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RESUMO GERAL

SISTEMATICA MORFOLOGICA E MOLECULAR DE ACAROS FITOFAGOS DO
GENERO BREviPALPUS DONNADIEU DE IMPORTANCIA ECONOMICA E
QUARENTENARIA PARA O BRASIL

O género de maior importancia na familia Tenuipalpidae € Brevipalpus
Donnadieu. Esse género € composto por cerca de 300 espécies distribuidas por todo
o mundo. Acaros Brevipalpus apresentam importancia agricola por danificarem
diversas culturas e, principalmente, por algumas espécies agirem como vetoras de
importantes virus fitopatogénicos. No Brasil, as principais espécies de Brevipalpus
sdo B. phoenicis (Geijskes), B. obovatus Donnadieu e B. californicus (Banks). A
espécie B. chilensis Baker é de expressao quarentendria para o Brasil e apresenta
alto risco de introducao no pais, através do transito de material vegetal. As espécies
de Brevipalpus sdo morfologicamente muito préximas e, algumas delas, tém sido
confundidas e erroneamente identificadas. Esta dificuldade de identificagdo das
espécies de Brevipalpus tem causando dificuldades para o desembaraco de
commodities brasileiras e para a interceptacao de espécies quarentenarias em pontos
de entrada no Brasil. Este trabalho teve como objetivo geral dar subsidio para a
rapida e acurada identificacdo de espécies de Brevipalpus e contribuir para a
sistematica do grupo. Sao apresentados trés capitulos, cujos objetivos especificos
foram: 1) contribuir para o conhecimento de hospedeiros e distribuicdo de acaros
Brevipalpus no Brasil, através de coletas, bem como através de compilacdo de
informacdes; 2) descrever a variabilidade fenotipica de B. chilensis entre populagfes
de diferentes hospedeiros e localidades no Chile, usando métodos de morfometria
multivariada, e investigar se a variacdo observada estava relacionada com o
hospedeiro ou localidade de origem; 3) contribuir para o conhecimento da sistematica
molecular de Brevipalpus e avaliar o potencial da regido Citocromo Oxidase
subunidade | (CO-lI) do DNA mitocondrial para a definicdo de primers espécie-
especificos para a identificacdo de Brevipalpus. Nos levantamentos realizados foram
encontrados Brevipalpus em 70 plantas hospedeiras, tendo sido identificadas quatro
espécies nas plantas amostradas: B. californicus, B. cassia, B. obovatus e B.
phoenicis. S&o relatados cinco novos hospedeiros para B. phoenicis, dois para



B.californicus, um para B. cassia e um para B. obovatus. Até 0 momento, no Brasil, os
acaros Brevipalpus apresentam cerca de 250 hospedeiros distribuidos em 133
localidades. Os resultados das analises morfométricas indicam que B. chilensis
apresenta variabilidade morfométrica intra e interpopulacional. Nao se observou a
formacdo de agrupamentos isolados de populacfes, que justificassem a distincdo de
categorias subespecificas. As andlises mostraram que a variabilidade morfométrica
em B. chilensis apresenta relagdo com a planta hospedeira. Entretanto, ndo se
observou a ocorréncia de um padréo de variabilidade morfométrica relacionada com a
localidade de origem das amostras. A caracterizacdo morfométrica de B. chilensis
revelou o potencial de caracteres, anteriormente ndo explorados, como Uteis para
distingéo entre o acaro quarentenario B. chilensis e B. obovatus. Para os estudos de
sistematica molecular, um segmento CO-I de 430pb foi amplificado e seqienciado.
Foram obtidas 49 sequéncias da regido CO-l. Nas analises foram incluidas 41
sequéncias de Brevipalpus recuperadas do GeneBank. As andlises filogenéticas
evidenciaram a formacao de dois grupos principais: 1) B. phoenicis e 2) B. chilensis e
B. aff. chilensis, B. obovatus, B. californicus e B. aff. phoenicis. Os resultados apoiam
a atual classificacdo taxondmica das espécies B. obovatus e B. chilensis, indicando a
independéncia desses dois taxons, bem como, apoiando a hipétese de que o fenétipo
B. phoenicis seja um complexo de espécies. O polimorfismo da regido CO-I entre as
espécies de Brevipalpus estudadas indica que esta regido ndo apresenta potencial
para a definicdo de primers espécie-especifico, outra regido do genoma devera ser
explorada para diagnéstico. A regido CO-I é filogeneticamente informativa.
Perspectivas para continuidade de estudos de sistematica morfolégica e molecular
envolvendo 4caros Brevipalpus sdo apontadas.

Palavras-chave: acaros fit6fagos, taxonomia, defesa fitossanitaria, acaros planos,

marcador molecular, América do Sul.



ABSTRACT

MORPHOLOGICAL AND MOLECULAR SYSTEMATICS OF PHYTOPHAGOUS
MITES OF BRevIPALPUS DONNADIEU GENUS OF ECONOMIC AND QUARANTINE
IMPORTANCE TO BRAZIL

Brevipalpus Donnadieu is the most importante genus in the Tenuipalpidae
family. This genus presents about 300 species distributed around the world.
Brevipalpus mites present agricultural importance because they are pests of several
crops and especially due to their role as vectors of serious plant viroses. In Brazil, the
main Brevipalpus species are B. phoenicis (Geijskes), B. obovatus Donnadieu and B.
californicus (Banks). Brevipalpus chilensis Baker is of quarantine expression to Brazil
and presents a high risk of introduction into the country through the movement of
plant material. Brevipalpus species are morphologically very close which has caused
some misidentification. This difficulty in identifying Brevipalpus species has caused
problems to the Brazilian exportations and to the interception of quarantine species in
the entry points in Brazil. The main goal of this work was to give support to a fast and
accurate identification of Brevipalpus species and contribute to the systematic of the
group. Three chapters are presented and their specific objectives were: 1) contribute
to the knowledge on the host range and distribution of Brevipalpus mites in Brazil
through collections as well as data compilation; 2) describe B. chilensis phenotypic
variability among populations of different hosts and localities in Chile, using
morphometric multivariate analysis and investigate whether or not the observed
variation is associated with the host or geographic origin; 3) contribute to the
knowledge on the molecular systematic of Brevipalpus and evaluate the potential of
the mitochondrial DNA Cytochrome Oxidase subunit I (CO-l) to define species-
specific primers to the identification of Brevipalpus. Brevipalpus mites were found in
70 host plants, and four species were identified from the sampled plants: B.
californicus, B. cassia, B. obovatus and B. phoenicis. Five new hosts are reported to
B. phoenicis, two to B. californicus, one to B. cassia and one to B. obovatus. Up to
now, in Brazil Brevipalpus mites present about 250 hosts distributed in 133 localities.
Results of morphometric analysis indicate that B. chilensis presents intra-
interpopulational morphometric variability. It was not possible to detect the presence

Xi



of isolated clusters among the studied populations, which could justify distintion of
subspecific categories. Data analysis showed that the morphometric variation in B.
chilensis is related to the host plants, and not to their geographic origin. The
morphometric characterization of B. chilensis revealed the potential of characters,
previously not explored, as useful to the distinction between the quarantine mite B.
chilensis and B. obovatus. In the molecular systematic studies, a CO-I fragment of
430pb was amplified and sequenced. A total of 49 Brevipalpus samples were
obtained. In the analysis there were included 41 Brevipalpus sequences retrieved
from the GeneBank. Two main clades were observed - 1) B. phoenicis; 2) B.
chilensis and B. aff. chilensis, B. obovatus, B. californicus, B. aff. phoenicis. Results
support the present taxonomy of B. obovatus and B. chilensis as distinct taxa as well
as the hypothesis of a species complex within B. phoenicis phenotypes. CO-I
polymorphism among the studied Brevipalpus species seems to perform poorly in
defining species-specific primers and other genomic regions should be explored for
diagnostics. CO-I region is phylogenetically informative. Future perspectives to follow
studies on morphological and molecular systematic on Brevipalpus are addressed.

Keywords: phytophagous mites, taxonomy, plant protection, false spider mites,

molecular marker, South America.
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1. Introducéo Geral

7

O género Brevipalpus Donnadieu é composto por cerca de 300 espécies
distribuidas por todo o mundo. Acaros deste género apresentam importancia
agricola por danificarem diversas culturas, especialmente frutiferas e ornamentais
(Jeppson et al., 1975). Este género é considerado como sendo o de maior
importancia econdmica da familia Tenuipalpidae, e algumas espécies sado vetoras de
virus fitopatogénicos (Childers & Derrick, 2003). Os &caros Brevipalpus séao
geralmente polifagos (Childers et al., 2003a), e apresentam hospedeiros em comum,
podendo-se encontrar mais de uma espécie num mesmo hospedeiro/localidade
(Childers et al., 2003a; Mesa-Cobo, 2005).

No Brasil, ocorrem varias espécies-pragas do género Brevipalpus,
destacando-se B. phoenicis (Geijskes), B. californicus (Banks) e B. obovatus
Donnadieu. Algumas fitoviroses importantes sao transmitidas por Brevipalpus, como
a leprose do citros (Rodrigues et al., 2003), a mancha anelar do café (Chagas et al.,
2003), a pinta verde do maracuja (Kitajima et al., 2003a), e o “orchid fleck” (Kondo et
al., 2003). Sintomas de viroses transmitidas por Brevipalpus foram descritos em
onze géneros de plantas ornamentais (Kitajima et al., 2003b; Nogueira et al., 2003;
Rodrigues et al., 2005).

No género Brevipalpus temos também espécies de importancia
quarentenaria, entre outras, B. chilensis Baker. Este acaro € considerado nativo do
Chile e apresenta cerca de 35 hospedeiros, sendo em sua maioria frutiferas e
ornamentais. Em videiras foram observadas perdas de até 30% da producao
(Gonzalez, 1983), e em plantacdes de kiwi, também sado relatadas perdas
significativas (Gonzalez, 1986).

Ainda ha uma lacuna de informa¢cdes em relacdo ao género Brevipalpus no
Brasil, bem como sobre seus hospedeiros primarios e secundarios e sobre sua
distribuicdo nas diversas regifes do pais. Em recente levantamento de acaros
Brevipalpus, em plantas ornamentais no Distrito Federal, foi constatada a indicagéo
de numerosos novos relatos de plantas hospedeiras para espécies de Brevipalpus,
(Miranda et al., 2007), o que ressalta a necessidade de intensificar estudos sobre

esses acaros no Brasil.



As espécies de Brevipalpus sdo morfologicamente muito semelhantes e
algumas delas tém sido consistentemente confundidas e erroneamente identificadas.
A aparéncia de alguns caracteres morfologicos utilizados na diagnose das espécies
pode ser afetada pela idade do individuo, alimentacdo ou pelas técnicas de
montagem (Welbourn et al.,, 2003). No caso de B. chilensis, a espécie
morfologicamente mais proxima é B. obovatus, de comum ocorréncia no Brasil.
Estas espécies se diferenciam unicamente pela ornamentacdo na regido do
propodossoma, 0 que é um caracter muitas vezes subjetivo, e que tem levado
especialistas a questionarem se tratam de sinonimias. Para esclarecer este ponto &
necessario conhecer as relacdes filogenéticas entre os fendtipos considerados B.
chilensis e B. obovatus. Igualmente importante é conhecer a variabilidade
morfométrica de populagbes de B. chilensis associadas a seus distintos
hospedeiros.

As questbes fitossanitarias atualmente sdo decisivas para 0 comércio
internacional, e tém sido definidas ao nivel da Organizacdo Mundial do Comércio
(OMC) /Acordo de Aplicacdo de Medidas Sanitarias e Fitossanitarias (Acordo SPS),
da qual o Brasil é signatario, de modo que a presenca de pragas pode levar a
restricdes nas exportacdes e importacbes de um pais. Com 0S novos conceitos
acordados pela OMC, algumas consideracdes podem ser efetuadas do ponto de
vista da competitividade em funcdo da questdo sanitaria. O volume de comércio
internacional entre dois paises sera, em grande parte, funcdo da credibilidade do
pais exportador quanto a presenca de pragas consideradas quarentenarias pelo pais
importador, da eficiéncia de seu sistema de quarentena e vigilancia e de sua
capacidade de oferecer um produto que ndo ofereca risco ao pais importador
(Gazzoni, 1997; Sgrillo, 1997).

Uma das importantes medidas para prevenir a introducdo de novas pragas é
a interceptacdo em pontos de entrada. Para isto € necessario identificar com rapidez
e acuracia 0s especimes detectados em material vegetal importado.
Tradicionalmente, para a identificacdo dos acaros fit6fagos, séo utilizados caracteres
morfologicos. A utilizacdo de marcadores moleculares para a identificacdo de acaros
pode possibilitar: 1) uma rapida e segura identificacdo a partir de: um dnico
individuo, individuos de qualquer sexo ou estagio de desenvolvimento e de
individuos mortos; 2) distingdo de categorias subespecificas; 3) distingdo de

espécies cripticas; 4) realizacdo da identificacdo por um técnico capacitado para



utilizacdo de técnicas moleculares. Portanto seria importante dispor de marcadores

moleculares para a identificacdo do acaro quarentenario B. chilensis.

Objetivos Gerais

Contribuir para o conhecimento das espécies de Brevipalpus no Brasil.

2. Realizar estudos morfométricos sobre B. chilensis em distintos
hospedeiros e localidades em sua area de ocorréncia.

3. Estudar as relacdes filogenéticas entre as espécies de Brevipalpus — B.
chilensis, B. obovatus, B. californicus e B. phoenicis.

4. Buscar primers especificos que possam ser utilizados para identificar a
espécie B. chilensis, diferenciando-a de outras espécies do género de
comum ocorréncia no Brasil, principalmente, da espécie mais préxima

que ocorre no pais - B. obovatus.



2. Revisdo Bibliografica

2.1 O género Brevipalpus Donnadieu

A familia Tenuipalpidae, descrita por Berlese em 1913 (Systematic
Entomology Laboratory, 02/01/2008), € composta por mais de 600 espécies, as
quais estao distribuidas em 30 géneros descritos em todo o mundo (Welbourn et al.,
2003). Esta familia pertence a superfamilia Tetranychoidea, juntamente com as
familias Tetranychidae, Tuckerellidae, Allochaetophoridae e Linotetranidae (Jeppson
et al.,, 1975; Ochoa & Salas, 1989) Entre os Tenuipalpidae encontram-se algumas
espécies de importancia econbmica, as quais apresentam um grande potencial para
causar danos nos cultivos agricolas e ornamentais. Estes danos podem ser diretos
ou indiretos, por agirem como vetores de patogenos (Baker, 1949; Ochoa & Salas,
1989).

O género Brevipalpus Donnadieu 1875 é o maior género de Tenuipalpidae,
sendo composto por aproximadamente 300 espécies (Welbourn et al., 2003). Os
acaros deste género sdo conhecidos como acaros planos ou “false spider mites”
(Baker, 1949; Ochoa & Salas, 1989). No género Brevipalpus esté incluida a maioria
das espécies economicamente importantes pertencentes a Tenuipalpidae (Childers
et al., 2003b), destacando-se: B. californicus (Banks), B. obovatus Donnadieu e B.
phoenicis (Geijskes) (Childers & Derrick, 2003; Welbourn et al., 2003).

Segundo Childers et al. (2003a), a divisdo do género Brevipalpus era feita em
sete grupos de espécies, sendo baseada no numero de setas dorsais do
opistossoma, no numero de setas no palpo e no nimero de solenidios no tarso da
perna Il. Entretanto, atualmente existem nove grupos reconhecidos em Brevipalpus
(Welbourn et al., 2003).

Os 4&caros Brevipalpus sdo geralmente de coloragdo vermelha, de
movimentos lentos e medem cerca de 200-300 pum (Welbourn et al., 2003),
apresentam ovos elipticos, que medem cerca de 0,1 mm de comprimento. Os ovos
sdo de coloracdo alaranjado-viva e, logo apds a postura, apresentam viscosidade
pegajosa; sdo ovipostos isoladamente e em locais abrigados ou protegidos; seu
periodo de incubacdo varia de 8 a 25 dias, dependendo da temperatura. Estes
acaros passam por trés fases durante seu desenvolvimento: a de larva, coloracao

alaranjada e 3 pares de pernas; a de protoninfa, um pouco maior que a larva e ja



com 4 pares de pernas; e a deutoninfa. Em todas as fases o individuo passa por um
periodo de repouso (quiescéncia) e, posteriormente, ocorre a ecdise. ApGs passar
por este processo, a deutoninfa transforma-se em individuo adulto (Flechtmann,
1985). Os machos sdo semelhantes as fémeas e representam aproximadamente 1%
dos individuos, porém seu tamanho € um pouco menor e a extremidade posterior do
corpo € mais afilada (Chiaradia & Souza, 2001).

As espécies deste género se reproduzem por partenogénese telitoca, os
machos, que sao raramente encontrados, tém suas fun¢bes desconhecidas.
Resultados demonstram que as fémeas sdo haploides e que a partenogénese
hapléide da fémea € causada pela infeccdo de bactérias endossimbiontes (Weeks et
al., 2001). Essas bactérias pertencem ao género Cardinium (Novelli et al., 2006;
Kitajima et al., 2007), e apresentam funcéo pouco conhecida, exceto por causarem a
feminilizacdo de machos (Novelli et al., 2006).

Os acaros Brevipalpus sdo cosmopolitas e geralmente polifagos,
apresentando um amplo espectro de hospedeiras especialmente espécies frutiferas,
ornamentais e florestais, num total de 928 espécies de plantas, em 513 géneros
distribuidos em 139 familias (Childers et al., 2003a). Os acaros planos sao
comumente encontrados alimentando-se na superficie inferior das folhas. Algumas
espécies atacam a casca de ramos, outras os botdes florais e certas espécies as
bainhas das folhas (Flechtmann, 1985).

2.2 Acaros Brevipalpus Donnadieu - Importancia econémica

Os danos causados em culturas tropicais, plantas ornamentais e a habilidade
de algumas espécies de Brevipalpus serem vetoras de virus fazem destes acaros
importantes pragas na agricultura em todo o mundo (Welbourn et al., 2003).

Os Brevipalpus estdo emergindo como outro importante grupo de acaros que
transmitem fitovirus (Kitajima et al., 2003b). Até o inicio deste século apenas cinco
casos comprovados de virus transmitidos por Brevipalpus (VTBs) eram conhecidos
(Kitajima et al., 2006a). Algumas das doencas causadas por VTBs sao
economicamente importantes como: a leprose do citros (Childers et al., 2003a;
Rodrigues et al., 2003), a pinta verde do maracuja (Kitajima et al., 2003a), a mancha
anelar do café (Chagas et al., 2003) e o “orchid fleck” (Kondo et al., 2003). Hoje esta
crescente 0 numero de plantas naturalmente infectadas pelos VTBs,



compreendendo cerca de 46 espécies de plantas em 25 familias botanicas (Kitajima
et al., 2006).

Entre as viroses transmitidas por Brevipalpus, a leprose do citros é a
economicamente mais importante. Foi primeiramente descrita na Florida, em 1901,
todavia, atualmente considera-se que ndo esta presente nos EUA (Childers et al.,
2003; Bastianel et al., 2006). Posteriormente foi observada nas Américas do Sul e
Central (Rodrigues et al., 2003). No Brasil, foi encontrada em 1931 no Estado de
Sao Paulo, e apesar de ser particularmente importante para a citricultura paulista, a
doenca ja foi observada em outros Estados: Acre, Amazonas, Bahia, Goias, Mato
Grosso do Sul, Minas Gerais, Parana, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul, Santa
Catarina, Sergipe, Tocantis, bem como no Distrito Federal (Bastianel et al., 2006).
Em nosso pais, B. phoenicis é reconhecido como vetor da leprose do citros, contudo
em outros paises ha outras espécies de Brevipalpus associadas com os sintomas da
leprose dos citros (Rodrigues et al., 2003). No Brasil sdo gastos anualmente cerca
de US$ 80 milhdes para controle de B. phoenicis, devido a sua acao vetora do virus
da leprose dos citros (CiLV) (Nunes et al., 2006). As recentes confirmagcdes da
presenca do virus na Ameérica Central tem sido razdo de preocupacdo para a
industria citricola dos EUA (Bastianel et al., 2006).

A variacdo do comportamento das espécies de Brevipalpus nos diferentes
hospedeiros dificulta o diagnostico de injarias. Algumas vezes, os sintomas e 0s
danos sdo diferentes para a mesma espécie, nas distintas partes da planta, em
localidades diversas. A alimentacdo dos acaros Brevipalpus resulta em varios
sintomas como: clorose, necrose nas folhas, estrias na superficie das frutas,
formacao de galhas e ma formacéo dos frutos (Ochoa & Salas, 1989). O grau do
dano aumenta quando estes acaros sdo associados com viroses (Systematic
Entomology Laboratory, 02/01/2008).

A leprose do citros é causada pelo CiLV que apresenta acdo localizada
(Oliveira, 1994), induzindo lesBes locais cloroticas e necrdticas em frutos, ramos e
folhas (Bastianel et al., 2006). A infeccdo ndo é sistémica, sendo o virus encontrado
apenas na lesdo. H4 um consenso de que a transmissdo por Brevipalpus ocorra no
momento da alimentacdo e que o acaro fica infectado por todo seu tempo de vida. O
virus nao foi encontrado em ovos, indicando que a transmissao ndo € transovariana

e que a infeccado do acaro ocorre no momento da alimentacédo. Estas informacdes



reafirmam que a relacado virus-vetor deve ser do tipo circulativa e que o virus deve
se multiplicar dentro do acaro antes da transmisséao (Kitajima et al., 2003b).

Além de serem transmitidos por acaros Brevipalpus, 0s virus apresentam
morfologia baciliforme e efeitos citopaticos caracteristicos, sendo eles divididos em
dois grupos: nucleares e citoplasmaticos, em funcédo do local de maturacdo dos
virions e tipo de viroplasma (Kitajima et al., 2003b). Exemplos de virus do tipo
citoplasmatico € o CiLV-C e, do tipo nuclear, o “Orchid fleck virus” (OFV) (Kitajima et
al., 2006b). H& registros de 30 casos de infeccdo por VTBs do tipo nuclear e 25 do
tipo citoplasmatico (Kitajima et al., 2006a). Devido a sua morfologia e a presenca
tanto no citoplasma de células infectadas, quanto no nucleo, o CiLV estava sendo
considerado um membro da familia Rhabdoviridae (Bastianel et. al., 2006). No
entanto, através do sequenciamento de seu genoma, sSRNA bipartido, senso
positivo, constatou-se a distingéo do virus, sendo sugerido um novo género para ele,
Cileivirus (Locali-Fabris, 2006). O genoma do OFV também foi sequenciado,
contudo, o ssRNA do OFV é de senso negativo, apresentando organiza¢ao similar
ao de rhabdovirus, sendo sugerido como membro tipo do género recém-criado
Dichorhabdovirus (Kondo et al., 2006).

A lista de hospedeiros com sintomas caracteristicos das viroses esta
crescendo, e inclui muitas plantas ornamentais de importancia econémica. J& foram
observados os sintomas de VTBs em géneros de ornamentais, como: Clerodendron,
Brunfelsia, Hedera, Hibiscus, Malvaviscus, Schefflera, Solanum, e Viola (Kitajima et
al., 2003) e nas seguintes espécies: Brunfelsia uniflora (Pohl) D. Don, Hibiscus rosa-
sinensis Hort., Pelargonium hortorum L.H. Bailey e Thumbergia erecta T. Anders
(Nogueira et al.,, 2003). Recentemente, foi identificado mais um VTB em Cestrum

nocturnum Linn (dama-da-noite) (Freitas-Astua et al., 2002).

2.3 Acaros Brevipalpus Donnadieu - Importancia quarentenaria

Uma praga quarentenaria, por definicdo, € um organismo de importancia
econbmica potencial para a area posta em perigo e onde ainda ndo esta presente
ou, se estd, ndo se encontra amplamente distribuida e esta sob controle oficial
(Brasil, 1995). Os acaros estdo entre 0s organismos que apresentam expressao
como pragas quarentenarias. Ha diversas caracteristicas que fazem deste grupo

uma ameaga aos sistemas de producdo agro-silvo-pastoris. Os acaros fitéfagos



podem ser extremamente nocivos aos seus hospedeiros ou substratos, agir como
vetores ou disseminadores de agentes fitopatogénicos, desenvolver rapidamente
resisténcia a pesticidas, passar despercebidos a inspec¢des visuais, sobreviver a
condicbes ambientais adversas e se adaptar a novos hospedeiros (Navia et al.,
2006)

Os acaros Brevipalpus representam um grupo de grande importancia
quarentenaria (Childers et al., 2003a).

No Brasil, sdo relatadas espécies importantes B. phoenicis, B. californicus e
B. obovatus, entretanto, duas espécies sao listadas como quarentenarias para nosso
pais: B. chilensis Baker e B. lewisi McGregor (Brasil, 2000). Essas espécies
apresentam alto risco de serem introduzidas no pais através da importacdo de
frutos, material de propagacao vegetativa e plantas ornamentais (Navia, 2002).

Por outro lado, a espécie B. californicus, que ocorre no Brasil, € de expressao
quarentenaria para os demais paises do Cone Sul, B. obovatus é regulado pela
Bolivia e B. russulus (Boisduval) pelo Chile. Os produtos podem sofrer restricbes ndo
apenas por estarem potencialmente infestados pelos acaros, mas também pela
possibilidade de veicular virus de ocorréncia restrita. A interceptacdo de produtos
brasileiros devido a infestacdo por acaros Brevipalpus tem sido um entrave para as
exportacdes brasileiras, devido as espécies quarentenarias e ndo quarentendrias
para os paises importadores apresentarem o mesmo aspecto geral, impossibilitando
a distincdo das espécies por fiscais ou fitossanitaristas nos pontos de entrada (Navia
et al., 2006). A identificacdo especifica deve ser realizada por um especialista.

As espécies de Brevipalpus apresentam uma similaridade morfologica e,
algumas delas, tém sido consistentemente confundidas e erroneamente
identificadas. O aspecto de alguns caracteres morfoldgicos utilizados na diagnose
das espécies pode ser afetado pela idade do individuo, alimentacdo ou pelas
técnicas de montagem (Welbourn et al., 2003).

De acordo com Childers & Rodrigues (2005), a introducdo de material de
propagacao ou de plantas ornamentais de paises onde a leprose dos citros e demais
viroses associadas aos Brevipalpus ocorrem leva a um aumento no risco de
disseminagdo destas para novas areas. De modo similar, o transito doméstico em
paises de amplas areas, como o0 Brasil, pode levar a disseminacdo destas

pragas/doencas previamente restritas em distribuicéo.



N&do ha conhecimento suficiente sobre a leprose do citros para excluir a
possibilidade de uma ou mais plantas ornamentais serem “carregadoras silenciosas”
do CiLV (Maia & Oliveira, 2004; Maia & Oliveira, 2005; Childers & Rodrigues, 2005).

Entre as medidas preventivas para evitar a introducao/disseminacdo de
pragas quarentenarias destaca-se a interceptacdo em pontos de entrada no pais e a
rapida deteccdo de focos de infestagdo, o que depende da imediata e acurada
identificacdo das mesmas. Igualmente importante para a ado¢do de medidas de
contencédo é a identificacdo de pragas quando recém introduzidas no pais e ainda

qguando apresentam restrita distribuic&o.
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CAPITULO 1

HOSPEDEIROS E DISTRIBUICAO DE ACAROS BREVIPALPUS DONNADIEU
(TENUIPALPIDAE) NO BRASIL

Resumo

Os éacaros do género Brevipalpus Donnadieu colonizam um grande numero
de plantas hospedeiras como: frutiferas, ornamentais e florestais, e sdo conhecidos
como pragas de plantas, principalmente por sua acdo como vetores de fitovirus.
Assim, 0 mapeamento da ocorréncia destes acaros pode orientar a adocdo de
medidas de prevencédo/contencédo para evitar sua disseminacdo mais ampla dos e,
sobretudo, dos virus associados. Este trabalho teve como objetivo contribuir para o
conhecimento de hospedeiros e distribuicdo de &caros Brevipalpus no Brasil, através
de coletas, bem como através de compilacdo de informacdes. Foram realizadas
coletas entre outubro de 2004 e setembro de 2007, em 10 Estados brasileiros e no
Distrito Federal. Acaros Brevipalpus foram encontrados em 70 plantas hospedeiras.
Quatro espécies de acaros foram identificadas nas plantas amostradas: B.
californicus Banks, B. cassia Baker, Tuttle & Abbatiello, B. obovatus Donnadieu e B.
phoenicis (Geijskes). Novos hospedeiros séo relatados para Brevipalpus no Brasil,
sendo cinco para B. phoenicis, dois para B. californicus, um para B. cassia e um
para B. obovatus. At¢é o momento, no Brasil, os acaros Brevipalpus apresentam
cerca de 250 hospedeiros distribuidos em 133 localidades. E importante dar
continuidade aos levantamentos de Brevipalpus no Brasil, assim como de material
vegetal infectado por viroses associadas, até que seja possivel reunir mais
informacBes e disponibiliza-las, especialmente em frutiferas e ornamentais,
transportadas com alta frequéncia e grandes volumes. Sugere-se também
concentrar esforcos de coletas em areas de producdo de commodities que vém
sofrendo restricbes nas exportacdes por suspeita de infestacdo com Brevipalpus
guarentenarios, como morango € uva, pois apenas B. phoenicis, ndo quarentenario

para os paises importadores da América do Sul, tém sido encontrado nas mesmas.

Palavras-chave: acaros planos, América do Sul, taxonomia, quarentena.
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HOSTS AND DISTRIBUTION OF BREVIPALPUS DONNADIEU (TENUIPALPIDAE)
MITES IN BRAZIL

Abstract

Mites of the Brevipalpus Donnadieu genus colonize a large number of host
plants such as: fruit trees, ornamental and forest species. Brevipalpus mites are
known as pests, especially due to their action as plantvirus vectors. Then, mapping
the occurrence of these mites can guide the adoption of prevention/ contention
procedures to avoid a wider dissemination of them and mainly of the associated
viruses. This work aimed to contribute to the knowledge on Brevipalpus hosts and
distribution in Brazil through the establishment of collections as well as through data
compilation. Collections were conducted from October 2004 to September 2007, in
10 Brazilian States and in the Distrito Federal. Brevipalpus mites were found in 70
host plants. Four Brevipalpus species were identified from the sampled plants: B.
californicus Banks, B. cassia Baker, Tuttle & Abbatiello, B. obovatus Donnadieu and
B. phoenicis (Geijskes). New hosts are reported to Brevipalpus in Brazil, five of them
to B. phoenicis, two to B. californicus, one to B. cassia and one to B. obovatus. Up to
now, 250 hosts are reported to Brevipalpus mites in Brazil, distributed in 133
localities. Amveys on Brevipalpus mites hosts and associated viruses should be
continuously permomed in Brazil, and information on the data should become
available, particularly on fruit trees and ornamentals, since they are comercialized in
high frequency and large volume. It is also suggested to concentrate survey efforts in
Brazilian production areas of commodities that have been suffering restrictions on
exportations due to the suspect of infestation with quarantine Brevipalpus, as for
example strawberry and grape, because only B. phoenicis, a non quarantine species
to the other South American importers countries has been found associated with

them.

Key-words: false spider mites, South America, taxonomy, quarantine.
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1.1 Introducéo

Os acaros do género Brevipalpus Donnadieu apresentam uma distribuicdo
cosmopolita (Ul-Hasan et al., 2004) e colonizam um grande numero de plantas
hospedeiras frutiferas, ornamentais, florestais etc. (Childers et al., 2003b; Calvoso-
Miranda et al., 2006).

As primeiras espécies de Brevipalpus relatadas no Brasil foram B. californicus
Banks e B. obovatus Donnadieu. O relato ocorreu em 1928 no Estado da Bahia em
citros (Bondar, 1928 citado em Mesa-Cobo, 2005). A espécie B. californicus foi
relatada novamente em citros, em 1933, no Estado de Sédo Paulo por Bitancourt e
colaboradores (Bitancourt, 19332 citado em Mesa-Cobo, 2005). Contudo Mesa-Cobo
(2005) indica a possibilidade de que os relatos de B. californicus em citros estejam
incorretos, pois a espécie nao foi mais relatada no hospedeiro no pais, ademais, a
espécie mais comum em citros € B. phoenicis. Outros relatos ocorreram para a
espécie no pais.

O relato da espécie B. obovatus ocorreu no estado de S&o Paulo (Bitancourt,
19557 citado em Mesa-Cobo, 2005). O autor referiu-se a espécie como Tenuipalpus
pseudocuneatus Blanchard, sinbnimo junior da espécie.

A espécie economicamente mais importante no Brasil é B. phoenicis
(Geijskes). Existem inimeros relatos desta espécie. O primeiro relato no pais foi no
Estado de S&o Paulo (Amaral, 1951* citado em Mesa-Cobo, 2005).

Brevipalpus russulus foi relatado no Estado de S&o Paulo por Chiavegato
(1976).

E evidente que os &caros planos sdo pragas potenciais de plantas,
especialmente, quando sao vetores de fitovirus (Childers et al., 2003a). Devido a
ameaca potencial de introducao/disseminacdo de uma ou mais viroses transmitidas

por Brevipalpus em paises isentos, é essencial conhecer os hospedeiros destes

! .BONDAR, G. Relatérios Anuais de 1921 a 1924. Boletim do Laboratorio de Patologia Vegetal, v.4, p39-
46, 1928.

2 BITANCOURT, A.A.; FONSECA, J.P; AUTUORI, M. Manual de citricultura. 22, Parte: doencas, pragas e
tratamentos. Ed. Chéacaras e Quintais, 1933, 212p.

¥ BITANCOURT, A.A. Estudos sobre a leprose dos citros I-Distribuicdo geogréfica e sintomatologia. Arquivos
do Instituto Biol6gico, v.22, p. 161-184, 1955.

4 AMARAL, J.F. A infestacdo de acaros nos cafezais. O Biolégico, v. 17, n. 7, p. 130, 1951.
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acaros para otimizar pesquisas que aperfeicoem estratégias efetivas de controle,
além de colaborar com propdésitos quarentenarios (Childers et al., 2003b).

Uma revisdo sobre os hospedeiros de B. phoenicis, B. obovatus e B.
californicus é apresentada em Childers et al. (2003b). Nesse trabalho, séo
apresentadas informacdes sobre os hospedeiros por continente ou regido. Os
autores relatam um total de 928 espécies de plantas que sdo hospedeiras de uma
ou mais espécies de Brevipalpus. O acaro B. phoenicis apresentam um maior
namero de hospedeiros, aproximadamente 500 espécies de plantas, sendo 50 delas
relatadas na América do Sul.

Mesa-Cobo (2005) fez um estudo morfologico detalhado de populacbes de B.
phoenicis, além de trabalhar com a identificacdo e descricdo de outras espécies de
Brevipalpus no Brasil. No trabalho é relatada a existéncia de seis tipos de deutoninfa
e quatro tipos de padrdes de reticulacdo em fémeas adultas de B. phoenicis. Das
6.839 fémeas estudadas 67,1% corresponderam a um unico padréo de reticulacao.
Na andlise de componentes principais das populacdes de B. phoenicis observou-se
a importancia dos caracteres utilizados na taxonomia da espécie (comprimento de
setas do idiossoma, comprimento e largura do idiossoma) para a caracterizacédo de
grupos de populacdes. Ademais, a analise morfométrica sugeriu que hospedeiro,
proximidade geografica das localidades ou condi¢cdes ecoldgicas ndo estdo
relacionadas com a proximidade morfométrica entre as popula¢cdes desta espécie.

Em um levantamento de &caros Brevipalpus associados a plantas
ornamentais realizado no Distrito Federal, Brasil, entre Julho e Setembro de 2005,
foram realizadas cinco coletas em 14 localidades do DF, sendo amostradas 55
espécies de ornamentais (Miranda et al.,, 2007). Neste trabalho Pithecellobium
avaremotemo Mart. (familia) é relatada, pela primeira vez, como hospedeira de
acaros Brevipalpus das espécies B. phoenicis, B. californicus e B. obovatus.
Adicionalmente, s&o relatadas sete novas espécies de ornamentais como
hospedeiras de Brevipalpus na América do Sul. Novos hospedeiros sdo também
listados para cada uma das espécies.

Os resultados obtidos por Mesa-Cobo (2005) e Miranda et al. (2007)
demonstram a lacuna de informacdes em relacdo a aspectos morfoldégicos e aos
hospedeiros deste grupo de &acaros no Brasil e ressaltam a necessidade de

intensificar/realizar novas pesquisas relacionadas aos Brevipalpus no Brasil. Em

17



algumas regifes do Brasil ainda ha escassa informacédo sobre a ocorréncia de
acaros Brevipalpus, como no Norte, Sul e Centro-Oeste.

O mapeamento da ocorréncia de &caros Brevipalpus, sobretudo em espécies
frutiferas e ornamentais, que sdo transportadas continuamente e em grandes
volumes dentro do pais, podera orientar a adocdo de medidas de
prevencdo/contencdo para evitar a disseminacdo dos acaros Brevipalpus e,
sobretudo, dos virus associados que ainda apresentam distribui¢cdo restrita no pais,
como a pinta verde do maracuja (Kitajima et al., 2003) e mesmo o virus da leprose
dos citros (Bastianel et al., 2006).

Outro exemplo de como um maior esforco de coleta e mapeamento da
ocorréncia de Brevipalpus nas diversas culturas pode contribuir ao fortalecimento do
sistema de defesa fitossanitario no pais é o auxilio no desembaraco de nossas
commodities de exportacdo, como a uva e o morango. Estas frutas vém sofrendo
restricobes em exportacdes para paises da América do Sul devido a suspeita de
infestacd@o por B. californicus e B. obovatus, consideradas quarentenérias por alguns
de nossos paises importadores (Navia et al., 2006). Entretanto, até 0 momento
apenas B. phoenicis, ndo quarentenario, foi encontrado nessas culturas. Quando
forem apresentados resultados de esforcos de coleta nessas culturas e néo
ocorréncia das espécies quarentendrias as exportacdes brasileiras serdo facilitadas.

Este trabalho visa contribuir para o conhecimento de hospedeiros e
distribuicdo de acaros Brevipalpus no Brasil, através de coleta e identificacdo de
Brevipalpus em diversas Estados do pais, bem como através de compilacdo de
informacdes sobre hospedeiros e locais de ocorréncia no Brasil, disponiveis em
literatura técnico-cientifica. Esta compilacdo visa reunir e disponiblizar informacdes

de diversos autores, antes dispersas.
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1.2 Material e Métodos

As atividades deste trabalho foram divididas em cinco etapas principais: 1)
obtencdo de amostras; 2) inspecdo e processamento de amostras; 3) preservacao
de &caros Brevipalpus em laminas de microscopia; 4) identificacdo morfolégica de
acaros Brevipalpus e 5) compilagcéo de informagdes sobre hospedeiros e distribui¢cao
de acaros Brevipalpus no Brasil.

1.2.1 Obtencédo de Amostras

Para obtencdo de amostras de Brevipalpus foram realizadas coletas entre
outubro de 2004 e setembro de 2007, em diferentes hospedeiros e regides do Brasil,
pela equipe do Lab. de Quarentena Vegetal com o auxilio de colaboradores de
universidades e institutos de pesquisa. Foram coletadas 70 amostras de acaros de
10 Estados - Ceara, Goiads, Maranhdo, Minas Gerais, Parana, Pernambuco, Rio
Grande do Norte, Rio Grande do Sul, Roraima e S&o Paulo — e do Distrito Federal
(Tabela 1.1; Figura 1.7). As coletas foram realizadas em cultivos comerciais ou
domésticos. As plantas ornamentais foram coletadas em jardins ou em viveiros.

As amostras foram compostas por ramos e folhas velhas e novas, internas e
externas, dos distintos substratos dos hospedeiros (Figura 1.1). Algumas amostras
foram coletadas por apresentarem sintomas suspeitos de serem causados por virus
transmitidos por Brevipalpus (VTBs). As amostras foram colocadas em um saco de
papel devidamente fechado (Figura 1.2), sendo este, disposto dentro de saco de
plastico, visando minimizar a perda de umidade e consequentemente a dispersao
dos &caros (Figura 1.3).

