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TRANSMISSAO DO VIRUS DA LEPROSE DOS CITROS POR Brevipalpus
phoenicis (GEIJSKES, 1939) (ACARI : TENUIPALPIDAE) PARA PLANTAS
ASSOCIADAS A POMARES CITRICOS.

RESUMO: Este trabalho teve como objetivo investigar a possibilidade de plantas
utilizadas como cercasvivas e quebraventos, bem como plantas inva®ras
comuns em pomares citricos, hospedarem o Citrus leprosis virus, cytoplasmic type
(CiLV-C) e servirem de in6culo para os citros. Em casade-vegetacédo, acaros
provenientes de uma criagdo-estoque sobre frutos de laranja Péra, com sintomas
de leprose, foram transferidos para folhas isoladas por barreira adesiva de: hibisco
(Hibiscus rosa-sinensis L.), malvavisco (Malvaviscus arboreus Cav.), grevilea
(Grevilea robusta A. Cunn.), urucum (Bixa orellana L.), trapoeraba (Commelina
benghalensis L.) e laranja [Citrus sinensis (L.) (Osbeck)]. Apdés 90 dias da
infestacdo, os acaros descendentes foram transferidos para mudas de laranja
“Natal”. Amostras de tecidos das plantas testes se mostraram positivos para todas
as plantas inoculadas com acaros viruliferos por analise de RT-PCR utilizando-se
de “primers” especificos para detecgdo do CiLV-C e foram verificadas a presenca
de particulas virais em hibisoo, laranja, malvavisco, e trapoeraba em analise de
Microscopia Eletronica de Transmissdao (MET). Em campo, laranja, malvavisco,
grevilea e sansdo-do-campo foram plantados proximos a plantas-teste de laranja e
infestados com 4&caros virulifeos. Essas espécies foram avaladas quanto a
presenca de acaros, a incidéncia e a severidade da doenca. Foi possivel observar
que a incidéncia e a severidade da leprose foram maiores nas plantas de laranja
que estavam prdximas as laranjeiras infestadas, seguidas daquelas proximas a
malvavisco e sanséo-do-campo, que diferiram estatisticamente de grevilea. Estes
resultados indicam que as platas analisadas podem ser impotantes na

epidemiologia da doenca.

Palavras-chave: cercas-vivas, CiLV-C, quebra-ventos e plantas infestantes.



TRANSMISSION OF CITRUS LEPROSIS VIRUS BY Brevipalpus phoenicis
(GEIJSKES, 1939) TO PLANTS ASSOCIATED WITH CITRUS GROVES

SUMMARY: The objective of this work was to investigate the possibility that
hedgerows, windbreaks, and weeds normally found in citrus orchards could host
Citrus leprosis virus, cytoplasmic type (CiLV-C), serving as its source of inoculum.
In greenhouse, mites reared onto sweet orange fruits var. “Péra” symptomatic for
leprosis were transferred to leaves, isolated by adhesive barrier, of Hibiscus rosa-
sinensis, Malvaviscus arboreus, Grevilea robusta, Bixa orellana, Commelina
benghalensis and Citrus sinensis. After 90 days of infestation the descendant
mites were transferred to Natal sweet orange plants to verify the transferability of
the virus back to citrus. Nonviruliferous mites, which had no feed access to
diseased tissue, were used as control. Localized lesions (chorotic or necrotic
spots, ringspots) developed in almost all tested plants. Tissue samples of plants
infested with viruliferous and non-viruliferous mites were submitted to RT-PCR with
specific primers to CiLV-C. Transmission electron microscopy analyses detected
the presence of viral inclusions in C. benghalensis H. rosa-sinensis, M. arboreus,
and C. sinensis. In experimental groves, C. sinensis, G. robusta, M. arboreus and
Mimosa caesalpinaefolia were planted and infested with viruliferous mites around
citrus plants. There was a clar variation in leprods incidence and severity
observed in sweet orange plans depending on the alternative host cultivated
beside them. The higher intensity of the disease was observed in sweet orange
plants that were close to C. sinensis, followed by those close to M. arboreus and
Mimosa caesalpinaefolia. The intensity of leprosis in sweet oranges planted near
G. robusta was significantly lower than in those cultivated close to the other hosts.
These results suggest that the alternative hosts tested can play a role in the

epidemiology of the disease, serving as sources of inoculum of the virus.

Keywords: hedgerows, CiLV-C, windbreaks and weeds.



| INTRODUCAO

A leprose dos citros é uma das doencas mais importantes na aultura da
laranja doce no Brasil, cujos custos para seu controle chegam a US$ 75.000.000
por ano (BASSANEZI et al., 2002). A doenca acarreta desde a depreciacao do
fruto até queda prematura das folhas e frutos, podendo reduzr a vida util da
planta. Os sintomas da leprose sao localizados e incluem descamacgéo intensa nos
ramos, manchas anelares cloréticas nas folhas e manchas ciraulares necroéticas
deprimidas na regido central nos frutos (BITANCOURT ,1955a).

O agente causal da doenca foi identificado for KITAJIMA et al. (1972), que
observaram em cortes de folhas de laranja com sintomas de lepose em
microscopio eletrébnico de trasmissdo, particulas virais badiformes com
aproximadamente 40nm de didmeto e com 103120nm de comprimento no
interior do nucleo. Mais tarde, KITAJIMA et al. (1974) verificaram particulas virais
no liumen do reticulo endoplasmatico, e viroplasmas densos no citoplasma, ficando
identificado dois tipos de vius da leprose dos citros distntos, o citoplasmatico
(CiLV-C) e o nuclear (CiLV-N) (RODRIGUES et al., 2003a).

A leprose possui registro ra América do Sul (Argentina, Brasil, Bolivia,
Colébmbia, Paraguai, Uruguai e Venezuela) e mais recentemente nas Américas
Central (Panama, Costa Rica, Quatemala) e do Norte e (Méxicg. (ARAYA
GONZALES, 2000; BASTIANEL et al., 2006; BITANCOURT, 1937; DOMINGUEZ
et al, 2001, FAWCETT, 1936; EON et al., 2006, RODRIGUES, 9%95;
SPEGAZZINI, 1920; VERGANI, 1945). Entretanto, os primeiros relabs foram
feitos no Estado da Flérida, ros EUA, no inicio do século 20 embora tenha
desaparecido desde a década de 1930 (CHILDERS et al., 2003b).

A ocorréncia da leprose esta asociada a presenca de Brevipalpus
phoenicis Geijskes, 1939 (Acari: Tenuipalpidae) que, ao se alimentar de células de
tecido infectado, ingere particulas virais, e posteriormente infecta tecidos sadios
ao se alimentar novamente. Entretanto n&o ocorre a transmiss&o transovariana do
virus, motivo pelo qual a dispersao do acaro tem papel fundamental na evolugéo
da doencga nos pomares citricos (CHIAVEGATO, 1996; RODRIGUES et al., 1997).



O &caro € cosmopolita, sendo relatado em todos os confinentes salvo as
regides Artica e Antartica, e apresenta polifagia com registro de aproximadamente
456 hospedeiros, o que atesta seu alto grau de adaptagao, tornando-o de dificil
controle (CHILDERS et al, 2003a).

Cercas-vivas e quebra-ventos sdo recomendados em pomares citricos para
impedir o transito de pessoas e animais, e diminuir correntes de ar que acabam
por atuar como agentes dispersores de acaros (GRAVENA, 1991). Essas plantas,
bem como as infestantes, foram alvos de recentes estudos que comprovam serem
muitas delas hospedeiras do aaro vetor da doenca e indicios de serem
hospedeiras também do CiLV-C (MAIA & OLIVEIRA, 2005), motvo pelo qual
tornou-se crucial avaliar, por métodos seguros, a possibilidade deda infecgao.
Face ao exposto, este trabalho teve como objetivo comprovar se o virus da
leprose dos citros pode ser transmitido, através do processo de alimentagcdo de
acaros B. phoenicis, para plantas nédo rutaceas comuns ao agrossistema citricola
como cercas-vivas, quebra-ventos e plantas invasoras, e destas para os citros em
condigbes de casa-de-vegetacédo e de campo, bem como caracterizar os sintomas

de leprose nessas plantas.



Il REVISAO DE LITERATURA

2.1 O impacto da leprose no mercado citricola brasileiro

A laranja surgiu a aproximadamente 2000 anos a.C. na regi&o leste do
continente asiatico, onde atualmente encontra-se a india, China, Butdo, Mianmar
(ex-Birméania) e Malasia. De l|a tefia sido levada a Europa, e duante a Idade
Média, no processo de expnsdo e colonizagdo, chegou as Américas
(ABRECITRUS, 2007).

Atualmente, o Brasil é o maior produtor de citros do mundo, abrangendo
uma area de um milhdo de hectaes, sendo responsavel por 25% de toda a
producao mundial, o que corresponde em torno de 17 mihdes de toneladas de
frutos de laranjas, e atende cerca de 50% da demanda mundial de suco de laranja
concentrado, o que corresponde, em termos de exportagdo, a @®rca de US$1
bilhdo/ano (AGRIANUAL, 2006).

O maior parque citricola do pais esta situado no Estado de Sao Paulo que
representa 84% de toda a prodgédo citrica brasileira, distrbuida em 322
municipios. A atividade econbmica €& essencial nesses municipios, pois o setor
emprega diretamente cerca de 400 mil pessoas (BORGES & ALMEIDA, 2000).

Entretanto, a producgéo citricola poderia ser muito maior se ndo fosse a
acdo de inumeras pragas e doengcas que acometem a cultura. Somente para o
controle do acaro da leprose, os custos chegam a variar de US$ 60 a 75 milhdes
por ano, um impacto da ordem de 35% no total de insumos e 15% nos custos
finais da producgdo. Desta forma, a melhoria no manejo dos acaros e da doenca
pode contribuir decisivamente para a diminuicdo dos custos de produgcé&o e no
valor dessa "commoditie" (BASSANEZI et al., 2002; RODRIGUES, 2000).

2.2 Viroses transmitidas por acaros Brevipalpus (VTBs)
O conhecimento das viroses transmitidas por Brevipalpus, nesses ultimos

anos, aumentou consideravelmente, a ponto de KITAJIMA et al. (2003) terem

listado 25 virus associados a Brevipalpus sp. localizados no Brasil, entre elas:



Citrus leprosis virus (CiLV-C e -N) em citros, Ligustrum ringspot virus (LIRSV) em
ligustre, Coffee ringspot virus (CoRSV) em café, Passion frut green spot virus
(PFGSV) em maracuja, Hibiscus green spot virus (HGSV) em hibisco, Malvaviscus
ringspot virus (MRSV) em malvavisco, lvy green spot virus (GSV) em hera,
Clerodendron chlorotic spot virus (CCSV) em clerodendro, Orchid fleck virus (OFV)
em orquideas e Solanum violaefolium ringspot virus (SVRSV) em solanum.

Atualmente, conhecem-se 51 viroses transmitidas por Brevipalpus em
plantas ornamentais e culturas diversas, sendo a maior parte delas, ou seja, 45,
transmitidas por B. phoenicis, 4 por B. obovatus e duas por B. californicus
(FERREIRA, 2005).

Algumas dessas viroses possuem mais de uma espécie-vetora pertencente
ao género Brevipalpus, como a leprose dos citros, com relatos de transmissao por
B. phoenicis, B. obovatus e B. californicus, sendo B. phoenicis o vetor com maior
expressao e importancia (CHILDERS et al., 2003a).

Com excecdo do OFV em orquideas, que &m distribuicdo mundial, os
demais virus sdo encontrados apenas nas Américas (KITAJIMA et al., 2003). Eles
nao tem acgao sistémica na planta hospedeira, induzindo o aparecimento de lesées
localizadas caracteristicas, o que torna o papel do vetor extremamente importante
nestes patossistemas (KITAJIMA et al., 2003).

Geralmente as lesdes localizachs sado caracterizadas por manbas
cloroticas em forma de anel em folhas verdes e coloracdo vede em folhas
senescentes, amarelecidas. Apesar de os sintomas serem mais comuns em folhas
e frutos, eles ocorrem em alguns casos em ramos na forma de necrose de tecido
(FERREIRA, 2005).

