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DISTRIBUICAO ESPACIAL E TEMPORAL DE Brevipalpus phoenicis (ACARI:
TENUIPALPIDAE) VIRULIFEROS E DA LEPROSE-DOS-CITROS EM POMARES
COM CONTROLE QUIMICO

RESUMO - A leprose-dos-citros € uma das doencas mais graves da
citricultura brasileira, acarretando sérios prejuizos a producéo de laranja. O objetivo
foi determinar a distribuicdo espacial e temporal da leprose em pomares citricos sob
aplicacbes de acaricidas para controle do acaro-vetor Brevipalpus phoenicis
(Geijskes, 1939). Os experimentos foram conduzidos de mar¢o de 2013 a dezembro
de 2014 em dois pomares citricos, localizados no municipio de Taquaral-SP, Brasil.
O primeiro pomar apresentava no inicio do experimento 594 plantas de laranja em
uma area de 17.374,5 m?. O segundo pomar apresentava inicialmente de 2.686
plantas de laranja em uma area de 38.610 m?. Foram realizadas trés avaliacdes de
severidade da leprose em cada um dos pomares selecionados para instalagcdo dos
experimentos. No primeiro pomar, as avaliacbes foram realizadas em marco e
setembro de 2013 e janeiro de 2014, enquanto que no segundo pomar foram
realizadas em julho de 2013, agosto e dezembro de 2014. Foram aplicados
acaricidas com pulverizador tratorizado de jato transportado nos dois pomares ap6s
constatacdo do nivel de controle apdés a amostragem do acaro. Nos dois pomares,
houve coletas de acaros para confirmacdo da espécie e de material vegetal
infectado com leprose para determinagédo do virus presente. Somente no primeiro
pomar o numero de acaros coletados foi suficiente para constatacdo do virus no
vetor empregando testes de RT-PCR. A leprose no inicio das infeccbes néo
apresentou distribuicdo normal e padrédo agregado. As aplicacdes de acaricidas nédo
foram suficientes para conter a disseminacdo da leprose nos dois pomares
avaliados. As amostras de &caros positivas para CiLV-C foram encontradas
predominantemente préoximos aos focos de leprose, indicando a dependéncia entre
acaros viruliferos e as plantas sintomaticas. No inicio das infeccdes, a leprose-dos-
citros apresenta padrédo agregado e as aplicagcdes dos acaricidas spirodiclofen e
oxido de fembutatina para o controle do acaro B. phoenicis ndo foram suficientes
para evitar ou reduzir o crescimento da disseminacdo da leprose-dos-citros nos
talhdes. E o uso intensivo de equipamentos de pulverizagcdo podem contribuir na
dispersdo de acaros B. phoenicis viruliferos nas linhas e entrelinhas de plantio,
aumentando a disseminacgéo da leprose.

Palavras-chave: Brevipalpus phoenicis, CiLV, Acaricidas, Mapas de variabilidade e
Geoestatistica.
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SPATIAL AND TEMPORAL DISTRIBUTION OF Brevipalpus phoenicis (ACARI:
TENUIPALPIDAE) VIRULIFEROUS AND LEPROSIS-IN-CITRUS ORCHARDS
WITH CHEMICAL CONTROL

ABSTRACT - Citrus leprosis is one of the most severe diseases of brazilian
citrus, resulting in serious losses on the production. The purpose was to determine
the spatial and temporal distribution of leprosis in citrus orchards under mitecide
sprays for controlling the mite vector Brevipalpus phoenicis (Geijskes, 1939). The
trials were conduced from march 2013 to december 2014 in two citrus orchards,
located in the municipality of Taquaral — SP, Brazil. The first orchard presented
initially 594 citrus plants in na area of 17.374,5 m2. The second orchard presented
initially 2,686 citrus plants in na area of 38.610 m2?. Were carried out three
evaluations of leprosis severity on each of the selected orchards for the experiments
installation. In the first orchard the evaluations were conduced in march and
september 2013 and january 2014, whislt in the second orchard occurred in july
2013, august and december 2014. Mitecides were sprayed using an airblast field
sprayer in both the orchards after noticed the level of control according to the
traditional mite sampling. In the two orchards there were mite collections for
confirming the species and vegetal material infected with leprosis in order to
determine the presence of virus. Only in the first orchard the number of collected
mites was enough to ascertain the virus inside the vector by applying RT-PCR tests.
The leprosis in the beginning of infections does not present normal distribution and
presente aggregate pattern. The sprays of mitecides on the basis of traditional mite
samplings were not enough to contain the leprosis dissemination in both assessed
orchards. The mite samplings positive for CiLV-C were found predominantly closer to
the leprosis focus, refering to a dependance between virulent mite and symptomatic
plants. At the beginning of infections, leprosy-of-citrus presents aggregate pattern
and applications of miticides spirodiclofen and fembutatina oxide for the control of B.
phoenicis were not sufficient to prevent or reduce the growth of the spread of
leprosy-in-citrus in plots. And the intensive spraying equipment can contribute to the
spread of mites B. phoenicis viruliferous lines and planting lines, increasing the
spread of leprosy.

Keywords: Brevipalpus phoenicis, CiLV, Mitecides, Maps of spatial variability and
Geostatistics.



1. INTRODUGCAO

A leprose-dos-citros € uma das doencas mais graves da citricultura,
acarretando sérios prejuizos a producao de citros, especialmente no Brasil, principal
produtor mundial (KITAJIMA et al., 2010; GARITA et al., 2013). Duas formas do virus
da leprose séo conhecidas, o CiLV-C (Citrus leprosis virus — tipo citoplasmético) e o
CiLV-N (Citrus leprosis virus — tipo nuclear) (KITAJIMA et al., 1974; COLARICCIO et
al., 1995; BASTIANEL et al., 2010). Contudo, o CiLV-C prevalece na maior parte dos
casos (NUNES et al., 2012). Freitas-Astua et al. (2005) demonstraram que as duas
formas de CiLV ndo compartilham sequéncias gendmicas, sendo provavelmente
virus geneticamente distintos.

O virus CiLV é transmitido somente por algumas espécies de acaros do
género Brevipalpus contaminados. O CiLV se caracteriza pelos sintomas em folhas
com lesBes circulares de didmetro de 2 a 3 mm, cloréticos e necroticos, e desfolha
intensa. Nos frutos as lesdes sdo circulares e localizadas com halos cloréticos e
necroticos de diametro de 5 a 12 mm, e a presenca de rachaduras no centro das
lesdes. Nos ramos as lesbes séo circulares com presenca de descamacodes e
rachaduras (NOVELLI et al., 2005; GARITA et al., 2013).

A leprose-dos-citros por ser uma doenca cujo agente causal € um virus de
carater supostamente ndo-sistémico, a presenca do acaro-vetor e a existéncia de
plantas sintomaticas sdo condi¢des obrigatorias para disseminagdo da doenca nos
pomares (RODRIGUES et al., 2003). Em 2005, foi confirmado a néo transmissao
transovariana do CiLV-C em Brevipalpus phoenicis (Geijskes, 1939) por RT-PCR
(NOVELLI et al., 2005). Até o momento, o acaro B. phoenicis é considerado o unico
vetor da leprose no Brasil. Atualmente, a identificacdo de acaros Brevipalpus esta
sendo revista, ndo sendo possivel neste momento determinar a espécie somente
pela analise de caracteres morfologicos, devido a ocorréncia de espécies cripticas
(NAVIA et al., 2013). De acordo com Navia et al. (2013) e Tassi (2014), para uma
correta identificacdo dos acaros Brevipalpus torna-se necessario a integracdo de
identificacdo de caracteristicas morfologicas e moleculares.

Para o Brasil, o custo de controle da leprose esta estimado entre 75 e 80

milhdes de délares/ano (BASTIANEL et al., 2010). A maior parte deste montante é



usado na aquisicdo de acaricidas, pois, € uma das taticas utilizadas para evitar a
ocorréncia e disseminacgéo da leprose é o controlando do acaro-vetor (CACERES et
al., 2013).

