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RESUMO

O virus da pinta verde do maracujazeiro (passion fruit green spot virus - PfGSV), isolado de

ligustro: suas relagdes com o acaro vetor Brevipalpus

O virus da pinta verde do maracuja (passion fruit green spot virus- PfGSV), transmitido
por acaros do género Brevipalpus, ¢ membro tentativo do género Cilevirus, teve sua primeira
descricao em 1997 no estado de Sdo Paulo, com potencial para causar perdas economicas a cultura
do maracujazeiro. Outro possivel cilevirus, a leprose do ligustro, foi encontrado infectando
Ligustrum spp., e possuia similaridade sintomatologica a um virus descrito na Argentina em 1942,
em Bella Vista, também presente em Ligustrum spp., e descrito como “lepra explosiva de la
ligustrina”. Porém, através da comparacao de genomas o virus encontrado no Brasil assemelhou-
se com PfGSV, sendo possivelmente distinto do virus encontrado na Argentina, sendo provavel
isolado de PfGSV, e assim designado como PfGSV-Lig. PfGSV-Lig foi encontrado infectando
naturalmente varias espécies distintas de plantas, algumas das quais se infectaram
experimentalmente, além de varias outras ensaiadas. A infec¢ao foi comprovada através de
ensaios de RT-PCR e exame de sec¢oes das lesdes por microscopia eletronica de transmissao.
Acaros tenuipalpideos B. yothersi e B. papayensis haviam sido recentemente identificados como
vetoras de PfGSV-Lig. Foram feitas tentativas de se obter colonias isolinhas destas espécies em
folhas destacadas de algumas espécies de Ligustrum. Experimentos foram também realizados
trabalhos para se determinar alguns parametros como perido de acesso para aquisicao e
inoculagao, e de laténcia do PfGSV-Lig, pelas espécies vetoras. Resultados preliminares de
determinagdo do perfodo de aquisi¢ao para inoculagao indica ser ele menor que 24h. Estudos
adicionais deverdo definir estes parametros.

Palavras-chave: PfGSV-Lig, VTBs, Acaros Brevipalpus, Rela¢&es virus vetor



ABSTRACT

Passion fruit green spot virus (PfGSV), isolated from Ligustrum: its relationships with the

Brevipalpus vector mite

The passion fruit green spot virus (passion fruit green spot virus - PfGSV), transmitted by
Brevipalpus mites, and tentative member of the genus Cilevirus, had its first description in 1997 in
the state of Sao Paulo, with the potential to affect statistics to the passion fruit culture. Another
possible virus, Ligustrum leprosy, has been found infecting Ligustrum spp. and it had symptomatic
similarity to a virus described in Argentina in 1942, in Bella Vista, also present in the Ligustrum spp.
It is described as “lepra explosiva de la ligustrina”. However, through the comparison of genomes
or viruses found in Brazil, associated with PfGSV, being possibly distinct from the virus found in
Argentina, being probably isolated from PfGSV, and also as (PfGSV-Lig). PfGSV-Lig has been
found to infect several different species of plants, some of which are infected experimentally, in
addition to several others tested. The infection was proven through RT-PCR tests and examination
of sections of lesions by transmission electron microscopy. Brevipalpus (Acari: Tenuipalpidae) mites
present in PfGSV-Lig infected Ligustrum spp. plants were assayed to identify the vector species. B.
yothersi transmitted PfGSV, but not B. obovatus and B. californicus. Experiments were also carried out
to determine some parameters such as access period for acquisition and inoculation, and latency of
PfGSV-Lig, by the vector species. Preliminary results for determining the acquisition period for
inoculation indicate that it is less than 24 hours. Additional studies should define these parameters.

Keywords: PfGSV-Lig, VTBs, Brevipalpus mite, Virus vector relationship






1. INTRODUCAO

Virus transmitidos por acaros Brevipalpus (VTB) sdo conhecidos desde o inicio do
século XX, mas somente foram estudados mais detalhadamente nos udltimos 25 anos
(KITAJIMA, NOVELLI & ALBERTI, 2014; DIETZGEN et al., 2018; FREITAS-ASTUA et
al., 2018). Dentre eles o virus da pinta verde do maracuja (passion fruit green spot virus-
PfGSV) é de recente descricao, tendo sido observado pela primeira vez na regido de Vera Cruz,
SP, causando consideraveis perdas (KITAJIMA et al., 1997), sendo inicialmente o acaro B.
phoenicis considerado como vetor. Dada a sua relacdo com A&caros Brevipalpus e sua
caracterizacdo molecular parcial (ANTONIOLI-LUIZON, 2009) foi considerado possivel
integrante do género Cilevirus (LOCALI-FABRIS et al., 2011). Seu genoma completo foi
obtido recentemente, havendo uma proposta de sua inclusdo entre os cilevirus (RAMOS-
GONZALEZ et al., 2020).

Um outro VTB, de descricdo mais antiga, é o da leprose do Ligustrum (Ligustrum
leprosis virus- LigLV), relatado originalmente em Bella Vista, Argentina (VERGANI, 1942)
em alfineiro (Ligustrum sinense) e mencionado como “lepra explosiva de la ligustrina” (LEL).
O possivel vetor deste virus argentino foi identificado como Tenuipalpus pseudocuneatus, que
seria a mesma espécie descrita associada a leprose do citros (FREZZI, 1940). Enfermidade
similar a LEL foi posteriormente descrita no Brasil (LIMA et al., 1991; RODRIGUES,
NOGUEIRA & FREITAS, 1995; KITAJIMA, RODRIGUES & FREITAS-ASTUA, 2010) em
varias localidades dos estados do Parana e S&o Paulo, e no Distrito Federal. Seu genoma acha-
se caracterizado havendo “primers” para sua detec¢do molecular, tendo sido verificado que seu
genoma seria muito préximo ao do PfGSV, e assim LigLV presente no Brasil deveria ser
considerado um isolado do PfGSV (J. FREITAS-ASTUA, comunicagio pessoal), e assim serd
referido como PfGSV-Lig neste trabalho. Seu possivel vetor foi identificado inicialmente como
B. phoenicis (RODRIGUES, NOGUEIRA & FREITAS, 1995), mas na recente reavaliacdo
desta espécie, com novos parametros morfolégicos (BEARD et al., 2015) e moleculares
(NAVIA et al., 2013), B. yothersi e B. papayensis foram identificadas como transmissores do
PfGSV-Lig (TASSI, 2018). PfGSV-Lig teria uma ampla gama de hospedeiras, tanto natural
como experimental (E.W. KITAJIMA, comunicagdo pessoal) mas ha caréncia de informacges
sobre as relacGes virus-vetor. Neste trabalho procurou-se detalhar as espécies vegetais

suscetiveis ao PfGSV-Lig, tendo sido também feitas tentativas de se estabelecer alguns
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parametros das relagdes virus-vetor, precedido de formacéo de coldnias isolinhas das espécies
vetoras, cujos resultados séo aqui relatados.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Virus transmitidos por acaros Brevipalpus (VTB)

A leprose dos citros (LC) foi a primeira enfermidade reportada na literatura, do que
chamamos hoje de VTB. Foi relatada em pomares de laranjeiras, no estado da Florida, EUA,
causando perdas, e caracterizava-se por lesdes em folhas, frutos e ramos, e devido a aparéncia
do sintoma foi referida como “scaly bark” ou “nail head rust” (FAWCETT, 1911). Sua etiologia
foi controversa inicialmente, tendo sido sugerido envolvimento de fungos, mas sua natureza
viral foi confirmada em 1995 (COLARICCIO et al.,, 1995). Doencas similares foram
posteriormente encontradas na América do Sul (Paraguai, Argentina e Brasil) (SPEGAZZINI,
1920; MARCHIONATTO, 1935; BITANCOURT, 1937). O envolvimento de acaros
Brevipalpus com LC foi evidenciado pela primeira vez por Frezzi em 1940, na Estacdo
Experimental do INTA, em Bella Vista, Argentina, quando &caros Tenuipalpus pseudocuneatus
coletados de plantas sintomaticas, e transferidos para plantas sadias, reproduziram a LC. No
Brasil, o vetor da LC foi identificado como B. phoenicis (MUSUMECCI & ROSSETTI, 1963).
Na Flérida B. obovatus e B. californicus foram relatados como vetores de LC (KNORR, 1968).
A natureza viral da LC foi gradativamente se consolidando ap6s experimentos de Knorr (1968)
que demonstraram a expansao da lesdo em ramos enxertados em plantas sadias, para tecidos da
planta receptora; da observacéo de efeitos citopaticos e possiveis virions em seccdes das lesdes
observadas ao microcopio eletronico de transmissdo (KITAJIMA et al.,, 1972; 1974) e
finalmente consolidada com a transmissdo mecanica do agente para laranjeiras e algumas
plantas indicadoras (COLARICCIO et al., 1995). Estudos mais recentes revelaram que a
leprose do citros seria uma sindrome, podendo ser causada por véarios VTB. O principal,
prevalente, agressivo e que causa maiores preocupacdes devido ao potencial de sua perda, é a
LC causada pelo virus da leprose dos citros C (citrus leprosis virus C- CiLV-C), e também o
mais estudado dentre todos os VTB. Seu genoma foi parcialmente obtido em 2003, permitindo
gerar pela primeira vez, uma ferramenta molecular para deteccdo deste virus (LOCALI et al.,
2003), e completamente sequenciado em 2006 (LOCALI-FABRIS et al., 2006; PASCON et al.,
2006).

