001). No Brasil a ocorréncia da mancha anelar foi relatada pela
primeira vez no estado de Sao Paulo em 1969 (COSTA; CARVALHO; KAMADA,
1969) e depois no Ceara (LIMA; GOMES, 1975). Atualmente, a doenca ocorre em
todas as regides do Brasil ja tendo causado a eliminacdo da cultura do mamoeiro
na regido de Monte Alto, Sdo Paulo, e em outras areas demonstrando sua
capacidade destrutiva (REZENDE, 1994).

O PRSV pode ser transmitido experimentalmente por inoculagdo mecanica
e ndo ha evidéncias da sua transmissao pelas sementes obtidas de plantas
infectadas (MEISSNER FILHO et al., 2000). Na natureza é transmitido por mais
de 20 espécies de afideos de forma ndo persistente (PURCIFULL et al., 1984;
MARTINS; VENTURA, 2007; KALLESHWARASWAMY; KRISHNA KUMAR, 2008).

No Brasil, as espécies Myzus persicae, Aphis gossypii, Aphis fabaei, Aphis
coreopsidis e Toxoptera citricidus Kink sédo eficientes vetores do virus (REZENDE;
FANCELLI, 1997). Os afideos ndo colonizam o mamoeiro, a inoculagdo do virus
ocorre por picadas de provas e a eficiéncia da transmissédo se deve as constantes
movimentacdes dos vetores no pomar (LIMA et al., 2001).

Todos os estagios de crescimento do mamao sao vulneraveis a infeccao
por PRSV e exibem os sintomas dentro de duas a trés semanas apos a infeccao
(PUSHPA et al., 2019). Os sintomas do PRSV se caracterizam pelo aparecimento
de mosqueado, mosaico proeminente padrdo na lamina foliar, clareamento das
nervuras das folhas, estrias oleosas e Umidas de cor verde escuro nos peciolos e
no caule e completa distor¢cdo de folhas jovens. O fruto apresenta saliéncias e 0
cldssico "ringspot”, manchas em forma de anel, reducdo de producdo e da
gualidade, levando a 50% ou mais de redu¢édo na producdo (PURCIFULL et al.,
1984; MEISSNER FILHO et al., 2000; GONSALVES et al.,, 2007; CHALAK;
HASBNIS; SUPE, 2017).
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. Sintomas caracteristicos da mancha anelar em acessos de mamoeiro

Figura 1
no campo. Mosaico proeminente padrdo e clareamento das nervuras nas folhas
(A); estrias oleosas e umidas de cor verde escuro nos peciolos e no caule (B) e

classico "ringspot” e manchas em forma de anel nos frutos (C). Fonte: Autora.

Nao ha até o momento no mercado brasileiro cultivares de mamoeiro com
resisténcia ao PRSV-P e em funcéo disso, todo o controle utilizado atualmente é
baseado em medidas preventivas, como a producdo de mudas sadias, instalacao
de plantios em locais isolados e erradicacdo constante e precoce de plantas
infectadas em toda a regiao produtora (MEISSNER FILHO et al., 2000).

Muitos esforcos foram feitos para superar a doenca, sendo um deles
focado no desenvolvimento de variedades resistentes (HAIREEN et al., 2019). As
espécies Vasconcellea cauliflora, V. pubescens, V. quercifolia e V. stipulata foram
consideradas resistentes, destas a V. quercifolia foi considerada resistente ao
PRSV-P na Florida (CONOVER, 1964), no Havai (MANSHARDT; WENSLAFF
1989) e Australia (DREW et al., 2006), mas suscetivel na Venezuela (HOROVITZ,
JIMENEZ 1967).

Pesquisas mais recentes com hibridos de C. papaya com V. cauliflora, V.
cundinamarcensis e V. quercifolia confirmam a existéncia de fontes de resisténcia
ao PRSV-P em Vasconcellea (DREW et al., 2006; SUDHA et al., 2013). Pesquisas
com Vasconcellea pubescens teve resisténcia consistentemente relatada
(HAIREEN et al., 2019).

Desde 1958 estudos tem sido desenvolvidos no sentido de transferir a
resisténcia de espécies de Vasconcellea para espécies de C. papaya (JIMENEZ;

o
]
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HOROVITZ 1958; SAWANT, 1958), no entanto, ha dificuldades na obtencdo de
hibridos de cruzamentos com espécies do género Carica (SUDHA et al., 2013),
uma vez que a obtencao de hibridos intergenérico entre C. papaya e especies de
Vasconcellea apresentam problema de fertilidade impedindo os posteriores retro
cruzamentos com C. papaya (CHEN et al., 1991).

Plantas transgénicas também foram obtidas na tentativa de controle da
mancha anelar. O primeiro mamoeiro transgénico (linha 55-1) foi obtido no inicio
da década de 90 e expressava 0 gene da capa proteica de um isolado havaiano
de PRSV-P (FITCH et al., 1992). Essa planta transgénica mostrou-se resistente a
diferentes isolados havaianos, mas susceptivel a isolados de outras regifes
geograficas, principalmente brasileiras (TENNANT et al., 1994).

No Brasil, nos estados da Bahia e do Ceara, foram avaliadas plantas
transgénicas produzidas pela Embrapa em parceria com a Universidade de
Cornell (SOUZA JUNIOR; NICKEL; GONSALVES, 2005), observando um retardo
na infeccdo da doenca, assim como producdo cerca de 50% superior a das
convencionais. No entanto, pesquisas com transgénicos na Embrapa foram
descontinuadas devido a politica da Empresa e a critérios como a auséncia de
genes marcadores para resisténcia a antibidticos, uma vez que sua presenca
poderia dificultar sua liberagcdo comercial pela Comissdo Técnica Nacional de
Biosseguranca (CTNBIo) e demais 6rgaos regulamentadores (MEISSNER FILHO,
2011).

Devido as limitacbes no uso de transgénicos € necessario esforco para
analisar materiais de mamao silvestres e verificar a disponibilidade do genoma do
mamao completo identificando marcadores genéticos e genes de tolerancia ou
resisténcia em materiais de Carica papaya (PORTER et al., 2013), o que pode ser
sistematizado de forma rapida e eficiente nos programas de desenvolvimento de
resisténcia dos gendtipos a este e outros virus (FLORES-BAUTISTA, 2019).

Os estudos para obtencéo de fontes de resisténcia dentro do género Carica
nao tém obtido grande sucesso. Magdalita et al. (1988) avaliaram 44 acessos de
Carica papaya e trés outras espeécies da familia Caricaceae em relacdo a reagéo
ao PRSV-P encontrando reacdo de suscetibilidade em todos os gendtipos
avaliados. Gonsalves et al. (2010) nado identificaram resisténcia natural a esse

virus em C. papaya. Rodriguez et al. (2013) mencionaram gque todos 0s acessos
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de maméao avaliadas em campo eram suscetiveis ao PRSV-P com diferencas no
tempo de infeccéo.

No entanto, selecionar acessos com indices de transmisséo inferiores a
100% podem garantir a producao de frutas no pomar; esse fator, embora ndo seja
o mais forte, pode fornecer resisténcia ao virus. Sendo provavel que as diferencas
de resisténcia dos acessos tenham origem genética (FLORES-BAUTISTA, 2019).
Além disso, as variedades de mamadao resistentes a PRSV-P devem ser
desenvolvidas individualmente para varias regides de cultivo de mamao, sendo
considerado a melhor estratégia para o controle eficiente da doenca em longo
prazo (FERMIN; CASTRO; TENNANT, 2010).

Meleira do mamoeiro

O PMeV é considerado um importante problema fitossanitario para a
cultura do mamao no Brasil, principalmente no norte do Espirito Santo e no sul da
Bahia, podendo atingir até 100% de incidéncia se nao forem feitas as medidas de
prevencao e contencdo necessarias (VENTURA et al., 2003).

A meleira foi relatada pela primeira vez na década de 80 afetando pomares
em Teixeira de Freitas no Sul da Bahia e logo apés no Norte do Espirito Santo
(NAKAGAWA; TAKAYAMA; SUZUKAMA, 1987; RODRIGUES et al.,, 1989).
Rapidamente disseminou-se para outras regides produtoras nos estados de
Pernambuco, Cear4, Rio Grande do Norte e Minas Gerais (DALTRO et al., 2014).
Além do Brasil, a doenca foi confirmada somente no México (PEREZ-BRITO et
al., 2012).

Inicialmente acreditava-se que havia envolvimento de fatores abidticos na
etiologia da doenca, atribuiam-se os sintomas da doenca a deficiéncia na
absorcdo de calcio e, ou, boro, resultante da falta de agua no solo ou do
desbalanceamento desses elementos no solo (NAKAGAWA; TAKAYAMA;
SUZUKAMA, 1987; CORREA et al., 1988), mas posteriormente foram observadas
em microscoépio eletrdnico de transmissao a presenca de particulas isométricas no
latex extraido de frutos e folhas de plantas com os sintomas e a deteccdo de
dsRNA em tecidos de plantas sintomaticas indicando uma etiologia viral
(KITAJIMA et al., 1993). Isso foi confirmado apos a purificacdo das particulas
virais presentes no latex, seguida de inoculacdo em mamoeiros sadios que se

tornaram doentes. Também se confirmou que o material genético viral extraido é
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composto de RNA fita dupla (dsRNA) (MACIEL-ZAMBOLIN, 2000; MACIEL-
ZAMBOLIM et al., 2003).

O agente etioldgico da meleira foi nomeado de Papaya meleira virus
(PMeV) e classificado como um virus de genoma de dsRNA com cerca de 12kb
(MACIEL-ZAMBOLIN, 2000; MACIEL-ZAMBOLIM et al., 2003). O sequenciamento
do genoma foi descrito com 8,8kb (ABREU et al., 2015b). Possui capa proteica
com proteinas de 14,4 a 45 kDa e particulas isométricas de 38-42 nm (ANTUNES
et al., 2016; MACIEL-ZAMBOLIM et al., 2003). O PMeV possui regides
conservadas caracteristicas das RNA polimerase dependente de RNA (RdRp) de
micovirus da familia Totiviridae (ARAUJO et al., 2007; DALTRO et al., 2014;
ABREU et al., 2015b), mas ndo foi enquadrado em nenhum género, sendo
necessarios mais estudos para definir se ele pertence a essa familia ou a uma
nova familia (ANTUNES et al., 2016; DALTRO et al., 2014).

Recentemente foi identificado o Papaya meleira virus 2 (PMeV-2) em
plantas com meleira. Ele possui genoma de RNA fita simples (ssRNA) com
tamanho aproximado de 4,5 kb, sendo encapsidado pela capa protéica do PMeV
e esta relacionado a espécies do género Umbravirus (ANTUNES et al., 2016).
Este virus ndo tem nenhuma relacdo com o PMeV e esta correlacionado a
isolados mexicanos (PMeV-Mx) analisados e ao Papaya virus Q (PpVQ), um virus
descrito recentemente no Equador (QUITO-AVILA et al., 2015; ANTUNES et al.,
2016).

O virus é transmitido por ferramentas utilizadas nos tratos culturais (COSMI
et al., 2017). A transmissdo experimental da meleira por mosca-branca Bemisia
tabaci (Genn) bidtipo B confirmaram o inseto como vetor do virus (VIDAL et al.,
2000; HABIBE et al., 2001). Experimentalmente, em trabalhos desenvolvidos por
Barbosa et al. (2000), Martins et al. (2014) e Meissner Filho et al. (2017) a meleira
foi transmitida por ferimentos realizados com agulha hipodérmica.

Os primeiros sintomas surgem antes da frutificacdo, aproximadamente aos
seis meses de idade, nas extremidades das folhas novas provocando queima e
alteracdes na forma. Também pode ocorrer exsudacdo e oxidacdo de latex nos
bordos das pétalas das flores em fase de floracdo e/ou frutificacdo, seguida de
necrose, exsudacédo e oxidacao do latex nas nervuras das folhas do apice e terco
mediano das plantas. Também podem ocorrer manchas zonadas verde claras nos
frutos verdes (HABIBE, 2003; RODRIGUES et al., 2009).
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O sintoma mais caracteristico € a exsudacdo espontanea de latex nos
frutos, que oxidam ficando com aparéncia borrada e melada, o que da o nome a
doenca. Essa exsudacao € consequéncia da ruptura dos laticiferos pelo aumento
da turgéncia devido aos niveis de potassio e o equilibrio osmético nos vasos
lactiferos serem modificados, levando a ruptura celular e exsudacéo de latex e
das alteracbes do latex em funcdo da presenca do virus. Pode também estar
relacionada a estratégia de movimentagcdo do virus na planta, sugerindo que o
PMeV utiliza-se da fluidez do latex para deslocar-se na planta (VENTURA;
COSTA; TATAGIBA, 2004; RODRIGUES et al., 2009).

Em estagio mais avancado da doenca os frutos apresentam ma formacéo e
alteracdo no sabor e consisténcia da polpa depreciando seu valor comercial
(HABIBE, 2003; VENTURA; COSTA; TATAGIBA, 2004; RODRIGUES et al., 2009).
Além disso, a meleira aumenta a suscetibilidade dos frutos a infestacdo pelas
moscas-das-frutas (Ceratis capitata) que, quando encontrada numa concentracao

acima da permitida, pode inviabilizar a exportacdo (MARTINS et al., 2012).

Figura 1. Sintomas caracteristicos da meleira em mamoeiro no campo manchas
zonadas verde claras nos frutos verdes (A); exsudacao de latex nos peciolos (B);
exsudacao espontanea de latex nos frutos (C); latex oxidado nos frutos (D).
Fonte: Autora.

As medidas preventivas utilizadas para minimizar os efeitos danosos da

doenca sédo baseadas na escolha de areas distantes de pomares com historico da
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doenca, desinfestacdo das ferramentas utilizadas nos tratos culturais, reducao
dos ferimentos das plantas, eliminacéo de lavouras sadias ou doentes apos o fim
do ciclo econbmico e eliminacdo de plantas doentes logo que detectados os
primeiros sintomas, sendo essa, até o momento, a estratégia mais eficiente no
manejo da virose (VENTURA; COSTA; TATAGIBA, 2001). Entretanto, como 0s
sintomas somente sdo visiveis apdés a floracdo, plantas infectadas podem
permanecer no campo constituindo uma importante e continua fonte de virus
(ABREU et al., 2015a).

Para detectar a meleira em mamoeiros alguns métodos foram
desenvolvidos, entre eles a extracdo de dsRNA do PMeV e sua visualizagcdo em
gel de agarose. No entanto, esse método exige uma grande quantidade de latex e
alta carga viral para visualizacdo em gel de agarose (HABIBE; NASCIMENTO,
2002; TAVARES et. al., 2004; RODRIGUES et al., 2005). Outro método utilizado é
a transcricdo reversa da reacdo em cadeia da polimerase (reverse transcription
polymerase chain reaction — RT-PCR) (ARAUJO et al., 2007) e o PCR em tempo
real (QRT-PCR) para a deteccao precoce da meleira do mamoeiro (ABREU et al.,
2012).

Os meétodos de RT-PCR permitiram a identificacdo precoce de plantas
infectadas pelo PMeV no campo antes mesmo de apresentarem 0s sintomas
tipicos da doenca, além disso, tratam-se de técnicas muito mais sensiveis para
deteccdo do virus em qualquer tipo de tecido vegetal (ABREU et al.,, 2012;
LOPEZ-OCHOA; MORENO-VALENZUELA; ZAMUDIO-MORENO, 2013). No
entanto, o latex de mamoeiros possui uma alta concentracdo de proteinas o que
pode resultar no baixo rendimento da RT-PCR. Além disso, a forte ligacao entre a
particula viral e os polimeros do latex pode diminuir a quantidade de RNA
disponivel para a transcricdo reversa (ARAUJO et al., 2007). Outro ponto
importante a ser considerado é que a coleta de latex em maior quantidade pode
se tornar inviavel quando se trabalha com mudas de mamoeiro (ABREU et al.,
2017).

Uma das principais medidas de controle para meleira é o desenvolvimento
de cultivares resistentes. No entanto, estudos com diferentes gendtipos de
mamoeiro ainda ndo identificaram a existéncia de um cultivar resistente ao PMeV
(MEISSNER FILHO et al., 2017). Assim, a identificagdo dos sintomas e a
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subsequente erradicacdo das plantas doentes (roguing) é atualmente a Unica
estratégia de controle da doenga no campo.

