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POTENCIAL DE FOLHAS, FRUTOS E RAMOS DE CITROS COMO FONTE DE
INOCULO DO ViRUS DA LEPROSE DOS CITROS
BRUNA AP. CUNHA'; MARIA A. NUNES?; ALEX JR. SOARES?; MARCELA P.
BERGAMINI?; MARINES BASTIANEL?;
JULIANA FREITAS-ASTUA?3; VALDENICE M. NOVELLI*
N2 11113

RESUMO

A leprose é considerada a doenga viral de maior importancia econémica dos citros no
Brasil, especialmente no estado de Sao Paulo, onde causa prejuizos anuais estimados
em 100 milhdes de doblares aos produtores s. A doencga é causada pelo Citrus leprosis
virus C (CiLV-C) e transmitida pelo acaro Brevipalpus phoenicis. Os sintomas sao
caracterizados por lesdes locais, cloréticas e necréticas, em folhas, frutos e ramos.
Dependendo do nivel de infestagdo, as plantas com leprose podem apresentar
acentuada queda de frutos e definhamento, terminando com a sua morte. Alguns
estudos sugerem que nem todas as lesdes de leprose constituem-se em fontes de
indculo da doenga, quer por ndo conter mais o0 virus, quer em razao de sua baixa
titulagdo, ou ainda, pela impossibilidade de o virus ser adquirido pelos acaros. O
objetivo deste trabalho foi verificar, por ensaios biolégicos e moleculares, o potencial
de diferentes tipos de lesées em folhas, frutos e ramos sintomaticos, como fonte de
in6culo e disseminagdo do CiLV-C. Através dos resultados obtidos foi possivel
estabelecer o tipo de lesdo em folhas, frutos e ramos com maior potencial como fonte
de in6culo do virus. Estas informacbes deverdo auxiliar os produtores para o correto

manejo da doenga no campo.
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ABSTRACT

Leprosis is considered the most important viral disease affecting citrus in Brazil,
especially in Sdo Paulo State, where annual losses are estimated in 100 million dollars.
The disease is caused by Citrus leprosis virus C (CiLV-C) and transmitted by
Brevipalpus phoenicis mites. Leprosis is characterized by the presence of chlorotic and
necrotic localized lesions in leaves, fruits, and branches. Depending on the level of
infestation, the plants may have accentuated leaf and fruit drop, and can die. Some
studies suggest that not all lesions are sources of inoculum of the virus. The objective
of this study was to evaluate the potential of different types of lesions (chlorotic and
necrotic) on leaves, fruits and branches as sources of inoculum of CiLV-C. Through
these results it was possible to determine the type of lesion on leaves, fruits and
branches with the greatest potential as source of inoculum of CiLV-C. This information
may lead to a better management of the disease in the field.

INTRODUCAO

O Brasil é o maior produtor e exportador mundial de laranja, com uma
estimativa de receita para exportacao brasileira de dois bilhdes de ddlares para a safra
2010/2011 (Citrus BR, 2011 http://www.citrusbr.com.br). Porém, embora competitiva, a
citricultura brasileira é bastante vulneravel em fungédo da estreita base genética e dos
diversos problemas fitossanitarios. Dentre esses problemas, a leprose dos citros é
considerada uma das doencas de maior importancia econémica, especialmente no
estado de Sao Paulo. A leprose foi descrita originalmente na Flérida (EUA) ha mais de
100 anos, e relatada nas décadas seguintes no Paraguai, Argentina, Uruguai e Brasil,
recentemente constatada na Bolivia, Venezuela, Colémbia, e em praticamente todos
os paises da América Central e no México (BASTIANEL et al., 2010). Esta
disseminacao pelas Américas causa preocupacao aos EUA, onde a leprose dos citros
nao é relatada desde os anos 1970, e as ilhas do Caribe, ainda indenes, pelos
possiveis danos que a doenga possa vir a causar, dada sua natureza destrutiva.

