FITOPATOLOGIA

DETECCAO DO ViRUS DA LEPROSE
DOS CITROS NO ACARO VETOR

VALDENICE M. NOVELLI'?, JULIANA FREITAS-ASTUA'3,
ELIANE C. LOCALI-FABRIS', MARINES BASTIANEL', RENATA ANTONIOLI-LUIZON',
BERGHEM MORAIS RIBEIRO' e MARCOS ANTONIO MACHADO!

RESUMO

Aleprose dos citros, doenga causada pelo CiLV-C (Citrus
leprosis virus, cytoplasmic type), e transmitida por acaros Bre-
vipalpus spp., compromete o or¢amento citricola em milhdes de
dolares no controle de seu vetor. Ao adquirir o CiLV-C, o acaro
torna-se virulifero por toda sua vida, elevando as possibilidades
de surtos da doenga. A presenca do acaro nao resulta necessaria-
mente no aumento da doenga, pois eles podem estar aviruliferos
(sem o virus). O desenvolvimento de um método molecular
confiavel e sensivel para a diagnose da leprose, com base no
genoma do CiLV-C, trouxe a perspectiva de realizar a detecgao
do virus no vetor, antes mesmo do aparecimento dos sintomas
nas plantas no campo. Foi possivel identificar a presenga do virus
em amostras de laboratdrio contendo quantidades diferentes de
acaros, sendo padronizado o numero médio de dez acaros para
resultados confiaveis. Embora alguns métodos ainda necessitem
de aprimoramento, principalmente para as amostras vindas do
campo, esses dados sugerem que a detec¢do do CiLV-C em po-
pulagdes de Brevipalpus spp. pode contribuir para um manejo
racional da leprose nos pomares, com implicagdes importantes
na redug@o do 6nus econéomico ¢ ambiental.

Termos de indexacio: citros, Brevipalpus spp., diagndstico.
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SUMMARY

DETECTION AND MONITORING
OF CITRUS LEPROSIS VIRUS IN THE MITE VECTOR

Citrus leprosis, disease caused by CiLV-C (Citrus leprosis
virus, cytoplasmic type) and transmitted by false spider mites of
the Brevipalpus genus, is responsible for several million dollars
spent every year for the chemical control of the vector. Once
the mites acquire CiLV-C, they become viruliferous for their
whole life, increasing their chances of transmitting the disease.
On the other hand, the presence of the mites does not result
necessarily in the increase incidence of the disease, since they
can be non-viruliferous (without the virus). The development of
a sensitive molecular method for the diagnosis of leprosis based
on the CiLV-C genome enabled the perspective of detecting and
monitoring viruliferous mite populations, before the appearance
of the symptoms in the field. In collaboration with citrus produ-
cers, preliminary studies demonstrated that this method presents
a potential tool for the control and management of leprosis,
with important implications on the reduction of economical and
environmental costs.

Index terms: citrus, Brevipalpus spp., diagnosis.

1. INTRODUCAO

A leprose, doenga causada pelo virus da leprose dos citros, tipo cito-
plasmatico (Citrus leprosis virus, cytoplasmic type - CiLV-C), e transmitida
pelo acaro tenuipalpideo Brevipalpus phoenicis Geijskes, é considerada uma
das doengas virais de maior importancia nos pomares brasileiros (MULLER
etal., 2005). Dependendo do grau de infestagdo e da suscetibilidade da varie-
dade, pode ocorrer grande prejuizo da producao com a reducao da vida ttil
da planta, devido a queda de folhas, seca de ramos e depreciacdo dos frutos.

O manejo da doenga ¢ feito preventivamente pelo controle quimico
do vetor, com gastos em acaricidas estimados em 80 milhdes de délares/ano,
representando um dos maiores custos entre os tratamentos fitossanitarios em
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pomares citricos brasileiros (NEVES et al., 2004). Nos tltimos anos, a im-
portancia da leprose tem aumentado no mundo, principalmente pela cons-
tatacdo de focos da doenga em outros paises da América do Sul e Central
(BASTIANEL et al., 2006).

Sabe-se que apenas a presenca do vetor nos pomares ndo acarreta pre-
juizos, mas, sim, a disponibilidade de fontes de inoculo (CiLV-C). Condigdes
ambientais favoraveis, portanto, como a utilizagdo de variedades altamente
suscetiveis e o longo periodo de laténcia, entre 20 e 60 dias para o apareci-
mento dos primeiros sintomas, podem levar a ocorréncia de surtos da doenga
no campo e, conseqiientemente, a deteccdo do patdégeno quando o controle ja
esta bastante dificil (CHIAVEGATO & SALIBE, 1984).