A continuidade e expansdo da cultura do mamoeiro dependem do
surgimento de novas variedades com resisténcia aos agentes etiolégicos das
principais doencas que assolam a cultura, dentre elas a mancha anelar e a
meleira. Para isso, se faz necessario explorar todo o potencial genético disponivel
no Banco Ativo de Germoplasma- BAG da espécie e também desenvolver novas
tecnologias de deteccao precoce da meleira do mamoeiro. Logo, o0 objetivo deste
trabalho foi avaliar acessos de mamoeiro do BAG da Embrapa em relacdo a
mancha anelar e a meleira buscando resisténcia e desenvolver um método

precoce para identificacdo da meleira do mamoeiro.
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INCIDENCIA DA MANCHA ANELAR EM ACESSOS DE MAMOEIRO SOB
INFECCAO NATURAL

RESUMO: A mancha anelar é a mais destrutiva e devastadora doenca da cultura
do maméo. Esse trabalho visou avaliar a incidéncia da mancha anelar em
acessos de mamoeiro do Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa Mandioca e
Fruticultura (BAG-Mamao) e identificar possiveis acessos resistentes ao PRSV-P
sob infeccdo natural. Para tanto, Foram estabelecidos dois experimentos. O
primeiro foi instalado em dezembro de 2016, o delineamento experimental foi em
blocos casualizados com 30 acessos divididos em 4 blocos, sendo cada parcela
experimental composta por 6 plantas. As plantas foram avaliadas
mensalmentequanto a incidéncia da mancha anelar, foram observados os
sintomas de: clareamento das nervuras, mosaico, distor¢do das folhas jovens,
estrias nos peciolos e anéis nos frutos. O segundo experimento foi desenvolvido
no BAG-Mamao, implantado em julho de 2016, no qual foram avaliados 117
acessos e 4 cultivares (Golden, Rubi, Sunrise solo e Tainung n°® 1) de mamoeiro
dos grupos Solo e Formosa, compostos por uma fileira de 11 plantas. Os dados
de incidéncia obtidos foram submetidos a analise multivariada de agrupamento,
considerando a distancia euclidiana como medida de dissimilaridade a partir dos
dados padronizados. Os agrupamentos hierdrquicos a partir da matriz de
distancia foram obtidos pelo método UPGMA. A validacdo dos agrupamentos foi
determinada por meio do coeficiente de correlacdo cofenético e o critério para
definicdo do numero de grupos foi baseado no pacote “NbClust” do programa R.
Os resultados mostraram haver acessos do BAG-Maméao promissores para
pesquisas posteriores. Os acessos CMF002, CMF004, CMF005, CMFO011,
CMF115, CMF118, CMF123 sédo promissores para realizacdo de pesquisas
posteriores testando a resisténcia, bem como para o melhoramento genético por

meio de cruzamentos.

Palavras-chave: PRSV-P, Carica papaya L., viroses.
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INCIDENCE OF THE RING STAIN ON PAPAYA ACCESSES UNDER NATURAL
INFECTION

ABSTRACT: Ring spot is the most destructive and devastating disease of papaya
culture. This work aimed to evaluate the incidence of the ring spot in papaya
accessions of the Active Bank of Germplasm of Embrapa Mandioca and
Fruticultura (BAG-Mamao) and to identify possible accessions resistant to PRSV-P
under natural infection. For this, two experiments were established. The first was
installed in December 2016, the experimental design was in randomized blocks
with 30 accesses divided into 4 blocks, with each experimental plot consisting of 6
plants. The plants were evaluated monthly for the incidence of the ring spot, the
following symptoms were observed: whitening of the veins, mosaic, distortion of
young leaves, streaks on the petioles and rings on the fruits. The second
experiment was carried out at BAG-Mamao, implanted in July 2016, in which 117
accessions and 4 cultivars (Golden, Rubi, Sunrise solo and Tainung n® 1) of
papaya of the groups Solo and Formosa, composed of a row of 11 plants. The
obtained incidence data were submitted to multivariate -cluster analysis,
considering the Euclidean distance as a measure of dissimilarity based on
standardized data. Hierarchical groupings from the distance matrix were obtained
using the UPGMA method. The validation of the clusters was determined by
means of the cofenetic correlation coefficient and the criterion for defining the
number of groups was based on the “NbClust” package of the R program. The
results showed that BAG-Mamao's accessions are promising for further research.
The accessions CMF002, CMF004, CMF005, CMF011, CMF115, CMF118,
CMF123 are promising for carrying out further research testing resistance, as well

as for genetic improvement through crosses.

Key words: PRSV-P, Carica papaya L., viruses.
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INTRODUCAO

O mamoeiro (Carica papya L.) € uma cultura de grande importancia para o
Brasil, que representa o segundo maior produtor mundial da fruta com uma
producdo anual de 1,6 milhdes de toneladas e area cultivada de
aproximadamente 32 mil hectares (FAO, 2017). Sua producdo concentra-se nos
Estados da Bahia e Espirito Santo, sendo que a Bahia possui a segunda maior
producdo com 337.151 toneladas (IBGE, 2018).

A mancha anelar é a mais destrutiva e devastadora doenca da cultura do
mamao. Tornou-se um grande impedimento para os produtores e também um
desafio para pesquisadores de todo o mundo (PUSHPA et al., 2019). E causada
pelo virus Papaya ringspot virus (PRSV-P) que é transmitido de forma néo
persistente por afideos (COSTA, 2003; VENTURA et al., 2004).

Todos os estagios de crescimento do maméo sdo vulneraveis e exibem
sintomas dentro de duas a trés semanas apos a infeccdo por PRSV-P (PUSHPA
et al., 2019). Os sintomas nas folhas consistem em mosaico proeminente e
clorose, com estrias oleosas nos peciolos e na parte superior do tronco. Sintomas
severos incluem distor¢cdo das folhas jovens, que podem resultar em deformacgdes
em formato de corddes de sapato que se assemelham a danos ocasionados por
acaros, anéis nos frutos e reducdo da producdo e qualidade dos frutos
(MEISSNER FILHO et al., 2000; GONSALVES et al., 2010).

A reducdo do rendimento comercial do fruto de maméo fez com que os
estudos de resisténcia a virus focassem principalmente no PRSV-P exigindo
alternativas para o desenvolvimento de variedades resistentes a esses virus
(ORDAZ-PEREZ et al., 2017). Ainda ndo h& resisténcia conhecida ao PRSV,
embora certas variedades sejam mais sintomaticas que outras e também nao
existe uma medida de controle curativo absoluto disponivel por métodos
convencionais (CHALAK; HASBNIS; SUPE, 2017).

No Brasil as tentativas de controle pelo uso de variedades resistentes e
com a protecdo cruzada ndo tém apresentado sucesso no controle amplo e
duradouro da doenca. A melhor solugdo encontrada para evitar a disseminacao da
virose e para o0 seu controle tem sido a erradicacdo precoce das plantas

infectadas, amparada por Legislagdo nacional (MAPA, 2010).
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Além disso, a incidéncia da doenca € afetada por diversos fatores, entre
eles 0 gendtipo do hospedeiro, a severidade das estirpes virais, as condicfes
climaticas, a presenca de vetores e as culturas associadas (RODRIGUEZ et al.,
2011). Portanto, as variedades de mamao resistentes a PRSV devem ser
desenvolvidas individualmente para as varias regides de cultivo, sendo
considerada a melhor estratégia para o controle eficiente da doenca a longo prazo
(FERMIN; CASTRO; TENNANT, 2010).

A melhor forma de garantir o melhoramento para a cultura é contar com um
banco genético procedente de materiais locais e introduzidos do exterior é
(ALONSO et al., 2009). Que permitiria selecionar e obter gendtipos promissores
resistentes ao PRSV-P e com caracteristicas morfo-agronémicas favoraveis
(RODRIGUEZ et al., 2011).

Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar a incidéncia da mancha
anelar em acessos de mamoeiro do Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa
Mandioca e Fruticultura e identificar possiveis acessos resistentes ao PRSV-P em

condi¢des de campo e infec¢ao natural pelo virus.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos em areas distintas do Campo
Experimental da Embrapa Mandioca e Fruticultura em Cruz das Almas, Bahia. O
experimento 1 foi implantado em dezembro de 2016. Foram avaliados, duas
cultivares (Golden e Rubi), sete linhagens L33, L36, L45, L54, L60, L72, L74 e 0s
hibridos H10x26, H10x54, H10x83, H26x72, H33x36, H33x56, H52x54, H52x72,
H52x83, H54x74, H54x78, H56x52, H56x60, H56x74, H58x74, H60x74, H60x83,
H78x 84, VIGx54, VIGx72, VIGx78, totalizando 30 acessos (Tabela 1). Trés
mudas com aproximadamente 20 cm de altura foram plantadas em cada cova
para assegurar que, apés a sexagem, houvesse pelo menos uma planta
hermafrodita por cova. No plantio foi utilizado o espagamento 3m x 2m,
totalizando 720 plantas e perfazendo uma &rea total de 4320 m?. O delineamento
experimental em blocos casualizados ficou constituido de 30 acessos, sendo 13
do grupo Formosa e 17 do grupo Solo com 4 blocos, totalizando 52 parcelas para

0 experimento do grupo Formosa e 68 parcelas do grupo Solo, sendo cada
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parcela experimental composta por 6 plantas. As avaliacGes da incidéncia foram
realizadas mensalmente no periodo de abril de 2017 (4 meses apos transplantio)
a dezembro de 2017 (11 més apas transplantio).

O experimento 2 foi conduzido no Banco Ativo de Germoplasma de Mamao
(BAG-Mamaéao) implantado em julho de 2016. Foram avaliados 117 acessos de
mamoeiro dos grupos Solo e Formosa e 4 cultivares (Golden, Rubi, Sunrise,
Tainung n° 1) (Tabela 2). Trés mudas com aproximadamente 20 cm de altura
foram plantadas em cada cova para assegurar que, apds a sexagem, houvesse
pelo menos uma planta hermafrodita por cova. Os acessos e as cultivares foram
dispostos em fileiras de 11 plantas, totalizando 1.331 plantas. As avaliacdes da
incidéncia foram realizadas mensalmente no periodo de abril de 2017 (9 meses

apos o transplantio) a marco de 2018 (20 meses apds transplantio).

Tabela 1. Acessos pertencentes ao Programa de Melhoramento Genético de
Mamoeiro da Embrapa Mandioca e Fruticultura, avaliados em campo para

resisténcia a mancha anelar, experimento 1, Cruz das Almas-BA.

Acesso Grupo Acesso Grupo
10x54 Formosa 10x26 Solo
10x83 Formosa 26X72 Solo
33x36 Formosa 52x54 Solo
36x56 Formosa 52x72 Solo
56x74 Formosa 52x83 Solo
58x74 Formosa 54x74 Solo

L33 Formosa 54x78 Solo
L36 Formosa 56x52 Solo
L45 Formosa 56x60 Solo

VIGx54 Formosa 60x74 Solo

VIGX72 Formosa 60x83 Solo

VIGx78 Formosa 78x84 Solo

Rubi Formosa L54 Solo
L60 Solo
L72 Solo
L74 Solo

Golden Solo
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Tabela 2. Descrigcao dos acessos do Banco Ativo de Germoplasma de Mamao da

Embrapa Mandioca e Fruticultura avaliados em campo para resisténcia a mancha

anelar, experimento 2, Cruz das Almas-BA.

Caod. Local Nome cientifico Nome comum Origem Grupo
CMF002 C. papaya L. DCG439-1 Costa Rica Formosa
CMFO003 C. papaya L. DCG423-5 Taiwan Formosa
CMF004 C. papaya L. DCG424-4 Havai Formosa
CMFO005 C. papaya L. Solo Linha IX Havai Solo
CMF006 C. papaya L. Solmar Havai/Taiwan Solo
CMF008 C. papaya L. DCG593-10 Malasia Formosa
CMF011 C. papaya L. DCG440-3 Costa Rica Formosa
CMF012 C. papaya L. DCG595-6 Malasia Solo
CMF014 C. papaya L. DGC590-8 Malasia Solo
CMFO015 C. papaya L. DCG586-3 Malasia Formosa
CMFO017 C. papaya L. DCG424-7 Taiwan Formosa
CMF018 C. papaya L. DCG424-6 Taiwan Formosa
CMF020 C. papaya L. DCG424-4 x 439-1 X Formosa
CMF021 C. papaya L. Solsun X Solo
CMF022 C. papaya L. DCG590-3 - Sunrise Malasia Solo
CMF023 C. papaya L. DCG590-2 Malasia Formosa
CMF024 C. papaya L. Conchita Costa Rica Formosa
CMF026 C. papaya L. DCG422-4 Taiwan Formosa
CMF027 C. papaya L. DCG432 X Solo
CMF028 C. papaya L. DCG439 Costa Rica Formosa
CMFO030 C. papaya L. DCG434-4 X Formosa
CMF031 C. papaya L. DCG441 Costa Rica Formosa
CMF033 C. papaya L. DCG539 X Formosa
CMFO035 C. papaya L. F.R.F&GPSILVA 200 X Formosa
CMF036 C. papaya L. GuineaGoldxSel.Mexi. Brasil Solo
CMF037 C. papaya L. HelenaxRedsolo X Solo
CMF038 C. papaya L. JS3 OU JSE Brasil Formosa
CMF041 C. papaya L. JS12 Brasil Formosa
CMF044 C. papaya L. JS21 Brasil Formosa
CMF046 C. papaya L. S3 Brasil Formosa
CMF047 C. papaya L. S15 Brasil Formosa
CMF050 C. papaya L. S7 Brasil Solo
CMFO051 C. papaya L. Si14 Brasil Solo
CMF052 C. papaya L. SOLO Brasil Solo
CMF054 C. papaya L. PR-10-65 x Tailandia Havai Formosa
CMF055 C. papaya L. Tailandia Brasil Formosa
CMF056 C. papaya L. 72-12 x Maradol Brasil Solo
CMF058 C. papaya L. K77 Havali Solo
CMF060 C. papaya L. Sunrise Cross 2 Havai
CMF065 C. papaya L. K77xJSI2 Brasil Solo
CMF066 C. papaya L. WARWICK X Formosa
CMF067 C. papaya L. JS17 Brasil Formosa
CMF069 C. papaya L. S19 Brasil Formosa
CMF072 C. papaya L. FERREIRA 87 X Solo
CMF075 C. papaya L. Galpéao Brasil
CMFO076 C. papaya L. Manga-Mouréao X Formosa
CMFO77 C. papaya L. Hawai-Mirim Havai Solo
CMFO078 C. papaya L. Baixinho de S. Amalia X Solo

Continua...
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...continuacao.

Céd. Local Nome cientifico Nome comum Origem Grupo
CMF079 V. cauliflora J.2 Cauliflora X X
CMF082 C. papaya L. Hortus Gold Africa do Sul Solo
CMF087 C. papaya L. Waimanalo X Solo
CMF088 C. papaya L. Kapoho purple X Solo
CMF090 C. papaya L. CP X Solo
CMF092 C. papaya L. Kapoho Green X
CMF094 C. papaya L. Brasil
CMF099 V. quercifolia 113 Brasil
CMF102 C. papaya L. Brasil
CMF104 C. papaya L. Africa do Sul
CMF108 C. papaya L. SEED546 Africa do Sul
CMF114 C. papaya L. SEED1216 Africa do Sul
CMF115 C. papaya L. SEED1250 Africa do Sul
CMF116 C. papaya L. SEED1291 Africa do Sul
CMF120 C. papaya L. Faz. Caminhoa Brasil
CMF121 C. papaya L. X
CMF123 C. papaya L. Vermelho Thai Tailandia
CMF129 C. papaya L. Brasil
CMF130 C. papaya L. X
CMF131 C. papaya L. X
CMF132 C. papaya L. Hawai.

CMF133 C. papaya L. Line 356 Hawai

CMF135 C. papaya L. X

CMF139 C. papaya L. Sergipe Verde x 17 Brasil

CMF142 C. papaya L. 16x17 X

CMF145 C. papaya L. Sergipe Verde x 6 X

CMF146 C. papaya L. 16x6 X

CMF150 C. papaya L. Golden Brasil

CMF152 C. papaya L. X

CMF157 C. papaya L. FRF1423 Brasil

CMF164 J. spinosa® FRF1434 Brasil

CMF165 J. spinosa FRF1435 Brasil

CMF166 C. papaya L. FRF1436 Brasil

CMF172 C. papaya L. FRF1442 Brasil

CMF175 C. papaya L. FRF1445 Brasil Formosa
CMF176 C. papaya L. FRF1446 Brasil

CMF177 J. spinosa FRF1447 Brasil Formosa
CMF180 C. papaya L. FRF1421 Brasil

CMF183 C. papaya L. FRF1427 Brasil

CMF185 C. papaya L. FRF1431 Brasil

CMF186 C. papaya L. FRF1434 Brasil

CMF187 C. papaya L. FRF1435 Brasil

CMF188 C. papaya L. FRF1436 Brasil

CMF204 C. papaya L. FRF1473 Brasil

CMF207 C. papaya L. FRF1479 Brasil

CMF210 C. papaya L. FRF1484 Brasil

CMF211 C. papaya L. FRF1485 Brasil

CMF219 C. papaya L. FRF1507 Brasil

CMF220 C. papaya L. FRF1508 Brasil

CMF223 C. papaya L. FRF1520 Brasil

CMF230 C. papaya L. Ouromel Brasil Solo
CMF232 C. papaya L. M5 Brasil Solo

Continua...
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...continuacao.

Céd. Local Nome cientifico Nome comum Origem Grupo
CMF233 C. papaya L. BS — Gondo Brasil Solo
CMF234 C. papaya L. BS — Faz. SF Brasil Solo
CMF235 C. papaya L. =JTA Brasil Solo
CMF245 C. papaya L. Hibrido Tainung 1 Nicaragua
CMF246 C. papaya L. Brasil
CMF247 C. papaya L. Brasil

1Carica papaya L. 2V. cauliflora J. 3V. quercifolia Il. “Jaracatia spinosa

Todas as plantas foram monitoradas visualmente para identificacdo dos
sintomas caracteristicos do PRSV-P. Os sintomas observados foram clareamento
das nervuras, mosaico, distorcdo das folhas jovens, estrias nos peciolos e anéis
nos frutos. Foram feitas avaliacbes observando a presenca e auséncia de
sintomas de mancha anelar nas plantas determinando, para cada acesso, 0
percentual de plantas que apresentaram sintomas da virose.