Devido a distin¢do do CiLV-C dos demais virus conhecidos, foi proposto e aceito pelo
ICTV a criacdo de um género para acomoda-lo, o género Cilevirus (LOCALI-FABRIS et al.,
2011). Outros virus foram identificados como fazendo parte da sindrome da LC: um virus

similar ao CiLV-C, mas com diferenca na sequéncia de seu genoma suficiente para ser
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considerado espécie distinta de cilevirus, constatado na Colémbia e designado de CiLV-C2
(ROY et al., 2013); um isolado de citros do virus da mancha da orquidea (orchid fleck virus-
OFV-citrus) na Colémbia e México (ROY et al., 2019; ROY et al., 2015) e mais recentemente
na Africa do Sul (COOK et al., 2019). No Brasil, uma forma de LC que ocorre esporadicamente
em laranjeiras mantidas em regi6es mais altas e de clima mais ameno, foi caracterizado e
designado de leprose nuclear (citrus leprosis virus N- CiLV-N) (RAMOS-GONZALEZ et al.,
2017). A leprose dos citros, descrita originalmente na Flérida desapareceu depois dos anos 1960
(CHILDERS et al., 2003). Baseado em imagens de publicacdes de seus sintomas que eram
similares aos causados pelo CiLV-N, sugeriu-se que seu agente causal fosse relacionado
(KITAJIMA et al., 2011). Sequenciamentos feitos em material herbarizado permitiram obter
boa parte de seu genoma, que revelou ter similaridades com o de OFV, tendo sido
provisoriamente designado de CiLV-NO (HARTUNG et al., 2015). No Brasil também foram
encontrados mais dois virus distintos integrando a sindrome do CL, respectivamente o virus da
mancha cloroética do citros (citrus chlorotic spot virus- CiCSV) no Piaui (CHABI-JESUS et al.,
2018a), e 0 da mancha brilhante do citros (citrus bright spot virus- CiBSV) nos estado do Rio
Grande do Sul e Santa Catarina (CHABI-JESUS et al., 2018b).

Até 2000, além do que hoje sabemos ser CiLV-C, eram conhecidos como VTB o virus
da “lepra explosiva de la ligustrina” na Argentina (VERGANI, 1942) tentativamente
considerada similar ao encontrado no Brasil (RODRIGUES, NOGUEIRA & FREITAS, 1995),
mas estudos preliminares recentes sugerem que o virus encontrado no Brasil e o virus
encontrado na Argentina seriam distintos, sendo o do Brasil um isolado do PfGSV (J.
FREITAS-ASTUA, com.pess.) descrito em 1997 (KITAJIMA et al., 1997). No Brasil relatou-
se 0 virus da mancha anelar do café (coffee ringspot virus- CoRSV) (BITANCOURT, 1938;
KITAJIMA & COSTA, 1972; CHAGAS, 1978). No Japdo descreveu-se 0 OFV (DOl et al.,
1969) causando lesGes foliares em orquideas, e que se revelou ocorrer globalmente tendo como
vetor B. californicus (KONDO et al., 2003).

Uma das caracteristicas comuns a estas viroses transmitidas por acaros Brevipalpus é
a infeccdo consistemente localizada, ndo se tornando sistémica. Os sintomas se notabilizam
pelo fato de serem lesbes localizadas em folhas (manchas cloroticas, anelares, necréticas, e em
folhas senescentes, manchas verdes), ramos, frutos e raramente em flores (KITAJIMA,
CHAGAS & RODRIGUES, 2003). Estudos histolégicos indicam que nas lesdes, células da
epiderme, parénquima, bainha vascular e ocasionalmente paréngquima do xilema séo invadidas
pelos VTB, mas ndo ha indicacdes da presenca de virus nos tecidos do floema (KITAJIMA,
CHAGAS & RODRIGUES, 2003; MARQUES et al., 2010). Haveria algum processo que



13

impede a infec¢do do floema e por conseguinte, ndo ocorreria transporte a longas distancias,
dentro da planta infetada.

O reconhecimento de lesdes foliares associadas a presenca de acaros Brevipalpus,
permitiram a deteccdo de numerosos casos de infecgdo de plantas por VTB, em especial
ornamentais (KITAJIMA, RODRIGUES & FREITAS, 2010), e em muitos destes casos 0s virus
detectados néo estdo devidamente identificados.

Investigacdes ultraestruturais nas lesdes causadas por diferentes VTB revelaram que
estes virus seriam de pelo menos dois tipos distintos. O citoplasmético, em que presumiveis
particulas virais, baciliformes e curtas, providas de membrana, ocorrem no lIimen do reticulo
endoplasmatico, e uma inclusdo eletron densa e vacuolada, referida como viroplasma,
geralmente eliptica, presente no citoplasma de células infectadas. Presume-se que o viroplasma
represente o sitio de acimulo de proteinas codificadas pelo virus. Virus como CiLV-C e PfGSV
sdo deste tipo. O outro € o nuclear, em que nas células da leséo, particulas virais em forma de
bastonetes curtos ocorrem tanto no nucleo como no citoplasma, comumente associadas
perpendicularmente as membranas do nucleo ou do reticulo endoplasmaético. No ndcleo surge
também uma massa eletron-lucente, o viroplasma. OFV apresenta este tipo de padrdo citopatico
(KITAJIMA, CHAGAS & RODRIGUES, 2003).

Esta dicotomia foi confirmada nas caracterizacbes moleculares dos VTB.
Sequenciamento do OFV (KONDO et al., 2006) e do CiLV-C (LOCALI-FABRIS et al., 2006;
PASCON et al., 2006) mostraram que se tratavam de virus com organizacdo genémica
completamente distinta. Ao CiLV-C se atribuiu um novo género, Cilevirus (LOCALI-FABRIS
et al., 2011), enquanto OFV revelou organizacdo gendmica similar aos membros da familia
Rhabdoviridae (KONDO et al., 2006), mas diferindo dos demais membros por ter genoma bi-
partido, criou-se um novo género nesta familia, Dichorhavirus, para acomoda-lo (DIETZGEN
ET AL., 2014). Varios outros VTB tiveram recentemente seus genomas conhecidos, e no
momento s&o os seguintes cilevirus reconhecidos: CiLV-C e CiLV-C2, e possiveis membros:
PfGSV e o virus da mancha clorética de Solanum violifolium (solanum violifolium ringspot
virus- SVRSV) (FERREIRA et al., 2007). Os dichorhavirus atualmente reconhecidos séo: OFV,
CiLV-N, CiCSV, clerodendrum chlorotic spot virus (CICSV, RAMOS-GONZALEZ et al.,
2018) e citrus chlorotic spot virus (CiCSV, CHABI-JESUS et al., 2018) (AMARASINGHE et
al., 2019).
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2.2. O isolado de Ligustrum do PfGSV

O género Ligustrum compreende mais de 150 espeécies, arbustivas ou arboreas. As
mais comumente utilizadas no Brasil, em cercas-viva ou arborizacdo de vias séo L. sinense, L.
lucidum, L. japonicum, L. vulgare e L. ovalifolium (LOMBARDI, 2015). Ha varios virus
registrados em Ligustrum spp. como 0s nepovirus arabis mosaic virus, tomato blackring virus,
raspberry ringspot virus, cherry leaf roll virus, o tobravirus tobacco rattle virus, o alfanecrovirus
tobacco necrosis virus, 0 tombusvirus tomato bushy stunt virus, o tobamovirus, tobacco mosaic
virus, e o cucumovirus cucumber mosaic virus (ALBUOUY & DEVERGNE, 2000), nenhum
deles ainda registrado no Brasil. Um VTB, causando manchas localizadas em folhas, e
considerada similar a leprose do citros, foi relatado em Bella Vista, Argentina associada a
infestacdo por B. obovatus (VERGANI, 1942). Posteriormente, sintomas similares foram
relatados nos estados do Parana e Sao Paulo (LIMA et al., 1991; RODRIGUES, NOGUEIRA
& FREITAS, 1995). Este VTB de Ligustrum sp. foi referido no Brasil como virus da mancha
anular do Ligustrum (LigRSV), mas aceitando como premissa de que seria relacionado ao virus
descrito na Argentina, optou-se por menciona-lo como leprose do Ligustrum (LigLV) tendo em
vista a prioridade. Em experimentos de transmissdo por &caros, este virus causou lesdes
localizadas em folhas de maracuja (Passiflora edulis f. flavicarpa), P. morifolia, manaca
(Brunfelsia uniflora), vinca (Catharanthus roseus), fumo (Nicotiana tabacum), tomate
(Solanum lycopersicon), trombeteira (Datura stramonium), orquideas (Dendrobium sp. e
Epidendrum sp.) e solano-violeta (Solanum violifolium) (KITAJIMA et al., 2017). Manchas
anulares em manaca associadas a VTB do tipo citoplasmatico haviam sido relatadas no estado
de Sdo Paulo (NOGUEIRA, RODRIGUES & ROSSI, 2001), e também em orquideas
(FREITAS-ASTUA, REZENDE & KITAJIMA, 1999; KUBO et al., 2006) e considerou-se que
nestes casos poderiam ser atribuidas a LigLV. Duas espécies de Brevipalpus, B. yothersi e B.
papayensis foram descritas transmitindo LigLV em condi¢Ges experimentais (TASSI &
KITAJIMA, 2016). Ensaios moleculares revelaram que os genomas do LigLV encontrado no
Brasil e o do PfGSV sdo similares, sendo possivelmente o LigLV brasileiro distinto do
argentino (J. FREITAS-ASTUA, com. pess.). Assim, doravante sera ele referido como PfGSV
isolado Ligustrum (PfGSV-Lig) uma vez que a descri¢do do PfGSV é anterior.
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2.3. Acaros Brevipalpus como vetores de virus

Acaros Brevipalpus sio referidos como “false spider mites” ou “flat mites”, tendo
coloracdo marrom-avermelhada e corpo achatado. Os adultos medem ca. 0,3 mm. Pertencem a
familia Tenuipalpidae havendo mais de 280 espécies descritas e tém distribuicdo global,
ocorrendo em regides temperadas, tropicais e equatoriais (MESA et al., 2009). S&o fitéfagos, e
em alguns casos podem causar injurias por alimentacdo com consequéncias econdmicas
(CHILDERS, FRENCH & RODRIGUES, 2003). Até recentemente trés espécies de
Brevipalpus haviam sido reconhecidas como vetoras de virus, respectivamente B. californicus,
B. obovatus e B. phoenicis as quais foram descritas infestando cerca de 1.000 distintas espécies
de plantas (CHILDERS, RODRIGUES & WELBOURN, 2003). Estudos feitos com B.
phoenicis e B. obovatus mostram que seu genoma constitui-se de dois cromossomos, sua
reproducdo seria partenogenética do tipo telitoca (fémeas gerando fémeas), mas nas populagdes
naturais podem estar presentes uma pequena porcentagem (menos de 1%) de machos (HELLE,
HOLLAND & HEITMANS, 1980; CHILDERS, FRENCH & RODRIGUES, 2003; NAVIA et
al., 2019). Estudos citogenéticos mostraram que adultos destas espécies eram haploides,
devendo ser machos, mas eram feminilizados pela infec¢do por uma bactéria endossimbionte
do tipo Cardinium (WEEKS, MAREC & BREEUWER, 2001) e que infeta todos Orgaos
(KITAJIMA et al., 2007). Contudo, outras especies do género como B. chilensis, &caro
registrado apenas no Chile, infestando numerosas plantas frutiferas, e considerado praga
quarentenaria em outros paises, tem em suas populagdes naturais numerosos machos
(GONZALEZ, 1958), e ndo se acha infetado por Cardinium, havendo evidéncias de fertilizaco
ap6s copula (ALBERTI, TASSI & KITAJIMA, 2014). Acaros Brevipalpus alimentam-se
utilizando quelicera modificada em estilete com ca. 50 um, utilizado para perfurar a epiderme
e 0 parénquima subjacente. O delgado canal estiletar € usado para injetar a secre¢do da glandula
prosomal anterior, equivalente a salivar, que presumivelmente iniciaria uma pré-digestdo do
conteudo celular. Cré-se que a seguir o acaro recolhe o estilete, e o contetdo celular extravasa
pelo orificio deixado pelo estilete pelo turgor celular. Ao mesmo tempo, o acaro apde
firmemente os labios neste orificio e com a potente bomba faringeal suga o conteddo celular
(ALBERTI & KITAJIMA, 2014).

