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APRESENTACAO

Esta publicacdo, que trata das “Contribuicdes do Instituto Agronémico de
Campinas - IAC na Area das Viroses e Moléstias Semelhantes dos Citros”, escrita
pelos pesquisadores A S. Costa, G. W. Miller e N. Guirado, abre a série
“Contribuicdes Brasileiras a Ciéncia e a Tecnologia”, de publicacdes do Ministério da
Ciéncia e Tecnologia.

E do conhecimento de muitos brasileiros que as pesquisas realizadas pelo
IAC, por mais de meio século, a respeito de pragas e doencas dos citros, tém sido
de grande importancia econémica para o pais.

No que tange as viroses e doencas semelhantes, objeto deste trabalho, os
estudos dos pesquisadores do IAC contribuiram, decisivamente, para que o Brasil
atingisse o patamar, hoje, de maior produtor e maior exportador de suco
concentrado dessa importante fruta, atingindo cerca de US$ 1,7 bilhdes anuais de
suco de citros e gerando em torno de 400 mil empregos.

Os resultados alcancados somente foram possiveis gracas a dedicacdo e
incansavel trabalho de pesquisadores do IAC, que, desde a década de 40,
enfrentaram essas doengas, conseguindo sucessos, que sustentam este imenso
complexo agro-econdémico.

As pesquisas, vitais para o sucesso da citricultura, vdo desde a criacdo e
lancamento de clones, 3 a 4 vezes mais produtivos, até a preimunizacdo da
variedade de laranjeira “Pera”.

O Ministério da Ciéncia e Tecnologia entende que as pesquisas conduzidas
nos laboratorios e campos experimentais do IAC sdo um exemplo a seguir na
pesquisa pura e aplicada. Pesquisas que resolvem problemas concretos e que
geram renda e emprego que o Pais tanto precisa.

Agradeco ao IAC e aos seus pesquisadores, que escreveram este
trabalho, e que continuem pesquisando novas soluc¢des para novos problemas.

JOSE ISRAEL VARGAS
Ministro de Estado da Ciéncia e Tecnologia



ABSTRACT

Investigations carried out in the Instituto Agronémico, Campinas, State
of S&o Paulo, Brazil, on citrus virus and virus like diseases for more than half a
century are described. Particularly focused are the studies on citrus tristeza virus
(CTV), that resulted in the recovery of the citrus industry in Brazil in presence of the
diseases. Mentioned are the co-operation programs between the Instituto
Agrondmico and the United States Department of Agriculture in the early days of the
CVT studies and later when preimmunization was successfully applied in the control
of the virus in sensitive scions. The paper further deals among other topics with the
pioneering works on xyloporosis, exocortis and psorosis that go back to 1938.
Emphasis is also given to the obtention and distribution of citrus nucellar clones, that
is considered as one of the most relevant contributions of science to the brazilian
agriculture.

Finally, the leprosis virus, disease of great importance, leaf curl, virus-
like diseases as bligth-declinio and the pseudo-virus false exanthema and witches
broom are also mentioned.



RESUMO

Séo descritas as investigacdes realizadas no Instituto Agrondmico,
Estado de S&o Paulo, por mais de meio século em viroses e doencas semelhantes
gue afetam os citros. Sdo enfocados particularmente os estudos sobre o virus da
tristeza dos citros, que resultaram no reerguimento da cultura da laranja no Brasil em
convivéncia com o virus. S8o0 mencionados programas de colaboracdo entre a
Instituicdo e o United States Department of Agriculture na fase inicial dos trabalhos
com tristeza e em fase posterior, quando das investigacdes sobre a preimunizacéo
gue culminaram no controle do virus em copas sensiveis. O trabalho aborda entre
outros tépicos, os estudos pioneiros que remontam a 1938 realizados com o0s
virdides da xiloporose e exocorte e o virus da sorose. E dada énfase a obtengio e
distribuicdo dos clones nucelares de citros, trabalho esse considerado como uma
das mais relevantes contribui¢cdes da ciéncia para a agricultura brasileira.

Finalmente, Sdo abordados também a leprose, doenca atribuida a virus
de grande expressao, a crespeira e aqueles semelhantes a virus como o declinio
dos citros e os pseudo-virus compreendendo o falso exantema, superbrotamento e
chicote.



INTRODUCAO

O Instituto Agronémico sempre dedicou bastante atencdo aos problemas
relacionados com a cultura dos citrus através do trabalho de seus técnicos, como
Felisberto de Camargo e outros. As investigacdes mais antigas abrangeram também
a selecdo de matrizes de “Baianinha” , “Pera” e outras variedades, além de
avaliacoes de cavalos e, consequentemente, podem ter tido um reflexo indireto
sobre as moléstias de virus das variedades comerciais. Entretanto, foi somente apos
a vinda do Eng® Agr® Sylvio Moreira para a Instituicdo que os problemas ligados
diretamente as viroses dos citros comecaram a receber atencao. Inicialmente, esse
investigador preocupou-se principalmente com os problemas que se sabe hoje
serem causados por virdides e que sao relacionados com as interacdes entre copas
portadoras do patégeno e determinados cavalos sensiveis. Estas interacdes levam
as manifestacdes de xiloporose e exocorte e serdo discutidas com mais detalhes
posteriormente.

O advento da tristeza no Brasil, que provavelmente se deu na terceira década
do século, provocou uma destruicao dos laranjais comerciais de diversas regides do
pais, inclusive de S&o Paulo. Os trabalhos sobre a tristeza no Instituto Agrondémico
inicialmente estavam mais ligados a area agrondémica do que a de fitopatologia.
Havia tendéncia entre fitopatologistas de S&o Paulo, para evitar duplicidade de
trabalho, em aceitar que as moléstias de citros seriam de atribuicdo do Instituto
Bioldgico e do grupo chefiado pelo conhecido pesquisador Dr. A. A. Bitancourt. Esta
situacdo foi alterada com a vinda ao Brasil do Dr. W. C. Bennett, eminente
fitovirologista norte-americano, em 1946. Esse técnico, enviado para estudar a
tristeza no Brasil antes da moléstia ter se espalhado em plantac6es comerciais dos
Estados Unidos, visitou o Instituto Biolégico em S&o Paulo e a Fazenda Mato Dentro
em Campinas, como opg¢Oes para sua permanéncia no Brasil. Um dos autores
esteve em contato com o Dr. Bennett na Fazenda Mato Dentro e o convidou a visitar
o Centro Experimental Campinas, naquela ocasidao conhecido como Fazenda Santa
Elisa, a sede de campo do Instituto Agrondmico. Apos efetuar essa visita, decidiu-se
o Dr. Bennett pela sua vinda para o Instituto Agronémico e assim iniciou-se um
programa cooperativo entre o U.S. Department of Agriculture (USDA) e o Instituto
Agrondmico de Campinas para o estudo da tristeza.

Os trabalhos de Moreira sobre a tristeza e outras viroses dos citros, 0s que se
seguiram ao estabelecimento do convénio com o USDA e os feitos sobre outras
viroses ou possiveis viroses, pelos técnicos e o Instituto Agronémico, serédo
revisados em seguida. (54) Muitos dos trabalhos efetuados foram pioneiros na
pesquisa virolégica mundial em citros.

Em adicdo aos recursos fornecidos pela Administracdo Direta do Estado de
Sado Paulo, as pesquisas efetuadas na area das viroses dos citros no Instituto
Agrondmico muito devem a entidades estrangeiras (Fundacdo Rockefeller e U.S.
Department of Agriculture dos Estados Unidos e as comunidades Econdmicas
Européias ) ou nacionais (Banco do Brasil, Companhia Souza Cruz, CNPq,
Embrapa, Fapesp, Finep, Fundecitrus, Fundepag, Fundacéao Cargill, Coopercitrus e
Procitrus) que colaboraram com recursos humanos ou financeiros para 0 sucesso
obtido.



1. O DESASTRE CAUSADO PELA TRISTEZA EM SAO PAULO E OU-
TRAS PARTES DO BRASIL E O REERQUIMENTO DA CITRICUL-
TURA NO PAIS ATRAVES DA PESQUISA

A introducdo da tristeza no Brasil provocou a destruicdo das areas
produtoras de citrus mais importantes do pais, pois eram as que, de preferéncia,
utilizavam o entdo reconhecido como o melhor cavalo para as copas comerciais, a
laranja “Azeda” (Citrus aurantium L.). Esse cavalo origina, na maioria dos casos,
combinacdes intolerantes a tristeza com quase todas as copas comerciais de citros.
A tristeza tornou-se em poucas décadas onipresente no Brasil, matando todos os
pomares de laranjas “Doces” sobre “Azeda” e praticamente eliminando o uso deste
cavalo na cultura.

O reerguimento da cultura da laranja no Brasil em convivéncia com a tristeza,
€ consequéncia principalmente das pesquisas realizadas por técnicos do Instituto
Agrondmico e serdo comentadas em seguida.

1.1. Controle da tristeza através do uso do cavalo tolerante

Mesmo antes que a etiologia da tristeza fosse esclarecida, técnicos do
Governo do Estado de S&o Paulo relataram observacdes feitas em plantagdes,
indicativas de que a moléstia ndo afetava certas combinacdes de citros em que o
cavalo ndo era a laranja “Azeda” ou a lima da “Persia” ( C. limettioides Tan.). Mas
foram os trabalhos de Moreira (46) e o resultado de seus ensaios de cavalos nas
estacdes experimentais do Instituto Agrondmico, iniciados em 1933, que forneceram
a base experimental comprovando observacdes feitas por ele e outros
investigadores em pomares comerciais de que a laranja “doce” (C. sinensis Osb.), o
limdo “Cravo” (C. reticulata Blanco), usadas como cavalo para copas de laranjais
doces, mexericas e tangerinas, originavam combinacdes tolerantes a tristeza. Esse
conhecimento permitiu o plantio de novos pomares em substituicdo aos destruidos
pela tristeza, sendo utilizado, na maioria dos casos, o cavalo de limdo “Cravo”,
também de preferéncia de viveiristas e citricultores. Com base nesses
conhecimentos, a citricultura brasileira superou um de seus maiores problemas.

1.2. Confirmagao da natureza viral da tristeza e a sua transmissao pelo
Pulgéo Toxoptera citricidus k.

A natureza viral da Tristeza descoberta por Meneghini (42) e sua transmissao
por T. Citricidus foram confirmadas no Instituto Agronémico por Bennett & Costa (3).
Também foi demonstrada a sua transmissao por unido de tecidos e pela cuscuta.
Verificou-se, em adicdo, que pulgdes individuais alados ou apteros podiam transmitir
a tristeza (11). Determinou-se ainda que T. Citricidus pode ser criado em abdbora
(18), podendo esta cucurbitacea ser também utilizada para “limpar” pulgbes
Viruliferos. T. citricidus € encontrado naturalmente em uma espécie de ornamental
(116). Com vérias espécies de pulgdo, a transmissao do virus da tristeza foi negativa
ou a eficiéncia deles foi tdo baixa que nao foi reconhecida nos testes realizados.