Alguns estudos sugerem que o 4caro ndo se movimenta nos pomares
de forma tdo rapida quanto a maioria dos vetores de doencgas em plantas,
possivelmente por sua anatomia plana e pelo comportamento de se esconder
em frestas ou saliéncias, como nas lesdes de verrugose em frutos (ALVES,
2004). Assim, embora a dispersdo do acaro da leprose possa ser limitada em
um pomar, em longo prazo, o numero de acaros que se dispersam pode ser
suficiente para formar focos significativos de infestacao, sendo esse um fator
a considerar na epidemiologia da doencga no campo (ALVES, 2004).

Recentemente, estudando o padrio espacial da doenga, BASSANEZI
& LARANIJEIRA (2007), verificaram que a correlagdo espacial entre plan-
tas infestadas por acaros e plantas com sintomas é muito baixa. Segundo
esses autores, nos pomares estudados, as plantas sintomaticas apresentaram
um padrio agregado, enquanto as infestadas com acaros, ndo. A auséncia de
sintomas nas plantas infestadas poderia ser explicada pela presenca de popu-
lagdes aviruliferas de B. phoenicis.

Acredita-se que o monitoramento e a amostragem do 4caro sao fun-
damentais para determinar quando e onde devera ser feito o controle. Nesse
sentido, a predicao de populagdes do acaro aviruliferas e viruliferas, junta-
mente com dados da distribui¢do espacial de plantas com sintomas de le-
prose, seriam de grande auxilio para o entendimento da epidemiologia da
doenca e o conseqiiente aprimoramento de estratégias de manejo com menor
impacto ao meio ambiente.
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A possibilidade de monitorar populagdes de acaros tornou-se real a
partir do desenvolvimento de um teste molecular sensivel para a detec¢ao do
CiLV-C (LOCALI et al., 2003). No presente trabalho, utilizando populacdes
de acaros mantidas sob condigdes controladas e amostras de campo, apresen-
tam-se os primeiros resultados para a validagdo desse teste na detec¢ao de
acaros viruliferos e as expectativas de aplicacdo desse método para auxiliar
o manejo da doenca em campo.

2. MATERIAL E METODOS

Para avaliar o potencial do método desenvolvido para detectar a pre-
senca do virus da leprose (CiLV-C) em B. phoenicis, utilizaram-se amostras
de duas populagodes de acaros aviruliferas e viruliferas, mantidas sobre frutos
de laranja doce variedade Péra [Citrus sinensis (L.) Osbeck], na Clinica En-
tomologica de Citros do Centro APTA Citros ‘Sylvio Moreira’. Obtiveram-
se as amostras viruliferas a partir da permanéncia de acaros em lesdes folia-
res de leprose, por 72 horas, para que, por meio da alimentag@o, houvesse a
aquisi¢do do CiLV-C.

Adicionalmente, realizaram-se analises em, aproximadamente, 120
amostras de acaros provenientes de pomares de trés localidades citricolas
paulistas: Casa Branca, Itapetininga e Brotas. Coletaram-se tais amostras pe-
los produtores, em frutos, aleatoriamente nos pomares, sem nosso conheci-
mento prévio da presenga ou ndo do inéculo.

Para a validagdo do método, investigou-se o numero de acaros neces-
sario para a detec¢do do CiLV-C. Apds permanecerem por 72 horas nas fontes
de in6culo, retiraram-se os acaros de frutos e folhas, com o auxilio de pincéis
de poucos pélos, e colocados em microtubos de 1,5 mL, formando pools com
trés repeticdes de dez diferentes quantidades de acaros: 400, 200, 50, 20, 10,
5,4, 3,2 e 1 individuos. Para as amostras de frutos de campo, enviadas pelos
produtores, coletaram-se os acaros sob lupa, acondicionando-os diretamente
em tubos. Nesse caso, o nimero de acaros por amostra variou de 1 a 15.

A extracdo de RNA total baseou-se no protocolo de GIBBS & MA-
CKENZIE (1997), eliminando-se a fase inicial de lavagem com tampao (10
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mM Tris-HCI pH 8,0; 1 mM EDTA pH 8,0; 2 M NacCl; 0,05% BSA). O
diagndstico para presenga do virus no acaro baseou-se na transcri¢ao reversa
seguida de PCR (RT-PCR), utilizando-se iniciadores especificos desenvolvi-
dos por LOCALI et al. (2003), para detecc¢do do virus da leprose (CiLV-C).
Os produtos da PCR foram visualizados em gel de agarose (1%) contendo
brometo de etideo (0,5 ng/ml). Consideraram-se positivas para o CiLV-C as
amostras que amplificaram o fragmento esperado contendo aproximadamen-
te 339 pb.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O teste molecular foi eficiente na identificacdo de amostras de acaros
aviruliferas e viruliferas provenientes das popula¢des mantidas em laborato-
rio. Apos adequacao do método de extragdo de RNA total, foi possivel obter
resultados positivos para amostras de acaros viruliferos em todas as quan-
tidades de acaros avaliadas. Nas amostras contendo de um a cinco acaros,
porém, o padrdo de amplificagdo nem sempre foi consistente, apresentando
ora resultados positivos, ora negativos. Sendo assim, determinou-se que nas
amostras a partir de 10 acaros os resultados sdo satisfatorios e confiaveis.
Essa redug@o no numero de individuos para diagndstico da presenca do virus
¢ bastante significativa, principalmente quando se testam amostras de campo.
Em trabalhos de monitoramento, considerando as constantes pulverizagoes,
o nimero pequeno de acaros pode ser um fator limitante dessa amostragem.