A identificacdo de espécies de Brevipalpus tem sido feita baseada em poucas
caracteristicas morfoldgicas externas como nimero de setas dorso-laterais e solenidios no tarso
da perna 2 (WELBOURN et al., 2003). Contudo, o0 uso de marcadores moleculares nucleares e
mitocondriais (RODRIGUES et al., 2004; NAVIA et al., 2013) sugeriram a existéncia de
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espécies cripticas dentro de B. phoenicis, que havia sido tido como vetora do CiLV-C. Uma
reavalizacdo desta espécie, feita ap6s a introducdo de novos critérios morfolégicos para
identificacdo das espécies, como padrdo da reticulacdo da cuticula dorsal do propodossoma e
do opistosoma, padréo da reticulacdo da cuticula ventral, microplacas e espermateca resultou
no seu desmembranmento em 8 espécies (BEARD et al., 2015). Isto levou a necessidade de
uma revisdo de quais espécies que atuariam como vetoras. Assim, até 0 momento, dentre as
espécies listadas, o vetor de CiLV-C seria B. yothersi (RAMOS-GONZALEZ et al., 2016);
experimentalmente B. papayensis transmitiu este virus (NUNES et al., 2017). CoRSV é
transmitido por B. papayensis (NUNES et al., 2017). B. yothersi transmite também CiLV-C2
(ROY et al., 2015), além do PfGSV, CICSV e CoRSV. B. phoenicis sensu stricto seria o vetor
de CiLV-N (RAMOS-GONZALEZ et al., 2017). CiCSV descrito no Piaui seria transmitido por
um morfotipo de B. yothersi (CHABI-JESUS et al., 2018). B. californicus transmite OFV
incluindo os isolados que infetam plantas citricas (GARCIA-ESCAMILLA et al., 2018). B.
obovatus é o vetor de SVRSV (FERREIRA, 2007; TASSI et al., 2019).
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3. METODOLOGIA

3.1. Criagdo dos acaros Brevipalpus

A criacdo dos acaros Brevipalpus ocorreu em condi¢do de laboratério, em folhas
destacadas, inicialmente de ligustro (Ligustrum lucidum). As arenas de criagdo foram
organizadas em pratos plasticos com espuma, sob as quais as folhas eram acondicionadas com
suas margens cercadas por algoddo para impedir a perda de umidade, com fotoperiodo de 12
horas e temperatura controladas, sendo a temperatura sempre proxima dos 25°C. As folhas de
ligustro utilizadas para a criacdo, foram coletadas de plantas assintomaéticas presentes no
campus da ESALQ. Todas as folhas foram previamente lavadas e desinfestadas com alcool
70%, para eliminar possiveis organismos presentes como acaros predadores, fungos, etc. A fim
de oferecer uma superficie irregular, que pudesse servir como protecéo aos acaros e seus ovos
para uma melhor colonizagéo, pincelou-se nas folhas uma suspensdo de uma mistura de areia,
farinha e gesso.

Folhas e ramos de alfeneiro (L. sinense ou L. lucidum) do parque da ESALQ, parques
e jardins residenciais da cidade de Piracicaba, foram inspecionadas para coleta de Brevipalpus
com auxilio de uma agulha de ponta fina ou pincel de fio Unico, sob lupa estereoscopica.

Colobnias iniciais foram feitas coletando-se todos os &caros adultos presentes. Numa
segunda etapa da criacdo, aproveitando o fato de muitas espécies de Brevipalpus reproduzirem-
se por partenogénese telitoca (CHILDERS et al., 2003), procurou-se formar isolinhas, ou seja,
col6nias formadas a partir de um Unico &caro. Pela partenogénese telitoca, em que fémeas geram
fémeas, sem necessidade de fertilizacdo, uma fémea pode gerar uma colbnia, em termos
praticos, clonal, apos oviposicdes sucessivas, 0 que permite organizar experimentos bioldgicos
com individuos geneticamente semelhantes.

Tendo havido problemas de contaminacdo das coldnias isolinhas com acaros
fungivoros (do género Tyrophagus) e predadores principalmente fitoseideos, foram também

utilizados em alguns experimentos Brevipalpus diretamente retirados das plantas.

3.2. Fonte de indculo e origem dos acaros

A principal fonte de indculo da pinta verde foram de folhas sintomaticas de L. sinense
encontradas em Piracicaba-SP, na Rua Campos Salles, 22°43'22.6"S 47°37'57.6"W. Tal fonte
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de inoculo foi selecionada devido a facilidade de acesso e grande presenca de folhas
sintomaticas e acaros Brevipalpus, na qual ja foram encontrados B. obovatus, B. yothersi, B.

californicus e B. papayensis (TASSI, 2018).

3.3. Identificacao dos acaros Brevipalpus

Como acima mencionado, diferentes espécies de Brevipalpus foram encontradas co-
infestando plantas de Ligustrum (TASSI, 2018). A fim de confirmar a identidade dos &caros
utilizados neste trabalho, em especial para formacdo de coldnias isolinhas e nos ensaios de
transmissdo, os individuos foram fixados em etanol, montados em laminas para microscopia de
luz com uso de meio de Hoyer, mantidos em estufa a 50°C por cerca de uma semana para
secagem da ldmina e, por fim, eram seladas com esmalte incolor. Ap6s a montagem da Iamina,
estas eram examinadas em um fotomicroscopio Zeiss Axioimager 2, dotado de sistema de
contraste de interferéncia diferencial (DIC).

Também foi realizada microscopia eletrnica de varredura (MEV) para a identificag&o.
Para tal, os &caros eram coletados e fixados em etanol absoluto, secos ao ponto critico em um
aparelho Leica CPD 300, montados em suportes (“stubs”) sobre fita adesiva com carbono de
dupla face, cobertas com fina camada de ouro em um “sputter coater” Baltec SCD 050 e
examinadas em um MEV JEOL JSM IT300, e as imagens registradas digitalmente. Detalhes
como padrdo da reticulacdo da cuticula dorsal e ventral, nimero de setas latero-dorsais e
solenidio no tarso do solenidio 2, microplacas e espermateca foram observadas para a
identificacdo das espécies conforme Beard et al. (2015). Para ambas as técnicas a Dra. Aline D.

Tassi foi a responsavel pela correta identificacdo dos espécimes.

3.4. Confirmagdo das espécies de Brevipalpus vetoras de PfGSV-Lig

Tassi (2018) havia verificado que PfGSV-Lig teria B. phoenicis como vetor nas
descric@es iniciais, seria transmitido pelas espécies B. yothersi e, em menor eficiéncia, por B.
papayensis, seguindo as novas normas de identificagdo do grupo B. phoenicis. Foram realizados
experimentos preliminares de transmissdo usando isolinhas, em que &caros de colbnias
isolinhas sadias eram postos para se alimentar em folhas sintométicas com PfGSV-Lig e

transferidos para folhas sadias de diferentes especies de Ligustrum.
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3.5. Uso de diferentes variedades de feijao para planta indicadora

Na maioria das hospedeiras, os sintomas de infeccdo (lesdes localizadas cloréticas ou
anelares) pelo PFGSV-Lig levam cerca de quatro semanas para se manifestar. Visando reduzir
este tempo, foi utilizada como indicadora da infecgéo o feijoeiro cv. UNA (Phaseolus vulgaris),
que ja vem sendo usada para deteccdo do CiLV-C e também reconhecida como suscetivel ao
PfGSV (GARITA et al., 2013). Contudo, em varios experimentos sua atuacdo como indicadora
néo foi eficiente. Assim foram testadas outras cultivares de feijdo, da colecdo da Secdo Centro
de Gréos e Fibras do Instituto Agronémico de Campinas (cortesia do Dr. Sergio A.M.
Carbonell) como cv. “Carioca”, “IPA6”, “Branco”, “H96A5P51-1”, “G 5733”, “Joagaba”, “A-

3287, além de caupi (Vigna unguiculata).

3.6. Avaliacdao da gama de hospedeiras

A fim de se avaliar as espécies de plantas suscetiveis a infecgdo pelo PFGSV-Lig foram
feitas duas séries de experimentos. No primeiro, plantas sadias envasadas, sadias, eram expostas
aos acaros B. yothersi coletados de L. sinense sintomaticos. Em outro experimento, plantas eram
encostadas com plantas de L. sinense sintomaticas e infestadas por B. yothersi, e mantidas em
condigBes de casa-de-vegetacdo, a fim de que os &caros viruliferos se movessem do alfeneiro

para as ensaiadas e causassem infeccdo, se suscetiveis.
3.7. Identificacdo de plantas naturalmente infetadas pelo PfGSV-Lig

Levantamentos de VTB eram feitos frequentemente em parques e jardins nas zonas
urbanas de vérias cidades de diferentes unidades da federacdo. Plantas exibindo manchas
cloroticas/anelares em folhas verdes ou manchas verdes em folhas senescentes, em geral
associadas a infestagdo com acaros Brevipalpus, quando encontradas, suas folhas eram
amostradas. Tecidos das lesdes eram processados para exame de seccdes a0 microscopio
eletrénico de transmissdo, e quando viavel, submetidos a extracdo de RNA total seguido de
reacdo de RT-PCR, utilizando-se primers para diferentes VTB, sendo eles SVRSV, LigLV,
PfGSV e CiLV-C.

