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RESUMO

A leprose, uma das principais doengas da citricultura,
¢ causada pelo virus da leprose dos citros, tipo citoplasmatico
(Citrus leprosis virus, cytoplasmic type - CiLV-C), transmitido
de forma persistente por Brevipalpus phoenicis (Acari: Tenui-
palpidae). O virus permanece restrito a area da lesdo e, conse-
qiientemente, ocorre em baixo titulo na planta hospedeira. Dessa
forma, sua transmissdo ¢ altamente dependente do acaro vetor,
que deve ter condigoes adequadas para infestar satisfatoriamente
as plantas-teste. Brevipalpus spp. costumam ser encontrados em
pequeno numero no campo, normalmente em frutos e ramos,
proximos a abrigos, como lesdes de verrugose e galerias de larva
minadora. Em condi¢des de laboratorio, para aumentar as popu-
lagdes do acaro, comumente os individuos sdo mantidos sobre
frutos de citros que apresentam abrigos naturais ou em frutos
que simulem verrugose, utilizando-se de uma mistura de farinha
de trigo, gesso, areia fina e dgua. Nesse estudo, empregou-se a
mesma mistura em folhas de citros com o objetivo de facilitar
a fixagdo e a reprodug@o dos acaros nas plantas e aumentar a
eficiéncia de transmissdo do CiLV-C em estudos controlados
sobre a leprose, em casa de vegetagao.

Termos de indexacao: CiLV-C, verrugose, laranja doce, acaro,
Brevipalpus.
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das principais atividades do agronegdcio, tendo a exportacao de sucos de
laranja na safra de 2006/07 superado 2,0 bilhdes de dolares (SECEX/MDIC,
2007). A produtividade da citricultura brasileira, entretanto, ainda ¢ relati-
vamente baixa, basicamente por causa de pragas e doencas, cujos controles
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SUMMARY

IMPROVED METHOD FOR EXPERIMENTAL
TRANSMISSION OF CITRUS LEPROSIS

Citrus leprosis, one of the main diseases of the crop,
is caused by Citrus leprosis virus, cytoplasmic type (CiLV-C)
and transmitted in a persistent manner by the mite vector (Bre-
vipalpus phoenicis). The virus is limited by the local lesions it
induces in susceptible hosts and, consequently, is found in low
concentrations in the host plant. Hence, its transmission is highly
dependent on the mite vector, which needs adequate conditions
to infest the test-plants accordingly. Brevipalpus spp. are often
found in low population densities, normally close to shelters
such as scab lesions and Asian leafminer galleries. Under labo-
ratory conditions, mite populations are commonly reared onto
citrus fruits presenting natural shelters or a mixture of wheat
flour, fine sand, gypsum and water that mimics scab lesions. In
this work we used this mixture on sweet orange leaves with the
objective to favor the mites establishment and reproduction and,
consequently, enhance the success of CiLV-C transmission in
greenhouses studies.

Index terms: CiLV-C, citrus scab, sweet orange, mite,
Brevipalpus.

1. INTRODUCAO

O Brasil, maior produtor de citros do mundo, tem na citricultura uma

representam elevada parcela dos custos de produgao.

Entre tais doengas, uma das mais importantes da cultura é causada
pelo virus da leprose dos citros (CiLV), transmitido de forma persistente por
Brevipalpus phoenicis, um acaro polifago e cosmopolita. O manejo da lepro-
se baseia-se no controle quimico do vetor, estimando-se, apenas no Estado
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de Sao Paulo, gastos acima de 80 milhdes de dolares/ano para esse controle
(NEVES et al., 2004). Apesar da grande relevancia, principalmente em Sao
Paulo, encontra-se o virus da leprose em todas as regides produtoras de citros
do Brasil e em varios paises das Américas do Sul e Central (BASTIANEL
et al., 20006).