Durante a avaliagdo, observou-se que o sucesso da detecgdo do
CiLV-C mediante a PCR esta relacionado a concentragdo do virus no acaro
vetor, visto que se deve utilizar um nimero minimo de acaro para que se te-
nha seguranca nos resultados. Nao ha, porém, uma relagdo direta entre inten-
sidade do produto de amplifica¢do visualizado em gel de agarose e numero
de individuos por amostra, como se pode constatar nos tratamentos com 10,
20 e 50 individuos (Figura 1).

Provavelmente, nem todo acaro se torna infectivo, assim como a con-
centragdo do virus ndo ocorre de maneira uniforme na populagao, mesmo
que alimentados em uma tnica fonte de indculo. Faz-se necessario, portanto,
um aprimoramento da técnica de diagndstico para que a detecgdo do virus
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Figura 1. Padrao eletroforético das reagdes de amplificacdo de regido génica especifica
para confirmacdo da presenca de CiLV-C em acaros mantidos por 72 horas em
fonte de indculo. M. Marcador 1 kb DNA LADDER (Invitrogen); 1 a 200. Cor-
respondem a quantidade de acaros em cada amostra; A, P e N. Controles usando
agua, acaros sabidamente infectados e ndo infectados respectivamente.

possa ser obtida em amostras com titulos menores, assim como quantifi-
cadas. Neste sentido, o estabelecimento de um protocolo para a detecgao
e quantificagdo do CiLV-C em amostras vegetais e no vetor, com base
no uso da PCR em tempo real (RT-qPCR) tem sido trabalhado (NICO-
LINI et al., 2007).

Neste trabalho, as amostras de 4caros coletadas de frutos provenientes
de campo ndo apresentaram resultados satisfatorios, ou seja, nem sempre
foi possivel identificar populagdes viruliferas, mesmo quando se coletavam
mais de 10 acaros de frutos sintomaticos.

Sabe-se que, de um pool de acaros coletados de um mesmo fruto, ha
possibilidade de alguns individuos estarem viruliferos, enquanto outros, nao,
gerando os resultados inconsistentes durante o processo de amplificagdo.
Outro aspecto relevante, portanto, a mencionar é que, embora os sintomas
sejam visualizados em diferentes partes da planta, as particulas virais estao
restritas as lesdes. Assim, em nao se tratando de uma doenca viral sistémica,
a presenca do CiLV-C nos 4caros coletados em campo depende de eles terem
se alimentado precisamente em locais com lesoes. ALVES (2004) sugere
que a dispersdo do 4caro em campo nao ocorre de maneira rapida, podendo,
inclusive, ser limitada a uma dada area citricola. Nesse sentido, a aparente
inconsisténcia nos resultados de campo ndo surpreende, visto tratar-se de
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amostras provenientes de grandes pomares, cuja dispersdo do acaro pode
estar ocorrendo de maneira lenta e aleatdria, independentemente da presenga
de in6culo de CiLV-C.

Este trabalho valida o teste molecular para a deteccdo do CiLV-C em
populagdes de acaros mantidos sob condi¢des controladas e, mesmo utilizan-
do um nimero minimo de individuos, a técnica mostrou-se muito eficiente.
Entretanto, para que o monitoramento de popula¢des de acaros em campo
se torne uma ferramenta adicional, seja factivel e se torne eficiente para o
manejo da leprose, faz-se necessario aperfeigoar a coleta e a amostragem de
acaros nos pomares. Nesse sentido, estdo em andamento trabalhos voltados
para tal enfoque em parceria com produtores, visando a detecgdo de acaros
viruliferos em campo antes mesmo do aparecimento de sintomas nas plantas.
Com isso, pretende-se entender a epidemiologia da leprose e tentar, a médio
e a longo prazo, propor novas estratégias de manejo da doenca que tenham
menor impacto econémico e ambiental.
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