Ha dois padrdes citopaticos irduzidos pelos VTBs: o padrdao mclear,
geralmente associado a membraa do involucro nuclear ou reticulo
endoplasmatico, e com viroplama elétron transparente, e o gdréo
citoplasmatico, que possui menbrana e se encontra no Ilumen d reticulo
endoplasmatico e com um viroplasma elétron denso no citoplasma (KITAJIMA et
al., 2003).



Em algumas hospedeiras, como hibisco, pode-se encontrar os tipos nuclear
elou citoplasmatico na mesma célula, mas nas demais viroses esta observacao

nao é frequente (Kitajima et al., 2003).

2.3 Leprose dos Citros

O primeiro registro da leprose ocorreu em 1907, por Fawcett, no distrito de
Pinellas, Florida, EUA, denominado de “scaly bark”. Em 1911, a doenga alcangou
0 apice naquele pais, chegando a afetar 75% dos pomares de T cidades
produtoras de citros da regido central do estado da Florida, sendo denominada
‘nail-head rust. Mais tarde, na déada de 30, através de comparades
fotograficas dos sintomas de Scaly bark” e “nail head hust] com a “lepra
explosiva®” da Argentina e a Ig@rose dos citros do Brasil, Favcett e Knorr
concluiram que se tratavam da mesma doenca. Nos EUA, a doenca foi sendo
controlada e em meados dos anos 50 desapareceu, razao atribuida as condi¢des
climaticas adversas e rigoros® tratos culturais, os quais ontaram com
acentuadas aplicagcbes de calda de enxofre que reduziu drastamente a
populagdo do acaro vetor, que segundo KNORR (1968), tratavase de B.
californicus (CHILDERS et al., 2003b).

Na América do Sul, os relatos da doenga comegaram a surgir na década de
20, com a denominacao de “lepra explosiva”, que afetava plantas de laranja em
Missiones, Argentina (SPEGAZZINI, 1920).

No Brasil, o primeiro relato é atribuido a BITANCOURT (1937) que a
constatou no Estado de Sdo Paulo na década de 30, denominando-a de leprose
dos citros. O autor ressaltou a importancia da doenca em razdo das condigbes
climaticas favoraveis ao vetor e ao alto valor da produgao de laranja.

Relatos da ocorréncia da doenca na Asia e Africa ndo foram confirmados
(MURAYAMA et al.,, 2000) e nao ha registros da doenca na Eurga, o que
evidencia que a leprose encontra-se restrita as Américas.

Na América do Sul esta presente na Argentina, nas provincias de Missiones
e Corrientes, no Brasil, nos estados de Acre, Amazonas, Bahia, Minas Gerais,

Parana, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Sdo Paulo, Sergipe,



Tocantins, e Distrito Federal, existem rebhtos na Colédmbia Paraguai, Urwuai,
Bolivia e Venezuela (BASTIANEL et al.,, 2006a; BITANCOURT 19F, 1955a;
FAWCETT, 1936; LEON et al., 2006; SPEGAZZINI, 1920; VERGANI, 1945). Na
América Central existem registros no Panama, Costa Rica, Guatemala, Honduras
e mais recentemente e América do Norte, no México (ARAYA GONZALES, 2000;
BASTIANEL et al., 2006a; DOMINGUEZ et al., 2001).

Apesar de estar distribuida em varios estados brasileiros, a doencga esta
concentrada na regido noroeste do Estado de S&o Paulo com ocaéncia
praticamente em todo o parque citricola, onde o clima e a esiagem prolongada
favorecem o vetor da doenca (BASSANEZI et al., 2002).

A leprose é severa nas laranjas-doce [Citrus sinensis (L.) Osbeck], laranjas-
azeda (C. aurantium) e pomelos (C. paradisi), a incidéncia € menor em outas
espécies citricas, como mandarins (C. reshni Tanaka, C. deliciosa Tenore, C.
reticulata,), hibridos como Tangor Murcott, sdo muito pouco suscetiveis, enquanto,
lima da pérsia (C. aurantifolia), limdes verdadeiros (C. limon), limas acidas (C.
aurantifolia), limas doces (C. limettioides, C. medica) sdo resistentes a doenca
(BASSANEZI et al.,, 2002; BASTIANEL et al., 2004; BASTIANEL & al., 2006b
BITANCOURT, 1955b; ROESSING & SALIBE, 1967; RODRIGUES, 1995).

O virus ndo se torna sistémico, ficando restrito a regido de alimentagéo do
acaro. Os sintomas de leprose comegam a surgir em torno de ¥ dias da
infestagdo com 4&caros virulifeos. Nos ramos as lesbes s&o loréticas e
gradativamente se tornam necréticas, levando a descamacgéo e aspereza intensa.
Nas folhas, ocorrem manchas circulares cloréticas de coloragdo verde-escura no
centro e amarelada de 23 mm na periferia. Nos frutos, enquanto verdes, as
lesbdes sdo também circulares cloréticas com regido central verde escura, que com
o amadurecimento do fruto toram-se deprimidas escuras, irreguares e
necréticas. Essas lesdes podem surgir em frutos a partir de 4-5 cm de diametro
(BITANCOURT, 1955a,b, c).

A leprose diminui a longevidace planta, seca os ramos, causa queda
prematura das folhas e frutos, acarretando grande prejuizo. O controle da doenca

€ realizado, principalmente, através do combate quimico ao &caro vetor, razdo



pela qual, muitos trabalhos, resse sentido, tém sido realizados (NAKANO et
al.,1987; OLIVEIRA et al., 1991). Recentemente tem-se dado énfase ao controle
biolégico com utilizagcdo de acaros predadores ou fungos, e a busca de plantas
resistentes a doenga (BASTIANEL et al., 2006b; SILVA, 2005).

A etiologia da doenga, a prindpio, foi muito questionada, sendo alguns
fungos, como Colletotrichum gloeosporioides, Hormodendron sp. e Cladosporium
herbarium var. citri, sugeridos como seu agente causal (VERGANI, 1945). Quando
se atentou para a associagdo onstante da leprose com infesa¢des de
Brevipalpus, sugeriu-se que as lesdes poderiam ser resultado de toxinas liberadas
pelo acaro no processo alimentar (KNORR, 1968).

Nos EUA, a doenca era relatada em associagdo a espécie B. californicus
(KNORR,1968), na Argentina e Venezuela com B. obovatus (VERGANI, 1945), e
no Brasil a B. phoenicis (MUSUMECI & ROSSETTI, 1963).

Devido a associagéo frequente a Brevipalpus sp. e pelas caracteristicas dos
sintomas, surgiu a hipétese de que a enfermidade poderia ser causada por um
virus transmitido pelo acaro. Varias evidéncias reforcaram esta hipdtese, uma
delas foi a expansdo de lesdes a partir de fragmentos de tedédos lesionados
enxertados em plantas sadias KNORR, 1968; CHAGAS & ROSSETTL 1980);
fortes evidéncias ao microscopio eletrénico da presenca de particulas virais em
tecidos sintomaticos (KITAJIMA et al, 1972); extratos de lesbes da leprose
reproduziam lesdes em plantas sadias, inoculadas mecanicamente (COLARICCIO
et al., 1995); e a deteccdo molecular do virus através da amplificagdo, por RT-
PCR, de fragmentos de cDNA viral somente em plantas sintomaticas para leprose
infectadas com acaros viruliferos (LOCALI et al., 2003).

Atualmente, a¢des de controle, baseadas no manejo integrado de pragas
(MIP), tentam minimizar os custos de produg&o e os impactos ambientais gerados
pelo uso indiscriminado de agotoxicos. As recomendagdes pam manejo da
doenga no pomar incluem varias ag¢des, sendo algumas direcionadas ao controle
do vetor como monitoramento das populag¢des de B. phoenicis no pomar, rotacao
de acaricidas com modos de acédo distintos para atender ao manejo da resisténcia

dos &caros e utilizagdo de produtos seletivos aos inimigos naturais; outras acdes



procuram evitar a dispersdo dos acaro como, utilizagado de cercas-vivas e quebra-
ventos, limpeza das caixas de coleta e colheita de tados os frutos inclusive os
caidos no chdo; e acdes baseadas na diminuicdo dos focos da doenga, como
poda de ramos sintomaticos (GRAVENA, 1991; OLIVEIRA, 1986).

Outras questdes relacionadas ao manejo ainda s&o controversas, como por
exemplo, a presenca de plantas infestantes no pomar. GRAVENA (1991) propde a
utilizacdo de plantas herbaceas, para, entre outras razées, servir de refugio de
acaros predadores. Todavia, UUAN & OLIVEIRA (2001) alertam para o risco
dessa pratica ao ctros, devido a algumas destas plantas hospedarem B.

phoenicis.

2.4 Aspectos taxondmicos, morfolégicos e bioecoldgicos de Brevipalpus
phoenicis

Denominado como acaro-da-leprose no Brasil, ou internacionalmente como
“false spider mite”, a espécie B. phoenicis pertence a classe Arachnida, sub-classe
Acari, subordem Prostigmata, superfamilda  Tetranychoidea e familia
Tenuipalpidae, que reune acaros conhecidos como planos, em que estao descritos
600 espécies distribuidas em 8 géneros, alguns deles com dstacada
importancia econémica (HARAMOTO, 1969).

Apesar de muito semelhante as espécies B. californicus e B. obovatus, B.
phoenicis pode ser distinguida das demais pela quetotaxia dorsal opistosomal na
qual pode-se verificar um par de setas humerais, cinco pares de setas dorso-
laterais e pela presenca de dds solenideos no tarso I, tanbém denominados
setas 6mega (w) (WELBORN et al., 2003). Os exemplares descritos por Geijskes
em 1939 foram coletados a parir de Phoenix sp. (Palmaceae), dando assim
origem ao seu nome (HARAMOTO, 1969).

A fémea possui corpo oval, tamanho entre 0,29 mm a 0,31mm, é maior que
0s machos, que tém corpo pouco mais afilado; ambos tém coloragéo alaranjada e
escurecem com a idade, variam com o alimento e condi¢des climaticas; na regiao
do aparelho digestivo aparece uma zona de cor mais escurecida em forma da letra
“H” no idiossoma (HARAMOTO, 1969).



Os ovos séo elipticos, alaranjados e brilhantes, possuem tamanho de 0,10
a 0,11 mm de comprimento e 0,06 a 0,08 mm de largura, se aderem através de
substancia adesiva ao substrato e, conforme vao ficando mais velhos, tornam-se
mais avermelhados (HARAMOTO, 1969; LAL, 1978). E possivel identificar uma
estrutura globular com 10 um na regido equatorial do ovo, relacionada,
provavelmente, a respiracédo (RODRIGUES & MACHADO, 2000).

A reproducdo de B. phoenicis ocorre predominantemente por
partenogénese telitoca, isto é, produz somente fémeas geneticamente similares a
progenitora, as quais sao hapléides com dois cromossomos ndo homologos (n=2),
sendo 0 unico caso descrito na literatura em que um organismo nunca produz a
fase diploide nem quando ocorre a reproducdo sexuada, que é rara, e se realiza
com a participacao de machos, que representam 1% da populagédo (HELLE et al.,
1980; PIUNACKER et al., 1980; 1981; WEEKS et al., 2001).

Na copula o macho dobra o opidossoma em posi¢cao vertical e com o
primeiro e segundo pares de penas levanta o corpo da fémeae se insere
embaixo segurando-a de maneira que as genitais £ encaixam (HARAMOTO,
1969).

A presenca de bactria endosimbionte feminilizante Cardinium sp. na
populagao destes acaros pode explicar a raridade do macho (CHIGIRA & MIURA,
2005; NOVELLI et al., 2005). Nao obstante, WEEKS et al. (2001) admitem que a
espécie seja constituida de machos que pela agao da bactéria sao feminilizados e
tidos como fémeas.