1.3. A morfologia da particula do virus da tristeza e comprovacédo da
sua relacéo etiolégica com a doenca
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A particula do virus da tristeza foi primeiramente visualizada no Brasil por
técnicos do Instituto Agronémico (37). A sua relagéo etioldgica com a doenca foi
comprovada por inoculagdes com o vector em diversas hospedeiras, acompanhadas
por exames periddicos de preparacdes das plantas inoculadas, ao microscépio
eletrdnico. Verificou-se que as particulas alongadas de 2.000 nm, caracteristicas do
virus, s6é apareciam em preparagdes de plantas inoculadas e ndo nas dos controles.
Mesmo nas plantas inoculadas, a presenca de particulas do virus nas preparacdes
feitas sO era positiva 16 dias ou mais apoés as inoculacdes e ndo antes. Esse periodo
coincide com o necessario para haver recuperacao do virus de plantas inoculadas
através de pulgbes néao viruliferos alimentados nelas.

Os trabalhos realizados sobre a morfologia do virus da tristeza no Instituto
Agrondmico foram mais tarde confirmadas por investigadores que trabalhavam com
a tristeza em outras partes do mundo (85).

2.4. Caneluras como sintomas associados a tristeza

Estudos efetuados com mais de 300 tipos de citrus como cavalos para a
laranja “Doce”, como copas para laranja “Azeda” ou como muda de pé franco,
mostraram que variedades de grapefruit e de lim&o do tipo galego (C. aurantifolia)
apresentavam sintomas de caneluras (“stem pitting”) (13). Essas caneluras séo
depressdes longitudinais no lenho de galhos novos ou ligeiramente maduros,
visiveis quando se destaca a casca nos locais onde elas se manifestam. Como
resultado dessas investigacdes foi concluido que as caneluras representavam um
sintoma da relacdo de determinados tipos de citrus ao virus da tristeza e ndo uma
moléstia devida a um virus diferente. Foi também sugerido a técnicos sul-africanos
que a situacdo na Africa seria similar a do Brasil (correspondéncia e manuscrito
enviado), onde a moléstia “stem pitting” do grapefruit tinha sido descrita como uma
nova virose (75). A reacdo dos técnicos sul-africanos foi primeiramente um tanto
contraria a essa suposicao (epistolarmente), embora logo mais tenham publicado
trabalho no qual expressam a mesma conceituagao (40).

Observacgdes posteriores confirmaram os resultados iniciais e mostraram que
os sintomas de caneluras como resultados de inoculacbes com o virus da tristeza
podem ser encontrados em numerosos outros tipos de citros (27).

2.5. Purificacéo e serologia

As tentativas de purificagdo do virus da tristeza foram inicialmente feitas no
Instituto Agrondmico em 1958 (108), antes mesmo que a morfologia do virus tivesse
sido determinada. Muitas das tentativas de purificacdo foram feitas com o fim de
preparar antigenos para injecdo em coelhos e posterior obtencéo de antissoros (77).
Como material de citros doador do virus para purificacdo foram utilizadas plantas de
limdo “Galego”, laranja “Pera” e Aeglopsis chevalieri infectadas pelo vector.
Preparacdes parcialmente purificadas foram obtidas tanto por Oliveira (76) como
por Silva et al., (108) e levaram a obtencdo de antissoros. Com estes foram feitas
reagOes de precipitina em tubos, tendo sido verificado por microscopia eletronica
que nos precipitados especificos ocorria um aumento de didmetro das particulas,
gue néo se verificava com o soro normal. Essa observagdo parece ter sido uma
mencao do que hoje se descreve como decoracao da particula viral pelo anticorpo.

11



Mais recentemente, com o0 avanco havido na area da serologia e
desenvolvimento do método ELISA, passou esta técnica a ser utilizada para
determinacao da presenca do virus da tristeza em diferentes materiais (69). Também
a técnica de microscopia eletrbnica de imuno-absor¢cdo vem sendo utilizada para
determinar a presenca do virus da tristeza em plantas infetadas (112, 113). Esta
técnica permitiu mais recentemente (78) que fosse obtida reacdo seroldgica positiva
com o antissoro do virus da tristeza e antigeno presente em videira, que tinha sido
determinada por teste em indicadoras, como estando efetada pela moléstia
enrolamento da folha.

2.6. Influéncia da tristeza sobre a pressdo osmatica e transpiracao

Utilizando meétodos crioscopicos Franco & Bacchi (23) determinaram a
pressao osmoética em folhas e caule do cavaleiro acima do enxerto, no caule abaixo
do enxerto e nas raizes do cavalo de combinacdes de “Bahia” sobre laranja “Azeda”
, sadias e infetadas pela tristeza. Os resultados obtidos com as amostras das folhas
e do caule do enxerto de laranja “Bahia” acima do ponto de unido mostraram que
houve uma ligeira reducao na pressdo osmotica de 18,73 para 16,81 atm e de 13,25
para 12,45 atm devido a infeccdo, para os dois locais de amostragem da copa. A
reducdo osmatica provocada pela tristeza foi muito mais significante no caso das
amostras retiradas do cavalo de laranja “Azeda” caindo de 13,37 e 18,20 atm para
8,71 e 9,30 atm, respectivamente, nas amostras tiradas do cavalo abaixo do enxerto
e das raizes.

A transpiracdo de plantas de laranja “Bardo” em cavalo de laranja “Azeda”,
sadias e afetadas pela tristeza, foi determinada por Mendes (41) em 5 plantas
experimentais de cada tratamento. Elas foram pesadas a intervalos de 1 hora no
periodo das 10 as 16 horas, durante 4 dias e tiveram a area foliar determinada. Os
resultados obtidos, reduzidos a mg de &agua perdidos pela transpiragdo por
decimetro quadrado de folha/minuto, foram de 2,72 para os controles e 1,06 para as
plantas infetadas. Isso mostra que a tristeza reduz  consideravelmente a
transpiracdo das combinacgdes feitas em laranja “Azeda”.

Rodrigues & Inforzato (87) estudaram a taxa de transpiracdo de plantas de
“Baianinha” afetadas pela exocorte, sorose e xiloporose em cavalos de laranja
“Calpira” e citrange “Troyer” (Poncirus trifoliata x C. sinensis). Cada um desses virus
ou viréides foi estudado individualmente, apenas em presenca do virus da tristeza;
em um dos tratamentos, 0s 2 virus estavam presentes.

O virus da sorose, acompanhado do da tristeza, reduziu a transpiracao da
copa de “Baianinha” nos dois cavalos. O viréide da exocorte junto com o virus da
tristeza ndo afetou a transpiracdo das copas em cavalo de laranja “Caipira”, mas
aumentou-a no cavalo de citrange “Troyer”. O contrario se deu com o virdide da
xiloporose juntamente com o virus da tristeza, que nao afetou a transpiracdo das
copas de “Baianinha” em cavalo de “Troyer”, mas reduziu bastante a transpiracao na
copa em cavalo de laranja “Caipira”. A presenca dos 2 virus e 2 virGides nas copas
“Baianinha” reduziu bastante a transpiragéo desta nos dois cavalos.
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2.7. Composi¢cao mineral de plantas de combinacOes sadias e afetadas
pela tristeza e outros virus

Embora reconhecendo que a introducdo da tristeza no Brasil e a sua
posterior disseminacdo eram indicativas de uma moléstia infecciosa, técnicos do
Instituto Agrondmico acharam de interesse determinar se haveria diferencas
significantes na composi¢cdo de plantas sadias e afetadas pela tristeza. Franco e
Bacchi (23) relataram que andlises efetuadas pela Secdo de Quimica Mineral, dos
teores de K, P, N, Mg, Fe e Ca no cavaleiro de laranja “Doce” e no cavalo de laranja
“Azeda”, na regido prOxima ao enxerto, ndo revelaram nenhuma diferenca
significativa.

Resultados de andlises efetuadas posteriormente (80) em 5 plantas afetadas
(4 meses apés a inoculacdo) e em 5 sadias de laranja “Doce” sobre cavalo de
laranja “Azeda”, com 12 meses de idade, forneceram as seguintes indicagdes: (a)
reducdo significante no teor de CaO nas folhas e hastes das plantas Afetadas,
menos significativa nas raizes; (b) maior teor de Na20 nas folhas e hastes das
plantas infetadas, mas nao nas raizes; (c) reducao no teor de Mn nas folhas e raizes
de plantas afetadas.

Sintomas de deficiéncia de micronutrientes foram notados em plantas
enxertadas e de pé franco infetadas pela tristeza, sendo mais frequente o de
deficiéncia de zinco. Testes de aplicacao de zinco por pulverizacdes frequentes néo
trouxeram correcao da deficiéncia (25). Esses resultados foram interpretados como
indicando que a deficiéncia de zinco é um efeito secundario da tristeza. O teste de
aplicacédo de micronutrientes pela meia-folha (09) deu resultado positivo apos friccdo
com zinco em folhas de laranja “Pera” de pé franco infetadas pela tristeza com
sintomas de deficiéncia.

Gallo at al. (24) analisaram folhas de copas de laranja “Baianinha” e "Pera”
infectadas pela tristeza quando enxertadas em 5 cavalos diferentes ( laranja “Pera”,
tangerina “Cledpatra” (C. reticulata Blanco), laranja “Caipira”, limao “Cravo” e liméo
“Rugoso Nacional” ( C.limon (L.) Burn f.). Esses autores comentam que houve
diferencas na constituicdo mineral entre as duas copas, sendo a maior diferenca em
potassio. Acrescentaram que algumas diferencas no teor de macronutrientes entre
as duas copas podem ser devidas a presenca de exocorte no material da laranja
“Baianinha”.

Rodrigues & Gallo (86) determinaram o teor de 5 micronutrientes em copas de
laranja “Baianinha” afetadas pela tristeza, enxertadas em laranja “Caipira” e em
limdo *“Cravo” quando inoculadas com a exocorte, sorose e xiloporose
individualmente e em combinacéo. Os autores apontam que os teores de Zn foram
reduzidos pelos 3 patégenos isoladamente, mas ndo quando combinados. O teor de
boro foi menor em plantas com exocorte e xiloporose. Algumas diferencas de
macronutrientes também foram notadas.

2.8. Os testes da laranja “Azeda” e de liméo “Galego” como indicadores
do virus da tristeza
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Os primeiros investigadores que trabalharam com a tristeza (42, 3) usaram
mudinhas novas de laranjas “Doces” sobre laranja “Azeda” como indicadoras do
virus da tristeza. Estes Ultimos autores preparavam as combina¢des por enxertia de
aproximacéao entre plantas jovens (12 a 15 cm de altura) de desenvolvimento igual,
fazendo-se o corte de juncdo na aproximacdo entre o cavalo e o cavaleiro do tipo
inglés complicado. Mais tarde, o cavalo de laranja “Doce” e a copa de laranja
“Azeda” eram igualmente eliminados abaixo e acima do enxerto, respectivamente,
até que a muda final fosse constituida de copa de laranja “Doce” e cavalo de
“Azeda”. O preparo dessas mudas era feito sob condi¢ces de estufa (15).

Posteriormente, passou também a ser utilizado o que se determinou de teste
de “Azeda”, em que borbulhas de tipos de citros suspeitos de conterem o virus da
tristeza eram enxertados em cavalos de laranja “Azeda” em viveiros no campo,
paralelamente a enxertia de borbulhas do mesmo tipo, sadias (12).