As amostras foram identificadas, registrando-se os dados de coleta,
hospedeiro, local, data e coletor no saco de papel (Figura 1.4) e,
concomitantemente, na caderneta de coleta, e acondicionadas em uma caixa de
isopor com bolsas de gelo sintético (Gelox@), visando manter a temperatura baixa
dentro para evitar a fuga dos acaros e a preservacado dos tecidos vegetais. Algumas
plantas foram identificadas somente até género. A posicao geografica do local de
coleta foi registrada utilizando-se um GPS Garmin 12. No laboratdrio todos os dados
de coleta foram transferidos para o livro de registro (caderno ata). Em seguida, com
esses mesmos dados foi confeccionado o mapa de distribuicdo dos pontos de coleta
utilizando-se o programa DIVA-GIS (Hijmans et al., 2001).
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Figura 1.1 — Coleta de amostra de Figura 1.2 — Acondicionamento de
material vegetal utilizando tesoura amostra de planta ornamental em saco
de poda. de papel.

Figura 1.3 — Acondicionamento da Figura 1.4 - Amostra
amostra em saco plastico. embalada e identificada.

1.2.2 Inspecédo e Processamento de Amostras

Apbs as coletas, as amostras permaneceram por um periodo maximo de dois
dias, na geladeira, até serem inspecionadas. Para a inspecao acaroldgica utilizaram-
se os procedimentos de exame direto e a lavagem do material vegetal.

O exame direto consistiu na observacdo direta do material vegetal ao
estereoscopio (Zeiss — Stemi SV 6) a um aumento de 50x, observando as
superficies inferiores e superiores das folhas, ramos, nervuras e frutos.

Posteriormente ao exame direto, as amostras de material vegetal foram
submetidas ao método de lavagem em solucdo detergente para a extracdo dos
acaros. Este método consiste em submergir a amostra em uma solu¢cdo com

detergente, agitar o material, deixando descansar por cinco minutos e, em seguida,
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submeter o material ao peneiramento (Figura 1.5), utilizando um jogo de trés
peneiras sobrepostas (1,00 um 16 Mesh; 500um 32 Mesh, 53um 270 Mesh), sendo
os detritos de maior espessura retidos nas duas primeiras e 0s de menor espessura,
incluindo os &caros, na terceira, a qual foi lavada com um jato de &lcool etilico 70%
(Figura 1.6). A solucdo em alcool resultante desta lavagem foi colocada em pote
plastico, at¢é o momento da inspecdo. Cada pote plastico recebeu o respectivo
namero da amostra. A inspecdo da “solugédo”, proveniente do método de lavagem,
consiste em separar os acaros Brevipalpus da solucdo de alcool. Os acaros foram
coletados manualmente com o auxilio de um estilete de ponta fina, sob microscopio
estereocopio (50x) (Zeiss — Stemi SV 6), e preservados em alcool etilico a 70%, para

posterior montagem em laminas para microscopia.

Figura 1.5 - Peneiramento do Fig ura 1.6 — Lavagem da terceira
material vegetal ap6és a submerséo peneira com jato de alcool 70%.
em solucéo com detergente.

1.2.3 Preservacdao de 4caros Brevipalpus em laminas de microscopia

Os acaros foram montados em meio Hoyer's (Flechtmann, 1985), com o
auxilio de um microscopio estereoscopio, aumento de 50x. Apos a montagem das
laminas, as mesmas foram dispostas para secagem em estufa (Biomatic), a 50°C,
por 10 dias. Logo em seguida, foram etiquetadas no lado esquerdo com os dados de
coleta: nome cientifico do hospedeiro, familia do hospedeiro, localidade, data de
coleta e nome do coletor. Foram preparadas aproximadamente cinco laminas de
cada amostra, contendo cinco individuos cada, conforme a disponibilidade de
exemplares de Brevipalpus. Foram preparadas um total de 385 laminas.
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1.2.4 Identificacdo Morfoldgica de acaros Brevipalpus

Os éacaros foram identificados utilizando-se um microscopio Optico (Leitz
Wetzlar - Orthoplan) de contraste de fase, consultando-se diversas descricdes de
cada uma das espécies e a literatura pertinente, especialmente, Jeppson et al.
(1975), Baker & Tuttle (1987), Welbourn et al. (2003), Mesa-Cobo (2005). Todas as
espécies de acaros Brevipalpus coletadas neste trabalho estdo depositadas na
Colecdo de Acaros de Referéncia para a Seguranca Bioldgica, LQV, Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia, DF, Brasil.

Algumas amostras ndo foram identificadas ao nivel especifico por terem sido

encontrados poucos individuos e danificados.

1.2.5 Compilacéo de Informacdes sobre Hospedeiros e Distribuicdo de Acaros
Brevipalpus no Brasil

Para a elaboracdo de uma tabela com informacdes sobre o0s acaros
Brevipalpus, foram levantados dados por meio de buscas em literatura técnico-
cientifica e sites da Internet relacionados ao assunto. A tabela foi construida
apresentando os seguintes dados: as plantas hospedeiras de acaros Brevipalpus no
Brasil, localidades de coleta (distribuicdo geogréfica), data de coleta (quando
possivel), a espécie de Brevipalpus identificada no hospedeiro e a citacdo de onde
as informacdes foram retiradas. Childers et al. (2003b) apresentaram uma revisao
sobre hospedeiros de acaros Brevipalpus, contudo, essas informag¢des ndo foram
apresentadas na tabela, pois sdo relacionadas por continente ou regido e nao por
paises. Além dos dados reunidos através de revisdo bibliografica, foram
acrescentadas as obtidas através das coletas realizadas durante o desenvolvimento

do projeto.
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Tabela 1.1. Coletas realizadas entre outubro de 2004 e setembro de 2007 em que foram encontrados acaros Brevipalpus - local, coordenadas
geograficas, hospedeiro, coletor, data.

Hospedeiro Local Coordenadas Geograficas Coletor Data
Adanicania digitata Nova Porteirinha/MG S 15° 43,3006 W 43° 15,8025' Alt. 1594 m R. Mendonca 09.1v.06
Alchornea grandiflora Recife/PE (Univ. Fed. Rural S7°57" W 34° 57 M.G. Gondim Jr. e D. Navia 30.111.07
Pernambuco)
Allamanda cathartica Campinas/SP (Faz. Sta Elisa) S 22°51,990' W 47° 04,557" Alt. 2629 m R. Mendonca 10.1.06
Carica papaya Piracicaba/SP (Beira Rio) S 22° 39" W 47° 38 D.Navia e E. Pessoa 05.VIII.O7
Cestrum nocturnum Recanto Novo/MG S 20° 19,762 W 43° 41,104 Alt. 3138 m R. Mendonca 13.V.06
Citrus sinensis Ribeirdo Preto/SP S 21°11" W 47° 48 D.Navia 23.111.07
Roraima/RR (Embrapa Roraima) N 2° 58" W 060° 42' Alt. 95m D.Navia, A.L.Marsaro Jr., R. Querino  17.V.07
Citrus sp. Alegrete/RS S 05° 77" W 66° 80' D. Navia, L. Calvoso, J.V.C. Guedes  10.11.07
Barreirinhas/MA S 2° 45" W 42° 49 L.H.C. Lima 09.X1.05
Brasilia/DF S 15° 47" W 47° 53 M. Teles 06.X.04
Brasilia/DF S 15° 47" W 47° 53' D. Navia 2004
Campinas/SP (Faz. Sta Elisa) S 22°51,990' W 47° 04,557' Alt. 2629 m R. Mendonca 10.1.06
Jaiba/MG (Bairro Mocambinho) S 17°15,338'" W 45° 43,674 Alt. 2953 m R. Mendonca 08.1v.06
Recife/PE (Univ. Fed. Rural S7°57' W 34° 57" M.G. Gondim Jr. e D. Navia 30.111.07
Pernambuco)
Séo Francisco de Assis/RS S 29° 32" W0 55°07" Alt. 125m D.Navia 28.VIIl.07
Cocos nucifera Janauba/MG S 15°48" W 43° 18 D.Navia 10.v.07
Pacaraima/RR N 04° 28' W 061° 8" Alt. 834m D.Navia, A.L.Marsaro Jr., R. Querino  15.V.07
Recife/PE (Univ. Fed. Rural S 7°57' W 34° 57" M.G. Gondim Jr. e D. Navia 30.111.07
Pernambuco)
Sé&o Pedro/SP S 22° 33" W 47° 54 D. Navia 16.1.06
Coffea arabica Araguari/MG S 18° 38" W48° 11 D.Navia 05.VIII.O7
BR 050/SP (Km 170) D. Navia 14.1.06
Brasilia/DF (Embrapa Cenargen) S 15° 43" W 47° 54" Alt. 1023 m L. Calvoso-Miranda 30.111.06
Campinas/SP (Faz. Sta Elisa) S 22°51,990' W 47° 04,557" Alt. 2629 m R. Mendonca 10.1.06
Piracicaba/SP S 22° 39" W 47° 38' D.Navia 20.1v.07
Piracicaba/SP (Faz. Aredo) S 22° 39" W 47° 38" Alt. 551 m D. Navia 2006
Vigosa/MG (U”\'/‘i’ge;'g)ade Federal de S 20° 45' W 42° 52' Alt. 665 m D. Navia 10.V.06
Cordyline terminalis Lavras/MG (Universidade de Lavras) S 21° 14" W 45° 00' R. Mendonga 09.V.06
Recanto Novo/MG S 20° 19,762 W 43° 41,104 Alt. 3138 m R. Mendonca 13.V.06
Euphorbia pulcherrima Gama/DF S 15°56' W 48° 05' Alt. 1144 m L. Calvoso-Miranda 09.VII.07
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Hospedeiro Local Coordenadas Geograficas Coletor Data
Recanto Novo/MG S 20° 19,762 W 43° 41,104 Alt. 3138 m L. Calvoso-Miranda 13.V.06
Ficus carica Campinas/SP (Faz. Sta Elisa) S 22°51,990' W 47° 04,557" Alt. 2629 m R. Mendonca 10.1.06
Ficus pumila Recanto Novo/MG S 20° 19,762 W 43° 41,104 Alt. 3138 m L. Calvoso-Miranda 13.V.06
Fragaria vesca Brasilia/DF (Embrapa Cenargen) S 15° 43" W 47° 54" Alt. 1023 m R. Mendonca 26.1V.06
Geranium sp. Brasilia/DF (SQN 714) S 15° 46" W 47° 52 JCV Rodrigues 12.XI1.05
Gossypium hirsutum Brasilia/DF (Campus Il-Upis) S 15°31,792" W 47° 43,330' Alt. 3331 m R. Mendonga 06.XI11.05
Brasilia/DF (CH 81 Pipiripau) S 15° 47" W 47° 53 R. Mendonga 23.X1.05
Jaiba/MG (Bairro Mocambinho) S 17°15,338" W 45° 43,674 Alt. 2953 m R. Mendonca 08.1v.06
Paracatu/MG S 17° 18,730' W 47° 00,574' Alt. 1820 m R. Mendonga 08.V.06
S&o Roque/SP (Faz. IAC-APTA) S 22°51,990' W 47° 04,557' Alt. 2629 m R. Mendonca 11.1.06
Hibiscus sp. Aguas de S&o Pedro/SP S 22° 35" W 47°53' D. Navia 20.1.06
Holambra/SP S 22° 37" W 47° 03' D. Navia 20.1.06
Piracicaba/SP S 22° 39" W 47° 38 D.Navia 20.1v.07
Recife/PE (Univ. Fed. Rural S7°57' W 34° 57 M.G. Gondim Jr. e D. Navia 30.111.07
Pernambuco)
S&o Pedro/SP (Caminho Alto da Serra) S 22° 33 W47° 54 D. Navia 16.1.06
Sorocaima/RR N 04° 25" W 061° 9' Alt. 480m D.Navia, A.L.Marsaro Jr., R. Querino  15.V.07
Trés Marias/MG (Posto Mar Doce) S 18° 14,397' W 45° 12,427" Alt. 1816 m D. Navia 08.V.06
Hydrangea macrophylla Uruguaiana/RS S 29° 46' W 57° 04' D.Navia
Ligustrum sinense Brasilia/DF (SQN 714) S 15° 46" W 47° 52 JCV Rodrigues 30.111.05
Brasilia/DF (SQN 714) S 15° 46" W 47° 52 JCV Rodrigues 31.111.05
Brasilia/DF (SQN 714) S 15° 46" W 47° 52' D. Navia 02.V.05
Ligustrum sp. Passo Fundo/RS (Embrapa Trigo) S 28° 38" W 053° 15' D. Navia 14.11.07
Piracicaba/SP S 22° 39" W 47° 38 D. Navia 29.X1.04
Malpighia emarginata Lavras/MG (Universidade de Lavras) S 21°14" W 45° 00’ R. Mendonca 09.V.06
Recife/PE (Univ. Fed. Rural S7°57' W 34° 57 M.G. Gondim Jr. e D. Navia 30.111.07
Pernambuco)
Musaceae Lavras/MG (Universidade de Lavras) S 21° 14" W 45° 00 R. Mendonca 09.v.06
Ocimum basilicum Gama/DF S 15°56' W 48° 05" Alt. 1144 m L. Calvoso-Miranda 09.VII.07
Passiflora sp. Brasilia/DF (CH 81 Pipiripau) S 15° 47" W 47° 53 R. Mendonga 23.X1.05
Passiflora sp. Sao Luis/MA (Cinturdo Verde) S2°30 W 44°18 L.H.C. Lima 11.X1.05
Pastomom sp. Santa Maria/RS (UFSM) S 29° 43" W 053° 43" Alt. 112m D.Navia 26.1X.07
Polyscias guilfoylei Paracatu/MG S17°18,730" W 47°00,574' Alt. 1820 m L. Calvoso-Miranda 08.V.06
Pyrostegia venusta Lavras/MG (Universidade de Lavras) S 21° 14" W 45° 00 L. Calvoso-Miranda 09.V.06
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Hospedeiro Local Coordenadas Geograficas Coletor Data
Ricinus communis Luziania/GO (BR 040 Km 40) S 16° 20,659' W 47° 50,199 Alt. 3250 m R. Mendonga 19.X11.05
Schefflera actinophylla Lavras/MG (Universidade de Lavras) S 21° 14" W 45° 00' L. Calvoso-Miranda 09.V.06
Schefflera arboricola Lavras/MG (Universidade de Lavras) S 21° 14" W 45° 00' R. Mendonca 09.V.06
Sechium edule Campinas/SP (Faz. Sta Elisa) S 22°51,990" W 47° 04,557" Alt. 2629 m R. Mendonca 10.1.06
Solanum americanum Aracati/CE S 14° 34" W 37° 52" Alt. 53m D.Navia 21.1X.07
Tecoma stans Brasilia/DF S 15° 47" W 47° 53" Alt. 1118 m L. Calvoso-Miranda 15.VIII.05
Cataldo/GO S 18° 10" W 47° 56' D. Navia 14.1.06
Vitis sp. Campinas/SP (Faz. Sta Elisa) S 22°51,990' W 47° 04,557" Alt. 2629 m R. Mendonca 10.1.06
Lagoa Grande/MG S 17° 37,305 W 46° 44,994" Alt. 3094 m R. Mendonca 19.XI11.05
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Figura 1.7 Mapa do Brasil com os hospedeiros e com as localidades de coleta das amostras de

acaros Brevipalpus.
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1.3 Resultados e Discussao

Foram encontrados 4caros Brevipalpus (Figura 1.8) em 70 espécies botanicas
pertencentes a 21 familias, sendo que 46 foram identificadas até espécie, 23 até
género, um até familia (Tabela 1.2).

Foram identificadas quatro espécies de acaros Brevipalpus nas plantas
amostradas: B. californicus (Figuras 1.9 e 1.11), B. cassia Baker (Figuras 1.10 e
1.11), Tuttle & Abbatiello, B. obovatus (Figuras 1.10 e 1.12) e B. phoenicis (Figuras
1.9e1.12).

A espécie de Brevipalpus encontrada num maior nimero de hospedeiros foi
B. phoenicis, identificado em 66 plantas. Este resultado ja era esperado
considerando as informac¢des de Childers et al. (2003b) sobre o maior nimero de
hospedeiros desta espécie.

Entre as 70 hospedeiras de Brevipalpus, encontraram-se duas ou mais
espécies de Brevipalpus em 16 plantas. Isto indica que ha sobreposicdo de nicho
entre as espécies.

Como resultados deste trabalho foram encontrados cinco novos hospedeiros
para a espécie B. phoenicis no Brasil: Adanicania digitata; Alchornea grandiflora
Mull.Arg. (Euphorbiaceae); Ficus carica L. (Moraceae); Hydrangea macrophylla
(Thunb.) Ser. (Hydrangeaceae) e Ricinus communis L. (Euphorbiaceae).

A ornamental Euphorbia pulcherrima Willd. Ex Klotzsch (Euphorbiaceae) é
relata neste trabalho como nova hospedeira para B. californicus e B. cassia,
coletados, respectivamente, em Recanto Novo/MG e Gama/DF. Neste mesmo
hospedeiro, no Gama/ DF também foi encontrado B. obovatus, sendo o primeiro
relato do acaro no Distrito Federal associado a E. pulcherrima. Outros registros
foram feitos no Estado de Sao Paulo sobre o hospedeiro (Trindade & Chiavegato,
1994) (Tabela 2).

A espécie Ligustrum sinense Lour. (Oleaceae) é referida pela primeira vez
como hospedeira da espécie B. californicus, o material inspecionado foi coletado em
Piracicaba/SP. Neste trabalho é registrada a ocorréncia de nova localidade
(Piracicaba/SP) para B. obovatus nesta espécie de planta ornamental.

Para o &caro B. obovatus é também registrada nova planta hospedeira, a

frutifera acerola, Malpighia emarginata L. (Malpighiaceae), coletada em Recife/PE.
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Algumas espécies de plantas ja haviam sido relatadas como hospedeiras de
B. phoenicis, contudo, neste trabalho foram encontrados acaros B. phoenicis em
localidades néo registradas em literatura cientifica anteriormente (Tabela 1.2). A
espécie ornamental Allamanda cathartica L. (Apocynaceae) é registrada como
hospedeira em Campinas/SP; Citrus sinensis (L.) Osbeck (Rutaceae) em
Roraima/RR; Cocos nucifera L. (Arecaceae) em Janauba/MG, Pacaraima/RR e Sao
Pedro/SP; Ficus pumila L. em Recanto Novo/MG; Fragaria vesca L. (Rosaceae) em
Brasilia/DF; Gossypium hirsutum L. em Brasilia/DF, Jaiba/MG, Paracatu/MG e S&o
Roque /SP; Coffea arabica L. (Rubiaceae) em Vicosa/MG; Araguari/MG,
Campinas/SP e Brasilia/DF; Polyscias guilfoylei (W. Bull.) L.H. Bailey (Araliaceae)
em Paracatu/MG; Schefflera actinophylla (Endl.) Harms e S. arboricola (Hayata)
Merr. (Araliaceae) em Lavras/MG; Tecoma stans L. Juss. ex Kunth (Bignoniaceae)
em Catalao/GO; M. emarginata (Malpighiaceae) em Lavras/MG, Solanum
americanum Mill. (Solanaceae) em Aracati/CE. Nos géneros identificados constata-
se que é o primeiro relato em Brasilia/DF de Passiflora sp. (Passifloraceae); Vitis sp.
(Vitaceae) em Campinas/SP e Lagoa Grande/MG; Citrus sp. (Rutaceae) em
Campinas/SP, Jaiba/MG e Barreirinhas/MA, Hibiscus sp. (Malvaceae) em
Socoraima/RR, Recife/PE e Trés Marias/MG, Ligustrum sp (Oleaceae) em Passo
Fundo/RS.

Para a espécie B. obovatus € relata nova localidade para o hospedeiro
Cestrum nocturnum L. (Solanaceae), Recanto Novo/MG.

Em alguns hospedeiros B. obovatus e B. phoenicis foram encontrados
conjuntamente, ou seja, ambas as espécies ocorrendo no mesmo hospedeiro. Os
acaros foram identificados em amostras de Geranium sp. (Geraniaceae) de
Brasilia/DF, ndo havendo relatos sobre as espécies neste género botanico. Novas
localidades foram relatadas em outros hospedeiros. Na planta frutifera Citrus sp.
(Rutaceae) o primeiro relato para Alegrete/RS, Sao Francisco de Assis/RS,
Brasilia/DF; Cordyline terminalis (L.) Kunth (Agavaceae) em Recanto Novo/MG,
Lavras/MG; Hibiscus sp. (Malvaceae) em Recife/PE; Pyrostegia venusta (KerGawl.)
Miers (Bignoniaceae) em Lavras/MG; Sechium edule (Jacq.) SW. (Cucurbitaceae)
em Campinas/SP; Ocimum basilicum L. (Lamiaceae) em Gama/DF. O é&caro B.
phoenicis ndo havia sido registrado na espécie O. basilicum (Lamiaceae),

anteriormente.
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Através da compilacdo de informacdes sobre hospedeiros de &acaros
Brevipalpus no Brasil (Tabela 1.2) pode-se observar a grande concentragdo de
coletas no Estado de Sao Paulo, abrangendo vérias localidades do Estado, isso
acontece porque nesse Estado encontram-se extensas areas de citros; e o acaro B.
phoenicis representa um dos principais problemas fitossanitarios da cultura. Além
disso, em Sao Paulo ha diversas universidades e institutos de pesquisa com grupos
dedicados a Acarologia Agricola. Nos outros estados da regido sudeste ha poucos
estudos, Minas Gerais com aproximadamente dez localidades amostradas e Rio de
Janeiro com uma. Na regido Nordeste o estado mais amostrado é o Ceara, com
cerca de doze locais e, em seguida, Pernambuco e Bahia. Nas regibes Centro-
Oeste, Sul e Norte algumas poucas localidades foram exploradas, sendo necessario
a intensificacao/ realizacdo de projetos relacionados aos acaros Brevipalpus.

Através das informacBes compiladas sobre acaros Brevipalpus no Brasil,
observa-se que as familias botanicas em que se encontra um maior niamero de
hospedeiros para este grupo de acaros sao: Arecaceae com plantas distribuidas em
14 géneros, Euphorbiaceae em 10 géneros. Observa-se muitas plantas pertencentes
a familia Rutaceae, contudo a maioria pertence ao género Citrus.

Através dos dados da Tabela 1.2 observa-se que no Brasil os acaros
Brevipalpus tém cerca de 250 hospedeiros pertencentes a 72 familias botéanicas,
distribuidos em, aproximadamente, 133 localidades. O acaro B. phoenicis apresenta
0 maior numero de hospedeiros, 191; B. obovatus apresenta 35 hospedeiros; B.
californicus 14 hospedeiros e B. cassia 13 hospedeiros. Outras espécies de
Brevipalpus como B. tuberellus e B. araucanus foram relatados apenas em um
hospedeiro no Brasil. J& B. chamaedoreae ja foi registrada em dois hospedeiros.

Existem aproximadamente 15 hospedeiros relatados para ambas as espécies
B. obovatus e B. phoenicis; um para B. phoenicis e B. californicus; trés para B.
phoenicis, B. obovatus e B. californicus e um hospedeiro onde foram encontradas
quatro espécies B. cassia, B. obovatus, B. californicus e B. phoenicis.

A analise dos resultados das coletas realizadas em 09 Estados brasileiros
qguando confrontados com as informac6es compiladas indicam que a cada esforco
de coleta novas informacbes tém sido obtidas. E necessario dar continuidade aos
levantamentos de Brevipalpus no Brasil, visando obter mais informagdes sobre sua
distribuicdo e hospedeiros, até que seja possivel dispor de um mapeamento mais

completo.
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Sera também interessante concentrar esforcos de coletas em areas de
producdo de commodities que vém sofrendo restricbes nas exportacdes por suspeita
de infestacdo com espécies de Brevipalpus quarentenarias, como morango € uva.
Neste estudo novas coletas em videiras e morango foram realizadas e apenas B.
phoenicis segue sendo encontrado. Estes levantamentos deverdo ser conduzidos
oficialmente, seguindo diretrizes internacionais, para que seja reconhecido pelas
Organizagbes Nacionais e Regionais de Protecdo de Plantas (respectivamente
ONPP e ORPP).

Figura 1.8 - Vista Dorsal de fémea de Brevipalpus sp. em microscopio éptico
de contraste de fase (100x).
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Figura 1.9 — Dois Solenidios Omega no tarso da Figura 1.10 — Um Solenidio Omega no tarso da
perna Il. perna Il.

Figura 1.11 — Setas H1, H2, F3 e F2 no dorso do Figura 1.12 — Setas H1, H2, F3 (auséncia de F2)
opistossoma em B. californicus e B. cassia. no dorso do opistossoma em B. obovatus e B.
phoenicis.
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Tabela 1.2 Hospedeiros de acaros Brevipalpus no Brasil - localidade, data de coleta, espécie de Brevipalpus identificada e referéncia.

Hospedeiro Familia Localidade Data Coleta Espt_ame de Referéncia
Brevipalpus
. . B. phoenicis
Acalipha sp. Euphorbiaceae Bauru/SP X1.1966 (Padrio 4) Mesa-Cobo, 2005
Euphorbiaceae Piracicaba/SP X.1966 B. phoenicis Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Euphorbiaceae Brasil ? B. phoenicis Oliveira, 1986
B. californicus,
Acalipha wilkesiana Euphorbiaceae Brasilia/DF 29.VII.2005 B. obovatus e Miranda et al., 2007
B. phoenicis
Acanthospermum australe Asteraceae Sao Paulo ? B. phoenicis Trindade & Chiavegato, 1994
Acnistus cauliflorus Solanaceae Piracicaba/SP X.1966 Eib‘;g?gglzl)s Mesa-Cobo, 2005
Adanicania digitata Nova Porteirinha/MG 09.1V.2006 B. phoenicis Neste trabalho
Ageratum conyzoides Compositae Brasil ? B. phoenicis Oliveira, 1986
Asteraceae Jaboticabal/SP 11.-v.2001 B. phoenicis Maia & Oliveira, 2004
Alchornea glandulosa Euphorbiaceae Pariquera-Agu/SP VI1.2000 %bgz?gglg)s Mesa-Cobo, 2005
Euphorbiaceae Piracicaba/SP VI1.1998 B. pho§n|C|s Mesa-Cobo, 2005
(Padréo 2)
Alchornea grandiflora Euphorbiaceae Recife/PE 30.111.2007 B. phoenicis Neste trabalho
Alchornea sidifolia Euphorbiaceae Pariquera-Acu/SP IV.1998 B('ng?gglgl)s Mesa-Cobo, 2005
Allamanda cathartica Apocynaceae Brasilia/DF 15.VI11.2005 B. phoenicis Miranda et al., 2007
Apocynaceae Nucleo Bandeirante/DF 29.VI1.2005 B. phoenicis Miranda et al., 2007
Apocynaceae Campinas/SP 10.1.2006 B. phoenicis Neste trabalho
Allamanda sp. Apocynaceae Piracicaba/SP 1X.1966 B. phoenicis Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Allophylus edulis Sapindaceae Brasil ? B. phoenicis Oliveira, 1986
Alpinia purpurata Zingiberaceae Brasilia/DF 26.VI11.2005 BB' O;)r:’c‘)’;t]‘i];: Miranda et al., 2007
Alternanthera ficoidea Amaranthaceae Sao Paulo ? B. phoenicis Trindade & Chiavegato, 1994
Alternanthera sp. Amaranthaceae lara/CE VI1.1993 B('ng?gglzl)s Mesa-Cobo, 2005
Amaranthus deflexus Amaranthaceae Séo Paulo ? B. phoenicis Trindade & Chiavegato, 1994
Anacardium occidentale Anacardiaceae Piracicaba/SP X1.2000 Eib‘;g?gglzl)s Mesa-Cobo, 2005
Anacardiaceae Brasil ? B. phoenicis Oliveira, 1986
Anacardiaceae Sirinhaém/PE V1.1998/1X.2003 B. phoenicis Vasconcelos et al., 2005
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Espécie de

Hospedeiro Familia Localidade Data Coleta ; Referéncia
Brevipalpus
Annona muricata Anonaceae Brasil ? B. phoenicis Oliveira, 1986
Annona squamosa Anonaceae Brasil ? B. phoenicis Oliveira, 1986
Anthurium sp. Araceae Piracicaba/SP VII1.2002 B. phoenicis Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Anthurium sp. Araceae Vicosa/MG 1X.2003 B. phoenicis Mesa-Cobo, 2005
(Padréo 4)
. . . . B. phoenicis
Aparisthmium cordatum Euphorbiaceae Pariquera-Agu/SP IV.1998 (Padrio 2) Mesa-Cobo, 2005
. B. phoenicis
Apidosperma polyneuron Apocynaceae Itu/SP VI1.2002 (Padrio 2) Mesa-Cobo, 2005
Archontophoenix sp. Arecaceae Itamaraca/PE 1.1999 B. pho?mms Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Aristida pallens Poaceae Saude/BA VI1.1993 B. pho~en|C|s Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Arrabidea sp. Bignoniaceae Jaicos/PI V.1993 B. phoenicis Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Attalea dubia Arecaceae Pariquera-Agu/SP X.2000 B. pho~e nicis Mesa-Cobo, 2005
(Padréo 2)
Aurelina fasciculata Solanaceae Cananéia/SP XI11.2001 B. pho§n|C|s Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 3)
Azadirachta indica Meliaceae Jaguara do Sul/SC IX.2001 B. pho?mms Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
B. phoenicis;
Azalea sp. Ericaceae Séo Paulo ? B. obovatus e Trindade & Chiavegato, 1994
B. californicus
Baccharis trimera Asteraceae Cananéia/SP X.2002 B. cassia Mesa-Cobo, 2005
Bactris ferruginea Arecaceae Igarassu/PE V1.1998 B. phoNen|C|s Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
: . . B. phoenicis
Bactris gasipaes Arecaceae Pariquera-Agu/SP VI1.2002 (Padrio 4) Mesa-Cobo, 2005
Bauhinia forficata Caesalpiniaceae Amontado/CE VI1.1993 B. pho?mms Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Bauhinia sp. Caesalpiniaceae Piracicaba/SP VI1.2003 B(i:)[;r&(:gglzl)s Mesa-Cobo, 2005
Bidens pilosa Compositae Jaboticabal/SP I1.-v.2001 B. phoenicis Maia & Oliveira, 2004
Compositae Brasil ? B. phoenicis Oliveira, 1986
Compositae Séo Paulo ? B. phoenicis Trindade & Chiavegato, 1994
Borago officinalis Boraginaceae Sdo Raimundo do Nonato/PI V.1993 B. phoenicis Mesa-Cobo, 2005
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Espécie de

Hospedeiro Familia Localidade Data Coleta ; Referéncia
Brevipalpus
(Padrao 4)
Brachiaria sp. Poaceae Almeida/BA IV.1993 B. phoenicis Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
. B. phoenicis
Brugmansia sp. Solanaceae Iguape/SP X.2003 (Padrio 4) Mesa-Cobo, 2005
Brugmansia suaveolens Solanaceae Piracicaba/SP X1.2003 B. pho§n|C|s Mesa-Cobo, 2005
(Padrédo 1)
Brunfelsia uniflora Solanaceae Lago Norte/DF 13.1X.2005 BE; O;?r?(;/:rtllijgse Miranda et al., 2007
Solanaceae Aguas de S&o Pedro/SP ? B. phoenicis Nogueira et al., 2003
Buchenavia grandis Combretaceae Brasil ? B. phoenicis Oliveira, 1986
Buxus sp. Buxaceae Piracicaba/SP VI1.2002 B. pho?mms Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
C. urucurana Euphorbiaceae Piracicaba/SP VI1.1998 B. phognlms Mesa-Cobo, 2005
(Padréo 2)
Cactus ndo identificado Pinhal/SP X.1975 B.artemisiae Mesa-Cobo, 2005
Caesalpinia echinata Caesalpiniaceae Piracicaba/SP VI1.2005 Béssp%gi\éog/)a Mesa-Cobo, 2005
- . - L B. sp (Nova
Caesalpinia echinata Caesalpiniaceae Piracicaba/SP VI1.2005 Espécie 4) Mesa-Cobo, 2005
Caicara Piritiba/BA IV.1993 B. obovatus Mesa-Cobo, 2005
: A B. phoenicis
Caicara Piritiba/BA 111.1993 = Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Cajanus cajan Fabaceae Pena Forte/CE VI1.1993 B. phog nicis Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Calathea sp. Marantaceae Piracicaba/SP 11,1967 B. phoenicis Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Calathea sp. Marantaceae Brasil ? B. phoenicis Oliveira, 1986
Calathea sp. Marantaceae Piracicaba/SP 111.1967 B. obovatus Mesa-Cobo, 2005
Camellia japonica Theaceae Piracicaba/SP VII11.2003 I?E.Pp:&crngglzl)s Mesa-Cobo, 2005
Campomanesia pubescens Myrtaceae Pirassununga/SP VII11.2002 B. cassia Mesa-Cobo, 2005
Capsicodendron pimenteira Canellaceae Brasil ? B. phoenicis Oliveira, 1986
Carica papaya Caricaceae Piracicaba/SP VIII.2002 B. phog nicis Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 2)
Caricaceae Sousa/PB 1.1979 B. pho~en|C|s Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Caricaceae Piracicaba/SP 05.VI111.2007 B. phoenicis Neste trabalho
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Espécie de