Sao conhecidas duas formas do virus, referidas como nuclear (CiLV-
N) e citoplasmatica (CiLV-C), em fungdo da sua localizacao na célula vegetal
infectada (RODRIGUES et al., 2003). Essa tltima, no entanto, prevalece em
todas as regides onde a doenga foi relatada, e em mais de 90% dos pomares
brasileiros (BASTIANEL et al., 2006). Caracteriza-se por apresentar lesoes
circulares clordticas ou necroticas nas folhas, ramos e frutos, causando uma
diminuigdo drastica da producao em vista da desfolha e queda prematura dos
frutos (BITANCOURT, 1955).

O potencial do B. phoenicis como vetor de virus de plantas vem-se
tornando cada vez mais evidente, sendo o transmissor de cerca de 40 viroses
em diferentes culturas, incluindo, além dos citros, o café, o maracuja e varias
plantas ornamentais (KITAJIMA et al., 2003a, b). Os citros estdo entre as
mais de 400 plantas hospedeiras desse acaro, as quais incluem plantas sucu-
lentas, cactaceas, herbaceas, ornamentais e varias espécies arboreas (CHIL-
DERS et al., 2003).

A reprodug@o de Brevipalpus ¢ por partenogénese telitoca, com féme-
as originando individuos geneticamente idénticos, sendo que a reprodugdo
sexual raramente observada, ocorre em menos de 1% dos casos (HELLE et
al., 1980). Ao adquirir o virus, os acaros t€m a habilidade de transmiti-lo por
todo seu ciclo de vida, incluindo as fases de larva, ninfa e adulto. Sugeriu-
se que a relagdo virus-vetor seria do tipo persistente propagativa (RODRI-
GUES, 2000); entretanto, estudos de microscopia eletronica de transmissao
e PCR quantitativo em tempo real estdo em andamento para confirmar esse
fato (NICOLINI et al., 2007).

A nido-deteccdo de particulas virais em ovos de fémeas viruliferas
(NOVELLI et al., 2005) e a impossibilidade de transmissao do virus por in-
dividuos originarios dessas fémeas, confirmam a nao-transmissao transova-
riana do CiLV-C (BOARETTO et al., 1993). Apesar da aparente plasticidade
de adaptacao desse acaro, ainda ¢ um desafio manté-lo em condicdes ideais,
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em laboratdrio, para a realizagdo de testes de transmissdo e outros experi-
mentos biologicos. Em campo, os 4caros tém o habito de se esconder em
reentrancias nas plantas, onde depositam seus ovos, preferencialmente
em lesdes de verrugose causada pelos fungos Elsinoe fawcetti e E. aus-
tralis (BITANCOURT & JENKINS, 1936). Quando confinados em areas
pequenas, porém, ficam facilmente estressados, comprometendo o seu
desenvolvimento.

Laboratorios que mantém populacdes de Brevipalpus, principalmente
para trabalhos envolvendo resisténcia a acaricidas, utilizam uma mistura de fa-
rinha de trigo, gesso, areia fina e agua, a qual simula lesdes de verrugose e serve
como abrigo aos acaros, permitindo melhor adaptacao, reproducao e manuten-
¢do dessas populacdes (EVERALDO B. ALVES, comunicagao pessoal).

Dado o sucesso desse método em frutos, supde-se que tal procedimen-
to poderia favorecer também o desenvolvimento de dcaros em plantas-teste,
normalmente mudas sem frutos, utilizadas em experimentos envolvendo a
transmissdo do CiLV-C, tendo como conseqiiéncia direta o aumento do na-
mero de lesdes de leprose.

Visando favorecer a transmissdo do CiLV-C em experimentos con-
trolados, estabeleceu-se uma experiéncia para avaliar a eficadcia da mistura
de farinha de trigo, gesso, areia fina e agua, em folhas de plantas de citros,
objetivando-se a melhoria das condi¢des para o desenvolvimento e a manu-
tencdo de acaros nessas plantas.