Com os dados das porcentagens de plantas afetadas por acesso durante
0s meses de avaliacdo foi realizada a analise multivariada de agrupamento,
considerando a distancia euclidiana como medida de dissimilaridade a partir dos
dados padronizados. Os agrupamentos hierarquicos a partir da matriz de
distancia foram obtidos pelo método UPGMA — Unweighted Pair Group Method
with Arithmetic Mean (SNEATH; SOKAL, 1973), a validacdo dos agrupamentos foi
determinada por meio do coeficiente de correlacdo cofenético (SOKAL; ROHLF,
1962). O critério para definicdo do numero de grupos do experimento 1 foi o
indice pseudot2 e para o experimento 2 foi baseado no pacote “NbClust” do
programa estatistico R (CHARRAD et al., 2014). As andlises foram realizadas com
auxilio do programa R (R CORE TEAM, 2018).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os sintomas observados nas plantas durante as avaliacbes mensais
coincidem com os descritos para a mancha anelar por outros autores
(PURCIFULL et al., 1984; PENA, 2008; RODRIGUEZ et al., 2011). A planta foi
considerada doente quando apresentava os sintomas de mosaico e clareamento

de nervuras na maior parte das folhas, principalmente nas folhas novas no apice
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da planta. Além destes sintomas, foram observadas estrias no caule e peciolo e
manchas em forma de anel nos frutos (Figura 1).

O dendograma do experimento 1 obtido pela andlise de agrupamento dos
acessos de mamoeiro pelo método UPGMA encontra-se representado na Figura
2. O critério para definicho do numero de grupos foi eficiente, separando os
acessos em dois grupos. O coeficiente de correlacdo cofenético (CCC) foi de
0,78. Nao foram observados sintomas em nenhuma planta dos 30 acessos

estudados durante os dois primeiros meses de avaliagdo.

=

anelar em acessos de mamoeiro

Figura 1. Sintomas caracteristicos da mancha

no campo. Clorose das folhas e clareamento das nervuras das folhas no apice da
planta (A); mosaico nas folhas (B); estrias no caule e peciolo (C) e (D); mancha

em forma de anel nos frutos (E) e (F).
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Figura 2. Dendrograma baseado na distancia euclidiana e método de
agrupamento UPGMA de acessos de mamoeiro quanto a reacao ao PRSV-P em

condi¢cdes de campo.

O grupo 1, formado por vinte e cinco acessos apresentou incidéncia de
mancha anelar em todos os acessos a partir do terceiro més de avaliacdo. Boa
parte dos acessos deste grupo apresentou incidéncia superior a 15% j4 no
terceiro més. Apesar da gradativa incidéncia os hibridos H36x56 e H78x84 foram
0S Unicos que ndo apresentaram 100% de incidéncia até o oitavo més de
avaliacdo. No entanto, os acessos deste grupo podem ser considerados como o
mais suscetivel, pois apresentaram sintomas mais precoces e uma maior
incidéncia de mancha anelar durante as avaliacdes (Figura 2), (Apéndice 1).

O grupo 2 foi formado por cinco acessos, RUBI, H10x54, VIGx72, H54x78,
L33. Este grupo foi caracterizado principalmente por apresentar incidéncia da
mancha anelar, praticamente em todos 0s acessos, apenas a partir do sexto més
de avaliagdo, podendo ser considerados os acessos mais tardios estudados no
experimento 1. Apesar da diferenca do tempo de aparicdo dos sintomas, no final
do periodo de avaliacdo todos o0s acessos apresentaram sintomas. (Figura 2),
(Apéndice 1).

Os sintomas observados no experimento 2 foram similares aos

encontrados nas plantas do experimento 1 (Figura 1). O dendograma do
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experimento 2 obtido pela analise de agrupamento dos acessos de mamoeiro
pelo método UPGMA encontra-se representado na Figura 3. O método de
agrupamento UPGMA permite o estabelecimento dos grupos de forma que exista
heterozigosidade entre grupos e homozigosidade dentro do grupo (CRUZ,
CARNEIRO, 2003). O coeficiente de correlacdo cofenético (CCC) foi de 0,94 valor
gue esta de acordo ao citado por Rohlf e Fisher (1968).

Desta forma, constatou-se a formacéo de sete grupos entre oS acessos
avaliados, o que indica a existéncia de variabilidade entre os acessos para
incidéncia da doenca (Figura 3), (Apéndice 2). O grupo 1 foi constituido por 17
acessos, sendo eles o CMF 86, CMF 77, CMF 78, CMF 76, CMF 52, CMF 108,
CMF 102, CMF 92, CMF 254, CMF 90, CMF 99, CMF 114, CMF 70, CMF 79,
CMF 235, CMF 246, CMF 253 e dentre eles as cultivares mais conhecidas
(Golden, Rubi e Sunrise). Neste grupo o aparecimento da doenca foi constatado
no segundo més de avaliacdo, na cultivar Rubi, que teve 5% de plantas doentes.
No terceiro més (junho) a doenca foi observada na maioria dos acessos, com
excecao dos acessos CMF 52, CMF 99, CMF 92, CMF 102, CMF 108, CMF 114,
CMF 254 e da cultivar Sunrise. No quarto més de avaliagdo apenas o CMF 52
nao apresentava a virose. Em julho (quarto més) todos os acessos ja
apresentavam a doenca com 31,8% de plantas afetadas. Em outubro (sétimo
més), observou-se 88,6% de plantas doentes e 11 acessos ja apresentavam
100% de plantas afetadas e em fevereiro (11° més) as plantas de todos os
acessos deste grupo estavam afetadas (Apéndice 2). Barreto et al. (2002) ao
estudar gendtipos de mamao em infeccdo natural pelo virus no Ceara
constataram que o CMF 77 e a cultivar Sunrise, ambos pertencentes a este
grupo, foram susceptiveis, ndo sendo encontradas plantas assintomaticas.

O grupo 2 foi o maior grupo, formado por 89 acessos e a cultivar Tainung
n°l. Neste grupo foi observada menor incidéncia da doenca e aumentos menos
acelerados de plantas afetadas. Além disso, a incidéncia da doenca iniciou
tardiamente na maioria dos acessos. Plantas sintométicas foram observadas no
terceiro més de avaliacdo em trés acessos, CMF 8 com 9%, CMF 69 com 10% e
CMF 116 com 9% de plantas doentes. Apesar de terem sido 0s primeiros a
apresentarem plantas afetadas, o acesso CMF 116 chegou ao final da avaliacdo
com uma incidéncia da doenca de 20% e os acessos CMF 8 e CMF 69 com uma

incidéncia inferior a 100%, tendo este Ultimo, o0 sexto més como avaliagao final,
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por apresentar perda de parcela devido a uma outra doenca de origem fangica.
Os acessos CMF060, CMF065, CMF 66 e CMF 67 apresentaram as primeiras
plantas doentes no quinto més de avaliacdo. Apesar disso, atingiram uma
incidéncia de 100% no oitavo més de avaliacdo (Figura 3), (Apéndice 2).

Ainda no grupo 2, a doenca iniciou tardiamente em alguns acessos,
observada no 9°, 10° e 11° més de avaliagdo. O acesso considerado mais tardio
foi o CMF006 que apresentou 10% de incidéncia no 11° més de avaliagéao.
Destes, 24 acessos, a exemplo CMF 8, CMF 20, CMF 23, CMF 28, CMF 26, CMF
36, CMF 47, CMF 130, CMF 176 apresentaram plantas afetadas no 9° més e 14
acessos, CMF 3, CMF 27, CMF 30, CMF 31, CMF 145, CMF 177, CMF 120, CMF
129, CMF 131, CMF 132, CMF 133, CMF 157, CMF 166, CMF 180 no 10° més.
Este fato pode ser considerado positivo, uma vez que um atraso do surgimento de
sintomas de pelo menos cinco semanas no inicio do desenvolvimento da planta
pode gerar diferencas de desempenho superiores a 50%, mesmo em materiais
suscetiveis (HERNANDEZ-CASTRO- et al., 2010).

Alguns acessos apresentaram menos de 15% de plantas sintomaticas até o
final do periodo de avaliagdo, sendo estes o0 CMF 3 (9%), CMF 6 (14%) e CMF
120 (11%). Outros apresentaram menos de 40% de incidéncia da doenca no final
da avaliacdo, sao eles: CMF 116 (20%), CMF 129 (25%), CMF 132 (25%), CMF
133 (36%). Além de apresentarem baixa incidéncia da doenca, esses acesos
também apresentaram as primeiras plantas afetadas tardiamente, a maioria no
décimo més de avaliacdo, sendo o acesso mais tardio o CMF006 (Figura 3).

A variedade hibrida Tainung n° 1 dentro do grupo Formosa é a mais
cultivada no Brasil (MARIN et al., 2006) e apresentou uma incidéncia de 50% no
final da avaliacdo. Vinte e dois acessos apresentaram incidéncia inferior a 100%
apos 12 meses de avaliacdo, 22 acessos a exemplo dos acessos CMF 8 (80%),
CMF 27 (73%), CMF 31 (60%) e CMF 166 (83%), 0 que é considerada uma
porcentagem razoavel, visto a quantidade de acessos avaliados e a severidade
da doenca, cujo virus é capaz de infectar até 100% do pomar em poucos meses
caso nenhuma forma de controle seja utilizada (TAVARES et al., 2004; SARAIVA
et al., 2006). Além disso, selecionar acessos com indices de transmissdo
inferiores a 100% podem garantir a producdo de frutas no pomar (FLORES-
BAUTISTA, 2019).
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Uma incidéncia da doenca de 100% foi observada em 55,5% dos acessos
do grupo 2 ao término da avaliacdo. Apesar disso, houve atraso no aparecimento
de sintomas mais severos da doenca, o que pode permitir a ocorréncia de frutas
com qualidade no pomar (HERNANDEZ-CASTRO et al. 2015). Trabalhos com
acessos de plantas de mamao em campo mencionaram que todos 0S acessos
avaliados foram susceptiveis ao PRSV-P (BARRETO et al., 2002; GONSALVES et
al., 2010) com diferencas no tempo de infeccdo entre eles (RODRIGUEZ et al.,
2013). Esta diferenca pode ser considerada um critério na escolha de acessos
promissores para controle da doenca.

No grupo 2 também houve acessos que ndo apresentaram sintomas da
doenca até o ultimo més de avaliacéo, tendo 0% de incidéncia da doenca, sendo
eles CMF 2, CMF 4, CMF 5, CMF 11, CMF 115, CMF 118, CMF 123(Figura 3).
Estes acesos sO promissores para serem usados em pesquisas posteriores
testando resisténcia.

O grupo 3 foi formado por 6 acessos, o CMF 75, CMF 82, CMF 87, CMF
250, CMF 251 e CMF 248. No segundo més de avaliagdo, em maio quando as
plantas apresentavam 11 meses apoés transplantio, a doenca foi observada em
todos os acessos, com 10,83% das plantas afetadas e em novembro, 100% das
plantas dos seis acessos ja estavam com a virose (Figura 3), (Apéndice 2).

O grupo 4 foi formado por um Unico acesso, 0 CMF 210. Em abril, primeiro
més de avaliacdo, foi observado 9% de plantas afetadas e em janeiro de 2018,
10° més de avaliacdo, 100% das plantas apresentaram a doenca. O Grupo 5,
formado por trés acessos (CMF 94, CMF 247 e CMF 252) também foi infectado no
primeiro més de avaliagdo e em novembro 100% das plantas tinham sido
afetadas (Figura 3), (Apéndice 2).

Os grupos 6 e 7 também foram formados por um acesso, o CMF 72 e o
CMF 249, respectivamente. Os dois grupos apresentaram plantas doentes no
primeiro més de avaliacdo, com 22 e 27% de incidéncia de mancha anelar,
respectivamente. No entanto, em outubro, sétimo més de avalia¢cdo, as plantas do
grupo 6 foram acometidas por Phytophthora, o que causou perda da parcela
interrompendo as avaliacdes para esse acesso. As plantas do grupo 7 (CMF 249)
apresentaram 100% de infec¢cdo no sexto més de avaliacao (Figura 3), (Apéndice
2).
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O aumento progressivo da incidéncia da doenca observados neste trabalho
corresponde a estudos similares desenvolvidos em regides produtoras (RIVAS
VALENCIA et al., 2003; 2008, RODRIGUEZ et al., 2011). No entanto, observar
plantas assintomaticas apos o periodo de um ano de avaliagdo ndo corresponde a
cultivares de mamoeiro suscetiveis ao PRSV-P, 0 que, segundo Rodriguez et al.
(2011) pode sugerir uma menor severidade da doenca nos acessos avaliados.
Contudo, tratando-se de condicbes de infec¢cdo natural pelo virus em campo,
pode ser que o periodo de avaliacdo ndo tenha contemplado o tempo necessario
para o progresso total da doenca, sendo necessario que tal desempenho seja

confirmado pela inoculagcéo do virus por método apropriado nestes materiais.

CONCLUSOES

1. Nao foram encontrados hibridos e linhagens promissoras como fonte de
resisténcia dentre os acessos de mamoeiro pertencentes ao programa de
melhoramento genético da Embrapa;

2. Os acessos CMF 2, CMF 4, CMF 5, CMF 11, CMF 115, CMF 118, CMF 123 séo

promissores para realizacédo de pesquisas testando resisténcia
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RESISTENCIA AO Papaya ringspot virus (PRSV-P) EM ACESSOS DE
MAMOEIRO CULTIVADOS EM CASA DE VEGETACAO

RESUMO: A mancha anelar, causada pelo Papaya ringspot virus (PRSV-P), &
uma das principais viroses do mamoeiro no Brasil, sendo o uso de plantas
resistentes a forma mais econdmica e eficiente para seu controle. O objetivo
deste trabalho foi avaliar acessos de mamoeiro do Banco Ativo de Germoplasma
da Embrapa, quando a sua resisténcia ao virus da mancha anelar em casa de
vegetacao. Foram avaliados 36 acessos de mamoeiro previamente selecionados
e a cultivar Alianca do grupo Solo. Apos dois meses da semeadura, doze plantas
de cada acesso foram inoculadas mecanicamente duas vezes em intervalo de
quinze dias utilizando isolado de PRSV-P, sendo que quatro plantas de cada
acesso foram deixadas como controle negativo. Aos quinze dias apds a primeira
inoculacdo os acessos foram avaliados quanto a presenca de sintomas do PRSV-
P e o numero de plantas com sintomas. As plantas foram avaliadas quanto aos
sintomas a cada cinco dias, durante dois meses, utilizando uma escala de notas.
As notas obtidas para as plantas de cada acesso foram transformadas em indices
de doenca (ID). A incidéncia e o indice de doenca foram apresentados em
gréaficos radar elaborados no Excel. A analise de agrupamento dos acessos para
area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) foi apresentada no
formato heatmap utilizando a distancia euclidiana e o método de agrupamento
UPGMA, utilizando o software R. N&o foram identificados acessos imunes ao
PRSV-P, sendo possivel observar diferentes niveis de resisténcia a mancha
anelar. O acesso CMFO011 foi considerado moderadamente resistente a mancha

anelar

Palavras-chave: Carica papaya L., Papaya ringspot virus (PRSV-P), mosaico.
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RESISTANCE TO Papaya ringspot virus (PRSV-P) IN PAPAYA ACCESSES
CULTIVATED IN GREENHOUSE

ABSTRACT: The ring spot, caused by Papaya ringspot virus (PRSV-P), is one of
the main viruses of papaya in Brazil, and the use of plants resistant to the most
economical and efficient way for its control. The objective of this work was to
evaluate papaya accessions of Active Germplasm Bank of Embrapa, when its
resistance to the ring spot virus in a greenhouse. Were evaluated 36 previously
selected papaya accessions and the cultivar Alianca from the Solo group. After two
months of sowing, twelve plants from each access were mechanically inoculated
twice every fifteen days using PRSV-P isolate, four plants from each access were
left as a negative control. Fifteen days after the first inoculation, accessions were
evaluated for the presence of PRSV-P symptoms and the number of plants with
symptoms. The plants were evaluated for symptoms every five days, for two
months, using a rating scale. The scores obtained for the plants of each access
were transformed into disease indexes (ID). The incidence and disease index were
presented in radar charts prepared in Excel. The access cluster analysis for the
area below the disease progress curve (AACPD) was presented in the heatmap
format using the distance euclidean and the UPGMA cluster method, using the
software R. Were not identified accesses immune to PRSV-P, being possible to
observe different levels of resistance to the ring stain, The access CMF011 was

considered moderately resistant to the ring stain.

Key words: Carica papaya L., Papaya ringspot virus (PRSV-P), mosaic.
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INTRODUCAO

O mamoeiro (Carica papaya L.) é uma das fruteiras mais importantes no
agronegocio e seu cultivo esta amplamente distribuido nos paises tropicais e
subtropicais (KUMAR et al., 2013). A producdo do Brasil em 2018 foi de
aproximadamente 1.6 milhdes de toneladas (FAO, 2018). A Bahia destaca-se
como o segundo maior produtor nacional, com produgédo de 337.151 toneladas,
em primeiro estd o Espirito Santo com uma producdo de 354.405 toneladas, em
2018 (IBGE, 2018).