Hospedeiro Familia Localidade Data Coleta ; Referéncia
Brevipalpus
Caricaceae Brasil ? B. phoenicis Oliveira, 1986
Caricaceae Camaragibe/PE VI1.1998/1X.2003 B. phoenicis Vasconcelos et al., 2005
Caricaceae Recife/PE VI1.1998/1X.2003  B. californicus Vasconcelos et al., 2005
Carica papaya Caricaceae Recife/PE V1.1998/1X.2003 B. phoenicis Vasconcelos et al., 2005
. o B. phoenicis
Caryota mitis Arecaceae Piracicaba/SP [11.1998 (Padrio 4) Mesa-Cobo, 2005
Caryota mitis Arecaceae Recife/PE VI1.1998 B. pho~e nicis Mesa-Cobo, 2005
(Padréo 4)
: B. phoenicis
Caryota sp. Arecaceae Campinas/SP IX.2000 (Padro 4) Mesa-Cobo, 2005
Casearia sylvestris Flacourtiaceae Piracicaba/SP VI1.2002 Eii:);;r&c:gglzl)s Mesa-Cobo, 2005
Cassia tora Leguminosae Séo Paulo ? B. phoenicis Trindade & Chiavegato, 1994
Castanea sativa Fagaceae Vicosa/MG VII.1967 B. phog nicis Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Fagaceae Brasil ? B. phoenicis Oliveira, 1986
: . B. phoenicis
Cecropia pachystachya Moraceae Macapa/AP IX.2001 (Padrio 4) Mesa-Cobo, 2005
. . . B. phoenicis
Cecropia sp. Cecropiaceae Pariquera-Agu/SP V1.2003 (Padro 4) Mesa-Cobo, 2005
Cedrela sp. Meliaceae Brasil ? B. phoenicis Oliveira, 1986
Celosia cristata Amaranthaceae Piracicaba/SP X1.1997 B. californicus Mesa-Cobo, 2005
Cenchrus echinatus Poaceae Sao Paulo ? B. phoenicis Trindade & Chiavegato, 1994
Centratherum punctatum Asteraceae Pariquera-Agu/SP 111.2003 Eib‘;g?gglil)s Mesa-Cobo, 2005
Asteraceae Pariquera-Acu/SP X.2003 B. phoenicis Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Cestrum nocturnum Solanaceae Brasilia/DF 26.VI111.2005 B. phoenicis Miranda et al., 2007
Solanaceae Recanto Novo/MG 13.V.2006 B. obovatus Neste trabalho
Chamaecyparis obtusa Cupressaceae Piracicaba/SP VII11.2003 I?Ebp;r&crngglzl)s Mesa-Cobo, 2005
Chamaedorea sp. Arecaceae Piracicaba/SP VIII.2003 B. pho?mms Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Chamaerops humilis Arecaceae Piracicaba/SP 111.1998 B. pho?mms Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Chrysophyllum gonocarpum Sapotaceae Itu/SP VIII.2002 Eibgré?éeglzl)s Mesa-Cobo, 2005
Cip6 do caititu Piritiba/BA IvV.1991 B. phoenicis Mesa-Cobo, 2005
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(Padrao 4)
Cip6 galego Piritiba/BA VI1.1993 B. obovatus Mesa-Cobo, 2005
Citrus sinensis Rutaceae Roraima/RR 17.v.2007 B. phoenicis Neste trabalho
Rutaceae Ribeirdo Preto/SP 23.111.2007 B. phoenicis Neste trabalho
Citrus sinensis Rutaceae Séo Paulo ? B. phoenicis Trindade & Chiavegato, 1994
Citrus sp. Rutaceae Conceigdo do Almeida/BA IV.1986 B. obovatus Mesa-Cobo, 2005
Rutaceae Amparo/SP VI1.2003 B. phoenicis Mesa-Cobo, 2005
(Padréo 2)
Rutaceae Araras/SP XI11.2002 B. pho~e nicis Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Rutaceae Baturité/CE 1.1970 B. phoenicis Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Rutaceae Brotas/SP 1X.1995 B. phoenicis Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Rutaceae Brotas/SP VII1.2003 B. phoenicis Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Rutaceae Caixias do Sul/RS X.2004 B. phoenicis Mesa-Cobo, 2005
(Padréo 2)
Rutaceae Conchal/SP X1.2002 B. phoenicis Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Rutaceae Cordeirdpolis/SP V1.2002 B. pho?mms Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 2)
Rutaceae Cordeiropolis/SP V1.2002 B. pho?mms Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Rutaceae Cordeir6polis/SP XI11.2002 B. pho~en|C|s Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Rutaceae Piracicaba/SP 1X.1995 B. phoenicis Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Rutaceae Itu/SP VII1.2002 B. phoenicis Mesa-Cobo, 2005
(Padréo 2)
Rutaceae Itu/SP VIII.2002 B. pho?mms Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 3)
Rutaceae Gavido Peixoto/SP 6.1X.2003 B. pho§n|C|s Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Rutaceae ltaju/SP X1.2002 B. phoenicis Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Rutaceae Ouro Verde/SP 4.X.2003 B. phoenicis Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
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Rutaceae Brotas/SP 05.1X.2003 B. phoenicis Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 3)
Rutaceae Brotas/SP 5.1X.2003 B. phoenicis Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
B. phoenicis
Rutaceae Foz do Iguacgu/PR XI1.2003 (Padrio 4) Mesa-Cobo, 2005
Citrus sp. Rutaceae lara/CE VI1.1993 %bggcr’gg'j')s Mesa-Cobo, 2005
Rutaceae Ibiapina/CE VI1.1968 B. pho?mms Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Rutaceae Lavras/MG X11.2004 B. phoenicis Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 2)
Rutaceae Louveira/SP V.1967 B. pho~en|C|s Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Rutaceae Mat&o/SP X1.2002 B. phoenicis Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Rutaceae Monte Azul Paulista/SP X11.2002 B. phoenicis Mesa-Cobo, 2005
(Padréo 4)
Rutaceae Pariquera-Acu/SP VI1.2002 B. phoenicis Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 2)
Rutaceae Paulinia/SP 1X.1999 B. pho?mms Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 2)
Rutaceae Paulinia/SP 11.2000 B. phoenicis Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Rutaceae Petrolina/PE X1.1978 B. phoenicis Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Rutaceae Piracicaba/SP X.1966 B. phoenicis Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Rutaceae Piracicaba/SP X11.1996 B. phoenicis Mesa-Cobo, 2005
(Padréo 4)
Rutaceae Piracicaba/SP VI1.1997 B. pho?mms Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Rutaceae Santa Barbara d' oeste/SP 1X.1986 B. pho~e nicis Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 2)
Rutaceae Santa Béarbara d' oeste/SP IX.1986 B. phog nicis Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 3)
Rutaceae Santo Antdnio de Posse/SP 1.1990 B. phoenicis Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
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Rutaceae Santépolis/SP X1.1966 B. pho?mms Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
. B. phoenicis
Rutaceae Sergipe/SE X.2004 (Padrio 2) Mesa-Cobo, 2005
Rutaceae Sousa/PB 1.1979 B. phoenicis Mesa-Cobo, 2005
(Padréo 4)
Citrus sp. Rutaceae Sousa/PB X.1998 "Dzbgg?gglzl)s Mesa-Cobo, 2005
Rutaceae Teresina/PI V.1990 B. pho?mms Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Rutaceae Teresopolis/RJ X1.2002 B. phog nicis Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Rutaceae Recife/PE VII1.2002 B. phoenicis Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Rutaceae Vigosa de Ceara/CE X.2002 B. phoenicis Mesa-Cobo, 2005
(Padréo 2)
Rutaceae Vicosa de Ceara/CE X.2002 B. pho~e nicis Mesa-Cobo, 2005
(Padréo 4)
Rutaceae Vigosa/MG X.2002 B. phoenicis Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 2)
Rutaceae Vicosa/MG IX.2003 B. pho?mms Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 2)
Rutaceae Vicosa/MG X.2003 B. phoenicis Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 2)
Rutaceae Vigosa/MG VI1.1967 B. phoenicis Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Rutaceae Alegrete/RS 10.11.2007 B. phoenicis e Neste trabalho
B. obovatus
Rutaceae Jaiba/MG 08.1V.2006 B. phoenicis Neste trabalho
Rutaceae Barreirinhas/MA 09.X1.2005 B. phoenicis Neste trabalho
Rutaceae Brasilia/DF 06.X.2004 B. phoenicis Neste trabalho
Rutaceae Brasilia/DF 2004 B. phoenicis e Neste trabalho
B. obovatus?
Rutaceae Campinas/SP 10.1.2006 B. phoenicis Neste trabalho
Rutaceae S&o Francisco de Assis/RS 28.VI111.2007 B. phoenicis e Neste trabalho
B. obovatus
Rutaceae Recife/PE 30.111.2007 B. phoenicis Neste trabalho
Rutaceae Brasil ? B. phoenicis Oliveira, 1986
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Rutaceae Conchal/SP V.1967 B. obovatus Mesa-Cobo, 2005
Clerodendron speciosissimum Labiatae Piracicaba/SP V.2004 Eibgré?éeglzl)s Mesa-Cobo, 2005
Clerodendron speciosum Verbenaceae Piracicaba/SP VI1.2003 ?bzg?gg'z;s Mesa-Cobo, 2005
Cocos nucifera Arecaceae Itamaraca/PE 1.1999 B. pho~e nicis Mesa-Cobo, 2005
(Padréo 4)
Cocos nucifera Arecaceae Pariquera-Agu/SP IV.1998 B. pho~e nicis Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 2)
Arecaceae Piracicaba/SP 111.1998 B. pho§n|C|s Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Arecaceae Recife/PE V1.2003 B. aff. Mesa-Cobo, 2005
chamaedora
Arecaceae Janalba/MG 10.V.2007 B. phoenicis Neste trabalho
Arecaceae Pacaraima/RR 15.Vv.2007 B. phoenicis Neste trabalho
Arecaceae Sao Pedro/SP 16.1.2006 B. phoenicis Neste trabalho
Arecaceae Recife/PE 30.111.2007 B. phoenicis Neste trabalho
Arecaceae Goiana/PE VI1.1998/1X.2003 B. phoenicis Vasconcelos et al., 2005
Arecaceae ltamaraca/PE VI1.1998/1X.2003 B. phoenicis Vasconcelos et al., 2005
Arecaceae Recife/PE V1.1998/1X.2003 B. Vasconcelos et al., 2005
chamaedoreae
Arecaceae Recife/PE V1.1998/1X.2003 B. phoenicis Vasconcelos et al., 2005
Coffea arabica Rubiaceae Amparo/SP VI1.2002 B. phog nicis Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 2)
Rubiaceae Amparo/SP V1.2002 B. pho~en|C|s Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 3)
Rubiaceae Amparo/SP V1.2002 B. phoenicis Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Rubiaceae Bariri/SP V.1967 B. phoenicis Mesa-Cobo, 2005
(Padréo 4)
Rubiaceae Piracicaba/SP [11.2002 B. pho?mms Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Rubiaceae Jeriquara/SP VII.2001 B. pho§n|C|s Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 2)
Rubiaceae Jeriquara/SP VII1.2003 B. phoenicis Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Rubiaceae Lavras/MG XI1.1996 B. obovatus Mesa-Cobo, 2005
Rubiaceae Lavras/MG XI1.2004 B. phoenicis Mesa-Cobo, 2005
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(Padrao 2)
Rubiaceae Porto Feliz/SP 1.1967 B. pho~en|C|s Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Rubiaceae Santépolis/SP X1.1966 B. phoenicis Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Rubiaceae Urai/PA X11.2002 B. phoenicis Mesa-Cobo, 2005
(Padréo 4)
Rubiaceae Garga/SP IV.2003/VI1.2003 B. phoenicis Mineiro et al., 2006
Coffea arabica Rubiaceae Jeriquara/SP IV.2003/VI1.2003 B. phoenicis Mineiro et al., 2006
Rubiaceae Brasilia/DF 30.111.2006 B. phoenicis Neste trabalho
Rubiaceae Piracicaba/SP 2006 B. phoenicis Neste trabalho
Rubiaceae Campinas/SP 10.1.2006 B. phoenicis Neste trabalho
Rubiaceae BR 050/SP 14.1.2006 B. phoenicis Neste trabalho
Rubiaceae Piracicaba/SP 20.1v.2007 B. phoenicis Neste trabalho
Rubiaceae Vicosa/MG 10.V.2006 B. phoenicis Neste trabalho
Rubiaceae Araguari/MG 05.VIII.2007 B. phoenicis Neste trabalho
Rubiaceae Brasil ? B. phoenicis Oliveira, 1986
Rubiaceae Sao Paulo ? B. phoenicis Trindade & Chiavegato, 1994
Rubiaceae Matéo/SP V.1967 B. obovatus Mesa-Cobo, 2005
Commelina benghalensis Commelinaceae Jaboticabal/SP 11.-v.2001 B. phoenicis Maia & Oliveira, 2004
Cordyline terminalis Agavaceae Brasilia/DF 15.VI11.2005 B, obovatl_Js N Miranda et al., 2007
B. phoenicis
Agavaceae Brasilia/DF 26.VIll2005 B obovatuse Miranda et al., 2007
B. phoenicis
Agavaceae Nucleo Bandeirante/DF 29.VI11.2005 B, obovat_us_; € Miranda et al., 2007
B.phoenicis
Agavaceae Recanto Novo/MG 13.V.2006 B, Obovatl.JS. € Neste trabalho
B. phoenicis
Agavaceae Lavras/MG 09.V.2006 B, obovatg; € Neste trabalho
B. phoenicis
Croton campestris Euphorbiaceae Floriano/PI V.1993 B. phognlms Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Croton floribundus Euphorbiaceae Piracicaba/SP VI1.1998 B. phos:nlms Mesa-Cobo, 2005
(Padréo 2)
Cryosophila nana Arecaceae Piracicaba/SP 111.1998 "Dzbgz?aeglgl)s Mesa-Cobo, 2005
Cuphea gracilis Lythraceae Piracicaba/SP X.2003 B. obovatus Mesa-Cobo, 2005
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Brevipalpus
C_upre;su; SEMPEIVIres var. Cupressaceae Piracicaba/SP 111.1967 B. pho?mms Mesa-Cobo, 2005
piramidalis (Padrao 4)
L . . B. phoenicis
Cuspidaria convoluta Bignoniaceae Irauguba/CE VI1.1993 (Padrio 4) Mesa-Cobo, 2005
Dahlia sp. Asteraceae Atibaia/SP 1.1967 B. obovatus Mesa-Cobo, 2005
Davilla rugosa Dilleniaceae Cananéia/SP VI1.2002 B. pho§n|C|s Mesa-Cobo, 2005
(Padréo 2)
Delonix regia Fabaceae Piracicaba/SP V.1967 B. obovatus Mesa-Cobo, 2005
Desmodium sp. Fabaceae Matéo/SP VI1.1968 B. pho?mms Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Diodia sp. Rubiaceae Floriano/P| V.1993 B. phoenicis Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Diodia sp. Rubiaceae Pena Forte/CE VI1.1993 B. pho~en|C|s Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Diodia teres Rubiaceae Itaberaba/BA IV.1993 B. phoenicis Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Diospyrus kaki Ebenaceae Piracicaba/SP IV.2004 B. pho§n|C|s Mesa-Cobo, 2005
(Padréo 4)
Elaeis guianensis Arecaceae Igarassu/PE 1.1999 B. pho§n|C|s Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Emilia sonchifolia Asteraceae Duas Barras/CE VII1.1993 B('ng?gglzl)s Mesa-Cobo, 2005
Asteraceae Tapiramuta/BA V.1993 B. obovatus Mesa-Cobo, 2005
Encyclia acuta Orchidaceae Piracicaba/SP [11.2004 B. californicus Mesa-Cobo, 2005
Endlicheria paniculata Lauraceae Itu/SP VI1.2002 I?E'Ssp%gi\émz/;" Mesa-Cobo, 2005
Erigeron bonariensis Asteraceae Séo Paulo ? B. phoenicis Trindade & Chiavegato, 1994
Eriobothrya japonica Rosaceae Brasil ? B. phoenicis Oliveira, 1986
Esembeckia leiocarpa Rutaceae Piracicaba/SP VI11.2002 B. cassia Mesa-Cobo, 2005
Rutaceae Brasil ? B. phoenicis Oliveira, 1986
Rutaceae Piracicaba/SP VII11.2002 B. pho?mms Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 2)
Eugenia jambos Myrtaceae Piracicaba/SP VIII.2003 B. pho§n|C|s Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Eugenia ligustrina Myrtaceae Cananéia/SP VI1.2002 Eib‘;g?gglil)s Mesa-Cobo, 2005
Eupatorium pauciflorum Asteraceae Séo Paulo ? B. phoenicis Trindade & Chiavegato, 1994
Eupatorium sp. Asteraceae Cananéia/SP VI1.2001 B. cassia Mesa-Cobo, 2005
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. . B. phoenicis
Eupatorium sp. Asteraceae Pariquera-Acu/SP V1.2003 (Padrio 4) Mesa-Cobo, 2005
Euphorbia pulcherrima Euphorbiaceae Gama/DF 09.VI11.2007 B, gbggsgij; € Neste trabalho
Euphorbiaceae Recanto Novo/MG 13.V.2006 B. californicus Neste trabalho
Euphorbiaceae Sao Paulo ? B. phoenicis e Trindade & Chiavegato, 1994
B. obovatus
Euphorbia sp. Euphorbiaceae S&o Paulo ? B. phoenicis Trindade & Chiavegato, 1994
Euterpe edulis Arecaceae Cananéia/SP 1.2000 B. pho?mms Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 2)
Euterpe edulis Arecaceae Cananéia/SP X.2000 B. pho?mms Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 2)
Arecaceae Cananéia/SP X.1998 B. pho~en|C|s Mesa-Cobo, 2005
(Padréo 2)
Arecaceae Piracicaba/SP VI11.2000 B. phoenicis Mesa-Cobo, 2005
(Padréo 2)
Arecaceae Pariquera-Agu/SP VI1.2000 B. pho~e nicis Mesa-Cobo, 2005
(Padréo 2)
Arecaceae Pariquera-Agu/SP X.2000 B. pho~e nicis Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 2)
Euterpe sp. Arecaceae Recife/PE V1.1998 B. pho?mms Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
. B. phoenicis
Evolvulus sp. Convolvulaceae Governador de Zé Rosado/RN VI1.1993 (Padrio 4) Mesa-Cobo, 2005
Favelinha Jaicos/PI V.1993 B. obovatus Mesa-Cobo, 2005
Ficus carica Moraceae Campinas/SP 10.1.2006 B. phoenicis Neste trabalho
Ficus pumila Moraceae Piracicaba/SP VI11.2003 B. phoenicis Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Ficus pumila Moraceae Recanto Novo/MG 13.V.2006 B. phoenicis Neste trabalho
Fragaria sp. Rosaceae Piracicaba/SP VI1.2003 B. pho§n|C|s Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Fragaria vesca Rosaceae Brasilia/DF 26.1v.2006 B. phoenicis Neste trabalho
Gardenia jasminoides Rubiaceae Brasil ? B. phoenicis Oliveira, 1986
Geonoma brevispatha Arecaceae Cananéia/SP I\VV.2000 B. pho?mms Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 2)
Arecaceae Cananéia/SP VI1.2000 B. pho~en|C|s Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 2)
Arecaceae Piracicaba/SP 11.2000 B. phoenicis Mesa-Cobo, 2005
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(Padrao 2)
Arecaceae Sao Pedro/SP X.2000 B. phog nicis Mesa-Cobo, 2005
(Padréo 2)
. - B. phoenicis e
Geranium sp. Geraniaceae Brasilia/DF 12.X11.05 B. obovatus Neste trabalho
Gochnatia sp. Asteraceae Piracicaba/SP X1.1997 B. pho§n|C|s Mesa-Cobo, 2005
(Padréo 4)
Gossypium hirsutum Malvaceae Jaiba/MG 08.1V.2006 B. phoenicis Neste trabalho
Malvaceae Brasilia/DF 06.X11.2005 B. phoenicis Neste trabalho
Malvaceae Brasilia/DF 23.X1.2005 B. phoenicis Neste trabalho
Malvaceae Sao Roque/SP 11.1.2006 B. phoenicis Neste trabalho
Gossypium hirsutum Malvaceae Paracatu/MG 08.V.2006 B. phoenicis Neste trabalho
Gossypium sp. Malvaceae Brasil ? B. phoenicis Oliveira, 1986
. . : - B. obovatus e .
Grevillea banksii Primulaceae Brasilia/DF 15.VII1.2005 o Miranda et al., 2007
B. phoenicis
Primulaceae Brasilia/DF 26.VIIl.2005 B obovatuse Miranda et al., 2007
B. phoenicis
Primulaceae Nucleo Bandeirante/DF 29.VI1.2005 B, obovatg§ € Miranda et al., 2007
B. phoenicis
Grevillea robusta Primulaceae Jaboticabal/SP I.-v.2001 B. phoenicis Maia & Oliveira, 2004
Grevillea sp. Primulaceae Arapoti/SP 111.1997 B. pho?mms Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 2)
Hedera canariensis Araliaceae Piracicaba/SP VIII.2003 Eii:);;r&c:gglgl)s Mesa-Cobo, 2005
Araliaceae Piracicaba/SP VI1.2003 B. californicus Mesa-Cobo, 2005
Hevea brasiliensis Euphorbiaceae Piracicaba/SP XI11.1999 B. phognlms Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Euphorbiaceae Piracicaba/SP 3.X1.2003 B. phoenicis Mesa-Cobo, 2005
(Padréo 4)
. . B. phoenicis
Euphorbiaceae Pariquera-Agu/SP VI1.2002 (Padrio 2) Mesa-Cobo, 2005
Euphorbiaceae Pontes e Lacerda/MT V.1999 B. obovatus Mesa-Cobo, 2005
Hibiscus rosa-sinensis Malvaceae Brasilia/DF 15.VI11.2005 B. ObOVE‘.t‘%S Miranda et al., 2007
e.phoenicis
Hibiscus sp. Malvaceae Vicosa/MG IX.2003 B. pho?mms Mesa-Cobo, 2005
: (Padréo 4)
Malvaceae Aguas de Sao Pedro/SP 20.1.2006 B. phoenicis Neste trabalho
Malvaceae Sao Pedro/SP 16.1.2006 B. phoenicis Neste trabalho
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Malvaceae Piracicaba/SP 20.1v.2007 B, obovatg; € Neste trabalho
B. phoenicis
Malvaceae Trés Marias/MG 08.V.2006 B. phoenicis Neste trabalho
Malvaceae Holambra/SP 20.1.2006 B. phoenicis Neste trabalho
Malvaceae Sorocaima/RR 15.Vv.2007 B. phoenicis Neste trabalho
Malvaceae Recife/PE 30.111.2007 B, obovatg§ € Neste trabalho
B. phoenicis
Malvaceae Sao Paulo ? B. phoenicis e Trindade & Chiavegato, 1994
B. obovatus
Malvaceae Lavras/MG XI11.1996 B. obovatus Mesa-Cobo, 2005
Malvaceae Jaboticabal/SP I1.-v.2001 B. phoenicis Maia & Oliveira, 2004
Hippeastrum sp. Amaryllidaceae Santépolis/SP X1.1966 Eib‘;g?gglzl)s Mesa-Cobo, 2005
Hippeastrum sp. Amaryllidaceae Santopolis/SP X1.1966 B. obovatus Mesa-Cobo, 2005
Hydrangea macrophylla Hydrangeaceae Uruguaiana/RS 2007 B. phoenicis Neste trabalho
Hyptis pectinata Labiatae Pariquera-Agu/SP X.2003 %bgz?aeg'%s Mesa-Cobo, 2005
Inga sp. Fabaceae Pariquera-Agu/SP V1.2003 B. cassia Mesa-Cobo, 2005
. B. phoenicis
Inga sp. Fabaceae Pariquera-Agu/SP VI1.2003 (Padrio 4) Mesa-Cobo, 2005
. B. phoenicis
Inga sp. Fabaceae Vicosa/MG IX.2003 (Padrio 4) Mesa-Cobo, 2005
Ipomoea asarifolia Convolvulaceae Buriti/PlI V.1993 Eii:);;r&c:gglzl)s Mesa-Cobo, 2005
Ipomoea cairica Convolvulaceae Curitiba/PR 20.1.2005 B. phoenicis Maia & Buzzi, 2006
Ipomoea purpurea Convolvulaceae Ibotirama/BA V.1993 B. phog nicis Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Ipomoea sp. Convolvulaceae Brasil ? B. phoenicis Oliveira, 1986
Ipomoea sp. Convolvulaceae S&o Paulo ? B. phoenicis Trindade & Chiavegato, 1994
Jasminum sambac Oleaceae Piracicaba/SP X.1966 I?Ebp;r&crngglzl)s Mesa-Cobo, 2005
Justicia brandegeana Acanthaceae Brasila-DF 26.VIII.2005 B. phoenicis Miranda et al., 2007
Acanthaceae Sao Paulo ? B. phoenicis e Trindade & Chiavegato, 1994
B. obovatus
Lantana camara Verbenaceae Nucleo Bandeirante/DF 29.VI1.2005 B. phoenicis Miranda et al., 2007
Verbenaceae Brasil ? B. phoenicis Oliveira, 1986
Verbenaceae Séo Paulo ? B. phoenicis e Trindade & Chiavegato, 1994
B. obovatus
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Lantana sp. Verbenaceae Piracicaba/SP VIII.2003 Eii:);;r&c:gglzl)s Mesa-Cobo, 2005
Lantana undulata Verbenaceae Cananéia/SP XI11.2001 B. araucanus Mesa-Cobo, 2005
Leonotis nepetaefolia Lamiaceae Séo Paulo ? B. phoenicis Trindade & Chiavegato, 1994
Ligustrum lucidum Oleaceae Piracicaba/SP ? B. phoenicis Rodrigues & Nogueira, 1996
Ligustrum sinense Oleaceae Brasilia/DF 15.VI11.2005 B, obovatg; € Miranda et al., 2007
B. phoenicis
Oleaceae Brasilia/DF 30.111.2005 B. phoenicis Neste trabalho
Oleaceae Brasilia/DF 31.111.2005 B. phoenicis Neste trabalho
Oleaceae Brasilia/DF 02.V.2005 B. phoenicis Neste trabalho
Ligustrum sp. Oleaceae Piracicaba/SP VI1.2002 B. cassia Mesa-Cobo, 2005
Oleaceae Piracicaba/SP VI1.2003 B. phoenicis Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Ligustrum sp. Oleaceae Pariquera-Agu/SP VI1.2002 B. céssia Mesa-Cobo, 2005
Oleaceae Pariquera-Agu/SP VI1.2002 B. phoenicis Mesa-Cobo, 2005
(Padrdo 1)
Oleaceae Pariquera-Agu/SP VI1.2002 B. pho§n|C|s Mesa-Cobo, 2005
(Padréo 2)
Oleaceae Piracicaba/SP VI1.1999 B. phoenicis Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Oleaceae Piracicaba/SP VI1.2002 B. pho?mms Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Oleaceae Passo Fundo/RS 14.11.2007 B. phoenicis Neste trabalho
B. phoenicis,
Oleaceae Piracicaba/SP 29.X1.2004 B. californicus, Neste trabalho
B. obovatus e
B. cassia
Oleaceae Piracicaba/SP ? B. phoenicis Rodrigues & Nogueira, 1996
Oleaceae Atibaia/SP X.1999 B. obovatus Mesa-Cobo, 2005
Lippia alnifolia Verbenaceae Piritiba/BA IX.1993 B. obovatus Mesa-Cobo, 2005
Lippia sp. Verbenaceae Luis Antdnio/SP IX.2002 B. obovatus Mesa-Cobo, 2005
Verbenaceae Luis Antbnio/SP IX.2002 B. pho?mms Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 3)
Verbenaceae Pirassununga/SP VIII.2002 B. pho?mms Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 3)
Livistona sp. Arecaceae ltamaracé/PE VI11.1998 B. phoenicis Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Luffa cylindrica Cucurbitaceae Santépolis/SP X1.1966 B. phoenicis Mesa-Cobo, 2005
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(Padrao 4)
Lycianthes asarifolia Solanaceae Piracicaba/SP VI1.2003 B. obovatus Mesa-Cobo, 2005
Solanaceae Piracicaba/SP VI1.2003 B. phoenicis Mesa-Cobo, 2005
(Padréo 2)
Solanaceae Piracicaba/SP VI1.2003 B. phoenicis Mesa-Cobo, 2005
(Padréo 4)
. . B. phoenicis
Lycopersicum esculentum Solanaceae Vicosa de Ceara/CE X1.2000 (Padrio 4) Mesa-Cobo, 2005
Macroptilium sp. Fabaceae Governador de Zé Rosado/RN VI1.1993 B('ng?gglzl)s Mesa-Cobo, 2005
Fabaceae Ibotirama/BA V.1993 B. phog nicis Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Malpighia emarginata Malpighiaceae Recife/PE V.2001/111.2002  B. californicus Barbosa et al., 2003
Malpighiaceae Recife/PE V.2001/111.2002 B. phoenicis Barbosa et al., 2003
Malpighia emarginata Malpighiaceae Recife/PE VIII.2002 B. californicus Mesa-Cobo, 2005
A . B. phoenicis
Malpighiaceae Vicosa/MG [X.2003 (Padrio 2) Mesa-Cobo, 2005
B. obovatus,
Malpighiaceae Recife/PE 30.111.2007 B. phoenicis e Neste trabalho
B. californicus
Malpighiaceae Lavras/MG 09.V.2006 B. phoenicis Neste trabalho
Malpighiaceae Recife/PE VI1.1998/1X.2003  B. californicus Vasconcelos et al., 2005
Malpighiaceae Recife/PE V1.1998/1X.2003 B. phoenicis Vasconcelos et al., 2005
Malvaviscus mollis Malvaceae Jaboticabal/SP I1.-V.2001 B. phoenicis Maia & Oliveira, 2004
Manihot esculenta Euphorbiaceae Jandira/MA 11.1989 "Dzbgz?aeglzl)s Mesa-Cobo, 2005
Euphorbiaceae Piritiba/BA X.1991 B. obovatus Mesa-Cobo, 2005
Euphorbiaceae Piritiba/BA X1.1993 B. obovatus Mesa-Cobo, 2005
Euphorbiaceae Piritiba/BA VI1.1993 B. pho§n|C|s Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Euphorbiaceae Piritiba/BA 1X.1993 B. phoenicis Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Manihot sp. Euphorbiaceae Fortaleza/CE VI1.1970 B. phoenicis Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Manihot sp. Euphorbiaceae Brasil ? B. phoenicis Oliveira, 1986
Matayba cf. guianensis Sapindaceae Miranda/MS V.1993 "Dzbgz?aeglzl)s Mesa-Cobo, 2005
Maxilaria proenicanthera Orchidaceae Piracicaba/SP [11.2004 B. californicus Mesa-Cobo, 2005
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Melissa officinalis Lamiaceae Piracicaba/SP 111.1967 B. obovatus Mesa-Cobo, 2005
Melissa officinalis Lamiaceae Piracicaba/SP 111.1967 Eibgré?éeglzl)s Mesa-Cobo, 2005
Mentha piperita Labiatae Lavras/MG XI1.1996 B. obovatus Mesa-Cobo, 2005
Mespilus germénica Rosaceae Piracicaba/SP IX.1967 I?bgfé?aeglzl)s Mesa-Cobo, 2005
Michelia champaca Magnoliaceae S&o Paulo ? B. phoenicis Trindade & Chiavegato, 1994
Mikania sp. Asteraceae Pariquera-Agu/SP X.2003 "Dzbgg?gglil)s Mesa-Cobo, 2005
Mimosa caesalpiniaefolia Mimosaceae Jaboticabal/SP I.-v.2001 B. phoenicis Maia & Oliveira, 2004
Momordicae charantia Cucurbitaceae Brasil ? B. phoenicis Oliveira, 1986
Cucurbitaceae Sao Paulo ? B. phoenicis Trindade & Chiavegato, 1994
Mucuna altissima Fabaceae Cananéia/SP XI11.2001 B. pho~en|C|s Mesa-Cobo, 2005
(Padréo 2)
Fabaceae Pariquera-Acu/SP X.2001 B. phoenicis Mesa-Cobo, 2005
(Padréo 2)
Murraya exotica Rutaceae Piracicaba/SP VII11.2002 B. pho§n|C|s Mesa-Cobo, 2005
(Padréo 2)
Musa cavendishii Musaceae Brasil ? B. phoenicis Oliveira, 1986
Musa sapientum Musaceae Piracicaba/SP IX.1995 B('ng?gglzl)s Mesa-Cobo, 2005
Musa sp. Musaceae Camaragibe/PE VI1.1998/1X.2003 B. phoenicis Vasconcelos et al., 2005
Musa sp. Musaceae Recife/PE VI1.1998/1X.2003 B. phoenicis Vasconcelos et al., 2005
Musaceae Lavras/MG 09.V.2006 B. phoenicis Neste trabalho
Myrcia fallax Myrtaceae Pariquera-Acu/SP X.2002 B. obovatus Mesa-Cobo, 2005
. . B. phoenicis
Myrcia fallax Myrtaceae Pariquera-Agu/SP X.2003 (Padrio 4) Mesa-Cobo, 2005
. . . . B. phoenicis
Myrcia guianensis Myrtaceae Pirassununga/SP VII1.2002 (Padro 2) Mesa-Cobo, 2005
Myrtaceae Pirassununga/SP IX.1990 B. pho§n|C|s Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Myrcia venulosa Myrtaceae Sao Carlos/SP IX.2002 I?E'Ssp%gi\leogfl Mesa-Cobo, 2005
Myrcia venulosa Myrtaceae Sao Carlos/SP IX.2002 B. cassia Mesa-Cobo, 2005
Mystacidium distichum Orchidaceae Piracicaba/SP [11.2004 B. californicus Mesa-Cobo, 2005
Orchidaceae Piracicaba/SP [11.2004 B. pho~en|C|s Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Nectandra membranacea Lauraceae Cananéia/SP 11.2001 B. tuberellus Mesa-Cobo, 2005
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Neonotonia wightii Fabaceae Piracicaba/SP X.1999 B. pho?mms Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Ocimum basilicum Lamiaceae Gama/DF 09.VI11.2007 B, obovatg; € Neste trabalho
B. phoenicis
Lamiaceae Sé&o Cristovao/SE [11.2006 B. obovatus Poderoso et al., 2006
Oncidium flexvosum Orchidaceae Piracicaba/SP [11.2004 B. californicus Mesa-Cobo, 2005
Ophiopogon japonicus Liliaceae Piracicaba/SP IV.2003 "Dzbgz?aeglzl)s Mesa-Cobo, 2005
Orquidea Orchidaceae Amparo/SP XI1.1999 B. californicus Mesa-Cobo, 2005
Orquidea Orchidaceae Piracicaba/SP V1.1998 B. californicus Mesa-Cobo, 2005
Pachira aquatica Bombacaceae Piracicaba/SP VIII.2003 B. pho?mms Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
o : L B. phoenicis
Pachystroma longifolium Euphorbiaceae Piracicaba/SP V1.1998 (Padrio 4) Mesa-Cobo, 2005
Passiflora edulis Passifloraceae Foz do Iguacgu/PR XI1.2003 ?bzg?gg'z;s Mesa-Cobo, 2005
Passiflora edulis Passifloraceae Maranhdo/MA XI1.2003 B. obovatus Mesa-Cobo, 2005
Passifloraceae Pariquera-Agu/SP VI1.2002 B. pho~e nicis Mesa-Cobo, 2005
(Padréo 2)
Passifloraceae Recife/PE VII11.2002 B. pho?mms Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Passifloraceae Vicosa de Ceara/CE X.2002 B. pho~e nicis Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Passifloraceae Vicosa de Ceara/CE X.2002 B. phog nicis Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Passiflora nitida Passifloraceae Piritiba/BA 1111993 B. phoenicis Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Passifloraceae Piritiba/BA IV.1993 B. obovatus Mesa-Cobo, 2005
Passiflora sp. Passifloraceae Vicosa/MG IX.2003 B. pho~e nicis Mesa-Cobo, 2005
(Padréo 4)
Passifloraceae Brasilia/DF 23.X1.2005 B. phoenicis Neste trabalho
Passifloraceae Sao Luis/MA 11.X1.2005 B. obovatus Neste trabalho
Passifloraceae Brasil ? B. phoenicis Oliveira, 1986
Pastomon sp. Santa Maria/RS 26.1X.2007 B. obovatus Neste trabalho
Pelargonium hortorum Geraniaceae Piracicaba/SP ? B. phoenicis Nogueira et al., 2003
Pentas lanceolata Rubiaceae Séo Paulo ? B. phoenicis e Trindade & Chiavegato, 1994
B. obovatus
Pereskia grandifolia Cactaceae Piracicaba/SP 111.1967 B. phoenicis Mesa-Cobo, 2005
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(Padrao 4)
Peschiera fuchsiaefolia Sao Paulo ? B. phoenicis Trindade & Chiavegato, 1994
Petunia sp. * Solanaceae Piracicaba/SP 1.1967 B. obovatus Mesa-Cobo, 2005
B. phoenicis;
Peumus boldas S&o Paulo ? B. obovatus e Trindade & Chiavegato, 1994
B. californicus
Picus sp. S&o Paulo ? B.obovatus Trindade & Chiavegato, 1994
Piper pellanthus Piperaceae Brasil ? B. phoenicis Oliveira, 1986
Pithecellobium avaremotemo Mimosaceae Brasilia/DF 06.1X.2005 B. phoenicis Miranda et al., 2007
Pithecoctenium crucigerum Bignoniaceae Luis Antdnio/SP XI11.2001 B(i:)[;r&(:gglzl)s Mesa-Cobo, 2005
Pittosporum tobira Pittosporaceae Piracicaba/SP VIII.2003 B. pho?mms Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Pittosporaceae Piracicaba/SP 1X.1967 B. phoenicis Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Plumeria sp. Apocynaceae Belo Horizonte/MG 111.2004 B. phoenicis Mesa-Cobo, 2005
(Padréo 2)
Podranea ricasoliana Bignoniaceae Calia/SP 1.1967 B. pho§n|C|s Mesa-Cobo, 2005
(Padréo 4)
Polyscias guilfoylei Araliaceae Brasilia/DF 15.VII1.2005 B. obovatus e Miranda et al., 2007
B. phoenicis
Araliaceae Paracatu/MG 08.V.2006 B. phoenicis Neste trabalho
Poncirus trifoliata Rutaceae Brasil ? B. phoenicis Oliveira, 1986
Pothomorphe sidaefolia Piperaceae Piracicaba/SP 111.1967 B. pho?mms Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Prunus persica Rosaceae Piracicaba/SP IX.1966 B. phognlms Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Rosaceae Brasil ? B. phoenicis Oliveira, 1986
- . o B. phoenicis
Psidium guajava Myrtaceae Piracicaba/SP X1.2003 ~ Mesa-Cobo, 2005
(Padréo 4)
B. phoenicis
Myrtaceae Foz do Iguacgu/PR XI11.2003 (Padrio 4) Mesa-Cobo, 2005
Myrtaceae Luis Antdnio/SP X.2000 B. pho§n|C|s Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Myrtaceae Piracicaba/SP VI1.2002 B. pho?mms Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Myrtaceae Brasil ? B. phoenicis Oliveira, 1986
Myrtaceae Fernando de Noronha/PE V1.1998/1X.2003 B. phoenicis Vasconcelos et al., 2005
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Myrtaceae Sirinhaém/PE VI1.1998/1X.2003 B. phoenicis Vasconcelos et al., 2005
Pterocaulon lanatum Asteraceae Sao Paulo ? B. phoenicis Trindade & Chiavegato, 1994
Pterolepis glomerata Melastomataceae Cananéia/SP VI11.2002 BE'SSppégi\leO\llfl Mesa-Cobo, 2005
Melastomataceae Cananéia/SP VI1.2002 B. cassia Mesa-Cobo, 2005
: B. phoenicis
Ptychosperma sp. Arecaceae Campinas/SP IX.2000 (Padrio 2) Mesa-Cobo, 2005
Punica granatum Punicaceae Brasil ? B. phoenicis Oliveira, 1986
Lythraceae Piracicaba/SP 111.1967 B. obovatus Mesa-Cobo, 2005
Pyrostegia venusta Bignoniaceae Lago Norte/DF 13.1X.2005 B. phoenicis Miranda et al., 2007
Bignoniaceae Piracicaba/SP VII1.2003 B. phoenicis Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Bignoniaceae Luis Antdnio/SP XI11.2001 B. obovatus Mesa-Cobo, 2005
Bignoniaceae Lavras/MG 09.v.2006 B:Phoenicis e Neste trabalho
B. obovatus
Pyrus communis Rosaceae Brasil ? B. phoenicis Oliveira, 1986
Pyrus malus Rosaceae Embu-Guagu/SP 1.1967 B. pho§n|C|s Mesa-Cobo, 2005
(Padréo 4)
Pyrus malus Rosaceae Brasil ? B. phoenicis Oliveira, 1986
Rhododendron sp. Ericaceae Cananéia/SP X.2002 B('ng?gglil)s Mesa-Cobo, 2005
Ericaceae Piracicaba/SP VII11.2002 B. californicus Mesa-Cobo, 2005
Ericaceae Piracicaba/SP VII1.1999 B. phoenicis Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Ericaceae ltu/SP VII1.2002 B. phoenicis Mesa-Cobo, 2005
(Padréo 2)
Ericaceae Piracicaba/SP V.1967 B. phoenicis Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Ericaceae Vicosa/MG 1X.2003 B. phoenicis Mesa-Cobo, 2005
(Padréo 4)
Ericaceae ltu/SP VII11.2002 B. californicus Mesa-Cobo, 2005
Ericaceae Piracicaba/SP IX.1967 B. obovatus Mesa-Cobo, 2005
Richardia brasiliensis Rubiaceae Sao Paulo ? B. phoenicis Trindade & Chiavegato, 1994
Ricinus communis Euphorbiaceae Luziania/GO 19.XI11.2005 B. phoenicis Neste trabalho
Rosmarinus officinalis Labiatae Piracicaba/SP 111.1967 B. pho?mms Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Rosmarinus officinalis Labiatae Brasil ? B. phoenicis Oliveira, 1986
Roystonea oleracea Arecaceae Piracicaba/SP 111.1998 B. phoenicis Mesa-Cobo, 2005
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(Padrao 2)
Rubus idaeus Rosaceae Piracicaba/SP 1.1967 B. obovatus Mesa-Cobo, 2005
S. palinacanthum Ponte de Itabapoana/RJ VI.2003 B. phoenicis Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Salvia sp. Labiatae Piracicaba/SP VI1.2002 B. cassia Mesa-Cobo, 2005
Schefflera actinophylla Araliaceae Lago Norte/DF 13.1X.2005 B.phoenicis Miranda et al., 2007
Araliaceae Lavras/MG 09.V.2006 B. phoenicis Neste trabalho
Schefflera arboricola Araliaceae Brasilia/DF 26.VI111.2005 B. californicus Miranda et al., 2007
e B. phoenicis
Araliaceae Nucleo Bandeirante/DF 29.VI1.2005 B. californicus Miranda et al., 2007
e B. phoenicis
Araliaceae Lavras/MG 09.V.2006 B. phoenicis Neste trabalho
Sechium edule Cucurbitaceae Campinas/SP 10.1.2006 B. phoenicis e Neste trabalho
B. obovatus?
Cucurbitaceae Brasil ? B. phoenicis Oliveira, 1986
Cucurbitaceae Lavras/MG XI1.1996 B. obovatus Mesa-Cobo, 2005
Cucurbitaceae Piracicaba/SP 1966 B. obovatus Mesa-Cobo, 2005
Seneas brasiliensis Cucurbitaceae S&o Paulo ? B. phoenicis Trindade & Chiavegato, 1994
Senna macranthera Caesalpiniaceae Piracicaba/SP VII11.2003 I?Ebp;r&crngglzl)s Mesa-Cobo, 2005
Senna occidentalis Caesalpiniaceae Ibotirama/BA V.1993 B('ng?gglzl)s Mesa-Cobo, 2005
Sida carpinifolia Malvaceae Sao Paulo ? B. phoenicis Trindade & Chiavegato, 1994
Malvaceae Sao Paulo ? B. phoenicis Trindade & Chiavegato, 1994
Malvaceae Jaboticabal/SP 111.-v.2001 B. phoenicis Maia & Oliveira, 2004
Malvaceae Brejoes/BA IV.1993 B. obovatus Mesa-Cobo, 2005
Sida rhombifolia Malvaceae Séo Paulo ? B. phoenicis Trindade & Chiavegato, 1994
Sida sp. Malvaceae Sao Paulo ? B.californicus Trindade & Chiavegato, 1994
Solanum americanum Solanaceae Piracicaba/SP XI11.2003 "Dzbgz?aeglzl)s Mesa-Cobo, 2005
Malvaceae Aracati/CE 21.1X.2007 B. phoenicis Neste trabalho
Solanum asperolanatum Solanaceae Barbalha/CE 2.X11.2000 B('ng?gglzl)s Mesa-Cobo, 2005
Solanaceae Barbalha/CE VI1.2001 B. pho?mms Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Solanaceae Barbalha/CE VI1.2001 B. phoenicis Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Solanaceae Crato/CE X.2000 B. phoenicis Mesa-Cobo, 2005
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(Padrao 4)
Solanum gilo Solanaceae Lavras/MG XI11.1996 B. obovatus Mesa-Cobo, 2005
Solanum paniculatum Solanaceae Barbalha/CE IX.2000 B. phognlms Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Solanaceae Ceara/CE X.2000 B. phoenicis Mesa-Cobo, 2005
(Padréo 4)
Solanaceae Ceardmirim/RN X.2002 B. pho§n|C|s Mesa-Cobo, 2005
(Padréo 4)
Solanaceae Itaberaba/BA IV.1993 B. obovatus Mesa-Cobo, 2005
Solanaceae Piracicaba/SP X.1995 B. pho§n|C|s Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Solanaceae Piritiba/BA VII1.1991 B. phoenicis Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Solanaceae Recife/PE X.2002 B. phoenicis Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Solanaceae Séo Paulo ? B. phoenicis Trindade & Chiavegato, 1994
B. phoenicis
Solanum sp. Acanthaceae Iguape/SP X.2003 (Padrio 4) Mesa-Cobo, 2005
Solanum sp. Solanaceae ltaqui/RS X.2004 B. pho§n|C|s Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 1)
Solanum sp. Solanaceae Sao Carlos/SP XI11.2001 B. pho?mms Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Solanum violaefolium Solanaceae Piracicaba/SP X1.1999 B. pho?mms Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Syagrus cocoides Arecaceae Campinas/SP V.2000 B. phog nicis Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Syagrus oleracea Arecaceae S&o Pedro/SP VI11.2000 B. phoenicis Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Syagrus romanzoffiana Arecaceae Piracicaba/SP VII11.2002 B. pho§n|C|s Mesa-Cobo, 2005
(Padrédo 1)
Arecaceae Piracicaba/SP VII11.2000 B. pho?mms Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 2)
. B. phoenicis
Symplocos obovata Symplocaceae Pirassununga/SP XI11.2001 (Padrio 4) Mesa-Cobo, 2005
Tabebuia roseo-alba Bignoniaceae Brasil ? B. phoenicis Oliveira, 1986
Tabebuia sp. Bignoniaceae Campinas/SP VII.1967 Eibgré?éeglzl)s Mesa-Cobo, 2005
Tecoma stans Bignoniaceae Brasilia/DF 15.VI11.2005 B. obovatus e Calvoso-Miranda et al., 2007
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B. phoenicis
Bignoniaceae Nucleo Bandeirante/DF 29.VI1.2005 B, obovatg; € Miranda et al., 2007
B. phoenicis
Bignoniaceae Brasilia/DF 15.VI11.2005 B. obovatus e Neste trabalho
B. phoenicis
Bignoniaceae Cataldo/GO 14.1.2006 B. phoenicis Neste trabalho
Terminalia catappa Combretaceae Piracicaba/SP X.2004 "Dzbgz?aeglzl)s Mesa-Cobo, 2005
Terminalia catappa Combretaceae Brasil ? B. phoenicis Oliveira, 1986
Thea sinensis Theaceae Pariquera-Acu/SP VII.1967 B. pho§n|C|s Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Thea sinensis Theaceae Brasil ? B. phoenicis Oliveira, 1986
Theobroma cacao Sterculiaceae Brasil ? B. phoenicis Oliveira, 1986
Theobroma leiocarpum Sterculiaceae Piracicaba/SP VII.1967 Ezbgfé?éeglzl)s Mesa-Cobo, 2005
Thumbergia alata Acanthaceae Iguape/SP VI1.2003 B. californicus Mesa-Cobo, 2005
Acanthaceae Iguape/SP VI1.2003 B. cassia Mesa-Cobo, 2005
B. phoenicis
Acanthaceae Iguape/SP X.2003 (Padrio 4) Mesa-Cobo, 2005
Acanthaceae Pariquera-Acu/SP VI1.2003 B. obovatus Mesa-Cobo, 2005
Thumbergia erecta Acanthaceae Aguas de S&o Pedro/SP ? B. phoenicis Nogueira et al., 2003
Typha dominguensis Typhaceae Brasil ? B. phoenicis Oliveira, 1986
Verbena sp. Verbenaceae Pariquera-Acu/SP X.2003 B. phog nicis Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 1)
Vernonia polyanthes Asteraceae Andradas/MG V.1967 Eibgré?éeglzl)s Mesa-Cobo, 2005
Vernonia scorpioides Asteraceae Cananéia/SP VI1.2002 B. cassia Mesa-Cobo, 2005
Asteraceae Cananéia/SP X11.2001 B. phoenicis Mesa-Cobo, 2005
(Padrédo 1)
Asteraceae Cananéia/SP VI1.2002 B. pho§n|C|s Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 1)
Asteraceae Pariquera-Acu/SP XI11.2001 B. pho~e nicis Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 4)
Vernonia sp. Asteraceae Cananéia/SP X.2001 B. pho?mms Mesa-Cobo, 2005
(Padrao 2)
Asteraceae Pariquera-A¢u/SP 111.2002 B. phog nicis Mesa-Cobo, 2005
(Padrdo 1)
Vigna unguiculata Fabaceae Ibotirama/BA V.1993 B. phoenicis Mesa-Cobo, 2005
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(Padrao 4)