O ciclo de vida, ovo-adulto, dentre outros fatores, varia com a temperatura,
umidade e alimentagao, tendo sido verificado que a 20°C dura em torno de 17 dias
(HARAMOTO, 1969; LAL, 1978; CKVEGATO, 1986; TRINDADE &
CHIAVEGATO, 1990; TRINDADE & CHIAVEGATO, 1994). O ciclo médio é de 25
dias em mamoeiro (Carica papaya) a 25C (HARAMOTO 1969). CHIAVEGATO
(1986) verificou que em citros o desenvolvimento de ovo a adulto foi de 19,2 dias a
25'C. Ja as observagdes de KENNEDY et al., (1996) em folhas de cha (Comellia

sinensis), a 26'C, o ciclo de vida do acaro foi de 19 dias.
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O acaro possui quatro fases moveis, larva, protoninfa, deutoninfa e adulto e
quatro iméveis, ovo, protocrisdlida, deutocrisalida e telocisalida (HARAMOTO
1969).

RODRIGUES (2000) verificou um alto grau de polimorfismo ente
populag¢des de duas diferentes colbénias pela amplificacdo de fragmentos de DNA
por PCR, sugerindo que a habilidade para formar col6nias em diferentes espécies
de plantas esta relacionada com a variabilidade genética.

Segundo OLIVEIRA (1986), em estudos realizados na regido noroeste do
Estado de Sao Paulo, o aumento populacional do acaro iniciase a partir dos
meses de margo-abril, periodo de diminuicdo das precipitacdes, tendo um pico
populacional nos meses de setembro-outubro, diminuindo novamente com o
aumento das precipitacdes em novembro-dezembro.

Nas plantas de laranja os acaros preferem os frutos as folhas (OLIVEIRA,
1986), sendo mais propicios os que apresentam verrugose (ALBUQUERQUE et
al., 1995; CHIAVEGATO & KHARFAN, 1993; MARTINELI et al., 1976).

2.5 Caracteristicas do Citrus leprosis virus (CiLV)

Nas folhas, as particulas virais encontram-se freqientemente no mesofilo e
contidas no parénquima vascular (COLARICCIO et al., 1995).

O virus da leprose encontrase em processo de classificacd, todavia
possui algumas caracteristicas de membros da familia Rhabdovridae, por ter
aparéncia baciliforme, ser envelopado e apresentar efeitos dtopaticos similares.
Esse virus estd sempre associado a membrana nuclear ou presente no lumen do
reticulo endoplasmatico, medindo aproximadamente 40 nm de largura e 100-120
nm de comprimento (COLARICCIO et al., 1995; KITAJIMA et al., 1972).

Existem dois tipos distintos @& virus da leprose dos cibs, o tipo
citoplasmatico (CiLV-C), é, mais comum, encontrado na América do Sul e Central,
caracterizado pela presenca de particulas baciliformes (50-55nm x 120-130 nm)
providas de membrana envoltéria, no lumen do reticulo endophsmatico e de
viroplasma denso e vacuolado no citoplasma, e, o tipo nuclear (CiLV-N), mais raro,

presente no Brasil e também ao Norte do Panama, no qual as particulas em forma
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de bastonetes nus (40-50 nm x 100-110 nm) ocorrem no nucleo e no citoplasma e
apresenta um viroplasma eléctron-transparente no nucleo. Os dois tipos acarretam
sintomas praticamente idéntices, entretanto podese notar que no tipo
citoplasmatico as lesbes sao maiores, menos amareladas em fama de halos
concéntricos de goma, ja para o tipo nuclear, as lesdes circulares sdo menores e
possuem um ponto necrético ao centro e mais amareladas que o citoplasmatico
(KITAJIMA et al., 2004).

Geralmente o CiLV-C afeta os cloroplastos, levardo-os a hipertrofia do
sistema lamelar (MARQUES et al., 2007). Os efeitos citopaticos (citoplasmatico)
tém sido encontrados em outras doengas associadas a acaros @ género
Brevipalpus em plantas como orquideas, maacujazeiro, Ligustrum, Hibiscus,
cafeeiro, hera, manaca, Clerodendron etc. (KITAJIMA et al., 2003).

A partir do século XXI, os estudos moleculares avangaram muito. Com base
em extragbes virais de lesdes foliares de CiLV-C pbde-se verificar padrédo
eletroforético de duas bandas de alto peso molecular, ndo sendo raro que virus de
RNA de fita simples (ssRNA), gando em fase de replicaéo, adquiram
conformacédo de fita dupla (dsRNA), indicando a fase de infecgdo viral na planta
(COLARICCIO et al., 2000; LOCALI, 2002; RODRIGUES et al., 2000; VALVERDE
et al., 1990).

O padrao eletroforético de dsRNA de CiLV indica a preenca de duas
moléculas, uma entre 8 e 10 Kb e outra entre 4 e 5 Kb, dém de outras poucas
moléculas de pequeno tamanho, possivelmente RNAs subgenémics
(COLARICCIO et al., 2000; LOCALI et al., 2003; RODRIGUES, 2000). O genoma
do CiLV-C é bipartido, constituido de duas moléculas de ssRNA de sentido
positivo, sendo uma delas de aproximadamente 9 Kb, compreendendo duas ORFs
e a outra, de 5Kb com 4 ORFs (OCALI-FABRIS et al.,, 2006; PASCON et al.,
2006).

Atualmente, a diagnose da leprose pode ser realizada através de RT-PCR,
sendo que as seqiéncias de “primers” mais utilizadas referemse a regides
codificadoras da helicase (Hel) e proteina de movimento (MP), sendo esta ultima a

mais eficiente para a deteccéo viral (LOCALI et al., 2003).
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LOCALI-FABRIS et al. (2006) sugeriram que o CiLV-C deve ser posicionado
como o0 membrotipo de um género novo de fitawirus, denominado Cilevirus.
Assim, apesar da semelhanga morfolégica e dos efeitos citopéicos produzidos
nas células afetadas pelo CiLV¥C, outras caracteristicas o diergem dos
rhabdovirus, de maneira que, segundo nstru¢cbées taxonémicas do "International
Commitee on Taxonomy of Viruses (ICTV) ", os virus classificados nessa familia
devem ter ssRNA com senso negdivo e ser monopartido. Em cortrapartida a
essas caracteristicas, o CiL\V\C ssRNA possui senso positivo e o genoma €
bipartido, o que claramente o exclui da familia Rhabdoviridae (LOCALI-FABRIS et
al., 2006; PASCON et al., 2006).

RODRIGUES et al. (1997) e KITAJIMA et al. (2006), em observagbes em
microscopia eletrénica de transmissao de cortes ultrafinos de regides medianas do
corpo de B. phoenicis alimentados em laranjas com éntomas de leprose,
verificaram particulas semelhantes aquelas encontradas em lesbes foliares da

doenga, fato que evidéncia a caracteristica circulativa do virus no acaro.

2.6 Estudos de transmissibilidade do virus da leprose

Os estudos de transmissibilidade do CiLV-C pelo acesso alimentar do acaro
auxiliam na comprovacao da relacéo vetora do acaro (MUSUMECI & ROSSETI,
1963).

Varios trabalhos mostram a eficiéncia do vetor, tendo sido evidenciado que
apo6s apenas dois dias de acesso alimentar os acaros sdo capazes de adquirir o
virus. Todas as fases moéveis do desenvolvimento do acaro, isto é, fases larval,
ninfal e adulta, podem transmitir a doenca (CHAGAS et al., 1983; CHIAVEGATO,
1986).

Através da inoculacdo mecénica do CiLV-C, COLARICCIO et al. (1995)
atestaram a transmissibilidade do virus para algumas espécies herbaceas, dentre
as quais Chenopodium amaranticolor, C. quinoa e Gomphrena globosa. Os
autores utilizaram extrato de folhas de C. sinensis lesionadas pelo CiLV como
fonte de indéculo, e sendo que a comprovagao da transmissibilidade ocorreu pela
analise das lesdes utilizando-se microscoépio eletrénico de transmissao. A tentativa
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destes autores foi frustrada ao se induzir uma infecg¢ao sistémica a fim de se obter
in6culo suficiente para purificagdo e producado de anti-soro contra a leprose. No
entanto, apesar das plantas testadas n&o serem integrantes d agrossistema
citricola, os resultados alerbram para a possibilidade de outras plantas réo
rutaceas fazerem parte da epidemiologia da leprose.

Em outros trabalhos, ja havia sido constatado que o acaro vetor coloniza
plantas integrantes do agrossstema citricola, tais como, pantas invasoras,
quebra-ventos e cercas-vivas, dentre as quais: Hibisco (Hibiscus sp.), malvavisco
(Malvaviscus mollis), grevilea (Grevillea robusta), sansao-do-campo (Mimosa
caesalpinaefolia), urucum (Bixa orellana), picao preto (Bidens pilosa), trapoeraba
(Commelina benghalensis), guanxuma (Sida cordifolia) e mentrasto (Ageratum
conyzoides) (ULIAN & OLIVEIRA, 2002; MAIA & OLIVEIRA, 2004).

A transmissibilidade do virus, por acesso alimentar do acaro, foi conseguida
com sucesso para Solanum violaefolium e para feijdao @Phaseolus vulgaris)
(RODRIGUES et al, 2005, GROOT et al., 2006). Para plantas pertencentes ao
agrossistema citricola, MAIA & OLIVEIRA (2005, 2006) verifiaram lesbes de
leprose em plantas de laranjadoce infestadas com acaros proenientes de
mentrasto, trapoeraba e urucum, anteriormente colonizadas com acaros criados
em frutos de citros com lesbdes de leprose. Posteriormente, en estudos
semelhantes, NUNES (2004) constatou com grevilea (G. robusta) e, também,
trapoeraba.

2.7 Plantas hospedeiras de Brevipalpus phoenicis associadas a quebra-
ventos, cercas vivas e plantas infestantes de pomares citricos

B. phoenicis € uma espécie cosmopolita e polifaga, com ocorréncia relatada
em 486 espécies de plantas, muitas delas de importancia agricola, distribuidas em
todo o mundo (CHILDERS et al., 2003b).

Atualmente, sdo conhecidas 47 espécies herbaceas invasoras ou daninhas
de ocorréncia no Brasil que hospedam acaros B. phoenicis (Tabela 1).

Segundo PITELLI & DURIGAN (1995), a presenca das plantas espontaneas
nos agrossistemas citricolas devem ser consideradas sobre dois aspectos, como
nicho para acaros predadores e como hospedeiras alternativas de populagdes

passiveis de reinfestagcbes dos pomares.
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A. conyzoides, segundo GRAVENA (1991), quando semeada entre as ruas
nos pomares citricos, aumenta os indices de nitrogénio, fosforo e potassio do solo
e mantém a temperatura e umidade ideal para acaros predadores, bem como
fornece pdlen como alimento alternativo para os mesmos; entretanto, constatou-se
que esta planta € hospedeira do B. phoenicis (ULIAN & OLIVEIRA, 2001).

Algumas espécies utilizadas cano cercasvivas e quebraventos no
agrossistema citricola comportam-se como muito favoraveis para o crescimento
populacional de B. phoenicis, tais como urucum, hibisco, malvavisco, grevilea e
poncirus, enquanto jamboldo, sansao-do-campo, primavera, podem servir de
hospedeiras, porém, menos favoraveis ao crescimento populacional. Em outras

espécies, como Pinus sp e coroa-de-cristo, os acaros nao se estabelecem (ULIAN

& OLIVEIRA, 2002; MAIA & OLIVEIRA, 2004).

Tabela 1. Plantas infestantes de ocorréncia no Brasil hospedeiras de Brevipalpus.

Familia Espécie Nome comum Referéncia
Acanthaceae Thumbergia alata Olho-negro NAGESHA CHANDRA &
CHANNABASAVANNA,
1974
Amaranthaceae  Alternanthera tenella Periquito TRINDADE, 1990
Amaranthus deflexus Caruru TRINDADE, 1990
A. viridis Caruru-verde CHILDERS et al., 2003b
Apocynaceae Peschiera fuchsiafolia Leitera TRINDADE, 1990

Asclepiadaceae
Balsaminaceae
Bignoniaceae

Chenopodiaceae

Commelinaceae

Compositae

Calotropis procera
Impatiens sp.