Um dos principais problemas no cultivo comercial do mamoeiro é a mancha
anelar, causada pelo Papaya ringspot virus (PRSV-P) (DAMASCENO JR. et al.,
2015). Essa virose possui ampla distribuicdo geografica e tém afetado
drasticamente a producdo do mamoeiro, causando a mudanca constante das
areas de plantio (REZENDE; FANCELLI, 1997; ABREU et al., 2015).

O PRSV-P pertence a familia Potyviridae, e ao género Potyvirus.
(PURCIFULL et al., 1984; SHUKLA et al., 1994). Possui particulas alongadas e
flexuosas medindo 780 x 12nm com genoma composto por uma fita de RNA
senso positivo, contendo 10.326 pb (YEH et al., 1992).

Na natureza o PRSV é transmitido de forma ndo persistente por mais de
vinte espécies de afideos (MARTINS e VENTURA, 2007;
KALLESHWARASWAMY, 2008). Experimentalmente é transmitido por inoculacéo
mecanica e ndo ha evidéncias da sua transmissao pelas sementes obtidas de
plantas infectadas (MEISSNER FILHO et al., 2000).

O PRSV manifesta-se inicialmente, com o clareamento das nervuras,
amarelecimento das folhas mais novas, posteriormente ocorre mosaico, distor¢cdo
foliar, anéis oleosos nos frutos e manchas oleosas nos peciolos. O virus causa
reducdo da producdo e da qualidade dos frutos. Plantas que sdo infectadas em
estadios jovens de desenvolvimento permanecem atrofiadas e ndo chegam a ser
economicamente produtivas (MEISSNER FILHO et al., 2000; GONSALVES et al.,
2010).

Muitos esforgcos tém sido feitos para superar a doenca, sendo um deles
focado no desenvolvimento de variedades resistentes (HAIREEN, et al., 2019).
Apesar disso, ainda ndo ha cultivares de mamoeiro com resisténcia ao PRSV-P

no mercado brasileiro. Em funcdo disso, todo o controle utilizado atualmente é
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baseado em medidas preventivas, como a producdo de mudas sadias, a
instalacéo de plantios em locais isolados e a erradicacéo constante e precoce de
plantas infectadas em toda a regido produtora (MEISSNER FILHO et al., 2000).
Os estudos para obtencao de fontes de resisténcia dentro do género Carica
nao tém obtido sucesso, uma vez que todos 0s acessos testados até 0 momento
foram susceptiveis (MAGDALITA et al. 1998; BARRETO et al., 2002;
GONSALVES et al., 2010; RODRIGUEZ et al., 2013). No entanto, Rodriguez et all.
(2013) observaram diferenca no tempo de infeccdo entre os acessos. Neste
sentido, este trabalho teve como objetivo avaliar a resisténcia de acessos de
mamoeiro do Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa Mandioca e Fruticultura

ao PRSV-P, em casa de vegetacéao.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no periodo de janeiro a maio de 2019, em
casa de vegetacdo da Embrapa Mandioca e Fruticultura, localizada em Cruz das
Almas, Bahia, sem controle de temperatura e umidade.

Foram testados 36 acessos de mamoeiro previamente selecionados em
campo e a cultivar Alianca do grupo Solo (Tabela 1). O critério adotado para
selecdo destes acessos foi a incidéncia do PRSV sob infec¢do natural em campo.
Foram selecionados sete acessos com 0% de incidéncia da doenca (CMF002,
CMF004, CMF005, CMF011, CMF115, CMF118, CMF123), cinco acessos com
menos de 25% de incidéncia da doenca (CMF003, CMF006, CMF116, CMF120,
CMF128) e onze acessos com menos de 100% de incidéncia da doenca até o
final do experimento. Também foram selecionados doze acessos que
apresentaram incidéncia de 100% ao final da avaliacdo, mas que apresentaram

sintomas tardiamente.
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Tabela 1. Descricdo dos acessos do Banco de Germoplasma de Mamoeiro da

Embrapa Mandioca e Fruticultura avaliados em casa de vegetacdo para

resisténcia ao PRSV-P.

Cadigo local Nome Comum Grupo Origem
CMF002 DCG439-1 Formosa Costa Rica
CMF003 DCG423-5 Formosa Taiwan
CMF004 DCG424-4 Formosa Havai
CMF005 Solo Linha IX Formosa Havai
CMFO006 Solmar Formosa Havai
CMF011 DCG440-3 Formosa Costa Rica
CMFO018 DCG424-6 Formosa Taiwan
CMF022 DCG590-3 Sunrise Formosa Malasia
CMF026 DCG422-4 Formosa Taiwan
CMF027 DCG432 Solo NR
CMF035 FRF.e GPSILVA 200 Formosa NR
CMF036 Guinea Gold x Sel.Mex Solo Brasil
CMF037 Helena x Redsolo Solo NR
CMF050 S7 Solo Brasil
CMF051 S14 Solo Brasil
CMF052 NR NR NR
CMF054 PR-10-65 x Tailandia Formosa Havai
CMFO056 72-12 x Maradol Solo Brasil
CMF115 SEED1250 Formosa Africa do Sul
CMF116 SEED1291 Solo Africa do Sul
CMF118 NR Solo NR
CMF120 Faz. Caminhoa Formosa Brasil
CMF123 Vermelho Thai Formosa Tailandia
CMF128 NR NR NR
CMF130 NR Formosa NR
CMF131 NR Solo
CMF145 Sergipe Verde x 6 Formosa NR
CMF157 FRF1423 Solo Brasil
CMF166 FRF1436 Formosa Brasil
CMF172 FRF1442 Formosa Brasil
CMF175 FRF1445 Formosa Brasil
CMF177 FRF1447 Formosa Brasil
CMF180 FRF1421 Formosa Brasil
CMF183 FRF1427 Solo Brasil
CMF232 M5 Solo Brasil
CMF234 BS Faz. SF Solo Brasil

*NR acessos nao referenciados
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Foram semeadas trés sementes de cada acesso de mamoeiro (Tabela 1)
em copos plasticos, com capacidade de 500 mL, contendo substrato composto de
solo e substrato de fibra de coco (1:2). Um més ap6s a semeadura foi feito o
desbaste deixando duas plantas por copo. Apdés dois meses da semeadura,
guando as plantas apresentavam 3-4 folhas, foram feitas duas inoculagcdes em
doze plantas de cada acesso, com intervalo de 15 dias, utilizando um isolado de
PRSV-P coletado na Embrapa usando-se tampao fosfato de sédio a 0,02 M, pH
7,0, contendo 0,02 M de sulfito de sodio. Como abrasivo foi utilizado o celite,
sendo adicionados 0,2 g ao macerado. As amostras foram maceradas na diluicdo
1/10 (p/v) e as plantas foram inoculadas mecanicamente com o pistilo, sendo em
seguida lavadas (STEVENS, 1997). Quatro plantas de cada acesso foram
deixadas como controle negativo.

A incidéncia da doenca (1%) foi determinada pela formula:

(1%) = (ny/N;) * 100 (Eq. 1)

Em que:
ni= numero de plantas doentes no momento da observacéo;

N;= numero total de plantas avaliadas por parcela experimental.

As plantas foram avaliadas quanto aos sintomas apresentados a cada
cinco dias, durante dois meses. Avaliou-se a presenca de sintomas tipicos da
doenca na haste e folhas, de acordo com o descrito por Meissner Filho et al.
(2000). Para isso, adaptou-se a escala de classificacdo de severidade dos
sintomas (ALVIAR; CRUZ; HAUTEA, 2012) (Tabela 2).

Tabela 2. Escala de classificacdo de severidade dos sintomas para avaliacdo da
resisténcia ao PRSV-P em acessos de mamoeiro adaptada de Alviar, Cruz e
Hautea, 2012.

Escala de classificacdo Descricdo dos sintomas
Sem sintomas
Mosqueado
Mosaico
Mosaico e deformacéo foliar
Mosaico, deformacao foliar, fio de sapato
e/ou estrias oleosas na haste

© NoOweRk
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Figura 1. Sintomas caracteristicos de mancha anelar observados em mudas da
cultivar Alianca em casa de vegetacdo de acordo com a escala de severidade.
Nota 1: auséncia de sintomas. Nota 3: mosqueado nas folhas. Nota 5. mosaico.
Nota 7. Mosaico e deformacao foliar, Nota 9: mosaico, deformacéao foliar, fio de
sapato e/ou estrias oleosas nas hastes.

As notas obtidas para as plantas de cada acesso foram transformadas para
indice de doenca (ID), conforme a seguinte formula proposta por Mckinney
(1923):

ID (%) = % (N x N°n) x 100 : N°t x Nmax (Eq.
2)

Em que:

ID = indice de doenca em %;

N = nota obtida por cada planta;

N° n = nimero de plantas com aquela nota;
N° t = nimero total de plantas avaliadas;

Nmax = nota maxima da escala utilizada.

Ou:

ID=3*(n) + 5(n) + 7(n) + 9(n)/(Nt x Nmax) (Eq. 3)

Em que:
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3, 5, 7 e 9 = classificacdo de gravidade dos sintomas;

n = nimero de plantas para cada classificacéo de gravidade dos sintomas;
Nt: total de plantas inoculadas;

Nmax: nota maxima da escala utilizada.

O indice de doenca para o PRSV-P foi calculado com base na incidéncia
de infeccdo e severidade dos sintomas, sendo 0s acessos classificados em
altamente resistente (ID 0-25%), moderadamente resistente (ID 26-50%),
moderadamente suscetivel (ID 51-75%) e altamente suscetivel (ID 76-100%).

Os valores de indice de doenca também foram utilizados para obtencéo da
area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD), de acordo com a formula

proposta por Madden et al. (2007):

AACPD = Xt (St 2) g, — )] (Eq. 4)

Em que:
n = nimero de avaliacoes;
Y=indice de doenca;

T=tempo de avaliagéo.

Os dados dos parametros incidéncia de doenca e indice de doenca foram
apresentados em graficos radar elaborados no Excel. A analise de agrupamento
dos acessos para AACPD foi apresentada no formato heatmap, utilizando a
distancia euclidiana e o método de agrupamento UPGMA, utilizando o software R
(R CORE TEAM, 2019).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A incidéncia de mancha anelar teve aumento progressivo ao longo das
semanas de avaliacdo para maioria dos acessos (Figura 2). Aos 15 dias apoés a
inoculacdo (DAI), os acessos CMF120 e CMF130 apresentaram uma incidéncia
de 100% de plantas afetadas, superando a cultivar suscetivel Alianca, e 0s

acessos CMF026 e CMF183 permaneceram assintomaticos. Rodriguez et al.
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(2011), avaliando a severidade de sintomas induzidos pelo PRSV-P em genotipos
de mamoeiro do grupo Solo, também verificaram um atraso na expressdo dos
sintomas da doenca de Sunset e Sunrise Solo, que demoraram entre 15 e 20
dias, respectivamente. Este fato pode ser atribuido a um atraso no aparecimento
dos sintomas (ALVIAR; CRUZ; HAUTEA, 2012), ou ainda a uma maior resisténcia
a inoculacdo mecanica, uma vez que ambos 0s acessos apresentaram apos a
segunda inoculacdo, uma incidéncia de 41,7 e 75% de plantas afetadas na
segunda semana, respectivamente. Na segunda semana, 100% das mudas
inoculadas da cultivar Alianga, estavam afetadas. Os acessos CMF056, CMF118,
CMF128, CMF131 e CMF177 também apresentaram incidéncia de 100% (Figura
2).

183semana 2%semana

Figura 2. Incidéncia de mancha anelar (%) da 12 a 42 semana apoés a inoculagcéo
em acessos de mamoeiro do Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa

Mandioca e Fruticultura cultivados em casa de vegetacéo.

Houve uma estabilizacdo na porcentagem de plantas afetadas da quarta

semana até a oitava semana para maioria dos acessos. O desempenho de alguns
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acessos foi diferente, como o CMF051 que apresentou 75% de plantas afetadas
na primeira semana de avaliacdo e o CMF011 que atingiu o valor maximo de
infecgdo de 75% na quinta semana, mas ambos mantiveram a mesma incidéncia
de doenca até a oitava semana (Figuras 2 e 3).

Os acesos CMFO011 (75%), CMFO026 (83,3%), CMF027(83,3%), e
CMF051(75%) apresentaram as menores incidéncias de mancha anelar na oitava
semana. Os demais acessos apresentaram uma incidéncia da doenca entre 91 e
100% (Figura 3). De modo geral, todos os acessos foram suscetiveis ao PRSV-P

com diferenca na proporcao de plantas afetadas.

53semana 63%semana

Figura 3. Incidéncia de mancha anelar (%) da 52 a 82 semana apoés a inoculacéo
em acessos de mamoeiro do Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa

Mandioca e Fruticultura cultivados em casa de vegetagao.

Para as avaliagbes dos sintomas foi utilizada a escala de classificagdo de
severidade, que seguiu o padrdo de desenvolvimento de sintomas e foi

considerado consistente na variedade suscetivel Alianca. As respostas dos
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acessos de mamoeiro a infec¢do por PRSV foram avaliadas e caracterizadas pela
comparacdo do desenvolvimento da virose na cultivar Alianca. As plantas
utilizadas como controle permaneceram assintomaticas durante todo periodo de
avaliacao.

Os primeiros sintomas detectados na maioria dos acessos foram
clareamento das nervuras, mosqueado e mosaico (Figura 4). O mesmo foi
observado por Alviar, Cruz e Hautea (2012). Mas algumas plantas da cultivar
Alianca (1) e de 19 acessos estudados apresentaram formacgao de bolhas de cor
verde intensa nas folhas, distor¢cdo foliar e manchas no caule, atingindo a nota
maxima (9) da escala utilizada nas primeiras semanas de avaliacdo. Estes
resultados divergem do encontrado por Rodriguez et al. (2011) que estudando
diferentes genoétipos do grupo Solo, ndo observaram sintomas severos de
distorgéo foliar e manchas no caule. Este fato pode estar atrelado a infec¢éo por
estirpes de PRSV-P que causam sintomas foliares intensos. Além disso, a
temperatura é considerada determinante para o desenvolvimento da doenca. Nas
oscilagbes de temperatura entre 26°C e 31°C a acumulacao viral e expresséo dos
sintomas atinge um nivel maximo (CABRERA et al., 2010). Isso pode acontecer
porque o mecanismo de silenciamento de RNA regulado por defesa pode ser
facilmente suprimido pela temperatura ambiental (MANGRAUTHIA et al., 2009). E
esses fatores podem ter ocorrido neste estudo, uma vez que o trabalho foi
desenvolvido em casa de vegetacdo sem controle de temperatura e umidade, e
as avaliacdes tiveram inicio em margco, em que a temperatura oscila entre 22°C a
31°C.
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Figura 4. Sintomas de mancha anelar nas folhas: (a) mosqueado, CMF234; (b)
mosaico com manchas em formato de anel, CMF230; (c) mosaico e bolhas,
CMF232; (d) mosaico, Alianca; (e) mosaico e deformacdo, CMF037; (f) mosaico e
deformacéo, CMF183; (g) mosaico, bolhas e deformacdo CMF118; (h) mosaico e
deformacéo, CMF118; (i) mosaico deformacéo com encarquilhamento CMF118; (j)

deformacgéo fio de sapato, CMF118.

Houve um aumento geral da severidade dos sintomas ao longo do periodo
de avaliacdo em todos o0s acessos. Sintomas de distor¢cao foliar foram observados
com mais frequéncia a partir da quarta semana, se agravando até a oitava,
guando a doenca estava totalmente desenvolvida, sendo observados sintomas
diversos, as vezes na mesma planta e ao mesmo tempo, em folhas jovens e
velhas (Figura 4).

O acesso CMF118 foi um dos que mais apresentou distor¢ao foliar, sendo
possivel acompanhar a reducdo da area foliar, formacdo de bolhas, o
encarquilhamento e fio de sapato (Figura 4 g ao j). Os demais acessos
apresentaram notas 7 e 9 em uma porcentagem maior de plantas, no entanto, os
sintomas de deformacédo foliar variaram muito e nem todos apresentaram as
formas mais graves de deformacéo.

Os acessos CMF011, CMF006, CMF003 e CMF004 apresentaram pouca
distorcdo foliar. Na figura 5, € possivel observar a evolugdo dos sintomas de

mancha anelar no acesso CMF 011.
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Figura 5. Sintomas caracteristicos de mancha anelar nas folhas do acesso
CMFO011. (a) folha sadia (controle); (b) mosqueado, clareamento das nervuras e

inicio de deformacé&o foliar; (c) mosaico; (d) mosaico e deformacao foliar.

O primeiro sintoma do PRSV é o clareamento das nervuras a medida que a
doenca progredia as plantas comecaram a apresentar mosqueado com
clareamento das nervuras, mosaico e leve distor¢ao nas folhas que nao chegava
a comprometer toda a area foliar. O mosaico era mais ténue e nao acometia todas

as folhas da planta (Figura 6).

Figura 6. Acesso CMF 011 contole, plantas assintomaticas (a e c); Acesso
CMFO011 inoculado (b e d), apresentando mosaico nas folhas. 42 semana apés

inoculacao.