Fabaceae Piritiba/BA 11.1991 B. obovatus Mesa-Cobo, 2005
Vitis sp. Vitaceae Campinas/SP 10.1.2006 B. phoenicis Neste trabalho

Vitaceae Lagoa Grande/MG 19.XI11.2005 B. phoenicis Neste trabalho
Vitis vinifera Vitaceae Brasil ? B. phoenicis Oliveira, 1986
Waltheria indica Sterculiaceae S&o Paulo ? B. phoenicis Trindade & Chiavegato, 1994
Zanthoxyllum hyemale Rutaceae Piracicaba/SP VI1.2002 B. cassia Mesa-Cobo, 2005
Zanthoxyllum rhoifolium Rutaceae [tu/SP VII1.2002 B. californicus Mesa-Cobo, 2005
Zanthoxyllum rhoifolium Rutaceae ltu/SP VI11.2002 B. cassia Mesa-Cobo, 2005
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CAPITULO 2
CARACTERIZACAO MORFOMETRICA DE POPULACOES DO ACARO

BREVIPALPUS CHILENSIS BANKS (TENUIPALPIDAE) DE DIFERENTES
LOCALIDADES E HOSPEDEIROS NO CHILE

Resumo

Estudos sobre a variabilidade morfométrica entre populagbes do acaro
quarentenario Brevipalpus chilensis Banks sdo importantes para dar subsidio a uma
acurada identificacdo de espécimes interceptados em pontos de entrada no pais;
para avaliar a ocorréncia de categorias subespecificas ou popula¢cdes hospedeiro-
especificas e contribuir ao conhecimento da sistematica de acaros do género
Brevipalpus Donnadieu. Este trabalho teve como objetivo descrever a variabilidade
fenotipica de B. chilensis entre populacdes de diferentes hospedeiros e localidades
no Chile, usando métodos de morfometria multivariada (Analise de Componentes
Principais e Analise de Variaveis Canodnicas), e investigar se a variacdo observada
estava relacionada com hospedeiro ou localidade de origem. Foram obtidas
amostras de 12 populacfes de B. chilensis, de quatro hospedeiros e 10 localidades
do Chile e foram selecionadas de 10 a 15 fémeas de cada populacdo para serem
estudadas. Foram tomadas medidas de 18 caracteres (comprimento e largura do
idiossoma e comprimento de setas ventrais, propodossomais e histerossomais). As
analises foram conduzidas para seis combinacdes de populacdes. Os resultados
indicam que B. chilensis apresenta variabilidade morfométrica intra e
interpopulacional. Ndo se observou a formacdo de agrupamentos isolados de
populacdes que justificassem a distingdo de categorias subespecificas. As analises
mostraram que a variabilidade morfométrica em B. chilensis apresenta relacdo com
a planta hospedeira. Entretanto, ndo se observou a ocorréncia de um padrao de
variabilidade morfométrica relacionada com a localidade de origem das amostras. A
caracterizacdo morfométrica de B. chilensis revelou o potencial de caracteres,
anteriormente nao explorados como Uteis para distincdo entre o acaro quarentenario

B. chilensis e B. obovatus Donnadieu.

Palavras-chave:canfnicas, Componentes Principais, morfometria multivariada.
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MORPHOMETRIC CHARACTERIZATION OF THE MITE BREVIPALPUS
CHILENSIS BANKS (TENUIPALPIDAE) FROM DIFFERENT LOCALITIES AND
HOSTS IN CHILE

Abstract

Studies on the morphometric variability among populations of the quarantine
mite Brevipalpus chilensis Banks are important to give support to an accurate
identification of intercepted specimens in entry points into the country; to evaluate the
occurrence of subspecific categories or host-specific populations and contribute to
the knowledge of the Brevipalpus Donnadieu mites systematic. This work aimed to
describe B. chilensis phenotypic variability among populations of different hosts and
localities in Chile, using morphometric multivariate analysis (Principal Component
Analysis and Canonical Variable Analysis), and investigate if the observed variation
was associated with the host or original locality. Samples of 12 B. chilensis
populations from 4 hosts and 10 localities in Chile were obtained and from 10 to 15
females of eah population were selected to be studied. Measures of 18 characters
(idiosoma lenght and width; length of ventral, propodosomal and histerosomal seta)
were taken. Analyses were conducted to six combinations of populations. Results
indicate that B. chilensis presents intra and interpopulational morphometric variability.
The occurrence of isolated clusters among the studied populations that could justify
distintion of subspecific categories was not observed. Analysis showed that the
morphometric variation in B. chilensis is related to the host plant. However the
occurrence of a morphometric pattern associated with the locality of origin was not
observed. The morphometric characterization of B. chilensis revealed the potential of
characters, previously not explored, as useful to the distinction between the

quarantine mite B. chilensis and B. obovatus Donnadieu.

Key-words: canonical, Principal Components, multivariate morphometry.
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2. Introducéao

O é&caro tenuipalpideo Brevipalpus chilensis Baker é endémico do Chile,
ocorre atualmente entre as terceira e décima regides e apresenta cerca de 35
hospedeiros, destacando-se uva, kiwi e citros (Gonzélez, 1983). Este acaro fitéfago
causou e vem causando perdas significativas de até 30% em videiras. Nas demais
culturas ndo foram realizadas avaliacdes quantitativas sobre o impacto do acaro,
mas as populacdes encontradas sdo bastante numerosas. As infestacbes de
frutiferas pelo acaro tém sido mais intensas entre as 62 e 72 regides (Gonzalez,
1983).

O Chile tornou-se, a partir de meados da década de 80, um vigoroso
exportador. Atualmente, um dos principais produtos de exportagcdo para o mundo
sao frutas frescas (Mussa & Carvalho, 02/02/2008). Entre os diversos importadores
destas frutas esta o Brasil. Considerando as cinco principais frutas frescas
exportadas para o Brasil temos, na temporada 2005/2006, uva (664.289 caixas) e
kiwi (237.637 caixas) (Asoex, 05/06/2006), hospedeiros de B. chilensis.

Brevipalpus chilensis € considerado uma praga quarentenaria para o Brasil
(SISLEGIS, 02/02/2008) e em diversos outros paises. Portanto, além de danos a
culturas de importancia econdémica no Brasil, especialmente uva e citros, a
introducdo de B. chilensis no pais podera levar a restricdes nas exportacdes de
frutas frescas nacionais para importantes mercados.

No Chile encontram-se outras espécies do género Brevipalpus, as
cosmopolitas B. californicus (Banks) e B. obovatus Donnadieu e as endémicas B.
tarus Gonzélez, B. cortesi Gonzalez e B. araucanus Gonzalez (Trincado et al.,
2004).

A espécie B. chilensis tem sido interceptada em lotes de uvas e kiwis frescos,
provenientes do Chile, no Laboratério de Quarentena Vegetal da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia, em Brasilia, DF (Navia, Comunicacdo pessoal®). Do
mesmo modo, lotes de frutas frescas do Chile tém sido interceptados nos EUA,
devido a presenca de B. chilensis. Isto indica o alto potencial de introducéo da praga

através do comércio de frutas frescas.

> Comunicagdo Pessoal. Dra Denise Navia, Pesquisadora da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia,
Brasilia.
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A necessidade da utilizacdo de conjuntos multivariados de caracteres no
estudo de variacdo de organismos foi reconhecida ha muito tempo por sistematas e
evolucionistas. O desenvolvimento de métodos de analise multivariada, e em
particular, a disponibilidade de softwares estatisticos, permitiram que os sistematas e
evolucionistas se dedicassem aos problemas relacionados a covari¢cdo de caracteres
dentro e entre populagbes. A morfometria multivariada permite a deteccdo de
variagdo em caracteres quantitativos, bem como, a avaliacdo dos padrdes das
relacdes fenéticas (Reis, 1988).

Descricdoes morfologicas de B. chilensis encontram-se em Baker (1949),
Pritchard & Baker (1958) e Gonzalez (1983). Entretanto, estudos morfométrios com
a espécie ndo foram realizados até o momento. Esta espécie € morfologicamente
muito préxima a B. obovatus Donnadieu, acaro cosmopolita de comum ocorréncia no
Brasil. Informacdes detalhadas sobre a variabilidade morfométrica entre populacdes
do acaro B. chilensis sdo importantes para dar subsidio a uma acurada identificacao
de espécimes interceptados em pontos de entrada no pais. Estas informacgfes
também podem contribuir ao conhecimento da sistematica de acaros do género
Brevipalpus Donnadieu, e a avaliacdo da ocorréncia de categorias subespecificas ou
de diferenciacao entre populacdes associadas a diferentes hospedeiros.

Este trabalho teve como objetivos descrever a variabilidade fenotipica de B.
chilensis, quantitativamente, entre populacdes de diferentes hospedeiros e
localidades no Chile, por meio de métodos de morfometria multivariada; e investigar
se a variacdo observada estava relacionada com a localidade geogréafica ou com

hospedeiros.
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2.1 Revisado de Literatura

2.1.1 Brevipalpus chilensis Baker (1949)

A espécie Brevipalpus chilensis foi descrita em 1949 por Baker, a partir de
dois exemplares, fémeas, coletados em liméo procedente do Chile, interceptado pela
Divisdo de Quarentena Vegetal em Nova York (Gonzélez, 1958). Nas décadas
seguintes, a praga alcancou densidades histéricas, causando danos aos troncos de
videiras. Neste momento, intensificaram-se os estudos sobre o acaro (Gonzélez,
1983; DPA, 2006).

Brevipalpus chilensis, como a prépria nomenclatura indica, € uma espécie
nativa do Chile e sua presenca ndo foi relatada em outros paises. Este &caro é
considerado praga quarentenaria para diversos paises (Gonzalez, 1983; DPA,
2006), inclusive para o Brasil (SISLEGIS, 02/02/2008).

O Chile se divide em 15 regides administrativas, desde o Norte ao Sul,
incluindo a Regido Metropolitana, onde se encontra a capital Santiago (Gobierno de
Chile, 02/02/2008). O acaro B. chilensis se encontra distribuido entre a terceira e a
décima regido (Trincado et al., 2004).

Brevipalpus chilensis apresenta cerca de 35 hospedeiros, sendo o principal a
videira, Vitis vinifera L., especialmente as variedades européias Cot Rouge,
Semillébn-Sauvignon e Cabernet, utilizadas para a producdo de vinhos vermelhos.
Em uvas de mesa a espécie € encontrada atacando as variedades Ribier e Cardinal
(Gonzalez, 1958). E muito comum a ocorréncia em kiwi, citros e ligustro, em outras
plantas ornamentais e florestais (Gonzéalez, 1983).

As infestacfes por B. chilensis em pomares de uva podem causar a morte
dos brotos em funcéo da desidratacdo dos tecidos. As populacdes sdo observadas
na face inferior das folhas, as quais adquirem aspecto descolorido, com
bronzeamento e manchas avermelhadas intercaladas e com enrolamento dos
bordos para baixo. O aspecto final € de manchas marrons com necroses. Como
resultado do ataque das folhas, os brotos novos e internddios sdo menores, ocorre
desidratacdo da raquis e das hastes, e conseqientes perdas na producao
(Gonzélez, 1983). O mosto resultante das uvas provenientes de plantas atacadas
apresenta menor graduacdo alcodlica (Gonzalez, 1958). Em algumas regides do

Chile foram observadas perdas de até 30% da producdo de videiras devido as
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infestacBes por B. chilensis (Gonzéalez, 1983). Também ja foram observados danos
significativos em plantacdes de kiwi (Gonzélez, 1986). Nos altiplanos do norte do
Chile, bem como na llha de Pascoa, a espécie que ataca as videiras é B. obovatus
(Gonzalez, 1983).

Como os outros acaros do género Brevipalpus, B. chilensis apresenta
coloracdo avermelhada, corpo plano e movimentos lentos (Gonzalez, 1983). No
trabalho de Baker (1949) encontra-se somente a descricdo da fémea. Em Pritchard
& Baker (1958) ha ilustracbes do macho e da ninfa, anteriormente desconhecidos,
além de novos relatos sobre a distribuicdo geografica da espécie. Gonzéalez (1958)
estudou a biologia e o controle do acaro B. chilensis, em laboratério e no campo.
Nessa mesma publicagcdo encontram-se descricdes da fémea, macho, ovo,
protoninfa e deutoninfa, incluindo pranchas de desenho da espécie. Apesar de ser
um dos trabalhos mais completos, s0 sdo apresentadas as medidas de
comprimento, largura e comprimento+rostro.

Mesa-Cobo (2005) estudou acaros da familia Tenuipalpidae na América do
Sul e apresentou medi¢cdes de caracteres morfolégicos da fémea, macho e
deutoninfa de B. chilensis, de quatro localidades do Chile e 18 hospedeiros. A autora
apresenta medidas de caracteres do dorso e do ventre da fémea, do dorso do

macho e da deutoninfa.

2.1.2 Morfometria Multivariada

A prética de quantificar fenbmenos por meio de modelos matematicos e
métodos estatisticos esta estabelecida em diversos ramos da biologia. A morfologia
acompanhou esta tendéncia a partir da percepcgao de que as modificagbes da forma
biolégica ao longo da evolucdo dos grupos envolviam a acao de fendmenos fisicos e
que, portanto, seriam passiveis de descricdo em termos de formalismos
matematicos (Monteiro & Reis, 1999).

O termo “morfometria” foi por longo periodo empregado para qualquer estudo
que analisasse quantitativamente a variacdo da morfologia encontrada nos
organismos; no entanto, Blackith (1965) utilizou o termo para designar métodos que

serviam para medir a distancia de forma entre grupos de organismos e, a partir disto,
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construir fenogramas. Blackith e Reyment (1971) definiram o uso de analises
estatisticas multivariadas em morfometria.

O foco de estudo em problemas que envolvem o emprego de métodos da
estatistica multivariada sdo fundamentalmente mensuracdes de diversas variaveis,
caracteristicas ou descritores. As mensuracfes representam dados que se
apresentam na forma de matrizes (Monteiro & Reis, 1999).

A andlise estatistica de dados multivariados apresenta aspectos especificos,
principios fundamentais como: a reducdo da dimensionalidade e a explicacdo da
associacao entre variaveis observaveis (mensuraveis) e fatores latentes (Monteiro &
Reis, 1999).

A morfometria multivariada apresenta varias aplicacdes em biologia evolutiva,
sendo utilizada para detectar variagdo em caracteres quantitativos, avaliar padroes
de relacdes fenéticas, bem como examinar hipoteses filogenéticas histéricas (Reis,
1988). Também é uma ferramenta Gtil em Sistematica, na deteccdo de diferencas
minimas entre populacfes e, portanto, na deteccdo de espécies semi-cripticas ou
categorias sub-especificas (Reyment et al., 1981).

Os modelos de discriminagcédo entre populacdes e entre espécies podem ser
analisados através da Andlise dos Componentes Principais, das Variaveis
Canonicas e das Fungdes Discriminantes (Reis, 1988).

A Andlise dos Componentes Principais (ACP) é indicada para descrever a
estrutura de covariancia entre as variaveis, através de uma matriz de dados néo-
estruturados, ou seja, uma Unica populacdo multivariada. A ACP é determinada
como um procedimento para visualizar conjuntos de dados multivariados como um
sistema de projecdo conveniente para se investigar a existéncia de padrbes nos
dados. Quando ha interesse em analisar as relagdes entre um conjunto de variaveis
correlacionadas, pode ser util transformar o conjunto de variaveis originais em um
novo conjunto de variaveis ndo correlacionadas, denominadas componentes
principais. As novas variaveis sdo combinacgfes lineares das variaveis originais e
sao deduzidas em ordem decrescente de importancia; assim, o primeiro componente
principal esclarece o maximo possivel da variacdo nos dados originais (Monteiro &
Reis, 1999).

A ACP é uma andlise mais apropriada para o estudo de problemas em
biologia evolutiva. Esta emprega a matriz de covariancia (ou correlagdes), e ndo a

razao entre matrizes de covariancias, sendo assim, mais interessante em termos
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biolégicos, uma vez que as correlacdes entre caracteres sdo importantes no
processo de alteracdo evolutiva (Reis, 1988). Esta técnica é apropriada para 0s
casos onde ndo existe uma variavel dependente e varias variaveis independentes, o
objetivo da andlise € sempre verificar se alguns componentes podem “explicar’ a
maior parte da variacdo no dados originais (Monteiro & Reis, 1999). Na ACP espera-
se que 0s primeiros componentes sejam mais significativos e que permitam a
compreensao da estrutura e o padrao de variagcao expresso nos dados, permitindo a
visualizacdo do problema a partir de um menor nimero de variaveis (Monteiro &
Reis, 1999).

Na Analise das Variaveis Candnicas (AVC) ocorre a distincdo das variacoes
dos grupos, como na ACP, contudo distintamente a descri¢cao das diferencas entre
os grupos especificados é definida a priori, em um conjunto de dados multivariados,
e as correlacdes entre variaveis ndo sao consideradas (Reis, 1988; Monteiro & Reis,
1999). Os principios fundamentais para ACP podem ser aplicados também na AVC
(Monteiro & Reis, 1999). Através da AVC, é verificada a relagcdo da magnitude de
diferencas entre os grupos e dentro dos grupos, assim a andlise objetiva maximizar
a variacdo entre os grupos relativa a variacdo dentro dos grupos, tendo
conhecimento que os vetores de uma matriz de variancias e covariancias descrevem
0s eixos de variagdes maxima (Monteiro & Reis, 1999).

Ambos os métodos descritos, ACP e AVC, podem ser utilizados para dados
que diferem em sua estruturacdo em termos da existéncia de grupos e apresentam
0s mesmos objetivos fundamentais: reducédo de dimensionalidade e a explicacdo da
variagdo morfoldégica em funcdo de um menor nimero de variaveis latentes (CP e
VC). A construcao destas variaveis a partir dos autovetores permite a interpretacao
da natureza da variacdo morfologica e a ordenacdo de populacdes (Monteiro & Reis,
1999).

2.1.3 Morfometria Multivariada em Acarologia

A morfometria multivariada tem sido bastante utilizada em estudo de
sistematica acarologica, para avaliacdo da variabilidade intra-especifica,
estabelecimento de sinonimias, na definicdo de caracteres Uteis a serem utilizados
na sistematica de géneros e familias (Okabe & Oconnor, 2000; Navia, 2004; Mesa-
Cobo, 2005).
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Tixier et al. (2003) realizaram estudos morfométricos sobre a influéncia das
estacBes do ano, diferentes hospedeiros e localidades na variagdo morfologica de
predadores da familia Phytoseiidae. Os autores estudaram individuos da espécie
Kampimdromus aberrans (Oudemans), objetivando testar caracteres utilizados para
a distincdo de espécies do género. A enorme variabilidade no comprimento das
setas idiossomais dorsais e da macroseta na basitarso IV de K. aberrans levou os
autores a questionarem a utilizacao destes caracteres na sistematica do género.

Estudos utilizando analises morfométricas (ACP e AVC) foram conduzidos
com cinco populacbes de acaros Schwiebea grupo barbie (Fain & Fauvel 1988,
Bugrov 1997) (Acari: Acaridae), sendo quatro da América do Norte e uma do Japao.
Na ACP as quatro populagdes da América do Norte ficaram agrupadas, ja& na AVC
houve a formacgédo dos cinco grupos. Okabe & Oconnor (2000) incluiram nas analises
nove espécies, indicando que a morfologia da espermateca € a Unica caracteristica
qgue pode distinguir populacfes, ademais, sugerem que algumas espécies estudadas
séo sinonimias.

Foram realizados estudos utilizando morfometria multivariada com espécies
de Hemisarcoptes Ligniéres (Hemisarcoptidae) para interpretar diferencas
morfologicas entre machos e fémeas e entre populacdes de diferentes localidades
dos EUA e da Franca (Houck & Oconnor, 1998).

Huang et al. (1996) utilizaram a morfometria multivariada para a separacéo de
duas espécies de Spinacus Keifer que coexistem em folhas de mangueiras em
Taiwan. Para os autores a técnica de morfometria é muito Gtil na separacdo de
espécies de eriofiideos, pois alguns caracteres sao estruturas homologas, de facil
visualizacao e relativamente estaveis a nivel especifico.

O objetivo do trabalho de Skoracka et al. (2002) foi estudar as caracteristicas
morfolégicas quantitativas das populacbes de Abacarus hystrix (Nalepa) de
diferentes gramineas hospedeiras, utilizando procedimentos de andlise multivariada,
demonstrando que os caracteres variam significativamente entre as populagbes
destes diferentes hospedeiros.

No trabalho de Magud et al. (2007) foi estudado o acaro eriofiideo Aceria
anthocoptes (Nal.), que apresenta especificidade hospedeira. Devido aos danos
causados aos seus hospedeiros, A. anthocoptes esta sendo estudada como
candidata potencial para o controle biolégico classico de Cirsium arvense (L.), uma

planta invasora. O trabalho teve como objetivo analisar as caracteristicas
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morfologicas quantitativas de quatro populacdes de A. anthocoptes que ocorrem em
duas plantas hospedeiras de um mesmo taxon (C. arvense var. arvense e C.
arvense var. vestitum) e em duas localidades distintas na Sérvia, a fim de testar a
hipotese da auséncia de efeito das plantas hospedeiras no fenétipo do acaro. As
analises revelaram diferencas significativas entre populacbes de diferentes
localidades e a AVC revelou as caracteristicas que melhor distinguiram as
populacdes. Os resultados do estudo suportaram a hipotese de que a variedade das
plantas hospedeiras ndo afeta o fenotipo dos acaros.

Como estudo de morfometria multivariada com &caros da famila
Tenuipalpidae, pode-se citar unicamente o de Mesa-Cobo (2005). A autora avaliou a
variabilidade morfométrica de populacdes de Brevipalpus phoenicis (Geijskes) de
diferentes hospedeiros e localidades. Foram avaliados 103 grupos de individuos
(populacbes), sendo cada grupo constituido por 10 fémeas. Os caracteres
morfologicos utilizados foram aqueles normalmente considerados na identificacdo de
acaros tenuipalpideos, em um total de 18. A andlise de componentes principais
indicou que os caracteres utilizados na taxonomia da espécie (comprimento de setas
do idiossoma, comprimento e largura do idiossoma) sdo importantes para a
caracterizacdo de grupos de populacdes. A analise morfométrica das populacdes de
B. phoenicis demonstra que hospedeiros, proximidade geografica das localidades ou
condi¢Bes ecologicas ndo estdo relacionadas a proximidade morfométrica entre as

populacdes de B. phoenicis.
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2.2 Material & Métodos

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Quarentena
Vegetal/Microscopia, na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (Cenargen),
DF. As atividades deste trabalho foram divididas em etapas: 1) obtencdo e
preservacao de amostras, 2) andlise morfométrica; 3) andlises estatisticas. Amostras
de Brevipalpus chilensis foram enviadas pelo colaborador Roberto C. Trincado,

Servicio Agricola y Ganadero, Santiago, Chile.

2.2.1 Obtencéao e Preservagéo de Amostras

Foram obtidas amostras de B. chilensis de 12 populacdes, provenientes de
quatro hospedeiros e 10 localidades do Chile (Tabela 2.1). Os acaros foram
enviados a Embrapa Cenargen acondicionados em um microtubo, tipo eppendorf,
com capacidade de 1,5 ml, contendo alcool 70%. Em laboratério os &caros foram
montados em laminas de microscopia, em meio Hoyer's. Ap0s a montagem das
laminas, as mesmas foram dispostas para secagem em estufa (Biomatic), a 50°C,
por 10 dias. Logo em seguida, foram etiquetadas com os dados de coleta: (home
cientifico do hospedeiro, familia do hospedeiro, localidade, data de coleta e nome do
coletor). De cada populacdo foram preparadas de trés a cinco laminas, contendo

cinco individuos cada, conforme a disponibilidade de exemplares de B. chilensis.

2.2.2 Analises Morfométricas

De cada populacao, foram selecionadas de 10 a 15 fémeas adultas para as
andlises morfométricas. A presenca de machos € rara em populacdes de
Brevipalpus e os caracteres dos mesmos ndo tém sido explorados na sistematica do
grupo, por isso também nado foram utilizados no presente estudo. Foram
selecionadas as fémeas montadas em perfeita posicdo dorso-ventral, né&o
danificadas e que apresentavam todos os caracteres a serem medidos. Algumas
populacdes ndo apresentaram numero de fémeas suficiente, entao foi estabelecido
um nuamero minimo de 10 fémeas.

A avaliacdo constou de medicdes dos 18 caracteres (Tabela 2.2, Figura 2.1)

usualmente considerados na identificacdo de acaros da familia Tenuipalpidae e
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confirmados como importantes para a caracterizacdo de grupos no trabalho de
Mesa-Cobo (2005). A mensuracdo dos caracteres foi realizada utilizando
microscopio 6ptico de contraste de fase com ocular micrométrica (Leitz Wetzlar -

Orthoplan), com a objetiva de 100x.

2.2.3 Anélises Estatisticas

Todas as medidas e proporcdes foram transformadas em base logaritima de
10 para a homogeneizacdo das variancias. Dois procedimentos de estatistica
multivariada foram aplicados aos dados: ACP e AVC. A ACP foi conduzida
objetivando derivar um pequeno nimero de combinagdes lineares (CP) do conjunto
total de variaveis (caracteres) que detessem o maximo de informacao das variaveis
originais. JA a AVC maximiza a variacao entre as populacdes, explicada por cada
varidvel canbnica, em relagdo a variagdo dentro das populacdes, e analisa se as
médias destes grupos sao significativamente diferentes. As andlises estatisticas e o0s
gréaficos foram conduzidos utilizando-se o software PAST (Hammer et al., 2001).

Foram realizadas as analises ACP e AVC para seis combinacbes de
populacdes: 1) Todas - todas as populacdes conjuntamente; 2) Hospedeiros todas
Localidades - populacdes separadas por hospedeiros, de todas as localidades; 3)
Hospedeiros mesma localidade— populacdes separadas por hospedeiros (Vitis
vinifera, Cestrum parqui L. Her. (Palqui), Ligustrum sinense L. e Juglans regia L. da
mesma localidade (somente populagbes da 62 Regiao/Metropolitana). 4) Regides -
populacdes agrupadas por Regides politicas (52 Regido, 6% Regido/Metropolitana, 72
Regido) 5) Vitis vinifera - todas as populacdes de Vitis vinifera, provenientes de
distintas localidades 6) Ligustrum sinense - todas as populacdes de Ligustrum
sinense, provenientes de distintas localidades. A combinacao 1 foi analisada visando
obter uma idéia geral da variabilidade morfométrica entre as populacdes de B.
chilensis; a combinacéo 2 para obter informacao da variabilidade morfométrica geral
das popula¢cdes associadas ao mesmo hospedeiro e suas relacdes com os demais
hospedeiros; a combinacdo 3 para neutralizar o possivel efeito das diferentes
origens das populacdes e avaliar separadamente se ha variabilidade associada
apenas ao hospedeiro; a combinacdo 4 para avaliar a influéncia das Regifes de
origem das populacdes (relacionada a distancia geogréfica) sobre sua variabilidade

morfométrica; a combinacdo 5 para avaliar a influéncia da localidade de origem
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sobre as populacdes de V. vinifera; e a combinacdo 6 para avaliar a influéncia da
localidade de origem sobre as populagdes de L. sinense. Portanto, as combinacgoes
de 3 a 6 foram formadas visando avaliar, separadamente, a possivel influéncia da
planta hospedeira e da Regido/localidade de origem sobre o fendtipo de B. chilensis.
Padronizando-se um dos componentes pode-se avaliar melhor a possivel influéncia
do outro. Na combinagcdo 3 optou-se por avaliar as populacbes da 62
Regido/Metropolitana devido ao maior niumero de populacfes nesta. Ndo foram
analisadas combinacdes de populacdes, em separado, de C. parqui e J. regia devido
ao menor numero de populacdes disponiveis destes hospedeiros.

Os testes multivariados aplicados a AVC para todas as combinacdes foram
Wilks Lambda (P<0,0001) e Pillai’s Trace (P<0,0001), usualmente empregados pelo
software PAST (Hammer et al., 2001).

Tabela 2.1 Caracteres morfolégicos de fémeas de B. chilensis mensurados e utilizados nas analises
multivariadas.

Caracteres de ldentificacéo

Comprimento das Setas Propodosomais v2, scl, sc2
Comprimento das Setas Histerosomais cl,c3,d1,d3,el, e3, 13, h2, hl
Comprimento das Setas Ventrais Ic3a, ag, g1, g2
Comprimento do Idiosoma [dw

Largura do Idiosoma ldL

P.ventral

P. genital

Figura 2.1 Fotos de micrografia de Brevipalpus sp. demonstrando os caracteres morfolégicos
mensurados A - Dorsais e B — Ventrais (Fotos P. Pereira).
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Tabela 2.2 Hospedeiros e localidades de coleta, no Chile, das amostras de B. chilensis estudadas.

Amostras de B. chilensis

No. Ind. *

Hospedeiro Localidade
Ligustrum sinense 10 62 regido/Sn. Francisco de Mostazal
Ligustrum sinense 10 Regido Metropolitana/ La Pintana
Ligustrum sinense 10 Norte 62 regido/ Graneros
Ligustrum sinense 10 52 regido/ Curacavi
Ligustrum sinense 10 Centro 62 regido/La Platina
Vitis vinifera 15 62 regido/Santa Cruz
Vitis vinifera 11 Regido Metropolitana / La Antana
Vitis vinifera 10 Regido Metropolitana/ La Pintana
Vitis vinifera 15 72 regido/Molina
Cestrum parqui 10 Regido Metropolitana/ Lampa
Juglans regia 10 Centro 62 regido/La Platina
15

Juglans regia

Regido Metropolitana/ La Pintana

* NUmero de Individuos
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2.3 Resultados e Discusséao

As analises multivariadas aplicadas — ACP e AVC — mostraram a variacao
entre populacdes de B. chilensis das localidades/hospedeiros amostrados.

Os cinco caracteres que mais influenciaram os dois primeiros componentes
principais, com seus respectivos pesos, para cada combinacdo de populacfes sao
mostrados, em ordem decrescente, na Tabela 2.3.

Os resultados dos testes multivariados aplicados a AVC (Wilks Lambda e
Pillai’s Trace) para todas as combinacdes de populacbes mostraram que 0S eixos
canbnicos (extraidos da matriz que é o produto da matriz de covariancia entre 0s
grupos pela matriz de covariancia dentro dos grupos) foram estatisticamente
significativos. Os cinco caracteres que mais influenciaram as duas primeiras
varidveis candnicas, com seus respectivos pesos, para todas as combinacdes de
populacdes estdo especificados, em ordem decrescente, na Tabela 2.4.

A estatistica descritiva, incluindo média e desvio padrdo dos caracteres
morfologicos utilizados nas analises multivariadas de B. chilensis encontram-se no

Anexo A.

1) Todas

Na ACP aplicada a todas as populagdes de B. chilensis, os dois primeiros
componentes principais explicaram cerca de 53% da variacdo total presente na
matriz de covariancia entre os caracteres. O primeiro componente explicou 41,6 e 0
segundo 10,9 % (Tabela 2.3). No gréafico de projecdo dos individuos no espaco dos
dois primeiros componentes (Figura 2.1) observou-se que duas populagbes —
Cestrum parqui/Regidao Metropolitana e Ligustrum sinense/62 Regidao La Platina-
apresentaram pequena dispersdo, concentrando-se em uma pequena area do
grafico (até 6 quadrantes contiguos), indicando maior similaridade morfométrica
dentro destas populacdes. As demais populagbes apresentaram individuos
dispersos ao longo de ambos os eixos Comp.1 e Comp.2 (sete ou mais quadrantes
contiguos) indicando uma maior variabilidade morfométrica dentro das mesmas.

As duas primeiras variaveis canodnicas explicaram cerca de 73% da variacao
total, sendo que a primeira candnica explicou 39,9 e a segunda 32,8 %. A AVC

aplicada as populagbes de B. chilensis mostrou que a populacdo de Cestrum
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parqui/Regido Metropolitana € morfometricamente distinta, ndo se sobrepondo as
demais, formando um agrupamento (1). Em relagdo as outras populagbes, ndo se
observou a formacao de agrupamentos bem definidos, isolados. Entretanto, pode-se
observar que algumas populacdes apresentaram ampla sobreposicdo e foram
projetadas distanciadas ou com pouca sobreposicdo em relacdo a outras, também
sobrepostas. Portanto, considera-se a formacdo de sub-grupos compostos por
populacbes morfometricamente mais proximas entre si: 2) Ligustrum sinense/52
Regido Curacavi e Ligustrum sinense/62 Regido La Platina; 3) Vitis vinifera/Regiao
Metropolitana La Pintana; Vitis vinifera/ Regido Metropolitana La Antana; Vitis
vinifera/ 62 Regido Santa Cruz; Vitis vinifera/ 72 Regido Molina; Juglans regia /Regido
Metropolitana La Pintana e Ligustrum sinense/6a Regido Graneros; 4) Ligustrum
sinense/6a Regido Sn Francisco de Mostazal e Juglans regia /62 Regido La Platina;
5) Ligustrum sinense/ Regido Metropolitana La Pintana. Este sub-grupo 5
posicionou-se intermediario entre os sub-grupos 2, 3 e 4.

Os principais caracteres responsaveis por esta ordenacdo referem-se ao
comprimento das setas histerossomais c1, propodossomais scl e v2, ventrais Ic3a e
ag e a largura do idiossoma.

Analisando-se a ordenacéo de todas as popula¢des conjuntamente observou-
se que as populacdes associadas a alguns hospedeiros, como Ligustrum e Juglans,
apresentam grande variabilidade morfométrica, com individuos em distintos sub-
grupos. Entretanto, as populacbes de V. vinifera foram todas agrupadas,
sobrepostas, apresentando maior similaridade morfométrica. Os sub-grupos foram
formados por populacdes de distintas localidades de coleta. A analise das demais
combinagbes de populagbes poderdo ajudar a melhor analisar a influéncia do
hospedeiro e local de coleta no padrdo de variabilidade morfométrica entre as

populacdes de B. chilensis.

2) Hospedeiros todas Localidades

Na ACP aplicada a todas as populacbes de B. chilensis separadas por
hospedeiros, a porcentagem de explicagcdo dos primeiros componentes principais na
variacao total presente na matriz de covariancia entre os caracteres foi a mesma que
quando aplicada a todas as populacdes (Tabela 2.3) pois, na verdade, a analise foi

realizada para os mesmos individuos da combinacdo 1, apenas a representacao
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grafica, com os individuos separados por hospedeiros, é distinta. No grafico de
projecdo dos individuos no espago dos dois primeiros componentes (Figura 2.4)
observou-se uma dispersdo das populagdes de L. sinense, V. vinifera, J. regia e C.
parqui ao longo de ambos os eixos. Entretanto, os individuos das populacdes de J.
regia e L. sinense dispersaram-se principalmente ao longo do eixo Comp. 1 e de C.
parqui e V. vinifera ao longo de Comp. 2. Observou-se sobreposicédo de individuos
de todas as populacdes na area central do grafico, entretanto, uma sobreposi¢ao
mais ampla com a dos demais hospedeiros foi observada para individuos de L.
sinense.

As duas primeiras variaveis canodnicas explicaram cerca de 90% da variacao
total, sendo que a primeira candnica explicou 58,6 e a segunda 31,1'%. A AVC
aplicada as populacées de B. chilensis de todas as localidades, agrupadas por
hospedeiros, mostrou que ndo ha formacdo de agrupamentos bem definidos,
isolados, por hospedeiro. No grafico de projecédo dos individuos no espaco entre 0s
dois primeiros eixos candnicos (Figura 2.4), observa-se que individuos dos quatro
hospedeiros encontram-se projetados nos quadrantes centrais, havendo
sobreposicdo das areas ocupadas por individuos dos quatro hospedeiros.
Entretanto, observa-se que os individuos de populacdes de V. vinifera projetaram-se
principalmente na area do grafico Can 1> -2,35 & Can 2> 2,9; os de J. regia na area
Can 1> -2,4 & Can 2< 3,1; os de C. parqui na area do grafico Can 1< -2,35 & Can 2>
3; e os de L. sinense na area Can 1< 3,1a0 longo do eixo Can 2. Isto indica que a
variabilidade morfométrica entre individuos de B. chilensis estad relacionada ao
hospedeiro, apesar de ndo haver uma completa distincdo morfométrica entre
individuos associados aos diferentes hospedeiros.

Os principais caracteres responsaveis pela distincdo dos individuos de V.
vinifera e J. regia dos de C. parqui e L. sinense sdo aqueles com maior peso no eixo
Can 1- comprimento das setas ventrais ag, g2, gl e largura do idiossoma (IdW)
(Tablea 2.4). Da mesma forma, os individuos associados a J. regia diferenciam-se
dos associados a V.vinifera e C. parqui principalmente pelo comprimento das setas

histerossomais c1 e f3 e propodossomais scl.
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3) Hospedeiros mesma Regiao

Na ACP aplicada as populac6es de B. chilensis de distintos hospedeiros da 62
Regido/Metropolitana, os primeiros componentes principais explicaram cerca de
52% da variacao total presente na matriz de covariancia entre os caracteres. O
primeiro componente explicou 41 e o segundo 10,7 % (Tabela 2.3).

No grafico de projecdo dos individuos no espagco dos dois primeiros
componentes (Figura 2.5) observou-se uma dispersao das populacdes de todos os
hospedeiros ao longo de ambos os eixos. Entretanto, os individuos das populacdes
de L. sinense apresentaram maior dispersdo ao longo do eixo Comp. 1 e de V.
vinifera ao longo de Comp. 2. Observou-se sobreposi¢cao de individuos de todas as
populacdes nos quadrantes centrais do grafico. Entretanto, a quase totalidade dos
individuos de populagdes de V. vinifera foi projetada no quadrante negativo Comp. 1
e positivo Comp.2; os de C. parqui nos quadrantes negativos Comp. 1 e Comp. 2; 0s
de J. regia nos quadrantes positivos Comp. 1 e os de L. sinense nos quadrantes
negativos Comp. 2.