Pyrostegia venusta
Chenopodium album

C. ambrosioides
Commelina bengalensis
Acanthospermum australe

Agerantum conyzoides

Baccharis trimera

Bidens alba

Paininha-de-seda
Maria-sem-vergonha
Cip6-de-sao-jodo
Ancarinha-brava
Erva-de-santa-maria
Trapoeraba
Carrapicho-carneiro
Mentrasto

Carqueja
Picao

CHILDERS et al., 2003b
CHILDERS et al., 2003b
CHILDERS et al., 2003b
CHILDERS et al., 2003b
CHILDERS et al., 2003b
MAIA, 2002
TRINDADE, 1990
Ehara (1966) citado por
OLIVEIRA, 1986)
CHILDERS et al., 2003b
CHILDERS et al., 2003b
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Familia Espécie Nome comum Referéncia
B. pilosa Picao-preto HARAMOTO, 1969
B. sulphurea Picdo-amarelo CHILDERS et al., 2003b

Convolvulaceae

Cruciferae

Curcubitaceae

Euphorbiacea

Graminae
Labiateae

Legominosae

Malvaceae

Phytolaccaceae
Plantaginaceae
Portulacaceae
Rubiaceae
Solanaceae

Sterculiaceae

Conyza bonariensis
Eclipta alva

Eupatorium pauciflorum

Parthenium
hysterophorus

Sonchus asper
Tagetes minuta

Ipomoeae cairica

I. purpurea
Merrenia umbellata

Raphanus sativus
Luffa aegyptica
Momordica charantia
Euphorbia heterophylla
Melinis minutiflora
Cenchrus echinatus
Leonotis nepetifolia
Mimosa pudica
Senna obstusifolia
Sida cordifolia

S. rhombifolia
Phytolacca americana
Plantago major
Portulacaria oleracea
Ricardia brasiliesis
Solanum americanum
Solanum paniculatum

Buva
Agrido-do-brejo

Cambara

Losna-branca

Dente-de-ledo
Cravo-bravo

Corda-de-viola

Corda-de-viola-roxa
Jiturana

Nabo-bravo
Bucha
Erva-de-séo-caetano
Amendoim-bravo
Capim gordura
Capim-carrapicho
Cordéo-de-frade
Dormideira
Fedegoso
Guanxuma
Malva-guanxuma
Caruru-bravo
Tanchagem
Beldroega
Poaia-branca
Maria-pretinha

Jurubeba

CHILDERS et al., 2003b
CHILDERS et al., 2003b

TRINDADE &
CHIAVEGATO, 1994
CHILDERS et al., 2003b

CHILDERS et al., 2003b
CHILDERS et al., 2003b

CHILDERS et al., 2003b
CHILDERS et al., 2003b

OCHOA et al., 1994

CHILDERS et al., 2003b
CHILDERS et al., 2003b
HARAMOTO, 1969
CHILDERS et al., 2003b
OCHOA et al., 1994
TRINDADE, 1990
TRINDADE, 1990
OCHOA et al., 1994
TRINDADE, 1990
TRINDADE, 1990
TRINDADE, 1990
CHILDERS et al., 2003b
CHILDERS et al., 2003b
CHILDERS et al., 2003b
TRINDADE, 1990
CHILDERS et al., 2003b
TRINDADE & CHIAVEGATO,
1994
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Familia

Espécie

Nome comum

Referéncia

Verbenaceae

Waltheria indica

Lantana camara
Stachytarpheta

Verbena bonariensis

Malva-branca

Lantana
Gervéo

Cambara-de-capoeira

TRINDADE &
CHIAVEGATO, 1994
HARAMOTO, 1969

OCHOA et al., 1994

CHILDERS et al,
2003b
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lIl MATERIAL E METODOS

3.1 Criagdes de Brevipalpus phoenicis

Duas criagbes-estoque de Brevipalpus phoenicis foram conduzidas sobre
frutos de laranjeira da variedade Péra, mantidas em camara dimatizada a 25 %
1°C, umidade relativa do ar de 60 + 5% e fotofase de 14 horas, acondicionadas
em bandejas plasticas abertas para transporte de ovos. Em anbas as criagdes,
adotou-se a metodologia preconizada por CHIAVEGATO (1986), na qual frutos
verdes de laranja com sintomas de verrugose, que oferecem nicho de oviposi¢céo
para o acaro, sao lavados, seas, imersos parcialmente em parafina fundente e
circundados por barreira adesiva “Tanglefoot®”.

Em uma das criagbes, foram utiizados frutos provenientes da Estacéo
Experimental de Bebedouro-SP, colhidos em pomares isentos de sintomas de
leprose. Essa criagéo iniciou-se a partir de ovos de B. phoenicis, por nao ocorrer
transmisséo transovariana de virus (CHIAVEGATO & MISCHAN, 1987), que foram
transferidos aos frutos manualmente, com auxilio de um pincel com poucos pélos
sob microscopio estereoscopico. A outra criacdo foi iniciada com acaros tidos
como viruliferos, provenientes de pomares com alta incidénca de leprose e
criados também sobre frutos sntomaticos de leprose para asggurar aos

descendentes a fonte de virus para contaminarem-se.

3.2 Espécies vegetais

As mudas de laranjas das variedades Natal e Péra foram fornecidas por
viveirista certificada (Estacdo Experimental de Bebedouro), e as demais espécies:
hibisco - H. rosasinensis L. (Malvaceae); malvavisco - M. arboreus DC.
(Malvaceae); grevilea - G. robusta A. Cunn. (Proteaceae); sansdo-do-campo - M.
caesalpinaefolia Benth (Mimosaceae); urucum - B. orellana L. (Bixaceae); e
trapoeraba - C. benghalensis L. (Commelinaceae), foram formadas no Horto
Florestal da FCAV/UNESP, e utilizadas quando atingiram 50 cm de altura em

média.
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3.3 Transmissibilidade de leprose para plantas alternativas em casa-de-
vegetacao

Cinco mudas de cada planta teste: hibisco; malvavisco; grevilea; sansao-
do-campo; urucum e trapoeraba foram transplantadas para vasos plasticos com
capacidade de 5 litros, contendo partes iguais de terra, areia e esterco curtido,
empregando-se as praticas usuais de cultivo. Posteriormente, foram podadas, a
fim de reduzir suas areas foliares, e desinfestadas de possiveis insetos e acaros,
utilizando algodao e pincel umedecidos, aplicados em toda a area foliar. Na base
de cada folha a serem transfeidos os acaros, foi efetuada uma barreira com
“Tanglefoot®” para impedir sua fuga, bem omo a entrada de possiveis
predadores.

Vinte acaros viruliferos procedentes da criacdo-estoque sobre frutos de
citros com sintomas de leprose foram transferidos para uma blha isolada por
“Tanglefoot®” de cada uma das cinco mudasde cada espécie de plantas
utilizadas como hospedeiras. As plantas infestadas foram mantidas em casa de
vegetacéo por um periodo de 90 dias, pois admite-se que, ap0s esse periodo, 0s
acaros presentes sejam apenas os descendentes dos anteriormente transferidos,
uma vez que seu ciclo de vida é de, aproximadamente, 25 dias, e a longevidade
maxima, de 44 dias, em diferentes plantas hospedeiras, a 25°C e 65-70% de U.R.
(CHIAVEGATO, 1986; HARAMOTO, 1969; TRINDADE & CHIAVEGATO, 1994).
Nesse periodo, os acaros descendentes teriam a oportunidade de adquirir e
transmitir virus das plantas, caso essas fossem hospedeiras.

Acaros aviruliferos foram trarsferidos para as plantastestemunha nas
mesmas propor¢des das plantas com acaros viruliferos.

Decorridos 90 dias da colonizacao dos acaros sobre as mudas, esses foram
recuperados e transferidos para muda de laranja Natal, as quais dram
examinadas periodicamente, registrando-se o surgimento de sintomas de leprose.

A deteccdo do virus nos tecids vegetais foi realizada atraes de
microscopia eletrénica de transmissdo (MET) e analise molecular por transcricao
reversa da reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR). As andlises foram

realizadas a partir de tecidos lesionados das plantas, nas quais foram inoculados
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virus por meio de acaros viriferos e, no caso de possiveis plantas
assintomaticas, em amostras de tecidos procedentes da area delimitada, onde o

acaro, preferencialmente, encontrava-se.

3.4 Métodos de analise

3.4.1 Microscopia eletrdnica

Para os estudos citolégicos vsando a deteccdo do CiLV nos écidos
infectados, pequenos fragmentos de tecidos foliares (1mm x 3 mm) foram imersos
em uma solucéo de Karnovksy modificada (glutaldeido 2,5%, paraformaldeido 2%,
em tampao cacodilato 0,05 M, pH 7, 2 e CaCl; 0,001M) por 1-2 h. Em seguida, os
fragmentos foram lavados em tampao cacodilato 0,05M e pos-fixados em solugéo
de OsO4 1% em tampao cacodilato 0,05M por 1h e depois em solugdo aquosa a
0,5% de acetato de uranila por 12 horas. Os tecidos fixados foram desidratados
em série crescente de acetona (30%, 50%, 70%, 90% e 100%) e, a seguir,
infiltrados, emblocados na resna epoOxica de baixa viscosidale Spurr® e
desbastados, utilizando-se de um “trimer” (Leica EM Trim). Os blocos foram entéo
seccionados em um ultramicrétomo Leica UCT, equipado com navalhas de vidro.
As secgoes ultrafinas foram coletadas em telinhas de cobre de 100 ou 200 mesh,
cobertas com pelicula de Formvar, contrastadas com acetato de uranila e citrato
de chumbo (KITAJIMA & NOME, 199), e examinadas em um microopio
eletrébnico de transmissdo Zeis EM 900, instalado na Escola Superior de
Agricultura “Luiz de Queiroz”, ESALQ/USP.

Aliquotas das populag¢des de acaros, tidas como viruliferas, foram enviadas

para serem analisadas por MET no mesmo laboratério.
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3.4.2 Transcricao reversa da reacao em cadeia da polimerase (RT-PCR)

3.4.2.1 Extracdo de RNA total

Uma folha de cada planta-teste infestada com acaros tidos como viruliferos,
foi destacada e limpa com agua destilada 15 dias ap6s a infestagdo. Cada uma
das folhas foi processada segundo o método para extracdo do RNA total descrito
por GIBBS & MACKENZIE (1997), com pequena modificagdo. Cerca de 50-100mg
das folhas de cada planta-teste, ainda frescas, foram trituradas com auxilio de um
pistilo de polipropileno em um microtubo do tipo “eppendorf” em nitrogénio liquido,
até que adquirissem consisténcia de po6 fino para entdo adicionar a cada tubo 500
Ml de tampéo de lavagem (10mM de TrissHCL pH 8,0; 1mM EDTA pH 8,0; 2 M
NaCl; 0,05% de BSA). As amostras foram homogeneizadas com auxilio de um
vortex e centrifugadas em velocidade de 13.400 g por 5 minutos, sendo que, apds
esse procedimento, o sobrenadante foi descartado e 600ul de tampé&o de extragéo
CTAB (2%CTAB; 1,4 M NaCl; 0,1 M de TrisHCL, pH 8,0) com 0,5% de B
mercaptanol foram adicionados. Apdés homogeneizagdo com auxilio de um vértex
e incubacdo a 55°C, por 20 min, foram adicionados 400ul de cloroférmio e alcool
isoamilico (24:1), que foram tomogeneizados com auxilio de umn vortex e
centrifugados em velocidade maxima por 10 minutos. A fase aquosa foi removida
e colocada em um novo tubo com 1/10 do volume de 1,5 M de acetato de aménio
e 1 volume de isopropanol. Posteriormente, as amostras foram incubadas a —20°C,
por 15 minutos, e centrifugadas novamente a 13.400g, por 5 minutos, e, a seguir,
por 10 minutos, sendo o sobrenadante descartado. O pellet foi lavado com etanol
70% e seco em liofilizador. Para ressuspender o pellet, utilizaram-se 20uL de H,O
DEPC (Dimetil pirocarbonato), e, a seguir, as amostras foram armazenadas em

freezer a —80°C.