Na oitava semana apenas 25% das plantas inoculadas apresentaram
sintomas de deformacdo foliar, sendo atribuidas nota 7 da escala de severidade e
8,3% apresentaram manchas oleosas nas hastes e deformacéo foliar obtendo

nota 9.
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Figura 7. Sintomas caracteristicos de mancha anelar nas hastes. (a) manchas
oleosas e irregulares observadas no acesso CMF118; (b) manchas oleosas em
forma de anel observadas no acesso CMF175 e (c) manchas oleosas em menor

severidade observadas no acesso CMF026.

Manchas com aspecto oleoso nas hastes das plantas foram observadas
em alguns acessos desde a primeira avaliagcdo, mesmo antes que aparecessem
sintomas foliares mais intensos como distor¢géo. A cultivar Alianca e 0s acessos
CMF022, CMF027, CMF056, CMF115, CMF120, CMF 123, CMF128, CMF130,
CMF145, CMF157, CMF166, CMF172, CMF180 apresentaram manchas nas
hastes juntamente a sintomas foliares de mosqueado, que se intensificaram a
partir da quarta semana assim como as deformacgodes foliares.

O aspecto e a severidade das manchas variaram conforme o acesso.
Algumas plantas inoculadas do acesso CMF118, por exemplo, apresentaram
manchas oleosas e rugosas em toda haste que iam da base ao apice da planta
(Figura 7a). Nas plantas do acesso CMF175, as manchas foram bastante
especificas, com formato circular por toda a haste (Figura 7b), enquanto nas
plantas do acesso CMF026 surgiram manchas oleosas superficiais e espacadas
(Figura 7c).

O acesso CMF011 apresentou menor quantidade de manchas nas hastes.
E importante ressaltar que os acessos que apresentaram manchas nas hastes
mais tardiamente também apresentaram uma menor severidade desse sintoma e

em menor numero de plantas até a oitava semana de avaliacao.
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Utilizando o indice de doenca (ID) foi possivel detectar na primeira semana
cinco acessos moderadamente suscetiveis, destes, os acessos CMF118 e
CMF051 apresentaram o maior ID. Na segunda semana, 0S acessos com maior
ID foram CMF118, CMF120 e CMF130, sendo considerados altamente suscetiveis
(Figura 8). O numero de acessos altamente suscetiveis foi aumentando
progressivamente, passando de sete acessos na terceira semana para dezesseis
acessos na quarta semana. Na quarta semana, os acessos CMF004, CMFO011,
CMF166 e CMFO050 apresentaram os menores ID, sendo considerados
moderadamente resistentes. Na ultima avaliacdo, os acessos CMF006, CMF026,
CMF027 e CMFO050 foram considerados moderadamente suscetiveis e os demais

altamente suscetiveis (Figura 8 e 9).
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Figura 8. indice de doenca (ID%) para a mancha anelar da 12 a 42 semana apos
a inoculacdo em acessos de mamoeiro do Banco Ativo de Germoplasma da

Embrapa Mandioca e Fruticultura cultivados em casa de vegetacao.
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O CMFO011 apresentou os menores indices de doenca da terceira até a
oitava semana, sendo considerado moderadamente resistente uma vez que a
severidade dos sintomas foi reduzida até a oitava semana com o ID de 47,2%.
Além disso, este acesso junto com o CMF051 apresentou a menor incidéncia da
doenca. No entanto o CMFO051 foi considerado moderadamente suscetivel, isto
porque as plantas sintomaticas deste acesso apresentaram uma maior severidade
dos sintomas causados pelo PRSV-P, alcancando a nota mais alta da escala de

avaliacao e consequentemente maior ID (Figura 9).

53semana 63semana
A% t o A ',
3 3 3 3
183 4 183 4
17%80 gg 5 . 180 f(\ 5
foA 177 ~ 6
175 {\(0 ‘o 11 175 60 ‘A 1

40 4 18 172 40 18
20 e 166 20 L’ 22

|
157 T 0 26 157 5 Y P
145 \ 27 145 { 27
131 \ ) 35 131 35
130 £ /36 130 36
12f23 & 5037 128 X 37
123 50
120 52 51 120 51
52

® Alt. Resistente (0-25%) 11%-16115 56 >4
® \od. Resistente (26-50%)

73semana Mod. Suscetivel (51-75%) 838semana
® Alt. Suscetivel (76-100%) 1

1833&% 2 3

180
177
175

172

181615 5554 °2

Figura 9. indice de doenca (ID%) para a mancha anelar da 52 a 82 semana apos
a inoculagdo em acessos do Bano Ativo de Germoplasma de Mamoeiro da

Embrapa Mandioca e Fruticultura cultivados em casa de vegetacao.
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Por meio da escala de notas (Tabela 2) foi possivel obter os valores de
indice de doenca que foram utilizados para o calculo da area abaixo da curva de
progresso da doenca (AACPD). Uma maior diferenca entre os acessos estudados
foi observada a partir da quarta semana, na qual j4 era possivel observar uma
maior AACPD para os acessos CMF118 e CMF130. Esta diferenca foi se
intensificando com o passar das semanas, possibilitando identificar na oitava
semana a formacéao de grupos com diferentes niveis de resisténcia ao PRSV-P.
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Figura 10. Heatmap com dendograma dos acessos de mamoeiro (colunas) em
relacdo aos valores da AACPD (linhas). O dendograma superior mostra o
agrupamento dos acessos de mamoeiro e 0 da esquerda mostra relacdes entre

os valores de AACPD obtidos nas 82 semanas de avaliagéo.

As maiores AACPD foram obtidas para os acessos CMF118 e CMF130,
seguido pelo CMF120, a cultivar Alianca (1), CMF056, CMF115, CMF131,
CMF177, CMF035 e CMF123. Os demais acessos apresentaram 0S menores
valores, sendo que o acesso CMF011 apresentou o menor valor indicando menor
progresso da mancha anelar para este acesso (Figura 10). Estes acessos podem
ser usados como promissores na busca por genétipos melhorados que
apresentem resisténcia ao PRSV-P.
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A incidéncia da doenca, o indice de doenca (ID) e a AACPD séo bons
parametros para identificar materiais com algum nivel de resisténcia para o PRSV.
De acordo com Alviar, Cruz e Hautea (2012) uma variedade pode ser considerada
resistente quando a multiplicagdo do virus na planta é reduzida ou a propagacgao
do virus é impedida, resultando em reducdo ou auséncia de sintomas. Neste
estudo, o acesso CMFO011l apresentou melhor desempenho diante dos trés

parametros, sendo classificado como moderadamente resistente.

CONCLUSOES

1. Nao foram identificados acessos resistentes ao PRSV-P;
2. O acesso CMFO011 foi considerado moderadamente resistente a mancha

anelar, mas sdo necessarios mais estudos avaliando a resisténcia deste acesso.
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DETECCAO PRECOCE, RAPIDA E DE BAIXO CUSTO DA MELEIRA DO
MAMOEIRO

RESUMO: A meleira, causada pelo Papaya meleira virus-PMeV, € uma das
principais viroses do mamoeiro e sua deteccdo no campo, geralmente, s6 é
possivel na época do florescimento e frutificacdo. Este trabalho visou avaliar um
método para a deteccédo rapida, precoce e de baixo custo das plantas infectadas
com meleira. Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo e no
laboratorio da Embrapa Mandioca e Fruticultura, Cruz das Almas-BA. Foram
utilizadas mudas de mamoeiro da cultivar Alianca. A inoculacdo foi feita por
ferimentos com agulha hipodérmica mergulhada em latex infectado. A presenca
da meleira nas plantas inoculadas foi avaliada em funcdo da concentracdo de
glicose determinada com um glicosimetro. As plantas foram submetidas a
extracdo de dsRNA para verificar a presenca do PMeV. Os dados foram
analisados pelo teste F da analise de variancia a 5% de probabilidade, sendo
também realizada analise descritiva dos dados e correlacdo de Person. Foi
observado que 100% das plantas inoculadas estavam afetadas. As plantas que
apresentaram maior teor de glicose estavam infectadas pelo PMeV. A inoculacdo
por ferimentos com agulha foi muito eficiente na transmissdo do virus e o

glicosimetro permitiu identificar precocemente as plantas infectadas.

Palavras-chaves: Carica papaya, PMeV, viroses, diagnose, biosensor.
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EARLY, FAST AND LOW-COST DETECTION OF PAPAYA STICKY DISEASE

ABSTRACT: The sticky disease, caused by Papaya meleira virus-PMeV, is one of
the main viruses of the papaya tree and its detection in the field is generally only
possible at the time of flowering and fruiting. . This work aimed to evaluate a
method for the rapid, early and low-cost detection of plants infected with
honeydew. The experiments were carried out in a greenhouse and at the Embrapa
Mandioca e Fruticultura laboratory, Cruz das Almas-BA. Papaya seedlings from
cultivar Alianca were used. The inoculation was done by wounds with a
hypodermic needle dipped in infected latex. The presence of the honeydew in the
inoculated plants was evaluated according to its glucose concentration determined
with a glucometer. The plants were submitted to dsRNA extraction to verify the
presence of PMeV. The data were analyzed using the F test of analysis of
variance at 5% probability, and descriptive analysis of the data and Person
correlation was also performed. It was observed that 100% of the inoculated plants
were infected. The plants with the highest glucose content were infected with
PMeV. The inoculation with needle wounds was very efficient in the transmission

of the virus and the glucometer allowed the early identification of infected plants.

Keywords: Carica papaya, PMeV, viruses, diagnosis, biosensor.
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INTRODUCAO

O mamoeiro (Carica papaya L.) é considerado uma das fruteiras mais
cultivadas e consumidas nas regides tropicais e subtropicais do mundo
(SERRANO; CATTANEO, 2010). O Brasil é o segundo maior produtor da fruta,
com uma producéo de 1.06 milhdes de toneladas (FAO, 2018). A Bahia possui a
segunda maior producdo do pais chegando a 337.151 toneladas em 2018 (IBGE,
2018).

Apesar do bom desempenho, a cultura do mamoeiro sofre com diversos
problemas fitossanitarios. A meleira causada pelo “Papaya meleira virus” (PMeV)
€ considerada uma das mais importantes pragas do mamoeiro (ABREU et al.,
2015b). Relatada na década de 80 na Bahia, a meleira logo se disseminou para
outras regides produtoras do pais, como o norte do Espirito Santo, Pernambuco,
Ceara, Rio Grande do Norte e Minas Gerais (NAKAGAWA et al., 1987; DALTRO
et al., 2014).

O PMeV é um virus de particulas isométricas composto por RNA fita dupla
(dsRNA) aproximadamente 8 kb. Possui regides conservadas caracteristicas das
RNA polimerase dependente de RNA (RdRp) de micovirus da familia Totiviridae
(ABREU et al., 2015b). Recentemente foi identificado o Papaya meleira virus 2
(PMeV-2) em plantas com meleira. Ele possui RNA de fita simples (SSRNA) com
tamanho aproximado de 4,5 kb, sendo encapsidado pela capa protéica do PMeV,
e esta relacionado a espécies do género Umbravirus (ANTUNES et al., 2016).

Um dos sintomas mais caracteristicos da meleira e que facilita o seu
diagndstico em campo é a exsudacao do latex dos frutos, que oxida dando um
aspecto “borrado” e “melado”, tornando os frutos sem valor comercial (VENTURA,;
COSTA; TATAGIBA, 2004).

A infeccdo de plantas por patdgenos esta sempre associada a alteracdes
bioguimicas (MEENA et al., 2016). Alteracdes nos teores de acUcares foram
relatados por autores que estudaram infeccOes virais em diferentes plantas
(TECSI et al., 1994; PATEL, 2004; LOVE et al., 2005; SHALITIN et al., 2002;
MEENA et al., 2016). Em latex coletado de mamoeiros infectados com meleira foi
observado um maior teor de agua, acumulo de oxalato de calcio e alcaloides, mas
também verificaram reducdo no teor de proteinas totais, acUcares totais e
sacarose (RODRIGUES et al., 2009b).
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O PMeV é transmitido por ferramentas utilizadas nos tratos culturais e
possui um inseto vetor (COSMI et al., 2017). Experimentalmente, em trabalhos
desenvolvidos por Barbosa et al. (2000), Martins et al. (2014) e Meissner Filho et
al. (2017) a meleira foi transmitida por ferimentos realizados com agulha
hipodérmica.

Avaliacbes feitas com diferentes genotipos de mamoeiro ainda néo
identificaram resisténcia para a meleira (MEISSNER FILHO et al., 2017). Assim, a
deteccdo precoce dos sintomas e a subsequente erradicagcdo das plantas
infectadas (roguing) é atualmente a Unica estratégia de controle. Entretanto, os
sintomas somente sao visiveis apos a floracdo e, portanto, plantas infectadas
podem permanecer no campo como fonte de inéculo (ABREU et al., 2015a).

Diferentes métodos ja foram desenvolvidos para a deteccdo da meleira,
como o de extracdo de dsRNA e sua visualizagdo em gel de agarose (HABIBE;
NASCIMENTO, 2002; TAVARES et. al., 2004; RODRIGUES et al.,, 2005),
transcricdo reversa seguida da reacdo em cadeia da polimerase (reverse
transcription polymerase chain reaction — RT-PCR) (ARAUJO et al.,, 2007) e o
PCR em tempo real (QRT-PCR) s&o técnicas mais sensiveis para deteccdo do
virus em qualquer tipo de tecido vegetal (ABREU et al., 2012; LOPEZ-OCHOA et
al., 2013). No entanto, o latex de mamoeiros possui uma alta concentracéo de
proteinas o que pode resultar no baixo rendimento da RT-PCR. Além disso, a forte
ligacdo entre a particula viral e os polimeros do latex pode diminuir a quantidade
de RNA disponivel para a RT-PCR (ARAUJO et al., 2007). Outro ponto a ser
considerado € gue a coleta de latex em maior quantidade pode se tornar inviavel
guando se trabalha com mudas de mamoeiro (ABREU et al., 2017).

Portanto, uma alternativa para deteccao precoce da meleira consiste na
avaliacdo da concentracao de glicose em plantas infectadas com a utilizacéo de
um glicosimetro portatil. O equipamento desenvolvido para mensurar a glicemia
em humanos (PASCALI, 2004). Este aparelho ja foi utilizado em analise de
material vegetal na determinacdo de glicose em mostos obtidos de uva (DAUDT;
SIMON, 2001). Diante da necessidade de um método para a deteccdo rapida,
precoce e de baixo custo das plantas infectadas com meleira, o objetivo deste
trabalho foi avaliar a utilizacdo do glicosimetro portétil na determinacdo do teor de
glicose de plantas de mamoeiro sadias e infectadas e também avaliar a eficiéncia

da inoculagcdo mecanica na transmissao da meleira.



65

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacao e no laboratério
da Embrapa Mandioca e Fruticultura em Cruz das Almas-BA. Trés sementes da
cultivar Alianca do grupo Solo foram semeadas em copos plasticos com
capacidade de 500 mL, contendo substrato composto por uma proporgcao de 2:1
de solo e fibra de coco. Um més apds a semeadura foi feito o desbaste deixando

duas plantas por copo.

Inoculacdo mecanica da meleira em mudas de mamoeiro

O experimento de inoculagdo mecanica foi conduzido no periodo de agosto
de 2018 a janeiro de 2019. O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado
(DIC). Foram inoculadas 30 plantas com PMeV e 10 plantas foram deixadas como
controle, totalizando 40 plantas.

A inoculacdo da meleira foi realizada aos 45 dias ap0s a semeadura e foi
feita por ferimentos no apice das mudas com agulha hipodérmica 30 x 8 mm
previamente mergulhada em latex de mamoeiro infectado que continha dsRNA do
PMeV (MEISSNER FILHO et al.,, 2017). Cada planta foi ferida trés vezes. Ao
repetir a inoculacdo em outra muda a agulha era novamente mergulhada no latex.

As plantas inoculadas e nédo inoculadas foram avaliadas periodicamente
guanto ao aspecto do latex. Para isso, foram feridas no seu apice com um
alfinete.

Dois meses apds a inoculacdo, amostras das plantas ndo inoculadas e
inoculadas foram submetidas a extracdo de dsRNA. A extracao de dsRNA foi feita
segundo protocolo proposto por Valverde et al. (1990) adaptado para microtubos
de 2 mL. Concluida a extracdo as amostras foram tratadas com 1uL de DNAse,
1puL tampdao 10x e 3uL de H,O RNasefree e analisadas por eletroforese em gel de
agarose a 1,5% corado com brometo de etidio, com voltagem entre 80 e 100 V,
durante 2 horas. As bandas foram visualizadas e fotografadas sob luz ultravioleta
no sistema digital Kodak Gel Logic 200 Imaging System. Como marcador de peso

molecular foi utilizado o 1 kb DNA Ladder da Promega.
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Avaliacéo do teor de glicose do latex com glicosimetro portatil

Para o experimento de avaliacdo do teor de glicose, as sementes da
cultivar Alianga foram semeadas em janeiro de 2019. O delineamento utilizado foi
o DIC e, trés meses apOs sua semeadura, as mudas foram inoculadas por
ferimentos com agulha conforme descrito anteriormente. Foram utilizadas 20
repeticdbes das plantas inoculadas e 10 repeticbes de plantas nao inoculadas.
Cada planta foi considerada como unidade experimental, totalizando 30 plantas.