O in6culo da leprose acumula-se de ano para ano, especialmente em ramos,
todavia sua incidéncia ndo € correlacionada com a presenca de acaros na planta
(CZERMAINSKI et al., 2007). Dessa forma, é preconizado que a tomada de deciséo
para controle ndo considere somente a presenca do acaro-vetor na area, mas,
também a presenca de sintomas da doenca (FRANCISCON et al., 2008;
BASSANEZI; LARANJEIRA, 2007). Além da presenca do acaro-vetor e dos sintomas
da leprose, a quantificacéo da frequéncia de &caros viruliferos podera contribuir para
0 aprimoramento das técnicas de amostragem do acaro e das melhorias no manejo
da leprose. Nos ultimos anos, foram desenvolvidos testes moleculares como o RT-
PCR e gRT-PCR que possibilitaram a identificagdo do CiLV nos tecidos internos do
acaro, ampliando as possibilidades de estudo e de manejo do &caro em campo.

A dindmica temporal de populacdes de &caros Brevipalpus e da leprose foi
estudada por alguns autores, entretanto, estes trabalhos avaliaram o crescimento da
incidéncia da leprose em é&reas sem aplicagcdes de acaricidas (BASSANEZI;
LARANJEIRA, 2007; CZERMAINSKI et al., 2007; FRANCISCON et al., 2008).
Contudo, os acaricidas podem afetar os padrdes de distribuicdo da leprose em um
pomar, devido ao efeito direto sobre o acaro-vetor, ou atuando na dispersdo de
acaros viruliferos, devido agdo dos ventos produzidos pelos equipamentos de
aplicacdo. Diante do exposto, o objetivo do trabalho foi determinar a distribuicéo
espacial e temporal de acaros B. phoenicis viruliferos e da leprose-dos-citros em

pomares com controle quimico.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Producao de citros no Brasil
Na safra de 2013/2014, a producdo do Cinturdo Citricola do Estado de Séo

Paulo e Triangulo Mineiro, foi de 289,9 milhdes de caixas de 40,8 kg de laranja. Uma

parte deste montante, quase 50 milhdes de caixas, foram destinados ao mercado in



natura e para exportacdo. E a outra parte, totalizando 240 milhées de caixas, foram
destinados para a industria de processamento de sucos concentrado congelado.
Estimativas demonstraram que na safra de 2014/2015 possa haver um aumento na
producao de laranja de 6,5%, podendo produzir em torno de 308,8 milhdes de caixas
40,8 kg (CITRUSBR, 2014).

A citricultura brasileira € constituida por diversos pequenos produtores,
embora, quase a metade da producdo esta concentrada nas grandes propriedades
pertencentes as industrias que investem em pomares proprios, resultando na
concentracdo econdmica do segmento (BOTEON; NEVES, 2005). Entretanto, a area
plantada de citros no Brasil tem diminuido significativamente nos ultimos anos, em
especial no estado de Sdo Paulo que é o principal produtor nacional. Nesta safra de
2014/2015, estima-se queda de 2,6% de plantas produtivas, passando de 157,0
milhdes de plantas para 152,9 milhdes (CITRUSBR, 2014).

A regido sudeste brasileira é a principal produtora de suco de laranja, com
aproximadamente 85% da producdo nacional de laranjas (AGRIANUAL, 2014). As
exportagcdes do suco de laranja concentrado e congelado brasileiro sustentam a
producdo de matéria-prima e de comercializacdo do produto, que acaba tendo
efeitos diretos e indiretos na geracdo de empregos, na receita publica e na
aceleracéo de outras atividades econdmicas (BOTEON; PAGLIUCA, 2010).

Os principais fatores que contribuem atualmente para reducdo da area
plantada e da rentabilidade da citricultura brasileira referem-se ao aumento dos
custos de producdo da mé&o de obra, a limitacdo do aumento de produtividade
devido a maior incidéncia da pragas e doencas, bem como a elevagdo de
oportunidades de empreendimentos em outras culturas, como, por exemplo na cana-
de-aclcar e no eucalipto (BOTEON; PAGLIUCA, 2010).

2.2 A leprose-dos-citros

A leprose foi relatada pela primeira vez em 1907 por Fawcett, Flérida, EUA,
sendo denominada de “scaly bark”. A doenca nos EUA foi controlada, e em meados
dos anos 50 foi erradicada, isso gracas as condicdes climaticas adversas e aos

rigorosos tratos culturais aplicados, o0s quais contaram, principalmente com



sucessivas aplicacdes de enxofre para controle do acaro-vetor, que segundo Knorr
(1968), tratava-se de Brevipalpus californicus (Banks, 1904) (CHILDERS;
RODRIGUES; WELBOURN, 2003).

Na América do Sul, os primeiros relatos da doenca comecaram a surgir na
década de 20, com a denominacgédo de “lepra explosiva”, que afetava plantas de
laranja no Paraguai, ja na década de 30 a doenca “lepra explosiva” surgiu em
Missiones, na Argentina e Uruguai (BASTIANEL et al., 2010). No Brasil, o primeiro
relato da doenca foi na década de 30 por Bitancourt, que a constatou em laranja-
doce da variedade Navel [Citrus sinensis (L.) Osbeck] em pomar localizado no
municipio de Sorocaba-SP, denominando-a de leprose-dos-citros (BASTIANEL et
al., 2010). Na década de 30, por meio de comparacdes fotograficas dos sintomas de

“scaly bark”, “lepra explosiva” e de leprose-dos-citros, Fawcett e Knorr concluiram
gue se tratava da mesma doenca (BASTIANEL et al., 2010).

A leprose-dos-citros € uma das doencas virais mais graves da citricultura na
América do Sul e Central (BASTIANEL et al., 2010; KITAJIMA et al., 2011). Duas
formas do virus da leprose sdo conhecidas, o CiLV-C (Citrus leprosis virus — tipo
citoplasmatico) que se encontra no citoplasma das células e o CiLV-N (Citrus
leprosis virus — tipo nuclear) que se encontra no nucleo celular, contudo, o CiLV-C
prevalece na maior parte dos casos encontrados em pomares citricos (NUNES et al.,
2012).

Freitas-Astua et al. (2005) demonstraram que as duas formas de CiLV néo
compartilham sequéncias gendmicas, sendo provavelmente virus geneticamente
distintos. Locali-Fabris et al. (2006) e Pascon et al. (2006) completaram o
sequenciamento do genoma do CiLV-C e verificaram que o CiLV-C, até entéo
considerado como um membro tentativo da familia Rhabdoviridae, deve ser
considerado como um membro-tipo de um novo género de virus, denominado
Cilevirus. O CiLV-C é considerado endémico nos pomares citricolas do Brasil, sendo
transmitido por alguns acaros do genéro Brevipalpus (Acari: Tenuipalpidae) (NAVIA
et al., 2013). O CiLV ja foi encontrado na Argentina, Paraguai, Bolivia, Venezuela e
Colébmbia, e esta se disseminando na direcdo norte do continente americano, pela

Colébmbia, Panamda, Costa Rica, Nicaragua, Guatemala, Honduras, El Salvador e



México (GOMES et al.,, 2005; LEON et al., 2006; BASTIANEL et al., 2010;
IZQUIERDO-CASTILLO et al., 2011; CACERES et al., 2013).

Por ser uma doenca cujo agente causal € um virus de carater ndo-sistémico,
a presenca do acaro-vetor e a existéncia de plantas doentes no pomar sao
condi¢Bes fundamentais para a disseminacdo da doenca na planta ou entre plantas
(KITAJIMA et al., 1972; RODRIGUES et al., 2003; KITAJIMA et al., 2010). Para o
Brasil, principal produtor mundial de citros o custo de controle da leprose esta
estimado entre 75 e 80 milhdes de dolares/ano (BASTIANEL et al., 2010). A maior
parte deste montante é usado na aquisicdo de acaricidas, pois a Unica forma de
evitar a ocorréncia da leprose é combatendo o vetor.

A leprose € mais incidente nas laranjas-doces (C. sinensis), laranjas-azedas
(Citrus aurantium L.) e pomelos (Citrus paradisi Macfayden) e outras espécies
citricas, como mandarins (Citrus reshni Hort. Ex Tanaka, Citrus deliciosa Tenore,
Citrus reticulata Blanco). Hibridos como tangor ‘Murcott’ sdo muito pouco
suscetiveis, enquanto que, lima da ‘Pérsia’ (Citrus aurantifolia L.), limdes verdadeiros
(Citrus limon L.), limas acidas (C. aurantifolia), limas doces (Citrus limettioides
Tanaka, Citrus medica L.) sdo praticamente resistentes a doenca (BITANCOURT,
1955; ROESSING; SALIBE, 1967; RODRIGUES, 1995; BASSANEZI; SPOSITO;
YAMAMOTO, 2002; BASTIANEL et al., 2006; FREITAS-ASTUA et al., 2008).