21

3.4.2.2 Sintese do cDNA e RT-PCR

A sintese do cDNA foi realizada utilizando 3 yL do RNA total, 1 yL de 2,5
mM de dNTP, 1 pyL de “random primers” (Invitrogen) e 7,5 uL de H,O DEPC por
amostra contida em um microtultb. Ap6s a adicdo desses reagetes e a
desnaturagcdo a 70°C, por 5 mintos, os microtubos foram imedatamente
refrigerados, colocando-os em recipiente contendo gelo triturado. A seguir, foram
acrescentados 4 pL de tampao 5x para transcriptase reversa (Invitrogen), 2 uL de
dTT 2mM (Invitrogen), 1 yL da transcriptase reversa (M-MLV-RT Invitrogen) e 0,5
pL do inibidor RNase (RNase out Invitrogen). A reagao foi incubada a 37°C, por 1
hora e 30 minutos, sendo, posteriormente, armazenada em freezer a -20°C.

O RT-PCR foi preparado utilizando-se de oligonucleotideos para amplificar
parte do genoma do CiLV, conforme descricdo de LOCALI et al. (2003): MP-F (5’-
GCGTATTTGGCGTTGGTTTCTGAC-3) e -RP ®
TGTTATACCAAGCCGCCTGTAAT-3') amplificam um fragmento de 344bp,
correspondente a uma regido de transcricao de proteina de movimento do CiLV. A
reacao consistiu de 2,5 mM de MgCly; 10 mM de dNTP mix (Invitrogen®©); 0,5 pL
de MP-F 10 mM; 0,5 yL de MRR 10 mM; 1 pyL de Tag DNA Polimerase
(Invitrogen®©) e H,O destilada deionizada esterilizada para 25 pL de volume final.
As amplificagbes foram realizadas em um termociclador PTC 100 (MJ Research,
Waltham, MA), cujo programa consiste de um ciclo a 94°C, por 10 minutos e 35
ciclos a 94°C, por um minuto, 66°C por 30 segundos, e 72°C por 90 segundos. Oito
pl do produto de cada amostra amplificada foram analisados em gel de agarose
1%, preparado em TAE (0,04 M Tris-acetato; 0,001M EDTA) contendo 0,5 mg/mL

de brometo de etidio por meio de eletroforese.

3.4.2.3 Clonagem dos produtos de PCR
Utilizando Kit da “T.A. Cloning Kit” (Invitrogen®©) e seguindo o protocolo do
fabricante, 10ul do produto de cada amostra de PCR purificados foram acrescidos
a 1ul de pGem-T (50ng/ul; Promega®©); 1,3 uyl de tampéo de ligagdo 10x e 1 yL de

T4 DNA ligase para a reacao de ligagdo. Essa reacao foi incubada por 16h, a 4°C.
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A transformacédo foi executada acrescentando-se 13,3 pL da reagéo de
ligacdo, 50 pL de Escherichia coli DH5a competentes. A mistura foi entdo incubada
em gelo por 1 hora, posteriormente em banho-maria a 42°C, por 1 minuto e 3
segundos, e entado imediatamente transferida para ser resfriada sobre gelo, por 2
minutos. Cada tubo recebeu 1 mL do meio SOC (10 g de triptona bacteriana, 5 g de
extrato de levedura; 0,585 g de NaCl, 186 mg de KCI; 10 mL e glicose 2 M; H,O
Milli-Q estéril para 1 L), e incubados em "shaker", a 37°C, por 1 hora, sob agitacéo
de 300 rpm.

Em placas de Petri descartaveis, contendo meio c cultura LB sdlido,
preparado com 10 g/ L de triptona; 5 g/L de extrato de levedura; 10 g/L de NaCl;
7,5 g/L de agar bacterioldgico contendo 100 pg/mL de ampicilina; e sobre este 100
uL de IPTG (100 mM) e 20 pL de X-Gal (50 mg/mL) seco, um total de 100 yL da
cultura de células transformadas foram espalhados e incubadas em estufa, a
37°C, por 16 horas.

Os clones selecionados para o sequenciamento, de cor branca e sem
colbnias-satélite, foram coletados com palitos de madeira aubclavados e
transferidos para microplacas de 96 pogos contendo 400 pyL de meio Circle Growth
(SIGMAQ®), acrescido de ampicilina (50 uL/mL). As microplacas foram seladas com
adesivo e deixadas para a multiplicagdo dos clones, por periodo de 16 horas, a
37°C.

Dos clones foram extraidos os plasmidios transformados pela metodologia
"Boiling Prep". As células foam sedimentadas nas placas ap& terem sido
centrifugadas por 6 minutos, a 3.000 rpm. O adesivo foi remwido, e o
sobrenadante descartado, invertendo-se, posteriormente, as placas sobre papel
absorvente, por 1 minuto.

O adesivo foi recolocado, e as placas foram levadas ao freezer, a -80°C,
por 15 minutos, e logo apés em estufa, a 37°C, por 10 minutos. Adicionaram-se 25
ML de agua Milli-Q autoclavada e agitaram-se as placas no vortex por 5 minutos; a
seguir, foram adicionados 70 uL da solucéao de lise (STET-Tween 20), agitando-se

novamente as placas no voértex por, 1 minuto.
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Incubaram-se as placas a temperatura ambiente, por 5 minutos, e a seguir
foram colocadas no forno microondas sem adesivo, por 25 segundos. As placas
foram viradas em 180° e repetiu-se o processo. Adicionaram-se mais 400 uL de
agua MilliQ autoclavada, e as placas foram seladas e submetidas ao vortex, por 1
minuto.

As placas foram esfriadas em gelo, por 15 minutos, e centrifugadas por 40
minutos, a 3.000 rpm, e, posteriormente, 50 uL da solugéo foram transferidos para

novas placas.

3.4.2.4 Sequenciamento e estudo de homologia de sequéncias

Os insertos dos clones recombinantes foram submetidos ao seqienciador
automatico de DNA ABI Prism 300 (Applied Biosystems, Foster City, CA),
seguindo as instrugdes do fabricante. Para a reacéo, foram utilizados 2y do DNA,
2 uL do tampao “Save Money” (400 mM Tris-HCI pH 9,0; 10mM MgCl,), 0,5 pL do
“primer” do vetor de clonagem (SP6 5 pmols), 0,4 uL de Big Dye e 5,1 uL de H,O
Milli-Q estéril. A reacdo foi centrfugada por alguns segundos e ®locada no
termociclador (Eppendorf - Mastercycle Gradient), programado para 1 ciclo de
96°C por 2 minutos, 25 ciclos de 96°C, por 45 segundos; 50°C por 30 segundos e
60°C por 4 minutos, com o ciclo final de 4°C.

A precipitagédo foi realizada com 80 uL de isopropanol 65% a temperatura
ambiente por 15 minutos, sendo em seguida, centrifugada a 3000 rpm, por 45
minutos. O sobrenadante foi descartado e a placa foi seca em papel absorvente
antes da adicao de 200 pyL de etanol 60%. Foi realizach outra centrifugacédo a
3.000 rpm, por 10 minutos, e lavagem com etanol 60%, descartando a seguir o
sobrenadante, sendo o “pellet” seco em temperatura ambiente.

As seqlUéncias de nucleotideos e de aminoacidos deduzidos foam
analisadas e comparadas a seqiéncias ja depositadas no banco de dados
GenBank acessado pelo site do National Center for Biotecnology Information
(NCBI - http://www.ncbi.nlm.nih.gov), utilizando-se dos algoritmos BLASTX e
BLASTN. Os eletroesferogramas das seqiiéncias obtidas foram submetidos a

analise pelo programa “PhredPhrap-Consed” (EWING et al., 1998). Para a
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verificacdo do alinhamento das sequéncias, foi utilizado o pograma CAP 3
(HUANG & MADAN, 1999). Através desses programas foram retiralas as
sequéncias das regides correspondentes aos vetores empregados na clonagem e
realizado o alinhamento das seqliéncias similares para a montgem de uma

seqléncia-consenso de cada amostra.

3.5 Transmissibilidade de leprose para plantas hospedeiras alternativas em

campo

3.5.1 Plano experimental

O ensaio de campo foi instalado em area pertencente ao Departamento de
Fitossanidade FCAV/UNESP, em Jaboticabal-SP.

O ensaio foi delineado em 4 blocos, que continham 7 traamentos,
perfazendo um total de 28 parcelas espagadas 4 metros entre si.

Cada parcela constituiv-se de 12 plantas, posicionadas de forma a ter 4
centrais e 8 laterais, todas espagadas 1 metro entre si (Figura1).

Foram estabelecidos os seguintes tratamentos:
1. Laranjeira Péra (I) no cento das parcelas e de malvavisa (m) lateralmente:
(mlm).
2. Laranjeira Péra (I) no centb das parcelas e de sansdedo-campo (S)
lateralmente: (sls).
3. Laranjeira Péra (l) no centro das parcelas e de grevilea (g) lateralmente: (glg).
4. Laranjeira Péra (l) no centro das parcelas e laranjeira Péra (I) lateralmente: (lll).
5. Malvavisco (m) no centro das parcelas e laranjeira Péra (l) lateralmente: (Iml).
6. Sansao-do-campo (s) no centro das parcelas e laranjeira Péra (I) lateralmente:
(Isl).

7. Grevilea (g) no centro das parcelas e laranjeira Péra (I) lateralmente: (Igl).

Os tratamentos de 1 a 7 foramdestinados a ter suas plantas centrais

infestadas com acaros. Trés pacelas iguais aos tratamerios 1, 2 e 3 néo



25

receberam infestacao artificial de acaros com o intuito de avaliar a disseminacao

de acaros entre as parcelas.

Figura 1. Vista de uma parcela experinental: laranjeira Péra (I) no centro da

parcela e de grevilea (g) lateralmente (glg).

3.5.2 Infestacdes de Brevipalpus phoenicis

As mudas foram plantadas em 15 de novembro de 2005, e quando as
plantas atingiram um tamanho suficiente para que as copas se tocassem, as
plantas centrais foram infestadas com B. phoenicis. A infestacdo foi executada em
duas etapas, para assegurar que a colonizacao obtivesse éxito, sendo a primeira
no periodo de 10-17 de julho de 2006, e a segurda de 18-22 de dezembro de
2006.

As infestagdes foram executadas com auxilio de discos foliares de laranja
de 1,5 cm de didmetro confeccionados com um vazador de metal. Para cada disco
foram transferidas 10 fémeas adultas com a ajuda de um pincel de poucos pélos,
sob microscopio estereoscoépico. Os discos foliares contendo os acaros foram

acondicionados em placas de Petri sobre algoddo, umedeidos para sua
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conservagéao, levados ao campo e fixados com auxilio de alfinetes nas folhas das
plantas centrais. Em cada planta, na primeira infestagcéo, foram fixados 10 discos,
num total de 100 acaros por planta, e na segunda infestacao, 5 discos, portanto 50
acaros (Figuras 2 e 3).

Durante todo o periodo de condi¢cdao do experimento, as plantas foram
vistoriadas, a fim de se verifcar a ocorréncia de possiveis doencas, pragas e
deficiéncias nutricionais, e efetuadas podas para manter as copas das plantas

com porte semelhante, porém tocando-se.

Figura 2. Placa de Petri contendo discos de
folha de laranja, sobre algodao umedecido,

infestadas por Brevipalpus phoenicis.

Figura 3. Afixacdo de discos foliare:
infestados com acaros nas folAs das

plantas.
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3.5.3 Avaliacoes

3.5.3.1 Eficiéncia do meétodo & infestacdo de Brevipalpus
phoenicis

Apés a infestacdo, a populagcdo de acaros nas plantas foi monitorada por
visualizagao direta das folhas, com auxilio de lupa de bolso, com campo visual de
1cm e aumento de 10x.

A eficiéncia do método de infestacdo do acaro B. phoenicis foi avaliada,
também indiretamente, através da incidéncia de leprose nas pantas de laranja,
uma vez que as condi¢cdes oferecidas as demais espécies de plantas foram as
mesmas, e a constatacdo dos shtomas de leprose nas plantas de laranja é

distinguida mais rapidamente.

