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RESUMO

A leprose dos citros é causada pelo virus da leprose dos citros (Citrus leprosis virus C
— CiLV-C) e transmitida pelo éacaro Brevipalpus phoenicis Geijskes (Acari:
Tenuipalpidae). A doenca é caracterizada por lesdes cloréticas e necroticas em folhas,
frutos, e ramos e, dependendo do grau de infestagdo, pode gerar grandes prejuizos
aos citricultores. O manejo é feito com base no controle do vetor, quase que
exclusivamente com uso de acaricidas, 0 que compromete o0 orgamento citricola em
milhdes de dblares anuais. Especula-se que nem todos os tipos de lesdes de leprose
seriam viaveis para a colonizagdo do acaro e para a aquisicao do CiLV-C. O objetivo
deste trabalho foi verificar o potencial de diferentes tipos de ramos sintomaticos como
local de abrigo e multiplicagdo dos acaros, bem como a sua viabilidade como fontes de
in6culo e disseminacao do CiLV-C. Ramos com diferentes tipos de lesdes (cloréticas e
necréticas) e didmetros foram avaliados em ensaios para determinar a colonizagao,
além da aquisicao e transmissao do CiLV-C pelo acaro. Para verificar a presenca de
particulas do CiLV-C foram feitas andlises de RT-PCR de amostras de cada tipo de
lesdo. Os resultados mostraram que independente do tipo de lesdo (clorética ou
necrética) existe o risco de aquisicdo e transmissdo do CiLV-C. As analises
moleculares confirmaram a presenca do virus nas diferentes lesbes amostradas de
ramos. Dados preliminares sugerem ser possivel a colonizagédo e sobrevivéncia de B.
phoenicis sobre ramos sintomaticos. Os resultados deste trabalho serdo Uteis para o
estabelecimento de estratégias para 0 manejo da doenga em campo.
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ABSTRACT

Citrus leprosis is caused by Citrus leprosis virus C (CiLV-C) and transmitted by
Brevipalpus phoenicis Geijskes (Acari: Tenuipalpidae). The disease is characterized by
chlorotic and necrotic lesions on leaves, fruits and branches, and can cause severe
damage to the crop. The management of leprosis relies almost exclusively on the use
of acaricides, with millions of dollars spent annually in the control of the vector. It is
speculated that not all types of lesions are viable for colonization of the mite and
acquisition of the virus. The objective of this study was to evaluate the potential of
different types of symptomatic branches as substrate for mite development and
multiplication, sources of CiLV-C acquisition, and transmission. Branches in different
types of lesions (chlorotic or necrotic) and diameters were assessed for those
parameters. To verify the presence of CiLV-C, samples of each treatment were
analyzed by RT-PCR. Preliminary data suggest colonization and survival of B.
phoenicis on symptomatic branches. The results also showed that CiLV-C can be
acquired and transmitted regardless of the type of symptoms (chlorotic or necrotic) in
the branches. This information may be useful in establishing strategies for the
management of the disease in the field.

INTRODUCAO

O Brasil € o maior produtor e exportador de citros, com uma estimativa de safra
2011-2012 de 387 milhdes de caixas de laranja de 40,8 Kg. (Citrus BR, 2011
http://www.citrusbr.com.br). Embora competitiva, a citricultura brasileira apresenta
baixa produtividade, principalmente por ser afetada por inUmeras pragas e doencas,
estando entre as culturas com as maiores perdas devido ao ataque de insetos, acaros
e diversos patégenos.

A leprose dos citros é uma doencga viral de maior importancia econémica
recente, especialmente no estado de Sao Paulo. A disseminacdo da doenca pelas
Américas causa preocupacdes aos EUA, pois desde os anos 1970 ndo se tem relato
da leprose dos citros nessas areas (BASTIANEL et al., 2010). A doenca é causada
pelo virus da leprose dos citros (Citrus leprosis virus C, CiLV-C), e transmitida por
Brevipalpus phoenicis, acaro da familia Tenuipalpidae, cosmopolita e polifago.
Diferentemente de outras doencgas transmitidas por vetores, a leprose dos citros nao é
uma doencga sistémica, ou seja, seu patdgeno fica restrito ao local onde ocorreu
alimentagdo do acaro virulifero. Em geral, as folhas, ramos e frutos atacados
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apresentam lesées, que aparecem cerca de 17 a 60 dias apds a inoculagdo do virus
pelo acaro (BASTIANEL et al., 2006).