As plantas afetadas pela leprose reduzem a capacidade fotossintética pela
acentuada desfolha ocasionada pela doenca e secas dos ramos. Quando ha
incidéncia severa da doenca, o pomar pode tornar-se economicamente inviavel, pois
ocorre intensa queda de frutos e consequentemente reducdo da produtividade. Caso
a doenca nédo seja controlada adequadamente pode ocorrer morte de plantas
(MULLER et al., 2005; ANDRADE et al., 2013; GARITA et al., 2013). O patossistema
leprose é complexo, devido a multiplicidade de fatores envolvidos, bem como a
complexidade das interagcbOes existentes (vetor, virus, planta hospedeira e os fatores
ambientais) e também as dificuldades de manejo, que exigem conhecimentos
especificos (BASSANEZI, 2001; BASSANEZI; LARANJEIRA, 2007; GARITA et al.,
2014).



2.3 Acaros Brevipalpus spp. associados a leprose

O género Brevipalpus inclui mais de 200 espécies no mundo (MESA et al.,
2009), sendo que a espécie B. phoenicis é considerada a de maior importancia para
a agricultura, por ser responsavel pela transmissao de 25 tipos de virus diferentes e
transmitir viroses em diversas plantas citricas, café, maracuja, hibiscos e mais de 40
espécies de plantas infestantes hospedeiras que estdo presentes em pomares
citricos (WELBOURN et al., 2003; KRANTZ; WALTER, 2009; SALAZAR, 2013).

Os acaros do género Brevipalpus séo polifagos, podendo ser encontrados em
varias plantas, inclusive em plantas infestantes comuns em pomares de citros
(TRINDADE; CHIAVEGATO, 1994), existindo assim a possibilidade de essas plantas
servirem de refligio para o 4caro. Sdo cosmopolitas, sendo relatados em todos os
continentes, com excecdo das regibes Artica e Antartica. Apresentam registros de
aproximadamente 456 hospedeiros, o que comprova seu alto grau de adaptacao,
tornando-os de dificil controle (CHILDERS; RODRIGUES; WELBOURN, 2003).
Algumas espécies de Brevipalpus sao consideradas eficientes na transmisséo de
virus para as plantas, e ja foram listados 25 virus associados a Brevipalpus spp. no
Brasil (KITAJIMA et al., 2003)

Os acaros B. phoenicis podem ser distinguido morfologicamente das demais
espécies de acaros pela quetotaxia dorsal opistosomal, apresentando cinco pares de
setas dorsolaterais e um par de setas humerais. Além dessas caracteristicas, as
fémeas da espécie B. phoenicis possui duas setas em forma de bastonetes
denominadas de solenideos no tarso Il (WELBORN et al., 2003). Entretanto,
atualmente a taxonomia de alguns acaros Brevipalpus associados a leprose esta
sendo revista devido a ocorréncia de espeécies cripticas (NAVIA et al.,, 2013). De
acordo com Tassi (2014), o &caro B. phoenicis apresenta variacdes morfologicas
diferenciando em sete grupos de espécies cripticas. Para uma correta identificacédo
destes grupos de espécies cripticas e de outros acaros do género Brevipalpus torna-
Se necessario, agora, a integracao de caracteristicas morfologicas e uso de técnicas
moleculares (NAVIA et al., 2013).

O ciclo biolégico dessas espécies identificadas como B. phoenicis é composto
por quatro estagios ativos (larva, protoninfa, deutoninfa e adulto) e quatro iméveis

(ovo, protocrisalida, deutocrisalida e telocrisalida). Os estagios imoéveis sao



fisiologicamente ativos e ocorrem entre os estagios ativos (RODRIGUES et al.,
2003). O ciclo completo sobre frutos de citros é de 14,4 dias a 30°C e de 17,6 dias
guando criados sobre folhas (CHIAVEGATO, 1986). Novelli et al. (2005)
confirmaram que ndo ocorre transmissao transovariana do CiLV-C, pois utilizando a
técnica de RT-PCR conseguiram detectar o virus da leprose em todas as fases de

desenvolvimento do acaro B. phoenicis, exceto em ovos.

2.4 Manejo e distribuicdo espacial da leprose

O controle da leprose nos pomares brasileiros por meio de aplicagcdes de
acaricidas para reducdo da populacdo do acaro-vetor tem sido a principal e
praticamente a Unica tatica de manejo da leprose (BASSANEZI, 2001; BASTIANEL
et al., 2010). Contudo, o uso isolado de aplicacbes de acaricidas ndo tem sido
suficiente para conter a disseminacéo da leprose (RODRIGUES, 2002; ANDRADE et
al., 2013).

A epidemiologia da leprose em pomar sem controle quimico indica que a
velocidade de aumento da doenca € proporcional a quantidade de tecido lesionado e
a quantidade de tecido sadio disponivel (RODRIGUES et al. 2001). Assim, em face
das peculiaridades do CiLV, a reducédo da quantidade de indculo é fundamental e
recomendada por varios autores (MOREIRA, 1941; BITANCOURT, 1955; OLIVEIRA,
1986; ROSSETTI, 1995; BARRETO; PAVAN, 1995; BASSANEZI, 2004; PATTARO,
2006, ANDRADE et al., 2013).

Por outro lado, outras medidas recomendadas sdo preconizadas, como;
plantar mudas isentas do acaro, desinfestar veiculos e caixas de coleta (ROSSETTI
et al, 1997), eliminar plantas daninhas hospedeiras do acaro (TRINDADE;
CHIAVEGATO, 1994; CATI, 1997; MAIA; OLIVEIRA, 2004), empregar praticas que
favorecam a populagdo de inimigos naturais (YAMAMOTO et al., 1992), evitar o uso
de rogadoras ou grades no periodo de estiagem (OLIVEIRA; PATTARO, 2004),
utilizar cobertura verde com espécies menos favoraveis ao &caro (GRAVENA;
COLETTI; YAMAMOTO, 1992), utilizar quebra-ventos (FEICHTENBERGER, 2000) e

cercas-vivas desfavoraveis ao acarino (NUNES, 2004; NUNES, 2007), utilizar



produtos seletivos aos inimigos naturais do acaro e com diferentes mecanismos de
acao (OMQOTO, 2005).

Para reduzir fontes de inéculo do virus recomenda-se eliminar plantas
infestantes, cercas-vivas e quebra-ventos hospedeiros do virus (MAIA; OLIVEIRA,
2005; NUNES, 2004), plantio de mudas sadias (OLIVEIRA, 2004), coleta de frutos
com sintomas e caidos no chdo apdés a colheita (BUSOLI, 1995), e realizar o quanto
antes a colheita (OLIVEIRA, 1986).

Chiavegato (1995) ressaltou que a importancia da leprose no Brasil ndo pode
ser avaliada somente em razdo da sua ocorréncia generalizada e aos seérios
prejuizos que causa, mas também, pelas dificuldades de manejo, que exigem
conhecimentos especificos sobre as relacdes entre vetor, virus, plantas hospedeiras
e fatores ambientais.

A dinamica temporal de populacdes de acaros Brevipalpus e da leprose foi
estudada por alguns autores, entretanto, estes trabalhos avaliaram o crescimento da
incidéncia da leprose em areas sem aplicacbes de acaricidas (BASSANEZI;
LARANJEIRA, 2007; CZERMAINSKI et al., 2007; FRANCISCON et al., 2008).
Czermainski et al. (2007) verificaram que a leprose comporta-se com acumulo de
indculo de ano para ano, especialmente em ramos. Dessa forma, estes resultados
sugerem que tomada de decisdo para uso de acaricidas com base em amostragens
ndo deve levar em consideracdo somente a presenca do 4caro-vetor na area, mas
também, a presenca de sintomas da doenca (FRANCISCON et al., 2008;
BASSANEZI; LARANJEIRA, 2007).

3. MATERIAL E METODOS
3.1 Areas experimentais

Os trabalhos foram desenvolvidos de marco de 2013 a dezembro de 2014 em
pomares citricos localizados no municipio de Taquaral, Sdo Paulo, Brasil. O clima da
regido segundo a classificacdo de Koppen (1948) € do tipo Aw, com verdo quente e
Uumido e inverno com estacdo seca. A precipitacdo pluvial média anual é de 1.629

mm, concentrada no periodo de setembro a marco. A temperatura média anual é de



23 °C. Nestes pomares foram selecionados dois talhdes com incidéncia de leprose

para instalagdo dos experimentos.