As duas primeiras variaveis candnicas explicaram cerca de 89% da variacao
total, sendo que a primeira canbnica explicou 57,9 e a segunda 29,9°%. A AVC
aplicada as populagbes de B. chilensis de distintos hospedeiros da 62
Regido/Metropolitana mostrou que nao ha formacao de agrupamentos bem definidos
por hospedeiro, como observado na AVC para a combinacdo 2. No gréafico de
projecdo dos individuos no espaco entre os dois primeiros eixos canénicos (Figura
2.6) observa-se que no quadrante central encontram-se projetados individuos dos
quatro hospedeiros, havendo alguma sobreposicdo das é&reas ocupadas pelos
mesmos. Entretanto, observa-se que os individuos de populacdes de V. vinifera
projetaram-se na area do grafico Can 1<3,3 & Can 2> 1,80; os de C. parqui na area
do gréfico Can 1>3,25 & Can 2> 1,84 ; os de J. regia na area Can 1< ou =3,25; 0s
de L. sinense ao longo de todo eixo Can 2, mas restrito a area do eixo Can 1 entre
3,2e34.

Observa-se também no grafico de projecdo dos individuos entre os dois
principais eixos canénicos, na AVC aplicada as populacbes de B. chilensis de
distintos hospedeiros da 62 Regidao/Metropolitana (Fig. 2.6), que os individuos de
populacdes de L. sinense foram sobrepostos aos individuos das populacfes dos

demais hospedeiros, ndo havendo marcante distincdo morfométrica com o0s
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individuos de V. vinifera, C. parqui e J. regia. Entretanto, praticamente ndo ha
sobreposicdo das areas do grafico onde sdo projetados os individuos de C. parqui
com os de V. vinifera e J. regia e que h& pouca sobreposi¢cdo entre as areas onde
foram projetados os individuos associados a V. vinifera e J. regia. Portanto, pode-se
considerar que ha variabilidade morfométrica entre as populacdes de C. parqui, J.
regia e V. vinifera na 62 Regido/Metropolitana.

Estes resultados reforcam a indicacdo de que ha influéncia dos hospedeiros
na variabilidade morfométrica em B. chilensis, apesar de ndo haver uma completa
distincdo morfométrica entre individuos associados aos distintos hospedeiros.

Os principais caracteres responsaveis pela distincdo morfometrica dos
individuos de C. parqui dos demais hospedeiros sdo aqueles com maior peso no
eixo Can 1- comprimento das setas ventrais ag e g2; e comprimento e largura do
idiossoma (IdL e IdW) (Tabela 2.4). Da mesma forma, os individuos associados a V.
vinifera diferenciam-se dos associados a J. regia e a maioria dos de L. sinense
principalmente pelo comprimento da seta ventral g1, das setas histerossomais 3 e
e3 e das setas propodossomais scl e v2.

4) Regides

Na ACP aplicada as populacbes de B. chilensis de distintas Regides (52
Regido; 62 Regido/Regido Metropolitana, 72 Regido), dos diversos hospedeiros, 0s
primeiros componentes principais explicaram cerca de 53% da variacdo total
presente na matriz de covariancia entre os caracteres. O primeiro componente
explicou 41,7 e 0 segundo 11 % (Tabela 2.3).

No gréfico de projecdo dos individuos no espaco dos dois primeiros
componentes (Figura 2.7) observou-se uma dispersdo das populacdes de todas as
Regifes ao longo de ambos os eixos. Entretanto, os individuos das populacdes da
62 Regido/Regido Metropolitana apresentaram maior dispersdo ao longo de ambos
0S eixos. Observou-se sobreposicdo de individuos da 62 Regido/Regiao
Metropolitana com os da 5% Regido e 72 Regido, entretanto as areas onde foram
projetados individuos da 5% e 72 Regides ndo foram sobrepostas.

As duas primeiras variaveis canfnicas explicaram cerca de 82% da variacdo
total, sendo que a primeira canodnica explicou 49,9 e a segunda 32,4 %. A AVC

aplicada as populacdes de B. chilensis de distintas Regiées mostrou que nao ha

76



formacdo de agrupamentos bem definidos por Regido. No gréafico de projecédo dos
individuos no espaco entre os dois primeiros eixos canénicos (Figura 2.8) observa-
se que ha uma ampla sobreposicdo das areas ocupadas por individuos da 6a
Regido/Regido Metropolitana com os da 5a Regido e 7a Regido. Entretanto, os
individuos da 5a e da 7a Regido nado se sobrepdem. Os individuos de populacdes da
5a Regido projetaram-se na area do grafico com Can 1< -0,42 e os da 7a Regido na
area do gréfico com Can 1> - 0,42. Este resultado indica que ha variabilidade
morfométrica entre as populacfs da 5a Regido e da 7a Regido. Esta variabilidade
pode estar relacionada ao distanciamento geografico das populacbes. A ampla
sobreposicdo das populacdes da 6a Regido/Regido Metropolitana com as demais
pode ser devido ao maior niumero de populagfes estudadas provenientes desta
Regido. As andlises das combinacfes de populacbes do mesmo hospedeiro (V.
vinifera e L. sinense), em distintas Regides/localidades, poderdo ajudar a avaliar a
influéncia do local de origem/distancia geogréafica no padrdo de variabilidade
morfométrica entre as populagdes de B. chilensis.

Os principais caracteres responsaveis pela distingdo morfométrica dos
individuos da 5a e da 7a Regido sdo aqueles com maior peso no eixo Can 1 -

comprimento das setas ventrais g1, ag e g2 e da seta histerossomal c3.

5) Vitis vinifera

Na ACP aplicada as populacdes de B. chilensis de V. vinifera de distintas
localidades, os primeiros componentes principais explicaram cerca de 37% da
variacdo total presente na matriz de covariancia entre os caracteres. O primeiro
componente explicou 24,9 e o segundo 12,2 % (Tabela 2.3). No grafico de projecao
dos individuos no espaco dos dois primeiros componentes (Figura 2.09) observou-se
uma ampla dispersdo e sobreposicdo das populacbes de V. vinifera de distintas
localidades ao longo de ambos 0s eixos.

As duas primeiras variaveis canonicas explicaram cerca de 81% da variacao
total, sendo que a primeira canodnica explicou 47,7 e a segunda 32,9 %. A AVC
aplicada as populacdes de B. chilensis de V. vinifera de distintas localidades
mostrou que ndo ha formacéo de agrupamentos bem definidos por localidade.

No gréfico de projecao dos individuos no espaco entre 0s dois primeiros eixos

canbnicos (Figura 2.10), observa-se que had uma ampla sobreposicdo das areas
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ocupadas por individuos da 72 Regido/Molina com os da 62 Regido/Santa Cruz e
alguma sobreposicdo com os da Regido Metropolitana/La Antana, indicando que h&
similaridade morfométrica entre estas populagfes. Entretanto, a area ocupada pela
populacdo da Regido Metropolitana/La Pintana (Can 1<2,1) apresentou pouca
sobreposicdo com as das demais, indicando que ha diferenciacdo morfométrica
desta populacdo com as demais.

Os principais caracteres responsaveis pela distingdo morfométrica dos
individuos da populagé@o de V. vinifera da Regido Metropolitana/La Pintana com as
demais sdo aqueles com maior peso no eixo Can 1 - comprimento do idiossoma, da
seta propodossomal v2 e das setas ventrais ag e g2.

O padrao de variabilidade morfométrica observado entre as populacdes de V.
vinifera de distintas localidades nédo esta relacionado com a distancia geogréafica de
seus locais de origem. As populacdes da 6% Regido/Santa Cruz e da Regido
Metropolitana/La Antana, a qual estd dentro da 6% Regido, apresentaram maior
similaridade morfométrica com a populagédo da 72 Regido/Molina, do que com a outra
populacdo da Regidao Metropolitana, de La Antana.

6) Ligustrum sinense

Na ACP aplicada as populagdes de B. chilensis de L. sinense de distintas
localidades, os primeiros componentes principais explicaram cerca de 59% da
variacdo total presente na matriz de covariancia entre os caracteres. O primeiro
componente explicou 49,9 e o segundo 9,1 % (Tabela 2.3). No grafico de projecao
dos individuos no espaco dos dois primeiros componentes (Figura 2.11) observou-se
dispersao dos individuos das popula¢cdes de L. sinense de distintas localidades ao
longo de ambos os eixos.

As duas primeiras variaveis canfnicas explicaram cerca de 86% da variagdo
total, sendo que a primeira canonica explicou 59,6 e a segunda 26,5 %. A AVC
aplicada as populacdes de B. chilensis de L. sinense de distintas localidades
mostrou que ndo h& formacdo de agrupamentos bem definidos, isolados, por
localidade. Entretanto, no grafico de projecédo dos individuos no espaco entre os dois
primeiros eixos canfnicos (Figura 2.12) observa-se que o0s individuos das
populacdes de uma mesma localidade foram projetados relativamente proximos

entre si e que apenas ha sobreposicdo de pequenas areas ocupadas por individuos
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das distintas popula¢cdes. Estes resultados indicam que h& baixa variabilidade
morfométrica intrapopulacional e alta variabilidade entre as populacdes de L.
sinense.

Os principais caracteres responsaveis pela variabilidade morfométrica entre
as populacoes de L. sinense sdo aqueles com maior peso nos eixos Can 1 e Can 2-
comprimento da seta ventral g1 e das setas histerossomais cl e c3 e das setas
propodossomais scl, sc2 e v2, bem como a largura do idiossoma.

O padréo de variabilidade morfométrica observado entre as populac¢des de L.
sinense de distintas localidades ndo pdde ser relacionado com a distancia
geografica de seus locais de origem. Nao se observou uma maior proximidade
morfométrica entre as populacdes da 62 Regido/Metropolitana que em relagdo a
populacao da 52 Regido.

Os resultados das analises de morfometria multivariada de B. chilensis de
distintos hospedeiros e localidades indicam que ha variabilidade morfométrica intra e
interpopulacional. Ndo se observou a formacdo de agrupamentos isolados de
populacbes que justificassem a distincdo de categorias subespecificas. Apenas a
populacdo de C. parqui ndo apresentou sobreposicdo com as demais. Entretanto,
uma unica populacdo desse hospedeiro foi estudada. Seria necessario incluir nas
andlises outras populacbes de C. parqui para avaliar se sdo realmente
morfometricamente isoladas.

As andlises das distintas combinacdes de populagbes indicam que a
variabilidade morfométrica de B. chilensis apresenta relacgdo com a planta
hospedeira. Entretanto ndo se observou a ocorréncia de um padréo de variabilidade
morfométrica relacionada com a localidade de origem das amostras.

A variabilidade fenotipica entre populacdes de acaros que se desenvolvem
sobre distintos hospedeiros foi atribuida por Skoracka et al. (2002) as seguintes
causas: 1) total separacdo genética, levando a especiagdo; 2) separacao genética
parcial, fazendo com que existam diferencas morfoldgicas entre populacdes de
diferentes hospedeiros; ou 3) plasticidade fenotipica, a qual ndo esta relacionada a
uma separacao genética, mas resulta de condices ambientais distintas durante a
ontogenia (Skoracka et al., 2002). Estudos avaliando a variabilidade morfométrica
entre populagfes de &caros associados a distintos hospedeiros tém sido realizados
principalmente com eriofiideos (Eriophyoidea), o0s quais apresentam alta

especificidade hospedeira. Diferencas morfoldgicas e biolégicas entre populacfes de
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Aculus fockeui (Nalepa & Trouessart) de diferentes espécies de Prunus (Rosaceae)
foram estudadas por Boczek et al. (1984), indicando que a populacdo de Prunus
domestica L. era bastante distinta das demais e ndo se enquadrava na descricao
original da espécie. A variabilidade intraespecifica de Vasates euphorbiae Pet. sobre
diferentes subespécies da planta hospedeira (Euphorbia seguierana Neck. var
seguierana e Euphorbia seguierana Neck. var niciciana (Euphorbiaceae)) foi
analisada em quatro populacBes da lugoslavia através de analise de variancia
univariada (Petanovic & Dimitrijevic, 1995). Magud et al. (2007) examinaram
caracteres morfométricos em quatro populacdes de Aceria anthocoptes (Nal.)
associados a duas variedades de Cirsium arvense (L.) — arvense & vestitum - e
encontraram diferencas significativas entre elas. Entretanto esta relagcdo entre
variacdo morfometrica e associagdo com hospedeiro ndo tém sido avaliada em
outras familias de &caros fitofagos, como Tetranychidae e Tenuipalpidae,
provavelmente devido a maioria das espécies nessas familias serem polifagas.

A indicagdo de variabilidade relacionada a distancia geogréfica das
localidades de origem das populagbes, combinacdo 4, ndo foi confirmada com a
analise das combinacbes 5 e 6, em que o possivel efeito do hospedeiro foi
neutralizado. A auséncia de um padrdo geografico de variabilidade morfométrica
entre as populagdes de B. chilensis estudadas era esperado, considerando a relativa
proximidade dos locais de coleta das amostras e a auséncia de barreiras
geograficas entre estes. O isolamento geografico e, consequentemente, do fluxo
génico entre populacdes em um taxon podem levar, em curto prazo, a variabilidade
fenotipica e, em longo prazo, a especiacéo. A area de distribuicdo de B. chilensis no
Chile estende-se nas areas fruticolas da 32 até a 10* Regido, mas as infestacfes
tém sido mais intensas entre as 62 e 72 Regides (Gonzalez, 1983). Neste estudo
foram analisadas populacdes da 52 até a 72 Regido. As areas de fruticultura no Chile
concentram-se no Vale Central, entre as cordilheiras orientais e ocidentais, e sao
contiguas, ndo havendo barreiras geograficas entre elas. Seria interessante, em
outras avaliacdes, incluir populacdes das areas extremas de ocorréncia de B.
chilensis, 3a e 10a Regido, para confirmar que a distancia entre os locais de coleta
de B. chilensis ndo esta relacionada a variabilidade morfométrica da espécie. De
qualquer modo nédo seria esperada uma influéncia significativa da distancia

geografica entre as populacdes, pois também ndo haveriam barreiras geogréficas
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isolando as populacdes e seguiria ocorrendo fluxo génico entre as mesmas, mesmo
que indiretamente, através das populagdes intermediarias.

Os resultados deste trabalho indicam que a variabilidade morfométrica de B.
chilensis apresenta relacdo com a planta hospedeira. Entretanto, os resultados de
Mesa-Cobo (2005), em que a variabilidade morfométrica em populacdes de B.
phoenicis de diferentes hospedeiros e localidades da América do Sul (Brasil, Bolivia,
Colébmbia, Venezuela) e do Caribe (Guadalupe) foi avaliada, através de ACP,
sugeriram que a proximidade morfométrica entre as populacfes de B. phoenicis ndo
estava relacionada com hospedeiro ou proximidade geogréafica das localidades de
origem. Para confirmar estes resultados seria importante realizar AVC para as
populacdes de B. phoenicis, pois as AVC maximizam a diferenca entre os grupos e,
muitas vezes, padrbes que nao estdo claros nas ACPs podem ser melhor
visualizados na AVC. Também seria importante conduzir analises com combinacdes
de populacdes para avaliar, separadamente, os fatores que podem estar
influenciando a diversidade morfométrica. Apesar de B. chilensis e B. phoenicis
pertencerem ao mesmo género, S80 especies que apresentam caracteristicas
bastante diferentes. Brevipalpus phoenicis apresenta ampla distribuicdo geografica e
mais de 500 hospedeiros, enquanto B. chilensis apresenta distribuicdo geografica
restrita e apenas 35 hospedeiros sao relatados para a espécie, sendo uma espécie
menos polifaga. Portanto, possivelmente suas estratégias evolutivas podem ser
bastante distintas, e isso pode influenciar o padrdo de variabilidade morfométrica
das espécies.

De um modo geral, os carateres que mais explicaram a variabilidade entre as
populacdes foram: comprimento das setas histerossomais c1 ¢3; propodossomais
scl sc2 e v2, e ventrais gl Ic3a ag g2; e comprimento e largura do idiossoma IdL e
l[dW.

A caracterizacdo morfométrica das espécies, com a mensuracdo/medi¢do de
caracteres de um grande numero de individuos, de localidades e hospedeiros
distintos, pode revelar caracteristicas taxonbmicas anteriormente ndo exploradas.
Em Tenuipalpidae, a medicdo de setas tem sido pouco utilizada para a distincao de
taxons. A espécie de B. obovatus é morfologicamente muito proxima a B. chilensis, e
o carater mais utilizado para a separacdo dos téxons €, basicamente, a
ornamentacdo da area central do propodossoma, em algumas preparacdes um

carater pouco confiavel. Com a caracterizacdo morfométrica de populacdes de B.
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chilensis obteve-se a média e os desvios padrdes do comprimento das setas
ventrais, histerossomais e propodossomais dos espécimes. Comparando esses
dados com as medi¢cdes de B. obovatus apresentadas por Mesa-Cobo (2005) -
maximo e minimo de 10 espécimes de diferentes hospedeiros e localidades -
sugere-se que o comprimento de duas setas histerossomais - ¢3 e f3 — apresentam
potencial para serem utilizados como caracteres taxondmicos, pois essas setas sao
mais longas em B. chilensis. Para confirmar essa indicacdo seria necesséario medir

um maior numero de representantes de B. obovatus.
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Tabela 2.3 ACP para populaces de B. chilensis: propor¢do da variacdo total explicada conjuntamente e isoladamente pelos trés componentes principais
(CP) sobre a variagdo total das populagfes analisadas (%) (entre parénteses, abaixo do nome do CP ou combinacéo de popula¢des, respectivamente), para
todas as combinacdes de populagdes; caracteres morfologicos (autovetores) que influenciaram cada um dos trés componentes principais e seus respectivos

pesos (autovalores), em ordem decrescente de valor absoluto.

Hospedeiros-

Todas Todas Regibdes Mizsn?aecli?eelgr;ci)go L'Sgi]rlg;r;em Vitis vinifera
(52,61) Localidades (52,61) (51,72) (59.08) (37,10)
(52,61) , ,
CP1 CP2 CP1 CP2 CP1 CP2 CP1 CP2 CP1 CP2 CP1 CP2
(41,65) (10,96) (41,65) (10,96) (41,65) (10,96) (41,02) (10,70) (49,99 (9,09) (24,94) (12,16)
c3 ag c3 ag c3 ag sc2 ag h2 Ic3a v2 ag
1 -0,3247 -0,6312 0,3247 -0,6312 -0,3247 -0,6312 -0,324 -0,6078 -0,3384 -0,742 -0,3824 -0,6014
sc2 g2 sc2 g2 sc2 g2 cl g2 c3 v2 sc2 el
2 -0,323 -0,5022 0,323 -0,5022 -0,323 -0,5022 -0,3176 -0,4793 -0,3287 0,3665 -0,3444 -0,4395
cl gl cl gl cl gl c3 gl sc2 scl cl g2
3 -0,3222 -0,3943 0,3222 -0,3943 -0,3222 -0,3943 -0,3029 -0,411 -0,3149 -0,236 -0,3123 -0,4216
v2 el v2 el v2 el di scl e3 cl c3 dl
4 -0,3089 -0,2351 -0,3080 -0,2351 -0,3089 -0,2351 -0,2977 0,238 -0,3112 0,2039 -0,3068 0,3041
e3 scl e3 scl e3 scl d3 sc2 v2 dl d3 gl
5 -0,3072 -0,1838 -0,3072 0,1838 -0,3072 0,1838 -0,292 0,197 -0,2936 -0,200 -0,3021 -0,2064
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Tabela 2.4 AVC para populagdes de B. chilensis: proporcao da variacao total explicada conjuntamente e isoladamente pelas trés variaveis candnicas sobre a
variagdo total das populagdes analisadas (%) (entre parénteses, abaixo do nome do CP ou combina¢édo de populagdes, respectivamente), para todas as
combinacdes de populagbes; caracteres morfoldgicos (autovetores) que influenciaram cada um das trés variaveis canfnicas e seus respectivos pesos
(autovalores), em ordem decrescente de valor absoluto.

Hospedeiros-

Todas Todas Regides Ml—(laossr#l)aecgaeelr(i)go L'Sgi]:::rt_lrsuem Vitis vinifera
(72,63) Localidades (82,33) (87 82)9 (86,1) (80,68)
(89,67) ’ ’
Canl Can2 Canl Can2 Canl Can2 Canl Can2 Canl Can2 Canl Can2
(39,86) (32,77) (58,56) (31,11) (49,93) (32,4) (57,89) (29,93) (59,64) (26,46) (47,69) (32,99
cl ag ag cl gl ldW ag gl gl [dwW IdL [dwW
1 0,4457 0,4742 -0,5431 0,4296 -0,5592 -0,6261 0,5205 -0,4460 0,4943 0,8687 -0,5111 0,5141
Ic3a [dwW ldW scl ag h2 ldW f3 cl c3 v2 c3
2 -0,4019 0,3902 -0,3768 10,3453 -0,3750 -0,3259 0,5189 0,4048 0,4929 10,2801 10,4761 -0,4223
scl V2 g2 f3 g2 cl IdL scl scl V2 ag cl
3 0,3865 -0,3771 -0,3382 0,3139 -0,3458 -0,2899 0,3316 0,3859 0,4052 -0,1784 -0,3760 -0,3883
sc2 g2 gl gl c3 gl g2 V2 sc2 ag g2 scl
4 0,2863 0,3419 -0,3357 -0,2840 0,3035 -0,2777 10,3044 0,371 0,2970 0,1492 -0,3570 0,3847
gl ldL dl sc2 Ic3a hl cl e3 v2 cl d3 g2
5 0,2788 0,3287 -0,2799 0,2727 -0,2333 -0,2727 0,2754 0,3264 0,2947 0,1462 0,2577 0,2415
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Figura 2.1 ACP para todas as populacdes estudadas de B. chilensis. Individuos
projetados contra seus valores para os dois componentes principais. Cada simbolo
representa uma amostra estudada:

Vitis vinifera (72 Regiao/ Molina);

Vitis vinifera (Regi&o Metropolitana/ La Antana);
Ligustrum sinense (62 Regido/ Graneros);

Ligustrum sinense (52 Regido/ Curacavi);

Vitis vinifera (62 Regido/ Santa Cruz);

Ligustrum sinense (Regido Metropolitana/ La Pintana);
Ligustrum sinense (62 Regido/Sn. Francisco de Mostazal);
Cestrum parqui (Regido Metropolitana/ Lampa);
Juglans regia (Centro 62 regido/La Platina);

Ligustrum sinense (62 Regido/ La Platina);

Juglans regia (Regido Metropolitana/ La Pintana).
Vitis vinifera (Regido Metropolitana/ La Pintana);
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Figura 2.2 AVC para todas as populacdes estudadas de B. chilensis. Individuos
projetados contras seus valores para as duas primeiras variaveis canonicas. Cada
simbolo representa uma amostra estudada:

Vitis vinifera (72 Regido/ Molina);

Vitis vinifera (Regido Metropolitana/ La Antana);
Ligustrum sinense (62 Regido/ Graneros);

Ligustrum sinense (52 Regido/ Curacavi);

Vitis vinifera (6% Regido/ Santa Cruz);

Ligustrum sinense (Regido Metropolitana/ La Pintana);
Ligustrum sinense (62 Regido/Sn. Francisco de Mostazal);
Cestrum parqui (Regido Metropolitana/ Lampa);
Juglans regia (Centro 62 regido/La Platina);

Ligustrum sinense (62 Regido/ La Platina);

Juglans regia (Regido Metropolitana/ La Pintana).
Vitis vinifera (Regi&o Metropolitana/ La Pintana);

¥) Xiee+omnO

86



S S S S B S . ©
X X X X X X =
X X X X X X ©
poeeeeen- e peoeeeend e peeemenn- R ©
X X X X X X - ™
S T S L IR SR °©
X X X . = X <
: : : . CHEE -
T TS S R co T
L] L] L] L] . L] L]
[ [ [ nrl. [ ] [ [ ] [ |MV__
P R R R -.“.-.._......“. ........ ot o
X X +. o -r- X
X . <t X &, ., X
e T N S e - ©
' + + +._..+._. y R o
L] L] ] n L] L]
R LR ¢.+++“.n+- ...... e |w__,
X X +. +._._ . T o X o
prttteee “........“.....m.«.._...“..._.....“..-n ..... SRR <
. . . +o4 =0 . ' | N
X X + X s b ' o Q
Lecccceaeea L Lececcoeaeae .-n—.l ------ Lecceooneae e e eeceecna
X X X X X X ©
X X + . X X X S
boemeeee ottt boomtee AR R« R SRR _
X X X X X X 0
] ] ] ] ] ] |A“,
T T T T I T T T T Q
< 0 AN (o] o (o] N 0 < (90}
N <+ o o - N g
© © o o Q Q Q Q _
Z 'dwod

Comp. 1

Figura 2.3 ACP para populacdes de B. chilensis, de todas as localidades, separadas

Individuos projetados contra seus valores para o0s dois

hospedeiros.
componentes principais. Cada simbolo representa um hospedeiro:

por

Ligustrum sinense

Cestrum parqui
Vitis vinifera

Juglans regia
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Figura 2.4 AVC para populacdes de B. chilensis, de todas as localidades, separadas
por hospedeiros. Individuos projetados contras seus valores para as duas primeiras
variaveis canonicas. Cada simbolo representa uma amostra estudada:
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Figura 2.5 ACP para populagbes de B. chilensis de diferentes hospedeiros,

coletados em uma mesma regido. Individuos projetados contra seus valores para 0s

dois componentes principais. Cada simbolo representa um hospedeiro:

Ligustrum sinense

Cestrum parqui
Vitis vinifera

Juglans regia
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Figura 2.6 AVC para populacbes de B. chilensis de diferentes hospedeiros,
coletados em uma mesma regido. Individuos projetados contra seus valores para as
duas principais variaveis canénicas. Cada simbolo representa um hospedeiro:

Juglans regia
O  Cestrum parqui
B |igustrum sinense
t  \vitis vinifera
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Figura 2.7 ACP para populacdes de B. chilensis de diferentes regides no Chile.

Individuos projetados contra seus valores para 0s dois componentes principais.

Cada simbolo representa uma regido:
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Figura 2.8 AVC para populacdes de B. chilensis de diferentes regides no Chile.
Individuos projetados contra seus valores para as duas principais variaveis
candnicas. Cada simbolo representa uma regiao:
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Figura 2.9 ACP para populagbes de B. chilensis de Vitis vinifera de diferentes
localidades do Chile. Individuos projetados contra seus valores para os dois
componentes principais. Cada simbolo representa uma localidade:
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Figura 2.10 AVC para populagbes de B. chilensis de Vitis vinifera de diferentes
localidades do Chile. Individuos projetados contra seus valores para as duas
principais variaveis canénicas. Cada simbolo representa uma localidade:
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Figura 2.11 ACP para populagcdes de B. chilensis de Ligustrum sinense de

diferentes localidades do Chile. Individuos projetados contra seus valores para 0s

dois componentes principais. Cada simbolo representa uma localidade:
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Figura 2.12 AVC para populacdes de B. chilensis de Ligustrum sinense de
diferentes localidades do Chile. Individuos projetados contra seus valores para as
duas principais variaveis candnicas. Cada simbolo representa uma localidade:

-
L
>
|

62 Regido/ Graneros

Regido Metropolitana/ La Pintana

62 Regido/Sn. Francisco de Mostazal
62 Regido/ La Platina

52 Regiao/ Curacavi

96



2.4 Referéncias Bibliograficas

ASOEX. Asociacion de exportadores de Chile. Disponivel em http://www.asoex.cl/
Acessado em 05/06/2006.

BAKER, E.W. The Genus Brevipalpus (Acarina: Pseudoleptidae). The American
Midland Naturalist, v. 42, n.2, p. 350-402, 1949.

BLACKITH, R. Morphometrics. In: WATERMAN, T.H.; MOROWITZ, J. (Org).
Theoretical and mathematical biology. New York: Blaisdell, 1965. p 225-249.

BLACKITH, R.E.; REYMENT, R.A. Multivariate morphometrics. London: Academia
Press, 1971. 412p. 1v.

BOCZEK, J.; ZAWADZKI, W.; DAVIS, R. Some morphological and biological
differences in Aculus fockeui (Nalepa & Trouessart) (Acari: Eriophyidae) on various
host plants. International Journal of Acarology, v.10, n.2, p.81-87, 1984.

DIVISION PROTECCION AGRICOLA. Situoacion de Brevipalpus chilensis Baker
em Chile. Servicio Agricola y Ganadero (SAG), Gobierno de Chile, 2006.

GOBIERNO DE CHILE. Regibes administrativas. Disponivel em
http://www.gobiernodechile.cl Acessado em 02/02/2008.

GONZALEZ, R.H.R. Biologia y control de la falsa arafiita de la vid, Brevipalpus
chilensis Baker (Acarina: Phyloptipalpidae). Maipu, Boletin Tecnico n° 1,
Universidade de Chile/Estacion Experimental Agrondmica, 1958. 31p.

GONZALEZ, R.H. Manejo de plagas de la vid. Ciéncias Agricolas. Universidade
de Chile/Departamento de Sanidad Vegetal, Santiago, 1983.115p.

GONZALEZ, R.H. Plagas del Kiwi em Chile. Revista Fruticola, v.7, n.1, p.13-27,
1986. /Resumo em CAB Abstracts on CD-ROM, 1987-89/

HAMMER, A.O.; HARPER, D.A.T.; RYAN, P.D. Past: Paleontological Statistics
Software Package for Education and Data Analysis. Paleontological Electronica,
v.3, n.1, 9p., 2001.

HOUCK, M.A.; OCONNOR, B.M. Morphological variation in Hemisarcoptes (Acari:
Hemisarcoptidae): application of multivariate morphometric analyses. Annals of the
Entomological Society of America, v.91, n.3, 1998.

HUANG, K.W.; HUANG, T.; WANG, C.F. Morphometric analysis between Spinacus
pagonis Keifer and its affined species (Acarina: Eriophyidae). Zoological Studies,
v.35, n. 3, p.178-187, 1996.

MAGUD, B.D.; STANISAVLJEVIC, L.Z.; PETANOVIC, R.U. Morphological variation
in different populations of Aceria anthocoptes (Acari: Eriophyoidea) associated with
the Canada thistle, Cirsium arvense, in Serbia. Experimental and Applied
Acarology, v.42, p.173-183, 2007.

97



MESA-COBO, N. C. Acaros Tenuipalpidae (Acari: Prostigmata) no Brasil, novos
relatos para América do Sul e o Caribe e variabilidade morfolégica e
morfométrica de Brevipalpus phoenicis (Geijskes). Piracicaba: Escola Superior
de Agricultura Luiz de Queiroz, 2005. 393p. Tese Doutorado.

MONTEIRO, L.R.; REIS, S.F. Principios de morfometria geométrica. Ribeirdo
Preto: Editora Holos, 1999, 198p.

MUSSA, L.; CARVALHO, C.E. O desempenho exportador do Chile: um debate
em andamento. Disponivel em http://www.usp.br/prolam/dowloads/2007_1_9.pdf
Acesso em 02/02/2008.

NAVIA, D.M.F. Acaros Eriophyoidea (Prostigmata) associados a palmeiras
(Arecaceae), com énfase no acaro do coqueiro, Aceria guerreronis Keifer —
espectro de hospedeiros e aspectos biogeograficos. Piracicaba: Escola
Superior de Agricultura Luiz de Queiroz, 2004. 437p. Tese Doutorado.

OKABE, K.; OCONNOR, B.M. Morphometric and systematic analyses of populations
of the Schwiebea barbei — group (Acari: Acaridae) with particular reference to
populations from North America and Japan. Internacional Journal of Acarology,
v.26, n.2, 2000.

PETANOVIC, R.; DIMITRIJEVIC, J. Intraspecific variability of Vasates euphorbiae
Pet. (Acari: Eriophyoidea) on different subspecies of the host plant. Zastita Bilja,
v.46, n.1, p.17-28, 1995. /Resumo em AGRIS Abstracts on CD-ROM, 1995-1996/

PRITCHARD, A. E.; BAKER, E.W. The false spider mites (Acarina: Tenuipalpidae).
University Califérnia Publications in Entomology, v.14, n.3, p.175-274, 1958.

REIS, S.F. Morfometria e estatistica multivariada em biologia evolutiva. Revista
Brasileira de Zoologia, v.5, n.4, p.571-580, 1988.

REYMENT, R.A.; BLACKITH, R.E.; CAMPBELL, N.A. Multivariate morphometrics.
New York: Academia Press, 1981. 233p.

SISLEGIS. SISTEMA DE LEGISLAQAO AGRICOLA FEDERAL, MAPA. Instrucéo
Normativa no. 52 de 20/11/3007. Disponivel http://www.mapa.gov.br Acesso em
02/02/2008.

SKORACKA, A.; KUCZYNSKI, L.; MAGOWSKI, W. Morphological variation in
different host populations of Abacarus hystrix (Acari: Prostigmata: Eriophyoidea).
Experimental and Applied Acarology, v.26, p.187-193, 2002.

TIXIER, M.S.; KREITER, S.; CHEVAL, B.; AUGER, P. Morphometric variation
between populations of Kampimodromus aberrans (Oudemans) (Acari:
Phytoseiidae): implications for the taxonomy of the genus. Invertebrate &
Systematics, v.17, p.349-358, 2003.

98



TRINCADO, R.C.; DURAN, V.C.; CASABONA, R.N. Clave el género Brevipalpus
Donnadieu (Actinotrichida: Tenuipalpidae) em Chile. XXVI Congresso Nacional de
Entomologia, Concepcion, 2004.

99



CAPITULO 3

SISTEMATICA MOLECULAR DE ACAROS BREVIPALPUS DONNADIEU
(TENUIPALPIDAE) DE IMPORTANCIA ECONOMICA E QUARENTENARIA PARA
O BRASIL

Resumo

A identificacdo de acaros é usualmente baseada nos caracteres morfologicos.
Entretanto, existem dificuldades em usar a morfologia, exclusivamente, quando uma
rapida e acurada identificacdo € necessaria. As técnicas moleculares apresentam
vantagens, pois podem possibilitar a identificacdo a partir de qualquer estagio de
desenvolvimento, sexo ou até de acaros mortos. Diversas espécies de Brevipalpus
Donnadieu sdo pragas agricolas, transmitindo importantes fitoviroses. No Brasil,
ocorrem algumas espécies de importancia econ6mica, como B. phoenicis, B.
obovatus e B. californicus. Este trabalho teve o objetivo de contribuir para o
conhecimento da sistemética de Brevipalpus e avaliar o potencial da regidao CO-I do
DNA mitocondrial para a definicAo de primers espécie-especificos para a
identificacdo de B. chilensis, B. obovatus, B. phoenicis e B. californicus. Neste
estudo foram analisadas 31 amostras de Brevipalpus coletadas em dois paises,
Brasil e Chile, em 11 plantas hospedeiras. Um segmento CO-l de 430pb foi
amplificado e sequenciado. Foram obtidas 49 sequéncias da regidao CO-l. Nas
andlises foram incluidas 41 sequéncias de Brevipalpus recuperadas do GeneBank.
As andlises filogenéticas evidenciaram a formacédo de dois grupos principais: 1) B.
phoenicis e 2) B. chilensis e B. aff. chilensis, B. obovatus, B. californicus e B. aff.
phoenicis. Os resultados apoiam a atual classificagdo taxonémica das espécies B.
obovatus e B. chilensis, indicando a independéncia desses dois tdxons, bem como,
apoiando a hipotese de que o fendtipo B. phoenicis € um complexo de espécies. O
polimorfismo da regido CO-I entre as espécies de Brevipalpus estudadas indica que
esta regido ndo apresenta potencial para a definicdo de primers espécie-especifico,
em especial para a especie quarentenaria B. chilensis, embora seja uma regido

filogeneticamente informativa.

Palavras-chave: marcador molecular, CO-I, polimorfismo, complexo de espécies.
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MOLECULAR SYSTEMATIC OF BREVIPALPUS MITES OF ECONOMIC AND
QUARANTINE IMPORTANCE TO BRAZIL

Abstract

Mite identification has been based on morphological characters. However for
some mites there are difficulties in using exclusively morphology when a fast and
accurate identification is required. Molecular diagnostics might help to identify
species and can be performed on any developmental stage, gender, or even on dead
mites. Several Brevipalpus mites are plant virus vectors and agricultural pests.
Dissemination of Brevipalpus through transport of plant material represents a
quarantine threat. This study evaluated the usefulness of a 430 bp mitochondrial
Cytochrome Oxidase | (CO-l) fragment to define species-specific primers to identify
B. phoenicis, B. obovatus, B. californicus and B. chilensis. Also, results were used to
clarify relationships among these species. A total of 49 Brevipalpus samples were
obtained. In the analysis there were included 41 Brevipalpus sequences retrieved the
from GeneBank. Two main clades were observed - 1) B. phoenicis; 2) B. chilensis
and B. aff. chilensis, B. obovatus, B. californicus, B. aff. phoenicis. The result support
the present taxonomy of B. obovatus and B. chilensis as distinct taxa as well as the
hypothesis of a species complex hidden in B. phoenicis phenotypes. CO-I
polymorphism among the studied Brevipalpus species seems performing poorly to
define species-specific primers and other genome region should be explored for

diagnostics. COl region is phylogenetically informative.

Key words: molecular marker, CO-I, polymorphism, species complex.
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3. Introducéao

Os é&caros Brevipalpus Donnadieu representam um grupo de grande
importancia quarentendria. Estes &caros causam danos diretos, devido a
alimentacédo, mas principalmente indiretos, por agirem como vetores de fitovirus. A
dificuldade para a realizacdo de uma rapida e acurada identificacdo das espécies de
Brevipalpus tem sido um entrave para a adocdo de medidas quarentenarias
apropriadas.

Ha diversas dificuldades e limitacdes na utilizacdo exclusiva da morfologia
para identificacdo de espécie de alguns grupos de acaros, como a existéncia de
poucos caracteres morfologicos, sendo necesséaria a disponibilidade de individuos
adultos e/ou de ambos 0s sexos; espécies cripticas, i.e. morfologicamente similares
e isoladas reprodutivamente, que apresentam hospedeiros e localidades de
ocorréncia comuns; ocorréncia de complexo de espécies; a identificacdo de acaros a
nivel especifico deve ser realizada por acardlogos sistematas. Ha um ndamero
reduzido de sistematas no Brasil e a formagdo de um especialista leva um longo
periodo de tempo.

Por outro lado, a identificacdo de &acaros através de técnicas moleculares
apresenta vantagens que sdo importantes e que devem ser valorizadas quando se
trata de defesa fitossanitaria, como identificacdo répida e segura, podendo acontecer
a partir de um Unico individuo, individuos de qualquer sexo ou estagio de
desenvolvimento e de individuos mortos; distincdo de categorias subespecificas;
distincdo de espécies cripticas; realizacdo da identificacdo por técnico capacitado
para utilizacdo de técnicas moleculares.

Marcadores moleculares podem ser utilizados com uma ferramenta muito util
tanto para o preenchimento de lacunas de conhecimento basico, como a sistematica
e filogenia do género Brevipalpus, quanto para aspectos aplicados na definicdo de
marcadores especificos que permitam a diagnose de espécies (Navia et al., 2006).

O conhecimento sobre a genética molecular e filogenia de 4caros Brevipalpus
ainda € escasso. Alguns estudos sobre a variabilidade genética de B. phoenicis
(Geijskes) do Estado de Séo Paulo, Brasil e da Flérida, EUA, utilizando marcadores
moleculares, foram realizados por Rodrigues et al. (2004a). Também Groot &
Breeuwer (2006) realizaram um trabalho com acaros do género Brevipalpus com

amostras do Brasil, Minas Gerais e Sao Paulo e Holanda, tracando uma associacao
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da filogenia de endossimbionte e dos acaros Brevipalpus hospedeiros. Uma
proposta recente, que envolve grupos de pesquisa em todo o mundo, tem como
meta a identificacdo de espécies através de uma porcdo padronizada da regido COI,
o DNA barconding. O uso de DNA barconding nao elimina a taxonomia tradicional,
mas sim, busca servir como uma nova ferramenta para o0s taxonomistas
complementando seus conhecimentos e, ainda, uma inovagdo para 0s demais
pesquisadores que necessitam uma rapida identificagdo (CBOL, 02/01/2008).