A avaliacdo do teor de glicose em latex coletado de mamoeiros infectados
e sadios foi feita aos 60, 82 e 105 dias ap0s a inoculacao (DAI). Para esta medida
foi utilizado um glicosimetro portatil one touch Select Plus Flex da Johnson &
Johnson. Para a coleta da amostra de latex a muda foi ferida no seu apice com
um alfinete (Figura 1A). O latex foi coletado em uma tira de teste inserida no
glicosimetro, alguns segundos depois a concentragdo de glicose foi expressa no
painel do aparelho em mg/dL (Figura 1B).

Os dados foram submetidos ao teste F da analise de variancia a 5% de
probabilidade, realiando também a analise descritiva dos dados e correlagédo de
Person entre as leituras utilizando-se o pacote computacional R (R CORE TEAM,
2020).

Figura 1. A) Muda de mamoeiro Alianca sendo ferida no apice do caule com um
alfinete para coleta do latex; B) Latex sendo aplicado na tira de teste do

glicosimetro.

Em paralelo também foi feita a extracdo de dsRNA de mudas inoculadas e
nao inoculadas. Foram coletadas aleatoriamente dez amostras de mudas
inoculadas com meleira e cinco das nao inoculadas. Como controles positivos

foram utilizadas amostras de latex coletadas no Ceara de mamoeiros Golden com
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sintomas de meleira e amostras de folhas de mamoeiro inoculado com meleira,
com sintomas e mantido em telado a prova de insetos. Foi utilizado o kit de
isolamento SV total RNA Isolation System da (Promega®). Concluida a extracéo,
as amostras foram coradas com GelRed, analisadas por eletroforese em gel de
agarose a 1,5%, com voltagem entre 80 e 100 V, durante 2 horas. As bandas
foram visualizadas e fotografadas sob luz ultravioleta, no sistema digital Kodak
Gel Logic 200 Imaging System. Como marcador de peso molecular foi utilizado o
1kb DNA Ladder, da Promega.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Transmissao da meleira por ferimentos com agulha hipodérmica

As plantas ndo inoculadas ao serem feridas apresentavam latex bem
consistente e esbranquicado e em baixa quantidade (Figura 2A). Foram
observadas diferencas entres as mudas quando estas foram inoculadas com
meleira e eram feridas no seu 4pice com um alfinete e apresentavam latex mais
fluido e translicido que exsudava com facilidade e em maior quantidade (Figura
2B).

Figura 2. Mudas de mamoeiro da cultivar Alianca cultivadas em casa de
vegetacdo. A) Latex exsudado apos ferimento em planta sadia; B) Latex exsudado

em planta infectada com meleira e ferida com alfinete.

ApOs a extracdo e tratamento das amostras com DNAse, os acidos
nucleicos presentes nas amostras provenientes de mudas inoculadas

demonstraram resisténcia a degradacdo pela DNAse sendo constatada uma
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banda de tamanho de aproximadamente 12 kb (Figura 3). Essa banda possui
tamanho semelhante ao observado por outros autores em amostras obtidas de
plantas com sintomas de meleira (KITAJIMA et al., 1993; MACIEL-ZAMBOLIM et
al., 2003; TAVARES et. al., 2004; RODRIGUES et al., 2005). Portanto, todas as
plantas inoculadas foram infectadas pelo PMeV. A banda de 12 kb também estava
presente no latex de mamoeiro infectado e que foi utilizado como inéculo nesse
experimento (Figura 3). Esses dsRNAs ndo foram detectados nas amostras de
plantas inoculadas com latex provenientes de mamoeiros sadios (Figura 4).

1kb IS

Figura 3. Gel de agarose a 1,5% da extracdo de dsRNA de mamoeiros Alianga
inoculados com meleira por ferimento com agulha, amostras tratadas com DNAse
e ndo tratadas. Marcador 1 kb DNA Ladder. 1- amostra 1 inoculada tratada; 2-
amostra 1 inoculada néo tratada; 3- amostra 2 inoculada tratada; 4- amostra 2
inoculada n&o tratada; 5- amostra 3 inoculada tratada; 6- amostra 3 inoculada nao
tratada; 7- amostra 4 inoculada tratada; 8- amostra 4 inoculada né&o tratada; 9-
amostra 5 inoculada tratada; 10-amostra 5 inoculada néo tratada; 11- amostra 6
de latex de mamoeiro infectado tratado; 12- amostra 6 de latex infectado n&o
tratado.Nas amostras positivas para a presenca de PMeV constatou-se banda de

tamanho 12kb pertencente ao virus

1K R T S A S b T 4wk alyy Bl vl

Figura 4. Gel de agarose a 1,5% da extracdo de dsRNA de mamoeiros Alianga
nao inoculados, amostras tratadas com DNAse e nado tratadas. Marcador 1 kb

DNA Ladder. 1- amostra 1 nao inoculada tratada; 2- amostra 1 nao inoculada nao



69

tratada; 3
tratada; 5

amostra 2 nao inoculada tratada; 4- amostra 2 nao inoculada nao

amostra 3 nao inoculada tratada; 6- amostra 3 nado inoculada nao
tratada; 7- amostra 4 nao inoculada tratada; 8- amostra 4 ndo inoculada nao
tratada; 9

amostra 5 ndo inoculada tratada; 10- amostra 5 ndo inoculada nao
tratada; 11- amostra 6 de latex de mamoeiro infectado tratado; 12- amostra 6 de

latex de mamoeiro infectado ndo tratado.

A fluidez e consisténcia do latex foram observadas nas plantas inoculadas
com meleira. O aspecto aquoso translicido e com maior facilidade de
escorrimento do latex infectado € atribuido a sua menor viscosidade e a
dificuldade de coagulacdo (VENTURA et al., 2003). Resultados semelhantes
foram observados por Ventura et al. (2001) e Habibe et al. (2002) em plantas
inoculadas natural e artificialmente com a meleira em condi¢cdes de campo e por
Habibe (2003) em plantas inoculadas mecanicamente apd6s 60 dias em cultivo
protegido (Figura 2).

O PMeV altera os vasos laticiferos do mamoeiro modificando de alguma
forma o processo osmético dessas ceélulas. Além disso, ha alteragbes
morfologicas do latex derivadas da presenca do patdbgeno que, em conjunto com
0 aumento da turgéncia, causam ruptura dos laticiferos com exsudacao
espontanea de latex em estadios avancados de desenvolvimento das plantas
(RODRIGUES et al., 2009b).

A inoculacdo de mamoeiros com a meleira por ferimentos com agulha é um
procedimento simples, de baixo custo e muito eficiente. Estes resultados
corroboram com os encontrados por Barbosa et al. (2000), Martins et al. (2014) e
Meissner Filho et al. (2017) em condi¢cdes de campo e diverge do obtido por
Rodrigues et al. (2009a) que ndo observaram éxito na transmissao da meleira por

ferimentos.
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Avaliacdo da concentracdo de glicose em latex de mamoeiro com

glicosimetro portatil

Os coeficientes de correlacdo de Pearson das leiturasnos trés periodos
apresentaram correlacdes positivas de alta magnitude e significativas a 1% de
probabilidade pelo teste t, indicando boa repetibilidade nos trés periodos

avaliados (Tabela 1).

Tabela 1. Coeficientes de correlacdo de Pearson das leituras do teor de glicose
(mg/dL) em plantas inoculadas e ndo inoculadas com meleira em mamoeiro aos

60, 82 e 105 dias apods a inoculacao (DAI).

DAl 60 82
82 0,93**
105 0,88** 0,93**

*significativo a 5% e **significativo a 1% de probabilidade pelo teste t. ™ n&o significativo a 5% de

probabilidade.

O teor de glicose no latex das plantas infectadas avaliadas foi superior ao
das sadias em todas as leituras, pelo teste F a 5% de probabilidade. Aos 60 dias
apos a inoculacdo (DAI) o valor médio do teor de glicose das plantas inoculadas
foi de 368,35 mg/dL e o das plantas nédo inoculadas foi de 151,75 mg/dL, ou seja,
as plantas infectadas apresentaram um teor de glicose 242,73% maior do que as
ndo inoculadas (Tabela 2). Ja aos 82 DAI o teor de glicose tanto nas plantas
inoculadas como nas sadias teve uma pequena reducéo quando comparadas aos
60 DAI, mas o teor médio de glicose do latex das plantas inoculadas foi 300%
superior as nao inoculadas, respectivamente 345,20 e 115,00 mg/dL. As leituras
mais altas foram observadas aos 105 DAI para inoculadas e sadias (Tabela 2).
Alguns estudos relatam que aumentos nos teores de carboidratos sdo uma
resposta geral da planta ao estresse (ROITSCH, 1999). No entanto, desde a
década de 1930 estudos demostraram aumento nos niveis de carboidratos em
resposta a infec¢coes (HOLMES,1931).
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Tabela 2. Valores médios das leituras do teor de glicose (mg/dL) em plantas ndo
inoculadas e inoculadas com meleira do mamoeiro aos 60, 82 e 105 dias apos a

inoculagao (DAI).

DAI
Plantas 60 82 105
Nao inoculadas 151,75 b 115,00 b 163,33 b
Inoculadas 368,35 a 345,20 a 381,95 a
CV% 13,93 13,49 14,28

Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas nas colunas nao diferem estatisticamente entre
si pelo teste F a 5% de probabilidade.

AlteragBes metabdlicas relacionadas a espécies reativas de oxigénio (ROS)
ocorrem na interacdo do PMeV. Ele induz o acumulo de fosfato de potassio na
lactifera alterando o equilibrio osmético e aumentando o conteudo de agua,
enquanto reduz o conteudo de acucares e proteinas (RODRIGUES et al., 2009b).
No entanto, BUSS et al. (2011) observaram que folhas de C. papaya na pré-
floracdo infecadas com PMeV e tratadas com Oxido nitrico (NO) apresentam
acumulo de acucares, composto usado na defesa, além de fendis, e aumento na
atividade das enzimas de detoxificacdo (peroxidase e superoxido dismutase)
envolvidos na sinalizagéo de defesa da planta.

Um aumento no teor de acucar redutor e ndo redutor foi observado em
plantas de ervilha oregon (Vigna radiata L. Wilczek) infectadas com Mungbean
amarelo mosaico virus (MYMV) e uma reducdo no teor de amido devido a
infeccdo viral (PATEL et al., 2013). A infeccdo pelo virus ndo apenas reduz a taxa
de sintese de amido, mas também aprimora a decomposicdo do amido em
acucares gue, ap0s a conversao em ésteres de fosfato, servem como substratos
para o aumento da taxa de respiracdo (JEYARAJAN; RAMAKRISHNAN, 1968).

No perfil eletroforético pode ser observado que nas plantas de mamoeiro
inoculadas com meleira foram detectados dsRNA semelhantes aos encontrados
em mamoeiros naturalmente infectados (pocos 1 e 2). A mesma banda néo foi
observada nas plantas ndo inoculadas (poc¢os 3 a 7) (Figura 5). Essas amostras
apresentaram leituras elevadas de glicose no glicosimetro (pogos 8-17) indicando
qgue estavam infectadas com a meleira. Dessa forma a leitura com o glicosimetro
permitiu identificar plantas infectadas de forma rapida, eficaz e barata, o que
demonstra a eficiéncia do glicosimetro para a deteccdo precoce da meleira.
Goodman, Watson e Hill (2008) ao estudarem o acumulo de aglucar em plantas

infectadas por virus também observaram aumento nas concentracdes de glicose
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além de um aumento significativo na concentragdo de frutose e sacarose nas
folhas de cenoura e aveia.

Observacdo semelhante foi verificada estudando alteracGes bioquimicas
das folhas de Capsicum annuum L. infectadas com geminivirus, que
apresentaram um aumento significativo nos teores de acucar soluvel, além de
proteinas, em comparacdo com folhas saudaveis. No entanto, o teor de amido
também foi significativamente maior (MENA et al., 2016). Estas observacfes
corroboram com os estudos de Basso et al. (2010) que observaram que as folhas
assintomaticas e sintomaticas das plantas infectadas das cultivares de uva
avaliadas apresentaram teores de acuUcar sollUveis totais e acumulo de amido

maiores quando comparadas com folhas de plantas sadias.

Figura 5. Gel de agarose a 1,5% da extracdo de dsRNA de mamoeiros Alianca
inoculados e nédo inoculados com meleira e avaliados quanto a concentragao de
glicose. Marcador 1 kb DNA Ladder. 1- amostra de latex positiva para a presenca
de PMeV com banda de tamanho 12kb pertencente ao virus; 2-controle positivo
para a presenca de PMeV com banda de tamanho 12kb pertencente ao virus
(amostra de folhas); 3-7- amostras de plantas néo inoculadas; 8-17- amostras de
plantas inoculadas com meleira positiva para a presenca de PMeV com banda de

tamanho 12kb pertencente ao virus .

E provavel que mudancas nos niveis de aglcar fagam parte da resposta do
hospedeiro a infec¢cdo (LOVE et al. 2005). Estas alteracdes podem ser atribuidas
a um aumento na hidrolase de amido e reducéo da atividade de pirofosforilase de
ADP-glicose, que podem aumentar a conversao de amidos em acucares soluveis,
como glicose, frutose e sacarose. Além disso, a inibicdo da acumulacédo de amido
e/ou degradacdo do amido pode ser uma consequéncia do aumento da demanda
por acucares, necessarios para manter a taxa de respiracdo e o0 suporte da
replicacédo viral (TECSI et al.,1994).
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O aumento na concentracdo de aclcar em uma planta, como resposta a
infeccdo por virus, permite que esta seja detectada de forma indireta utilizando
um glicosimetro portétil. O método € de facil uso e permite rapidez no diagnostico
da meleira em mamoeiro em comparacdo com os métodos atualmente utilizados.

O método utilizado neste estudo é mais barato que 0s convencionais, pois
o valor do glicosimetro no mercado costuma ser baixo, mesmo com variacdes
entre fabricante e fornecedores. O aparelho utilizado neste trabalho teve um custo
de 60,00 reais com dez tiras reagentes inclusas. Uma vez adquirido o aparelho é
necessario apenas repor as tiras reagentes. Geralmente utiliza-se uma tira
reagente por amostra de latex, sendo o valor médio de 1,50 reais por tira (Tabela
4).

Tabela 4. Valores médios de analises para deteccéo e identificacdo de virus.

Método Valor (R$) Tempo gasto
Métodos moleculares 186,66* 6h
Glicosimetro portatil 1,50 segundos

*Estimativa dos valores médios dos métodos moleculares utilizados para detec¢do do virus
pesquisados em laboratérios de referéncia em fitossanidade.

Os métodos convencionais de extracdo de dsRNA, RT-PCR e gPCR levam
em torno de seis horas até o resultado. Com a utilizagdo do glicosimetro &
possivel se obter o resultado em apensas cinco segundos e requer uma amostra
de 1 uL de latex por tira de teste, o que torna o método mais pratico e possivel de
ser manuseado por qualquer individuo, inclusive em avaliagbes de mudas em
campo possibilitando a erradicacdo precoce de mudas infectadas e evitando que
a doenca se dissemine por todo pomar. Além disso, 0 método é mais econdmico
reduzindo os gastos para os produtores da fruta e também nas pesquisas

académicas.

CONCLUSAO

1- A inoculacéo por ferimentos com agulha foi muito eficiente na transmisséo do
virus

2- O glicosimetro permitiu identificar precocemente as plantas infectadas e tem
potencial para ser utilizado como ferramenta para um novo método diagnéstico

precoce
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AVALIACAO PRECOCE DA RESISTENCIA DE ACESSOS PARA A MELEIRA
DO MAMOEIRO EM CASA DE VEGETACAO

RESUMO: A meleira causada pelo Papaya meleira virus (PMeV) esta presente
nas principais regides produtoras de mamoeiro do Brasil. A identificacdo de fontes
de resisténcia permitird sua incorporacdo em cultivares para o controle dessa
virose. Este trabalho teve como objetivo avaliar a resisténcia de acessos de
mamoeiro do programa de melhoramento de mamoeiro para PMeV da Embrapa
Mandioca e Fruticultura em casa de vegetacdo. O experimento foi instalado e
conduzido no periodo de janeiro a junho de 2019 em casa de vegetacdo na
Embrapa Mandioca e Fruticultura, utilizando delineamento inteiramente
casualizado (DIC), com 38 acessos e uma cultivar. Oito plantas foram inoculadas
com PMeV e quatro deixadas como controles negativos. A inoculacao foi realizada
dois meses apds a semeadura por ferimentos com agulha hipodérmica
previamente mergulhada em latex infectado. As plantas inoculadas foram
observadas periodicamente para deteccdo de sintomas da doenga, quanto ao
aspecto do latex e teor de glicose no latex, trinta dias apés inoculacéo e avaliadas
por dsRNA quanto a presenca do PMeV. As mudas inoculadas permaneceram
sem sintomas visuais aparentes e o latex se apresentou fluido e translicido, com

altos teores de glicose. Nao foram encontrados acessos imunes ao virus.