3.2 Caracteristicas dos talhdes selecionados
3.2.1 Talhdo 01

As coordenadas geogréficas desse talhdo sdo: 21°04'04.24” latitude sul e
48°24°47.77" longitude oeste e altitude de 643 m, constando no inicio do
experimento de 594 plantas de laranja ‘Pera’ (C. sinensis) enxertadas sobre limoeiro
‘Cravo’ (C. limonia) com espacamento de 6,5 x 4,5 metros e com 14 anos de idade.
O talhdo apresentava uma area total de 17.374,5 m? e encontrava-se margeado ao
norte por cultura de soja [Glycine max (L.) Merrill], ao sul por solo descoberto, ao
leste por pomar citrico convencional e a oeste por estrada de terra e pastagem. Este
talhdo vinha sendo tratado com produtos fitossanitarios comumente utilizados no
controle de pragas, doencas e plantas infestantes de pomares citricos (Apéndice 1).
ApoOs a selecdo deste talhdo, o experimento foi instalado em margo de 2013 e todas

as plantas foram georreferenciadas.

3.2.2 Talhao 02

Talhdo com coordenadas geograficas de 21°02'39.6" latitude sul e 48°23'54.2"
longitude oeste, constando inicialmente de 2.686 plantas de laranja Valéncia (C.
sinensis) enxertadas sobre limoeiro ‘Volkamericano’ (Citrus volkamericano Tem &
Pasq.), com espacamento de 6,0 x 2,5 metros e com 4 anos de idade. O talhdo
selecionado possuia area total de 38.610 m? e encontrava-se margeado ao norte e
ao sul por cerca-viva Syzygium jambolanum (Lam.), ao leste por cultura de cana-de-
acucar Saccharum officinarum L. e a oeste por pomar citrico convencional. O
histérico das aplicacdes de produtos fitossanitarios nesta area pode ser encontrado
no Apéndice 2. Apdés a selecdo deste talhdo todas as plantas foram

georreferenciadas e o experimento foi instalado em julho de 2013.
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3.3 Incidéncia e severidade da leprose

As avaliacdes de incidéncia e de severidade da leprose no Talhdo 01 foram
realizadas em marco e setembro de 2013 e em janeiro de 2014, e no Talhdo 02
foram realizadas em julho de 2013 e em, agosto e dezembro de 2014. A severidade
da leprose foi quantificada para todas as plantas da area experimental utilizando-se
de escala visual de notas que varia de 0 a 5, proposta por Rodrigues (2000), onde
(O) representa auséncia de lesdes; (1) poucas lesdes em qualquer 6rgao, restritas a
um setor da planta; (2) leses em mais de um 6rgédo e/ou distribuidas em mais de
um setor; (3) lesdes abundantes em todos os érgdos e bem distribuidas pela planta;
(4) lesbes abundantes (toda planta) e queda de folhas e/ou frutos e (5) lesbes
abundantes (toda planta) e queda de folhas e/ou frutos, mais seca e morte de
ramos. Para verificar a distribuicdo da leprose na é&rea, foi utilizado o teste de
normalidade de Anderson-Darling, com auxilio do software Minitab®. Em seguida,

foram gerados mapas de distribuicdo da leprose com auxilio do software Surfer®.

3.4 Confirmacé&o do virus CiLV-C

Nas areas experimentais foram coletados dez amostras de frutos, dez de
ramos de 30 cm e dez folhas, todas as amostras com sintomas de leprose foram
encaminhados ao Laboratorio do Nucleo de Apoio a Pesquisa — Microscopia
Eletrbnica Aplicada a Pesquisa Agropecuaria (NAP-MEPA), da Escola Superior de
Agricultura "Luiz de Queir6z" ESALQ/USP Piracicaba/SP, para confirmacéo do virus
presente. Tecido vegetal de folhas, frutos e ramos com lesdes de leprose foram
colocadas em solucado Karnovsky modificada (Formaldeido 2%, Glutaraldeido 2,5%
em tampéo cacodilato 0,05M pH7,2) por 1 hora. Em seguida, pds-fixados em OsOa4
1% mais tampao cacodilato 0,1M por 1 hora. Feito isto, realizou-se o contraste de
enbloc em acetato de uranila 0,5% durante aproximadamente 12 horas. Ap0s este
periodo, as amostras foram desidratadas em acetona 30, 50, 70, 90, 100, 100 e
100% por 15 minutos cada etapa.

Em seguida, foi feito a infiltragdo em solucao de acetona mais Spurr (1:1) por 6
horas e na sequéncia infiltrou-se novamente em resina Spurr pura por 24 horas. As

amostras foram levadas para estufa em temperatura de 65°C por 72 horas para
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polimerizacdo. Os blocos foram seccionados em ultramicrétomo LEICA UCT
equipado com uma navalha de diamante. As sec¢des dos cortes foram montados
em um reticulo de cobre de 100 mesh coberto com uma pelicula plastica Formvar e
constratadas em acetato de uranila e citrato de chumbo, para em seguida serem

examinadas sob microscopio eletrénico de transmissdo (MET) JEOL JEM — 1011.

3.5 Coleta dos acaros

As coletas de dez frutos e dois ramos de 30 cm cada para a retirada de 4caros
Brevipalpus, iniciaram-se apés os calculos de alcance entre as demarcacdes das
plantas de coleta. No Talhdo 1 foram demarcadas 40 plantas distribuidas
uniformemente no talhdo, cada planta demarcada obteve um alcance de 27 metros
por planta na mesma linha e 6,5 metros por plantas entre linhas. No talhdo 2, as
coletas de frutos foram realizadas em 98 plantas distribuidas uniformemente, em
dois focos de 225 plantas avaliadas, totalizando 49 plantas coletadas para cada
foco. Em cada avaliacdo coletaram-se 10 frutos e 2 ramos de 30 cm por planta.
Estes materiais vegetativos foram colocados em sacos de papel e encaminhados ao
Laboratorio de Acarologia pertencente ao Departamento de Fitossanidade da
Universidade Estadual Paulista - Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias
(UNESP/FCAV) para a retirada dos acaros, com auxilio de maquina de varredura
(OLIVEIRA, 1983). As coletas de frutos para retirada de &caros foram realizadas
mensalmente.

Espécimes dos acaros coletados nos dois talhdes foram colocados em tubos
eppendorf de 2 uL em grupos de no minimo cinco individuos e enviados ao Centro
de Citricultura Sylvio Moreira, de Cordeirépolis-SP (IAC-APTA) para deteccdo de
CiLV-C por RT-PCR. A infectividade para CiLV-C, bem como a concentracao viral
adquirida pelos acaros, foi realizada por RT-PCR, utilizando-se de primers
especificos para o virus (LOCALI et al.,, 2003). Na amplificacdo deste fragmento
especifico, o RNA total dos acaros foi extraido de acordo com protocolo modificado
de Gibbs e Mackenzie (1997). A reacdo RT-PCR foi composta de tampédo 10x,
MgCL2 (50 mm), DNTPs (2,5 mm), primers forward e reverse (10 pmol), Tag-DNA
polimerase (1u) (Invitrogen), 5 pl de cDNA e agua estéril, completando o volume final
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de 25 pl. As condicdes de amplificacao foram de 3 minutos a 94°C, 30 ciclos de 30 s
a 94°C, 30 s a 56°C e 40 s a 72°C, com extensao final de 5 minutos por 72°C. A
visualizacdo dos produtos amplificados e a confirmacao da aquisi¢cdo do CiLV foram
feitas em gel de agarose a 1% (TAE 1x — brometo etidio 0,5%), sob luz UV (KUBO et
al., 2011).

3.6 Identificacdo dos acaros Brevipalpus coletados

Alguns espécimes de Brevipalpus coletados nas areas experimentais foram
encaminhados ao Laboratério NAP-MEPA, ESALQ/USP para identificacdo. No
laboratorio, os acaros foram fixados em solucdo de glutaraldeido a 3%, em tampéao
de fosfato de potassio a 0,1 M e pH 7,2, por 24 horas.