Este trabalho visa contribuir com o conhecimento da sistematica molecular de
acaros Brevipalpus de importancia econémica e quarentenaria para o Brasil- B.
chilensis Baker, B. obovatus Donnadieu, B. phoenicis e B. californicus (Banks) - bem
como avaliar o potencial da regido CO-l para a definicAo de primers espécie-
especificos que permitam a identificacdo acurada dessas espécies. Também sera

discutida a utilizacdo do DNA barcoding para a identificacdo de acaros Brevipalpus.
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3.1 Reviséo Bibliografica

3.1.1 Estudo com marcadores moleculares em Acarologia

A partir de 1990 trabalhos utilizando marcadores moleculares em estudos
com acaros comecaram a ser publicados. Kaliszewski et al. (1992) utilizaram reacao
da polimerase em cadeia (Polymerase Chain Reaction - PCR) para sequenciar o
DNA de 17 espécies de acaros, pertencentes a diversos grupos. Para comparacao
do genoma destas 17 espécies utilizaram um fragmento de 377pb da regido 18S do
rRNA nuclear e um fragmento de 500pb da regido 16S do rRNA mitocondrial. Os
resultados indicaram que a PCR poderia ser utilizado para obter sequéncias de
acaros para auxiliar nos estudos filogenéticos, ademais, o trabalho também
apresenta detalhes de métodos para extragdo e amplificacdo de DNA de acaros.

Os estudos envolvendo marcadores moleculares na Acarologia permitem o
aumento do conhecimento sobre a sistemética, a filogenética e a estrutura das
populacdes, contribuindo ndo apenas na identificacdo de espécies muito
relacionadas, mas também na distincdo de categorias sub-especificas e na
caracterizacdo de bidtipos. Estas novas oportunidades beneficiam pesquisadores
envolvidos em defesa fitossanitaria, controle bioloégico, parasitologia, biologia de
populacdes, ecologia molecular e diversas outras areas (Mozes-Koch & Gerson,
1998).

Revisdes sobre a utilizacdo de marcadores moleculares em estudos de
sistemética e filogenia de acaros, nas quais foram compiladas informacdes sobre os
métodos utilizados nos estudos, foram publicadas por Navajas & Fenton (2000);
Navajas (2001) e Cruickshank (2002).

As pesquisas em biologia molecular tém focalizado as espécies de acaros de
interesse econdmico agricola e médico-veterinaria. Entre 4caros fit6fagos tém sido
envolvidas principalmente espécies das familias Tetranychidae, Eriophyidae sendo
que o estudo de duas outras familias de importancia econdmica Phytoseiidae e
Varroidae, é crescente. Na area médico-veterinaria tem sido realizados estudos
sobre diversidade genética de carrapatos da familia Ixodidae (Navajas & Fenton,
2000; Cruickshank, 2002).
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Como em outros grupos de organismos, 0s marcadores moleculares mais
comumente utilizados em estudos com acaros sdo o DNA mitocondrial (mtDNA) e o
DNA ribossomal (rDNA). Alguns estudos utilizando RAPD (Random Amplified
Polymorphism DNA), AFLP (Amplified Lenght Polymorphism), DALP (Direct
Amplification of Lenght Polymorphism) e microssatélites tém sido realizados
(Navajas & Fenton, 2000).

Estudos conduzidos por Perrot-Minot & Navajas (1995) utilizando marcadores
RAPD mostraram que o material genético paterno é transmitido para os filhos em
cruzamentos controlados em acaros fitoseideos pseudo-arrendtocos. Esta técnica,
conjuntamente com estudos de fecundidade e biometria, foi utilizada para comparar
biotipos de Tetranychus sp. (Hence et al., 1998). A resolugcdo de questdes
taxondmicas no género Tetranychus Dufour tem sido realizada utilizando RAPD
(Dong et al., 1997) e sequenciamento de rDNA (Navajas, et al. 1998). Navajas et al.
(2001) estabeleceram a sinonimia entre T. kanzawai Kishida e T. hydrangea
Pritchard & Baker baseados em analises de sequéncias da regido ITS2 e em
estudos de cruzamentos.

Os marcadores mais comumente utilizados em sistematica molecular, mtDNA
e rDNA, diferem consideravelmente em sua organiza¢cdo genémica e no modo de
transmissdao. Devido a isto, é importante considerar como as propriedades
contrastantes destes marcadores podem afetar suas habilidades na construgcéo de
filogenias (Navajas & Boursot, 2003), sendo que estudos filogenéticos, baseados em
resultados de um Unico marcador molecular, podem levar a resultados enganosos
(Brower et al., 1996; Ross et al., 1999; Navajas & Boursot, 2003).

De um modo geral, as variagdes no mtDNA em estudos a nivel populacional
parecem ser mais Uteis que as variacdes nos genes ribossomais. Dentro de uma
populacdo, a frequéncia de um Uunico haplétipo de MmtDNA pode flutuar mais
rapidamente que as frequéncias dos alelos de DNA nucleares e, por isto, 0 mtDNA
seria mais sensivel ao "efeito fundador" e a tamanhos reduzidos das populacdes
invasoras, que o DNA nuclear. A perda ou aquisicdo de um haplétipo € importante
em pequenas populacdes e a migracdo de poucos individuos entre populacdes seria

suficiente para fixar uma linhagem de mtDNA nestas (Roderick, 1996).
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3.1.2 DNA mitocondrial — mtDNA

A biologia molecular e o padrédo de evolugcdo do mtDNA de animais € bem
compreendido (Navajas & Fenton, 2000). Sequéncias de mtDNA representam uma
ferramenta poderosa para estudos evolucionarios e tem sido utilizadas em estudos
de estrutura de populagdes, fluxo génico, hibridacdo, biogeografia e relagbes
filogenéticas (Avise et al., 1987). A maior parte dos mtDNA de animais superiores
apresentam uma série de caracteristicas que os tornam marcadores ideais em
estudos filogenéticos: 1) apresentam estrutura genética simples, sem a presenca de
regides repetitivas, elementos transponiveis, pseudogenes ou introns; 2) geralmente
evoluem rapidamente, pois apresentam, primariamente, como mutagodes,
substituicdes de bases; 3) a heranca é materna, o modo de transmissédo ao longo
das geracdoes € efetivamente haploide, ndo ha recombinacdo; seus genes
representam um loco genético Unico; 4) a ordem e composicdo dos genes é
conservada; 5) as sequéncias sdo curtas em comparacdo as do genoma nuclear
(Avise et al., 1987; Hoy , 1994; Roderick, 1996).

A taxa de evolucdo dos genes mitocondriais varia entre linhagens, entre
genes e mesmo dentro dos genes. No mtDNA ha regibes que divergem
rapidamente, enquanto outras regides sdo altamente conservadas, podendo
diferentes regides ser utilizadas em diferentes niveis taxondmicos. Em insetos,
observa-se que a taxa de evolucdo dos genes mitocondriais €, em média, de 1-2
vezes mais rapida que a dos genes nucleares (Hoy, 1994). Os genes mitocondriais
pertencem a duas categorias: genes ribossomais (12S e 16S), e genes proteina-
codante (Cytochrome Oxidade subunit I, CO-l, e Cytochrome Oxidade subunit I,
CO-lll). Em geral a terceira posicdo dos genes mitocondriais proteina-codante

evoluem mais rapidamente que nos genes ribossomais (Cruickshank, 2002).

3.1.3 Acaros x CO-l

A regido CO-l tem sido amplamente utilizada em estudos moleculares de
espécies de acaros.

Navajas et al. (1996) observaram o modo de evolugdo do mtDNA de 20
espécies da superfamilia Tetranychoidea. Utilizando a regido CO-I, mostraram que

as sequéncias, como nos insetos, sdo altamente ricas em A+T (75%), que as
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caracteristicas e o0 modo de evolucdo do mtDNA nestes acaros sdo similares
agueles conhecidos para os insetos, sugerindo que estes artropodes compartilharam
caracteres ancestrais. Os resultados do estudo filogenético baseado nas seqiiéncias
CO-I foram avaliados conjuntamente com as caracteristicas de morfologia e biologia.

A variacdo da sequéncia de nucleotideos e caracteres morfolégicos foram
utilizados para o estudo sobre relagdo evolucionaria entre nove espécies de
Tetranychidae, género Tetranychus. As andlises filogenéticas foram baseadas na
regido CO-l1 e ITS2. Através das andlises foi sugerida para duas espécies a
reclassificacdo taxonémica (Navajas et al., 1997).

Estudo sobre a relacdo filogenética de quatro espécies de Panonychus
(Tetranychidae) no Japéo foi realizado utilizando uma por¢édo de 546pb da regiao
CO-l. Os resultados filogenéticos demonstraram uma confiabilidade em relacdo ao
género, entretanto, na filogenia das espécies japonesas baseada em sequéncias da
regido CO-I do mtDNA, foi discordante daquelas obtidas utilizando-se regides do
rDNA (Toda et al., 2000).

Salomone et al. (2002) utilizaram uma porcao de 488pb da regidao CO-I para
reconstruir as relacdes filogenéticas entre espécies de oribatideos do género
Steganacaridae nas llhas Canérias. Os resultados mostraram que o padrdo de
variacdo genética ndo correspondeu ao status taxondémico, mas revelou quatro
fortes divergéncias e linhagens geograficamente coerentes.

As relacbes evolucionarias entre seis espécies de Tetranychus
(Tetranychidae) na Coreia foram analisadas utilizando 598pb da regido CO-l.
Ademais, os autores trabalharam no diagnostico das espécies através do marcador
molecular PCR-RFLP (Lee et al., 1999).

Na revisdo de Navajas (2001) observa-se o estudo de amostras de
Tetranychus urticae Koch utilizando dois marcadores moleculares: CO-l e ITS2. Os
resultados obtidos foram diferentes para os dois marcadores. Uma Unica sequéncia
de ITS2 foi detectada em todas as amostras; entretanto, as sequéncias CO-I
demonstraram um determinado grau de polimorfismo, refletindo um histérico do
padrdo de colonizacdo das espécies. A autora ressalta que ITS2 parece ser um bom
marcador para a diagnose de espécies, ja que através das seqliéncias conseguiu
diferenciar T. urticae, espécie estudada, de T. turkestani (Ugarov & Nikolskii),
espécie filogeneticamente proxima também estudada com os dois marcadores

moleculares. Ja a regidao CO-I| proporciona informacdes sobre a estrutura geografica
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e 0 padrdo de colonizacdo das espécies, ndo sendo um marcador adequado para
diagnéstico de espécies.

O primeiro trabalho com &caros do género Brevipalpus Donnadieu
(Tenuipalpidae) utilizando marcadores moleculares € o de Rodrigues et al. (2004a).
Estes autores avaliaram a regido COl do mtDNA e marcadores RAPD. Foram
estudadas seis amostras de acaros de Sao Paulo, Brasil, coletados principalmente
em citros, e acaros da Florida, EUA, sendo que outros cinco hospedeiros entraram
no estudo. Acaros Brevipalpus do Texas, Oregon, Carolina do Sul, EUA, Rio de
Janeiro e Minas Gerais, Brasil, foram incluidos no estudo. Uma variabilidade entre
as col6nias foi detectada com consistente congruéncia entre ambas as informacdes
moleculares. Os acaros das col6nias da Florida, EUA, e do Brasil foram identificados
morfologicamente como B. phoenicis, formando um grupo monofilético, a amostra de
cha da Carolina do Sul identificada como B. obovatus e a amostra de maca de
Oregon Cenopalpus pulcher (Canestrini e Fanzago) (Tenuipalpidae) foram incluidas
como grupos externos. Os haplétipos do Brasil foram agrupados em uma clade
distinta do grupo dos EUA, sugerindo uma subdivisdo geografica através da andlise
de mtDNA.

Em outro trabalho Rodrigues et al. (2004b) estudaram haplétipos de citros de
Honduras. Os &caros foram identificados morfologicamente como B. phoenicis.
Contudo, através da analise de sequéncias do mtDNA, estes haplétipos foram
filogeneticamente distintos, ndo permanecendo no grupo de B. phoenicis de citros da
Flérida (EUA) e de Sédo Paulo (Brasil). As sequéncias destes haplotipos também
diferiram das sequéncias de B. obovatus. Os resultados demonstram a necessidade
de revisdo na identificacdo, bem como nos caracteres morfolégicos de acaros B.
phoenicis, devido a existéncia de possiveis espécies cripticas.

Groot & Breeuwer (2006) apresentam resultados de estudos sobre a
reproducao telitoca de acaros de género Brevipalpus, observando a presenca da
bactéria Cardinium, sua eficiéncia de transmissdo e os efeitos na reproducéo
telitoca. Acaros Brevipalpus foram coletados em varios hospedeiros nos Estados de
Sao Paulo e Minas Gerais, Brasil, e na Holanda, em casas de vegetacdo. Observou-
se que a variagcao do numero de machos em populagfes naturais pode ser explicada
por dois elementos: a composicdo dos clones da populacdo e a estrutura etaria da
populacdo de acaros. O aumento significante do numero de machos nas linhagens

de Brevipalpus apés o tratamento com antibiotico indica a responsabilidade da

108



bactéria Cardinium pela reproducéo telitoca, fato ja constatado por Weeks et al.
(2001). O estudo sugere que B. obovatus foi a primeira espécie a torna-se telitoca
por causa de um infeccdo com Cardinium. Entretanto, em algumas linhagens, a
causa da feminilizacdo dos machos pode ter mudado de uma simbiose bacteriana
para uma caracteristica genética do &caro. Paralelamente, a regido CO-l de
individuos das espécies: B. phoenicis, B. obovatus e B. californicus foi estudada. A
analise filogenética das 19 linhagens selecionadas inferiu que a taxonomia
molecular, fundamentada nas seqUéncias do mtDNA, foi incompativel com a
taxonomia classica baseada na morfologia, sugerindo a necessidade de uma revisédo
taxondmica para o grupo. A conclusdo é resultante devido ao agrupamento de trés
linhagens identificadas como B. phoenicis pela taxonomia classica, agrupadas na
clade identificada como B. obovatus pela taxonomia molecular. Os autores

demonstraram que as 19 linhagens analisadas eram hapléides.

3.1.4 DNA Barconding

Sequéncias de DNA sado ferramentas atuais e indispensaveis para a
delimitacao e identificacdo de espécies. Nesse contexto é importante a distincdo entre
taxonomia molecular e DNA barconding. A taxonomia molecular é baseada nos
conceitos evoluciondrios da espécie, levando em consideracdo uma ou varias regides
mitocondriais ou nucleares. O DNA barconding é uma pequena sequéncia padréo de
DNA, 628 pb, usualmente no final da porcédo 5’ do gene mitocondrial (CO-I), usada na
identificacdo das espécies. O gene CO-I tem sido utilizado com alta eficiéncia na
identificacdo de grupos animais. A regido CO-l ainda ndo € uma regido barconding
eficiente em plantas, devido a evolugdo lenta, mas o0s pesquisadores ja estédo
préximos a identificar uma regido que podera servir como barcode para plantas (Ross
et al., 2007; CBOL, 02/01/2008). O DNA barconding pode ser usado para 1) identificar
individuos a nivel especifico; 2) melhorar a descoberta de novas espécies usando o
limite da divergéncia de sequéncias (Ross & Breeuwer, 2007).

A funcao essencial do “DNA barcoding”, isto é, do codigo de barras baseado
no DNA, consiste na habilidade em identificar corretamente um individuo dentro de
uma espécie, ou de identificar a amostra como pertencente a uma nova espécie,
ainda ndo descrita. O codigo de barra baseado no DNA ndo tem intencdo de

fornecer dados precisos sobre as relacdes filogenéticas entre as espécies, embora
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os esforcos sejam compativeis e idealmente, poderdo complementar os estudos
filogenéticos. O nivel de identificacdo taxondmico pretendido com esta nova
abordagem € o de espécie (CBOL, 02/01/2008).

Ben-David et al. (2007) estudaram sequéncias de DNA da regido ITS2 como
barconding para identificar e analisar 16 espécies de acaros tetraniquideos de Israel.
Através das analises realizadas os autores concluiram que sequéncias da regido
ITS2 dos acaros podem ser ferramentas efetivas para a identificagdo de espécies,
diagndsticos de quarentena e outras atividades de controle de pragas.

No trabalho realizado por Ross & Breeuwer (2007) observa-se o uso de um
fragmento diferente do usual da regido CO-l de espécies de acaros tetraniquideos
como barconding. Os autores ressaltam a necessidade de, conjuntamente com as
sequéncias, obter informagcBes sobre morfologia, ecologia, genes multiplos da
espécie, para assim definir ou delimitar a espécie.

O DNA barcoding representa uma estratégia designada para satisfazer
simultaneamente vérias questdes que incluem melhoria na identificacdo taxonémica
sem a necessidade de especialistas; diminuicdo de custo; praticidade, acesso
rotineiro e rapido a informacéo e uma aplicabilidade em amplo espectro filogenético
e taxondmico de organismos, incluindo muitas espécies novas, ainda ndo descritas
(Azeredo-Espin, 2005).
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3.2 Material e Métodos

As analises moleculares das amostras de acaros Brevipalpus foram
conduzidas no Laboratério de Quarentena Vegetal/Biologia Molecular na Embrapa
Recursos Genético e Biotecnologia (Cenargen). As atividades deste trabalho foram
divididas em trés etapas: 1) obtencdo de amostras de acaros Brevipalpus, 2)
analises moleculares de DNA - extracdo, amplificacdo e sequenciamento; 3)
andlises das sequéncias. As analises filogenéticas foram feitas com a colaboracao
da Dra. Maria Navajas, no “Centre de Biologie et Gestion des Populations” (CBGP),

INRA, Monferrier-sur-Lez, Languedoc Roussillon, Franca.

3.2.1 Obtencdo de Amostras de Acaros Brevipalpus

As amostras de Brevipalpus enviadas por colaboradores foram: do Chile de
11 localidades e 6 hospedeiros por Roberto Trincado, consultor CORFO, Chile; de
Sdo Cristovdo/SE uma localidade e um hospedeiro, por Julio Poderoso,
Universidade Federal de Sergipe; de Cordeirépolis/'SP uma localidade e um
hospedeiro por Juliana de Freitas Astua, Embrapa Mandioca e Fruticultura/Centro
APTA Citros Sylvio Moreira, de Cruz das Almas/BA uma localidade e um hospedeiro
por Aloyseia Noronha, Embrapa Mandioca e Fruticultura. As demais amostras do
Brasil foram coletadas pela equipe de Acarologia do Laboratério de Quarentena
Vegetal, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. Com os registros de coleta ,
foi confeccionado o mapa de distribuicdo dos pontos de coleta utilizando-se o
programa DIVA-GIS (Hijmans et al., 2001).

Foram analisadas 31 amostras de Brevipalpus originarias de dois paises e de
11 plantas hospedeiras (Tabela 1; Figura 1). De cada amostra de Brevipalpus foram
separados os exemplares destinados as analises moleculares. Para preservacéao do
DNA, os acaros foram acondicionados em um microtubo, tipo eppendorf, com
capacidade de 1,5 ml, contendo alcool absoluto. Os microtubos foram etiquetados
com o numero da amostra e foram colocados em caixas em polipropileno com tampa
para armazenagem e mantidos no freezer (Brastemp) a temperatura constante de —

20°C, até serem submetidos a extracdo de DNA. Espécimes de todas as amostras
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submetidas a andlises moleculares foram montados em laminas de microscopia e

identificados com base em caracteres morfolégicos (Capitulo 1).

3.2.2 Analises moleculares de DNA - extracdo, amplificacdo e sequenciamento

3.2.2.1 Extracéo

O DNA gendmico de Brevipalpus spp. foi extraido utilizando o kit de extracao
DNeasy Tissue Kit (Qiagen)— Protocolo para cultura de células animais adaptado a
extracdo de DNA total de pequenos artropodes, e descrito abaixo. O protocolo citado
foi considerado o mais adequado na obtencdo de DNA com pureza e quantidade
para uso nos procedimentos de biologia molecular, visando a identificacdo de
marcadores moleculares especificos para as populacdes em estudo (Navajas®,
comunicacao pessoal). O protocolo foi definido objetivando a extracdo de DNA de
um dnico individuo. Foram separados seis individuos de cada amostra. Os acaros
foram centrifugados a vacuo, a temperatura ambiente, por 5-10 min, para completa
eliminacdo do etanol. Com os microtubos no gelo, os &caros foram macerados a
seco, sendo que apos a maceragdo uma solucdo tampédo PBS (90ul) foi adicionada
aos tubos e os acaros foram macerados novamente, com pistilos plasticos (plastic
pestle). Adicionou-se, entdo, 10uL de proteinase K, seguida de 100 pL de tampéao
AL. A solucéo foi completamente homogeneizada com um vortex e incubada a 70°C
por 10 min. Entdo, 100uL de etanol absoluto foram adicionados ao tubo e misturados
a solucgdo, utilizando-se o vortex. A mistura foi transferida para uma coluna DNeasy
colocada sobre um tubo de coleta de 2 mL e centrifugada a 8.000 rpm por 1 min. A
solucéo que passou pela coluna e o tubo de coleta foram descartados e a coluna
transferida para um novo tubo coletor de 2 mL. Adicionaram-se, entdo, 250 pL de
tampdo AWL1 e o tubo foi centrifugado a 8.000 rpm durante 1 min. A coluna foi
transferida para um novo tubo coletor de 2 mL, e adicionaram-se 250 pyL de tampao
AW2, centrifugando-se o tubo a 13.000 rpm, por 3 min, para eliminar todo o etanol
antes da eluicdo. A coluna foi, entdo, acoplada a um microtubo de 1,5mL, 50 uL de

agua ultrapura foram colocados sobre a membrana da coluna, os tubos foram

® Comunicacéo pessoal. Dra. Maria Navajas, Pesquisadora do Centre de Biologie et de Gestion des Populations,
CBGP. Montpellier, France.
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incubados durante 10 min e centrifugados, a 8.000 rpm, por 2 min. Apds a extracao,

0s tubos permaneceram armazenados a -20°C.

3.2.2.2 Amplificacdo através de PCR (Polymerase Chain Reaction)

Ap6s a extracdo, o DNA foi amplificado por PCR das amostras utilizando
primers da regiao “Cytochrome Oxidase I’ (CO-1) do DNA mitocondrial, DNR- 5" TAC
AGC TCC TAT AGA TAA AAC3' e DNF-5' TGA TTT TTT GGT CAC CCA GAA G 3
(Navajas et al., 1996; Rodrigues et al., 2004). Estes primers sdo universais e foram
previamente utilizados com sucesso nos estudos moleculares de diversas
espécies/grupos de acaros. Cada PCR foi conduzida em 25 uL contendo 2.5 uL de
tampéao 10 X Tag DNA Polymerase (Qiagen), 5U de Taq DNA Polymerase (Qiagen),
2.5 mM de cada dNTP, 10 uM de cada primer correspondendo a extremidade 5°e 37,
25 mM de MgCl; e 4 uL do DNA a ser amplificado. As amostras foram desnaturadas
a 94 °C durante 4 min e submetidas a 30 ciclos de PCR por 1 min de desnaturacao a
92 °C, 1 min de anelamento a 50 °C e 1,5 min de extenséo a 72 °C.

Ao término da PCR adicionou-se o tampdo de amostra, e aplicou-se, em gel
de agarose a 1,5%. Apo6s a corrida o mesmo foi corado com brometo de etidio e
visualizado em um fotodocumentador (transiluminador UV 302nm acoplado a uma
camera-EagleEye).

Para a producgéo visando o sequenciamento da regido, foram conduzidas 8
reacdes PCR por amostra de DNA e o produto obtido foi reunido e purificado. Na
amplificacdo da regido CO-l obteve-se um perfil de corrida com uma Unica banda,
assim a purificacao foi direta utilizando o produto da PCR em Kit de Purificacao de
PCR (Qiagen). Foi amplificado fragmento de cerca de 430pb da regido CO-l do
MtDNA.

3.2.2.3 Sequenciamento

Para o sequenciamento do fragmento utilizou-se o método “BigDye
Terminator” (Perkin Elmer, Foster City, CA) em um sequenciador de DNA
automatizado ABI PRISM 377 (Applied Biosystems Inc.). Ambos o0s primers
(extremidades 3’e 5") utilizados no PCR para a regido CO-I foram utilizados para o
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sequenciamento da respectiva regido. As sequéncias distintas da regidao CO-I de
Brevipalpus obtidas seréo depositadas no GeneBank. Os alinhamentos de todas as
sequéncias estdo disponiveis com L. Calvoso-Miranda e D. Navia.

3.2.3 Andlises das Seqléncias

O consenso das sequéncias de CO-lI das amostras de Brevipalpus foram
obtidas utilizando-se os programas PreGap e Gap do Staden Package (Staden et al.,
1998). Em seguida as sequéncias foram alinhadas utilizando-se o programa BioEdit
(Hall, 1999). As analises filogenéticas foram realizadas utilizando-se MEGA (Tamura
et al., 2007), a andlise utilizada foi Neighboor Joining modelo Maximum Composite
Likelihood, 1000 replica¢cdes, outros modelos foram testados mas as diferengcas nao
foram significativas e 0 modelo utilizado apresentou um bootstrap mais elevado. As
sequéncias de CO-I obtidas foram de cerca de 430 pares de bases. Apds a analise
filogenética, todas as sequéncias, incluindo as retiradas do GeneBank, foram
agrupadas por espécie, para a conducao das analises de diversidade molecular. As
analises de indices de diversidade molecular - nUmero de haplotipos, numero de
sitios polimorficos, diversidade genética, diversidade nucleotidica e a média de
pairwise difference - foram realizadas utilizando Arlequin 3.11 (Excoffier &
Schneider, 2005).

Aléem das sequéncias da regido CO-l1 de Brevipalpus obtidas durante o
desenvolvimento do trabalho, foram também incluidas nas andlises as sequéncias
disponiveis no GeneBank, em um total de 41 sequéncias depositadas, resultantes
dos estudos de Rodrigues et al. (2004a) (22 sequéncias, AY320007 a AY320028) e
Groot & Breeuwer (2007) (19 sequéncias, DQ789576 a DQ789594). Como grupo
externo utilizou-se uma sequéncia do tenuipalpideo Cenopalpus pulcher (Canestrini
e Fanzago), a mesma utilizada por Rodrigues et al. (2004a) (AY320029) (Tabela 2).
Visando padronizar o comprimento das sequéncias foi necessario reduzir os

segmentos obtidos neste estudo de 430pb para 374pb (Anexo B).
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Tabela 3.1 Amostras de acaros Brevipalpus, coletadas pela equipe do Laboratério de Acarologia-Embrapa Cenargen e colaboradores, cuja regido CO-I foi
sequenciada neste estudo.

Amostras de Brevipalpus - Andlise Molecular

Amost. Pais Local Hospedeiro GPS Coletor Data Ident. Morfolégica
46 Chile Santa Rosa-Santiago Ligustrum sinense S35°33 W 71° 44' R. Trincado 23.VIL.04 B. chilensis
47 Chile La Platina-Santiago Juglans regia S 34° 27" W 70° 59' R. Trincado 23.VIl.o4 B. chilensis
48 Chile Quinta Normal-Santiago Crateagus sp. S 33°28 W 70° 39' R. Trincado 23.VIl.o4 B. chilensis
51 Chile La Pintana-Santiago Ligustrum sinense S 33°35' W 70° 38' R. Trincado 23.VI.04 B. chilensis
52 Chile Antumapu-Santiago Ligustrum sinense S 33°28 W 70° 39' R. Trincado 23.VIl.04 B. chilensis
53 Chile La Platina-Santiago Ligustrum sinense S 34° 27° W 70° 59' R. Trincado 23.VIl.04 B. chilensis
54 Chile La Platina-Santiago Ligustrum sinense S 34° 27° W 70° 59' R. Trincado 23.VIl.04 B. chilensis
55 Chile La Platina-Santiago Ligustrum sinense S 34° 27° W 70° 59' R. Trincado 23.VIl.04 B. chilensis
56 Chile La Platina-Santiago Ligustrum sinense S 34° 27" W 70° 59' R. Trincado 23.VIl.04 B. chilensis
57 Chile La Platina-Santiago Juglans regia S 34° 27° W 70° 59' R. Trincado 23.VIl.04 B. chilensis
59 Chile La Platina-Santiago Ligustrum sinense R. Trincado 23.VII.04 B. chilensis
S 34° 27" W 70° 59'

60 Chile La Platina-Santiago Ligustrum sinense S 34° 27° W 70° 59' R. Trincado 23.VI.04 B. chilensis
135  Chile Graneros Regido 06 Ligustrum sinense S 34° 03" W 70° 43 R. Trincado 12.1.05 B. chilensis

Sn. Francisco de Mostazal Regido B. chilensis
146 Chile 06 Ligustrum sinense S 33°59" W 70° 42' R. Trincado 24.1.05
149  Chile Lampa Regido 13 Citrus sp. S33°17° W 70° 53' R. Trincado 27.1.05 B. chilensis
150  Chile Lampa Regido 13 Cestrum parqui S$33°17° W 70° 53' R. Trincado 27.1.05 B. chilensis
155  Chile La Pintana Regido 13 Crateagus sp. S 33° 35" W 70° 38 R. Trincado 24.11.05 B. chilensis
157  Chile Pichilemu Regido 06 Ligustrum sinense S 34° 23 W 72° 01' R. Trincado 24.11.05 B. chilensis
158  Chile La Obra Regido 13 Ligustrum sinense S$33°35' W 70° 27 R. Trincado 07.11.05 B. chilensis
159  Chile Molina Regido 07 Vitis vinifera S34°38 W 71° 21' R. Trincado 08.111.05 B. chilensis
196 Brasil Sé&o Cristovdo-SE Ocimum basilicum S 11° 00" W 37° 12' J.C. Poderoso 30.111.06 B. obovatus
201  Chile Curacavi BTGO Ligustrum sp. R. Trincado 12.V1.06 B. chilensis
254  Brasil Recife-PE UFRP Malpighia glabra S 7°57" W 34° 57 M.G. Gondim Jr. e D. Navia 30.11.07 B. obovatus, B. phoenicis e B. californicus
256  Brasil Recife-PE UFRP Hibiscus sp. S 7°57" W 34° 57 M.G. Gondim Jr. e D. Navia 30.111.07 B. obovatus e B. phoenicis
257 Brasil Recife-PE UFRP Citrus sp. S7°57 W 34° 57 M.G. Gondim Jr. e D. Navia 30.111.07 B. phoenicis
258 Brasil Piracicaba-SP Hibiscus sp. S 22° 39 W47° 38 D.Navia 20.1v.07 B. obovatus e B. phoenicis
259 Brasil Piracicaba-SP Coffea arabica S 22° 39 W47° 38 D.Navia 20.1v.07 B. phoenicis

S 15° 56' 52.59" W 48° 05' 30,03" Alt.
265  Brasil Gama-DF Ocimum basilicum 1144 m L. Calvoso-Miranda 09.VI1.07 B. obovatus e B. phoenicis
Cestrum

267  Brasil Atibaia-SP nocturnum S 22° 28" W 47° 27" J.Freitas-Astla B. obovatus
269 Brasil Cruz das Almas-BA CNPMF Citrus sp. S 12° 40" W 39° 06' A.Noronha B. phoenicis
271 Brasil Araguari-MG Coffea arabica S 18° 38" W 48° 11' D.Navia 05.VIIL.O7 B. phoenicis

115



Cestrum nocturnurm
Citrus sp.
Coffea arabica

A

oy

|

@ Hibiscus sp.
+ Malpighia glabra
o

Oncimum basificum

0 600

O
kilometers

Cestrum parqui
Citrus sp.
Crateagus sp.
Julans regia
Ligustrum sinense
Vitis vinifera
Ligustrum sp

eo o+ @

0 100

| )
kilometers

0 400

kilometers

Figura 3.1 Mapas do Brasil e do Chile, respectivamente A e B, identificando as localidades de coletas
e hospedeiros relacionados a acaros Brevipalpus analisados neste trabalho.
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Tabela 3.2 Lista de origem de sequéncias da regido Citocromo Oxidade subunidade | submetidas a
analises filogenéticas obtidas neste estudo e do GeneBank. As sequéncias foram coletadas do
GeneBank em outubro de 2007.

N° Genebank No. Pais/Localidade Hospedeiro Identificacdo Morfoldgica
ou sigla da Seq
amostra
Br Ce 267 1 Brasil, Cordeirépolis/SP Cestrum nocturnum B. obovatus
Br Ci 257 1 Brasil, Recife/PE Citrus sp. B. phoenicis
Br Ci 269 1 Brasil, Cruz das Almas/BA Citrus sp. B. phoenicis
Br Co 259 1 Brasil, Piracicaba/SP Coffea arabica B. phoenicis
Br Co 271 3 Brasil, Araguari/MG Coffea arabica B. phoenicis
Br Hi 256 4 Brasil, Recife/PE Hibiscus sp. B. obovatus e B. phoenicis
Br Hi 258 1 Brasil, Piracicaba/SP Hibiscus sp. B. obovatus e B. phoenicis
Br Ma 254 1 Brasil, Recife/PE Malpighia glabra B. obovatus, phoenicis e
californicus.
Br Oc 196 5 Brasil, S&o Cristovao/SE Ocimum basilicum B. obovatus
Br Oc 265 2 Brasil, Gama/DF Ocimum basilicum B. obovatus e B. phoenicis
Ch Ce 150 3 Chile, Lampa Cestrum parqui B. chilensis
Ch Ci 149 1 Chile, Lampa Citrus sp. B. chilensis
Ch Cra 155 3 Chile, La Pintana Crateagus sp. B. chilensis
Ch Cra 48 1 Chile, Quinta Normal Crateagus sp. B. chilensis
Ch Ju 47 1 Chile, La Platina Juglans regia B. chilensis
Ch Ju 57 1 Chile, La Platina Juglans regia B. chilensis
ChLi 533 1 Chile, La Platina Ligustrum sinense B. chilensis
ChLil1l352 1 Chile, Graneros Ligustrum sinense B. chilensis
Ch Li 146 2 1 Chile, San Francisco de Ligustrum sinense B. chilensis
Mostazal

ChLil571 1 Chile, Pichilemu Ligustrum sinense B. chilensis
Ch Li158 3 1 Chile, La Obra Ligustrum sinense B. chilensis
ChLi2011 2 Chile, Curacavi Ligustrum sp. B. chilensis
Ch Li 46 1 Chile, Sta Rosa Ligustrum sinense B. chilensis
ChLib51 1 Chile, La Pintana Ligustrum sinense B. chilensis
Ch Li 52 1 Chile, Antumapu Ligustrum sinense B. aff. chilensis
Ch Li 53 2 Chile, La Platina Ligustrum sinense B. chilensis
Ch Li54 1 Chile, La Platina Ligustrum sinense B. chilensis
Ch Li 55 1 Chile, La Platina Ligustrum sinense B. chilensis
Ch Li 56 1 Chile, La Platina Ligustrum sinense B. chilensis
Ch Li 59 1 Chile, La Platina Ligustrum sinense B. chilensis
Ch LI 60 1 Chile, La Platina Ligustrum sinense B. chilensis
ChVil591 1 Chile, Molina Vitis vinifera B. chilensis
USCil71 1 EUA, Florida Citrus sinensis B. phoenicis
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N° Genebank | No. Pais/Localidade Hospedeiro Identificacdo Morfologica
ou sigla da Seq
amostra

US18Cil 1 EUA, Florida Citrus sinensis B. phoenicis
Usigi 1 EUA, Florida ? B. phoenicis

usao1 1 EUA, Florida ? B. phoenicis
AY320007 1 EUA, Lake Alfred/FL Citrus sinensis B. phoenicis
AY320008 1 EUA, Plant City/FL Citrus sinensis B. phoenicis
AY320009 1 EUA, Montverde/FL Citrus sinensis B. phoenicis
AY320010 1 EUA, Bowling Green/FL Citrus sinensis B. phoenicis
AY320011 1 EUA, Lake Alfred/FL Citrus sinensis B. phoenicis
AY320012 1 EUA, Oak Hill/FL Citrus sinensis B. phoenicis
AY320013 1 EUA, Merritt Island/FL Citrus sinensis B. phoenicis
AY320014 1 EUA, Pembroke/FL Hibiscus sp. B. phoenicis
AY320015 1 EUA, Lake Alfred/FL Rhododendron sp. B. phoenicis
AY320016 1 EUA, Plant City/FL Citrus sinensis B. phoenicis
AY320017 1 EUA, Eustis/FL Citrus sinensis B. phoenicis
AY320018 1 EUA, Lake Alfred/FL Ligustrum sp. B. phoenicis
AY320019 1 Brasil, Conchal/SP Citrus sinensis B. phoenicis
AY320020 1 Brasil, Monte Azul Citrus sinensis B. phoenicis

Paulista/SP
AY320021 1 Brasil, Bebedouro/SP Citrus sinensis B. phoenicis
AY320022 1 Brasil, Teresopolis/RJ Citrus sinensis B. phoenicis
AY320023 1 Brasil, Araraquara/SP Citrus sinensis B. phoenicis
AY320024 1 Brasil, Patrocinio/MG Coffea sp. B. phoenicis
AY320025 1 EUA, Weslaco/TX Citrus maxima B. phoenicis
AY320026 1 EUA, Donna/TX Citrus paradisi B. phoenicis
AY320027 1 Brasil, Cordeir6polis/SP Citrus reshni B. phoenicis
AY320028 1 EUA, Charleston/SC Camellia sinensis B. obovatus
AY320029 1 EUA, Corvalis/OR Malus domestica Cenopalpus pulcher
DQ789576 1 Brasil, SP Citrus sp. B. phoenicis
DQ789577 1 Brasil, SP Citrus sp. B. phoenicis
DQ789578 1 Holanda Monodora crispata B. phoenicis
DQ789579 1 Holanda Terminalia ivorensis B. phoenicis
DQ789580 1 Brasil, MG Hibiscus rosa- B. phoenicis
sinensis
DQ789581 1 Brasil, MG Hibiscus rosa- B. phoenicis
sinensis

DQ789582 1 Brasil, MG Citrus sp. B. phoenicis
DQ789583 1 Brasil, MG Citrus sp. B. phoenicis
DQ789584 1 Brasil, MG Rhododendron sp. B. phoenicis
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N° Genebank No. Pais/Localidade Hospedeiro Identificacdo Morfoldgica
ou sigla da Seq
amostra

DQ789585 1 Brasil, MG Carica papaya B. phoenicis

DQ789586 1 Brasil, MG Malpighia glabra B. phoenicis

DQ789587 1 Holanda Strongylodon B. phoenicis
macrobotrys

DQ789588 1 Holanda Beaumontia B. phoenicis
grandiflora

DQ789589 Brasil, MG Zingiber sp. B.obovatus

DQ789590 Brasil, MG Hibiscus rosa- B.obovatus

sinensis

DQ789591 1 Brasil, MG Rhododendron sp. B. californicus

DQ789592 1 Brasil, MG Rhododendron sp. B. californicus

DQ789593 1 Holanda Euphorbia xanthii B. californicus

DQ789594 1 Holanda Thevetia peruviana B. californicus
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3.3 Resultados e Discussao

Neste trabalho foram obtidas um total de 49 sequéncias da regido CO-I
(430pb) de trés espécies de acaros Brevipalpus, morfologicamente identificados
como B. phoenicis, B. obovatus e B. chilensis (Tabela 3.2), sendo 29 de B. chilensis,
oito de B. obovatus; e 12 de B. phoenicis (Anexo B).

Na arvore filogenética (Maximum Composite Likelihood) obtida para os
haplétipos de Brevipalpus observou-se a formacdo de duas clades principais (Fig.
3.2) que correspondem a amostras dos fenétipos de 1) B. phoenicis, 2) B. chilensis e
B. aff. chilensis (haplétipo morfologicamente identificado como B. chilensis, mas
filogeneticamente isolado de todos os demais B. chilensis), B. obovatus, B.
californicus e B. aff. phoenicis (haplotipo morfologicamente identificado como B.
phoenicis, mas considerado por Groot & Breeuwer (2007), como B. obovatus, devido
a ordenacdo filogenética).

Na primeira clade, um ramo incluiu a grande maioria das sequéncias de B.
chilensis e B. obovatus, o que é congruente com a proximidade morfologica dessas
espécies. Os haplétipos de B. chilensis foram todos agrupados, bem como todos os
haplétipos de B. obovatus, e estes dois agrupamentos de haplétipos foram
separados. Esses resultados dédo suporte a atual classificacdo taxondmica das
espécies e ndo confirma a hipétese de sinonimia entre B. chilensis e B. obovatus
levantada anteriormente por especialistas no grupo.