Dependendo da quantidade de lesbes, e da época de aparecimento de
sintomas, pode ocorrer intensa desfolha na planta e queda dos frutos, e nos ramos a
doenca pode levar ao descamamento e a seca, tornando-os improdutivos. A alta
infestagdo por acaros viruliferos pode levar a diminuigdo da vida util ou até a morte
das plantas, principalmente quando sao infectadas ainda jovens (ROSSETTI, 2001).

Embora existam diferentes tipos de lesées ocasionadas pelo CiLV-C, em varias
idades de ramos, supostamente, nem todas as lesdes constituem-se em fontes de
inbculo da doenca, quer por ndo conter mais o virus, quer em razao de sua baixa
titulacdo, ou ainda, pela impossibilidade de ser adquirido pelos acaros em razao de
condigcdes inadequadas para sua alimentagcdo. Dado o exposto, ressalta-se a
importancia de avaliar o risco que, diferentes lesbes de leprose em ramos, em
diferentes estagios de suberificacdo, representam para a multiplicacdo dos acaros e
para a disseminac¢ao da doenga em campo.

Neste contexto, os objetivos deste trabalho foram avaliar o potencial de
diferentes tipos de ramos sintomaticos de plantas citricas como fonte de inéculo do
virus da leprose dos citros, para subsidiar as praticas de redugao de indculo (poda de
ramos sintomaticos) no manejo da doenga e a viabilidade destes tecidos como locais
de abrigo e multiplicacdo das populagbes de &caros. Foram investigadas: (1) a
presenca do CiLV-C em lesbes de ramos citricos com diferentes didmetros e estadios
de suberificagdo (lesdes cloroticas e necroéticas); (2) a capacidade de colonizagéo e
sobrevivéncia de B. phoenicis nos diferentes tipos de ramos (cloréticos, necréticos e
ramos secos com lesdes); (3) a eficiéncia de aquisicdo do CiLV-C pelo acaro nas
diferentes lesdes de leprose em ramos; e (4) a eficiéncia de transmissédo do CiLV-C,
adquirido pelo B. phoenicis nas lesdes de leprose de ramos de varios didmetros, para
plantas sadias.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Centro APTA Citros “Sylvio Moreira™IAC

(CCSM-IAC), Cordeirépolis, SP, e as coletas de ramos foram feitas em pomares

comerciais de citros.
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Criacao de B. phoenicis

A criagao estoque de &caros aviruliferos foi multiplicada em frutos de laranja
doce (C. sinensis) e mantida em sala climatizada (25° C; 70-90% umidade e fotofase
de 12 h).

Selecao e preparo dos ramos para colonizacao e sobrevivéncia de B. phoenicis

Os ramos foram coletados com o auxilio de tesoura de poda e acondicionados
em sacos plasticos, mantidos sob refrigeracdo, até o inicio dos experimentos. O
experimento foi inteiramente casualizado, com 6 tratamentos repetidos 15 vezes,
sendo cada parcela representada por um segmento de ramo selecionado. Os ramos
foram selecionados com diferentes diametros e de acordo com os diferentes tipos de
lesbes avaliadas - lesbes antigas (necroticas) e recentes de leprose (cloréticas), e
ramos secos com lesdes.

Os ramos foram lavados e sob lupa retirados outros possiveis acaros e insetos
contaminantes. Em cada ramo, foi delimitada uma area de 10 cm nas extremidades, e
demarcadas com cola entomoldgica Tanglefoot®, para evitar a fuga dos &caros apds a
infestacao.

Para a colonizacao foram transferidos para as areas delimitadas, 10 acaros
adultos livres de CiLV-C, procedentes da criagdo-estoque. Apdés 15 a 30 dias da
infestacdo, tempo suficiente para completar um ciclo biolégico completo da populagéao

acarina, foi feita a contagem dos acaros em todas as fases de desenvolvimento.

Aquisicao e transmissao do CiLV-C nas diferentes les6es de leprose

Foram selecionados 15 segmentos de ramos com 15 cm de comprimento,
apresentando as caracteristicas de cada tratamento (lesbes cloréticas e necroéticas).
Apés limpeza e preparo dos ramos, as extremidades foram delimitadas por
Tanglefoot®. Cada segmento de ramo foi colocado, separadamente, em suportes,
sobre bandejas contendo agua para evitar ressecamento. Apds a infestacdo, os ramos
foram mantidos em sala climatizada (25°C; 70-90% de umidade e fotofase de 12 h).