Em seguida, o material foi colocado em pequenos tubos com uma malha muito
fina nas extremidades e lavado em solucdo-tampéao pura, para retirada do excesso
de fixador. Posteriormente, o material foi pés-fixado em tetréxido de 6smio a 2%, por
quatro horas, e depois lavado na mesma solucdo-tampéao citada anteriormente. Na
sequéncia, foi procedida a desidratacdo do material em alcool etilico e recobrimento
com particulas de ouro (35 nm). Apds essas etapas, o material foi preparado sob
microscopio estereoscopico, e em seguida foi elétron-micrografado em microscoépio
eletronico de varredura (MEV) PHENOM — World BV.

3.7 Aplicagdes dos acaricidas

Em 07/06/2013, ap0s as coletas iniciais de acaros, foi realizada uma aplicacéo
do acaricida spirodiclofen (Envidor®) em toda a area do Talh&o 01. No Talh&o 02,
foram realizadas duas aplicacbes de acaricidas, sendo uma no dia 22/10/2013
utilizando o produto 6xido de fembutatina (Torque 500 SC®) e a outra no dia
17/04/2014 com o produto spirodiclofen. Utilizou-se nas aplicacbes as dosagens
recomendadas para o acaro-da-leprose em citros, sendo spirodiclofen a 20 mL
p.c./100 L de agua e de oxido de fembutatina a 40 mL p.c./100 L de agua, até além

do ponto de escorrimento, suficiente para proporcionar completa cobertura das
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plantas. O equipamento utilizado nas aplicagdes foi um pulverizador tratorizado de
jato transportado - Jacto®, modelo Arbus 4.000 Tower.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Confirmacdo do virus CiLV e do &caro Brevipalpus spp.

A presenca do CiLV nas amostras de material vegetal coletado nas areas
experimentais foi confirmada apos o preparo e exame ao MET. Particulas virais do
CiLV - tipo citoplasmatico baciliformes dotadas de membrana, contidas no limem do
reticulo endoplasmatico, e viroplasma denso no citoplama foram encontrados no
tecido vegetal contendo os sintomas de leprose (KITAJIMA et al., 1972;
COLARICCIO et al., 1995) (Figura 1A).

A andlise das setas (quetotaxia) presentes no opistossoma, propodossoma e
pernas dos acaros Brevipalpus coletados indicou tratar-se de B. phoenicis (Figura
1B). Esta espécie segundo Welbourn et al. (2003) possui um par de setas humerais,
cinco pares de setas dorsolaterais e as feméas possuem duas setas solenideas
(omega) no tarso dois. Entretanto, a determinacdo da espécie de Brevipalpus
somente pela andlise das setas (quetotaxia) esta sendo revista, devido a

possibilidade de ocorréncias de espécies cripticas (NAVIA et al., 2013).

Figura 1. Eletromicrografias de transmissao e de varredura. (A) Corte transversal de
lesbes de leprose-dos-citros em frutos de laranja, indicando a presenca de
viroplasma do virus CiLV-C. (B) Espécime de acaro Brevipalpus phoenicis coletado

na area experimental (aumento de 660x).
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4.2 Distribuicao espacial e temporal da leprose-dos-citros
4.2.1 Resultados para o Talhdo 01

Na primeira avaliagcdo realizada em marco de 2013, portanto, antes da
aplicacdo do acaricida, detectaram-se 140 plantas com sintomas de leprose e 365
sem sintomas da doenca (Tabela 1). Dentre as plantas com leprose, 7 receberam
nota 4; 14 nota 3; 47 nota 2, e 72 nota 1. ApOs a segunda avaliacdo de incidéncia e
severidade da leprose, realizada em setembro de 2013, pode-se observar que a
leprose se disseminou consideravelmente neste talhdo, mesmo apds a aplicacdo de
acaricida para combate ao acaro-vetor. Em setembro de 2013, constatou-se que
47,2% da area apresentava plantas com sintomas de leprose (Tabela 1). Na terceira
avaliacdo realizada (janeiro de 2014) observou-se que a leprose ndo estava
presente apenas em 22,0% da area (Tabela 1).

O nivel populacional do acaro-vetor da leprose-dos-citros antes da aplicacédo
do spirodiclofen, apresentou-se baixa ao longo dos primeiros meses de avaliacao.
Encontrando 80 acaros B. phoenicis distribuidas em 8 larvas, 17 protoninfas, 10
deutoninfas, 45 adultos e 67 ovos durante trés meses de avaliacdo antes da
aplicacdo. Apods a aplicacéo do spirodiclofen no Talh&do 01, ndo encontrou-se mais, a
presenca de acaros-vetores da leprose-dos-citros nas coletas de amostragem.

Os resultados indicaram que a aplicacdo de acaricida ndo foi suficiente para
contencdo da leprose-dos-citros na area experimental. O progresso da doenca foi
intenso durante a realizacdo do experimento. Ficou claro que o controle da leprose
pautada somente na amostragem do acaro-vetor e aplicacbes de acaricidas pode
acarretar em falhas de manejo. Na area experimental, antes do inicio do
experimento, o0 manejo da leprose era realizado com a amostragem do acaro
seguindo recomendacdes da Cati (1997), e atingindo o nivel de controle procedia-se
a aplicacdo de algum acaricida. Diversos fatores podem estar relacionados ao
aumento da leprose na area, mesmo apoés a aplicacdo de acaricidas, entre estes
destacam-se os erros na amostragem (LOPES et al. 2007; PINTO et al. 1995;
GASPARINO, 2013), o periodo de incubacdo do CiLV (COLARICCIO et al. 1995;
RODRIGUES, 1995, CZERMAINSKI et al., 2007), a falta de conhecimentos sobre as
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relacdes entre infestacao e infeccdo (MARQUES et al., 2007; GARITA et al., 2014),

entre outros fatores.

Tabela 1. Resultados de nimero de plantas, areas (m?) e porcentagem de plantas
citricas com e sem sintomas da leprose-dos-citros em talhdo de laranjeira (Talh&o
01).

Avaliacdes
a a a
Notas de ! 2 3
leprose mar¢o de 2013 setembro de 2013 janeiro de 2014
Plantas Are;a % Plantas Areza % Plantas Areza %
(m?) (m?) m
0 365 10.676,3 61,4 223 6.522,7 37,5 130 3.802,5 22,0
1 72 2.106,0 12,1 77 2.252,3 13,0 107 3.129,7 18,0
2 47 1.374,7 7,9 87 25447 146 131 3.831,7 22,0
3 14 4095 24 73 2.135,3 12,3 84 2.457,0 14,1
4 7 204,7 1,2 41 11995 7,0 37 1.082,3 6,2
5 0 0,0 0,0 2 58,5 0,3 8 2340 14
Plantas g9 56033 15 91 26615 153 97 2.837,3 16,3
arrancadas

Area total da area; 17.374,5 m?

O teste de normalidade de Anderson-Darling referente a incidéncia da leprose
nas avaliagcbes demonstrou que a doenca ndo apresentou distribuicdo normal
(p-Value < 0,005). Os dados apresentaram leve assimetria, como indicado pelos
coeficientes de Skewness e Kurtosis (Figura 2A, B, C). Se os dados apresentassem
distribuicdo normal, esses coeficientes deveriam ter valores entre 0 e 1. Dessa
forma, estes resultados indicaram que a leprose ocorreu inicialmente de maneira
agregada. Na primeira avaliagdo, os focos de leprose estavam bastante visiveis,
indicando o padrdo agregado da leprose. Contudo, na segunda avaliagdo houve
diminuicédo deste padrédo agregado devido a maior disseminagéo da leprose na area.
Na terceira avaliacdo ja ndo foi mais possivel definir com clareza os focos de
leprose, devido a alta disseminacdo da doenca nesta area. Neste momento, a

incidéncia da leprose apresentava-se homogénea na area experimental.
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Apés a geracdo de mapas de variabilidade foi possivel visualizar e confirmar
gue a leprose ocorreu inicialmente de forma agregada. As areas demarcadas no
mapa indicam os locais onde foram encontrados focos de leprose, nos quais a
regido central evidéncia as plantas com maior severidade de leprose (Figura 3A). Os
setores verdes representam dareas isentas de leprose. A modelagem variografica
indicou variagdo exponencial dos dados, assim as notas de leprose variaram
suavemente e a curtas distancias. Portanto, ndo se observou plantas que receberam

notas 5 ou 4, préximas a muitas plantas isentas de leprose.
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Figura 2. Histogramas de distribuicdo das notas de severidade de leprose-dos-citros
no Talhdo 01, obtidas na (A) primeira avaliacdo em marco de 2013, (B) segunda
avaliacdo em setembro de 2013 e (C) terceira avaliacdo em janeiro de 2014.
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Por outro lado, a distribuicdo inicial agregada do CiLV-C foi constatada,
resultados estes que corroboraram aos obtidos por outros autores (BASSANEZI,
LARANJEIRA, 2007; CZERMAINSKI et al., 2007; FRANCISCON et al., 2008). Como
0 virus ndo transloca nos vasos condutores de seiva (MARQUES et al., 2007) e néo
€ transmitido por material propagativo infectado, a populacdo de acaros viruliferos
desempenha papel fundamental na disseminacdo da leprose em um pomar citrico
(RODRIGUES et al., 2003).