Foi verificado em trabalhos iniciais sobre a tristeza que a moléstia ndo se
manifestava somente em condicdes de enxertia, mas podia induzir sintomas em
determinadas variedades e espécies em plantas de pé franco (12). Nesse trabalho
foi sugerido que variedades que reagem com bons sintomas em plantas inoculadas
de pé franco poderiam ser utilizadas como indicadoras do virus da tristeza. Foi dito,
além disso, que seria mais provavel encontra-las entre as limas acidas, pomelos e
tangelos (C. reticulata x C. paradisi). Posteriormente, o limédo “Galego” também lima
acida, facilmente obtivel localmente, passou a ser usado em testes de rotina para
determinacdo da presenca do virus da tristeza no Instituto Agronémico, nas
inoculagbes com o afideo vector ou unido de tecidos.

2.9. Termoterapia do virus datristeza in vivo. MinicAmara térmica

As primeiras tentativas de inativagdo do virus da tristeza in vivo foram feitas
no Instituto Agronémico por tratamento de estacas infetadas em banho-maria, a
temperatura de 40°-55° graus, por periodos de tempo entre alguns minutos a
algumas horas (10). Os resultados obtidos mostraram que o virus da tristeza nédo foi
inativado por nenhum dos tratamentos efetuados, que permitiram a sobrevivéncia
das borbulhas quando posteriormente enxertadas em laranja “Azeda”.

Posteriormente, Yuki et al., (117) trataram estacas de borbulhas de limao
“Taiti” (C. latifolia Tan.) com tristeza em estufa a 38°C por periodos variaveis de
tempo, depois de preparadas e bem acondicionadas para evitar dessecamento. Os
resultados obtidos em trés experimentos feitos em épocas diferentes mostraram que
0 virus da tristeza pode ser inativado em estacas de limao “Taiti” tratadas a 38°C por
periodos de 14 dias ou mais.

Em algumas das estacas tratadas o virus tinha sido inativado em algumas
borbulhas, mas ndo em outras.

A inativacdo do virus da tristeza em bobulhas de citros pelo calor foi também
obtido por enxertia em cavalos sadios resistentes ou imunes e tratamento térmico
localizado da borbulha infetada. A parte da haste do cavalo que recebia a borbulha
era colocada dentro de uma minicamara onde o calor radiante de uma lampada
externa ficava restrito a bobulha e essa parte da haste, mas ndo atingia a parte

14



aérea e raizes da planta (58). A inativacao térmica do virus da tristeza em borbulhas
para propagacao experimental tornou-se tratamento de rotina com essa minicamara.
Um anteparo entre a fonte de calor e a borbulha deu melhores resultados no
tratamento de material de laranjas “Doces” das variedades “Pera” e “Folha Murcha”
(66). A incidéncia direta do calor sobre a borbulha pode também ser evitada no
tratamento térmico com a minicAmara comum, girando-se a posicdo da planta
submetida a tratamento de modo que a radiacdo da lampada que aquece a
minicamara néo incida diretamente sobre a gema.

2.10. Isolados fracos e protecao.

A descoberta de que um isolado fraco poderia ser obtido a partir de borbulha
retirada de planta portadora de um complexo natural forte (26) foi a primeira
demonstracao da existéncia de isolados fracos e fortes no complexo do virus da
tristeza. Os resultados descritos no trabalho acima mostraram também que o isolado
fraco segregado através da borbulha deu origem a um crescimento melhor mesmo
em cavalo ndo tolerante e que, apesar de superinoculado véarias vezes com pulgdes
viruliferos, ofereceu protecao.

O conhecimento acima abriu caminho para os testes de inoculagéo cruzada
com o fim de estudar relagdes de parentesco entre diferentes isolados e também
para os estudos de protecdo com o fim de controlar os efeitos negativos da infeccao
pelo complexo comum do virus da tristeza.

2.11. “Blending” e quebra de protecao por enxertia ou por alta pressao
de in6culo com o vector

Borbulhas portadoras de um isolado fraco do virus da tristeza, enxertadas
individualmente em laranja “Azeda” em comparagcdo com outras infetadas por um
isolado forte, mostraram expressivas diferencas em crescimento, favoraveis as
primeiras. Quando os dois tipos de borbulhas foram enxertadas simultaneamente no
mesmo cavalo de “Azeda”, uma acima da outra ( em ordem direta e inversa), o
crescimento feito por estas foi intermediario, representando aparentemente uma
média da somatdria dos dois (08). Nado houve nenhum tipo de interferéncia de
excluséo. A essa combinacao de efeitos foi dado o nome de “blending”.

Em testes nos quais foi estudado o efeito protetor de isolados fracos em
copas de laranja “Pera”, limao “Galego” e pomelo Ruby Red (59), foi verificado que a
premunizacdo oferece protecdo satisfatria e praticamente permanente quando as
plantas premunizadas sado expostas a superinfec¢cdo natural ou experimental por
meio do pulgédo vector. Ha entretanto, quebra de protecao quando a superinoculacao
é feita por unido de tecidos, podendo haver ou nao “blending”. Quebras de protecdo
podem ser obtidas com o vector sé ocasionalmente quando se promove excessiva
pressao de inéculo.

A aparente quebra de protecdo, observada raramente em pomares de
combina¢des premunizadas, formadas sob condi¢cdes de campo, pode resultar de
infeccdo prévia do cavalo no viveiro, geralmente como resultado de “blending”( 57;
64).
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2.12. Controle da tristeza em copas sensiveis por premunizagéo

O controle da tristeza pelo uso de cavalos tolerantes solucionou o problema
para grande numero de copas comerciais de laranja “Doce”, mexericas e tangerinas.
Mas, com o passar do tempo, foi notado que algumas variedade de citros como a
laranja “Pera”, o limdo “Galego” e os pomelos apresentavam problemas devidos a
tristeza mesmo quando enxertados em cavalos tolerantes. Esse fato ocorria sempre
gue a copa era do tipo que permitia multiplicacdo do virus e tinha tecidos sensiveis.
Tornou-se entdo necessario desenvolver um método de controle para esses tipos
citros, pois a laranja “Pera” sempre foi de grande importancia citricola para Sao
Paulo, assim como o liméo “Galego”.

A abordagem mais prometedora para solucionar o problema de
controle da tristeza em copas sensiveis foi a baseada na premunizacgéo, isto é, a
inoculacdo de material sadio de copas sensiveis com isolados fracos para esses
tipos de copas e que oferecessem protecdo em campo a superinfeccdo natural pelo
complexo normal forte. Resultados preliminares favoraveis obtidos anteriormente
(14) justificavam essa abordagem.

Como resultado da visita de técnicos norte-americanos do U. S. Department
of Agriculture ao Instituto Agronémico em 1959 ( Claud L. Horn, Earl R. Glover e Bert
Lexen ) foi iniciado um novo projeto cooperativo com a duracdo de 5 anos entre o
Instituto Agronémico e o Governo Norte-Americano, tendo por tema a possibilidade
de controle da tristeza em copas de citros sensiveis através da premunizacao. Esse
projeto foi subvencionado com recursos obtidos pela venda de excedentes agricolas
dos Estados Unidos ao Brasil (US PL 480 ), tendo recebido a referéncia Grant FG-
Br 107.

Os resultados obtidos no projeto acima, que se prolongou por mais de 10
anos, mostrou conclusivamente que as copas de laranja “Pera”, limao “Galego” e
pomelo podem ser grandemente beneficiadas pela premunizagdo do material de
propagacdo com isolados fracos protetores. A laranja “Pera” premunizada € campea
em producbes (110) e permitiu que essa variedade sensivel pudesse continuar a
servir de esteio na producéao de citros em Séo Paulo ( 59; 117 ).

Mais recentemente (68) foi verificado que o liméo “Taiti” € também, bastante
sensivel como copa em cavalos tolerantes e tem sua producdo grandemente
beneficiada pela premunizacdo com isolados fracos adequados.

2.13. A premunizacdo com isolados fracos beneficia também as copas
tolerantes.

A premunizagdo foi primeiramente considerada como uma solu¢cdo para o
problema representado pelas copas sensiveis enxertadas em cavalos tolerantes.
Posteriormente foi verificado que também a protecdo obtida pela premunizacdo com
isolados fracos pode ser benéfica até no caso de combina¢des de cavalo/cavaleiro
consideradas como tolerantes (73). Esse fato, além de beneficiar a producéo, é
indicativo de que mesmo as combinacdes tolerantes sofrem um efeito depressivo
induzido pela infeccdo com o complexo normal do virus da tristeza.

16



2.14. A premunizacdo também funciona no caso de tristeza de Capéo
Bonito

A tristeza de Capdo Bonito, registrada na década de 60 na regido desse
nome, constituiu nova ameaca a citricultura brasileira. O complexo la existente,
introduzido (92) ou localmente evolvido tem a propriedade de afetar praticamente
guase todas as copas de laranja “Doce” tolerantes a tristeza comum, induzindo
sintomas severos de caneluras (72). Felizmente para a producéo citricola brasileira,
as medidas de quarentena adotadas e a presenca da tristeza comum nos pomares
oferecem uma barreira a distribuicdo e disseminacdo dessa forma de tristeza para

as regides maiores produtoras de citros do pais mesmo apds mais de 20 anos (67).

Experimentos executados na Estacdo Experimental de Capao Bonito (63)
mostraram que a premunizacao funcionou em grande nimero de casos de maneira
satisfatoria protegendo as plantas contra a superinfecdo pelo virus da tristeza de
Capao Bonito, mas houve aparente quebra de protecdo em alguns casos. Estas
excecOes podem ter sido por ter falhado a premunizacdo, ndo se tratando de
verdadeira quebra de protecdo. O cavalo de limdo “cravo”, que se comporta como
satisfatoriamente tolerante a tristeza comum, é bastante sensivel a tristeza de
Capao Bonito.

2.15. Atratividade pelo amarelo de Toxoptera citricidus e repeléncia
promovida pela casca de arroz, um paradoxo aparente

Toxoptera citricidus é o mais importante vector do virus da tristeza no Brasil e
em outros paises onde estd presente. Foi a espécie de pulgdo cujos alados
mostraram possuir mais atratividade pela cor amarela de varias espécies de afideos
estudadas por Costa (22). Foi também mais sensivel aos efeitos repelentes de
certos “backgrounds”, sendo o alado fortemente repelido pela casca de arroz, como
verificado pelo mesmo autor.

As vantagens do emprego de casca de arroz como repelente para a fase de
formacédo do cavalo para citros, promovendo reducéo de infeccédo pela tristeza das
mudas nessa fase, foi verificada por Costa (22) e Yuki (115). Este dltimo
investigador discutiu as vantagens desse controle na formagdo da muda
premunizada, como forma de evitar o “blending” de isolados contaminantes do virus
da tristeza que infetam o cavalo antes do enxerto, com o isolado fraco de borbulha
premunizada enxertada posteriormente. Em trabalho posterior (118) foi mostrado
gue os picos de revoada de T. citricidus coincidem com o crescimento de novos
lancamentos dos citros e que localidades sem culturas de laranjas se prestam
melhor para a formacgéo de cavalos sadios na preparacdo de mudas premunizadas.