Palavras-chave: Carica papaya L., viroses, PMeV.
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PAPAYA ACCESSIONS EVALUATED FOR RESISTANCE TO STICKY DISEASE
IN GREENHOUSE

ABSTRACT: The sticky disease caused by Papaya meleira virus (PMeV) theis
present in the main papaya producing regions in Brazil. The identification of
sources of resistance will allow its incorporation into cultivars to control this virus.
This study aimed to evaluate the resistance of papaya accessions of the papaya
breeding program for Embrapa Mandioca and Fruit growing PMeV in a
greenhouse. The experiment was installed and conducted from January to June
2019 in a greenhouse at Embrapa Mandioca e Fruticultura, using a completely
randomized design (DIC), with 38 accessions and one cultivar. Eight plants were
inoculated with PMeV and four left as negative controls. The inoculation was
carried out two months after sowing by wounds with a hypodermic needle
previously dipped in infected latex. The inoculated plants are periodically observed
for the detection of symptoms of the disease, how many years of latex appearance
and non-latex glycine theory, thirty days after inoculation and assessed by dsRNA
as many as PMeV presence. The inoculated seedlings will remain with apparent
visual symptoms and latex appears fluid and translucent, with high glycosine

values. There were no fora found accesses to imunes or viruses.

Key words: Carica papaya, viruses, PMeV.
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INTRODUCAO

O mamoeiro (Carica papaya L.) € uma das fruteiras com maior produ¢cao no
mundo, sendo aproximadamente 13,3 milhdes de toneladas produzidas no ano de
2018 (FAOSTAT, 2018). Neste mesmo ano, o Brasil foi 0 segundo maior produtor
e exportador bde maméao, com uma producédo de 1.6 milhGes de toneladas e a
Bahia obteve a segunda maior producdo, perfazendo um total de 337.151
toneladas (IBGE, 2018).

Os principais fatores que limitam o crescimento da cultura no pais sao os
problemas fitossanitarios, principalmente as viroses. Dentre as principais viroses
gue infectam o mamoeiro no Brasil destaca-se a meleira, causada pelo Papaya
meleira virus (PMeV), € encontrada nas principais regiées produtoras do pais
(ABREU et al., 2015). A meleira esta presente no Espirito Santo, na Bahia, em
Minas Gerais, no Ceara, em Pernambuco e no Rio Grande do Norte, sendo
considerada uma das doencas mais importantes da cultura (DALTRO et al., 2014).
Fora do Brasil a meleira também esta presente no México, ocorrendo em sete
estados (PEREZ-BRITO et al., 2012).

O PMeV € um virus de particulas isométricas composto por RNA fita dupla
(dsRNA) aproximadamente 8 kb. Possui regides conservadas caracteristicas das
RNA polimerase dependente de RNA (RdRp) de micovirus da familia Totiviridae
(ABREU et al., 2015). Recentemente foi identificado o Papaya meleira virus 2
(PMeV-2) em plantas com meleira. Ele possui RNA de fita simples (SSRNA) com
tamanho aproximado de 4,5 kb, sendo encapsidado pela capa protéica do PMeV,
e esta relacionado a espécies do género Umbravirus (ANTUNES et al., 2016).

O virus é transmitido por ferramentas utilizadas nos tratos culturais e
acredita-se na existéncia de um inseto vetor (COSMI et al, 2017).
Experimentalmente, em trabalhos desenvolvidos por Barbosa et al. (2000),
Martins et al. (2014) e Meissner Filho et al. (2017) a meleira foi transmitida por
ferimentos realizados com agulha hipodérmica.

Plantas de mamoeiro infectadas pela meleira apresentam exsudacéo
espontanea de latex fluido e aquoso a partir de frutos e folhas, que resulta em
lesBes necroticas nas bordas das folhas jovens e um aspecto pegajoso e melado
na fruta que da o nome da doenca (RODRIGUES et al., 2009).
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Avaliacbes feitas com diferentes genotipos de mamoeiro ainda néo
identificaram uma cultivar resistente (MEISSNER FILHO et al., 2017). Assim, a
identificacdo dos sintomas e a subsequente erradicacdo das plantas doentes
(roguing) € atualmente a Unica estratégia de controle da doenga no campo. Logo,
este trabalho teve como objetivo, avaliar a resisténcia de mudas de acessos do
Banco Ativo de Germoplasma de mamoeiro da Embrapa Mandioca e Fruticultura

para o virus da meleira em casa de vegetacao.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi instalado e conduzido no periodo de janeiro a junho de
2019, em casa de vegetacdo da Embrapa Mandioca e Fruticultura, localizada no
municipio de Cruz das Almas, Bahia, Brasil. Foram testadas mudas de 38
acessos de mamoeiro do Banco Ativo de Germoplasma de mamoeiro da Embrapa
Mandioca e Fruticultura e a cultivar Alianga do grupo Solo (Tabela 1).

Utilizou-se delineamento experimental inteiramente casualizado (DIC),
sendo oito plantas inoculadas com PMeV e quatro ndo inoculadas de cada acesso

e cultivar.

Tabela 1. Descricdo dos acessos do Banco de Germoplasma de Mamoeiro da
Embrapa Mandioca e Fruticultura avaliados em casa de vegetacdo para

resisténcia a meleira.

Cadigo Local Nome comum Grupo Origem
CMF002 DCG439-1 Formosa Costa Rica
CMFO003 DCG423-5 Formosa Taiwan
CMF004 DCG424-4 Formosa Havai
CMFO005 Solo Linha IX Formosa Havai
CMFO006 Solmar Formosa Havai
CMFO011 DCG440-3 Formosa Costa Rica
CMFO018 DCG424-6 Formosa Taiwan
CMF021 SolmarxSunrise Solo NR
CMF022 DCG590-3 Sunrise Formosa Malasia
CMF026 DCG422-4 Formosa Taiwan

Continua...



...continuacao.

Cdodigo Local Nome comum Grupo Origem
CMFO027 DCG432 Solo NR
CMFO035 FRF.e GPSILVA 200 Formosa NR
CMFO036 Guinea GoldxSel.Mexicana Solo Brasil
CMF037 JSE Formosa Brasil
CMF050 S7 Solo Brasil
CMFO051 S14 Solo Brasil
CMF052 SOLO Solo Brasil
CMF054 PR-10-65 x Tailandia Formosa Havai
CMF056 72-12 x Maradol Solo Brasil
CMF115 SEED1250 Formosa Africa do Sul
CMF116 SEED1291 Solo Africa do Sul
CMF118 NR Solo NR
CMF120 Faz. Caminhoa Formosa Brasil
CMF123 Vermelho Thai Formosa Tailandia
CMF128 NR NR NR
CMF129 NR NR Brasil
CMF130 NR Formosa NR
CMF131 NR Solo NR
CMF145 Sergipe Verde x 6 Formosa NR
CMF157 FRF1423 Solo Brasil
CMF166 FRF1436 Formosa Brasil
CMF172 FRF1442 Formosa Brasil
CMF175 FRF1445 Formosa Brasil
CMF180 FRF1421 Formosa Brasil
CMF183 FRF1427 Solo Brasil
CMF230 Ouro mel NR Brasil
CMF232 M5 Solo Brasil
CMF234 BS Faz. SF Solo Brasil

*NR acessos nao referenciados

84

As sementes foram obtidas do Banco Ativo de Germoplasma de Maméo da

Embrapa Mandioca e Fruticultura. Foram semeadas trés sementes de cada

acesso em copos plasticos com capacidade de 500 mL, contendo substrato

composto por uma propor¢cdo de 2:1 de solo e fibra de coco. Um més apoés a

semeadura foi feito o desbaste deixando duas plantas em cada copo. As mudas

foram mantidas em casa de vegetacdo sem controle de temperatura e umidade.

A inoculacéo foi realizada dois meses apés a semeadura, utilizando uma

agulha hipodérmica 30 x 8 mm previamente mergulhada em latex infectado para

realizar ferimentos nas plantas. Cada planta foi ferida trés vezes no apice do

caule e ao repetir o processo em outra planta a agulha era novamente
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mergulhada no latex. O latex utilizado como indculo foi coletado de plantas com
sintomas de meleira e que continha o dsRNA do PMeV.

As mudas foram avaliadas quanto ao aspecto do latex trinta dias apés
inoculagdo, as mudas inoculadas e néo inoculadas de cada acesso e da cultivar
foram feridas no seu 4pice com um alfinete para observacao do latex.

Sessenta dias apés a inoculacdo, amostras das plantas foram submetidas
a extracdo de dsRNA. Foi utilizado como controle positivo amostras de folhas de
mamoeiro adulto com sintomas de meleira mantido em telado na Embrapa
Mandioca e Fruticultura (Figuras 3, 5, 7 e 11 amostra 1).

A extracdo de dsRNA foi feita com Trizol segundo protocolo proposto pelo
fabricante. Concluida a extracdo, as amostras foram tratadas com 1uL de DNAse,
1pL tampéo 10x e 3pL de H,O RNasefree e analisadas por eletroforese em gel de
agarose a 1,5% corado com brometo de etidio, com voltagem entre 80 e 100 V,
durante 2 horas. As bandas foram visualizadas e fotografadas sob luz ultravioleta,
no sistema digital Kodak Gel Logic 200 Imaging System. Como marcador de peso
molecular foi utilizado o 1 kb DNA Ladder da Promega.

Aos noventa dias ap0s a inoculacéo foi feita avaliacdo do teor de glicose
em latex coletado de mamoeiros infectados. Para esta medida foi utilizado um
Glicosimetro portatil one touch Select Plus Flex da Johnson & Johnson. Para a
coleta da amostra de latex a muda foi ferida no seu apice com um alfinete (Figura
1 A) e o latex coletado em uma tira de teste inserida no Glicosimetro, sendo a

concentracao de glicose expressa no painel do aparelho em mg/dL (Figura 1 B).

Figura 1. Muda de mamoeiro sendo ferida no apice do caule com um alfinete para

coleta do latex (A) e latex sendo aplicado na tira de teste do Glicosimetro (B).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

As plantas inoculadas permaneceram sem sintomas visuais aparentes,
reforcando o fato de que nenhum sintoma foliar € observado em plantas jovens.
Os primeiros sintomas surgem antes da frutificacdo, aproximadamente aos seis
meses de idade, quando ocorrem gqueima nas extremidades das folhas novas
(RODRIGUES et al., 2009). No entanto, as mudas inoculadas com meleira ao
serem feridas com alfinete em seu caule ou na retirada de um peciolo
apresentaram exsudacdo de latex fluido e translicido, diferente das néo
inoculadas, que ndo apresentaram esse tipo de exsudacado. Foi observado queas
mudas inoculadas de todos os acessos apresentaram exsudacao de latex fluido

ao serem feridas (Figura 2).

. r A B
Figura 2. Exsudacédo de latex fluido em muda inoculada com meleira apoés

retirada do peciolo (A) e auséncia de exsudacao de latex apds retirada do peciolo

em muda ndo inoculada, trinta dias apés inoculacao (B).

Apos a extracdo, tratamento das amostras com DNAse e sua eletroforese
em gel de agarose, ndo foi observada uma banda de dsRNA com tamanho
semelhante ao da meleira nas amostras de mudas ndo inoculadas de cada
acesso testado (KITAJIMA et al., 1993) (Figuras 3, 5, 7 e 9). Em contrapartida, nas
amostras de mudas inoculadas foi constatada uma banda de dsRNA de tamanho
semelhante ao observado em amostras obtidas de plantas infectadas com

meleira, conforme relatado por Kitajima et al. (1993). Foi observado que o
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tratamento com DNAse eliminou todo o DNA presente nas amostras (Figuras 4, 6,
8 e 9). A maioria dos acessos inoculados com meleira apesentaram uma banda
de tamanho de aproximadamente 12 kb, sendo que esses dsRNAs tiveram
migracdo similar aos encontrados em mamoeiros infectados naturalmente pela
meleira, com exce¢do dos acessos CMF 3, CMF 5, CMF 18, CMF 21, CMF 22
(Figura 4), CMF 51, CMF 52, CMF 118 (Figura 5) e controle positivo, CMF 129,
CMF 131, CMF 157, CMF 180 (Figura 8).

kb1t 1 2t 2 3t 3 4t 4 5t 5 6t 6 7t 7 8t 8 9t 9 10t10 11t11
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Figura 3. Gel de agarose a 1,5% da extracdo de dsRNA de acessos de
mamoeiros ndo inoculados, t amostras tratadas com DNAse e sem o0 t ndo
tratadas. Marcador 1 kb DNA Ladder. 1 - controle negativo tratado; 2 - Alianca; 3 -
CMF 2;4-CMF 3;5-CMF 4; 6 - CMF 5; 7 - CMF 6; 8 CMF 11; 9 CMF 18; 10
CMF 21; 11 CMF 22.

kb1t 1 2t 2 3t 3 44 5 56t 6 7t 7 8 8 9t 910 10 11t11

Figura 4. Gel de agarose a 1,5% da extracdo de dsRNA de acessos de
mamoeiros inoculados. (t) - amostras tratadas com DNAse e sem o t ndo tratadas.
Marcador 1 kb DNA Ladder. 1 - controle positivo para a presenca de PMeV com
banda de tamanho 12kb pertencente ao virus; 2 - Alianga cultivar suscetivel a
meleira; 3 - CMF 2; 4 - CMF 3;5-CMF 4; 6 - CMF 5; 7 - CMF 6; 8 - CMF 11; 9 -
CMF 18; 10 - CMF 21; 11 - CMF 22.
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Figura 5. Gel de agarose a 1,5% da extragdo de dsRNA de acessos de

mamoeiros ndo inoculados, t amostras tratadas om DNAse e sem o0 t amostras
nao tratadas. Marcador 1 kb DNA Ladder. 1 - controle negativo; 2 - CMF 26; 3 -
CMF 27; 4 - CMF 35; 5 - CMF 36; 6 - CMF 37; 7 - CMF 50; 8 - CMF 51; 9 - CMF
52; 10 - CMF 54; 11 - CMF 56; 12 - CMF 115; 13 - CMF 116; 14 - CMF 118.

1kb 1t 12t 23t 34t 45t 56t 67t 7 8 89t 910t10 11t 1112t1213t1314t 14

Figura 6. Gel de agarose a 1,5% da extracdo de dsRNA de acessos de
mamoeiros inoculados com meleira. t amostras tratadas com DNAse e sem t ndo
tratadas. Marcador 1 kb DNA Ladder. 1- controle positivo para a presenca de
PMeV com banda de tamanho 12kb; 2 - CMF 26 tratada; 3 - CMF 27; 4 - CMF 35;
5 - CMF 36; 6 - CMF 37; 7 - CMF 50; 8 - CMF 51; 9 - CMF 52; 10 - CMF 54; 11 -
CMF 56; 12 - CMF 115; 13 - CMF 116; 14 - CMF 118.

kb1t g2t 2 3t 3 4t A5t 5 6t 67t 78t & 9t 9t10t10 11t1112t12 13t 1314t14
. - e w . e - . - = = = B

Figura 7. Gel de agarose a 1,5% da extracdo de dsRNA de acessos de
mamoeiros nao inoculados. t amostras tratadas com DNAse e sem t néo tratadas.
Marcador 1 kb DNA Ladder. 1 - controle negativo; 2 - CMF 120; 3 - CMF 123; 4 -
CMF 130; 5 - CMF 128; 6 - CMF 129; 7 - CMF 131; 8 - CMF 145 tratada; 9 - CMF
157; 10 - CMF 166; 11 - CMF 175; 12 - CMF 180; 13 - CMF 183; 14 - CMF 230.
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Figura 8. Gel de agarose a 1,5% da extracdo de dsRNA de acessos de
mamoeiros inoculados com meleira. t amostras tratadas om DNAse e sem t ndo
tratadas. Marcador 1 kb DNA Ladder. 1 - controle positivo para a presenca de
PMeV com banda de tamanho 12kb pertencente ao virus; 2 - CMF 120; 3 - CMF
123; 4 - CMF 130; 5 - CMF 128; 6 - CMF 129; 7 - CMF 131; 8 - CMF 145; 9 - CMF
157; 10 - CMF 166; 11 - CMF 175; 12 - CMF 180; 13 - CMF 183; 14 - CMF 230.

Figura 9. Gel de agarose a 1,5% da extracdo de dsRNA de acessos de
mamoeiros n&o inoculados e inoculados com meleira. t amostras tratadas com
DNAse e sem o t ndo tratadas. Marcador 1 kb DNA Ladder. 1 - CMF 232 néo
inoculado; 2 - CMF 234; 3 - CMF232 inoculada; 4 - CMF 234 inoculada.

As amostras dos acessos inoculados que ndo apresentaram banda apés
tratamento com DNAse foram novamente analisadas em eletroforese em gel de
agarose sendo observada a presenca de banda nas amostras dos acessos CMF
129, CMF 157, CMF 175 e CMF 180 (Figura 10) e no controle positivo e nos
acessos CMF 3, CMF 18 e CMF 22 (Figura 11). Nao foi constatada a presenca de
banda nas amostras de plantas inoculadas com meleira dos acessos CMF 5, CMF
21, CMF 51, CMF 52, CMF 118 e CMF 131 (Figura 11). No entanto, a confirmacao
da infeccdo destes acessos pelo virus da meleira se deu por meio da avaliacdo

periodica do latex (Figura 2) e da utilizacdo do glicosimetro (Tabela 2).
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Figura 10. Gel de agarose a 1,5% da extracdo de dsRNA de acessos de
mamoeiros inoculados com meleira. t amostras tratadas com DNAse e sem 0t
nao tratadas. Marcador 1 kb DNA Ladder. 1 - CMF129; 2 - CMF 157; 3 - CMF 175;
4 - CMF 180.

kb 1t 1 2t 2 3t 34 4 5t 5 6t 6 7t 7 8 8 9 9 10t10

Figura 11. Gel de agarose a 1,5% da extracdo de dsRNA de acessos de
mamoeiros inoculados com meleira. t amostras tratadas com DNAse e sem t
amostras ndo tratadas. Marcador 1 kb DNA Ladder. 1 - controle positivo para a
presenca de PMeV com banda de tamanho 12kb pertencente ao virus; 2 -
CMF003; 3 - CMF005; 4 - CMF018; 5 - CMF021; 6 - CMF022; 7 - CMF051; 8 -
CMF052; 9 - CMF 118; 10 - CMF131.