Dessa forma, os resultados também confirmaram a alta dependéncia entre
plantas sintométicas em relacdo a outras plantas doentes. Na primeira avaliagéao,
pode-se verificar que as plantas com notas altas de severidade da leprose sempre
foram encontradas rodeadas por muitas plantas com sintomas de leprose. Com os
dados da primeira avaliacdo foi possivel calcular o alcance, da primeira planta
demarcada para segunda planta da mesma linha numa distancia de 27 metros e por
6,5 metros de plantas demarcadas entre linhas. Entretanto, significa a dependéncia
entre as plantas citricas e a leprose na pratica. Isso demonstrou que se pode avaliar
uma planta e a cada 810 metros com os calculos de alcance, pode-se construir um
mapa de disseminacdo da leprose num pomar citrico. Esses resultados foram
fundamentais para a definicdo da quantidade e do posicionamento das plantas a
serem amostradas quanto a presenca de acaros B. phoenicis viruliferos.

Constatou-se que a disseminagdo da leprose nesta area experimental apés a
aplicacdo do acaricida foi intensa, como verificado nos mapas de variabilidade
referente a segunda e terceira avaliacbes (Figuras 3B, 3C). Verificou-se que a
disseminagao da leprose nas linhas e nas entrelinhas foi muito semelhante (Figura
4A). Portanto, os resultados indicaram que o controle quimico do acaro pode
interferir diretamente na distribuicdo espacial e temporal da leprose em um pomar
citrico.

Estes resultados discordam parcialmente de outros trabalhos (RODRIGUES,
2002; BASSANEZI; LARANJEIRA, 2007; CZERMAINSKI et al., 2007) que
apontaram que a disseminagdo da leprose € mais efetiva entre plantas do que nas
entrelinhas de plantio. Os autores destes trabalhos atribuiram esta maior

disseminacao nas plantas da linha de plantio a movimentacao de acaros viruliferos.
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Figura 3. Mapas de variabilidade de disseminacao de leprose-dos-citros, durante os
meses de marcgo de 2013 & janeiro de 2014 no Talh&o 01. (A) primeira avaliacdo em
marco de 2013, (B) segunda avaliacdo em setembro de 2013 e (C) terceira

avaliacdo em janeiro de 2014.
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Figura 4. (A) Mapa de sobreposicdo da primeira e segunda avaliacdo de
disseminacéo da leprose-dos-citros nas linhas e entrelinhas, avaliada apds 6 meses
(marco a setembro de 2013) no Talhdo 01. (B) Evolucao de notas de severidade da

leprose-dos-citros entre as avaliagdes realizadas.

Na Figura 4B, mostra a evolucdo das notas de severidade da leprose-dos-
citros entre as trés avaliacdo realizadas no Talhdo 01. Que na primeira avaliacéo
tinha 365 plantas com notas 0 de severidade, na segunda avaliacdo este niumero
caiu para 223 e na terceira avaliagdo caiu novamente para 130 plantas com notas 0
de severidade (Tabela 1). Entre a primeira e a segunda avaliagéo, constatou-se que
3,2% do total de plantas regrediram em termos de severidade, 39,5% mantiveram-se
estavel, 19,2% aumentaram normalmente em severidade e 22,7% das plantas
apresentaram aumento extremamente rapido da leprose. Entre a primeira e a
terceira avaliacdo, observou-se que ndo houve regressdo dos sintomas, 43,1%
mantiveram-se estaveis, 25,8% apresentaram aumento normal de severidade e
14,8% apresentaram aumento extremamente rapido da severidade da leprose
(Tabela 2).
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Tabela 2. Nivel de disseminacdo de severidade da leprose-dos-citros na area
experimental, entre a segunda e a terceira avaliacdo para todas as plantas do talh&o

de laranjeira (Talhdo 01).

22 avaliacao 32 avaliacéao

Severidade da leprose Setembro de 2013 Janeiro de 2014

Plantas % Plantas %

Regrediu 19 3,2 0,0 0,0
Estavel 235 39,6 256 43,1
Aumento normal 114 19,2 153 25,8
Aumento extremamente rapido 135 22,7 88 14,8
Plantas arrancadas 91 15,3 97 16,3

Considerou-se aumento natural da severidade, as plantas em que houve um
aumento do nivel de severidade em apenas uma unidade de uma avaliagdo para
outra e 0 aumento extremamente rapido, das plantas em que houve aumento da
severidade em duas ou mais unidades de nota de uma avaliacdo para outra. Esta
regressao e o aumento expressivo de severidade dos sintomas de leprose nas
plantas sintomaticas, € devido aos fatores dos periodos fenolégicos das plantas, que
ocorre uma reducdo fotossintéticas natural por meio das quedas de folhas na
estacdo seca do inverno, deixando os sintomas de leprose mais visiveis na hora da
avaliacdo. E no periodo de chuvas na estacdo de verdo, ao um aumento
fotossintético natural das plantas aumentando a sua massa foliar, deixando menos
visiveis os sintomas de leprose nas plantas.

Fernandes et al. (2007) avaliaram a dispersdo de cochonilhas
Praelongorthezia praelonga Douglas causada por equipamentos de pulverizacdo em
pomar citrico. Estes autores verificaram que os turbopulverizadores Martignani e Bié
foram capazes de lancar a praga a até 15 m, enquanto que, para o turbopulverizador
Turbo Valéncia detectaram-se fragmentos cerosos de P. praelonga a até 22 m da
maquina. Dessa forma, infere-se que estes equipamentos de pulverizacdo podem
modificar o padrdo de distribuicdo de &caros B. phoenicis viruliferos e
consequentemente da leprose.

Outro fator ainda pouco explorado refere-se a suscetibilidade de acaros
viruliferos e aviruliferos aos acaricidas, pois devido as dificuldades nos estudos que

envolvem as relagbes entre o virus e 0 acaro-vetor pouco se sabe sobre isso
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(KITAJIMA et al.,, 2003; MARQUES et al., 2010). Entretanto, a selecdo de
populacdes de acaros B. phoenicis resistentes nos pomares brasileiros € comum
(OMOTO, 1998; CAMPOS e OMOTO 2002; OMOTO; ALVES; RIBEIRO, 2000).
Porém, o conhecimento sobre a frequéncia de resisténcia de acaros viruliferos em
comparacao aos aviruliferos é totalmente desconhecida pela ciéncia.

Entretanto, ndo foi possivel coletar acaros Brevipalpus depois das aplicacdes
de acaricidas, todavia, foi possivel constatar que existe dependéncia entre as
plantas sintomaticas e os acaros viruliferos para CiLV-C (Figura 5). Portanto, a
reducdo do indculo de leprose é uma medida preconizada (ANDRADE et al., 2013) e
gue pode auxiliar na diminuicdo da quantidade de acaros viruliferos de um pomar,
tendo em vista a ndo-transmissdo transovariana do virus CiLV em B. phoenicis
(NOVELLI et al., 2005).

As coletas de acaros no Talhdo 01 foram bem sucedidas antes da aplicacdo do
acaricida, nos quais coletou-se acaros em todas as 40 plantas previamente
demarcadas. Na Figura 5, pode-se observar que as amostras de acaros positivas
para CiLV-C foram encontradas nas plantas com focos iniciais de leprose. Apés a
aplicacdo do acaricida, ndo foram encontrados acaros B. phoenicis em todas as
plantas demarcadas. De maneira geral, a quantidade de acaros encontrados por
planta (menos de 5) apds a aplicacdo nao permitiu a realizacdo do RT-PCR com
confiabilidade. Entretanto, os resultados apontaram a populacdo de &caros
viruliferos estava concentrada proximo as plantas com alta quantidade de CiLV-C
(Figura 5).
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Figura 5. Resultados das analises de RT-PCR para acaros Brevipalpus phoenicis

coletados no Talh&o 01 antes da aplicacéo do acaricida.