2.16. Efeito do som sobre Toxoptera citricidus

Rossetto et al., (96) determinaram que o movimento ritmico de colbnias de
Toxoptera auranti em cacau é resposta a som. Nesse trabalho sdo também
mencionadas observacdes de que colbnias do pulgdo em brotacdo nova de citros
também respondiam ao som com movimentos ritmicos sincrénicos. Estas ultimas
observacBes devem se referir a Toxoptera citricidus, pois esta € a espécie que
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comumente se encontra em brotacdo nova de citros. T. aurantii, embora o nome
indigque, s é encontrada excepcionalmente em citros no Estado de S&o Paulo.

Na década de 50, um dos autores observou que T. citricidus mostrava
tendéncia para se desprender das folhas de citros quando estas eram cortadas com
uma tesoura. Este efeito foi atribuido a vibracéo produzida pelo cinzalhamento. A fim
de verificar se os afideos se desprenderiam como resposta a vibragdes, solicitou-se
ao colega Coaracy M. Franco, da Secdo de Fisiologia do Instituto Agronémico de
Campinas - (IAC), a sua colaboragéo de violinista. Este colega levou seu violino a
Secao de Virologia e utilizou-o para emitir sons altos e baixos perto de galhos e de
plantinhas de citros colonizadas por T. citricidus. Infelizmente, a experiéncia nao
surtiu o efeito desejado, pois os afideos ndo se desprenderam das folhas como era
esperado.

2.17. Possibilidade de reutilizacao da laranja “Azeda” como cavalo

A possibilidade de reutilizar a laranja “Azeda” para tipos de citros que
usualmente parecem sobre esse cavalo, em areas onde a tristeza € endémica, vem
sendo considerada pelos técnicos do Instituto Agrondmico ha muitos anos, desde
gue a moléstia foi introduzida no pais. Muitos pomares no Estado de Sao Paulo,
enxertados em laranja “Azeda”, foram nessa ocasido observados cuidadosamente a
procura de plantas que se mostrassem tolerantes a moléstia e cujo cavalo pudesse
ser mutante tolerante de “Azeda”. Observacdes feitas em muitos milhares de plantas
mostraram que sO excepcionalmente uma ou outra planta escapava aparentemente
aos danos causados pela tristeza. A observacdo continuada dessas plantas e a
obtencdo de brotos a partir das raizes do cavalo mostraram que em alguns casos a
planta ndo tinha ainda sido infetada, sendo-o posteriormente; em outros, tratava-se
de engano de cavalo, tendo a planta sido enxertada em cavalo tolerante.
Posteriormente o problema continuou a ser abordado sob o angulo da procura de
tipos de laranja “Azeda” que pudessem ser tolerantes ao virus, de isolados do virus
da tristeza que fossem fracos para esses cavalo com vistas a premuniza¢ao, ou por
combinacao dos dois (15).

Nos testes primeiramente efetuados no Instituto Agronémico, entre 22 tipos
de “Azeda” e “Agro-doce”, ndo foi encontrado nenhum que possuisse nivel
promissor de tolerancia a tristeza. Posteriormente, foram testados outros 60 tipos de
“Azeda” (60) sem que também se encontrasse tolerdncia a tristeza em nivel
satisfatorio.

Nos testes em que foram procurados isolados fracos do virus da tristeza para
fins de premunizacdo da laranja “Pera” e do limdo “Galego” , todos aqueles
selecionados em copas sensiveis, mas que se comportavam como plantas de elite,
foram avaliados experimentalmente em cavalos tolerantes e em laranja “Azeda” (53).
Houve alguma variacdo na severidade dos sintomas produzidos por esses isolados
nessas combinacfes em “Azeda” , mas mesmo 0S que revelaram menos severos
(de n° 21 e 50) pareciam nao ter nivel aceitavel para fins aplicados . O fato de esses
isolados (21 e 50) terem se destacado para a “Azeda” fez com que fossem testados
em comparacdo com um isolado normal em combinacdes de copas de tangerina
poncan, pomelo “Marsh Seedless” , limdo “Galego” e laranja “Pera” enxertadas em
10 variedades de “Azeda” (70).
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A idéia de reutilizacdo da laranja “Azeda” como cavalo recebeu grande
estimulo apos a constatacdo da existéncia do declinio dos citros no Brasil (88), pois
esse cavalo € tolerante a essa doenca e a sua reutilizacdo em nossos laranjais iria
concomitantemente solucionar esse novo problema.

Como o complexo do virus da tristeza que ocorre naturalmente na Florida,
EUA, é geralmente fraco para o cavalo de laranja “Azeda” la utilizado, foi
programada a introducdo de alguns isolados fracos do complexo floridiano para
testes em Sao Paulo, primeiramente em condicdes de estufa. A proposta de
introducdo do virus foi submetida a uma espécie de plebiscito entre os
fitopatologistas que compareceram ao V Congresso do Grupo Paulista de
Fitopatologia, (Escola Superior de Agronomia Luis de Queiroz - ESALQ, Piracicaba
18-20 de janeiro de 1982 (61) e recebeu aprovacdo praticamente geral. Essa
introducdo foi posteriormente feita na forma de virus purificado, para evitar a
introducdo de outros possiveis virus. De 15 isolados introduzidos s6 foram
estabelecidos 3 (74). Os bons resultados obtidos inicialmente com quatro copas
inoculadas com os 9 isolados, enxertadas em laranja “Azeda” em estufa, levaram a
gue o material em questdo fosse ensaiado em campo. O crescimento das plantas
em viveiro a céu aberto foi satisfatorio, 0 que estimulou o transplante para o local
definitivo. Durante cerca de 3 anos plantas inoculadas com alguns isolados; “Pera”
com os isolados 30-T4, T-11 e T-30, “Galego” com os isolados T-11% e T-30, pomelo
“Marsh Seedless” com os isolados 50, T-26 e 53-T35b e “Poncan” com os isolados
50 e “Satsuma” , cresceram razoavelmente, embora fossem muito menores do que
seria de esperar se as copas estivessem em cavalos tolerantes. No entanto, os
resultados finais do experimento ndo mostraram plantas viaveis, indicando que
nenhum dos isolados testados foi capaz de proteger as combinacfes em “Azeda”,
contra o desafio dos isolados fortes do virus existentes no local (62).

2.18 Hospedeira do virus da tristeza fora de Rutaceae

Até 1970 o circulo de hospedeira conhecido do virus da tristeza limitava-se a
familia Rutaceae. Isso apesar de terem sido ensaiadas algumas centenas de
espécies de plantas fora da familia em inoculacdes com pulgbes viruliferos
(Toxoptera citricidus), pois ndo foram observados sintomas reconheciveis quando as
plantas inoculadas foram comparadas com controles ndo inoculadas (Costa, A.S.
Trabalho n&o publicado).

Em 1970, o fitopatologista peruano Dr. Arturo Ozores informou ao segundo
autor que tinha reconhecido sintomas de uma virose em plantas de maracuja (
Passiflora sp.) que cresciam em laranjeiras infetadas pela tristeza no Peru. Essa
observacédo estimulou os autores a efetuar uma revisao do assunto e foram obtidas
10 espécies de Passiflora para testes.

Mudinhas novas dessas 10 espécies foram inoculadas por meio do vector
virulifero com o virus da tristeza. Das 10 espécies ensaiadas somente P. gracilis
mostrou sintomas de infeccdo e a presenca do virus da tristeza nas plantas
infectadas foi verificada em preparacdes examinadas ao microscopio eletrénico (65)

2.19. Beneficios indiretos resultantes das investigacfes sobre a tristeza
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dos citros

Além dos beneficios diretos resultantes das pesquisas sobre a tristeza
conduzidas na Secéo de Virologia do Instituto Agronémico de Campinas - IAC, em
cooperacdao com o U.S. Department of Agriculture - USDA, como por exemplo a
metodologia de controle da tristeza em copas sensiveis por premunizacdo, 0 projeto
trouxe vantagens indiretas : (a) foi introduzida grande colecédo de tipos de citros para
avaliacdo com cavalo, muitos dos quais ndo existiam na colecdo do instituo
Agrondmico - IAC, e passaram a fazer parte desta; (b) a cv Murcote entrou em
producdo em S&o Paulo a partir de arvores de um ensaio de cavalos para copas de
“Bardo” com tristeza plantado na estacdo experimental de Limeira do Instituto
Agrondmico (atualmente Centro de Citricultura “Sylvio Moreira”).
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3. EXOCORTE

Moreira (46) parece ter sido o primeiro investigador a registrar, no Brasil a
ocorr&encia da exocorte, ao descrevé-la em determinadas combinagbes cavalo-
cavaleiro de ensaio de cavalos instalado em 1936 na estacdo Experimental de
Limeira. Nessa mencgéo, a exocorte no cavalo de limao “Cravo” foi confundida com
gomose e atribuida a um aumento de suscetibilidade desse cavalo a esta moléstia
guando a copa era de laranja “Baianinha” e pomelo “Marsh Seedless”. Comentario
semelhante j& tinha sido feito por Salibe em sua tese de doutoramento sobre a
exocorte (98) ao se referir a trabalhos de Moreira, nos quais € mencionada a grande
suscetibilidade do lim&o “Cravo” a certa gomose, quando utilizado como cavalo para
copas de “Baianinha” e para o pomelo “Marsh Seedless” e ndo como cavalo para a
“Pera” . A observacdo de Moreira € talvez uma das primeiras no mundo feitas sobre
a reacao do cavalo de limao “Cravo” a presenca da exocorte na copa.

Moreira descreveu e identificou corretamente a exocorte do limao “Cravo” em
trabalho posterior (47) e foi também o primeiro investigador a reconhecer o
paralelismo na reacéo dos cavalos de Poncirus trifoliata e de liméo “cravo” ao virdide
da exocorte (48).

3.1. Importancia da exocorte e variedades infetadas

A exocorte nunca tinha sido registrada como moléstia de importancia no
Brasil antes da renovacédo dos laranjais brasileiros apés a devastacdo causada pela
tristeza. Moreira (47) comentou esse aspecto do problema, apontando que o0s
cavalos utilizados anteriormente a 1955, entre os quais o predominante era laranja
“Azeda”, comportavam-se como tolerantes a exocorte. Com a renovag¢do dos
laranjais, principalmente em limdo “cravo”, sensiveis a exocorte, comegaram a

aparecer os problemas da moléstia na propagacao de copas portadoras do viréide.

Os problemas causados pela exocorte se intensificaram na década de 50.
Moreira e um dos autores fizeram parte da comissao designada pela Secretaria da
Agricultura do Estado de S&o Paulo para avaliagdo do problema e sugestdes de
medidas de controle. Em relatério preparado por essa comissédo (79) foi apontado
gue praticamente 100% dos clones de “Baianinha” , “Hamlin” e “Maracand”,
existentes em S&o Paulo achavam-se infetados pela exocorte; clones de “Baréo”,
“Natal”, “Pera”, “Piralima”, “Valéncia” e “Grapefruit”’, “Marsh Seedless” estavam, em
parte, infetados. Aqueles de limoeiro “Galego”, limdo “Eureka”, tangerina “cravo”
laranja “lima”’estavam, em sua maioria, livres da exocorte. Foi apontado que o0s
clones de variedades que eram ocasionalmente propagadas por semente
mostravam maior frequéncia de clones insentos de exocorte e que o Estado de Sao
Paulo deveria iniciar um servico de registro de matrizes isentas dos agentes
causadores da exocorte, sorose, xiloporose e de outras viroses, mas que nao
adiantava procurar também excluir o virus da tristeza dada a facilidade com que o
material isento voltaria a ser infetado em campo.

