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Avancos no conhecimento sobre a clorose variegada dos citros:
uma abordagem sobre os diferentes componentes do patossistema

Helvécio Della Coletta Filho'" & Alessandra Alves de Souza'
RESUMO

Passados um pouco mais de 25 anos do primeiro relato da clorose variegada dos citros
(CVC) no estado de Sao Paulo, esta doenga com ocorréncia quase que exclusivamente em
laranjeiras doces (Citrus sinensis L. Osbeck) e ocasionada pela bactéria Xylella fastidiosa, ainda
hoje € um problema na citricultura brasileira. Pouquissimos relatos fazem referéncia a CVC fora
do Brasil e que ¢ ocasionada pela mesma estirpe de X. fastidiosa (X. fastidiosa subesp. pauca)
como descrito na Argentina e Paraguai. Vale destacar que, em sendo um problema exclusivo e de
interesse da citricultura brasileira, os avangos no conhecimento aqui apresentados foram obtidos
pela pesquisa nacional, alguns contando com a colaboracdo de pesquisadores de institui¢des
estrangeiras, mas sempre em conjunto ou com a colaboracao do setor citricola. Estes esforgos,
somados a determinagdo dos citricultores, contrariaram as previsoes pessimistas de que a CVC
inviabilizaria a producdo de laranjas doces no estado de Sao Paulo. Nesta revisdo sera abordada
os avangos no conhecimento sobre o patossistema CVC neste periodo de cerca de 25 anos ¢ as
contribui¢des para o sucesso do manejo desta doenga.

Termos de indexacao: ‘amarelinho’, Xylella fastidiosa, doenga citrica, laranja doce.
SUMMARY

Advances on knowledge about citrus variegated chlorosis:
an overview on different components of this pathosystem

The citrus variegated chlorosis (CVC) was firstly reported in 1987 in Sdo Paulo state,
Brazil, and after 25 years it became a problem around all citrus production areas in the country.
This disease affects exclusively sweet orange (Citrus sinensis L. Osbeck) but with few exceptions
out this specie and it is caused by X. fastidiosa subesp. pauca. Excluding Argentina and Paraguay,
CVC caused by X. fastidiosa subspecie pauca was no reported in any other country, which
characterize as a problem of Brazilian citriculture. As consequence is necessary highlighted
here that the majority of knowledge that will be discussed here were obtained by the researches
conduced in Brazil in collaboration with all players of citrus industry. These efforts, together
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with determination of growers, contradicted the pessimist predictions that the CVC would make
the production of sweet orange in Sdo Paulo state enviable. In this review will be show and
discussed the advances on knowledge about the CVC pathosystem obtained during the 25 years
of CVC and the contributions for the successful management of this disease.

Index terms: “amarelinho”, Xylella fastidiosa, Citrus disease, sweet orange.

INTRODUCAO E HISTORICO

A clorose variegada dos citros (CVC) surgiu
inicialmente em 1987 como anomalias desconhecidas
em plantas de laranja doce (Citrus sinensis L. Osbeck)
observadas primeiramente na regido Noroeste do
estado de Sao Paulo, especificamente no municipio
de Macaubal. As hipoteses iniciais recairam sobre
problemas de deficiéncias nutricionais, emergéncia de
um novo virus e até a introdug@o do agente etiologico
do HLB, doenga que naquela época nao havia sido
ainda descrita no Brasil (Bové & Ayres, 2007). Os
primeiros anos apos o relato foram seguidos de um
aumento rapido das plantas e 4reas afetadas, uma
vez que, ndo se conhecia a origem do problema. Os
primeiros estudos epidemiologicos apontaram que um
agente bioldgico contagioso transmitido planta a planta,
provavelmente através de um inseto vetor, poderia
estar associado (Gottwald et al., 1993). Paralelamente,
trabalhos usando material bioldgico contaminado,
como borbulhas e ramos, quando garfados em plantas
sadias resultaram na transmissdo de um provavel
agente causal, onde analises de microscopia mostraram
a presenga de uma bactéria no vaso do xilema daquelas
plantas contaminadas (Rossetti et al., 1990).