Uma amostra identificada morfologicamente como B. chilensis, coletada em
ligustre na localidade de Antamapu, Chile (Ch Li 52), ndo foi ordenada juntamente
com os demais haplétipos de B. chilensis. Os hapl6tipos de B. chilensis e o haplotipo
da amostra Ch Li 52, considerada B. aff. chilensis apresentaram distancia molecular
de 0,82572, superior aquela entre B. chilensis e B. obovatus (Tabela 3.3). Isto indica a
possivel ocorréncia de espécies cripticas no tdxon e a necessidade de estudos
morfolégicos mais detalhados dessa populacgéo.

Os resultados das analises sugerem que os haplétipos DQ789587, DQ789588
e DQ789586 representam um téxon distinto. Esses haplo6tipos, morfologicamente
identificados como B. phoenicis, e considerados como sendo B. obovatus por Groot
&. Breeuwer (2007), pois haviam sido anteriormente agrupados com B. obovatus,
nesse estudo foram agrupados separados da clade formada por B. obovatus e B.

chilensis, com um suporte bootstrap de cerca de 90%. Para a confirmacdo desse
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novo taxon seria necessario realizar detalhados estudos morfolégicos, na busca de
caracteres diagndsticos, e também a andlise filogenética com sequéncias de outro
marcador molecular independente.

Na clade formada por B. phoenicis observou-se a ocorréncia de trés haplotipos
ordenados isoladamente, isto €, que sao filogeneticamente distintos dos demais e
entre si, tendo sido todos os trés coletados em hibisco. Rodrigues et al. (2004a) ja
haviam ressaltado essa distincdo em relacdo a um haplétipo de hibisco coletado na
Florida, EUA (AY 320014). Os demais haplétipos distintos de hibisco foram coletados
em Recife, PE, Brasil (Br Hi 254) e em Minas Gerais, Brasil (DQ 789580). Seria
importante avaliar os aspectos bioecolbégicos dessas populagdes, incluindo potencial
de colonizagao de outros hospedeiros e eficiéncia como vetores.

Em Rodrigues et al. (2004a) havia-se observado a estruturacao geogréfica dos
haplétipos de B. phoenicis do Brasil e dos EUA. No presente estudo, com a obtencao
de novos haplotipos do Brasil (Br Ci 269 e Br Hi 258), os quais foram
filogeneticamente ordenados em meio as popula¢gdes dos EUA, essa indicacao prévia
de estruturacdo geogréfica de haplétipos de B. phoenicis néo foi confirmada.

O numero de haplotipos e a diversidade de nucleotideos para cada espécie
encontram-se na Tabela 3.3. O maior numero de haplétipos é de B. phoenicis (21),
seguido de B. chilensis (15). A diversidade de nucleotideos de B. chilensis (0,007%)
€ baixa. Os haplétipos considerados B. aff. phoenicis, apresentaram uma maior
diversidade de nucleotideos em relacdo aos demais (0,023). Brevipalpus. obovatus e
B. phoenicis, com 8 e 21 haplétipos, respectivamente, apresentaram a mesma
diversidade nucleotidica de 0,011%, contudo a média do numero de diferengas entre
haplétipos foi de 4,34 e 4,94. Nos haplotipos de B. californicus € detectado uma
diversidade nucleotidica de 0,018%, a segunda maior comparada as das demais
espécies.

Tabela 3.3 indice de diversidade genética estimado para as sequéncias da regido CO-I obtidas para
as amostras de Brevipalpus coletadas em diferentes hospedeiros e localidades.

%

No. de No. de Diversidade Diversidade Média - Pairwise
Hapl6tipos Polimorfismos  Nucleotidica génica differences
B.californicus 4 16 0,018 1,00+-0,12 7,00+-3,96
B. chilensis 15 22 0,007 1,00+-0,009 2,76+-1,51
B. obovatus 8 18 0,011 1,00+-0,03 4,34+-2,31
B. aff. chilensis 1 0 0 1,00+-0,00 0
B. aff. phoenicis 2 13 0,023 1,00+-0,27 8,66+-5,52
B. phoenicis 21 21 0,011 1,00+-0,004 4,94+-2 44
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A distancia observada entre os grupos estudados (Tabela 4) demonstra que o
morfotipo considerado B. aff. phoenicis apresenta 0,85821 de diferenca de B.
phoenicis, sendo a segunda maior diferenca observada. Ademais, a espécie B.
obovatus apresenta uma diferenca de 0,69414 em relacéo a B. aff. phoenicis, sendo a
menor diferenca apresentada. Observa-se que as espécies, morfologicamente mais
proximas, B. obovatus e B. chilensis tem 0,72554 de diferenca. A espécie B. chilensis
e o morfotipo B. aff. chilensis apresentaram um indice de 0,82572 entre eles.

Tabela 3.4 Matrix de distancia molecular, através do método de Pairwise Difference, entre individuos
filogeneticamente diferentes pela analise de um fragmento de mtDNA de 374pb.

B. aff.
B. californicus B. chilensis B. obovatus B. aff. chilensis  phoenicis B. phoenicis

B.californicus

B. chilensis 0,87100

B. obovatus 0,79077 0,72554

B. aff. chilensis  0,76667 0,82572 0,81626

B. aff. phoenicis 0,74112 0,83331 0,69419 0,70787

B. phoenicis 0,84820 0,89300 0,86489 0,80985 0,85821

Com o alinhamento das sequéncias CO-I foi possivel avaliar o potencial da
regido CO-l para a definicdo de primers espécie-especificos que permitam a rapida
identificacdo de B. chilensis, espécie quarentenaria, em pontos de entrada, a partir de
qualquer estagio de desenvolvimento.

Uma regido do genoma com potencial para definicdo de primers especificos
deve apresentar como caracteristicas ideais 1) dois conjuntos de polimorfismos
exclusivos e, ao mesmo tempo, constantes em todos os haplotipos do taxon foco; 2)
cada conjunto de polimorfismo deve estar compreendido em uma regido do segmento
de cerca de 20 pb; 3) os conjuntos de polimorfismo devem estar espacados; 4) as
diferencas entre o DNA das demais espécies e da espécie foco devem ser suficientes
para impedir o alinhamento dos primers especificos para amplificacdo do DNA néo
especifico. Os polimorfismos observados na regiao COI do mtDNA, entre as espécies
de Brevipalpus em estudo ndo apresentaram as caracteristicas ideais mencionadas
acima. Um unico polimorfismo exclusivo aos haplotipos de B. chilensis foi encontrado
na posicao 130 do alinhamento (Anexo B).

Portanto, considera-se a regido COIl dos &caros Brevipalpus em estudo uma

regido filogeneticamente informativa, mas que nao apresenta potencial para a
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definicdo de primers especificos, em especial para a identificacdo da espécie
guarentenaria B. chilensis.

O numero de sitios polimérficos na regido COIl para os grupos estudados
encontra-se na Tabela 3. Foi encontrado um total de 90 sitios polimérficos entre os
haplétipos de Brevipalpus estudados. Portanto, a regido COI pode ainda ser uma
ferramenta Gtil na identificagcdo de espécies, pensando na proposta do DNA
barconding, que utiliza o polimorfismo de toda regido padrao do DNA mitocondrial
para a identificacdo das espécies (Savoleinen et al., 2005).
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Figura 3.2 Arvore filogenética das amostras de &caros do género Brevipalpus baseadas na
regido CO-l. O codigo das amostras e os numeros de acessos do GeneBank séo
apresentados. O numero de vezes que o haplétipo foi sequenciado estd demonstrado na
Tabela 3.2. A andlise foi feita por Neighboor Joining, modelo Maximum Likelihood, 1000
replicacdes.
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ANEXO A - Dados estatisticos basicos dos 18 caracteres morfologicos das 12 populacbes de B. chilensis: A L. sinense-62
regido/Sn. Francisco de Mostaza, B L. sinense-Regido Metropolitana/ La Pintana, C L. sinense-Norte 62 regido/ Graneros, D L.
sinense-52 regido/ Curacavi, E L. sinense- Centro 62 regido/La Platina, F V. vinifera-62 regido/Santa Cruz, G V. vinifera- Regiao
Metropolitana/ La Antana, H V. vinifera- Regido Metropolitana/ La Pintana, | V. vinifera-72 regido/Molina, J C. parqui- Regido
Metropolitana/Lampa, K J. regia-Centro 62 regido/La Platina, L J. regia-Regido Metropolitana/ La Pintana. N= numero de
individuos; DP= Desvio Padréo.

Pop. A (n=10) B (n=10) C(n=10) D(n=10) E(n=10) F(n=15) G(n=11) H(n=10) I(n=15) J (n=10) K (n=10) L (n=15)
Média/DP  Média/DP  Média/DP Média/DP Média/DP  Média/DP Média/DP Média/DP  Média/DP  Média/DP  Média/DP  Média/DP

Caract.

sc2 14+-2,16 12,5+-1,43 14,5+-2,22 11,1+-0,74  11,1+-1,37 14,6+-155 14,7+-1,27 14,1+-2,08 13,7+-1,88 14,8+-1,69 11,1+-1,20 13,0+-1,65
scl 13,3+-1,06  12,5+-1,58 12,8+-2,04 10,9+-1,60 10,5+-1,08 14,4+-1,18 13,5+-1,57 13,9+-1,45 13,4+-1,76 13,9+-1,66 10,4+-0,84 12,6+-0,99

v2 10,6+-0,97  9,8+-0,63 10,9+-0,88 8,7+-1,42 8,1+-0,74 11,9+-1,44 115+-157 10,6+-1,84 11+-1,41 10,9+-1,29  9,1+-1,60 10,0+-1,31
c3 12,5+-1,90 11,5+-0,97 12+-0,94 9,6+-1,65 10,2+-1,03 12,1+-1,03  13,1+-1,58 12,2+-1,40 12,4+-1,45 13,4+-1,84 10,1+-0,57 11,5+-1,51
d3 12,7+-1,34  11,1+-1,29 11,7+-0,95 10,4+-1,96  10+-1,05 11,8+-1,01 12,6+-1,29 12,4+-1,71 12+-141 12,6+-1,84 9,8+-1,23 11,7+-1,22

e3 11,8+-1,23  10,8+-1,14 11,4+-1,17 9,7+-1,83 9,5+-0,97 11,7+-0,80 12,4+-0,92 11,8+-1,14 11,7+-1,39 12,7+-1,49  9,9+-1,52 11,2+-1,21
f3 11,9+1,37 10,8+-1,03 10,7+-0,95 10,2+-1,40 9,6+-0,97 11,7+-0,98 11,8+-0,98 11,6+-1,07 11,5+-1,36 12,5+-1,43  9,6+-0,52 11,2+-1,37

h2 11,1+-1,60  10,2+-1,32 10,7+-1,64 9+-0,94 8,6+-1,35 10,3+-0,90 10,9+-1,04 10,4+-1,43 10,1+-1,41 10,6+-1,26  8,9+-1,20 9,6+-0,91
h1 9,8+-1,23 9,3+-1,25 9,7+-0,95 8,6+-1,17 8,4+-0,97 9,5+-0,83 9,7+-1,01 9,7+-0,82 9,5+-1,06 9,1+-1,29 8,2+-0,79 9,2+-0,94
cl 8,8+-0,79 7,8+-0,79 8,3+-1,16 6,7+-0,82 6,6+-0,70 7,9+-0,70 8,8+-0,87 8+-0,94 8,7+-1,54 9,3+-1,25 6,4+-0,97 7,7+-0,98
di 8+-0,67 7,5+-1,35 7,5+-0,85 7,1+-0,74 6,7+-0,82 7,1+-0,70 7,7+-1,10 7,5+-1,27 7,6+-1,30 8,8+-1,23 5,8+-0,79 7,6+-0,99
el 8,7+-1,42 8+-1,05 8,2+-1,03 7,7+-0,95 7,2+-0,79 8,1+-0,92 8,1+-1,22 8,3+-1,34 8,3+-1,53 9,1+-0,88 7,2+-0,92 8,1+-1,03
Ic3a  10,7+-0,67 12,2+-2,15 10,5+-2,01 12,2+-1,48 12,4+-1,58 11,1+1,13 11,1+-1,22 10,3+-0,48 10+-1,41 10,0+-1,94 12,4+-1,84 9,9+-1,51
ag 11,5+-1,08 11,1+-1,29 10,2+-0,79 10,6+-0,97 10+-0,94 9,1+-1,83 10,2+-0,75 10,0+- 0,00 9,1+-1,25 12,6+-1,90 8,6+-1,51 9,5+-1,19

gl 16,4+-1,17  16,2+-1,55 15,9+-0,57 15,5+-1,08 13,8+-1,23 13,8+-1,74 13,8+-1,33 14,6+-0,84 13,8+-1,37 16,3+-1,83  13,6+-1,17 15,5+-1,46

g2 14,2+-2,20  14,4+-1,43 13,6+-1,51 14,6+-1,84 13,3+-1,25 12,3+-2,05 11,8+-2,04 13,7+-1,06 12,3+-1,59 14,6+-1,51 12,5+-1,90 12,8+-1,37
Lenght 268,2+-5,09 265,5+-10,44 262,9+-6,84 264,6+-8,87 266,8+-10,61 263,2+-6,20 254,5+-6,70 269,8+-6,11 264,3+-14,94 2754+-8,49 254,8+-7,15 262,1+-5,79
Width  189,3+-4,27 188,4+-6,69 178,1+-493 178,7+-6,11 189,6+-6,04 1829+-6,89 175,5+-7,72 183,2+-791 183,3+-7,91 186,2+-501 178,2+-8,12 175,2+-3,19
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ANEXO B — Alinhamento da regido CO-I de 4caros Brevipalpus obtidos através de Clustal W (Multiple Alignment) (Thompson et al.,
1994). Cdbdigo de origem dos haploétipos encontra-se na Tabela 3.2 (Cap. 3).
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SR CRR) COtl FEEE) EEEE] EETE) PEEEY EEeY EEEeY PEEEY EEEE PEEE] EEEeY PREE) DEREY EEEr) PEEEY EEPE) EErey Prrey
TTTGGGNNCCCAGAAGTTTATGTTTTAATTATTCCTGGATTTGGTATAATTTCTCAAGTATTGATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATTTTTGGAAAAT

TTTGGGGNCCCAGAAGTTTATGTTTTAATTATTCCTGGATTTGGTATAATTTCTCAAGTATTGATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATTTTTGGAAAAT
TTTGGNNACCCAGAAGTTTATGTTTTAATTATTCCTGGATTTGGTATAATTTCTCAAGTATTGATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATTTTTGGAAAAT
TTTGGNNACCCAGAAGTTTATGTTTTAATTATTCCTGGATTTGGTATAATTTCTCAAGTTTTGATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATCTTTGGAAAAT
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCCTGGATTTGGTATAATTTCTCAAGTATTGATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATTTTTGGAAAAT
TTTGGTCACCCAGAAGTTTATGTTTTAATTATTCCTGGATTTGGTATAATTTCTCAAGTATTGATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATTTTTGGAAAAT
TTTGGTCACCCAGAAGTTTATGTTTTAATTATTCCTGGATTTGGTATAATTTCTCAAGTATTGATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATTTTTGGAAAAT
TTTGGTCACCCAGAAGTTTATGTTTTAATTATTCCTGGATTTGGTATAATTTCTCAAGTATTGATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATTTTTGGAAAAT
TTTGGTCACCCAGAAGTTTATGTTTTAATTATTCCTGGATTTGGTATAATTTCTCAAGTATTGATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATTTTTGGAAAAT
TTTGGTCACCCAGAAGTTTATGTTTTAATTATTCCTGGATTTGGTATAATTTCTCAAGTATTGATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATTTTTGGAAAAT
TTTGGTCACCCAGAAGTTTATGTTTTAATTATTCCTGGATTTGGTATAATTTCTCAAGTATTGATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATTTTTGGAAANT
TTTGGTCACCCAGAAGTTTATGTTTTAATTATTCCTGGATTTGGTATAATTTCTCAAGTATTGATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATTTTTGGAAAAT
TTTGGTCACCCAGAAGNTTANGTNTTAATGATTCCTGGATTTGGTATAATTTCTCAAGTATTGATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATTTTTGGAAAAT
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNTTCCTGGGAATTTGGTATAATTTCTCAAGTATTGATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATTTTTGGAAAAT
TTTGGTCACCCAGAAGTTTATGTTTTAATTATTCCTGGATTTGGTATAATTTCTCAAGTATTGATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATTTTTGGAAAAT
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNTATGATTCCTGGATTTGGTATAATTTCTCAAGTATTGATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATTTTTGGAAAAT
TTTGGTCACCCAGAAGTTTATGTTTTAATTATTCCTGGATTTGGTATAATTTCTCAAGTATTGATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATTTTTGGAAAAT
TTTGGTCACCCAGAAGTTTATGTTTTAATTATTCCTGGATTTGGTATAATTTCTCAAGTATTGATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATTTTTGGAAAAT
TTTGGTCACCCAGAAGTTTATGTTTTAATTATTCCTGGATTTGGTATAATTTCTCAAGTATTGATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATTTTTGGAAAAT
TTTGGTCACCCAGAAGTTTATGTTTTAATTATTCCTGGATTTGGTATAATTTCTCAAGTATTGATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATTTTTGGAAAAT
TTTGGTCACCCAGAAGTTTATGTTTTAATTATTCCTGGATTTGGTATAATTTCTCAAGTATTGATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATTTTTGGAAAAT
TTTGGTCACCCAGAAGTTTATGTTTTAATTATTCCTGGATTTGGTATAATTTCTCAAGTATTGATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATTTTTGGAAAAT
TTTGGTCACCCAGAAGTTTATGTTTTAATTATTCCTGGATTTGGTATAATTTCTCAAGTATTGATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATTTTTGGAAAAT
TTTGGTCACCCAGAAGTTTATGTTTTAATTATTCCTGGATTTGGTATAATTTCTCAAGTATTGATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATTTTTGGAAAAT
TTTGGTCACCCAGAAGTTTATGTTTTAATTATTCCTGGATTTGGTATAATTTCTCAAGTATTGATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATTTTTGGAAAAT
TTTGGTCACCCAGAAGTTTATGTTTTAATTATTCCTGGATTTGGTATAATTTCTCAAGTATTGATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATTTTTGGAAAAT
TTTGGTCACCCAGAAGTTTATGTTTTAATTATTCCTGGATTTGGTATAATTTCTCAAGTATTGATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATTTTTGGAAAAT
TTTGGTCCCTCACAAGTTTATGTTTTAATTATTCCTGGATTTGGTATAATTTCTCAAGTATTAATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATTTTTGGAAAAT
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNTCTAATTATCCTGGATTTGGTATAATTTCTCAAGTATTGATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATTTTTGGAAAAT
TTTGGTCACCCAGAAGTTTATGTTTTAATTATTCCTGGATTTGGTATAATTTCTCAAGTATTAATATTTTTTTCTTATAAAAAAGAAATTTTTGGAAAAT
TTTGGTCACCCAGAAGTTTATGTTTTAATTATTCCTGGATTTGGTATAATTTCTCAAGTATTAATATTTTTTTCTTATAAAAAAGAAATTTTTGGAAAAT
TTTGGTCACCCAGAAGTTTATGTTTTAATTATTCCTGGATTTGGTATAATTTCTCAAGTATTAATATTTTTTTCTTATAAAAAAGAAATTTTTGGAAAAT
TTTGGTCACCCAGAAGTTTATGTTTTAATTATTCCTGGATTTGGTATAATTTCTCAAGTATTAATATTTTTTTCTTATAAAAAAGAAATTTTTGGAAAAT
TTTGGTCACCCAGAAGTTTATGTTTTAATTATTCCTGGATTTGGTATAATTTCTCAAGTATTAATATTTTTTTCTTATAAAAAAGAAATTTTTGGAAAAT
NNNNNNCACCCAGAAGTTTANTTTTTAATTATTCCTGGATGTTGGATAATTTCTCAAGTAGTAATATNTTCTTCTTAAACAAAAGAAATTTTTGGNAAAT
TTTGGTCACCCAGAAGTTTATGTTTTAATTATTCCTGGGTTCGGAATAATTTCTCAAGTTTTAATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATCTTTGGAAAAT
TTTGGTCACCCAGAAGTTTATGTTTTAATTATTCCTGGGTTCGGAATAATTTCTCAAGTTTTAATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATCTTTGGAAAAT
TTTGGTCACCCAGAAGTTTATGTTTTAATTATTCCTGGGTTCGGAATAATTTCTCAAGTTTTAATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATCTTTGGAAAAT
TTTGGTCACCCAGAAGTTTATGTTTTAATTATTCCTGGATTTGGAATAATTTCTCAAGTTTTAATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAGATCTTTGGAAAAT
TTTGGTCACCCAGAAGTTTATGTTTTAATTATTCCTGGATTTGGAATAATTTCTCAAGTTTTAATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATCTTTGGAAAAT
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TTTGGTCACCCAGAAGTTTATGTTTTAATTATTCCTGGATTTGGAATAATTTCTCAAGTTTTAATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAGATCTTTGGAAAAT
TTTGGTCACCCAGAAGTTTATGTTTTAATTATTCCTGGTTTTGGAATAATTTCTCAAGTTTTAATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATCTTTGGAAAAT
TTTGGTCACCCAGAAGTTTATGTTTTAATTATTCCTGGTTTTGGAATAATTTCTCAAGTTTTAATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATCTTTGGAAAAT
TTTGGTCACCCAGAAGTTTATGTTTTAATTATTCCTGGTTTTGGAATAATTTCTCAAGTTTTAATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATCTTTGGAAAAT
TTTGGTCACCCAGAAGTTTATGTTTTAATTATTCCTGGTTTTGGAATAATTTCTCAAGTTTTAATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATCTTTGGAAAAT
NNTGGTCACCCAGAAGTTTATGTTTTAATTATTCCTGGGTTCGGAATAATTTCTCAAGTTTTAATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATCTTTGGAAAAT
TTTGGTCACCCAGAAGTTTATGTCTTAATTATTCCTGGGTTCGGAATAATTTCTCAAGTTTTAATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATCTTTGGAAAAT
TTTGGTCACCCACATGTATATGTTTTAATTATTCCTGGATTTGGTATAATTTCTCAAGTATTAATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATTTTTGGAAAAT
TTTGGTCACCCAGAAGTTTATGTNTTAATTATTCCTGGATTTGGTATAATTTCTCAAGTATTAATATTTTCTTCTTATANAAAAGANATTTTTGGAACAT
TTTGGTCACCCAGAAGTTTATGTTTTAATTATTCCTGGGTTCGGAATAATTTCTCAAGTTTTAATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATCTTTGGAAAAT
TTTGGTCACCCAGAAGTTTATGTTTTAATTATTCCTGGGTTCGGAATAATTTCTCAAGTTTTAATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATCTTTGGAAAAT
TTTGGTCACCCAGAAGTTTATGTTTTAATTATTCCTGGGTACGGAATAATTTCTCAAGTTTTAATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATCTTTGGAAAAT
TTTGGTCACCCAGAAGTTTATGTTTTAATTATTCCTGGGTTCGGAATAATTTCTCAAGTTTTAATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATCTTTGGAAAAT
TTTGGTCACCCAGAAGTTTATGTTTTAATTATTCCTGGGTTCGGAATAATTTCTCAAGTTTTAATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATCTTTGGAAAAT
TTTGGTCACCCAGAAGTTTATGTTTTAATTATTCCTGGGTTCGGAATAATTTCTCAAGTTTTAATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATCTTTGGAAAAT
TTTGGTCACCCAGAAGTTTATGTTTTAATTATTCCTGGGTTCGGAATAATTTCTCAAGTTTTAATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATCTTTGGAAAAT
TTTGGTCACCCAGAAGTTTATGTTTTAATTATTCCTGGGTTCGGAATAATTTCTCAAGTTTTAATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATCTTTGGAAAAT
TTTGGTCACCCAGAAGTTTATGTTTTAATTATTCCTGGATTTGGAATTATTTCTCAATCTTTAATTTTTTTTTGTTGTAAAAAAGAAGTTTTTGGAAAAA
TTTGGTCACCCAGAAGTTTATGTTTTAATTATTCCTGGATTTGGTATAATTTCTCAAGTATTAATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATTTTTGGAAAAT
TTTGGTCACCCAGAAGTTTATGTTTTAATTATTCCTGGGTTCGGAATAATTTCTCAAGTTTTAATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATCTTTGGAAAAT
TTTGGTCACCCAGAAGTTTATGTTTTAATTATTCCTGGGTTCGGAATAATTTCTCAAGTTTTAATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATCTTTGGAAAAT
TTTGGTCACCCAGAAGTTTATGTTTTAATTATTCCTGGGTTCGGAATAATTTCTCAAGTTTTAATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATCTTTGGAAAAT
TTTGGTCACCCAGAAGTTTATGTTTTAATTATTCCTGGGTTCGGAATAATTTCTCAAGTTTTAATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATCTTTGGAAAAT
TTTGGTCACCCAGAAGTTTATGTTTTAATTATTCCTGGGTTCGGAATAATTTCTCAAGTTTTAATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATCTTTGGAAAAT
TTTGGTCACCCAGAAGTTTATGTTTTAATTATTCCTGGGTTCGGAATAATTTCTCAAGTTTTAATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATCTTTGGAAAAT
TTTGGTCACCCAGAAGTTTATGTTTTAATTATTCCTGGATTCGGAATAATTTCTCAAGTATTAATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATCTTTGGAAAAT
TTTGGTCACCCAGAAGTTTATGTTTTAATTATTCCTGGGTTCGGAATAATTTCTCAAGTTTTAATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATCTTTGGAAAAT
TTTGGTCACCCAGAAGTTTATGTTTTAATTATTCCTGGGTTCGGAATAATTTCTCAAGTTTTAATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATCTTTGGAAAAT
TTTGGTCACCCAGAAGTTTATGTTTTAATTATTCCTGGGTTCGGAATAATTTCTCAAGTTTTAATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATCTTTGGAAAAT
TTTGGTCACCCAGAAGTTTATGTTTTAATTATTCCTGGGTTCGGAATAATTTCTCAAGTTTTAATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATCTTTGGAAAAT
TTTGGTCACCCAGAAGTTTATGTTTTAATTATTCCTGGGTTCGGAATAATTTCTCAAGTTTTAATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATCTTTGGAAAAT
TTTGGTCACCCAGAAGTTTATGTTTTAATTATTCCTGGGTTCGGAATAATTTCTCAAGTTTTAATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATCTTTGGAAAAT
TTTGGTCACCCAGAAGTTTATGTTTTAATTATTCCTGGGTTCGGAATAATTTCTCAAGTTTTAATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATCTTTGGAAAAT
TTGGGTCACCCAGAAGTTTATGTTTTAATTATTCCTGGATTTGGAATAATTTCTCAAGTTTTAATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATCTTTGGAAAAT
TTTGGGCACCCAGAAGTTTATGTTTTAATTATTCCTGGGTTCGGAATAATTTCTCAAGTTTTAATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATCTTTGGAAAAT
TTTGGGCACCCAGAAGTATATGTTCTTATTATTCCTGGTTTTGGAATAATTTCTCAAGTTTTAATATTTTCTTCCTATAAAAAAGAAATCTTTGGTAAGT
TTTGGGCACCCAGAAGTTTATGTTTTAATTATTCCTGGATTTGGTATAATTTCTCAAGTATTAATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATTTTTGGAAAAT
NNNNNNNNNNNNNNNNNATATGTTCTTATTATTCCTGGTTTTGGTATAATTTCTCAAGTTTTAATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATTTTTGGTAAAT
NNNNNNNNNNNNNNNNTATATGTTCTTATTATTCCTGGTTTTGGTATAATTTCTCAAGTTTTAATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATTTTTGGTAAAT
NNNNNNNNNNNNNNNNTATATGTTCTTATTATTCCTGGTTTTGGTATAATTTCTCAAGTTTTAATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATTTTTGGTAAAT
NNNNNNNNNNNNNNNNTATATGTTCTTATTATTCCTGGTTTTGGAATAATTTCTCAAGTCTTAATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATTTTTGGTAAAT
NNNNNNNNNNNNNNNNTTTATGTATTAATTATTCCTGGATTTGGAATAATTTCTCAAGTATTAATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATTTTTGGTAAAT
NNNNNNNNNNNNNNNNTTTATGTTTTGATTATTCCTGGTTTTGGAATAATTTCTCAAGTATTAATATTCTCTTCTTATAAAAAAGAAATTTTTGGTAAAT
NNNNNNNNNNNNNNNNTTTATGTTTTGATTATTCCTGGTTTTGGAATAATTTCTCAAGTATTAATATTCTCTTCTTATAAAAAAGAAATTTTTGGTAAAT
NNNNNNNNNNNNNNNNTTTATGTTTTAATTATTCCTGGATTTGGTATAATTTCTCAAGTATTAATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATTTTTGGAAAAT
NNNNNNNNNNNNNNNNTTTATGTTTTAATTATTCCTGGATTTGGTATAATTTCTCAAGTATTAATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATTTTTGGAAAAT
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DQ789576
DQ789577
DQ789578
DQ789579
DQ789580
DQ789581
DQ789582
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NNNNNNNNNNNNNNNNTTTATGTTTTAATTATTCCTGGGTTCGGAATAATTTCTCAAGTTTTAATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATCTTTGGAAAAT
NNNNNNNNNNNNNNNNTTTATGTTTTAATTATTCCTGGGTTCGGAATAATTTCTCAAGTTTTAATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATCTTTGGAAAAT
NNNNNNNNNNNNNNNNTTTATGTTTTAATTATTCCTGGGTTCGGAATAATTTCTCAAGTTTTAATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATCTTTGGAAAAT
NNNNNNNNNNNNNNNNTTTATGTTTTAATTATTCCTGGGTTCGGAATAATTTCTCAAGTTTTAATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATCTTTGGAAAAT
NNNNNNNNNNNNNNNNTTTATGTTTTAATTATTCCTGGGTTCGGAATAATTTCTCAAGTTTTAATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATCTTTGGAAAAT
NNNNNNNNNNNNNNNNTTTATGTTTTAATTATTCCTGGGTTCGGAATAATTTCTCAAGTTTTAATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATCTTTGGAAAAT
NNNNNNNNNNNNNNNNTTTATGTTTTAATTATTCCTGGGTTCGGAATAATTTCCCAAGTTTTAATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATCTTTGGAAAAT
NNNNNNNNNNNNNNNNTTTATGTTTTAATTATTCCTGGGTTCGGAATAATTTCCCAAGTTTTAATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATCTTTGGAAAAT
NNNNNNNNNNNNNNNNTTTATGTTTTAATTATTCCTGGATTTGGAATAATTTCTCAAGTTTTAATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATCTTTGGAAAAT
NNNNNNNNNNNNNNNNTTTATGTTTTAATTATTCCTGGATTTGGAATAATTTCTCAAGTTTTAATATTTTCTTCTTATAAAAAAGAAATCTTTGGAAAAT
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TAGGAATAATTTTCGCTATTATTTCTATCGGTTTATTAGGATTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGAATAGATATTGATTCTCGTGCTTA
TAGGAATAATTTTCGCTATTATTTCTATCGGTTTATTAGGATTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGAATAGATATTGATTCTCGTGCTTA
TAGGAATAATTTTCGCTATTATTTCTATCGGTTTATTAGGATTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGAATAGATATTGATTCTCGTGCTTA
TAGGAATAATTTTCGCTATTATTTCTATCGGATTATTAGGATTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGAATAGATATTGATTCTCGAGCTTA
TAGGAATAATTTTCGCTATTATTTCTATCGGTTTATTAGGATTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGAATAGATATTGATTCTCGTGCTTA
TAGGAATAATTTTCGCTATTATTTCTATCGGTTTATTAGGATTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGAATAGATATTGATTCTCGTGCTTA
TAGGAATAATTTTCGCTATTATTTCTATCGGTTTATTAGGATTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGAATAGATATTGATTCTCGTGCTTA
TAGGAATAATTTTCGCTATTATTTCTATCGGTTTATTAGGATTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGAATAGATATTGATTCTCGTGCTTA
TAGGAATAATTTTCGCTATTATTTCTATCGGTTTATTAGGATTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGAATAGATATTGATTCTCGTGCTTA
TAGGAATAATTTTCGCTATTATTTCTATCGGTTTATTAGGATTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGAATAGATATTGATTCTCGTGCTTA
TAGGAATAATTTTCGCTATTATTTCTATCGGTTTATTAGGATTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGAATAGATATTGATTCTCGTGCTTA
TAGGAATAATTTTCGCTATTATTTCTATCGGTTTATTAGGATTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGAATAGATATTGATTCTCGTGCTTA
TAGGAATAATTTTCGCTATTATTTCTATCGGTTTATTAGGATTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGAATAGATATTGATTCTCGTGCTTA
TAGGAATAATTTTCGCTATTATTTCTATCGGTTTATTAGGATTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGAATAGATATTGATTCTCGTGCTTA
TAGGAATAATTTTCGCTATTATTTCTATCGGTTTATTAGGATTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGAATAGATATTGATTCTCGTGCTTA
TAGGAATAATTTTCGCTATTATTTCTATCGGTTTATTAGGATTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGAATAGATATTGATTCTCGTGCTTA
TAGGAATAATTTTCGCTATTATTTCTATCGGTTTATTAGGATTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGAATAGATATTGATTCTCGTGCTTA
TAGGAATAATTTTCGCTATTATTTCTATCGGTTTATTAGGATTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGAATAGATATTGATTCTCGTGCTTA
TAGGAATAATTTTCGCTATTATTTCTATCGGTTTATTAGGATTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGAATAGATATTGATTCTCGTGCTTA
TAGGAATAATTTTCGCTATTATTTCTATCGGTTTATTAGGATTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGAATAGATATTGATTCTCGTGCTTA
TAGGAATAATTTTCGCTATTATTTCTATCGGTTTATTAGGATTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGAATAGATATTGATTCTCGTGCTTA
TAGGAATAATTTTCGCTATTATTTCTATCGGTTTATTAGGATTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGAATAGATATTGATTCTCGTGCTTA
TAGGAATAATTTTCGCTATTATTTCTATCGGTTTATTAGGATTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGAATAGATATTGATTCTCGTGCTTA
TAGGAATAATTTTCGCTATTATTTCTATCGGTTTATTAGGATTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGAATAGATATTGATTCTCGTGCTTA
TAGGAATAATTTTCGCTATTATTTCTATCGGTTTATTAGGATTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGAATAGATATTGATTCTCGTGCTTA
TAGGAATAATTTTCGCTATTATTTCTATCGGTTTATTAGGATTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGAATAGATATTGATTCTCGTGCTTA
TAGGAATAATTTTCGCTATTATTTCTATCGGTTTATTAGGATTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGAATAGATATTGATTCTCGTGCTTA
TAGGAATGATTTTCGCTATTATTTCTATCGGTTTATTAGGATTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGAATAGATATTGATTCTCGTGCTTA
TAGGAATAATTTTCGCTATTATTTCTATCGGTTTATTAGGATTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGAATAGATATTGATTCTCGTGCTTA
TAGGAATAATTTTTGCTATTATTTCAATTGGTTTATTAGGATTTATTGTTTGAGCCCATCATATATTTACTGTTGGAATAGATATTGATTCTCGTGCTTA
TAGGAATAATTTTTGCTATTATTTCAATTGGTTTATTAGGATTTATTGTTTGAGCCCATCATATATTTACTGTTGGAATAGATATTGATTCTCGTGCTTA
TAGGAATAATTTTTGCTATTATTTCAATTGGTTTATTAGGATTTATTGTTTGAGCCCATCATATATTTACTGTTGGAATAGATATTGATTCTCGTGCTTA
TAGGAATAATTTTTGCTATTATTTCAATTGGTTTATTAGGATTTATTGTTTGAGCCCATCATATATTTACTGTTGGAATAGATATTGATTCTCGTGCTTA
TAGGAATAATTTTTGCTATTATTTCAATTGGTTTATTAGGATTTATTGTTTGAGCCCATCATATATTTACTGTTGGAATAGATATTGATTCTCGTGCTTA
TAGGAATAATTTTTNCCATTATTTCTATTGGTTTATTAGGATTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGNTGGAATAGATANTGATTCTCGTGCTTA
TAGGAATAATTTTTGCTATCATTTCTATTGGATTATTAGGTTTCATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGTATAGATATTGATTCTCGAGCTTA
TAGGAATAATTTTTGCTATTATTTCTATTGGATTATTAGGTTTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGTATAGATATTGATTCTCGAGCTTA
TAGGAATAATTTTTGCTATCATTTCTATTGGATTATTAGGTTTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGTATAGATATTGATTCTCGAGCTTA
TAGGAATAATTTTTGCTATTATTTCTATTGGATTACTAGGTTTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGTATAGATATTGATTCTCGAGCTTA
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TAGGAATAATTTTTGCTATTATTTCTATTGGATTATTAGGTTTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGTATAGATATTGATTCTCGAGCTTA
TAGGAATAATTTTTGCTATTATTTCTATTGGATTACTAGGTTTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGTATAGATATTGATTCTCGAGCTTA
TAGGAATAATTTTTGCTATCATTTCTATTGGATTATTAGGTTTCATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGTATAGATATCGATTCTCGAGCTTA
TAGGAATAATTTTTGCTATCATTTCTATTGGATTATTAGGTTTCATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGTATAGATATCGATTCTCGAGCTTA
TAGGAATAATTTTTGCTATCATTTCTATTGGATTATTAGGTTTCATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGTATAGATATCGATTCTCGAGCTTA
TAGGAATAATTTTTGCTATCATTTCTATTGGATTATTAGGTTTCATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGTATAGATATCGATTCTCGAGCTTA
TAGGAATAATTTTTGCTATTATTTCTATTGGATTATTAGGTTTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGTATAGATATTGATTCTCGAGCTTA
TAGGAATAATTTTTGCTATCATTTCTATTGGATTATTAGGTTTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGTATAGATATTGATTCTCGAGCTTA
TAGGAATAATTTTTGCCATTATTTCTATTGGTTTATTAGGATTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGAATAGATATTGATTCTCGTGCTTA
TAGGAATGATTTTTGCCATTATTTCTATTGGTTTATTAGGATTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGAATAGATATTGATTCTCGTGCTTA
TAGGAATAATTTTTGCTATCATTTCTATTGGATTATTAGGTTTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGTATAGATATTGATTCTCGAGCTTA
TAGGAATAATTTTTGCTATCATTTCTATTGGATTATTAGGTTTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGTATAGATATTGATTCTCGAGCTTA
TAGGAATAATTTTTGCTATCATTTCTATTGGATTATTAGGTTTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGTATAGATATTGATTCTCGAGCTTA
TAGGAATAATTTTTGCTATCATTTCTATTGGATTATTAGGTTTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGTATAGATATTGATTCTCGAGCTTA
TAGGAATAATTTTTGCTATCATTTCTATTGGATTATTAGGTTTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGTATAGATATTGATTCTCGAGCTTA
TAGGAATAATTTTTGCTATCATTTCTATTGGATTATTAGGTTTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGTATAGATATTGATTCTCGAGCTTA
TAGGAATAATTTTTGCTATCATTTCTATTGGATTATTAGGTTTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGTATAGATATTGATTCTCGAGCTTA
TAGGAATAATTTTTGCTATTATTTCTATTGGATTATTAGGTTTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGTATAGATATTGATTCTCGAGCTTA
TTGGAATAATTTTCGCTATTATTTCTATTGGAACATTAGGTTTTATTGTATGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGTTTAGATATTGATACTCGATCTTA
TAGGAATAATTTTTGCCATTATTTCTATTGGTTTATTAGGATTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGAATAGATATTGATTCTCGTGCTTA
TAGGAATAATTTTTGCTATTATTTCTATTGGATTATTAGGTTTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGTATAGATATTGATTCTCGAGCTTA
TAGGAATAATTTTTGCTATTATTTCTATTGGATTATTAGGTTTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGTATAGATATTGATTCTCGAGCTTA
TAGGAATAATTTTTGCTATTATTTCTATTGGATTATTAGGTTTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGTATAGATATTGATTCTCGAGCTTA
TAGGAATAATTTTTGCTATTATTTCTATTGGATTATTAGGTTTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGTATAGATATTGATTCTCGAGCTTA
TAGGAATAATTTTTGCTATTATTTCTATTGGATTATTAGGTTTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGAATAGATATTGATTCTCGAGCTTA
TAGGAATAATTTTTGCTATTATTTCTATTGGATTATTAGGTTTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGTATAGATATTGATTCTCGAGCTTA
TAGGAATAATTTTTGCTATTATTTCTATTGGATTACTAGGTTTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGTATAGATATTGATTCTCGAGCTTA
TAGGAATAATTTTTGCTATTATTTCTATTGGATTATTAGGTTTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGTATAGATATTGATTCTCGAGCTTA
TAGGAATAATTTTTGCTATTATTTCTATTGGATTATTAGGTTTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGTATAGATATTGATTCTCGAGCTTA
TAGGAATAATTTTTGCTATTATTTCTATTGGATTATTAGGTTTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGTATAGATATTGATTCTCGAGCTTA
TAGGAATAATTTTTGCTATTATTTCTATTGGATTATTAGGTTTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGTATAGATATTGATTCTCGAGCTTA
TAGGAATAATTTTTGCTATTATTTCTATTGGATTATTAGGTTTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGTATAGATATTGATTCTCGAGCTTA
TAGGAATAATTTTTGCTATTATTTCTATTGGATTATTAGGTTTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGTATAGATATTGATTCTCGAGCTTA
TAGGAATAATTTTTGCTATCATTTCTATTGGATTATTAGGTTTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGTATAGATATTGATTCTCGAGCTTA
TAGGAATAATTTTTGCTATTATTTCTATTGGATTATTAGGTTTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGTATAGATATTGATTCTCGAGCTTA
TAGGAATAATTTTTGCTATTATTTCTATTGGATTATTAGGTTTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGTATAGATATTGATTCTCGAGCTTA
TAGGAATAATTTTTGCTATTATTTCTATTGGTTTACTTGGTTTTATTGTTTGAGCCCATCACATATTTACTGTTGGAATGGATATTGATTCTCGTGCTTA
TAGGAATAATTTTTGCCATTATTTCTATTGGTTTATTAGGATTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGAATAGATATTGATTCTCGTGCTTA
TAGGAATAATTTTTGCTATTATTTCTATTGGTTTACTTGGTTTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGAATAGATATTGATTCTCGTGCTTA
TAGGAATAATTTTTGCTATTATTTCTATTGGTTTACTTGGTTTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGAATAGATATTGATTCTCGTGCTTA
TAGGAATAATTTTTGCTATTATTTCTATTGGTTTACTTGGTTTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGAATAGATATTGATTCTCGTGCTTA
TGGGAATAATTTTTGCTATTATTTCTATTGGTTTACTTGGTTTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGAATAGATATTGATTCTCGTGCTTA
TGGGTATAATTTTCGCTATTATTTCTATTGGTTTCTTAGGATTTATTGTCTGAGCTCATCATATATTTACTGTAGGAATAGATATTGATTCTCGAGCTTA
TGGGTATAATTTTTGCTATTATTTCTATTGGTCTTTTAGGATTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTAGGTATAGATATTGATTCTCGAGCTTA
TGGGTATAATTTTTGCTATTATTTCTATTGGTCTTTTAGGATTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTAGGTATAGATATTGATTCTCGAGCTTA
TAGGAATAATTTTTGCCATTATTTCTATTGGTTTATTAGGATTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGAATAGATATTGATTCTCGTGCTTA
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TAGGAATAATTTTTGCTATTATTTCTATTGGTTTATTAGGATTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGAATAGATATTGATTCTCGTGCTTA
TAGGAATAATTTTTGCTATCATTTCTATTGGATTATTAGGTTTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGTATAGATATTGATTCTCGAGCTTA
TAGGAATAATTTTTGCTATCATTTCTATTGGATTATTAGGTTTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGTATAGATATTGATTCTCGAGCTTA
TAGGAATAATTTTTGCTATCATTTCTATTGGATTATTAGGTTTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGTATAGATATTGATTCTCGAGCTTA
TAGGAATAATTTTTGCTATCATTTCTATTGGATTATTAGGTTTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGTATAGATATTGATTCTCGAGCTTA
TAGGAATAATTTTTGCTATCATTTCTATTGGATTATTAGGTTTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGTATAGATATTGATTCTCGAGCTTA
TAGGAATAATTTTTGCTATCATTTCTATTGGATTATTAGGTTTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGTATAGATATTGATTCTCGAGCTTA
TAGGAATAATTTTTGCTATCATTTCTATTGGATTATTAGGTTTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGTATAGATATTGATTCTCGAGCTTA
TAGGAATAATTTTTGCTATCATTTCTATTGGATTATTAGGTTTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGTATAGATATTGATTCTCGAGCTTA
TAGGAATAATTTTTGCTATTATTTCTATTGGATTACTAGGTTTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGTATAGATATTGATTCTCGAGCTTA
TAGGAATAATTTTTGCTATTATTTCTATTGGATTACTAGGTTTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGTATAGATATTGATTCTCGAGCTTA
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TTTTACTTCTGCTACTATAATTATTGCTATTCCTACTGGAATTAAAATTTTTAGATGAATTTCTTCTATATTTAATTCC——TTTAATCTTTTTAGAAATT
TTTTACCTCTGCTACTATAATTATTGCTATTCCTACTGGAATTAAAATTTTTAGATGAATTTCTTCTATATTTAATTCC--TTTAATCTTTTTAGAAATT
TTTTACCTCTGCTACTATAATTATTGCTATTCCTACTGGAATTAAAATTTTTAGATGAATTTCTTCTATATTTAATTCC--TTTAATCTTTTTAGAAATT
TTTTACCTCTGCTACTATAATTATTGCTATTCCTACAGGAATTAAAATCTTTAGATGAATNTCTTCTATATTTAATTCN--TTTAATCTNTTCAGAAATT
TTTTACCTCTGCTACTATAATTATTGCTATTCCTACTGGAATTAAAATTTTTAGATGAATTTCTTCTATATTTAATTCC--TTTAATCTTTTTAGAAATT
TTTTACCTCTGCTACTATAATTATTGCTATTCCTACTGGAATTAAAATTTTTAGATGAATTTCTTCTATATTTAATTCC—-TTTAATCTTTTTAGAAATT
TTTTACCTCTGCTACTATAATTATTGCTATTCCTACTGGAATTAAAATTTTTAGATGAATTTCTTCTATATTTAATTCC--TTTAATCTTTTTAGAAATT
TTTTACCTCTGCTACTATAATTATTGCTATTCCTACTGGAATTAAAATTTTTAGATGAATTTCTTCTATATTTAATTCC--TTTAATCTTTTTAGAAATT
TTTTACCTCTGCTACTATAATTATTGCTATTCCTACTGGAATTAAAATTTTTAGATGAATTTCTTCTATATTTAATTCC--TTTAATCTTTTTAGAAATT
TTTTACTTCTGCTACTATAATTATTGCTATTCCTACTGGAATTAAAATTTTTAGATGAATTTCTTCTATATTTAATTCC--TTTAATCTTTTTAGAAATT
TTTTACTTCTGCTACTATAATTATTGCTATTCCTACTGGAATTAAAATTTTTAGATGAATTTCTTCTATATTTAATTCC--TTTAATCTTTTTAGAAATT
TTTTACCTCTGCTACTATAATTATTGCTATTCCTACTGGAATTAAAATTTTTAGATGAATTTCTTCTATATTTAATTCC--TTTAATCTTTTTAGAAATT
TTTTACCTCTGCTACTATAATTATTGCTATTCCTACTGGAATTAAAATTTTTAGATGAATTTCTTCTATATTTAATTCC--TTTAATCTTTTTAGAAATT
TTTTACTTCTGCTACTATAATTATTGCTATTCCTACTGGAATTAAAATTTTTAGATGAATTTCTTCTATATTTAATTCC--TTTAATCTTTTTAGAAATT
TTTTACCTCTGCTACTATAATTATTGCTATTCCTACTGGAATTAAAATTTTTAGATGAATTTCTTCTATATTTAATTCC--TTTAATCTTTTTAGAAATT
TTTTACCTCTGCTACTATAATTATTGCTATTCCTACTGGAATTAAAATTTTTAGATGAATTTCTTCTATATTTAATTCC--TTTAATCTTTTTAGAAATT
TTTTACCTCTGCTACTATAATTATTGCTATTCCTACTGGAATTAAAATTTTTAGATGAATTTCTTCTATATTTAATTCC--TTTAATCTTTTTAGAAATT
TTTTACCTCTGCTACTATAATTATTGCTATTCCTACTGGAATTAAAATTTTTAGATGAATTTCTTCTATATTTAATTCT--TTTAATCTTTTTAGAAATT
TTTTACCTCTGCTACTATAATTATTGCTATTCCTACTGGAATTAAAATTTTTAGATGAATTTCTTCTATATTTAATTCC--TTTAATCTTTTTAGAAATT
TTTTACCTCTGCTACTATAATTATTGCTATTCCTACTGGAATTAAAATTTTTAGATGAATTTCTTCTATATTTAATTCC—-TTTAATCTTTTTAGAAATT
TTTTACTTCTGCTACTATAATTATTGCTATTCCTACTGGAATTAAAATTTTTAGATGAATTTCTTCTATATTTAATTCC--TTTAATCTTTTTAGAAATT
TTTTACTTCTGCTACTATAATTATTGCTATTCCTACTGGAATTAAAATTTTTAGATGAATTTCTTCTATATTTAATTCT--TTTAATCTTTTTAGAAATT
TTTTACCTCTGCTACTATAATTATTGCTATTCCTACTGGAATTAAAATTTTTAGATGAATTTCTTCTATATTTAATTCC--TTTAATCTTTTTAGAAATT
TTTTACCTCTGCTACTATAATTATTGCTATTCCTACTGGAATTAAAATTTTTAGATGAATTTCTTCTATATTTAATTCC--TTTAATCTTTTTAGAAATT
TTTTACTTCTGCTACTATAATTATTGCTATTCCTACTGGAATTAAAATTTTTAGATGAATTTCTTCTATATTTAATTCC--TTTAATCTTTTTAGAAATT
TTTTACCTCTGCTACTATAATTATTGCTATTCCTACTGGAATTAAAATTTTTAGATGAATTTCTTCTATATTTAATTCC--TTTAATCTTTTTAGAAATT
TTTTACCTCTGCTACTATAATTATTGCTATTCCTACTGGAATTAAAATTTTTAGATGAATTTCTTCTATATTTAATTCC--TTTAATCTTTTTAGAAATT
TTTTACCTCTGCTACTATAATTATTGCTATTCCTACTGGAATTAAAATTTTTAGATGAATTTCTTCTATATTTAATTCC--TTTAATCTTTTTAGAAATT
TTTTACCTCTGCTACTATAATTATTGCTATTCCTACTGGAATTAAAATTTTTAGATGAATTTCTTCTATATTTAATTCC--TTTAATCTTTTTAGAAATT
TTTTACTTCTGCTACAATAATTATTGCTATTCCTACTGGAATTAAAATTTTTAGATGAATTTCTTCTATATTTAATTCT--TTTAATCTTTTTAGAAATT
TTTTACTTCTGCTACAATAATTATTGCTATTCCTACTGGAATTAAAATTTTTAGATGAATTTCTTCTATATTTAATTCT--TTTAATCTTTTTAGAAATT
TTTTACTTCTGCTACAATAATTATTGCTATTCCTACTGGAATTAAAATTTTTAGATGAATTTCTTCTATATTTAATTCT--TTTAATCTTTTTAGAAATT
TTTTACTTCTGCTACAATAATTATTGCTATTCCTACTGGAATTAAAATTTTTAGATGAATTTCTTCTATATTTAATTCT--TTTAATCTTTTTAGAAATT
TTTTACTTCTGCTACAATAATTATTGCTATTCCTACTGGAATTAAAATTTTTAGATGAATTTCTTCTATATTTAATTCT--TTTAATCTTTTTAGAAATT
TTTTACTTCTGCTACAATAATTATNGCTATTCCTACTGGAATTAAAATTTTTAGATGAATTTCTTCTATATTTAATTCT--TTTAATCTTTTTAGAAATT
TTTTACTTCTGCTACTATAATTATTGCTATTCCTACAGGTATTAAAATCTTTAGATGATTATCTTCTATATTTAATTCT--TTTAATTTATTTAGNAGTT
TTTTACTTCTGCTACTATAATTATTGCTATTCCTACAGGTATTAAAATCTTTAGATGATTATCTTCTATATTTAATTCT--TTTAATTTATTTAGTAGTT
TTTTACTTCTGCTACTATAATTATTGCTATTCCTACAGGTATTAAAATCTTTAGATGATTATCTTCTATATTTAATTCT--TTTAATTTATTTAGTAGTT
TTTTACTTCTGCTACTATAATTATTGCTATTCCTACAGGTATTAAAATCTTTAGATGATTATCTTCTATATTTAATTCT--TTTAATTTATTCAGGAGTT
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TTTTACTTCTGCTACTATAATTATTGCTATTCCTACAGGTATTAAAATTTTTAGATGATTATCTTCTATATTTAATTCT--TTTAATTTATTCAGTAGTT
TTTTACTTCTGCTACTATAATTATTGCTATTCCTACAGGTATTAAAATCTTTAGATGATTATCTTCTATATTTAATTCT--TTTAATTTATTCAGGAGTT
TTTTACTTCTGCTACTATAATTATTGCTATTCCTACTGGTATTAAAATTTTTAGATGATTATCTTCTATATTTAATTCT--TTTAATTTATTTAGGAGTT
TTTTACTTCTGCTACTATAATTATTGCTATTCCTACTGGTATTAAAATTTTTAGATGATTATCTTCTATATTTAATTCT--TTTAATTTATTTAGGAGTT
TTTTACTTCTGCTACTATAATTATTGCTATTCCTACTGGTATTAAAATTTTTAGATGATTATCTTCTATATTTAATTCT--TTTAATTTATTTAGGAGTT
TTTTACTTCTGCTACTATAATTATTGCTATTCCTACTGGTATTAAAATTTTTAGATGATTATCTTCTATATTTAATTCT--TTTAATTTATTTAGGAGTT
TTTTACTTCTGCTACTATAATTATTGCTATTCCTACAGGTATTAAAATCTTTAGATGATTATCTTCTATATTTAATTCT--TTTAATTTATTTAGTAGTT
TTTTACTTCTGCTACTATAATTATTGCTATTCCTACAGGTATTAAAATCTTTAGATGATTATCTTCTATATTTAATTCT--TTTAATTTATTTAGTAGTT
TTTTACTTCTGCTACAATAATTATTGCTATTCCTACTGGAATTAAAATTTTTAGATGAATTTCTTCTATATTTAATTCT--TTTAATCTTTTTAGAAATT
TTTTACTTCTGCTACAATAATTATTGCTATTCCTACTGGAATTNAAATTTTTAGATGAATTTCTTCTATATTTAATTCT--TTTAATCTTTTTAGAAATT
TTTTACTTCTGCTACTATAATTATTGCTATTCCTACAGGTATTAAAATCTTTAGATGATTATCTTCTATATTTAATTCT--TTTAATTTATTTAGAAGTT
TTTTACTTCTGCTACTATAATTATTGCTATTCCTACAGGTATTAAAATCTTTAGATGATTATCTTCTATATTTAATTCT--TTTAATTTATTTAGTAGTT
TTTTACTTCTGCTACTATAATTATTGCTATTCCTACAGGTATTAAAATCTTTAGATGATTATCTTCTATATTTAATTCT-—TTTAATTTATTTAGTAGTT
TTTTACTTCTGCTACTATAATTATTGCTATTCCTACAGGTATTAAAATCTTTAGATGATTATCTTCTATATTTAATTCT--TTTAATTTATTTAGTAGTT
TTTTACTTCTGCTACTATAATTATTGCTATTCCTACAGGTATTAAAATCTTTAGATGATTATCTTCTATATTTAATTCT--TTTAATTTATTTAGTAGTT
TTTTACTTCTGCTACTATAATTATTGCTATTCCTACAGGTATTAAAATCTTTAGATGATTATCTTCTATATTTAATTCT--TTTAATTTATTTAGTAGTT
TTTTACTTCTGCTACTATAATTATTGCTATTCCTACAGGTATTAAAATCTTTAGATGATTATCTTCTATATTTAATTCT--TTTAATTTATTTAGTAGTT
TTTTACTTCTGCTACTATAATTATTGCTATTCCTACAGGTATTAAAATCTTTAGATGATTATCTTCTATATTTAATTCT--TTTAATTTATTTAGTAGTT
TTTTACTGCTGCTACTATAATTATTGCTGTTCCTACTGGTATTAAAATTTTTAGATGGTTTTCTTCTATTTTAAATTCTCATTTAATTTTTAGATCAGTT
TTTTACTTCTGCTACAATAATTATTGCTATTCCTACTGGAATTAAAATTTTTAGATGAATTTCTTCTATATTTAATTCT--TTTAATCTTTTTAGAAATT
TTTTACTTCTGCTACTATAATTATTGCTATTCCTACAGGTATTAAAATCTTTAGATGATTATCTTCTATATTTAATTCT--TTTAATTTATTTAGTAGTT
TTTTACTTCTGCTACTATAATTATTGCTATTCCTACAGGTATTAAAATCTTTAGATGATTATCTTCTATATTTAATTCT--TTTAATTTATTTAGTAGTT
TTTTACTTCTGCTACTATAATTATTGCTATTCCTACAGGTATTAAAATCTTTAGATGATTATCTTCTATATTTAATTCT--TTTAATTTATTTAGTAGTT
TTTTACTTCTGCTACTATAATTATTGCTATTCCTACAGGTATTAAAATCTTTAGATGATTATCTTCTATATTTAATTCT--TTTAATTTATTTAGTAGTT
TTTTACTTCTGCTACTATAATTATTGCTATTCCTACAGGTATTAAAATCTTTAGATGATTATCTTCTATATTTAATTCT--TTTAATTTATTTAGTAGTT
TTTTACTTCTGCTACTATAATTATTGCTATTCCTACAGGTATTAAAATCTTTAGATGATTATCTTCTATATTTAATTCT--TTTAATTTATTTAGTAGTT
TTTTACTTCTGCTACTATAATTATTGCTATTCCTACTGGTATTAAAATCTTTAGATGATTATCTTCTATATTTAATTCT--TTTAATTTATTCAGGAGTT
TTTTACTTCTGCTACTATAATTATTGCTATTCCTACAGGTATTAAAATCTTTAGATGATTATCTTCTATATTTAATTCT--TTTAATTTATTTAGTAGTT
TTTTACTTCTGCTACTATAATTATTGCTATTCCTACAGGTATTAAAATCTTTAGATGATTATCTTCTATATTTAATTCT--TTTAATTTATTTAGTAGTT
TTTTACTTCTGCTACTATAATTATTGCTATTCCTACAGGTATTAAAATCTTTAGATGATTATCTTCTATATTTAATTCT--TTTAATTTATTTAGTAGTT
TTTTACTTCTGCTACTATAATTATTGCTATTCCTACAGGTATTAAAATCTTTAGATGATTATCTTCTATATTTAATTCT--TTTAATTTATTTAGTAGTT
TTTTACTTCTGCTACTATAATTATTGCTATTCCTACAGGTATTAAAATCTTTAGATGATTATCTTCTATATTTAATTCT--TTTAATTTATTTAGTAGTT
TTTTACTTCTGCTACTATAATTATTGCTATTCCTACAGGTATTAAAATCTTTAGATGATTATCTTCTATATTTAATTCT--TTTAATTTATTTAGTAGTT
TTTTACTTCTGCTACTATAATTATTGCTATTCCTACAGGTATTAAAATCTTTAGATGATTATCTTCTATATTTAATTCT--TTTAATTTATTTAGTAGTT
TTTTACTTCTGCTACTATAATTATTGCTATTCCTACAGGTATTAAAATCTTTAGATGATTATCTTCTATATTTAATTCT--TTTAATTTATTCAGGAGTT
TTTTACTTCTGCTACTATAATTATTGCTATTCCTACAGGTATTAAAATCTTTAGATGATTATCTTCTATATTTAATTCT--TTTAATTTATTTAGTAGTT
TTTTACTTCTGCAACTATAATTATTGCTATTCCTACTGGAATTAAAATTTTTAGATGAATTTCTTCAATATTTAATTCT--TTTAATCTTTTTAGAAGTT
TTTTACTTCTGCTACAATAATTATTGCTATTCCTACTGGAATTAAAATTTTTAGATGAATTTCTTCTATATTTAATTCT--TTTAATCTTTTTAGAAATT
TTTTACTTCTGCAACTATAATTATTGCTATTCCTACAGGAATTAAAATTTTTAGATGAATTTCTTCAATATTTAATTCT--TTTAATCTTTTTAGAAATT
TTTTACTTCTGCAACTATAATTATTGCTATTCCTACAGGAATTAAAATTTTTAGATGAATTTCTTCAATATTTAATTCT--TTTAATCTTTTTAGAAATT
TTTTACTTCTGCAACTATAATTATTGCTATTCCTACAGGAATTAAAATTTTTAGATGAATTTCTTCAATATTTAATTCT--TTTAATCTTTTTAGAAATT
TTTTACTTCTGCAACTATAATTATTGCTATTCCTACTGGAATTAAAATTTTTAGATGAATTTCTTCAATATTTAATTCT--TTTAATCTTTTTAGAAGTT
TTTTACTTCTGCTACAATAATTATTGCTATTCCTACTGGAATTAAAATTTTTAGATGAATTTCTTCGATATTTAATTCT--TTTAATCTTTTTAGAAATT
TTTTACTTCTGCTACAATAATTATTGCTATTCCTACTGGTATTAAAATTTTTAGATCGAATTTCTTCTATATTTAATTCT--TTTAATCTTTTTAGAAATT
TTTTACTTCTGCTACAATAATTATTGCTATTCCTACTGGTATTAAAATTTTTAGATGAATTTCTTCTATATTTAATTCT--TTTAATCTTTTTAGAAATT
TTTTACTTCTGCTACAATAATTATTGCTATTCCTACTGGAATTAAAATTTTTAGATGAATTTCTTCTATATTTAATTCT--TTTAATCTTTTTAGAAATT
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TTTTACTTCTGCTACAATAATTATTGCTATTCCTACTGGAATTAAAATTTTTAGATGAATTTCTTCTATATTTAATTCT--TTTAATCTTTTTAGAAATT
TTTTACTTCTGCTACTATAATTATTGCTATTCCTACAGGTATTAAAATCTTTAGATGATTATCTTCTATATTTAATTCT--TTTAATTTATTTAGTAGTT
TTTTACTTCTGCTACTATAATTATTGCTATTCCTACAGGTATTAAAATCTTTAGATGATTATCTTCTATATTTAATTCT--TTTAATTTATTTAGTAGTT
TTTTACTTCTGCTACTATAATTATTGCTATTCCTACAGGTATTAAAATCTTTAGATGATTATCTTCTATATTTAATTCT--TTTAATTTATTTAGTAGTT
TTTTACTTCTGCTACTATAATTATTGCTATTCCTACAGGTATTAAAATCTTTAGATGATTATCTTCTATATTTAATTCT--TTTAATTTATTTAGTAGTT
TTTTACTTCTGCTACTATAATTATTGCTATTCCTACGGGTATTAAAATCTTTAGATGATTATCTTCTATATTTAATTCT--TTTAATTTATTTAGTAGTT
TTTTACTTCTGCTACTATAATTATTGCTATTCCTACGGGTATTAAAATCTTTAGATGATTATCTTCTATATTTAATTCT--TTTAATTTATTTAGTAGTT
TTTTACTTCTGCTACTATAATTATTGCTATTCCTACAGGTATTAAAATCTTTAGATGATTATCTTCTATATTTAATTCT--TTTAATTTATTTAGAAGTT
TTTTACTTCTGCTACTATAATTATTGCTATTCCTACAGGTATTAAAATCTTTAGATGATTATCTTCTATATTTAATTCT--TTTAATTTATTTAGAAGTT
TTTTACTTCTGCTACTATAATTATTGCTATTCCTACAGGTATTAAAATCTTTAGATGATTATCTTCTATATTTAATTCT--TTTAATTTATTCAGTAGTT
TTTTACTTCTGCTACTATAATTATTGCTATTCCTACAGGTATTAAAATCTTTAGATGATTATCTTCTATATTTAATTCT--TTTAATTTATTCAGTAGTT