Salibe (98) testou a maior parte da colecdo de germoplasma de citros da
Estacdo Experimental de Limeira, do Instituto Agrondmico, para determinar a
presenca do virdide da exocorte em combinac¢fes portadoras. Os teste foram feitos,
em parte, por enxertia de duas borbulhas de cada tipo de citros a ser avaliado em
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cavalos de limao “Cravo” , para leitura dos sintomas na brotacdo destes. Outra parte
da colecdo foi avaliada por sobre-enxertia das copas a serem investidas que
estavam enxertadas em cavalos de “caipira” , ainda no viveiro de enxertia, com
borbulha das indicadoras lim&o “Cravo” e Poncirus trifoliata. Foram testadas 222
amostras de 13 grupos de citros. Destas, 86 deram resultados positivos para
presenca do viréide. Dos 13 tipos de citros testados, 12 tiveram amostras positivas.
Somente limdes rugosos ( 2 amostras) deram testes negativos.

No mesmo trabalho (98) esse investigador descreveu resultados de um teste
de 116 tipos de citros para determinar sensitividade (desenvolvimento de sintomas)
a exocorte. O teste foi efetuado por enxertia de borbulha do material a ser testado
em cavalos de “Caipira” previamente infetados com a exocorte. Apds o pegamento,
foram os cavalos decapitados para permitir o desenvolvimento das borbulhas dos
tipos a serem avaliadas. ObservacOes feitas nos langcamentos dessas borbulhas
permitiram reconhecer sintomas indicativos do virdide da exocorte em 44 variedades
das 116 testadas. Os sintomas desenvolvidos permitiram a colocagcdo das
variedades sensiveis em 5 grupos distintos, mas as manchas amarelas ou
rachaduras da casca estavam presentes em todos os grupos. O periodo para
manifestacdo dos sintomas variou de 120 a 400 dias. Comentério feito pelo autor
sugere que muitas dessas variedades que apresentaram sintomas na casca dos
ramos, quando infetadas pela exocorte, poderdo desenvolver lesdes ou rachaduras
no tronco se usadas como cavalo para copas infetadas. Observacées de campo
mostraram que isso parece ter acontecido em um pomar experimental enxertado em
lima da “Pérsia”, na Estacdo Experimental de Limeira.

3.2. Fendilhamento e depressao da casca do tronco do liméo “Taiti”
associados a exocorte

Entre os tipos de citros sensiveis a exocorte, determinados por Salibe (98),
esta o limao “Taiti” que, quando infetado, desenvolve rachaduras longitudinais ou
depressdes na casca do tronco e galho. Investigacdes foram efetuadas por Salibe &
Moreira (105) sobre uma moléstia da copa de plantas adultas de limdo “Taiti” ,
comum no Estado de S&o Paulo, caracterizada por fendilhamentos e depresséo de
casca, é capaz de matar 5% de plantas anualmente de uma plantacdo comercial
dessa lima acida. Os resultados mostraram que ela é associada a infeccao pela
exocorte. A evidéncia obtida resultou de estudos com seis clones diferentes de
“Taiti” (IA-1 a IA-6) plantados na estacdo experimental de Limeira em 1961. A
observacdo das matrizes e propagacOes desses seis clones mostrou que cinco
deles apresentavam a escamacdo da casca e apenas o IA-5 (“Bears’line) néo
apresentava esses sintomas. Amostras de gemas desses seis clones foram testadas
para a presenca do viréide da exocorte , por inoculacdo e observacdo dos sintomas
produzidos em cavalos de limdo “Cravo”. Avaliacdes finais feitas quinze meses apés
a inoculacdo mostraram que os cinco clones de limdo “Taiti” , que apresentavam
escamacao da casca, testaram positivos para presenca do virdide da excorte. O
clone Al-5, sem escamacéao, produziu teste negativo. Nos testes positivos houve
correlacdo entre a severidade dos sintomas de escamacdo apresentados pelos
clones de limdo “Taiti” e aquela do isolado do viréide da exocorte, como avaliado
pelo tamanho das manchas e grau de fendilhamento desenvolvidos nas plantas-
teste inoculadas de lim&o “Cravo”.
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Num teste posterior, Salibe & Moreira (105) compararam um clone velho de
limdo “Taiti” (IA-4 invadido por um isolado fraco do virGide da exocorte) com um
clone suposto de origem nucelar livre do patdégeno. Esses dois clones foram
enxertados em cavalos de laranja “Caipira” e concomitantemente inoculadas de
trées maneiras diferentes: (a) em uma primeira série com borbulhas de “Hamlin”
portadoras de um isolado forte da exorcorte; (b) numa segunda série com borbulhas
de “Taiti IA-1 infetadas com um isolado fraco do vir6ide e (c) em uma série com
borbulhas de um clone nucelar de “hamlin” livre do virdide.

Avaliacdes feitas cinco meses apds a enxertia mostraram que os langcamentos
do clone velho de “Taiti” , quando comparados com os do controle, sofreram uma
reducdo no vigor de crescimento ( comprimento do lancamento) de 49% na série
inoculada com o isolado forte; de 10% na série inoculada com o isolado fraco. No
caso dos lancamentos do clone de “Taiti” suposto de origem nucelar e livre do
viréide, as diferencas foram maiores. A reducdo do vigor dos lancamentos foi de
61% no caso da inoculagcdo concomitante com o isolado forte e de 39% com o
isolado fraco.

Salibe & Moreira (104) fazem referéncia ao fato de que o lim&do “Perrine”
(hibrido de C. aurantifolia x C.limon) também desenvolve moléstia semelhante a do
lim&o “Taiti” quando infetado pela exocorte.

3.3. Testes de identificagdo de material infetado pela exocorte

Combinacdes infetadas que tém cavalo tolerante a exocorte, em geral nao
apresentam sintomas indicativos da presenca do virdide, a ndo ser que se manifeste
na copa se esta for sensivel. CombinagBes infetadas sobre o limdo “Cravo” ,
Poncirus trifoliata ou outro cavalo sensivel podem levar véarios anos para
desenvolver sintomas neste (49).

Em testes de sobre-enxertia em plantas infetadas pelo exocorte, de “Hamlin”
e “Baianinha” em cavalo tolerante, com borbulhas de limdo “Cravo” e P.trifoliata,
Moreira (50) verificou que os lancamentos dessas borbulhas apresentavam, ap0s
algum tempo, manchas amarelas alongadas na casca que mais tarde se tornavam
fendilhadas. Essas observacgdes serviram de base para o desenvolvimento de testes
de identificacdo do viréide da exocorte usando essas indicadoras.

Moreira (50) avaliou trés modalidades de teste para identificacdo da exocorte
com base no reconhecimento das manchas amarelas alongadas na casca do tronco
de limdo “Cravo” : (a) através da sobreenxertia de plantas adultas de combinacdes
ou de planta de pé fraco que se quer testar, com borbulhas das indicadoras, obtendo
resultados que podem ser lidos em seis meses; (b) idem de combinacbes novas
ainda no viveiro de enxertia, com leitura em cinco meses; (c) usando cavalos de
lim&o “Cravo” que sao enxertados com as borbulhas a serem testadas, promovendo-
se primeiramente a brotacdo dessas e posteriormente de ramos do cavalo para
observacdo das manchas amarelas. Esta leitura pode ser feita em cerca de quatro
meses.

Salibe (98) fez uma revisdo do teste da exocorte em limdo “Cravo” . Ele
inoculou cavalos desta espécie em viveiro com borbulhas infetadas pela sorose,
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xiloporose e tristeza, s60s ou em mistura, acrescentando em uma seérie também o
viréide da exocorte. Esse investigador verificou nesses experimentos que nenhum
dos outros agentes patogénicos, s6 ou em mistura, induziu sintomas no liméo
“Cravo” . Foi somente nas inoculacées em que foi introduzido também o agente
causador da exocorte € que apareciam as manchas alongadas na casca dos ramos;
ele assinalou também, que elas ndo diferiam entre si nas diferentes misturas do
virbide da exocorte. A presenca de outros agentes infecciosos, portanto, nao
interferiu no teste de indexacdo em liméo “Cravo” .

Salibe (98) acrescentou uma outra modalidade de utilizac&o do liméao “Cravo”
como indicadora para reconhecimento da exocorte: a de dupla enxertia que
possibilita o aproveitamento de qualquer cavalo suscetivel disponivel. Nessa
modalidade, uma ou duas gemas das plantas a serem avaliadas sdo enxertadas no
cavalo disponivel e, logo acima enxerta-se a gema indicadora. Apés o pegamento ,
poda-se o cavalo acima da gema indicadora e cuida-se para que esta se desenvolva
vigorosamente para leitura dos sintomas.

A técnica descrita por Salibe apresenta a possibilidade de que alguma outra
espécie de cavalo, quando infetada pelo virdide da exocorte, permita que este atinja
maior concentracdo na planta, com consequente melhor ou mais rapida leitura dos
sintomas nos lancamentos da gema da indicadora.

3.4. Procura de melhores indicadoras para o viréide da exocorte

Salibe & Moreira (104) compararam 30 tipos de citros (incluindo variedades
de cidra, limdes “Doces”, limas-mandarinas, limdes e sele¢cbes de limao “Cravo’e de
Poncirus trifoliata) como indicadoras para o virdide da exocorte por dupla enxertia
(gema in6culo e gema indicadora) em cavalos de laranja “caipira” . o virdide foi
introduzido nos cavalos por trés borbulhas de laranja "hamlin” portadora do patégeno
da exocorte e também do virus da tristeza. As borbulhas foram enxertadas
individualmente acima daquelas do in6culo, em grupos de seis plantas por
indicadora. A parte superior do cavalo foi podada logo acima da borbulha indicadora
vinte dias ap0s a enxertia e a brotacdo desta foi avaliada a intervalos. O lim&o
“Harvey” e a cidra “Etrog” comportaram-se com indicadoras mais rapidas,
desenvolvendo sintomas facilmente reconheciveis. As variedades de lima-mandarina
reagiram de maneira semelhante a do limdo “Cravo” e podem ser usadas como
indicadoras. Em outro ensaio descrito no trabalho acima citado, os mesmos
investigadores compararam cinco das melhores indicadoras ( liméo “Harvey” , cidra
“Etrog” , lima-mandarina “Ling Ming”, uma selecdo de limdo “Cravo” e uma de
Poncirus trifoliata). A comparacéo foi feita pelo teste de dupla enxertia, usando-se
in6culo de um isolado severo e de um isolado fraco do viréide. Uma das séries
recebeu borbulha de material ndo infetado.