Por volta de 1993 o postulado de Kock
foi completamente elucidado por dois grupos de
pesquisa (Chang et al., 1993; Hartung et al., 1994)
que identificaram a presenga de uma bactéria Gram-
negativa, X. fastidiosa, como o agente etiologico,
sendo o problema entdo denominado como clorose
variegada dos citros (CVC), em alusdo as pontuacdes
cloroticas (amarelas) irregularmente distribuidas
sobre o limbo foliar da planta infectada. Entre os
produtores esta doenga também foi denominada de
“amarelinho dos citros”. Recentemente foi proposto
uma subdivisdo para X. fastidiosa sendo a causadora
da CVC renomeada como X. fastidiosa subsp. pauca
(Schaad et al., 2004; Schuenzel et al., 2005), cuja
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denominag@o tem sido usada como alusdo ao agente
causal da CVC. Conhecendo-se entdo o agente causal
da doenga, as pesquisas expandiram-se em diferentes
dire¢des como a identificagdo do inseto vetor da
bactéria, que estaria transmitindo-a planta a planta,
conhecimentos sobre a epidemiologia da doenca e
também trabalhos de melhoramento genético, que
abordavam desde a busca por fontes de resisténcia em
Bancos de Germoplasma ou selecao massal em campo,
até a hibridizacao controlada entre diferentes espécies
de citros. O envolvimento de um vetor no processo
de transmissdo natural do patégeno planta a planta
foi primeiramente reportado em 1996 (Roberto et al.,
1996). Estudos epidemioldgicos mostraram que o inseto
vetor esta principalmente envolvido na transmissao
local, entre pomares proximos (transmissao primaria)
ou entre plantas dentro dos pomares (transmissao
secundaria) (Laranjeira et al., 1998a). Transmissao
a longa distancia parece estar mais relacionada ao
transito de material infectado entre as regides (Roberto
etal., 2002). Além da infeccao natural via vetores, seja
em plantas nos pomares quanto em viveiros, que nos
anos 90 eram conduzidos num sistema a céu aberto,
as plantas poderiam ainda ser facilmente infectadas
via enxertia utilizando borbulhas contaminadas. Como
consequéncia do conhecimento gerado por essas
informagdes, o manejo da CVC comegou a ser discutido
com objetivo de prevenir a introducao da X. fastidiosa
no sistema de produgdo de mudas. Ainda como forma
de manejo passou-se a recomendar o controle quimico
dos insetos vetores nos pomares e a diminuicdo de
fontes de in6culo pela remogao de plantas doentes ou
poda de ramos infectados, a depender da severidade
dos sintomas e idade das plantas (Coletta-Filho et al.,
2000). Estas propostas levaram a uma mudanga no
sistema de produ¢do de mudas no estado de Sao Paulo
que, por lei, todos os viveiros passaram de um sistema
aberto no campo para um programa certificado, em
telados, a partir de 2003 (Carvalho, 2003).
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Devido ao impacto da CVC no sistema de
producdo citricola em Sao Paulo a bactéria X
fastidiosa subsp. pauca foi o primeiro fitopatdogeno a
ter seu genoma sequenciado no mundo (Simpson, et al.,
2000), proporcionando um grande avango nos estudos
genéticos acerca do mecanismo de patogenicidade
dessa bactéria (de Souza et al., 2009). Hoje a CVC ¢
uma doenga endémica em todas as regides citricolas
do estado de Sao Paulo, assim como de outras regides
do Brasil que tém o cultivo de laranja doce em escala
comercial, como os estados do Parana, Santa Catarina,
Rio Grande do Sul, Minas Gerais, Bahia, Sergipe, Rio
de Janeiro, entre outros.