A doencga é causada pelo Citrus leprosis virus C (CiLV-C) e transmitida por
acaros do género Brevipalpus spp., sendo que a espécie B. phoenicis € o vetor
dominante no estado de Sdo Paulo (RODRIGUES et al., 2005). O acaro pode adquirir
e inocular o CiLV-C em qualquer fase ativa de seu desenvolvimento (larva, ninfa e
adulto), ndo havendo passagem transovariana do virus (BOARETTO et al., 1993;
NOVELLI et al., 2005), portanto o CiLV-C uma vez adquirido ndo é transmitido as
geragdes posteriores.
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Os sintomas da doenca séo caracterizados por lesées locais em folhas, frutos,
ramos e, quando a planta apresenta alta taxa de infecgdo, pode ocorrer queda
prematura dos frutos e definhamento, levando a planta a morte (ROSSETTI, 2001).
Em geral, acarreta sérios prejuizos a cultura, tanto com relagdo as perdas de
producéo, quanto para o controle da doenca. Estimam-se gastos na ordem de 60 a
100 milhdes de dblares com uso de acaricidas e, dependendo do grau de infestacéo e
da suscetibilidade da variedade a doenca, pode ocorrer a reducao de 30 a 100% da
producédo (BASTIANEL et al., 2010). Portanto, na quase totalidade dos pomares, o
manejo € feito de maneira preventiva e o controle por acaricidas representa o mais
importante grupo de produtos fitossanitarios usados na citricultura brasileira.

Provavelmente, nem todas as lesdes constituem-se em fontes de in6culo da
doenca, quer por ndo conter mais o virus, quer em razdo de sua baixa titulagdo, ou
ainda, pela impossibilidade de o virus ser adquirido pelos acaros devido as condigbes
inadequadas para sua alimentagéo. Assim, embora as lesdes possam, supostamente,
oferecer condi¢cdes ao acaro para seu abrigo e reprodugéo, nao é comprovado se de
fato constituem-se em fontes de alimentagéo e aquisi¢cao do CiLV-C.

Dado o exposto, ressalta-se a importancia de avaliar o risco que diferentes
tipos lesbes de leprose em folhas, frutos e ramos, em diferentes estadios de
suberificagdo, representam para a disseminagéo da doencga. Sendo assim, o objetivo
deste trabalho foi avaliar, através de ensaios biol6gicos e moleculares, o potencial de
diferentes tipos de les6es em folhas, frutos e ramos sintomaticos de plantas citricas,
como fonte de inéculo do CiLV-C, para subsidiar as praticas de reducao de inéculo no

manejo da doenca de forma econémica e pratica.

MATERIAL E METODOS

Material Vegetal
O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Acarologia, e em casa de
vegetacdo, no Centro APTA Citros “Sylvio Moreira” — IAC, Cordeirdpolis-SP. As
coletas de folhas, frutos e ramos com lesdes de leprose foram feitas em pomar
organico, de plantas de laranja Westin (Citrus sinensis L. Osbeck) enxertadas em
limao Cravo (C. limonia Osbeck), no municipio de Borborema/SP.



NA
\‘J(_IO. ““r
e .

52 Congresso Interinstitucional de Iniciacao Cientifica - CIIC 2011
9 a 11 de agosto de 2011 — Campinas, SP

&
¥, =
&) e

Nojevot?

Criacao-estoque de acaros B. phoenicis aviruliferos

A criacao-estoque de &caros nao-viruliferos, iniciada a partir de ovos, foi feita
sobre frutos de laranja doce (C. sinensis), dada a alta suscetibilidade destes a leprose.
Os frutos foram coletados em pomares isentos de pulverizagées, lavados e secos para
a total retirada, de possiveis acaros e insetos, sob microscopio estereoscédpico. Apds
limpeza, os frutos foram preparados seguindo metodologia padrao para preservagao e
isolamento dos &caros, conforme descrita em Rodrigues et al. (2007).

Sempre que necessario, os frutos em inicio de deterioragéo foram substituidos
por frutos de mesma origem, previamente preparados e vistoriados. A transferéncia
dos acaros foi feita pela justaposicdo e/ou encostia dos frutos. A criagao-estoque foi
mantida em sala climatizada a uma temperatura de 25°C, com umidade relativa do ar
de 70-90% e fotofase de 12 horas.