As infestagbes foram feitas com 200 fémeas aviruliferas de B. phoenicis,
transferindo-as para cada seccéo isolada de ramo, seguindo os tratamentos. Os
acaros foram mantidos por trés dias (72 h) para alimentagédo nas lesées de leprose e
possivel aquisicdo do CiLV-C. Apés este periodo, os acaros de cada tratamento foram
transferidos em grupos de 10 para microtubos, com 3 repeticoes, e avaliados quanto a
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infectividade nos diferentes tipos de ramos e lesdes, através de diagndstico molecular
por RT-PCR (LOCALI et al., 2003).

Adicionalmente, para verificagao da transmissao do CiLV-C, 15 &caros de cada
tratamento foram transferidos para 5 plantulas sadias de laranja, mantidas em casa de
vegetacdo. Semanalmente, durante 60 dias, as plantulas foram inspecionadas para o
surgimento e a quantificagéo de lesodes.

Avaliacao da presenca do CiLV-C em de diferentes les6es de ramos

Apos a retirada dos acaros de cada um dos tipos de ramos e lesoes, foi feita a
extracdo do RNA viral ao redor do tecido vegetal lesionado seguindo 0 método para
extragdo do RNA total descrito por Gibbs & Mackenzie (1997). A presenga do virus foi
confirmada pela amplificacdo de fragmento especifico (LOCALI et al., 2003).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em ambos os tratamentos, utilizando ramos com lesées cloréticas e necréticas
como fonte de in6culo do CiLV-C, foram observadas plantas com sintomas iniciais de
leprose (Figura 1). Das plantas infestadas com acaros mantidos em ramos com lesdes
cloréticas, apds cerca de 20 dias, 70% apresentaram sintomas, enquanto para plantas

infestadas com acaros do tratamento com lesdes necréticas 80% foram sintomaticas.

Figura 1: Plantulas de laranja doce com sintomas tipicos de leprose, apos infestagao

com acaros mantidos em ramos com lesoes cloréticas e necroticas.
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As andlises moleculares dos tecidos cloréticos e necréticos também foram
positivas para presenga do CiLV-C (Figura 2). Ambos resultados, biologicos e
moleculares, comprovam que 0s acaros sao capazes de adquirir e transmitir o virus da

leprose para plantas sadias de citros.

M Br C+1 2 3 45 67 8 9 C

Figura 2: Padrdo de amplificagdo RT-PCR para a presenga do CiLV-C em amostras
de lesdes cloréticas e necréticas em ramos de citros. M: marcador (Ladder 1Kb), Br:
agua para controle da reagéo, C+: Controle Positivo, 1, 2, 3: lesdo de ramo necrdético,
4,5, 6: lesao de ramo clordtico, 7, 8, 9: lesdo em ramo seco; C-: controle negativo

No experimento de colonizagdo foram observados, em média, 212 ovos e 54
ninfas, apds cerca de 16 dias da infestacdo com acaros adultos. Assim, embora
preliminares, os resultados de colonizagao dos &caros nos diferentes ramos, sugerem
que o acaro é capaz de colonizar e se manter em qualquer tipo de lesao. Porém,
sugere-se que é necessario o tecido ser vegetativamente viavel para a alimentacao,
visto que nos testes usando ramos secos com lesées nao foram observados acaros
vivos apds periodo de 72h. Novos ensaios estdo sendo realizados para confirmar
estas informagdes. Nos experimentos utilizando ramos com diferentes didmetros ndo
foram observadas diferencas na eficiéncia de aquisicao e transmissao do CiLV-C.
Portanto, esta caracteristica ndo é determinante ou afeta a colonizacao dos acaros ou
a aquisicao do virus.

Diferentemente do que havia sido sugerido por Gravena (2005), que os
sintomas antigos de leprose poderiam n&o mais conter o virus, os resultados deste

trabalho demonstraram que tanto lesdes cloréticas quanto necréticas, independente do
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diametro e estagios de suberificagdo dos ramos sao fontes de inéculo do virus CiLV-C
e podem servir como abrigo para colonizagao e multiplicacao dos acaros.

CONCLUSAO

Os resultados bioldgicos e moleculares sugerem que em ramos de citros, tanto
as lesodes cloroticas quanto as necroticas sao fonte de indculo do virus da leprose e
podem potencializar a dispersdao da doengca em campo. Portanto, o0 manejo da doenca
em campo deve prever estratégias para eliminar estes tecidos que permanecem como

fonte de in6culo.
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