Todas as cinco variedades testadas comportaram-se satisfatoriamente como
indicadoras para ambos isolados do virdide da exocorte. Todas, exceto P. trifoliata,
foram também boas indicadoras para o isolado fraco. Os autores destacam o liméo
“Harvey” e a cidra “Etrog” como as melhores.

Usando a técnica de dupla enxertia, Pompeu et al., (81) compararam onze
variedades de cidra como indicadoras para o virdide da exocorte em limao “Cravo”.
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Verificaram que a cidra “Kerkachi” desenvolveu sintomas que permitiram a diagnose
de material infetado pela exocorte em cerca de dez semanas , com antecipacéo de
trés a quatro semanas em relacao a cidra “Etrog” . Nos mesmos experimentos foi
determinado que, usando-se o0 cavalo de limado “Volkameriano” , de crescimento
mais rapido do que o liméo “Cravo” , para a dupla enxertia, a leitura dos sintomas
nos langamentos da borbulha indicadora de cidra “Kerkachi” puderam ser feitos em
oito semanas.

3.5. Efeito ananicante induzido pela exocorte pode ser usado para obter
maior adensamento de plantio

O virdide da exocorte pode exercer um efeito ananicante em certas
combinacgdes de citros. O uso de isolados fracos para obter essa resposta e permitir
maior adensamento no plantio esta sendo investigado em varias partes do mundo e
no Brasil (109).
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4. XILOPOROSE
4.1. Trabalho pioneiro de Moreira sobre a xiloporose dos citros

As investigacOes de Moreira (43,44 e 45) sobre a xiloporose representam 0s
primeiros trabalhos efetuados na area de viroses dos citros feitos no Instituto
Agrondmico Moreira verificou que a anomalia se manifestava principalmente em
combinacao de laranja “Bardo”(C. sinensis Osbeck) sobre cavalo de lima “da Pérsia”
(C. limettioides Tan.). Verificou também que arvores afetadas da combinacao
poderiam ser recuperadas por sub-enxertia com cavalo laranja “Azeda” ou por
sobre-enxertia com laranja “Pera” ou com a prépria lima “da Pérsia”.

Moreira identificou corretamente a moléstia da combinacédo “Bar&o” sobre lima
“da Pérsia” como sendo idéntica a xiloporose da Palestina, embora tenha atribuido
tanto a doenca de Limeira como a daquele pais, a mesma causa - incompatibilidade
entre o cavalo e enxerto. Esta suposi¢cdo de Moreira era perfeitamente aceitavel na
ocasiao, poisa natureza da xiloporose era confusa. Mesmo, posteriormente, durante
muitos anos, a etiologia da xiloporose permaneceu em davida, embora as evidéncias
indicassem que poderia ser um virus. SO mais recentemente é que a sua verdadeira
natureza foi determinada, tendo sido verificado ser causa da por um virdide e nao
virus (90).

4.2. Combinagdes indicadoras

Muitas das copas de citros podem estar infetadas por xiloporose sem
apresentacao de sintomas. Quando enxertadas em cavalos sensiveis como a lima
“da Pérsia” , limao “Cravo” e alguns tangelos, desenvolvem-se sintomas no cavalo
préximo ao ponto de enxertia, depois de alguns anos. Estes séo caracterizados por
depressdes arredondadas e alongadas no lenho que correspondem a saliéncias dos
tecidos na parte interna da casca. Eventualmente ocorre a situagéo inversa. Em
estado mais avancados, observam-se depressfes ou rachaduras superficiais da
casca e ocasionalmente um inchaco do enxerto ou porta-enxerto no ponto de unido.

Os primeiros resultado de Moreira nos estudos sobre a xiloporose foam
obtidos sobre a lima “da Pérsia” , sendo esta a indicadora. O teste foi denominado
entdo o da lima “Doce”. Posteriormente, Moreira (51) comparou borbulhas de véarios
tipos de citros portadoras de xiloporose ou cachexia em tr6es cavalos: lima “da
Pérsia” , tangelo “Orlando” e lim&o “Rugoso da Flérida”. Sintomas foram observados
somente na lima “da Pérsia” e tangelo “Orlando” seis anos apo0s as enxertias.
Posteriormente foi verificado que tangelo “Orlando” € uma indicadora que apresenta
sintomas mais depressa e mais conspicuos que a lima “da Pérsia”. Mesmo assim, 0s

sintomas s6 foram conhecidos trés anos apés a enxertia.
4.3. Teste rapido para a detecc¢éo de xiloporose

Salibe (99) desenvolveu um teste de dupla enxertia para caracterizacdo de
xiloporose utilizando o tangelo “Orlando” como indicadora. Esse teste permite
leituras em pouco mais de um ano. O teste é efetuado enxertando-se a borbulha a
ser avaliada em um cavalo vigoroso suscetivel e simultaneamente ou um més apés,
a borbulha indicadora, acima da anteriormente enxertada. Posteriormente poda-se o
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cavalo acima da indicadora, para promover a brotacdo desta. A leitura do teste é
feita na base do ramo da indicadora, proximo ao ponto de enxertia apés a retirada
da casca. As lesdes de xiloporose no lenho podem surgir em cerca de 12-18 meses.
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5. SOROSE

Embora a sorose estivesse bastante disseminada em algumas variedades de
clone velho no passado, esta virose aparentemente nunca foi muito importante no
estado de S&o Paulo.

5.1. Tipos de sorose constatadas no Estado de Sao Paulo

Em 1960 Rosseti & Salibe (95) percorreram cinco regides citricolas do Estado
de S&o Paulo, avaliando diversas variedades de plantas citricas quanto a presenca
de sorose. Constataram cinco tipos de sorose nas diferentes variedades
examinadas: sorose A, sorose alvelar, gomose concava, marca de dedos e pipoca.

5.2. Distribuicdo dos agentes causais da sorose, exocorte e xiloporose
na planta citrica

Salibe (102) conduziu uma série de ensaios para investigar a distribuicdo dos
agentes responsaveis pelas doencas da sorose, exocorte e xiloporose na planta
citrica. Utilizou como inéculo porgées de folhas, gemas de ramos novos, por¢cdes de
casca de tronco, da copa e do porta-enxerto e da raiz de laranjeiras infectadas.

Selecionou para os testes como fonte de indculo plantas de laranja “Doce” em
porta-enxertos de laranja “caipira” , limdo “Cravo”, “trifoliata”, “Lima da Pérsia” e
tangelo “Orlando”, infectadas com uma daquelas doencas, mas ndo com as demais.
Os indicadores foram o limdo “Cravo” para a exocorte, a laranja “caipira” para a
sorose e o tangelo “orlando” para a xiloporose, obtidas de clones nucelares e
enxertadas sobre seedling de liméo “cravo”. O periodo de incubagédo observado foi
de 4-6 semanas para a sorose, 4-12 meses para a exocorte e 10-36 meses para a
xiloporose. Todas as plantas testes revelaram resultados positivos para os testes da
sorose e da xiloporose, revelando que estas doencas estdo bastante distribuidas
nas plantas infectadas. O viréide da exocorte foi encontrado quando se utilizou
in6culo representado por gemas e tecidos da casca, tronco e da raiz. Entretanto, as
folhas parecem estar livres desse virdide ou infectadas apenas com estirpes
atenuadas.

5.3. Vigor e produtividade de laranjeiras “Baianinha” nucelar em
presenca e auséncia dos virus da sorose, exocorte e xiloporose

Plantas de laranja “Baianinha” nucelar em porta-enxerto de limoeiro “cravo” e
de laranja “caipira” foram inoculadas com o virus da sorose, e o0s virbides da
exocorte e da xiloporose para comparacdo do vigor e produtividade das plantas
sadias e infectadas. Os tratamentos realizados foram: 1) sorose; 2) exocorte; 3)
xiloporose; 4) sorose + exocorte + xiloporose; 5) controles ndo inoculados.

No viveiro ndo foram observadas diferencas de crescimento das plantas ap6s
a inoculacdo. Cinco anos apés o plantio em local definitivo, as plantas enxertadas
sobre porta-enxerto de limoeiro “Cravo” e infectadas com as trées doencas,
mostraram desenvolvimento 15,5% inferior aos controles e as infectadas apenas
com a exocorte eram 4,3% menores. A diferenga de vigor nas plantas dos demais
tratamentos era inferior a 4% em relacdo aos controles. As maiores diferengas na
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produtividade foram observadas entre as plantas enxertadas em limoeiro “Cravo” e
em laranja “caipira” : independente do tratamento, as primeiras produziram safras 2
vezes maiores. Nao observaram diferencas na produtividade das plantas em
laranjeira “caipira”. As plantas em limoeiro “cravo”, infectadas com as trés doengas,
produziram safras ligeiramente maiores que as plantas sadias, ndo ocorrendo
diferenca significativa na produtividade das plantas dos demais tratamentos. Os
autores consideram esta maior produtividade nas plantas com as trées doencas
devido ao efeito de estrangulamento do porta-enxerto (107).

5.4. Avaliacdo de 7 variedades de laranja “Doce” e 2 tangerinas
como indicadoras para a sorose.

Nos testes de indexacéo biolégica para a sorose dos citros no estado de Séo
Paulo utilizava-se a laranja “caipira” como indicadora, cujos sintomas nao eram bem
nitidos, mesmo sob condi¢cdes favoraveis para manifestacdo de sintomas. Face a
este fato, procurou-se obter uma indicadora mais sensivel para o virus da sorose,
testando-se 7 variedades de laranja e 2 de tangerinas, além de laranja “caipira”.
Sintomas evidentes e caracteristicos causados pelo virus foram obtidos nas laranjas
“Baianinha” e “do Céu”. Sintomas fracos de dificil reconhecimento foram observados
nas laranjas “Hamlin”, “Pineapple” e “Caipira”. As laranjas “Azeda”, “Valéncia” e as
tangerinas “Kara” e “King” ndo exibiram sintomas. Os resultados mostraram que as
laranjas “Baianinha” e “do Céu” sdo indicadoras mais adequadas que a “Caipira”
para testes de indexacao da sorose (33).

5.5. Choque térmico para inducéao rapida da manifestacdo de sintomas
em indicadores para a sorose

Em viveiro ou em casa-de-vegetacdo os sintomas foliares do virus da sorose
eram observados somente na brotacdo de primavera, em periodos de temperatura
amena. Além disso, mesmo utilizando-se indicadoras sensiveis, 0os sintomas eram
fracos, o que dificultava a indexagdo desses virus. Procurou-se entdo desenvolver
uma metodologia para obtencdo rapida dos sintomas, e a mesma foi conseguida
colocando-se as plantas em um ambiente refrigerado a temperatura de 20°C e sob
10horas de iluminacao diaria, fornecidas por 2 lampadas fluorescentes de 40 W, do
tipo luz do dia. Os primeiros sintomas manifestaram-se 2 dias apos o tratamento,
sendo que 5 dias ap6s o inicio do tratamento, todas as plantas exibiam sintomas
foliares bastante nitidos (31).
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6. CRESPEIRA

A moléstia denominada crespeira dos citros foi descrita em 1959, em S&o
Paulo, em umas poucas arvores naturalmente infetadas (97). Ela recebeu essas
designacao por ser o encrespamento das folhas novas o sintoma mais caracteristico
do mal. Além do encrespamento das folhas, ocorria morte de ponteiros, seguida pelo
depericimento geral das plantas afetadas. Estas floresciam abundantemente, mas s6
poucos frutos eram produzidos, 0s quais permaneciam anormalmente pequenos.
Testes de transmissdo demonstraram que o patdgeno podia afetar um grande
namero de variedades e espécies do género Citrus (100). O patégeno foi
aparentemente transmitido para Vigna sinensis (101).