3.8. Determinagao de parametros de transmissao
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Dados importantes para avaliar as relagdes virus-vetor, como periodo de acesso de
aquisicdo (PAA), de inoculagdo (PAI) e retencdo (periodo em que o &caro prossegue
transmitindo o virus apds alimentacdo) foram avaliados com acaros coletados da fonte de
inoculo e de colbnias aviruliferas mantidas em laboratério. A presenca ou auséncia do PfGSV-
Lig na fonte de indculo e nas lesGes que surgiram apos a inoculagdo foi confirmada por métodos

moleculares e morfoldgicos.

3.8.1. Periodo de acesso de aquisicao (PAA)

Para determinar o periodo de acesso de aquisi¢do foram realizados trés experimentos,
sendo dois em folhas destacadas e um em vasos de feijGes. Foram utilizados dez &caros de
colbnias aviruliferas para cada repeticao, transferidos para folhas de L. sinense sintomaticas, e
deixadas a se alimentarem por tempos variados: 2, 4, 8, 12, 24 h. Apds estes periodos 0s acaros
foram transferidos para folhas da planta indicadora (feijoeiro). Estas ficaram sob observacéo
até o aparecimento de sintomas de infeccdo (lesbes localizadas). Cada tratamento teve trés
repeticBes. O tempo minimo de duas horas tem por referéncia os experimentos realizados com
CiLV-C (TASSI et al., 2017).

3.8.2. Periodo de acesso de inoculagao (PAI)

Para determinar o periodo de acesso de inoculacdo (PAI) foram coletados acaros da
fonte de in6culo de Piracicaba com PfGSV-Lig. Foram realizados quatro experimentos, sendo
0s trés primeiros, dois em folhas destacadas e um em vaso de feijdo, com dez acaros transferidos
para folha da planta indicadora, permitindo a alimentacdo por 2, 4, 8, 12 e 24 h, enquanto o
quarto experimento foi realizado em folha destacada, com dez acaros transferidos para folha
indicadora e permitindo alimentacdo por 4, 8, 12, 24 e 48h. Ap0s esses periodos 0s caros eram
removidos da folha de feijdo e transferidos para uma nova folha, que serviu de controle.

O quarto experimento, que contou com horarios distintos de alimentacdo em relacao
aos outros trés, contou também com uma sele¢do prévia, em lupa, dos acaros da fonte de
indculo, priorizando os acaros de menor tamanho, de modo a evitar espécies como B. obovatus
e B. californicus que ndo possuem indicios de transmisséo do virus. Periodos inferiores ha duas

horas ndo foram testados visto que ha um periodo de adaptacéo dos acaros apoés a transferéncia
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da folha, no qual ele possivelmente ndo se alimenta. As plantas indicadoras ficaram sob
observacdo até o aparecimento dos sintomas. Cada tratamento foi realizado com trés repeticdes.

3.8.3. Periodo de retengao

Para determinar o periodo de retencéo, foram realizados dois experimentos, o primeiro
com folhas destacadas e 0 segundo em vasos de feijdes usados como indicadores. Foram
utilizados cinquenta acaros coletados da fonte do indculo, para cada repeti¢éo, no inicio de cada
experimento. Os &caros foram transferidos para plantas ou folhas sadias de feijoeiro, e a folha
sadia trocada a cada dois dias, sendo que cada tratamento possuia duas repeticdes. A duracao

do experimento foi equivalente ao periodo com a presenca de acaros nas plantas.

3.9. Detec¢dao molecular do virus em plantas sintomaticas

A fim de comprovar que as lesGes presentes nas folhas inoculadas foram causadas pela
inoculagdo de PfGSV-Lig, foram analisadas molecularmente através de ensaios de RT-PCR.
Foram testadas folhas ndo infectadas como controle negativo, e lesGes leproticas em ligustro,
como controle positivo.

A deteccdo molecular do PfGSV-Lig tanto no material usado como inéculo, como nas
lesbes que surgiram em plantas suscetiveis, apos inoculagdo, foi feita pelo processo de RT-
PCR, usando primers ja desenvolvidos para deteccdo do LigLV, PfGSV e SvRSV
(ANTONIOLI-LUIZON, 2010; FERREIRA et al., 2007). O protocolo de extracdo de RNA total
utilizou o reagente Trizol (Invitrogen®) e seguiu as recomendacdes do fabricante com
modificagdes, assim como foi utilizado um protocolo de extracdo do Kit Pure Link Viral
RNA/DNA (Invitrogen®).

Os iniciadores utilizados para a identificacdo dos virus estdo listados na tabela 1.
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Tabela 1 — InformacGes e referéncias dos iniciadores utilizados para a identificagdo dos virus via diagnéstico

molecular
Virus Iniciadores (5' - 3') Referéncia Temp. de | Tamanho
anelamento (pb)
GilV-C MP F: GCGTATTGGCGTTGGATTTCTGAC (Locali et al. 56°C 339
R: TGTATACCAAGCCGCCTGTGAACT 2003)
F: AATCTAGCTCAAAACCCACA (Ramos-
LigLlV | RdRp Gonzalez et al. 54°C 443
R: ATCTCCTGATCTACGCTGAA 2020)
C6F: CACCTTAAAATTCGAGGGTT (Antonioli-
PfGSV MP Luizon et al. 56°C 245
C6R: CGATATTTGATCAATCCGTT 2010)
1F: TGTCGAACTTTGGTATGAGTCG i .
SVRSV | RdRp (Ferreira et al 56°C 596
2R: CCGGTTCGTCAAATAACTCC 2007)

Apoés a extracdo de RNA total dos &caros, foi feita a sintese de cDNAs, utilizando kit
Promega ®, usando o programa de 25°C por 5 minutos, 42°C por 60 minutos, 70° por 15 minutos
e 4°C por tempo indeterminado. Ap0s esta etapa foi realizada RT-PCR usando 0,2 pL dos
iniciadores especificos, 1 uL de cDNA, 5 pL de master mix e 3,6 puL de H20.

Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese e, apés, visualizados em
gel de agarose 1% (TBE 0,5X).

3.10. Microscopia eletronica de transmissao

Outro critério utilizado para confirmar a transmissdo natural ou experimental do
PfGSV-Lig, além do ensaio molecular, foi o exame de sec¢des das lesdes encontradas nas
plantas, presumivelmente infetadas. Para tal, pequenos fragmentos dos tecidos das lesdes foram
fixados em uma mescla de paraformaldeido (2%) e glutaraldeido (2,5%), em tampé&o cacodilato
0,05 M pH 7,2 por pelo menos uma hora, seguida de pos-fixacdo em solucdo 1% de OsO4,
desidratacdo em acetona, infiltracdo e emblocamento em resina epdxica Spurr. Os blocos foram
seccionados em ultramicrétomo Leica UT6 equipado com navalha de diamante Diatome e as
seccdes (70-100 nm de espessura), montadas em “telinhas” de cobre de 300 mesh, contrastadas
com acetato de uranila e citrato de chumbo, examinadas ao microscopio eletrdnico de

transmissdo JEOL JEM 1011, e as imagens registradas digitalmente.
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3.11. Transmissao mecanica do virus

CiLV-C foi o primeiro cilevirus a ter confirmada a transmissdo mecanica de citros para
citros e para algumas plantas indicadoras, embora com dificuldade (COLARICCIO et al.,
1995). SVRSV, um presumivel cilevirus pode também ser transmitido mecanicamente para
Chenopodium quinoa (FERREIRA et al., 2007). A fim de verificar a possibilidade de
transmissdo mecanica do PfGSV-Lig, foram testados trés tampdes para o preparo do extrato a
ser utilizado nos ensaios: Tampé&o fosfato convencional K 0,01M pH 7,2, nicotina 2%, sulfito
de Na 0,1%, carvdo ativado 0,03%; tampdo para inoculacdo de CiLV-C (A) com éacido
ascorbico 0,1%L, cisteina 0,01%, 0,5% mercaptoetanol, Tris 0,1% pH 8; e tamp&o para inocular
CilVv-C (B), com tampao fosfato pH 7, 0,05M, 0,005M Na-Dieca, 0,001M EDTA, 0,005 M Na
tioglicolata. As plantas-teste utilizadas foram C. quinoa e Gomphrena globosa.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Identificacao dos acaros

No presente trabalho foram detectados na populacdo de Brevipalpus, presente no
material amostrado, todas as espécies anteriormente relatadas por TASSI & KITAJIMA (2016),
ou seja, B. yothersi, B. obovatus, B. papayensis e B. californicus (Fig.1), com excec¢éo de B.
salasi, sendo as quatro espécies listadas utilizadas nos experimentos desenvolvidos. Vale

ressaltar que a quantidade de B. californicus mostrou-se superior as demais espécies

encontradas na fonte inoculo.
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Figura 1: Espécies de Brevipalpus identificadas: A- B. californicus; B- B. yothersi; C- B. obovatus; D- B. papayensis

4.2. Tentativas de formagao de col6nias isolinhas

As tentativas iniciais de se obter coldnias isolinhas, a partir de individuos coletados

das populactes de Brevipalpus presentes em alfeneiros sintomaticos da fonte utilizada foram
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feitas em folhas de L. lucidum, mantidas em condicdes de laboratdrio. Acaros adultos foram
colocados individualmente sobre as folhas, como descrito na metodologia e acompanhados
diariamente durante um més. Os resultados nao foram satisfatorios. Assim, nas 10 isolinhas que
tiveram melhor taxa de reproducdo, o nimero de adultos presentes ap6s um més variou de 2 a
11, muito abaixo do esperado e necessario para 0s experimentos de transmissdo. Parte dos
problemas do fraco desenvolvimento das col6nias foi a contaminacdo destas por acaros
predadores.

A seguir foram testadas folhas de outras plantas como Ligustrum ovalifolium,
madressilva (Lonicera japonica), maracuja (Passiflora edulis f. flavicarpa) e manaca
(Brunfelsia uniflora). O uso de folhas de L. ovalifolium resultou em uma melhor colonizacao

do que em L. lucidum, mas mesmo assim, a taxa de colonizag&o néo foi suficiente.