Dados de levantamento do Fundecitrus
apontaram que em 2012 aproximadamente 40% das
plantas de laranja doce nos estados de Sdo Paulo
e Sul do Triangulo Mineiro, em Minas Gerais,
mostraram algum tipo de sintoma de CVC. A CVC
estd aparentemente restrita a outros paises vizinhos do
Brasil que produzem laranja doce, como Argentina e
Paraguai (de Souza et al., 2009). Na América Central
(Costa Rica) também foi relatado plantas de laranja
doce com problemas de CVC (Montero-Astua et al.,
2007). Porém, em outras regides produtoras de citros
com expressdo econdmica, como a Floérida, China,
Africa do Sul ou paises do Mediterraneo néo h4 relatos
da CVC. Portanto, pode-se afirmar que CVC é um
problema quase que exclusivamente da citricultura
brasileira. As perdas devido a CVC no Brasil, seja
pelo aumento do custo de producgdo ou pela reducgio
na producdo ou perda da viabilidade econdomica das
plantas com CVC sdo estimadas em U$ 120 milhdes
anuais (Boveé &Ayres, 2007).

O AGENTE CAUSAL DA CVC

X. fastidiosa subsp. pauca, assim como as
demais subespécies de X. fastidiosa como X. fastidiosa
subsp. fastidiosa, X. fastidiosa subsp. multiplex e X.
fastidiosa subsp. sandy (Schaad et al., 2004; Schuenzel
et al., 2005), embora seja primariamente considerada
como um patogeno de planta, coloniza dois ambientes
distintos, a propria planta e o inseto vetor, as cigarrinhas.
Como mostrado pelos trabalhos de epidemiologia esta
dupla colonizagdo ¢ essencial para a disseminacao do
patdégeno, muito embora as pesquisas tenham dado
mais atencdo a colonizagdo da planta.

Genoma e genética

Comparado ao fitopatdgeno geneticamente
proximo como a Xanthomonas spp., 0 genoma da
X. fastidiosa tem tamanho reduzido, ao redor de 2.6
Mb e, ao contrario de Xanthomonas spp., ndo possui
o sistema de secrec¢do, conhecido como sistema do
tipo III que confere especificidade entre o patdogeno
e o hospedeiro vegetal (Simpson et al., 2000). Isto
se deve provavelmente pelo fato da X. fastidiosa ser
injetada diretamente na planta pelo inseto vetor e
também por habitar superficies desprovidas de células
vivas tanto na planta hospedeira (vasos de xilema)
quanto nas cigarrinhas (forro cuticular do estomodeu).
Comparado ao genoma da X. fastidiosa que causa
a doenga de Pierce (PD) em videira, observa-se uma
alta similaridade (ao redor de 98%) entre X. fastidiosa
da CVC e de PD (van Sluys et al., 2003). As maiores
diferengas observadas sdo em virtude de rearranjos de
regides gendmicas como consequéncia de interacdes
de elementos genéticos moveis como os fagos, o
que caracterizam bactérias com potencial de alta
adaptabilidade aos hospedeiros. Embora a X. fastidiosa
da CVC (estirpe 9a5c) tenha em seu genoma o gene para
sintese de poligalacturonase, enzima necessaria para a
degradacdo da pit membrana e entdo migracdo entre
os vasos de xilema, este gene ndo é funcional, o que
poderia explicar a menor agressividade de X. fastidiosa
da CVC quando comparada a de PD, por exemplo. Por
outro lado esta menor capacidade de colonizag@o pode
ser em decorréncia da propria planta citrica onde esta
parece nao ser um hospedeiro facilmente colonizavel
por X. fastidiosa quando comparado as videiras, por
exemplo.