4.2.2 Resultados para o Talhao 02

Na primeira avaliacdo realizada em julho de 2013, observou-se que 95,0%
das plantas estavam isentas de leprose, 0 que correspondeu a 2.551 plantas. Por
outro lado, 2,1% das plantas estavam contaminadas com o virus CiLV-C, totalizando
56 plantas, nos quais 1,2% das plantas do talhdo obtiveram nota 1; 0,2% com nota
2; 0,3% com nota 3; 0,3% com nota 4 e 0,1% com nota 5. A porcentagem de plantas

arrancadas no momento da avaliacéo correspondia a 2,9% (Tabela 3).
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Tabela 3. Resultados de nimero de plantas, areas (m?) e porcentagem de plantas
citricas com e sem sintomas da leprose-dos-citros em talhdo de laranjeira (Talh&o
02).

Avaliacdes
12 22 32
Notas de
leprose julho de 2013 agosto de 2014 dezembro de 2014
Area Area Area
Plantas (m?) % Plantas (m?) % Plantas (m?) %o
0 2.551 36.669,4 950 2.336 33.578,9 87,0 2.098 30.157,8 78,1
1 32 460,0 1,2 85 12218 32 203 29180 7,6
2 6 86,2 0,2 37 5319 14 98 1.408,7 3,6
3 9 1294 0,3 24 3450 0,9 48 690,0 1,8
4 7 1006 0,3 14 201,2 05 33 4744 1,2
5 2 288 0,1 9 129,4 0,3 21 301,8 0,8
Plantas 79 11356 29 181 2601,8 67 185 2.659,3 6,9
Arrancadas

Area total da area: 38.610 m?

Na segunda avaliacdo em agosto de 2014, portanto, 13 meses apls a
primeira a avaliacdo, pode-se observar que houve aumento no nimero de plantas
com sintomas de leprose. Nesta avaliacdo, detectou-se a leprose em mais 215
plantas, e a area ocupada pelas plantas isentas de leprose reduziu de 95,0% para
87,0% (Tabela 3). Ressalta-se que, a segunda avaliacéo foi realizada dez meses
apos a aplicacdo do acaricida 6xido de fembutatina e quatro meses apos a aplicacao
do spirodiclofen. Em relacdo ao numero de plantas infectadas, houve aumento
consideravel, e consequentemente da area com plantas sintomaticas. Das plantas
do talh&do, 3,2% receberam nota 1, 1,4% nota 2, 0,9% nota 3, 0,5%, nota 4 e 0,3%
de nota 5 de severidade da leprose (Tabela 3).

Observou-se na terceira avaliagdo, realizada dezenove meses apds a
primeira avaliacdo, aumento expressivo da leprose, mesmo com o controle quimico
do acaro. Constatou-se que 15,0% das plantas do Talhdo 02 apresentavam
sintomas de leprose na ultima avaliacdo (Tabela 3). No monitoramento da presenca
do acaro B. phoenicis no Talhdo 02 nos meses de julhos, agosto, setembro e
outubro de 2013 antes da aplicacdo do acaricida fembutatina. Foram encontrados

231 ovos, 32 larvas, 23 protoninfas, 10 deutoninfas e 115 4caros adultos de B.
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phoenicis antes da aplicacdo do acaricida e apds a aplicagcdo nao foi encontrado
mais 4caros nas coletas.

As aplicacbes de acaricidas de 6xido fembutatina e spirodiclofen ndo foram
suficientes para conter a disseminacdo da leprose na area experimental, como
verificado nos mapas de variabilidade temporal da leprose apresentados na Figura
7. Semelhantemente aos resultados do talhdo anterior, constatou-se que para o
Talhdo 02 a disseminacdo da leprose inicialmente também n&o apresentou
distribuicdo normal (p.Value < 0,005), segundo o teste de normalidade de Anderson-
Darling (Figura 6). Os dados de distribuicdo apresentaram leve assimetria, como
indicado pelos coeficientes de Skewness e Kurtosis (Figura 6). Para distribuicao
normal os coeficientes de Skewness e Kurtosis devem estar entre 0 e 1. Os
resultados também indicaram que a doenca no campo ocorreu no inicio de forma
agregada, como esperado.

O primeiro grande foco de leprose foi observado na regido sudoeste do
talhdo, com plantas em inicio da infeccao por leprose, portanto, receberam notas de
severidade entre 1 e 2 (Figura 7). Todavia, nesta regido o foco de leprose estava de
forma agregada e localizada na primeira avaliacdo, para segunda avaliacdo houve
um efeito pepita, ocasionando uma desfragmentacao do foco formando novos outros
focos menores. Provavelmente, o inicio da leprose nesta regido deveu-se a area de
citros vizinha localizada no lado oeste do Talhdo 02. A &rea vizinha era composta
por plantas adultas de citros e bem mais velhas que as plantas do Talhdo 02. Dessa
forma, & provavel que os primeiros acaros viruliferos que atingiram o Talhdo 02
foram provenientes da éarea vizinha iniciando as infeccbes por leprose no
experimento.

A partir da segunda avaliacdo os niveis de severidade da leprose
aumentaram, e consequentemente reduziram os padrdes de agregacao, surgindo
inclusive plantas que receberam notas de severidade superior a 3 (Figura 6). Pode-
se visualizar nitidamente na Figura 6 que a partir da segunda avaliacdo a curva de
frequéncia torna-se cada vez menos simétrica. Neste sentido, estes resultados
apontaram a necessidade de integracdo de taticas de controle no manejo da

leprose, e ndo somente o controle quimico do acaro com acaricidas.
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Figura 6. Histograma de distribuicdo das notas de severidade da leprose-dos-citros
no Talhdo 02 obtidas na (A) primeira avaliagdo em julho de 2013, (B) segunda

avaliacdo em agosto de 2014 e (C) terceira avaliacdo em dezembro de 2014.
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Figura 7. Mapas de variabilidade da leprose-dos-citros durante os meses de julho de

2013 a dezembro de 2014 no Talhdo 02. (A) primeira avaliagdo em julho de 2013,

(B) segunda avaliacdo em agosto de 2014 e (C) terceira avaliacdo em dezembro de

2014.
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Entre as avaliagcbes realizadas ndao houve para nenhuma planta, diminuicao
da nota atribuida inicialmente, tampouco desaparecimento total dos sintomas nas
plantas avaliadas (Tabela 4). Houve uma disseminacdo considerada normal de 2,5%
entre os niveis de severidade, 2,3% das plantas avaliadas houve crescimento rapido
em seus niveis e 88,5% das plantas mantiveram suas notas (Tabela 4). Por outro
lado, na terceira avaliacdo realizada, constatou-se que 82,1% das plantas
mantiveram-se estaveis quanto a severidade da leprose, portanto, apresentam a

mesma nota obtida na segunda avaliacdo (Tabela 4).

Tabela 4. Disseminacdo da leprose-dos-citros na area experimental entre as trés

avaliacOes para todas as plantas do Talhao 02.

22 avaliacao 32 avaliagao

Severidade da leprose agosto de 2014 dezembro de 2014
Plantas % Plantas %
Regrediu 0 0,0 0 0,0
Estavel 2.378 88,5 2.206 82,1
Aumento normal 66 2,5 190 7,1
Aumento extremamente rapido 61 2,3 105 3,9
Plantas arrancadas 181 6,7 185 6,9

Da mesma forma, como observado para o Talhdo 1, os resultados
evidenciaram que a leprose se disseminou de forma semelhante tanto na linha de
plantio como nas entrelinhas (Figura 08). Esses resultados discordaram
parcialmente dos de Rodrigues (2002) que relatou que a dispersdo dos acaros nos
pomares citricos tende a ser mais efetiva nas linhas do que nas entrelinhas, sendo
que os dois mecanismos de dispersdo, vento e caminhamento, podem ocorrer de
modo a se somarem, facilitados pela proximidade das plantas nas linhas
(RODRIGUES, 2002).