Todas as plantas encontradas afetadas pela crespeira foram eliminadas.
Desde entdo, a moléstia ndo mais ocorreu.
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7.LEPROSE

A leprose dos citros era considerada moléstia de distribuicdo restrita nos
laranjais de S&o Paulo no passado (05), embora fosse julgada de importancia
econdmica. Nos ultimos anos a sua importancia tem aumentado e € presentemente
considerada como a doenca associada a virus, mais importante da cultura de citros.

7.1. Incidéncia da leprose em variedades citricas

Roessing & Salibe (89) realizaram estudos para determinar a susceptibilidade
a leprose de diferentes variedades e espécie do género Citrus e afins. Sintomas
tipicos da doenca foram observados em folhas e frutos de 130 das 369 variedades
existentes na plantacédo em estudo.

A leprose foi observada em 121 variedades de laranja “Doce”, 4 tangores
(Reticulata, Tangerona, Sao Joao del Rei e Italiano), 4 limbes (Rio Claro, Camargo,
Gigante e Rugoso Nacional) e no citrange Troyer. Mostraram-se aparentemente
resistentes a leprose as plantas de 239 variedades compreendendo: 35 tangerinas,
35 limbes, 27 limas &cidas, 22 pomelos, 19 laranjas azedas, 17 toranjas, 16
tangelos, 15 citranges e outros hibridos de trifoliata e 23 outras variedades diversas.
A doenca foi mais severa em algumas variedades de laranja “Doce”, especialmente
na “Caipira”, “Bahia” e “Baianinha”. O limdo “Rio Claro” apresentou grande numero
de lesbes nas frutas e poucos nas folhas. O tamanho das les6es também mostrou-
se bastante variavel de variedade para variedade.

7.2. Visualizagao da particula viral

A causa da leprose permaneceu desconhecida por muito tempo. Bitancourt
(04) sugeriu ser a leprose uma doenca de virus. Evidéncia apontando a leprose
como provavelmente devida a um virus foi obtida por Kitajima et al., (35,36) que
descreveram uma particula com a forma de bastonete (40 nm x 100-120 nm)
encontrada em associacdo com lesdes da leprose em folhas de diversas variedade
de laranja “Doce”.

7.3. A leprose como modelo para estudos sobre interferentes de
inoculacao

Costa et al., (19) relatam que a maioria de viroses que servem de modelo
para testes de interferentes na inoculacdo, a avaliacdo do efeito interferente é
baseado na resposta sistémica da planta inoculada. Nesse caso, a leitura da
interferéncia na inoculacdo € mais dificultada, pois bastam umas poucas picadas
com sucesso do vetor para que haja invasao sistémica da planta, passando
despercebido um efeito interferente positivo, a ndo ser quando se aproxima de
100%.

No caso de lesao de leprose nas varias partes das plantas de citros, € aceito
gue cada lesdo representa pontos de infeccdo localizados, onde o virus foi
introduzido nos tecidos das folhas, hastes ou frutos pelo acaro vetor. Dessa maneira,
cada lesdo representa um ponto independente de inoculagcdo e a avaliacdo de
substancias interferentes na inoculacdo poderia ser facilmente observada e
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computada através da contagem das lesdes individuais presentes nas partes de
plantas que recebem tratamento e nos respectivos controles (19).
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8. ELIMINACAO DE VIRUS E VIROIDES DE MATERIAL PROPAGATIVO DE
CITROS

Com excecdo dos virus da tristeza e da leprose que tém vectores eficientes e
do virdide da exocorte que pode passar ocasionalmente por transmissdo mecanica,
0s outros virus e virdide dos citros sdo apenas perpetuados por propagacao de
material infetado ou por contaminagdo no viveiro de enxertia, através de
reaproveitamento de cavalos anteriormente enxertados com material infetado. A
propagacéo por enxertia de borbulha de matrizes sadias em cavalos originarios de
sementes praticamente assegura a obtencédo de mudas sadias.

Duas maneiras de eliminacdo de virus e virGides de material vegetativo
utilizados nos trabalhos experimentais do Instituto Agrondmico sao relatadas em
seguida.

8.1. Limpeza através da obtencdo de clones nucelares

A histéria de clones nucelares de citros no Brasil esta intimamente ligada a
atuacdo do pesquisador Sylvio Moreira do Instituto Agronémico de Campinas.
Clones nucelares foram desenvolvidos na Estagdo Experimental de Limeira a partir
de 1938 (52). Muitos desses clones foram obtidos inicialmente como resultados de
trabalhos sobre poliembrionia de citros e em tentativas de cruzamento de variedades
para fins de melhoramento. Os trabalhos com clones nucelares permaneceram
estacionarios por alguns anos até que trés acontecimentos levaram Moreira a
reativar seu interesse nessa area de pesquisa. Esses foram: (a) em 1952 Moreira
efetuou viagem de estudos aos Estados Unidos e estagiou na “Citrus Experiment
Station” de Riverside na California, Estados Unidos, onde esteve em contato durante
varios meses com alguns investigadores pioneiros em trabalho com clones
nucelares em citros; (b) ao reassumir seus trabalhos, apos retorno dessa viagem, ,
inteirou-se através de avaliagbes feitas em viveiros de enxertia da estacao
experimental de Limeira, da presenca de sintomas de sorose em grande numero de
lancamentos das borbulhas enxertadas de matrizes da colecédo de variedades da
estacdo; (c) no inicio da década de cinquenta, surgiram sérios problemas
relacionados com a presenca do entdo considerado como virus da exocorte em
material de propagagao de muitas variedades comerciais de citros e 0 uso bastante
generalizado do cavalo de lim&o “Cravo” (91; 48; 70).

Os fatos acima apontados levaram Moreira a empreender 0 projeto que
representa uma de suas maiores contribuicbes para a citricultura brasileira: a
implantacdo do uso de material de propagacédo limpo de virus e virdide através de
clones nucelares, embora esses viessem a se infetar mais tarde pelo virus da
tristeza. Moreira, para ganhar tempo, aproveitou clones nucelares ja anteriormente
existentes na Estagcdo Experimental de Limeira para iniciar a distribuicdo desse
material de propagacdo. Moreira & Salibe (52) mencionam que ja& em 1995 foram
distribuidas 40.000 gemas de nucelares e viveiristas e citricultores pela Estacdo
Experimental de Limeira e que até 1962 esse numero somou 1.000.000 de gemas.
Salibe (103) avalia que em 1987 ja existiam no pais cerca de 100 milhdes de citros
originarios de clones nucelares como resultado dessa distribuic&o.
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Moreira empreendeu também a obtencdo de clones nucelares de toda a
colecdo de germoplasma de citros da Estacdo Experimental de Limeira a partir da
década de 50, tendo tido a colaboracdo de Ary A. Salibe que ingressou no Instituto
Agrondmico na segunda metade desse periodo. Como aquela Estacdo experimental
tem sido a principal fornecedora de material propagativo de citros para Sao Paulo e
outras partes do pais, isso explica o excelente estado de sanidade da maioria de
pomares comerciais paulistas e de outras partes do Brasil no que tange a virus e
virdides que nao tém vectores. Como foi apontado por Salibe (103), a Sociedade
Brasileira para o Progresso da Ciéncia considerou o trabalho de producéo e selecao
de clones nucelares de citros, realizado por Moreira, como uma das mais relevantes
contribuicdes da ciéncia para a agricultura brasileira.

8.2. Microenxertia de apices caulinares para limpeza de clones de citros

Em 1972, a microenxertia em citros ja tinha sido idealizada na Secdo de
Virologia Fitotécnica do Instituto Agrondmico, sem conhecimento dos trabalhos
realizados nos Estados Unidos. No entanto, as tentativas levadas a efeito na ocasiao
foram infrutiferas por uma série de razdes (114). Subsequentemente, a mesma
Secao foi, depois do Centro de Fruticultura e Mandioca da Embrapa, localizado em
Cruz das Almas, Bahia, o 2° lugar no Brasil a empregar a propagacdo de apices
caulinares de citros (microenxertia). Os trabalhos foram desenvolvidos durante uma
década (1982-1992) dentro de um programa que visava obter material propagativo
sadio de citros, rosaceas e videira com importancia potencial para Sédo Paulo.
Durante o periodo considerado foram obtidos clones sadios de laranja “Hamlin (02),
limdo “Taiti” e laranja “Folha Murcha” (55), “Pera’(01), “Valencia”, “Natal” e
“Baianinha” (Muller et al. 1992 resultados nao publicados).



9. DECLINIO
9.1. Regides onde ocorre

O declinio dos citros despertou inicialmente a atencdo de citricultores e
técnicos da Secretaria de Agricultura e Abastecimento do Estado de Sdo Paulo, no
fim da década de 1970, sendo considerado do mesmo grupo da doenca "blight" (88).
Foi posteriormente constatado nos Estados da Bahia, de Sergipe, de Minas Gerais,
do Rio de Janeiro e de Goias (93).

9.2. Importancia econdmica e incidéncia do declinio na laranja "Pera"
vacinada

O declinio dos citros € doenca atribuida a patégeno transmissivel (111) de
grande importancia. Estima-se ter havido uma perda da ordem de varias dezenas de
milhdes de plantas citricas, desde sua constatacao em 1979 (34). Pomares afetados
tém uma reducdo na producéo de frutos/pé de 4-5 caixas para 1, 5-2, 0 caixas (84).

Relato de Rossetti et al., (94), mencionando que a incidéncia do declinio dos
citros em "Pera" premunizada parecer ser maior do que na ndo premunizada
constituiu fator de preocupacédo, pois se fosse confirmado representaria ameaca
direta para parte expressiva do parque citricola paulista e deveria cessar 0 uso
desse material na formacédo de novos pomares. Preocupados com tal relato, os
autores, através da CATI, realizaram um levantamento em trés Divisdes Regionais
Agricola do Estado de Sao Paulo, inspecionando 916.000 plantas e chegaram as
seguintes conclusdes: a) que o relato acima ndo parece fundamentado; b) também
contrariam afirmac¢fes de alguns técnicos de que clones novos apresentariam mais
declinio do que os velhos (83).

Num estudo preliminar sobre aspectos econdémicos do declinio dos citros no
Estado de Séo Paulo foi possivel verificar que as variedades "Valéncia", "Hamlin",
"Pera" e "Natal" se destacam como as mais afetadas. Das tangerinas a mais afetada
foi a "Cravo". Ndo se observou incidéncia na mexerica. Verificou-se também que a
lima acida "Taiti" apresentava 7,7% de plantas afetadas (30).