4.3. Avaliacdo de diferentes cultivares de feijoeiro como indicadora da infecgao por

PfGSV-Lig

O feijoeiro cv. ‘UNA’ ¢é a planta teste utilizada com sucesso, como indicadora da
infeccdo pelo CiLV-C (GARITA et al., 2013). Quando testado para PFGSV-Lig, nos ensaios
preliminares houve uma inconsisténcia nos resultados e assim foram avaliadas outras cultivares
de feijoeiro, pertecemtes ao banco de germoplasma do Instituto Agronémico de Campinas. Das
9 cultivares de feijoeiro testados, sete apresentaram lesdes necrdticas quando infestadas com
acaros coletados de alfineiro sintomatico (Tabela 1). Nesta série de experimentos apenas a cv.
‘UNA’ e feijdo branco, ndo apresentaram lesdes. Uma amostra de caupi, incluida no
experimento, também nao reagiu com lesdes. Os titulos dos virus nas lesdes possivelmente eram
muito baixos, ou teria ocorrido degradacgdo dos virions nas lesdes necréticas, pois 0s ensaios de

RT-PCR destas lesbes, para primers especificos de PFGSV-Lig, tiveram resultados negativos.
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Tabela 2 — Resultados para infecgdo por PfGSV-Lig apés infestagdo por B. yothersi

Cultivar PfGSV-Lig
Carioca +
IPAG +
Branco -
HI96A5P1-1 +
G 5733 +
Joacaba +
A-328 +
Vigna (Vigna unguiculata) -
UNA -

4.4. Gama de hospedeiras do PfGSV-Lig
4.4.1. Plantas encontradas naturalmente infectadas pelo PfGSV-Lig

Historicamente, no Brasil o que hoje identificamos como PfGSV-Lig, foi encontrado
infetando naturalmente vérias espécies de Ligustrum. A primeira constatacdo foi em Curitiba,
em cerca viva de L. lucidum, no campus da UFPr (LIMA NETO, LIMA & SOUZA, 1994).
Logo a seguir, condigdo similar foi constatada em L. lucidum e L. sinense em Aguas de Sio
Pedro, SP, associada a infestacdo por B. phoenicis (RODRIGUES, NOGUEIRA & FREITAS,
1996; NOGUEIRA, RODRIGUES & ROSSI, 2004).

Infeccdo natural de Ligustrum spp. tem sido verificado em vérias localidades do pais,
além das acima mencionadas: estado de S&o Paulo- Piracicaba, S&o Carlos, Monte Alegre do
Sul, Santa Barbara d’Oeste, Americana, Jundiai (em L. sinense, L. lucidum), estado do Parana
(L. japonicum), e Distrito Federal- Brasilia (L. sinense). Em todos estes casos, confirmou-se
por RT-PCR e microscopia eletrénica a presenca de PfGSV-Lig.

Manchas verdes em folhas senescentes da arvore guarda-chuva (Schefflera
actinophylla) e hera (Hedera canarisensis) descritas em 1999 (KITAJIMA et al., 1999) foram
verificadas como sendo causada pelo PfGSV-Lig (KITAJIMA et al., 2017) e também
confirmadas no presente trabalho, por RT-PCR (Figura 2).
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Figura 2 — Sintomas causados por PfGSV-Lig em Schefflera actinophylla (A) e em Hedera canarisensis (B), e seus

respectivos cortes em MET com énfase no virus (a e b)

Mancha anelar em folhas de manacd (Brunfelsia uniflora) foi relatada por
NOGUEIRA et al. (2001) associada a presenca de citopatologia similar a da leprose dos citros.
Mais recentemente casos similares foram constatados em Piracicaba e Sdo José do Rio
Preto/SP, confirmando a presenca de particulas do tipo cilevirus, e a associacdo com infestacdo
por B. yothersi, sendo confirmada a presenca de PfGSV-Lig nos ensaios de RT-PCR e por

microscopia (Figura 3).

Figura 3 - Sintomas causados por PfGSV-Lig em Brunfelsia uniflora (A) e o corte em MET (a)
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Manchas anelares em folhas de pitangueira (Eugenia uniflora) associadas a efeitos
citopaticos do tipo causados por cilevirus foi descrita em Aguas de S&o Pedro/SP (NOGUEIRA
& ROSSI, 2004) e recentemente encontrada em Piracicaba/SP Os sintomas tipicos (Figura 4) e
o0s ensaios de RT-PCR detectaram a presenca de PFGSV-Lig.

Figura 4 - Sintomas causados por PFSGV-Lig em Eugenia uniflora (A) e Hibiscus rosa-sinensis (B)

Uma planta de madressilva (Lonicera japonica) foi encontrada nos jardins da SQN
212 em Brasilia/DF, com sintomas de mancha verde em folha senescente, associada a efeitos
citopaticos do tipo causado por cilevirus. Posteriormente casos similares foram notados em
Piracicaba, Jundiai e Nova Odessa/SP. Ensaios de RT-PCR e microscopia indicaram a presenca
de PfGSV-Lig (A.D. TASSI & E.W. KITAJIMA, com.pess.) (Figura 5).

Figura 5 - Sintoma causador por PfGSV-Lig em Lonicera japonica(A) e seu corte em MET (a)
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No decorrer do trabalho, houveram também tentativas de transmisséo experimental,
por transferéncia de acaros coletados diretamente de alfeneiros sintométicos, e infectados por
B. yothersi e B. obovatus, para as potenciais hospedeiras. Outra tentativa foi colocando as
plantas a serem avaliadas, junto ao alfeneiro infectado e infestado por acaros, em condi¢des de
casa de vegetacdo. As plantas foram acompanhadas por vérias semanas e diversas delas
exibiram sintomas localizados (manchas necroticas, cloréticas, anelares em folhas verdes, ou
manchas verdes, em folhas senescentes), e invariavelmente apresentaram-se infestadas por
acaros B. obovatus e B. yothersi. Quando constatadas as lesdes, estas foram coletadas e
avaliadas por RT-PCR para a presenca de PfGSV-Lig e também preparadas para exames de
seccdes ao microscopio eletronico de transmissao. Os resultados estdo apresentados na Tabela
3.



Tabela 3 - Hospedeiras de PfGSV-Lig identificadas apds infestagdo por B. yothersi

Hospedeira Familia Sintomas RT-PCR MET
Annona muricata Annonaceae IIn nt positivo
Arabidopsis thaliana Brassicaceae lic nt positivo
Beta vulgaris sp. vulgaris Amaranthaceae llc positivo | positivo
Brunfelsia uniflora Solanaceae mv nt positivo
Capsicum annuum Solanaceae llc positivo | positivo
Catharanthus roseus Apocynaceae ma nt positivo
Chenopodium quinoa Amaranthaceae IIn nt positivo
Chenopoidum amaranticolor | Amaranthaceae lic positivo | positivo
Clerodendrum speciosissimun Lamiaceae IIn positivo | positivo
Cordyline sp. Asparagaceae mc positivo
Datura stramonium Solanaceae llc positivo | positivo
Dendrobium sp. Orchidaceae lic positivo | positivo
Epidendrum sp. Orchidaceae llc nt positivo
Galinsoga parviflora Asteraceae mv negativo | positivo
Hedera canariensis Araliaceae ma nt positivo
Hibiscus cannabinus Malvaceae lic nt positivo
Hibiscus rosa sinensis Malvaceae mv, llc positivo | positivo
Hibiscus schizopetala Malvaceae mv positivo | positivo
Hibiscus syriacus Malvaceae mv positivo | positivo
Ligustrum japonicum Oleaceae lic positivo | positivo
Ligustrum lucidum Oleaceae lic positivo | positivo
Ligustrum ovalifolium Oleaceae llc positivo | positivo
Ligustrum sinense Oleaceae llc, mv positivo | positivo
Lonicera japonica Caprifoliaceae mv positivo | positivo
Malvaviscus arboreus Malvaceae mv nt positivo
Nicotiana tabacum Solanaceae llc negativo | positivo
Passiflora edulis Passifloraceae llc nt positivo
Passiflora morifolia Passifloraceae mv positivo | positivo
Petunia hybrida Solanaceae lic positivo | positivo
Phaseolus vulgaris Fabaceae llc nt positivo
Philodendron selloum Araceae llc positivo | positivo
Salvia leucantha Lamiaceae llc positivo | positivo
Solanum aculeatissimum Solanaceae IIn nt positivo
Solanum lycopersicon Solanaceae llc nt positivo
Solanum melongena Solanaceae nt positivo
Solanum nigrum Solanaceae llc nt positivo
Solanum tuberosum Solanaceae llc positivo | positivo
Solanum violifolium Solanaceae IIn positivo | positivo
Spinacia oleraceae Amaranthaceae nt positivo
Thunbergia erecta Acanthaceae positivo | positivo

testado.

Llc — Lesdo localizada clordtica; lIn — lesdo localizada necrdtica; ma — mancha anelar; mv- mancha verde; nt — ndo
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Verificou-se que experimentalmente PFGSV-Lig transmitido por &caros Brevipalpus
(no caso, B. yothersi) reproduziu as lesdes constatadas na natureza em manacéa (B. uniflora),
Cordyline sp. (FERREIRA et al., 2004), hera (Hedera canariensis) (KITAJIMA et al., 1999),
salvia branca (Salvia leucanta) (KITAJIMA & FERREIRA, 2003), orquideas (Dendrobium sp.,
Epidendrum sp.) (FREITAS-ASTUA, REZENDE & KITAJIMA, 1999; KUBO et al., 2006),
manta-do-rei (Thunbergia erecta) (NOGUEIRA, RODRIGUES & ROSSI, 2002). Em todos
estes casos, ndo houve, na ocasido da descri¢cdo, a identificacdo do virus, mas é possivel que
PfGSV-Lig estivesse implicado, ja que em condi¢des experimentais, lesdes similares foram
produzidas por este virus.

Embora exames de seccbes das lesdes ao microscopio eletrénico de transmissao
houvessem confirmado a presenca de cilevirus nos tecidos, nem sempre foi possivel fazer os
ensaios de RT-PCR pela pequena quantidade de amostras. Em alguns casos, os resultados foram
negativos possivelmente pela limitada quantidade do material viral ou inibidores presentes no
material coletado.

Nas seccOes das lesdes decorrentes da infeccdo pelo PfGSV-Lig, como ocorre na
infeccdo por outros cilevirus (KITAJIMA, CHAGAS & RODRIGUES, 2003) destaca-se a
presenca de inclusdes citoplasmaticas eletron-densas e vacuoladas, em geral de perfil elipsoide,
de dimensdes variadas em torno de 5-10 um de didmetro e/ou de particulas baciliformes e curtas
(70-80 nm x 110-120 nm) providas de membranas e contidas nas cisternas do reticulo

endoplasmatico.