Alves (2004) mencionou que o acaro B. phoenicis locomove-se em até 7,3
centimetros por dia sobre substrato de areia fina. Apesar de esta distancia ser
considerada pequena, uma fémea adulta tem longevidade proxima a 19 dias,
portanto pode locomover-se 1,33 metros no decorrer desse periodo (NUNES, 2007).
Todavia, a dispersdo por caminhamento em condi¢bes naturais de campo é

considerada secundaria, a ndo ser que as plantas estejam em contato direto,
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possibilitando que os &caros se locomovam mais rapidamente (ALVES; CASARIN;
OMOTO, 2005).
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Figura 8. Mapa de sobreposicao das trés avaliagdes de disseminacao da leprose-
dos-citros, realizadas nos meses de julho de 2013 a dezembro de 2014 no Talhdo
02.

Ao contrario do Talh&o 01, as plantas do Talh&o 02 no inicio do experimento
ainda tinham pouco contato uma com as outras na linha de plantio. Sendo assim,
infere-se que a principal forma de dispersdo de acaros B. phoenicis foi devido a agao
dos ventos, seja ventos naturais ou produzidos pelo homem, principalmente durante
0 uso de equipamentos de pulverizacdo. No apéndice 2, pode-se observar a
guantidade de aplicacdes de produtos quimicos, que foram realizados antes e
durante a realizacdo do experimento no conduzido no Talh&o 02.

Alves, Casarin e Omoto (2005) verificaram que ventos de 30 km/h-1 séo
capazes de arrastar acaros da superficie de frutos e leva-los a distancias maiores.

Dessa forma, os resultados obtidos no presente estudo serdo Uteis no futuro para
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aprimoramento das técnicas de amostragem do &caro-vetor e melhorias no manejo
da leprose, bem como contribui para melhor compressdo da epidemiologia da

leprose nos agroecossistemas.

5. CONCLUSOES

- No inicio das infeccbes, a leprose-dos-citros apresenta padréo agregado;

- As aplicacbes dos acaricidas spirodiclofen e 0xido de fembutatina para o
controle do acaro B. phoenicis, ndo foram suficientes para evitar ou reduzir o
crescimento da disseminacao da leprose-dos-citros nos talhdes;

- Os acaros B. phoenicis viruliferos contaminados pelo virus CiLV-C, foram
encontrados somente em plantas sintomaticas, ou em plantas muito proximas de
plantas sintométicas com niveis elevados de severidade da leprose;

- O uso intensivo de equipamentos de pulverizagdo podem contribuir na
dispersdo de acaros B. phoenicis viruliferos, nas linhas e entrelinhas de plantio

aumentando a disseminacgao da leprose.
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APENDICE 01

Historico de aplicacdes de produtos fitossanitarios no Talhdo 01
(21°04°04.24”S e 48°24’47.77”’W) laranja Pera [Citrus sinensis (L.) Osbeck]
enxertadas sob liméao Cravo (Citrus limonia Osbeck) com espacamento de
6,5 x 4,5 metros. Plantio: Fevereiro de 2000

Data Produto Fitossanitario Acaricida Inseticida Fungicida
02/01/2013 Abamectin_a, Ci‘permetrina, X
Piriproxifem
19/01/2013 Imidacloprido, X
Piraclostrubina X
31/01/2013 Hidroxido de Cobre X
Lambda-Cialotrina, Oleo
Mineral, Piriproxifem X
14/02/2013 Clorpirifos X
Lambda-Cialotrina, Oleo
25/02/2013  Mineral, Inseticida Bioldgico, X
Abamectina
12/03/2013  Carbosulfano, Oleo Mineral X
Piraclostrubina X
28/03/2013 Hidroxido de Cobre X
Lambda-Cialotrina, Oleo Mineral X
08/04/2013 Cipermetrina X
22/04/2013 Lambda-Cialotrina, Oleo Mineral X
06/05/2013 Enxofre X
Acefato X
20/05/2013 Enxofre X
Cipermetrina X
07/06/2013 Spirodiclofen X
Profenofds+Lufenuron X
19/06/2013 Imidacloprido X
02/07/2013 Difenoconazol X
Propargite, Imidacloprido X
15/07/2013 Propargite, Piriproxifem X
30/07/2013 Hidroxido de Cobre X
Triamethoxam X
13/08/2013 Imidacloprido X
27/08/2013 Hidroxido de Cobre X
Triamethoxam X
14/09/2013 Enxofre, Dimetoato, Bifentrina X
25/09/2013 Oleo Mineral, Bifentrina X
Piraclostrubina X
08/10/2013 Hidréxido de Cobre X
Imidacloprido, Oleo Mineral X
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21/10/2013 Clorpirifés, Oleo Mineral X
07/11/2013 Imidacloprido X
Piraclostrubina
19/11/2013 Hidréxido de Cobre
Imidacloprido, Oleo Mineral,
Abamectina X
05/12/2013  Beta-Ciflutina, Oleo Mineral X
16/12/2013 Bifentrina X
Piraclostrubina, Hidroxido de
02/01/2014 Cobre )
Piriproxifem, Dimetoato, Oleo
Mineral X
13/01/2014 Imidacloprido X
27/01/2014 Cipermetrina X
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APENDICE 02
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Historico de aplicacdes de produtos fitossanitarios no Talhdo 02 (21°02'39.6"S

e 48°23'54.2"W) laranja Valéncia [(Citrus sinensis (L.)] enxertadas sob liméo

Volkamericano (Citrus volkamericano Tem & Pasq) com espagamento de 6,0 x

2,5 metros. Plantio: Fevereiro de 2011.

Data Produto Fitossanidade Acaricida Inseticida Fungicida
11/01/2013 Bifentrina, Abamectina X
23/01/2013 Imidaclop_ri_do, C'_)Ieo Mineral, X

Piriproxifem
Piraclostrubina
10/02/2013 Clorpirifés, C')Iep Mineral, X
Triametrina
Hidréxido de Cobre
18/02/2013 Imidacloprido X
21/02/2013 Lambda-CiaI_ot_rina, _Flu,bgzndiamida, X
Inseticida Biologico
22/03/2013 Lambda-Céellgz)trll\zliarl],efatl)lamectlna, X
17/04/2013 Profenofés+Lufenuron X
Enxofre
14/05/2013 Lambda-Cialotrina X
Enxofre
28/05/2013 Profenofés+Lufenuron X
11/06/2013 Carbosulfano X
26/06/2013 Triamethoxam, Imidacloprido X
08/07/2013 Piriproxifem, Propargite X
22/07/2013 Triamethoxam X
Difenoconazol
08/08/2013 Imidacloprido X
Hidréxido de Cobre
19/08/2013 Profenofés+Lufenuron X
09/09/2013 Dimetoato X
Hidréxido de Cobre,
Piraclostrubina
22/10/2013 Clorpirifos X
Hidréxido de Cobre
Oxido de Fembutatina
29/10/2013 Imidacloprido X
11/11/2013 Imidacloprido X
Piraclostrubina
27/11/2013 Imidacloprido, Oleo Mineral, X

Abamectina
Hidréxido de Cobre
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12/12/2013 Beta-Ciflutrina X
24/12/2013 Bifentrina, Piriproxifem X
Piraclostrubina
07/01/2014 Dmetoato, Oleo Mineral X
Hidréxido de Cobre
22/01/2014 Imidacloprido X
04/02/2014 Cipermetrina X
24/02/2014 Imidacloprido X
06/03/2014 Propargite X
14/03/2014 Triamethoxam X
19/03/2014 Cipermetrina X
17/04/2014 Spirodiclofen
29/04/2014 Imidacloprido X
12/05/2014 Bifentrina X
30/05/2014 Dimetoato, Oleo Mineral X
Clorpirifés
10/06/2014 Beta-Ciflutrina, X
25/06/2014 Triamethoxam X
09/07/2014 Imidacloprido, Oleo Mineral X
22/07/2014 Bifentrina X
08/08/2014 Triamethox_qm, Oleo Mineral, X
Piridabem
26/08/2014 Clorpirifés, Oleo Mineral X
Dimetoato
11/09/2014 Dimetoato X
26/09/2014 Dimetoato X
06/10/2014 Dimetoato, Piridabem X
19/10/2014 Dimetoato X
Trifloxistrobina+Tebuconazol,
Difenoconazol
30/10/2014 Dimetoato X
Oxicloreto de Cobre
03/11/2014 Difenoconazol
Piriproxifem X
11/11/2014 Dimetoato X
Difenoconazol
10/11/2014 Bifentrina, Oleq Mineral, X
Abamectina
Oxicloreto de Cobre
10/12/2014 Imidacloprido, Oleo Mineral
Trifloxistrobina
26/12/2014 Dimetoato, Abamectina X