Analises comparativas entre diferentes isolados
de X. fastidiosa da CVC tém mostrado diferencas
genéticas entre estes (Metha & Rossatto, 2001).
Esta diversidade genética ¢ presenciada tanto por
marcadores moleculares que registram baixas taxas
de mutacdo como o Multi Locus Sequence Types
(MLST) (Almeida et al., 2008) e mais ainda por
marcadores de alta taxa de mutagdo como o Multi
Locus Variable Number of Repeats (MLVR) (Coletta-
Filho & Machado, 2003). No entanto, estas diferencas
nao puderam ser relacionadas as variedades de laranjas
doces infectadas, ou seja, a diversidade genética da
planta hospedeira nao foi o fator que contribuiu para
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a diversidade genética de X. fastidiosa (Coletta-Filho
& Machado, 2002). Porém, foi identificado padrdes
genéticos dos isolados em relagdo a origem geografica
da planta hospedeira. Isolados da bactéria oriundos do
Noroeste do estado de Sado Paulo (regido de Sdo José do
Rio Preto) mostraram-se com muito mais variabilidade
genética do que os isolados do Sul citricola de Sao
Paulo (regido de Limeira) (Coletta-Filho & Machado,
2003). Esta variabilidade foi verificada entre isolados
de X fastidiosa colonizando um Unico ramo numa
planta infectada, porém sendo sempre muito menor
quando comparada a isolados entre plantas ou regides.
Isolamentos realizados num intervalo de 10 anos
em uma mesma regido resultaram em populagdes
distintas desta bactéria, mostrando alteracdes genéticas
ao nivel de populacdes deste patogeno entre 2000
e 2010 (Coletta-Filho et al., 2014a). Mecanismos
ativos envolvidos na troca de material genético de X.
fastidiosa foram demonstrados por Kung et al. (2013).
Esta competéncia natural na troca de material genético
coloca X. fastidiosa como um patdgeno potencial para
quebra de resisténcia genética e/ou colonizagdo de
novos hospedeiros, podendo ser caracterizado como
um patdégeno emergente.

De fato tem sido verificado descrigdes de novas
espécies de plantas suscetiveis a X. fastidiosa como
o abacateiro (Montero-Astiia et al., 2008), plantas
nativas nos Estados Unidos (Randall et al., 2009) e
recentemente oliveiras na Italia (Saponari et al., 2013).
Mesmo em plantas ja descritas como hospedeiras,
infec¢des de novo se deram por isolados de X. fastidiosa
categorizadas em outras subespécies, como € o caso de
laranjeiras na Costa Rica (Montero-Astta et al., 2007).
Especificamente neste caso, as laranjeiras doces com
sintomas semelhantes aos de CVC sdo infectadas por
isolados de X. fastidiosa que geneticamente sdo muito
mais relacionadas a isolados causadores de PD nos
Estados Unidos que os que causam a CVC no Brasil.

HOSPEDEIROS

Em condicdes naturais do estado de Sao Paulo
todas as variedades comerciais de laranja doce sdo
afetadas pela X. fastidiosa da CVC, porém havendo
diferengas na severidade dos sintomas. Laranjeira
(2004) classificou as variedades Péra e Folha Murcha
como altamente suscetiveis, Valéncia e Baianinha como
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suscetiveis ¢ as variedades Lue Gin Gong e Westin
como moderadamente suscetiveis. Ainda dentro das
variedades de laranjeiras doces, recentemente Fadel
et al. (2014) demonstraram que a variedade Navelina
ISA 315, do tipo Baianinha, embora tenha possibilitado
temporalmente a multiplicagdo de X. fastidiosa nos
vasos do xilema, ndo apresentou sintomas de CVC em
ensaios conduzidos a campo durante 10 anos. Além das
laranjeiras doces, em algumas variedades de tangerinas
(Carvalhais, Emperor, Wilking e Tankan), de laranja
azeda (C. aurantium L.), em alguns hibridos como
tangelos (Page, Swanee, e Williams), e tangores (Dweet,
Hansen, Ortanique, Temple, e Umatilla) puderam
ser observados sintomas de CVC (Laranjeira et al.,
1998b). Foram considerados tolerantes ou resistentes
outras variedades de tangerinas (C. reticulata) como a
Ponkan, a lima acida Tahiti (C. aurantifolia), os limdes
verdadeiros (C. limon), os pomelos (C. paradisi) € o
tangor Murcott (C. sinensis x C. reticulata), além de
Poncirus trifoliata e seus hibridos (Laranjeira et al.
1998b; Coletta-Filho et al. 2007). Com base nestas
informacdes, a busca por gendtipos resistentes a CVC
dentro de laranjeiras doces, seja por hibridizagdo
controlada ou mesmo por selecdo massal a campo ¢ um
processo que nao pode ser desconsiderado. O programa
de melhoramento de citros conduzido no Centro de
Citricultura Sylvio Moreira-IAC tem analisado hibridos
de tangor Murcott x laranja Péra resistentes a CVC
e com caracteristicas horticulturais potenciais para
atender o mercado de suco e fruta fresca (Cristofani et
al., 2005; Coletta-Filho et al., 2007).