9.3. Combinacdes criticas

Foi verificado que em pomares de primeira producdo (4-5 anos) das
variedades de laranjas doces "Valéncia" e "Pera" o indice de plantas afetadas tem
sido mais elevado. Nas outras variedades a incidéncia mais elevada foi verificada
em pomares a partir de 8 anos: "Valéncia", "Pera", "Natal", "Hamlin" e "Baianinha",
todas enxertadas sobre limdo "Cravo". As laranjas doces "Valéncia" e "Natal",
enxertadas em Poncirus trifoliata, declinam mais vagarosamente do que quando
enxertadas em limédo "Cravo". O declinio também ja foi verificado em pomares de
limdo "Taiti", tangerina "Ponca" e tangerina "Cravo" enxertados em limao "Cravo"
(71).

9.4. Combinacdes tolerantes
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As combinagdes em limdo "Cravo" sdo altamente suscetiveis ao declinio, o
gue torna o problema extremamente grave, uma vez que esse € o principal porta-
enxerto utilizado na nossa citricultura. Entretanto observagées de campo indicam
qgue € possivel formar e manter pomar sem o declinio utilizando combinacdes
tolerantes, tais como: laranjas doces enxertadas sobre porta-enxertos de laranja
"Caipira", tangelo "Orlando”, tangerina "Cledpatra" e tangerina "Sunki" (71 & 30).

9.5. Cavalos resistentes ou tolerantes

Observagbes de campo indicam que os porta-enxertos tangelo "Orlando”,
tangerina "Cleopatra, tangerina "Sunki", "Citrange", "Norton" e laranja "Caipira" sédo
tolerantes ao declinio. Por outro lado, pomares de laranjas doces enxertadas sobre
limdo "Cravo", Poncirus trifoliata, Citrus Volkameriano e Citrange troyer sao
suscetiveis. Tal fato desaconselha o uso de porta-enxertos suscetiveis para
replantar ou formacéo de pomares em locais de alta incidéncia de declinio (30).

9.5.1. Arvores de pé-franco de limdo "Cravo" ndo sio afetadas pelo
declinio dos citros

Em 1985, numa propriedade situada no municipio de Terra Roxa, SP,
encontraram-se 22 arvores de pé-franco de liméo "Cravo" (C. limonia Osb.) com 14
anos de idade, espalhadas em meio a talhdes de citros das combinacdes laranja
"Pera” e "Hamlin" sobre limdo "Cravo" de mesma idade, que apresentavam alta
incidéncia de declinio. Das 22 arvores de limdo "Cravo", 8 apresentavam
sintomatologia semelhante a induzida pelo declinio. Entretanto, realizando teste
diagnéstico de absorcdo de agua no lenho, por seringa acionada por alavanca,
constatou-se que essas plantas estavam sadias. Exames no sistema radicular
indicaram a existéncia de raizes necrosadas, sintomatologia essa possivelmente
causada pelo fungo Phytophthora sp. Como essas plantas apresentavam bastante
radicelas vivas, o que ndo ocorre em plantas com declinio, resolveu-se trata-las com
fungicida. Ap6s 10 meses de tratamento foi verificada a recuperacdo das plantas
(32). Tais resultados apontam para o fato de que plantas de pé-franco de limao
"Cravo" mesmo sob condicbes de alta incidéncia de declinio, ndo sédo afetadas pela
doenca. Tal constatacdo reforca a hipétese de que o declinio € uma doenca de
combinacdo principalmente de laranja doce, tendo o lim&o "Cravo" como porta-
enxerto.

9.6. Dispositivo que facilita a realizagdo do teste diagndéstico de
absorcao de agua para o declinio

O teste de absorcdo de agua para o diagnéstico do "blight" foi inicialmente
visualizado e aplicado na Flérida, Estados Unidos por Cohen (7). Através deste teste
€ possivel mensurar num tempo de 24 horas a menor absorcdo de agua por
gravidade no tronco de plantas afetadas pela doenca. Na fase inicial dos estudos do
declinio em Sao Paulo, esse método passou a ser utilizado como auxiliar de
diagndstico (28, 29). A partir de 1983, o teste de absorcdo de agua passou a ser
realizado em 30 segundos, utilizando-se uma seringa hipodérmica de 20-25 ml de
volume, contendo 10 ml de agua, que é injetada no tronco da planta sob presséo
manual (38).
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O método da seringa desenvolvido por Lee e colaboradores (38) foi
aperfeicoado por Lima et al. (39) recebendo o nome de teste de absor¢cdo de agua
pelo método da seringa acionada por alavanca (39). O equipamento utilizado para
este teste consiste basicamente de duas ripas de cerca de 35 cm de comprimento, 5
cm de largura e 1 cm de espessura, unidas numa das extremidades por uma
dobradica, uma das ripas € furada no centro para encaixe da seringa. O teste que €
realizado em 10 segundos, com volume de 10 ml de &gua na seringa, tem a
vantagem de permitir uma maior precisdo que o anterior, uma vez que o operador
necessita de menos esforgo, principalmente quando se trata de realizar grande
ndmero de testes.

9.7. Tratamento visando promover recuperacao de arvores afetadas

Plantas apresentando sintomas de declinio, em estdgio inicial, foram
pulverizadas em 1981/1983 com reguladores vegetais, a base de acido giberélico
associado ao 2,4 D, mostrando significativa recuperacdo das plantas tratadas em
relacdo aos controles (12). Motivados pelos bons resultados obtidos, instalou-se
novo ensaio em 1984 em plantas de laranja "Pera" sobre limédo "Cravo”, com 10
anos de idade apresentando declinio unilateral acentuado. Foi obtida remissdo de
sintomas com os tratamento a base de acido giberélico 50 ppm + acido naftaleno
acético 20 ppm e acido giberélico 100 ppm + 2,4 D 10 ppm (6). E importante
ressaltar que as plantas tratadas com os reguladores vegetais, tiveram uma
recuperacao apenas aparente que durou por aproximadamente 1 ano, periodo apés
o qual definharam rapidamente, possivelmente por ter cessado o efeito desses
produtos.
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10. PSEUDO-VIROSES DOS CITROS
10.1. Falso exantema

A moléstia denominada "falso exantema dos citros", descrita por Bitancourt
em 1933 (05), foi redescrita sob a denominacao de "variola" em 1963 por Salibe e
Moreira (106) que a consideraram uma ameaca potencial a citricultura do Estado de
Sé&o Paulo. Estes autores aventaram a possibilidade da anomalia em questéo ser de
natureza viral. Quase que simultaneamente, Muller & Costa (56) demonstraram que
o falso exantema era resultado da acao toxicogénica do miridio Platytylus bicolor. Os
sintomas iniciais da moléstia foram obtidos nas plantas testes pela alimentacdo do
inseto, sendo observados em cerca de 5 a 10 dias apés a infestacdo. Os sintomas
manifestaram-se primeiramente como intumescéncias que podiam ser vistas
externamente e que correspondiam a bolsas de goma sob a casca. Em alguns
casos, houve exudacdo de goma das intumescéncias na forma de gotas ou
filamentos. Posteriormente as intumescéncias evoluiram para lesdes que se
fendilharam no sentido longitudial da haste. Na época em que o falso exantema foi
verificado sob condi¢cdes de campo, constatou-se também nestas areas a presenca
do P. bicolor. Posteriormente, tanto a anomalia como o miridio ndo foram mais
encontrados. A hipétese aventada na ocasido foi de que devido a seca havida em
1963 (uma das mais fortes do século) o P. bicolor ndo mais encontrando as suas
hospedeiras naturais, migrou para os citros, voltando para o seu "habitat" natural,
assim que as condi¢des se normalizaram.

10.2. Superbrotamento ou envassouramento da laranjeira "Pera"

Em 1950 uma forma de superbrotamento ou envassouramento da laranja
"Pera"” foi observado em pomar situado em Limeira (16). As plantas com
envassouramento apresentavam ramificacdo extremamente anormal, cheia de
galhos extranumerarios que cresciam em posi¢cao mais vertical que a normal, alguns
galhos basais apresentando um crescimento tipo cipd. Sintomas de fasciacdo
também estavam presentes em alguns galhos em fase de rapido crescimento. As
plantas envassouradas cresciam mais rapidamente que as plantas normais mas a
vegetacdo era mais amarelada. A producdo das plantas superbrotadas era
extremamente reduzida. Duas possibilidades foram aventadas para explicar a
natureza da anomalia: a) a causa genética, tratando-se de mutacdo que foi
propagada inadvertidamente talvez porque as plantas envassouradas possuissem
porte mais vigoroso; b) o superbrotamento seria de causa patoldgica, sendo mais
provavel neste caso tratar-se de moléstia de virus.

A fim de verificar a Ultima possibilidade foram realizados ensaios visando
determinar se borbulhas de plantas normais enxertadas em copas de plantas com
envassouramento iriam  produzir plantas normais ou envassouradas.
Simultaneamente foi realizada a enxertia de borbulhas de plantas superbrotadas em
plantas normais, visando induzir a anomalia nestas. Os resultados obtidos
mostraram ser o superbrotamento de causa genética, indicando a importancia da
escolha cuidadosa de arvores matrizes para retiradas de borbulhas para enxertia.

10.3. Chicote de "Piralima" e galha no ponto de uniédo de enxertia
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Essa anomalia descrita em arvores de laranja "Piralima" sob o nome de
chicote (20) ocorria em determinados galhos, que se tornavam mais alongados que
0s normais, adquirindo a forma de um S ou circular, assemelhando-se a um chicote.
Bolbulhas de galhos com chicote enxertados em cavalos sob condigbes de estufa,
deram origem a hastes que cresceram rapidamente e que eram geralmente de
coloracdo mais amarelada que a da vegetacdo normal. Uma constante foi o
aparecimento de um calo bastante desenvolvido ou galha no ponto de unido de
enxertia, formado principalmente do tecido do enxerto. O chicote foi considerado
semelhante ao superbrotamento descrito no tépico anterior, sendo ainda ambos
considerados muito semelhantes a moléstia brotacdo mdultipla dos citros ("citrus
multiple sprouting"), descrita em diversas variedades de laranja doce na Africa (21).
A evidéncia obtida indicou que o chicote ndo é moléstia infecciosa ou, se houver um
patégeno associado a ela, ele é de dificil transmisséo por unido de tecidos, embora
haja invariavelmente perpetuacdo da condicdo andmala através da borbulha. A
hip6tese que melhor se prestou para explicar os fatos observados foi a de ser o
chicote anomalia resultante de transformacédo genética. Para justificar a aparente
disseminagdo em campo, foi imaginado ser essa anomalia resultante de alteracdo
somatica de pontas de crescimento, que poderiam ser estimuladas pela acdo do
acaro das gemas, Aceria sheldoni (Ewing), do psilideo Diaphorina citri Kuw ou de
qualquer outro inseto ou acaro. Outra alternativa, considerada mais provavel, seria a
de resultar o chicote da incorporacéo de um plasmidio ou fragmento deste associado
a um patdgeno bacteriano, nas células do &pice de crescimento dos citros, com
desaparecimento posterior do organismo, havendo assim perpetuacdo da condicéo
anomala induzida pelo DNA incorporado mesmo na auséncia de infecciosidade.
Essa incorporacéo poderia também estar associada a insetos e acaros.
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