Estes resultados corroboram o observado por Habibe (2003) que avaliou a
suscetibilidade de dezesseis acessos de mamoeiro em relagdo a meleira em
campo, dentre eles os acessos CMF 18, CMF 21, CMF 22, CMF 36, CMF 37 e
CMF 54 e ndo encontraram acessos imunes ao PMeV. Contudo, consideraram 0s
acessos CMF 18 e CMF 54 menos suscetiveis ao virus, levando maior tempo
para deteccao do dsRNA destes.

Resultados semelhantes foram observados por Meissner Filho et al. (2017)

avaliando em campo acessos de mamoeiro, dentre eles o CMF 4, CMF 18, CMF
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21, CMF 123 e CMF 234, em que ndo encontraram acessos imunes ao Virus.
Além disso, foi possivel observar que a inoculacdo de mudas em casa de
vegetacao permitiu obter os mesmos resultados dos materiais colocados a campo
para exposi¢éo ao virus, de modo mais rapido e econémico.

Os acessos também foram avaliados quanto ao teor de glicose presente no
latex. O aumento na concentracdo de acucar em uma planta como resposta a
infeccao pelo PMeV permite que a infeccao viral seja detectada de forma indireta,
utilizando um glicosimetro portatil. As mudas inoculadas avaliadas apresentaram
leituras elevadas de glicose, indicando que estavam infectadas com a meleira
(Tabela 2).

Tabela 2. Valores médios do teor de glicose (mg/dL) avaliados com Glicosimetro
em mudas inoculadas com meleira do mamoeiro aos 60 dias apds a inoculacao
(DAI).

Acessos Teor de glicose (mg/dL)
Alianca (1) 274,00
CMF002 292,50
CMF003 270,00
CMFO004 354,50
CMF005 298,50
CMFO006 282,00
CMF011 252,50
CMFO018 397,50
CMF021 216,00
CMF022 265,00
CMF026 281,50
CMF027 376,50
CMF035 263,00
CMFO036 322,00
CMFO037 309,00
CMF050 266,50
CMFO051 271,50
CMF052 311,50
CMF054 274,50
CMF056 274,00
CMF115 289,00
CMF116 280,50

Continua...
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...continuacao.
Acessos Teor de glicose (mg/dL)
CMF118 268,00
CMF120 350,50
CMF123 213,50
CMF128 281,50
CMF129 337,50
CMF130 283,50
CMF131 263,00
CMF145 264,50
CMF157 206,50
CMF166 288,50
CMF172 252,00
CMF175 257,50
CMF180 294,50
CMF183 305,00
CMF230 283,50
CMF232 261,00
CMF234 260,00

O teor de glicose no latex foi superior a 200 mg/dL nas mudas dos acessos
gue foram inoculados com o virus da meleira (Tabela 2). Estes resultados
confirmam o perfil eletroforético das amostras positivas de cada acesso de
mamoeiro inoculadas com a meleira, nas quais foram detectadas o dsRNA
(Figuras 4, 6, 8, 9, 10 e 11). Estes resultados corroboram os encontrados no
capitulo 3 desta tese em mudas de mamoeiro Alianca inoculados com o virus da
meleira, no qual o teor de glicose no latex das plantas infectadas avaliadas foi
superior ao das plantas sadias em todas as leituras, pelo teste F a 5% de
probabilidade. Aos 60 dias apds a inoculacdo (DAI) o valor médio do teor de
glicose das plantas inoculadas foi de 368,35 mg/dL e o das plantas né&o
inoculadas foi de 151,75 mg/dL, ou seja, as plantas infectadas apresentaram um

teor de glicose 242,73% maior do que as nao inoculadas.
CONCLUSOES
1. Nao foram encontrados acessos de mamoeiro imunes ao virus da meleira;

2. A inoculacdo de mudas de mamoeiro com meleira em casa de vegetagcao

permitiu fazer a avaliagéo de sua resisténcia de forma precoce e econémica;
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CONSIDERACOES FINAIS

A continuidade e expansdo da cultura do mamoeiro dependem do
surgimento de novas variedades com resisténcia as principais doencas que
assolam a cultura. Para isso, se faz necessario explorar todo o potencial genético
disponivel no Banco Ativo de Germoplasma (BAG) da espécie.

Este trabalho foi idealizado com o intuito de avaliar a resisténcia de
acessos de mamoeiro do BAG da Embrapa Mandioca e Fruticultura em relacao
ao Papaya ringspot virus (PRSV-P) causador da mancha anelar e o Papaya
meleira virus (PMeV) causador da meleira, que tém afetado drasticamente a
producdo do mamoeiro causando mudanca constante das areas de plantio.

Apesar de ndo terem sido encontrados acessos resistentes as viroses
estudadas, foi possivel observar para a mancha anelar, diferengas no tempo de
aparicdo dos sintomas e de incidéncia entre os acessos avaliados sob infeccdo
natural e diferentes niveis de incidéncia e resisténcia em casa de vegetacéao,
sendo encontrados acessos promissores para controle dessa virose, que devem
ser mais explorados no melhoramento genético da cultura.

Neste estudo, também foi determinado uma correlacdo entre o nivel de
glicose no latex e a presenca do virus na avaliacdo de um meétodo de deteccédo
rapida e precoce da meleira do mamoeiro com a utilizacdo de um glicosimetro
portatil. Foi demonstrado que as mudas inoculadas e que foram infectadas pelo
PMeV possuiam dsRNA correspondente ao do PMeV, apresentavam um teor de
glicose no latex muito superior ao das mudas nao inoculadas, o que permitiu
identificar precocemente as plantas infectadas. Levando-se em consideracdo a
dificuldade de deteccdo precoce da meleira, este método pode facilitar o
monitoramento do virus nos pomares, identificando as mudas infectadas antes
gue sirvam como fonte de inoculo para as plantas sadias, assim auxiliando no
controle dessa virose.

Apesar de nao terem sido identificados acessos com resisténcia a meleira,
h& necessidade de continuar a exploracdo do potencial do BAG em relacdo a
resisténcia ao PMeV e também de mais estudos do uso do glicosimentro na
deteccdo da mesma, principalmente em campo, afim de aperfeicoar a sua

utilizagéo.



APENDICE 1. Incidéncia (%) de mancha anelar em acessos de mamoeiro do
Programa de Melhoramento da Embrapa Mandioca e Fruticultura dos 2 grupos
formados pelo método de agrupamento UPGMA no periodo de abril a dezembro
de 2017.

Grupo 1

ACESSO 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez
H10x26 0 0 8 8 13 45 90 100 100
H33x36 0 0 14 14 20 43 88 100 100
H56x52 0 0 11 21 29 38 95 100 100
L45 0 0 83 83 83 46 85 100 100
VIGx54 0 0 8 13 13 34 68 100 100
VIGX78 0 0 13 13 18 30 96 100 100
GOLDEN 0 0 42 42 42 71 96 100 100
H10x83 0 0 5 10 10 74 92 100 100
H26x72 0 0 5 5 10 58 85 100 100
H36x56 0 0 17 21 31 71 92 92 100
H52x54 0 0 42 42 42 63 95 100 100
H52x72 0 0 6 83 83 73 100 100 100
H52x83 0 0 13 13 20 80 100 100 100
H54x74 0 0 28 34 4 73 96 100 100
H56x60 0 0 17 28 39 67 100 100 100
H56x74 0 0 42 21 31 67 83 100 100
H58x74 0 0 42 42 17 65 96 100 100
H60x74 0 0 17 25 25 88 92 100 100
H60x83 0 0 21 21 26 59 89 100 100
H78x84 0 0 14 14 14 64 85 92 100
L36 0 0 13 18 20 73 96 100 100
L54 0 0 17 18 30 83 100 100 100
L60 0 0 21 21 25 83 100 100 100
L72 0 0 42 8 8 71 94 100 100
L74 0 0 23 23 29 83 100 100 100




APENDICE 2. Incidéncia (%) de mancha anelar em acessos de mamoeiro do
Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa Mandioca e Fruticultura dos 7 grupos
formados pelo método de agrupamento UPGMA no periodo de abril de 2017 a

marcgo de 2018.

Grupo 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Acessos Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez Jan Fev Mar
CMF088 O 0 30 80 78 100 100 100 100 100 100 100
CMFO77 O 0 36 55 89 100 100 100 100 100 100 100
CMF078 O 0 27 45 73 91 100 100 100 100 100 100
CMF076 O 0 27 18 55 73 100 100 100 100 100 100
Golden 0 0 29 57 57 100 100 100 100 100 100 100
Rubi 0 0 5 18 33 50 75 84 100 100 100 100
CMF102 O 0 0 18 60 90 80 90 100 100 100 100
CMF108 O 0 0 55 64 80 100 100 100 100 100 100
CMF052 O 0 0 0 91 9 30 100 100 100 100 100
Sunrise 0 0 0 19 37 66 100 100 95 100 100 100
CMF099 O 0 0 14 43 86 71 86 86 100 100 100
CMF114 O 0 0 11 44 67 78 100 100 100 100 100
CMFO79 O 0 9 36 55 73 82 80 80 90 100 100
CMFO70 O 0 10 40 50 57
CMF235 O 0 9 18 60 78
CMF246 O 0 9 36 70 89 71 100 100 100 100 100
CMF090 O 0 10 30 60 100 100 100 100 100 100 100
CMF253 O 0 14 29 57 100 100 100 100 100 100 100
CMF254 0 0 0 22 67 78 100 100 100 100 100 100
CMF092 O 0 0 20 60 80 100 100 100 100 100 100
Grupo 2
A 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
cessos Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez Jan Fev Mar
CMF002 O 0 0 0 9 10 0 0 0 0 0 0
CMF003 O 0 0 0 0 0 0 0 0 9 9 9
CMF004 O 0 0 0 9 9 0 0 0 0 0 0
CMF005 O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CMF006 O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 14 14
CMF008 O 0 0 0 0 0 10 10 20 60 70 80
CMF011 O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CMF012 O 0 0 0 0 0 10 0 0 60 70 90
CMF014 O 0 0 0 0 0 20 40 90 100 100 100
CMF015 O 0 0 0 0 0 20 20 60 80 100 100
CMF017 O 0 0 0 0 0 0 0 45 64 100 100
CMF018 O 0 0 0 0 0 0 11 67 78 100 100
CMF020 O 0 0 0 0 0 0 0 20 50 60 80
CMF021 O 0 0 0 0 0 0 0 36 64 91 100
CMF022 O 0 0 0 0 0 0 11 44 56 67 100
CMF023 O 0 0 0 0 0 0 0 18 50 82 100
CMF024 O 0 0 0 0 0 0 10 22 67 100 100
CMF026 O 0 0 0 0 0 0 0 14 57 86 100
CMF027 O 0 0 0 0 0 0 0 0 27 36 73
CMF028 O 0 0 0 0 0 0 0 22 22 44 78
CMF030 O 0 0 0 0 0 0 0 0 56 63 75

Continua...



...continuacao.

Grupo 2

ACESSOS 1 2 _ 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez Jan Fev Mar
CMF031 O 0 0 0 0 0 0 0 0 50 80 100
CMF033 O 0 0 0 0 0 0 0 18 27 45 73
CMF035 O 0 0 0 0 0 0 10 50 70 70 100
CMF036 O 0 0 0 0 0 0 0 13 38 43 86
CMF037 O 0 0 0 0 0 0 20 60 80 80 100
CMF038 O 0 0 0 0 0 0 0 10 50 90 100
CMF040 O 0 0 0 0 0 0 17 33 67 100 100
CMF041 O 0 0 0 10 11 11 33 89 100 100 100
CMF044 O 0 0 0 0 0 0 0 100 100 100 100
CMF046 O 0 0 0 0 0 0 20 30 70 100 100
CMF047 O 0 0 0 0 0 0 0 25 75 88 100
CMF050 O 0 0 0 0 0 10 60 100 100 100 100
CMF051 O 0 0 0 9 9 9 36 91 100 100 100
CMF054 O 0 0 9 30 50 56 70 70 90 100 100
CMF055 O 0 0 0 0 0 0 75 75 88 100 100
CMF056 O 0 0 0 0 0 10 60 60 80 100 100
CMF058 O 0 0 0 18 40 22 25 25 50 63 88
CMF060 O 0 0 0 18 30 50 100 100 100 100 100
CMF065 O 0 0 0 20 40 50 100 100 100 100 100
CMF066 O 0 0 0 22 22 44 100 100 100 100 100
CMF067 O 0 0 0 38 50 75 100 100 100 100 100
CMF069 O 0 10 10 30 40
CMF115 O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CMF116 O 0 9 0 0 0 0 0 0 20 20 20
CMF118 O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CMF120 O 0 0 0 0 0 0 0 0 11 11 11
CMF121 O 0 0 0 0 0 20 20 0 0 0 0
CMF123 O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CMF128 O 0 0 9 9 9 0 0 0 9 18 18
CMF129 O 0 0 0 0 0 0 0 0 11 13 25
CMF130 O 0 0 0 0 0 0 0 9 45 50 70
CMF131 O 0 0 0 0 0 0 0 0 36 40 60
CMF132 O 0 0 0 0 0 0 0 0 13 13 25
CMF133 O 0 0 0 0 0 0 0 0 9 18 36
CMF135 O 0 0 0 0 0 0 0 9 36 73 100
CMF139 O 0 0 0 0 0 0 00 45 64 100 100
CMF142 O 0 0 0 0 0 0 0 45 55 100 100
CMF145 O 0 0 0 0 0 0 0 0 30 50 90
CMF146 O 0 0 0 0 0 0 0 36 55 73 100
CMF150 O 0 0 0 0 0 0 0 25 63 75 100
CMF152 O 0 0 0 0 0 11 11 22 33 78 100
CMF154 O 0 0 0 0 0 0 0 36 55 73 91
CMF157 O 0 0 0 0 0 0 0 0 43 43 86
CMF164 O 0 0 0 0 0 0 0 22 56 56 89
CMF165 O 0 0 0 0 0 0 0 27 45 50 80
CMF166 O 0 0 0 0 0 0 0 0 17 33 83
CMF172 O 0 0 0 0 0 0 0 11 44 50 88
CMF175 O 0 0 0 0 0 11 0 13 38 38 100
CMF176 O 0 0 0 0 0 0 0 29 57 57 86

0 0 0 0 0 0 0 0

CMF177 0 55 55 82

Continua...



continuacéo...

Grupo 2
ACESSOS 1 2 _ 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez Jan Fev Mar
CMF180 O 0 0 0 0 0 0 0 0 67 67 100
CMF183 O 0 0 0 0 9 0 0 0 43 57 86
CMF185 O 0 0 0 0 0 0 0 27 60 67 100
CMF186 O 0 0 0 0 0 0 0 60 75 100 100
CMF187 O 0 0 0 0 0 0 27 30 60 80 100
CMF188 O 0 0 0 0 0 0 0 33 50 50 100
CMF204 O 0 0 0 0 0
CMF207 O 0 0 0 0 0 0 38 57 83 100 100
CMF211 O 0 0 0 9 18 0 17 40 80 100 100
CMF219 O 0 0 0 0 10 0 13 38 63 100 100
CMF220 O 0 0 0 0 10 13 14 33 50 83 83
CMF223 O 0 0 0 10 10 0 0 25 50 100 100
CMF230 O 0 0 0 10 20 0 29 100 100 100 100
CMF232 O 0 0 0 11 11 13 50 100 100 100 100
CMF233 O 0 0 18 20 25 67 100 100 100 100 100
CMF234 0 0 0 0 13 17 0 0 100 100 100 100
CMF245 O 0 0 0 27 64 45 55 100 100 100 100
CMF256 O 0 0 9 27 45 73 91 100 100 100 100
Tainung 0 0 0 11 27 39 43 50 50 50 50 50
Grupo 3
ACESSOS 1 2 _ 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez Jan Fev Mar
CMF082 O 9 9 45 82 100 100 100 100 100 100 100
CMF087 O 10 40 78 883 100 100 100 100 100 100 100
CMF248 O 18 36 64 82 82 100 100 91 100 100 100
CMF250 O 9 36 60 90 100 100 100 100 100 100 100
CMF251 O 10 36 80 90 90 90 100 100 100 100 100
Grupo 4
A 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
cessos Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez Jan Fev Mar
CMF210 9 10 10 10 10 10 0 14 43 71 100 100
Grupo 5
ACESSOS 1 2 _ 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez Jan Fev Mar
CMF094 14 14 14 57 57 100 100 100 100 100 100 100
CMF247 9 9 36 45 64 100 100 100 100 100 100 100
CMF252 9 9 27 45 50 67 88 100 100 100 100 100
Grupo 6
A 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
CesSSOS Tabr Mai Jun  Jul Ago Set Out Nov Dez Jan Fev Mar
CMFQ72 22 22 0 0 0 0
Grupo 7
ACESSOS 1 2 _ 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez Jan Fev Mar
CMF249 27 27 45 64 90 100 100 88 100 100 100 100