3.5.3.2 Dispersdao de acaros

A dispersao de acaros das plartas centrais para as plantas laterais foi
avaliada através da estimativa populacional de acaros nas mesmas. Para isso,
decorridos 90 dias da ultima infestagcdo, um ramo com aproximadamente 15 cm de
cada planta central, assim como de quatro plantas laterais de cada parcela, foram
coletados aleatoriamente. E efetuou-se a contagem de acaros nesses ramos,
sendo considerados os individuos em qualquer fase de seu desenvolvimento.

Semelhantemente, nas parcelas em que ndo houve infestacao artificial das

plantas centrais com acaros, também se avaliou sua populacéo.

3.5.3.3 Distribuicdo temporal do Brevipalpus phoenicis
O nivel populacional de B. phoenicis nas parcelas foi avaliado através de
amostragem da populagdo de acaos nas quatro plantas centras que foram
infestadas e em quatro plantas laterais de cada parcela, em 20 de margo e em 18
de junho de 2007, conforme a metodologia de amostragem citada no item anterior
(3.5.3.2).
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3.5.3.4 Incidéncia e severidade da leprose

As avaliagbes de incidéncia e de severidade da leprose nas plantas citricas
de cada parcela (centrais ou laterais) foram efetuadas em 20 de margco e 18 de
junho de 2007.

A incidéncia de leprose nas phantas citricas foi avaliada can base no
numero de plantas com algum sintoma de leprose, e a severidade da leprose nas
plantas citricas foi avaliada de acordo com a escala visual de notas proposta por
PATTARO (2006) (Tabela 2).

Tabela 2. Escala visual de notas para a avaliagdo de severidade de leprose em

plantas de laranja.

Descricéo dos sintomas Nota
Auséncia de lesdes 0
Poucas lesdes restritas a um érgao e setor da planta 1
Lesdes em folhas e em ramos finos 2
Lesbes abundantes em mais de um 6rgao, necrose de ramos 3
Lesbes em mais de um setor da planta, em mais de um érgéo, necrose

de ramos e desfolha 4

Além das descritas no item anterior, seca e morte de ramos

A incidéncia e a severidade da leprose somente foram avaliadas nas
plantas citricas, uma vez que em campo, os sintomas de leprose em malvavisco,

sansao-do-campo e grevilea no campo nao se apresentam muito evidentes.

3.5.3.5. Analise estatistica dos dados

Os dados obtidos das avaliacbes da dispersédo de &caros, ou ®ja, a
contagem das populagbes nas phntas centrais, bem como nas aterais e a
incidéncia da leprose foram transformados em arco-seno da raiz quadrada de (x +
0,5) e submetidos a analise de variancia, sendo considerado a = 0,05 para o nivel

de significancia, e teste Tukey para a comparagdo de médias.
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IV RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Transmissibilidade de CiLV para plantas hospedeiras altenativas em
casa-de-vegetacao

A diagnose efetuada através da verificagdo de sintomas em laranja e por
analise molecular (RT-PCR) corroboraram-se (Tabela 3). Todavia, as auséncias
de inclusdes virais nas amostras de urucum e grevilea por analise de microscopia
nao excluiram a possibilidade de essas plantas serem hospedeiras do virus, pois
nem sempre s&o0 possiveis de seem visualizadas, havendo para tanto a
necessidade de essas estruturas encontrarem-se presentes, coincidentemente,

nos cortes ultrafinos dos tecidos foliares efetuados para exame.

Tabela 3. Indicativo da presenca de CiLV-C nas espécies de plantas hospedeiras

por meio de diferentes técnicas de diagnose.

Espécie/nome comum Técnicas empregadas?®

SL RT-PCR MET
B. orellana (urucum) °5/2 3/3 3/0
C. benghalensis (trapoeraba) 5/5 3/3 3/1
C. sinensis var. Péra (laranja) 5/5 5/3 5/3
G. robusta (grevilea) 5/2 3/3 3/0
H. rosa-sinensis (hibisco) 5/3 3/2 31
M. arboreus (malvavisco) 5/3 3/2 3/2

®SL= sintomas em laranjeira apés transferéncia de acaros viruliferos provenientes das
diferentes plantas estudadas; RT-PCR = Transcricdo reversa da reagdo em cadeia da
polimerase; MET= Microscopia eletrénica de transmissao.

®n/n = ndmero de plantas testadas/nimero de plantas positivas
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4.1.1 Andlise de sintomas

Os sintomas do virus nas folhas das diferentes plantas foram variados,
ocorrendo lesbes verdes em fohas senescentes, posteriormente pontuagdes
necroéticas em malvavisco; circulares, cloréticas e necroticas em hibisco, as lesdes
foliares apresentadas pelo CiLV-C em laranja; manchas cloréticas ao longo das
nervuras nas folhas e necrose em ramos em trapoeraba; e nao-especificos em
urucum e grevilea (Figuras 4a, b, c, d, e, e f).

O conhecimento dos sintomas nesas diversas plantas auxilia no
reconhecimento de focos da doenca nos pomares e indica a necessidade de se
fazerem levantamentos com base nesses sintomas quando essas plantas estao
presentes no pomar.

Entende-se que a variagao no numero de plantas infectadas (Tabela 3) e a
diversidade sintomatolégica (Fgura 4) podem ser decorrentes de reacbes
diferentes das plantas frente ao virus, demonstrando graus de suscetibilidade
diferentes, principalmente no que se refere a variagdo de grau de infeccao, fato
também observado quando se conpara com plantas citricas (BITANCOURT,
1955b; RODRIGUES et al., 1995; ROESSING & SALIBE, 1967).

Considera-se, também, que o proprio acao se comporta diferentemente
quando coloniza essas hospedeiras, como observado por ULIAN & OLIVEIRA
(2002). Dessa forma, o crescimento populacional distinto interfere diretamente na
disseminacéo da doenca na planta e, por conseqiiéncia, no pomar, pois a infec¢cao
da leprose € localizada, e o &aro tem, necessariamente, de entrar em contato
direto com o virus no processo de alimentagcédo, para tornarse transmissor do
mesmo, uma vez que nao ocorre a transmissao transovariana do CiLV nos acaros
(BOARETTO et al., 1993; CHIAVEGATO & MISCHAN, 1987).
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Figura 4. a) Lesdes em folhas de diversas espécies vegetais infestadas com
Brevipalpus phoenicis infectados com virus da leprose: a) Bixa orellana (urucum);
b) Commelina Benghalensis (trapoeraba); c) Citrus sinensis (laranjeira var. Péra);
d) sintomas em folha de Grevilea robusta (grevilea); e) Hibiscus rosa-sinensis

(hibisco); f) Malvaviscus arboreus (malvavisco).
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4.1.2 RT-PCR
A presenca do virus foi detectada pela amplificagdo de fragmentos com 344pb
visualizados em gel de agarosg submetidos a eletroforese em amostras de
hibisco, malvavisco, grevilea, urucum, trapoeraba e laranjeira Péra (Figura 5), o

que corresponde ao tamanho esperado, conforme descrito por LOCALI et al.
(2003).

344pb

-
Cb+ Cb- 6Gr+ Gr- Bo+ Bo- Ma+ Ma- Cc+ Cc- H)0

Figura 5. Imagem de eletroforese em gel de agarose 1% de produtos de RT-PCR
utilizando primers especificos da regido do gene que codifica a proteina de
movimento de CiLV, extenséo 1-kb Ladder (Invitrogen). + = plantas infectadas. - =
controles negativos. Cb= Commelina benghalensis (trapoeraba); Cc= Citrus
sinensis var. Péra; Gr= Grevilea robusta (grevilea); Bo= Bixa orellana (urucum);
Ma= Malvaviscus arboreus (malvavisco).
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4.1.3 Anélise de seqlienciamento dos “amplicons”

As amostras positivas pela amplificacdo por RT-PCR (item 4.1.2) tiveram
seus produtos (amplicons) clonados, seqienciados e conparados com outras
sequéncias armazenadas no GenBank, através dos algoritmos BlastX e BlastN
acessados no site do NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov).

As amostras apresentaram amplicons com alta semelhanca com a proteina
de movimento do CiLV-C, com uma faixa de 86% a 99%de similaridade de
nucleotideos e 90 a 100% de aminoacidos deduzidos, o que, em ultima instancia,
€ a expressao traduzida dos rucleotideos e representa uma por¢cao da prépria

proteina de movimento do CiLV-C (Tabela 4).

Tabela 4. Similaridade entre seqiiéncias do CiLV das plantas-teste e sequiéncia de
CiLV-C depositada no GenBank.

Hospedeira Nimero de Identidade Nimero de Identidade Acesso
clones nt (%)* com acesso aa (%)b com GenBank
CiLVv-C GenBank CiLVv-C
C. benghalensis 9 88 AY289190.1 92 ABC75825.1
C. sinensis 3 86 AY289190.1 90 ABC75825.1
H. rosa sinensis 1 98 DQ388513.1 98 ABC75825.1
M. arboreus* 1 99 DQ272491.1 100 ABC75825.1

*Isolado de Cordeiropolis-SP; *nt= nucleotideos; Paa = aminoacidos.

4.1.4 Microscopia eletrénica de transmisséao

A analise das micrografias eletronicas de transmisséo permitiu inferir que,
tanto H. rosa-sinensis, quanto M. arboreus, C. benghalensis e C. sinensis,
apresentavam inclusdes tipicamente virais, semelhantes as apesentadas pelo
CiLV-C em citros ( Figuras 6a, b, c e d).
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Figura 6. Eletromicrografias obtidas em microscépio eletrénico de transmissao
de cortes de tecidos foliares infectados pelo virus da leprose dos citros (CiLV-C).
a) Vista transversal e longitudinal do virus em Citrus sinensis; Corte transversal
em: b) Commelina benghalensis; ¢) Malvaviscus arboreus; d) Hibiscus rosa-

sinensis.

G. robusta, M. cesalpinaefolia e B. orellana ndo lograram atestar o mesmo;
entretanto, tal observacdo nao as excluem da possibilidade de serem hospedeiras
do virus, uma vez que, através de outros métodos empregados, mostraram-se
positivas para CiLV, e adicione-se a isso o fato de a infec¢do desse virus ser

localizada, o que torna dificil encontrar inclusbes em plantas que ndo apresentam
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lesdes ou em que as lesdes néao sejam tipicas das viroses transmitidas por
Brevipalpus spp.
Nas amostras dos acaros analisados por MET foram verificadas particulas

no trato digestivo do acarino (Figura 7) (KITAJIMA, E. W.; comunicagéo pessoal®).

»
i

20.000x
e

Figura 7. Eletromicrografia obtida em microscopio eletronico de transmissdo em

corte mediano do corpo de Brevipalpus phoenicis (foto de Elliot Watanabe
Kitajima).
* KITAJIMA, E.W. Departamento de Entomologia, Fitopatologia e Zoologia Agricola, Escola Superior de

Agricultura “Luiz de Queiroz”, Universidade de S&o Paulo, Caixa Postal 9, CEP 13418-900, Piracicaba,
SP,Brasil
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O potencial de infeccdo, por nfestacdo de acaros viruliferos provenentes de
plantas adjacentes as laranjeiras, ndo foi completamente explorado, no entanto
procurou-se estudar plantas com alta expressividade nos pomares citricos. Dentre
as plantas estudadas, trapoeraba destaca-se como planta infestante de grande
relevancia, pois encontra-se praticamente na totalidade dos campos de cultivo de
laranja no Brasil, além de ter sido relatada na América, Europa e Asia (DONADIO
et al., 1976; DUNCAN, 1967; WILSON, 1981). Essas caracteristicas, acrescidas
ao fato de os acaros recuperados dessas plantas acarretarem 100% de infecgéo
das mudas de laranjeira e mostarem-se incontestavelmente positivos para o
CiLV, e nos demais testes de dagnose, RT-PCR e MET, colocam essa espécie
em posicao de risco maximo de fonte de inéculo do virus.