2. MATERIAL E METODOS

Uma populagao de B. phoenicis proveniente de pomares com lepro-
se, do Centro APTA Citros ‘Sylvio Moreira’; foi estabelecida e multiplicada
em frutos de laranja Péra [Citrus sinensis (L.) Osb.]. Coletaram-se folhas
de laranja Péra sintomaticas para leprose do mesmo local, usando-as como
fonte de indculo inicial. Para a aquisi¢do do virus, mantiveram-se os acaros
sobre essas folhas sintomaticas por 48 horas, transferindo-os, apds esse pe-
riodo, para plantas-teste de laranja Péra. Realizaram-se quatro tratamentos e
utilizaram-se quatro repeti¢des de plantas para cada tratamento, totalizando
16 plantas, obtidas por sementes ¢ com oito meses de idade. Cada planta foi
infestada com 75 acaros, num total de 1.200 acaros. Os tratamentos foram:
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A. Acaros confinados em folhas delimitadas por cola entomolégica
contendo uma mistura de farinha de trigo, gesso ¢ areia fina, na propor¢ao de
1:1:2, mais agua para dar liga (25 4caros por folha, trés folhas por planta);

B. Acaros confinados em folhas delimitadas por cola entomoldgica
sem a mistura (25 acaros por folha, trés folhas por planta);

C. Acaros transferidos para uma unica folha de cada planta-teste con-
tendo a mistura de farinha de trigo, gesso e areia fina (1:1:2) mais agua, sem
a adicao de cola entomoldgica (75 acaros livres por planta);

D. Acaros transferidos para uma tnica folha de cada planta-teste sem
a mistura ¢ sem a cola entomologica (75 acaros livres por planta).

A eficiéncia de transmissdo do CiLV-C foi medida através da conta-
gem do niimero de lesdes tipicas de leprose aos 15, 19, 26 e 27 dias apos
a infestagdo. Analise da variancia e teste de comparacdo de médias foram
realizadas na ultima avaliagao por meio do programa estatistico SASM -Agri
(CANTERI et al., 2001).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas quatro avaliagdes fenotipicas para a presenga de sintomas carac-
teristicos de leprose dos citros, feitas aos 15, 19, 26 e 27 dias apos a infes-
tagdo com acaros viruliferos, considerou-se o namero de lesdes em folhas.
Nos tratamentos em que os acaros ndo foram confinados pelo uso da cola
entomologica, consideraram-se também as lesdes em peciolo e ramos. Le-
sdes caracteristicas da doenca, bem como o aspecto da mistura utilizada nas
folhas podem ser visualizadas na Figura 1. O numero de lesdes encontrado
em cada avaliagdo, para todos os tratamentos, considerando a média das le-
soes por planta, encontra-se na Tabela 1.

Observa-se que, a medida que aumenta o tempo de inoculagdo, ha
um aumento significativo do numero de lesdes para todos os tratamentos.
Esse aumento, contudo, é mais acentuado paras os tratamentos A e C (Figu-
ra 2). Ambos tiveram uma area coberta com uma mistura de farinha, gesso
e areia fina (Tabela 1).

LARANJA, Cordeiropolis, v.28, n.1-2, p.29-38, 2007



34 VANDECLEI RODRIGUES et al.

Figura 1. Folhas de laranja Péra infestadas com acaros viruliferos. 1) Lesdes em folhas
delimitadas por cola entomologica sem a mistura de farinha, gesso e areia fina
(tratamento B); 2) Folhas que receberam a mistura (tratamento C); e 3) Lesdes
em uma folha infestada, que recebeu a mistura (tratamento A) apds a sua retirada
para facilitar a visualizag¢@o dos sintomas.

A analise de comparacdo de médias, realizada para os dados observa-
dos em cada periodo de avaliagdo, mostrou que houve diferenga estatistica
significativa (p<0,05) entre os tratamentos que receberam a mistura de fari-
nha de trigo, gesso e areia fina (tratamentos A e C) e aqueles que ndo a rece-
beram (B e, D), independentemente de os acaros estarem ou nao confinados
pela cola entomologica. Tais resultados sugerem que a simulagdo de abrigos,
que servem de esconderijo para os acaros em folhas, favorecem a coloniza-
¢do dos mesmos na planta, propiciando maior eficiéncia na transmissao do
CiLV-C e, conseqiientemente, maior niimero de lesdes.