4.5. Ensaios de transmissao mecanica

Utilizando plantas de Chenopodium quinoa e Gomphrena globosa como indicadoras,
e avaliando diferentes tampdes de extracdo a partir de L. sinense, ndo houve a transmissao
mecénica do PfGSV-Lig, embora em alguns casos tenha ocorrido transmissdo de outros
cilevirus, como CiLV-C e SVRSV. Esta modalidade de ensaio, contudo, deve ser reavaliada,

usando um espectro maior de plantas-teste e outros tampdes de extracao.

4.6. Determinagido dos parametros de transmissao por acaros

Pelos motivos anteriormente expostos (dificuldades em obter e manter colonias

isolinhas), os experimentos de determinacdo de PAA e PL ndo tiveram resultados satisfatorios,
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quando realizados com &caros diretamente coletados de L. sinense sintomaticos (PL) ou com
0s &caros presentes em colbnias mistas do laboratorio (PAA).

Dos quatro experimentos de PAI o quarto obteve resultados visuais positivos tanto
para 24h quanto para 48h, e apesar de ser necessarios outros experimentos comprobatorios, isto
sugere PfGSV-Lig possua um PAI maior do que o encontrado para CiLV-C, além de que B.
obovatus e B. californicus, provavelmente ndo sejam capazes de transmitir o virus.

Outra questdo que provavelmente influenciou a dificuldade em obter resultados
positivos nos experimentos foi a grande presenca de B. californicus, que compunha metade da
populacdo, sendo que esta ndo é tida como espécie vetora, e do restante, metade eram B. yothersi

e a outra, B. obovatus, que também ndo € uma espécie tida como vetora.
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5. CONSIDERAGOES FINAIS

Apesar das dificuldades observadas durante o trabalho, tanto de se obter coldnias
isolinhas de Brevipalpus coletados de Ligustrum spp. sintomaticos, quanto problemas com
acaros predadores e a grande presenca de acaros possivelmente ndo vetores, foi possivel obter
dados preliminares em relacdo ao PAI, sendo provavelmente menor que 24h, e de que 0s acaros
B. obovatus e B. californicus ndo transmitiriam PfGSV-Lig.

Foi possivel verificar a presenca de varias espécies de plantas naturalmente infectadas
pelo PfGSV-Lig, e os experimentos de transmissdo em condicOes de casa-de-vegetacdo
mostraram grande numero de plantas suscetiveis a este virus, confirmadas por exames
citopatolégicos e ensaios moleculares. Em varios casos, houve indicagdo de que relatos

anteriores de infeccdo por possiveis cilevirus poderiam ser atribuidos ao PFGSV-Lig.



36



37

REFERENCIAS

ALBERTI, G.; KITAJIMA, EW. Anatomy and fine structure of Brevipalpus mites
(Tenuipalpidae) — Economically important plant-virus vectors. Part 2: Gnathosoma.
Zoologica 160: 11-66. 2014.

ALBERTI, G.; TASSI, A.D.; KITAJIMA, E.W. Anatomy and fine structure of Brevipalpus
mites (Tenuipalpidae) — Economically important plant-virus vectors. Part 6. Female
reproductive system. Zoologica 160: 144-172.

ALBOUY, J.; DEVERGNE, J.C. Enfermedades producidas por virus de plantas ornamentales.

INRA, Paris. 2000.



38

AMARASINGHE, G.K., AYLLON, M.A., BAO, Y.M., BASLER, C.F.,, BAVARI, S,
BLASDELL, K.R., BRIESE, T., BROWN, P.A.,, BUKREYEV, A. BALKEMA-
BUSCHMANN, A., BUCHHOLZ, U.J.,, CHABI-JESUS, C., CHANDRAN, K,
CHIAPPONI, C., CROZIER, I., DE SWART, R.L., DIETZGEN, R.G., DOLNIK, O.,
DREXLER, J.F., DURRWALD, R., DUNDAN, W.G., DUPREX, W.P., DYE, JM.,,
EASTON, AJ., FOOKS, A.R., FORMENTY, P.B.H., FOUCHIER, R.A.M., FREITAS-
ASTUA, J., GRIFFITHS, A., HEWSON, R., HOLMES, E., HORIE, M., HURWITZ, J.L.,
HYNDMAN, T.H., JIANG, D., KITAJIMA, E.W., KOBINGER, G.P., KONDO, H.,
KURATH, G., KUZMIN, V., LAMB, R.A., LAVAZZA, A., LEE, B., LELLI, D.,
LEROY, EMM,, LI, J., MAES, P., MARZANO, MORENO, A., S-Y.L., MUHLBERGER,
E., NETESOV, S.V.,, NOWOTNY, N., NYLUND, A., OKLAND, A.L., PALACIOS, G.,
PALYI, B., PAWESKA, J.T., PAYNE, S.L., PROSPERI, A., RAMOS-GONZALEZ, P.L.,
RIMA, B.K., ROTA, P., RUBBENSTROTH, D., SHI, M., SIMMONDS, P., SMITHER,
SJ., SOZZl, E., SPAN, K., STENGLEIN, M.D., STONE, D.M., TAKADA, A., TESH,
R.B., TOMONAGA, K., TORDO, N., TOWNER, J.S., VAN DER HOOGEN, B.,
VASILAKIS, N., WAHL, V., WALKER, P.J., WANG, D., WANG, L.F., WHITFIELD,
A.E., WILLIAMS, J.V., ZERBINI, F.M., ZHANG, T., ZHANG, Y.Z. AND KUHN, J.H.
Taxonomy of the Order Mononegavirales: update 2019. Archives of Virology 164 (7):
1967-1980. 2019.

ANTONIOLI-LUIZON, R. Sequenciamento parcial do virus da pinta verde do maracujazeiro
(Passion fruit green spot virus- PfGSV), desenvolvimento de métodos para sua deteccédo e
estudos sobre sua variabilidade genética. Diss.MS, PG Microbiologia Agricola,
ESALQ/USP.70p. 2009

BEARD, JJ.; OCHOA, R.; BRAWELL, W.E.; BAUCHAN, G. Brevipalpus phoenicis

(Geijskes) species complex (Acari: Tenuipalpidae)- a closer look. Zootaxa 3944. 67p. 2015.



39

BITANCOURT, A.A. Leprose e a proxima colheita da laranja. O Bioldgico 3(2): 37-40. 1937.

BITANCOURT, A.A. A mancha anular, uma nova doenca do cafeeiro. O Biologico 4: 404-
405. 1938.

CHABI-JESUS, C.; RAMOS-GONZALEZ, P.L.; TASSI, A.D.; GUERRA-PERAZA, J.EA.;
KITAJIMA, EW.; HARAKAVA, R.; BESERRA J.R.; SALAROLI, R.B.; FREITAS-
ASTUA, J. Identification and characerization of citrus chlorotic spot virus, a new
dichorhavirus associated with cigtrus leprosis-like symptoms. Plant Disease 102: 1588-
1589. 2018a.

CHABI-JESUS, C.; RAMOS-GONZALEZ, P.L.; BARRO, M.P.; BANGUELA-CASTILLO,
A.; BASTIANEL M.; CANALE, M.C.; KITAJIMA, EW.; FREITAS-ASTUA, J. Genome
characterization of a tentative new species of citrus leprosis-causing dichorhavirus: citrus
bright spot virus. In: Congresso Brasileiro de Virologia, 2018b.

CHABI-JESUS, C., RAMOS-GONZALEZ, P.L., GUERRA-PERAZA, O., KITAJIMA, E.W.,
TASSI, A.D., HARAKAVA, R., BESERRA JR., E.A., FREITAS-ASTUA, J. Molecular
characterization of Citrus chlorotic spot virus, a new dichorhavirus associated with citrus
leprosis symptoms. Plant Disease 102(8): 1588-1598. 2018.

CHAGAS, C.M. Mancha anular do cafeeiro: transmissibilidade, identificacdo do vector e
aspectos anatomo-patoldgicos da espécie Coffea arabica L. afetada pela moléstia. Tese
Doutorado, USP. 132 p. 1978.

CHILDERS, C.C., FRENCH, J.V. & RODRIGUES, J.C.V. Brevipalpus californicus, B.
obovatus, B. phoenicis, and B. lewisi (Acari: Tenuipalpidae): a review of their biology,

feeding injury and economic importance. Exp.Appl.Acarology 30: 5-28. 2003.



40

CHILDERS, C.C.; RODRIGUES, J.C.V. & WELBOURN, W.C. Host plants of Brevipalpus
californics, B. obovatusand B. phoenicis (Acari: Tenuipalpidae) and their potential
involvement in the spread of viral diseases vectored by these mites. Exp.Appl.Acarology
30: 29-105. 2003.

CHILDERS, C.C.; RODRIGUES, J.C.V.; DERRICK, K.S.; ACHOR, D.S.; FRENCH, J.V.,
WELBOURN, W.C. , OCHOA, R. & KITAJIMA, E.W. Citrus leprosis and its status in
Florida and Texas: past and present. Exp.Appl.Acarology 30: 181-202. 2003c.

COLARICCIO, A.; LOVISOLO, O.; CHAGAS, C.M.; GALLETTI, S.R.; ROSSETTI, V. &
KITAJIMA, E.W. Mechanical transmission and ultrastructural aspects of citrus leprosis
disease. Fitopatol. bras. 20: 208-213. 1995.

COOK, G.; CLASE, R.; STEYN, C.; KIRKMAN, W. The first case of Citrus Leprosis-N in
South Africa. Abst. 21st Conf. IOCV (Riverside , CA). 03-01. 2019

DIETZGEN, R.G.; KUHN, J.H.; CLAWSON, A.N.; FREITAS-ASTUA, J.; GOODIN, M.M,;
KITAJIMA, EW.; KONDO, H.; WETZEL, T. & WHITFIELD, A.E. Dichorhavirus: a
proposed new genus for Brevipalpus mite-transmitted, nuclear, bacilliform, bipartite,
negative-strand RNA plant viruses. Archives of virology,159 (3), pp.607-619, 2014.

DOI, Y., ARAILK. & YORA, K. Ultrastructure of bacilliformm virus found in Euonymus

japonicum with mosaic and Cymbidium with ringspot. Ann. Phytopath. Soc. Japan 35: 388.
1969.