Plantas, como hibisco e malvaviscq ambas pertencentes a familia
Malvaceae, utilizadas como cercas-vivas, sdo muito empregadas em inumeros
paises e representam um risco sério em virtude da possibilidade de atuarem como
foco da leprose. Nessas plantas, observaram-se sintomas distintos de leprose,
enquanto o CiLV-C em hibisco acarreta manchas cloréticas, em malvavisco
apresenta-se na forma de pontos necréticos, evidenciando que plantas da mesma
familia podem mostrar reagbes diferentes perante o virus.

Atualmente, sansdo-do-campo € a cercaviva mais empregada na
citricultura brasileira, em razdo de possuir crescimento rapido, caule espinhoso e
seus ramos formarem um emaranhado denso, que dificulta o acesso de pessoas e
animais (RIBASKI et al., 2003). Segundo ULIAN & OLIVEIRA (2002), essa planta
comporta-se como hospedeiro favoravel ao B. phoenicis, servindo de refugio para
0S acaros, mesmo porque, na mdoria das vezes, somente sido tatadas com
acaricidas as plantas citricas. Os resultados obtidos mostram que o vius pode
estar presente nessa hospedeira; no entanto, até o momento, ndo se verificaram
transmissbes do CiLV-C com acaros provenientes dessas plantas, porém nao se
excluiu essa possibilidade.

A grevilea é uma planta de origem australiana, introduzida em varios paises
subtropicais com a intencdo de ser utilizada como quebraventos, em diversas

culturas, devido a suas caracgristicas ideais, como pereniblia, de rapido
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crescimento, ereta e pouco agessiva na competicdo radicular (DURIGAN &
SIMOES, 1987; SANTOS et al., 200). Urucum, B. orellana, também utilizado
como cerca-viva, tem origem na América do Sul e distribuicdo restrita a esse
continente.

Verificou-se que CiLV-C possui potencial de infeccao nao-exclusivo a
rutaceas, fato esse anteriormente observado somente através de inoculages
mecanicas, ainda assim com rehbtiva dificuldade (COLARICCIO et al., 1995).
Atesta-se a versatilidade do virus ao observar infecgdo em uma gama de
hospedeiros, compreendendo monocotileddneas e dicotileddneas, pertencentes a
5 familias diferentes, entre & quais, Bixaceae, Commelinaceae, Malvacea,
Mimosaceae (dois géneros), Proteaceae e Rutaceae. O fato de as inoculagbes
ocorrerem a partir de infestagbes de acaros viruliferos, levanta a possibilidade de
que, nos pomares de laranja, mssa haver fontes de in6culo @& virus em
hospedeiras ndo-monitoradas, o que aumenta a preocupagdo com o0s cuidados
fitossanitarios na cultura.

Dentre todos os métodos empregdos, a analise por RTPCR se
apresentou o mais sensivel, isso porque a baixa quantidade do virus nas folhas
ndo ¢é um fator limitante, pois permite detectdlo mesmo em plantas
assintomaticas, como se averiguou.

A relacdo entre as plantas hogedeiras do acaro e as citricas, até o
momento, nao tinha si® alvo de estudos com relagédoao CILV, fato
compreensivel devido as limitagbes de dispersdo do acaro; mesmo assim, é
inegavel o risco que essas hospedeiras desempenham, visto constituirem-se em
focos para reinfestacdo de acaros nas plantas citricas. Outro aspecto de suma
importancia € o fato de as plantas infestantes, bem como as plantas utilizadas
como cercas-vivas e quebra-ventos, serem depositarias do CiLV e, portanto, com

potencial de interferir decisivamente na epidemiologia da doenca.
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4.2 Transmissibilidade da leprose para plantas hospedeiras alternativas em

campo

4.2.1 Eficiéncia do método de infestacédo de Brevipalpus phoenicis

O método de infestagdo do B. phoenicis avaliado indiretamente, 30 dias
apos a ultima infestacdo, através da porcentagem de plantas de laranja que
ficaram doentes apds a coloniacdo de as mesmas com acaros nostrou-se
eficiente. Para isso, foram cosideradas positivas todas as plantas com, pelo
menos, uma leséo de leprose em qualquer 6rgéo, ramo, folha ou fruto.

Os resultados mostraram na incidéncia de leprose nas plantas citricas entre
os blocos, sendo o bloco 1 a maior com 81,25%, e o bloco 4 com a menor média,
50% de plantas com sintomas, sendo a média geral de 62,5% (Figura 8).

Esses resultados indicaram que a infestagdo foi satisfatéria, quanto ao
numero de acaros utilizados e método adotado, e condizente com o que ja havia
sido verificado por RODRIGUES (2000), que observou que 50% das plantas de
laranja da variedade Péra apresentavam sintomas apés 90 dias da infestacdo com
acaros.

A média de plantas de laranja com sintomas de leprose ndo ter atingido
100%, era esperada, uma vez que a transmissao do virus pelo acaro depende da
quantidade de acaros viruliferos na populacdo, e até mesmo da quantidade de
particulas virais no interior do acaro, e da suscetibilidade do tecido em que o acaro
se alimenta (ramo, folha ou fruto) (RODRIGUES, 2000).

Esses dados evidenciam, indiretamente, que uma quantidade de acaros
provenientes das plantas centais, de quaisquer das plantas consideradas,
migraram, para plantas citricas, pelo vento ou por movimentagao propria, uma vez
que, nas plantas centrais, foi permitido um crescimento que possibilitasse contado

direto com as plantas laterais, permitindo entédo a dispersao do CiLV.
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Figura 8. Porcentagens médias de plantas de laranja com sintomas de leprose
nos blocos (bl1, bl2, bl3, bl4, e média dos blocos, indeperdentemente dos

tratamentos, 30 dias apos a infestacao.

4.2.2 Dispersdo de acaros

A avaliacdo da populagdo de acaros, realizada 90 dias ap6s a infestacgéao,
indicou que o nivel se encontava semelhante nas plantas aifficialmente
infestadas ou néo.

As maiores médias populacionas deramrse nas plantas de laranja e
malvavisco, que apresentaram valores proximos entre si, seguido de sansao-do-

campo e grevilea, com niveis de infestacao mais proximos entre si (Figura 9).
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Figura 9. Numero médio de Brevipalpus phoenicis transformado em arc-sen (x +
0,5)"? nas plantas centrais e lateras, avaliado 90 dias apos a infestagéo, g =
grevilea; | = laranja; s = sarsdo-do-campo; m = malvavisco. Médias com as

mesmas letras ndo diferem estatisticamente.

Mesmo tendo sido a populacdo avaliada nos meses em que, geralmente, se
encontrava em niveis mais baixos no campo (OLIVEIRA, 1986), foi importante que
fosse realizada na mesma época das avaliagdes de incidéncia e severidade de
leprose nas plantas, para que os dados pudessem ser comparados.

Segundo ALVES (2004), B. phoenicis consegue locomover-se em até 7,3
cm.dia” sobre substrato de areia fina. Apesar de esta distancia ser considerada
pequena, uma fémea adulta tem longevidade préxima a 19 dias, portanto pode
locomover-se 1,33 metros no decorrer desse periodo.

Entretanto, a disperséo por caminhamento, nessa condi¢ao, é considerada
secundaria, a ndo ser que as plantas estejam em contato direto, possibilitando que

0s acaros se locomovam mais rapidamente (ALVES, 2004; ALVES et al., 2005).
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Em testes de laboratério, ALVES et al. (2005) verificaram que, mesmo em
condigdes limitadas, ventos de 30 km.h' sdo capazes de arrastar acars da
superficie de frutos e leva-los a distancias maiores.

A dispersao dos acaros nos pomares citricos tende a ser mais efetiva nas
linhas do que nas entrelinhas, sendo que os dois mecanismos de dispersao, vento
e caminhamento, podem ocorrer de modo a se somarem, facilitados pela
proximidade das plantas nas linhas (RODRIGUES, 2002).

Uma fémea adulta de B. phoenicis coloca, em média, 0,8 ovos pa dia
(TRINDADE & CHIAVEGATO, 1994), sendo o ciclo vital do acaro de 30 dias;
portanto, apés 90 dias, poderé ocorrer 3 geracdes. Como a nfestacdo nas
plantas centrais foi iniciada com 150 fémeas adultas, result ao final desse
periodo numa populacgéao a tal nivel que aumenta em muito a disperséo.

Observou-se uma dispersao dos acaros das plantas infestadas para as nao-
infestadas, dados que, somados as informacdes do nivel de infeccao das plantas
de laranja infestadas, validam a hipotese de transmissibilicade de CiLV entre
plantas de espécies diferentes por B. phoenicis.

A diferenca de crescimento populacional do acaro nas diferentes plantas
observada por ULIAN & OLIVEIRA (2002) e MAIA & OLIVEIRA (2004), foi também
verificada neste trabalho. O rivel populacional mostrouse baixo, o que era
esperado para essa época do ano, pois OLIVEIRA (1996) em estudos realizados
nesta regido do Estado, havia constatado baixos niveis populacionais em janeiro e
fevereiro, o que coincide com o periodo mais chuvoso do ano. Todavia os
resultados sugerem a maior preferéncia de B. phoenicis pelas plantas de laranja e

malvavisco.

4.2.3 Distribuicdo temporal de Brevipalpus phoenicis

Aos 90 dias da ultima infestago, o tratamento que continha somente
plantas de laranja (lll) e o que continha malvavisco na linha central (Iml) foram os
que apresentaram maiores niveis populacionais (Figura 10).

Semelhantemente, ainda que com leve crescimento em numero de

individuos, apds 180 dias da ultima infestacéo, os tratamentos que apresentaram
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0s maiores niveis populacionais foram os mesmos que aos 90 dias, situagéo
observada também nos demais tratamentos, exceto naquele que, continha plantas
de laranja no centro e malvavisco nas laterais (Iml) (Figura11).

Ha evidéncias de que as plantas de laranja e malvavisco proporcionam
melhor crescimento populacional para B. phoenicis. No entanto, se compararmos
os niveis populacionais em Iml e mim, aos 90 e 180 dias, verifica-se que o numero
de acaros, em mim, foi inferior ao Iml, que se comportou de modo semelhante aos
demais tratamentos. A predominancia de plantas citricas associadas a malvavisco
parece ser o fator para maior nivel populacional do acaro, além do posicionamento
das plantas nas parcelas.

Nas parcelas que n&o foram inéstadas artificialmente, laranja-grevilea-
laranja, laranja-malvavisco-laranja e laranja-sansao-do-campo-laranja, ndo foram

observados acaros, 0 que comprova sua baixa dispersao.

glg [l mim  sls gl Iml Isl

Figura 10. Numero médio de acaros Brevipalpus phoenicis transformados em arc-
sen (x + 0,5)"? nos diversos tratamentos, avaliado 90 dias apds a infestagdo em
15cm de ramo, de 8 plantas, ne tratamentos (glg=grevilelaranja-grevilea;
llI=laranja-laranja-laranja; mIim=malvaviscolaranja-malvavisco; sls=sansao-do-
campo-laranja-sansao-do-campo; Igl=laranjagrevilea-laranja; Iml=laranja
malvavisco-laranja; Isl=laranja-sansé&o-do-campo-laranja). Médias com as mesmas

letras ndo diferem estatisticamente.
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Figura 11. Numero médio de acaros Brevipalpus phoenicis transformados em arc-
sen (x + 0,5)"? nos diversos tratamentos, avaliado 180 dias ap6s a infestagcdo em
15cm de ramo, de 8 plantas (gi=grevile-laranja-grevilea; lll=laranja-laranja-
laranja; mim=malvaviscelaranja-malvavisco; sls=sansdedo-campo-laranja-
sansdo-do-campo; Igl=laranjagrevilea-laranja;  Iml=laranjamalvavisco-laranja;
Isl=laranja-sans&do-do-campo-laranja). Médias com as mesmas letras nao diferem

estatisticamente.