Apesar de os tratamentos A e C (os quais contém a mistura) terem apre-
sentado médias ndo estatisticamente diferentes (p > 0,05) no nimero de lesoes
por planta, indicando que ndo houve influéncia do confinamento dos acaros no
nimero médio de lesdes, deve-se atentar para o fato de que, no tratamento C,
grande nimero delas apareceu nos peciolos e ramos, o que dificulta a utiliza-
¢do dessas plantas tanto para ensaios biologicos quanto para moleculares.
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Tabela 1. Numero médio de lesdes observadas em cada tratamento (média de
quatro plantas). Para a analise de variancia transformaram-se as médias pelo
método da raiz quadrada.

Avaliagdes (d.a.i.!)

Tratamentos
1* (15) 2%(19) 3%(26) 44(27)

N° médio de lesdes por tratamento

A (acaros em folhas
delimitadas com cola e
com a mistura) 6,75a% 59,75a 154,00a 244,50a

B (&caros em folhas
delimitadas com cola ¢
sem a mistura) 0,00b 19,25b 43,25b 52,75b

C (&caros em folhas ndo
delimitadas e com a
mistura 9,25a 45,00a 124,00a 199,00a

D (acaros em folhas

nao delimitadas e sem a
mistura) 0,00b 11,75b 44,75b 59,75b

CV (%) 58,36 38,93 35,29 32,76

! Nameros de dias ap0s a infestagdo com acaros viruliferos; > Médias seguidas da mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Scott—Knott ao nivel de significancia de 5%.

Dessa forma, a decisdo de confinar ou ndo os acaros nas folhas deve
ser tomada em fungdo do objetivo do experimento. Os resultados mostraram
que acaros confinados proporcionaram maior numero de lesoes por folha, o
que € util, por exemplo, para fonte de indculo. Além disso, evita a queda de
folhas devido a ocorréncia de lesdes no peciolo, observadas nos tratamentos
em que os acaros foram mantidos livres na planta. Por outro lado, os acaros
livres tendem a colonizar melhor a planta, garantindo a manutengdo do ino-
culo por mais tempo. De fato, ALBUQUERQUE et al. (1995), avaliando o
comportamento de acaros em frutos de laranja Péra, com e sem verrugose,
demonstraram que acaros em frutos lisos, isto €, sem abrigos, apresentaram
maior movimentagdo, em fungdo da procura por abrigos, favorecendo a dis-
seminacao do virus para ramos e outros locais da planta.

LARANJA, Cordeiropolis, v.28, n.1-2, p.29-38, 2007



36 VANDECLEI RODRIGUES et al.

300 -
Avaliagoes
8 250 _
2 200 o1(15d.a.i.)
3 o2 (19d.a.i.)
e 190+ B3 (26d.ai)
[0 .d.l.
£ 100 -
3 D4 (28d.a.i.)
50 4
0

Tratamentos

Figura 2. Numero médio de lesdes por planta observadas em cada tratamento e em
cada avalia¢@o fenotipica realizada. d.a.i = dias apds a infestagdo com acaros
viruliferos.

Com esses resultados, pode-se concluir que a mistura de farinha, gesso
e areia fina propicia um abrigo adequado para os acaros, mimetizando con-
di¢des encontradas no campo, aumentando, assim, a eficiéncia da transmis-
sd0 do CiLV-C em condig¢des controladas. Também, vale ressaltar que esse
tratamento tem sido empregado com sucesso para estudos de transmissio de
outros virus transmitidos por Brevipalpus spp., como o da mancha anular do
cafeeiro (CoRSV - dados ndo mostrados).
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