Tratamentos para verificar a capacidade de aquisicao e transmissao do CiLV-C
pelo B. phoenicis.

Os diferentes tecidos lesionados (folhas, frutos e ramos) foram coletados e
desinfectados no laboratério, conforme mencionado acima. Os tratamentos realizados
incluiram diferentes tipos de tecidos e lesdes de leprose (Tabela 1). Os ramos foram
selecionados e cortados em tamanhos de aproximadamente 23 cm de comprimento,
deixando 7 cm da parte apical do ramo e 10 cm da parte inferior delimitadas por cola
Tanglefoot®. Cada tratamento foi feito com 15 amostras de cada tipo de lesao,
clorética e necrética, com cinco repeticdes, sendo a cada trés amostras de tecido uma
repeticdo. Em seguida com auxilio de um pincel foram transferidos para cada ramo 30
fémeas adultas de B. phoenicis livres de CiLV-C. Os ramos infestados foram
colocados, separadamente, em suportes, € mantidos em bandejas contendo agua,
para evitar dessecamento. Apés infestagdo foram mantidos em sala climatizada com
temperatura de 25°C, umidade relativa do ar de 70-90% e fotofase de 12 horas.

Trinta folhas contendo lesdes clordticas e necréticas foram lavadas e
examinadas com auxilio de microscépio estereoscopico para eliminagéo de possiveis
acaros e insetos remanescentes. Apos a secagem, cada folha foi colocada em placa
de Petri e as bordas isoladas com tiras de algoddao umedecido, para impedir a fuga
dos acaros. Em seguida, com auxilio de um pincel foram transferidas para cada folha
30 fémeas adultas de B. phoenicis livres de CiLV-C. Apés, os tratamentos foram
mantidos em sala climatizada nas condi¢des anteriormente descritas.

Os frutos contendo as lesdes clordticas e necroticas foram previamente
preparados, lavados e desinfectados. Em seguida com auxilio de um pincel foram
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transferidas 30 fémeas adultas aviruliferas de B. phoenicis. Apés infestacao, os frutos
foram isolados em bandejas e mantidos em sala climatizada. Para todos os
tratamentos foram feitos experimentos controle, ou seja, acaros aviruliferos foram
transferidos para folhas, frutos e ramos sadios e sem lesdes. Apds cada infestacao, os
acaros foram mantidos nestes diferentes tecidos e lesdes, por aproximadamente 72 h
para aquisicao do CiLV-C.

Tabela 1. Relagédo dos tratamentos estabelecidos para a aquisi¢cdo e transmissao de
CiLV-C por B. phoenicis em ramos, folhas e frutos de laranja com sintomas de leprose.

Tratamentos

T1 Ramos com lesées cloréticas de leprose

T2 Ramos com lesGes necroticas de leprose

T3 Ramos sadio, sem sintomas de leprose (controle)
T4 Folhas com les6es cloroticas de leprose

T5 Folhas com lesdes necréticas de leprose

T6 Folhas sadias, sem sintomas de leprose (controle)
T7 Frutos com lesdes cloréticas de leprose

T8 Frutos com lesdes necroéticas de leprose

T9 Frutos sadios, sem sintomas de leprose (controle)

Avaliacao da aquisicao do CiLV-C pelos acaros

Apés periodo de aquisicdo (72 h) as amostras de cada tratamento foram
transferidas em grupos de 10 &caros para microtubos e avaliadas quanto a
infectividade nos diferentes tipos de tecidos e lesdes, através de RT-PCR de acordo
com metodologia descrita em Kubo et al. (2011).
Avaliacao da transmissao do CiLV-C pelos acaros