4.2.4 Incidéncia de leprose nas plantas de laranja

4.2.4.1 Incidéncia de leprose nas plantas de laranja diretanente
infestadas (plantas centrais)

Apds 90 dias da ultima infestagdo artificial de acaros, as plantas de laranja,
em posicao central nas parcelss, apresentaram altos niveis populacionais e
incidéncia de leprose que vararam de 75 a 100%. O tratamenb que continha
malvavisco nas laterais apresentou 100% de plantas de laraja com leprose
(Figura 12).
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Figura 12. Porcentagem de plantas de laanjas infestadas com Brevipalpus

phoenicis viruliferos com sintomas de leprose, nos tratamentos lll=laranja-laranja-
laranja; glg=grevilealaranja-grevilea; mlm=malvaviscelaranja-malvavisco;

sls=sansao-do-campo-laranja-sansao-do-campo.

Os resultados observados, quanto ao percentual de incidéncia de leprose
nas plantas citricas, foram bem elevados, se comparados aos observados por
RODRIGUES (2000), que observou 50% de plantas com leprose ap6s 50 dias de

infestacao.

4.2.4.2 Incidéncia de leprose nas plantas de laranja plantadas ao lado
de plantas diretamente infestadas

As duas avaliagcbes de incidénda de leprose nas plantas de branja que
estavam em posicao lateral as plantas diretamente infestadas, 90 e 180 dias apds
infestacdo, mostram a evolugéo dos sintomas e também o aumento na incidéncia,
na maioria dos tratamentos, de uma avaliagéo para outra (Figura 13).

O tratamento contendo apenas plantas de laranja foi 0 que obteve a maior
incidéncia de leprose em ambas as avaliagbes, e também um maior crescimento,
na ordem de 20% de uma avaliagdo para outra. Em contrapartida, o tratamento

contendo plantas de sansao-do-campo manteve o mesmo nivel (Figura 13).
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Figura 13. Incidéncia de leprose (%) nas plantas de laranja plantadas ao lado de
plantas de grevilea (Igl), laranja (lll), malvavisco (Iml) e sansdo-do-campo (lsl), 90 e

180 dias apo6s serem infestadas artificialmente com Brevipalpus phoenicis.

Avaliagbes nas plantas & laranja efetuadas apdés 90 das da ultima
infestacdo mostraram até que aquele momento ndo havia diferenca significativa
entre os tratamentos (Tabela 5).

Esses resultados indicam que a incidéncia de leprose se encontrava baixa e
achava dispersa; provavelmente, a causa de n&o apresentar, estatisticamente,
diferencas entre os tratamentos, pode indicar, também, que a populagcdo de
acaros no campo nao se infectou uniformemente, causando, como conseqiiéncia,
uma variagdo muito grande na incidéncia da leprose nas plantas.

Por outro lado, apés 180 dias, as diferencas estatisticas fcaram mais
evidentes, mostrando que o trdamento de maior incidéncia de sintomas de
leprose foi o que possuia apenas plantas de laranja (lll); em posi¢céo intermediaria
ficou o tratamento que possuia laranjeiras plantadas ao lado de malvavisco (Iml);
ja os tratamentos com plantas de grevilea (Igl) e sansao-do-campo (Isl); obtiveram

incidéncia igualmente inferior (Tabela 6).
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Tabela 5. Incidéncia de leprose nas phntas de laranja plantadas ao lado de
plantas de grevilea (Igl), laranja (lll), malvavisco (Iml) e sansdo-do-campo (Isl), 90

dias ap6s serem infestadas artificialmente com Brevipalpus phoenicis viruliferos.

Tratamentos Incidéncia de leprose
laranja-laranja-laranja (lll) 11,16 A*
laranja-sansao-do-campo-laranja (Isl) 7,32 A
laranja-malvavisco-laranja (Iml) 7,18 A
laranja-grevilea-laranja (Igl) 4,80 A

* Dados transformados em arc-sen (x + 0,5)"% médias seguidas de mesma letra ndo diferem

entre si, pelo teste de Tukey.

Tabela 6. Incidéncia de leprose nas phntas de laranja plantadas ao lado de
plantas de grevilea (Igl), laranja (lll), malvavisco (Iml) e sansdo-do-campo (Isl), 180

dias apos serem infestadas artificialmente com Brevipalpus phoenicis viruliferos.

Tratamentos Incidéncia de leprose
laranja-laranja-laranja (lll) 14,38 A~
laranja-malvavisco-laranja (Iml) 9,71 AB
laranja-sansao-do-campo-laranja (Isl) 7,55 B
laranja-grevilea-laranja (Igl) 6,29 B

* Dados transformados em arc-sen (x + 0,5)"% médias seguidas de mesma letra n3o diferem

entre si, pelo teste de Tukey.
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Os resultados apresentados de laranja e malvavisco foram coerentes com
os dados observados nas analises do experimento em casa de vegetacéo, em que
a contaminacao de leprose nas plantas malvavisco e em laranja foi detectada por

todos os métodos utilizados (Tabela 3).

O nivel populacional de B. phoenicis, bem como a incidéncia de lepose
foram altos no tratamento em que as plantas de malvavisco foram infestadas (Iml).
Dessa forma, em condi¢des de campo, asim como acontece em plantas &
laranja, malvavisco pode comportar-se como fonte de indculo do virus e de acaros
aptos a se dispersarem para plantas de citros, motivo pelo qual deve ser evitada
em pomares de citros, mostrando-se imprdpria como cerca-viva.

Por outro lado, nos tratamentos que tiveram plantas de grevilea e sansao-
do-campo infestadas com acaros viruliferos, a incidéncia de leprose nas plantas
de laranja, foi baixa, indicando que essas plantas, além de ndo se mostraram
favoraveis ao desenvolvimento dos acaros, sdo menos importantes como fontes
de in6culo do virus, conseqientemente apresentando menos risco para o pomar
citrico.

A incidéncia de leprose em plantas de laranja, relacionada com o numero
de acaros, mostrou um baixo coeficiente de correlagéo (55%) (Figura 14), uma vez
que em uma populacéo de acaros nem todos se contaminam, ja que a leprose néo
€ sistémica e ha necessidade @ acaro se alimentar em locais lesionados
BASSANESI & LARANJEIRA (2006), a populagéo de acaros virulifera neste caso

pode estar em baixo numero em malvavisco.
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Figura 14. Relagéo entre a incidéncia de plantas de laranja com leprose e o

numero de Brevipalpus phoenicis.

4.2.5 Severidade de leprose

4.2.5.1 Severidade de leprose nas plantas de laranja diretamente infestadas

Aos 90 dias ap6s a ultima infestacdo, todas as plantas de laranja centrais,
diretamente infestadas, apresentaram avancado grau de severidade da doenca,
com desfolha intensa e morte de ramos (nota 5) (Figura 15).

A incidéncia (Figura 13) e a everidade de leprose (Figura B) no
tratamento Iml foram semelhantes, pois apresentaram maior numero de plantas
com sintomas e maior grau de severidade. Por outro lado, os dados de incidéncia
nos demais tratamentos foram muito préximos entre si, e a seeridade foi

distribuida em todas as notas.
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Figura 15. Severidade de leprose nas plantas de laranja infestadas com acaros
Brevipalpus phoenicis viruliferos, tendo, lateralmente, plantas de grevileas (glg),

laranja (lll), malvavisco (mIm) e sansao-de-campo (sls).

4.25.2 Severidade de leprose nas plantas de laranja nédo indstadas

diretamente

Aos 90 dias ap6s a ultima infetagdo, somente os tratamentos que
constavam de plantas de laranja no centro da parcela (lll), apresentaram lesdes
foliares e necrose nos ramos fiota 3), tendo sido a maior nda atribuida. O
tratamento Igl, por outro lado, foi 0 que apresentou menor severidade da leprose
nas plantas de laranja, tendo sido atribuido nota1. Os demais tratamentos (Isl) e
(Iml) apresentaram grau de sewridade 2, por apresentarem plantas de laranja

com lesdes foliares e em ramos finos (Figura 16).
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Figura 16. Severidade de leprose nas plantas de laranja plantadas ao lado de
plantas de grevilea (Igl), laranja (lll), malvavisco (Iml) e sansdo-do-campo (Isl), 90

dias apos serem infestadas artificialmente com Brevipalpus phoenicis viruliferos.

Apds 180 dias da infestacdo, um maior numero de tratamentos atingiram
nota 3 (lll, Iml e Isl), com excecdo do tratamento Igl que continuou a apresentar
somente nota 2 de severidade (Figura 17).

A auséncia de sintomas esteve presente em todos os tratamentos e nas
mesmas propor¢des apresentadas 90 dias apds a infestagdo, irdicando que o
numero de plantas infestadas rdo evoluiu, porém intensificou a gravidade dos
sintomas das plantas, facilmente visualizada no tratamento Igl.

O tipo de tratamento parece ifluenciar na severidade dos shtomas
apresentados nas laranjeiras, da mesma forma que a incidénca, na seguinte
ordem de severidade, do maior grau no tratamento lll, seguido igualmente por Isl e
Iml, e por Igl.

Apesar de as notas 4 e 5 néo terem sido atribuidas a nenhum tratamento,
acredita-se que a evolugdo dos sintomas prossiga para o aumento da gravidade

desses sintomas (Figura 17).
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Figura 17. Severidade de leprose nas laranjeiras plantadas ao lado de plantas de
grevilea (Igl), laranja (lll), malvavisco (Iml) e sansao-do-campo (Isl), 180 dias apds

serem infestadas artificialmente com Brevipalpus phoenicis viruliferos.

Das espécies estudadas, malvavisco é considerada a planta que oferece
maior risco ao pomar citrico por apresentar como fonte de inbculo o virus da
leprose e mostrar-se muito favoravel ao desenvolvimento populacional do acaro,
tal como a laranja Péra. As laranjeiras plantadas ao lado de plantas de malvavisco
infestadas com acaros viruliferos apresentaram incidéncia de leprose similares
aos niveis de incidéncia das plantas de laranja plantadas ao lado de laranjeiras
infestadas com acaros viruliferas.

Por outro lado, as plantas de grevilea e sansdo-do-campo ndo mostraram o
mesmo risco para o pomar citrico, pois foram menos favoraveis ao acaro, e a
disseminacéo do virus foi menor.

Os quebra-ventos sao muito utilizados em pomares citricos, principalmente
para reduzir a disseminacgéo de acaros (GRAVENA, 1991), uma vez que estes tém
mecanismos de disseminagao limitados em comparacao aos insetbs, todavia a
escolha da planta a ser utilizada como quebra-ventos deve recair naquela que nao
seja hospedeira do B. phoenicis (ULIAN & OLIVEIRA, 2002).
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Dentre as cercas-vivas estudadas, o malvavisco é a que oferece maior
risco, bem como a trapoeraba ®mo planta infestante, motivo pelo qual elas
devem ser evitadas nos pomares com o intuito de diminuir o risco de incidéncia de

leprose.
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IV CONCLUSOES

1.

O virus da leprose dos citros (CiLV-C) é capaz de infectar Bixa orellana
(urucum), Commelina benghalensis, Citrus sinensis (laranjeira Natal), Grevilea
robusta (grevilea), Hibisco rosasinensis (hibisco) e Malvavisco arboreus

(malvavisco).

B. phoenicis é capaz de transmitir CiLV-C de hibisco; malvavisco; grevilea;;

urucum; e trapoeraba para os citros e vice-versa.

A técnica de transcrigéo reversa da reacao em cadeia da polimerase (RT-PCR)
foi a mais sensivel dente as estudadas (visualizacdo @& sintomas, a
microscopia eletronica de transmissao e RT-PCR) para a deteccéo do virus da

leprose.

Os sintomas atribuidos a leprcse em H. rosa-sinensis caracterizam-se por
apresentarem manchas circulares cloréticas e necroéticas nas folhas; em M.
arboreus, pontuacdes verdes em folhas snescentes; em C. benghalensis,
manchas verdes em tecidos senescentes; em B. orellana e G. robusta néo

foram bem definidos.

O acaro da leprose B. phoenicis coloniza com a mesma eficiénda plantas de

laranja e M. arboreus.

6.Laranjeiras plantadas proximas a plantas de laranja ou de nlaavisco

infestadas com acaros viruliferos apresentam incidéncia simiar de leprose,
sugerindo que a transmissao do CiLV-C de malvavisco para laranjeira seja tao

eficiente quanto de laranjeira para laranjeira
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