FAWCETT, H.S. Scaly bark or nail head rust of citrus. Florida Agric. Exp. Sta. Bull. 106.
41p. 1911.

FERREIRA, P.T.O.; KUBO, K.S. & KITAJIMA, E.W. Ringspots in Anthurium sp. and
Cordyline terminalis associated with cytoplasmic type of Brevipalpus-borne viruses. Virus

Rev. & Res. 9 (supl.1): 249. 2004.



41

FERREIRA, P.T.O.; LOCALI-FABRIS, E.C.; FREITAS-ASTUA, J.; ANTONIOLI-
LUIZONI, R.; GOMES, R.T.; MACHADO, M.A. & KITAJIMA, E.W. Caracterizacao de
um virus baciliforme isolado de Solanum violaefolium transmitido pelos acaros Brevipalpus
phoenicis e Brevipalpus obovatus (Acari: Tenuipalpidae). Summa Phytopathol. 33: 264-
269. 2007.

FREITAS-ASTUA, J., REZENDE, J.A.M. & KITAJIMA, E.W. Incidence of orchid viruses in
the state of Sdo Paulo, Brazil. Fitopatol. bras. 24: 125-130. 1999.

FREITAS-ASTUA, J., RAMOS-GONZALEZ, P.L., ARENA, G.D., TASSI, A.D.,
KITAJIMA, E.W. Brevipalpus-transmitted viruses: parallelism beyound a common vector
or convergent evolution of distantly related pathogens? Current Oppinion in Virology
/doi.org/10.1016/j.coviro.2018.07.010. 2018.

FREZZI, M.S. La lepra explosiva del naranjo- Investigaciones realizadas por el laboratorio de
patologia de Bella Vista (Corientes). Bol.Frutas y Hortalizas. Min.Agr.la Nacion (Buenos
Aires) 5. 16p. 1940.

GARCIA-ESCAMILLA, P.; DURAN-TRUJILLO, Y.; OTERO-COLINA, G.; VALDOVINO-
PONCE, G.; SANTILLAN-GALICIA, M.T.; ORTIZ-GARCIA, C.F.; VELASQUEZ-
MONREAL, JJ.; SANCHEZ-SOTO, S. Transmission of viruses associated with
cytoplasmic and nuclear leprosis symptoms by Brevipalpus yothersi and B. californicus.
Trop. Plant Pathol. 43: 69-77. 2018.

GARITA, L.C,; TASSI, A.D.; CALEGARIO R.F.; CARBONELL, S.A.M.; FREITAS-
ASTUA, J.; KITAJIMA, E.W. Common bean (Phaseolus vulgaris L.): experimental local
lesion host for Citrus leprosis virus C (CiLV-C) and some other cytoplasmic-type

Brevipalpus-transmitted viruses. Plant Disease, Saint Paul, v. 97, n. 10, p. 1346-1351, 2013.



42

HARTUNG, J.S.; ROY, A, FU, S.; SHAO, J.; SCHNEIDER, W.L.; BRLANSKY, R.H.
History and diversity of citrus leprosis virus recorded in herbarium specimens.
Phytopathology 105: 1277-1284. 2015.

HELLE, W.; HOLLAND, H.R. & HEITMANS, W.R.B. Chromosome and types of
parthenogenesis in the false spider mites (Acari: Tenuipalpidae). Genetica 54: 445-50.
1980.

KITAJIMA, EW.; CHAGAS, C.M.; HARAKAVA, R.; CALEGARIO, R.F.; FREITAS-
ASTUA, J.; RODRIGUES, J.C.V; CHILDERS, C.C. Citrus leprosis in Florida, USA,
appear to have been caused by the nuclear type of Citrus leprosis virus (CiLV-N). Virus
Review and Research 16: on line. 2011.

KITAJIMA, EW.; CHAGAS, C.M. & RODRIGUES, J.C.V. Brevipalpus-transmitted plant
virus and virus-like diseases: cytopathology and some recent cases. Exp. Appl. Acarology
30: 135-160. 2003.

KITAJIMA, EW. & COSTA, A.S. Particulas baciliformes associadas a mancha anular do
cafeeiro. Cien. Cult. 24: 542-545. 1972.

KITAJIMA, EW. & FERREIRA, P.T.O. Mancha verde em folha senescente de Salvia branca
(Salvia leucantha), mais um caso de infec¢do por virus similar ao da leprose dos citros.
Summa Phytopathol. 29: 53. 2003.

KITAJIMA EW.; MULLER, G.W.; COSTA, A.S. & YUKI, V.A. Short rodlike particles
associated with citrus leprosis. Virology 50: 254-258. 1972.

KITAJIMA, EW.; NOVAES, Q.S.; REZENDE, J.A.M. & MORAIS, G.J. Short rhabdo- virus-
like particles and a caulimovirus in Hibiscus rosa-sinensisi with green spot. Abst. Scandem

99 (Bergen, June 2- 6/99): p.63-64, 1999 (abst.)



43

KITAJIMA, E.W.; NOVELLI, V.M. & ALBERTI, G. Anatomy and fine structure of
Brevipalpus mites (Tenuipalpidae) — Economically important plant-virus vectors. Part 1:
An update on the biology and economical importance of Brevipalpus mites. Zoologica 160:
1-10, 2014.

KITAJIMA, EW., PEDRAZZOLI, D.S., NOVAES, Q.S., GIORIA, R., REZENDE, J.A.M.,
MORAES, G.J. & RODRIGUES, J.C.V. Ivy green spot and Schefflera ringspot: two
additional cases of plant diseases caused by citrus leprosis type virus. Virus Rev.& Res.
4(supl.1): 148-149, 1999,

KITAJIMA, EW.; REZENDE, J.A.M.; RODRIGUES, J.C.V.; CHIAVEGATO, L.G.; PIZA
J.R., C.T. & MOROZINI, W. Green spot of passion fruit, a possible viral disease associated
with infestation by the mite Brevipalpus phoenicis. Fitopatol. bras. 22: 555-559, 1997.

KITAJIMA, EW.; RODRIGUES, J.C.V.; FREITAS-ASTUA, J. An annotated list of
ornamentals naturally found infected by Brevipalpus-mite transmitted viruses. Scientia
Agricola 67: 348-371, 2010.

KITAJIMA, EW., ROSILLO, M.A., PORTILLO, M.M., MULLER, G.W. & COSTA, A.S.
Microscopia eletronica de tecidos foliares de laranjeiras infectadas pela lepra explosiva da
Argentina. Fitopatologia (Lima) 9: 55-56. 1974.

KITAJIMA, EW.; TASSI, AD.; SAITO, M.S.G.; SALAROLI, R.B.; CHABI-JESUS, C,;
FREITAS-ASTUA, J. Novas espécies hospedeiras do virus da leprose do ligustro
(Ligustrum leprosis virus- LigLV). Summa Phytopathol. 43 (supl.) C DRom, 2017.

KONDO, H., MAEDA, T., SHIRAKO, Y. & TAMADA, T. Orchid fleck virus is a rhabdovirus
with an unusual bipartite genome. J.gen.Virol. 87: 2413-2421. 2006.

KONDO, H.; MAEDA, T. & TAMADA, T. Orchid fleck virus: Brevipalpus californicus mite
transmission, biological properties and genome structure. Exp. Appl. Acarology 30: 215-

223. 2008.



44

KNORR, L.C. Studies on the etiology of leprosis in Citrus. Proc. 4th Conf.Int.Org.Citrus
Virol. 332-341. 1968.

KUBO, K.S.; ANTONIOLI-LUIZON, R.; STUART, R.M.; MACHADO, M.A.; FREITAS-
ASTUA, J.; KITAJIMA E.W. Novas evidencias sugerem que existem dois virus diferentes
causando orchid fleck em orquideas. Fitopatol. bras. 31: S377. 2006.

LIMA, M.L.R.Z.C.; COSTA LIMA N.O.V. & SOUZA, V.B.V. The causal agent of the
Ligustrum ringspot disease. Phytopathology 81: 1216. 1991 (abst.)

LIMANETO, V. C,; LIMA, M. L. R. Z. C. ; SOUZA, V. B. V... O agente causador do anel do
Ligustrum. Revista do Setor de Ciéncias Agrarias, Curitiba-PR, v. 13, n. 1-2, p. 221-224,
1994.

LOCALI-FABRIS, E.C.; FREITAS-ASTUA, J.; MACHADO, M. A. Genus Cilevirus. In Virus
Taxonomy - Ninth Report of the International Committee on Taxonomy of Viruses; KING,
A.; ADAMS, M.; CARSTENS, E.; LEFKOWITZ, E., Eds.; Elsevier/Avademic Press:
London, United Kingdom; pp. 1139-1142, 2011.

LOCALLI E.C,; FREITAS-ASTUA, J.; SOUZA, A A, TAKITA, M.A.; ASTUA-MONGE, G;
ANTONIOLI, R.; KITAJIMA, EW. & MACHADO, M.A. Development of a molecular
tool for the diagnosis of leprosis, a major threat to citrus production in the Americas. Plant
Disease 87: 1317-1321. 2003.

LOCALI-FABRIS, E., FREITAS-ASTUA, J., SOUZA, AA., TAKITA, M.A., ASTUA-
MONGE, G., ANTONIOLI-LUIZONI, R., RODRIGUES, V., TARGON, M.L.P.N. &
MACHADO, M.A. Complete nucleotide sequence, genomic organization and phylogenetic
analysis of Citrus leprosies virus cytoplasmic type. J.gen.Virol. 87: 2721-2729, 2006.

LOMBARDI, J.A. Oleaceae in Lista de Espécies da Flora do Brasil. Jardim Botanico do Rio

de Janeiro. Disponivel em: http://floradobrasil.jbrj.gov.br/jabot/floradobrasil/FB64144.

2015.



45

LUIZON, R.A. Sequenciamento parcial do virus da pinta verde do maracujazeiro (Passion fruit
green spot virus-PFGSV), desenvolvimento de métodos para sua deteccao e estudos sobre
sua variabilidade genética. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia Agricola) - Escola
Superior de Agricultura Luiz de Queiroz, Universidade de S&o Paulo, Piracicaba, 2010.

MARCHIONATTO, J.B. Argentine Repubic: New studies on the “lepra explosiva” of the
orange. Int. Bul. Plant Protection 9: 173-175. 1935.