Aproximadamente 15 &caros de cada tratamento (folhas, frutos e ramos) foram
transferidos, com auxilio de um pincel, para 5 plantulas sadias de laranja doce.
Diariamente, por um periodo de até 60 dias, ap6s a transferéncia dos acaros, foi
verificado o surgimento de lesdes de leprose. Estas plantas foram mantidas em casa
de vegetacao e irrigadas sempre que necessario.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Para verificacdo da aquisicao do CiLV-C por B. phoenicis, através de RT-PCR,

utilizando iniciadores génicos especificos, em 100% dos acaros mantidos isolados em
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folhas contendo lesbes cloréticas de leprose foi detectada a presenca do virus.
Enquanto que, nas lesdes necréticas de folhas o percentual de acaros diagnosticados
como positivos foi de 60%. Ja para as amostras provenientes das lesdes em frutos
este percentual variou de 80% de acaros positivos para as lesdes cloréticas e 60%
para os de lesbGes necroticas. Portanto, embora tenham ocorrido variagbes no
percentual de amostras positivas, em ambos os tipos de tecidos (folhas e frutos) e de
lesbes (cloréticas e necroticas) os acaros foram capazes de adquirir o CiLV-C.
Experimentos anteriores de Cunha et al. (2010) também sugeriram que ambos os tipos
de lesdes em ramos de citros podem ser importantes fontes de in6culo e devem ser
considerados no manejo da doenca para evitar a disseminagao do virus nos pomares.

Quanto a transmissédo do CiLV-C, ap6s aproximadamente 20 dias, 100% das
plantulas infestadas com os &acaros provenientes das lesdes cloréticas de folhas e
frutos apresentaram sintomas caracteristicos de leprose. Enquanto que 80 e 100% das
plantulas infestadas com &caros das lesGes necréticas de folhas e frutos,
respectivamente, foram positivas para a doenga (Figura 1).

Figura 1: Plantulas de laranja com sintomas de leprose, apés infestagdo com acaros
provenientes de folhas com lesdes cloréticas (A) e necréticas (B), e com acaros de
frutos com lesdes cloréticas (C) e necréticas (D).

No experimento de transmissao utilizando ramos, para as plantas infestadas
com os acaros mantidos em lesdes, aproximadamente 100% apresentaram sintomas
tipicos de leprose, tanto para as amostras de acaros provenientes de lesdes cloréticas,
quanto para os de lesGes necréticas, confirmando o potencial deste tipo de tecido
lesionado como fonte de inéculo do CiLV-C. Para o experimento de aquisicdo, 0s
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resultados de RT-PCR nao foram conclusivos e estdo em andamento novas
repeticdes. Entretanto, devido aos resultados de transmisséo terem sido positivos, ou
seja, as plantas infestadas com &caros provenientes das lesdes apresentaram
sintomas, podemos indiretamente concluir que ocorre a aquisicao do CiLV-C.

Os resultados deste experimento, investigando os diferentes tipos de tecidos e
lesbes, estdo sumarizados na Tabela 2. Esses dados corroboram os trabalhos de
Pattaro (2006) e Andrade et al. (2010) ressaltando a importancia da poda e retirada de
material com lesées em campo e, portanto, respondem o constante questionamento
dos produtores quanto a importancia dos diferentes tipos de tecidos e lesGes de
leprose como fonte de in6culo. Sendo assim, consideramos que tanto as lesdes
cloréticas quanto as necroticas, nos diferentes tecidos da planta, devem ser
eliminados do campo, mantendo em baixa a porcentagem de inéculo e diminuindo

assim a oportunidade do &caro tornar-se infectivo.

Tabela 2: Porcentagem de plantas e RT-PCR positivos para o CiLV-C, de acordo com

o tipo de lesdo em ramos, folhas e frutos. CL = lesao clorética, NE = lesao necrética.

* dados inconclusivos

TRATAMENTOS  PLANTAS RT-PCR

RAMO CL 70% *
RAMO NE 80% *
FOLHA CL 100% 100%
FOLHA NE 80% 60%
FRUTO CL 100% 80%
FRUTO NE 100% 60%

CONCLUSAO

Através dos resultados obtidos neste trabalho foi possivel verificar que nao
importa o tipo de 6rgao afetado ramo, folha e fruto, o acaro B. phoenicis é capaz de
adquirir e transmitir o virus da leprose, independente do tipo de lesao (clorética ou

necrotica).
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