138



Ch
Ch
Ch
Ch
Ch
Ch
Ch
Ch
Ch
Ch
Ch
Ch
Ch
Ch
Ch
Ch
Ch
Ch
Ch
Ch
Ch
Ch
Ch
Ch
Ch
Ch
Ch
Ch
Ch
Br
Br
Br
Br
Br
Br
Br
Br
Br
Br

Ju

47 1

Cra 48 1

Li
Li
Li
Li
Li
Li
Li
Ju
Li
Li
Ci
Li
Li
Li
Ce
Ce
Ce
Cra
Cra
Cra
Cra
Li
Li
Li
Li

Vi
Li
Oc
Oc
Oc
Oc
Oc
CE
Cl
Cl
Cco
Cco

51
52
53
55
56
46
54
57
59
60
149
531
53 3
135
150
150
150

NNNNNNNNDNDDN

155 1
155 3
155 2
155 4

157
158
201
201
159
146
196
196
196
196
196
267
257
269
259
271

3

2
1
3
4

PNNNPOORWNNENRWRE

310 320 330 340 350 360 370
RN DU DU PR DU DU DR DU P

AN DU TN P DR P
CTTATCTTTGAATTTTAGGATTTTTATTTATGTTTACTATTGGAGGATTAACTGGAATTATTCTTTCTAATTGTTC

CTTATCTTTGAATTTTAGGATTTTTATTTATATTTACTATTGGAGGATTGACTGGAATTATTCTTTCTAATTGTTC
CTTATCTTTGAATTTTAGGATTTTTATTTATATTTACTATTGGAGGATTGACTGGAATTATTCTTTCTAATTGTTC

CNTATCTATGAACACTAGGATTTTTATTTATATTTACTATTGGGAGGTTAACTGGAATTATTCTTTCTAATTGTTC

CTTATCTTTGAATTTTAGGATTTTTATTTATATTTACTATTGGAGGATTGACTGGAATTATTCTTTCTAATTGTTC
CTTATCTTTGAATTTTAGGATTTTTATTTATATTTACTATTGGAGGATTGACTGGAATTATTCTTTCTAATTGTTC
CTTATCTTTGAATTTTAGGATTTTTATTTATATTTACTATTGGAGGATTGACTGGAATTATTCTTTCTAATTGTTC
CTTATCTTTGAATTTTAGGATTTTTATTTATATTTACTATTGGAGGATTGACTGGAATTATTCTTTCTAATTGTTC
CTTATCTTTGAATTTTAGGATTTTTATTTATATTTACTATTGGAGGATTGACTGGAATTATTCTTTCTAATTGTTC
CTTATCTTTGAATTTTAGGATTTTTATTTATGTTTACTATTGGAGGATTAACTGGAATTATTCTTTCTAATTGTTC
CTTATCTTTGAATTTTAGGATTTTTATTTATATTTACTATTGGAGGATTGACTGGAATTATTCTTTCTAATTGTTC
CTTATCTTTGAATTTTAGGATTTTTATTTATATTTACTATTGGAGGATTGACTGGAATTATTCTTTCTAATTGTTC
CTTATCTTTGAATTTTAGGATTTTTATTTATATTTACTATTGGAGGATTGACTGGAATTATTCTTTCTAATTGTTC
CTTATCTTTGAATTTTAGGATTTTTATTTATATTTACTATTGGAGGATTAACTGGAATTATTCTTTCTAATTGTTC
CTTATCTTTGAATTTTAGGATTTTTATTTATATTTACTATTGGAGGATTGACTGGAATTATTCTTTCTAATTGTTC
CTTATCTTTGAATTTTAGGATTTTTATTTATATTTACTATTGGAGGATTGACTGGAATTATTCTTTCTAATTGTTC
CTTATCTTTGAATTTTAGGATTTTTATTTATATTTACTATTGGAGGATTGACTGGAATTATTCTTTCTAATTGTTC
CTTATCTTTGAATTTTAGGATTTTTATTTATATTTACTATTGGAGGGTTGACTGGAATTATTCTTTCTAATTGTTC
CTTATCTTTGAATTTTAGGATTTTTATTTATATTTACTATTGGAGGATTGACTGGAATTATTCTTTCTAATTGTTC
CTTATCTTTGAATTTTAGGATTTTTATTTATATTTACTATTGGAGGATTGACTGGAATTATTCTTTCTAATTGTTC
CTTATCTTTGAATTTTAGGATTTTTATTTATGTTTACTATTGGAGGATTAACTGGAATTATTCTTTCTAATTGTTC
CTTATCTTTGAATTTTAGGATTTTTATTTATGTTTACTATTGGAGGATTAACTGGAATTATTCTTTCTAATTGTTC
CTTATCTTTGAATTTTAGGATTTTTATTTATATTTACTATTGGAGGATTGACTGGAATTATTCTTTCTAATTGTTC
CTTATCTTTGAATTTTAGGATTTTTATTTATATTTACTATTGGAGGATTGACTGGAATTATTCTTTCTAATTGTTC
CTTATCTTTGAATTTTAGGATTTTTATTTATATTTACTATTGGAGGATTAACTGGAATTATTCTTTCTAATTGTTC
CTTATCTTTGAATTTTAGGATTTTTATTTATATTTACTATTGGAGGATTGACTGGAATTATTCTTTCTAATTGTTC
CTTATCTTTGAATTTTAGGATTTTTATTTATATTTACTATTGGAGGATTGACTGGAATTATTCTTTCTAATTGTTC
CTTATCTTTGAATTTTAGGATTTTTATTCATATTTACTATTGGAGGATTGACTGGAATTATTCTTTCTAATTGTTC
CTTATCTTTGAATTTTAGGATTTTTATTTATATTTACTATTGGAGGATTGACTGGAATTATTCTTTCTAATTGTTC

CTTATCTTTGAATTTTAGGTTTCTTATTTATATTTACTATTGGAGGATTAACTGGAATTATTCTTTCTAATTGTTC
CTTATCTTTGAATTTTAGGTTTCTTATTTATATTTACTATTGGAGGATTAACTGGAATTATTCTTTCTAATTGTTC
CTTATCTTTGAATTTTAGGTTTCTTATTTATATTTACTATTGGAGGATTAACTGGAATTATTCTTTCTAATTGTTC
CTTATCTTTGAATTTTAGGTTTCTTATTTATATTTACTATTGGAGGATTAACTGGAATTATTCTTTCTAATTGTTC
CTTATCTTTGAATTTTAGGTTTCTTATTTATATTTACTATTGGAGGATTAACTGGAATTATTCTTTCTAATTGTTC
CTTATCTTTGAATTTTAGGTTTCTTATTTATATTTACTATTGGAGGATTAACTGGAATTATTCTTTCTAATTGTTC
CATATTTATGAACTCTTGGTTTTTTATTTATATTTACTATTGGTGGTTTAACTGGAATTATTCTTTCTAATTGCTC
CATATTTATGAACGCTTGGTTTTTTATTTATATTTACTATTGGTGGTTTAACTGGAATTATTCTTTCTAATTGCTC
CATATTTATGAACGCTTGGTTTTTTATTTATATTTACTATTGGTGGTTTAACTGGAATTATTCTTTCTAATTGCTC
CATATTTATGAACACTTGGTTTTTTATTTATATTTACTATTGGTGGTTTAACTGGTATTATTCTTTCTAATTGTTC
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CATATTTATGAACACTTGGTTTTTTATTTATATTTACTATTGGTGGTTTAACTGGTATTATTCTTTCTAATTGTTC
CATATTTATGAACACTTGGTTTTTTATTTATATTTACTATTGGTGGTTTAACTGGTATTATTCTTTCTAATTGTTC
CATATTTATGAACTCTTGGTTTTTTATTTATATTTACTATTGGTGGTTTAACTGGAATTATTCTTTCTAATTGTTC
CATATTTATGAACTCTTGGTTTTTTATTTATATTTACTATTGGTGGTTTAACTGGAATTATTCTTTCTAATTGTTC
CATATTTATGAACTCTTGGTTTTTTATTTATATTTACTATTGGTGGTTTAACTGGAATTATTCTTTCTAATTGTTC
CATATTTATGAACTCTTGGTTTTTTATTTATATTTACTATTGGTGGTTTAACTGGAATTATTCTTTCTAATTGTTC
CATATTTATGAACGCTTGGTTTTTTATTTATATTTACTATTGGTGGTTTAACTGGAATTATTCTTTCTAATTGCTC
CATATTTATGAACGCTTGGTTTTTTATTTATATTTACTATTGGTGGTTTAACTGGAATTATTCTTTCTAATTGCTC
CTTATCTTTGAATTTTAGGTTTCTTATTTATATTTACTATTGGAGGATTAACTGGAATTATTCTTTCTAATTGTTC
CTTATCTTTGAATTTTAGGTTTCTTATTTATATTTACTATTGGAGGATTAACTGGAATTATTCTTTCTAATTGTTC
CATATTTATGAACGCTTGGTTTTTTATTTATATTTACTATTGGTGGTTTAACTGGAATTATTCTTTCTAATTGCTC
CATATTTATGAACGCTTGGTTTTTTATTTATATTTACTATTGGTGGTTTAACTGGAATTATTCTTTCTAATTGCTC
CATATTTATGAACGCTTGGTTTTTTATTTATATTTACTATTGGTGGTTTAACTGGAATTATTCTTTCTAATTGCTC
CATATTTATGAACGCTTGGTTTTTTATTTATATTTACTATTGGTGGTTTAACTGGAATTATTCTTTCTAATTGCTC
CATATTTATGAACGCTTGGTTTTTTATTTATATTTACTATTGGTGGTTTAACTGGAATTATTCTTTCTAATTGCTC
CATATTTATGAACGCTTGGTTTTTTATTTATATTTACTATTGGTGGTTTAACTGGAATTATTCTTTCTAATTGCTC
CATATTTATGAACGCTTGGTTTTTTATTTATATTTACTATTGGTGGTTTAACTGGAATTATTCTTTCTAATTGCTC
CATATTTATGAACGCTTGGTTTTTTATTTATATTTACTATTGGTGGTTTAACTGGAATTATTCTTTCTAATTGCTC
T-TATAT-TGAGTTTTAGGATTTTTATTTATATTTACAGTTGGTGGTTTAACAGGAATTATTTTAGCAAATTCTTC
CTTATCTTTGAATTTTAGGTTTCTTATTTATATTTACTATTGGAGGATTAACTGGAATTATTCTTTCTAATTGTTC
CATATTTATGAACGCTTGGTTTTTTATTTATATTTACTATTGGTGGTTTAACTGGAATTATTCTTTCTAATTGCTC
CATATTTATGAACGCTTGGTTTTTTATTTATATTTACTATTGGTGGTTTAACTGGAATTATTCTTTCTAATTGCTC
CATATTTATGAACGCTTGGTTTTTTATTTATATTTACTATTGGTGGTTTAACTGGAATTATTCTTTCTAATTGCTC
CATATTTATGAACGCTTGGTTTTTTATTTATATTTACTATTGGTGGTTTAACTGGAATTATTCTTTCTAATTGCTC
CATATTTATGAACGCTTGGTTTTTTATTTATATTTACTATTGGTGGTTTAACTGGAATTATTCTTTCTAATTGCTC
CATATTTATGAACGCTTGGTTTTTTATTTATATTTACTATTGGTGGTTTAACTGGAATTATTCTTTCTAATTGCTC
CATATTTATGAACACTTGGTTTTTTATTTATATTTACTATTGGTGGATTAACTGGAATTATTCTTTCTAATTGTTC
CATATTTATGAACGCTTGGTTTTTTATTTATATTTACTATTGGTGGTTTAACTGGAATTATTCTTTCTAATTGCTC
CATATTTATGAACGCTTGGTTTTTTATTTATATTTACTATTGGTGGTTTAACTGGAATTATTCTTTCTAATTGCTC
CATATTTATGAACGCTTGGTTTTTTATTTATATTTACTATTGGTGGTTTAACTGGAATTATTCTTTCTAATTGCTC
CATATTTATGAACGCTTGGTTTTTTATTTATATTTACTATTGGTGGTTTAACTGGAATTATTCTTTCTAATTGCTC
CATATTTATGAACGCTTGGTTTTTTATTTATATTTACTATTGGTGGTTTAACTGGAATTATTCTTTCTAATTGCTC
CATATTTATGAACGCTTGGTTTTTTATTTATATTTACTATTGGTGGTTTAACTGGAATTATTCTTTCTAATTGCTC
CATATTTATGAACGCTTGGTTTTTTATTTATATTTACTATTGGTGGTTTAACTGGAATTATTCTTTCTAATTGCTC
CATATTTATGAACACTTGGTTTTTTATTTATATTTACTATTGGTGGTTTAACTGGAATTATTCTTTCTAATTGTTC
CATATTTATGAACGCTTGGTTTTTTATTTATATTTACTATTGGTGGTTTAACTGGAATTATTCTTTCTAATTGCTC
CTTATTTATGAACTTTGGGTTTTTTATTTATATTTACTATTGGTGGATTAACTGGTATTATTCTATCTAATTGTTC
CTTATCTTTGAATTTTAGGTTTCTTATTTATATTTACTATTGGAGGATTAACTGGAATTATTCTTTCTAATTGTTC
CTTATTTATGAACTTTAGGTTTTTTATTTATATTTACTATTGGTGGATTAACTGGTATTATTCTATCTAATTGTTC
CTTATTTATGAACTTTAGGTTTTTTATTTATATTTACTATTGGTGGATTAACTGGTATTATTCTATCTAATTGTTC
CTTATTTATGAACTTTAGGTTTTTTATTTATATTTACTATTGGTGGATTAACTGGTATTATTCTATCTAATTGTTC
CTTATTTATGAACTCTAGGATTTTTATTTATATTTACTATTGGTGGTTTAACTGGTATTATTCTTTCTAATTGTTC

CTTATCTTTGAATTTTAGGATTTTTATTTATATTTACTATTGGAGGTTTAACTGGAATTATTCTTTCAAATTGTTC
CTTATCTTTGAATTTTAGGTTTTTTATTTATATTTACTATTGGAGGTTTAACTGGAATTATTCTTTCTAATTGTTC
CTTATCTTTGAATTTTAGGTTTTTTATTTATATTTACTATTGGAGGTTTAACTGGAATTATTCTTTCTAATTGTTC

CTTATCTTTGAATTTTAGGTTTCTTATTTATATTTACTATTGGAGGATTAACTGGAATTATTCTTTCTAATTGTTC
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CTTATCTTTGAATTTTAGGTTTTTTATTTATATTTACTATTGGAGGATTAACTGGAATTATTCTTTCTAATTGTTC
CATATTTATGAACGCTTGGTTTTTTATTTATATTTACTATTGGTGGTTTAACTGGAATTATTCTTTCTAATTGCTC
CATATTTATGAACGCTTGGTTTTTTATTTATATTTACTATTGGTGGTTTAACTGGAATTATTCTTTCTAATTGCTC
CATATTTATGAACGCTTGGTTTTTTATTTATATTTACTATTGGTGGTTTAACTGGAATTATTCTTTCTAATTGCTC
CATATTTATGAACGCTTGGTTTTTTATTTATATTTACTATTGGTGGTTTAACTGGAATTATTCTTTCTAATTGCTC
CATATTTATGAACGCTTGGTTTTTTATTTATATTTACTATTGGTGGTTTAACTGGAATTATTCTTTCTAATTGCTC
CATATTTATGAACGCTTGGTTTTTTATTTATATTTACTATTGGTGGTTTAACTGGAATTATTCTTTCTAATTGCTC
CATATTTATGAACTCTTGGTTTTTTATTTATATTTACTATTGGTGGTTTAACTGGAATTATTCTTTCTAATTGCTC
CATATTTATGAACTCTTGGTTTTTTATTTATATTTACTATTGGTGGTTTAACTGGAATTATTCTTTCTAATTGCTC
CATATTTATGAACACTTGGTTTTTTATTTATATTTACTATTGGTGGTTTAACTGGTATTATTCTTTCTAATTGTTC
CATATTTATGAACACTTGGTTTTTTATTTATATTTACTATTGGTGGTTTAACTGGTATTATTCTTTCTAATTGTTC
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