MARQUES, J. P.R.; KITAJIMA, E.W. ; FREITAS-ASTUA, J. ; APPEZATO-DA-GLORIA,
B. Comparative morpho-anatomical studies of the lesions caused by citrus leprosis virus on
sweet orange. Anais da Academia Brasileira de Ciéncias 82: 501-511, 2010.

MELZER, M.J.; SETHER, D.M.; BORTH, W.B.; HU, J.S. Characterization of a virus infecting
Citrus volkameriana with citrus leprosislike symptoms. Phytopathology 102:122-127,
2012.

MELZER, M.J.; SIMBAJON, N.; CARILLO, J.; BORTH, W.B.; FREITAS-ASTUA, J,
KITAJIMA, EW.; NEUPANE, K.R.; HU, J.S. A cilevirus infects ornamental hibiscus in
Hawaii. Arch.Virol. 158: 242-2424. 2013.

MESA, N.C.; OCHOA, R.; WLBROUN, W.C.; EVANS, G.A.; MORAES, G.J. A catalog of
the Tenuipalpidae (Acari) of the world with a key to genera. Magnolia Press, 185p. 2009.

MUSUMECI, M.R. & ROSSETTI, V. Transmissao de sintomas de leprose dos citros pelo acaro
Brevipalpus phoenicis. Cien. Cult. 15(3): 228. 1963.

NAVIA, D.; MENDONCA, R.S.; FERRAGUT, F.; MIRANDA, L.C.; TRINCADO, R.C,
MICHAUX, J.; NAVAJAS, M. Cryptic diversity in Brevipalpus mites (Tenuipalpidae).

Zoologica Scripta 42, 406-426, 2013.



46

NAVIA, D.; NOVELLI, V.M.; ROMBAUTS, S.; FREITAS-ASTUA, J.; MENDONCA, R.S.;
NUNES, M.A.; MACHADO, M.A; LIN, Y-C, L.E.; PHUONG, ZHANG, Z.; GRBIC, M,;
WYBOUW, N.; BREEUWER, J.AJ.; VAN LEEUWEN, T.; GRBIC, M.; VAN DE PEER,
Y. Draft genome assembly of the false spider mite Brevipalpus yothersi. Microbiol Resour
Announc 8, 2019.

NOGUEIRA, N.L., RODRIGUES, J.C.V. & ROSSI, M.L. Dracaena marginata Lam and
Ligustrum sinensis Loureiro, two new host plants for Brevipalpus borne virus.
Fitopatol.bras. 29: S234. 2004

NOGUEIRA, N.L., RODRIGUES, J.C.V. & ROSSI, M.L. Particulas semelhantes a
rhabdovirus associadas a sintomas de mancha verde em folhas de manaca (Brunfelsia sp.).
Fitopatol. bras. 26: 513. 2001.

NOGUEIRA, N.L.; RODRIGUES, J.C.V. & ROSSI, M.L. Particulas semelhantes a
rhabdovirus em trés plantas ornamentais com sintomas de lesdes locais e infestacdo pelo
acaro Brevipalpus. Fitopatol. bras. 27 (supl): S210. 2002.

NOGUEIRA, N.L. & ROSSI, M.L. Particulas baciliformes semelhantes a rhabdovirus em
folhas de pitangueira (Eugenia uniflora L.- Mirtacea) apresentando lesdes locais e presenca
de acaros. Summa Phytopathol. 30: 111. 2004.

NUNES, M.A.; CARVALHO MINEIRO, J.L.; ROGERO, L.A.; FERREIRA, L.M.; TASSI,
A.D.; NOVELLI, V.M.; KITAJIMA, EW. & FREITAS-ASTUA, J. First report of
Brevipalpus papayensis Baker (Acari: Tenuipalpidae) as vector of Coffee ringspot virus and

Citrus leprosis virus C. Plant Disease, doi.org/10.1094/PDI1S-07-17-1000-PDN, 2017.



47

PASCON, R.C.; KITAJIMA, J.P.; BRETON, M.C.; ASSUMPCAO, L.; GREGGIO, C;;
ZANCA, AS.; OKURA, V.K.; ALEGRIA, M.C.; CAMARGO, M.E,; SILVA, G.G.C,;
CARDOZO, J.C.; VALLMN, M.A.; FRANCO, S.F.; SILVA, V.H.; JORDAO J.RH,;
OLIVEIRA, F.; GIACHETTO, P.F, FERRARI, F.; AGUILAR-VILDOSO, C.l;
FRANCHISCINI, F.J.B.; SILVA, J.M.F.; ARRUDA, P.; FERRO, J.A.; REINACH, F. &
SILVA, A.C.R. The complete nucleotide sequence and genomic organization of Citrus
leprosis associated virus, cytoplasmic type (CiLV-C). Virus Genes 32: 289-298. 2006.

RAMALHO, T.0O.; FIGUEIRA, A.R.; SOTERO, A.J.; WANG, R.; GERALDINO-DUARTE,
P.S.; FARMAN, M.; GOODIN, M.M. Characterization of Coffee ringspot virus-Lavras,: a
model for an emerging threat to coffee production and quality. Virology 464/465: 385-396.
2014.

RAMOS-GONZALEZ, P.L.; CHABI-JESUS, C.; GUERRA-PERAZA, O.; BRETON, M.C.;
AREANA, G.D.; NUNES, M.A,; KITAJIMA, EW.; MACHADO, M.A.; FREITAS-
ASTUA, J. Phylogentic and molecular variability reveal a new genetic clade of Citrus
leprosis virus C. Viruses v. 8. 153; doi:10.3390/v8060153. 2016.

RAMOS-GONZALEZ, P.L.; CHABI-JESUS, C.; BANGUELA-CASTILLO, A.; TASSI,
A.D.; RODRIGUES, M.C.; KITAJIMA, EW.; HARAKAVA, R.; FREITAS-ASTUA, J.
Unveiling the complete genome sequence of clerodendrum chlorotic spot virus, a putative
dichorhavirus infecting ornamental plants. Archives of Virology, v. 163,
doi.org/10.1007/s00705-018-3857-z, 2018.

RAMOS-GONZALEZ, P.L.; CHABI-JESUS, C.; GUERRA-PERAZA, O.; TASSI, AD,;
KITAJIMA, EW.; HARAKAVA, R.; SALAROLI, R.B.; FREITAS-ASTUA, J. Citrus
leprosis virus N: A new dichorhavirus causing citrus leprosis disease. Phytopathology,

v.107: 963-976. 2017.



48

RAMOS-GONZALEZ, P.L.; SANTOS, G.; CHABI-JESUS, C.; HARAKAVA, R
KITAJIMA, EW.; FREITAS-ASTUA, J. Passion fruit green spot virus harbors a new
orphan ORF and highlights the variable RNA2 5’-end of the cileviruses. Frontiers in
Microbiology. 2020.

RODRIGUES, J.C.V.; GALLO-MEAGHER, M.; OCHOA, R.; CHILDERS, C.C. & ADAMS,
B.J. Mitochondrial DNA and RAPD polymorphism in the hapl6id mite Brevipalpus
phoenicis (Acari: Tenuipalpidae). Exp. Appl. Acarol. 34: 275-290. 2004.

RODRIGUES, J.C.V.; NOGUEIRA, N.L. & FREITAS, D.S. Ringspot of Ligustrum lucidum
Aiton, a new disease transmitted by Brevipalpus phoenicis G.(Acari:Tenuipalpidae) in
Brazil. Fitopatol. bras., v.20: 292. 1995

ROY, A.; CHOUDHARY, N.; GUILLERMO, L.M.; SHAO, J.; GOVINDARAJULU, A,
ACHOR, D.; WEI, G.; PICTON, D.D.; LEVY, L.; NAKHLA, M.K.; HARTUNG, J.S;;
BRLANSKY, R.H. A novel virus of the genus Cilevirus causing symptoms similar to citrus
leprosis. Phytopathology, v.103: 488-500. 2013.

ROY, A.; HARTUNG, J.S.; SCHNEIDER, W.; SHAO, J.; LEON, G.; MELZER, M.J;
BEARD, J.J.; OTRERO-COLINA, G.; BAUCHAN, G.R.; OCHOA, R.; BRLANSKY,
R.H. Role bending: complex relationship between viruses, hosts and vectors related to citrus
leprosis, an emerging disease. Phytopathology, v.105: 1013-1025. 2015.

ROY, A.; STONE, A.L.; OTERO-COLINA, G.; WEI, G.; BRLANSKY, R.H.; OCHOA, R,
BAUCHAN, G.; SCHNEIDER, W.L.; NAKLA, M.K. & HARTUNG, J.S. Reassortment of
Genome Segments Creates Stable Lineages Among Strains of Orchid Fleck Virus Infecting
Citrus in Mexico. Phytopathology, v.110,

SPEGAZZINI, C. Sobre algunas enfermedades y hongos que afectan plantas de “agrios” en el

Paraguay. Ann.Soc.Cient.Argentina 90: 155-188. 1920.



49

TASSI, A.D. Diversidade morfologica e genética de diferentes espécies de Brevipalpus (Acari:
Tenuipalpidae) e suas competéncias como vetores de virus. Tese de Doutorado, PG
Fitopatologia, Esalg/USP. Orient. E.W. Kitajima, 2018.

TASSI, A.; KITAJIMA, E.W. Vetores de um virus transmitido por Brevipalpus causando a
leprose do ligustrum (Ligustrum leprosis virus). Summa Phytopathol., v.42 (supl.) CD
Rom 2016.

TASSI, AD.; SAITO, M.S.G.; NUNES, M.A.; NOVELLI, V.M.; FREITAS-ASTUA, J;
KITAJIMA, E.W. Reavaliacdo das espécies do acaro tenuipalpideo Brevipalpus, vetores de
virus de plantas. Anais s51 Cong.Bras.Fitopatol. (Recife) p.775. 2019.

VERGANI, A.R. La transmission de la lepra explosiva de la ligustrina por acaros. Rev.Agri.

Agron. 9: 292-294. 1942.

WEEKS, AR.; MAREC, F. & BREEUWER, J.A.J. A mite species that consists entirely of
haploid females. Science 292: 2479-2483. 2001.

WELBOURN, W.C.; OCHOA, R.; KANE, E.C. & ERBE, E.F. Morphological observations on
Brevipalpus phoenicis (Acari: Tenuipalpidae) including comparisons with B. californicus

and B. obovatus. Exp. Appl. Acarol. 30: 107-133. 2003.