Informagdes quanto a hospedeiros naturais de
X fastidiosa da CVC sao bastantes escassas. Lopes
et al. (2003) encontraram a bactéria em 10 diferentes
espécies de plantas daninhas, de 23 testadas, mas,
segundo os autores, com baixo potencial na importancia
epidemiologica da doenca, dado as condi¢des de
baixa concentracdo da bactéria nestes hospedeiros
alternativos. Sdo hospedeiros de X fastidiosa da
CVC a Alfafa-creoula (Medicago sativa), o Capim-
arroz (Echinochloa crus-galli), o Capim-braquiaria
decumbens), o  Capim-marmelada
(Brachiaria plantaginea) ¢ a Maria-pretinha (Solanum
americanum). Afetando plantas ornamentais foram
observados X. fastidiosa em hibisco (Kitajima et
al., 2000), porém sendo geneticamente distinta da
subespécie que causa a CVC.

(Brachiaria
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EPIDEMIOLOGIA
Transmissao via material vegetal

Semelhante a outras bactérias e virus presentes
nos vasos condutores de seiva das plantas (floema e
xilema), a X. fastidiosa da CVC ¢ transmitida via
enxertia de material infectado, como borbulhas.
Muito provavelmente esta foi a forma de transmissao
responsavel pela rapida disseminagdo da bactéria
entre as regides produtoras de citros anteriormente
a lei normatizando a producdo de mudas certificadas
(IN 16 de 18/03/2003). Outro fator importante foi
o periodo de laténcia da doenga, que muitas vezes
¢ acima de 6 meses podendo chegar a anos, o que
pode ter favorecido a utilizacdo nao intencional de
borbulhas infectadas. Este pressuposto tem respaldo
pelo fato de que borbulhas retiradas de ramos
assintomaticos resultaram em mudas contaminadas
com X. fastidiosa numa frequéncia de 28,5%, mas
somente 24 meses apos a enxertia, onde todas as
mudas infectadas ainda ndo apresentavam sintomas
de CVC (Coletta-Filho et al., 2000). Transmissoes
de X. fastidiosa via enxertia natural de raizes de
laranjeiras doces também foram relatadas (He et
al., 2000). No entanto, no campo, a possibilidade de
transmissao de X. fastidiosa via raizes ¢ improvavel
uma vez que nos porta-enxertos mais utilizados
como o lim3o Cravo (C. limonia) e o citrumelo
Swingle raramente foi encontrada X. fastidiosa
quando estavam sob laranjeiras doces com CVC (He
et al., 2000).

Outra possibilidade de transmissdo estudada
foi via sementes. A transmissdo vertical (sementes
para plantulas) de X fastidiosa foi mostrada por
Li et al. (2003) que, segundo estes autores, em 15%
das plantulas oriundas de sementes de laranja doce
obtidas de frutos com CVC foi possivel diagnosticar
a presenga da bactéria. Contrariamente a este trabalho,
dois outros foram enfaticos em afirmar que embora X.
fastidiosa fosse encontrada em sementes de laranjas
doces coletadas de frutos sintomaticos, nas plantulas
germinadas destas sementes ndo foi encontrado o
patogeno (Coletta-Filho et al., 2014b; Cordeiro et al.,
2014), mesmo ap6s anos de manutengao das plantulas
em casa-de-vegetacdo, o que caracteriza auséncia de
transmissdo vertical de X. fastidiosa.

Transmissio via vetores

A distribuigdo espacial da doenca no campo
mostra uma distribui¢do irregular, caracteristica de
doengas transmitidas por vetores (Gottwald et al.
1993), com uma estrutura de focos coalescentes com
significativa incidéncia de plantas doentes, porém
ndo iniciando-se de forma organizada nestes focos
(Laranjeira et al., 2004). Além da transmissdo primaria
(de fora para dentro do pomar) a transmissao secundaria
(planta a planta dentro do pomar) ¢ um processo
importante na epidemiologia da CVC (Laranjeira et
al. 1998a). Até o presente sdo conhecidas 13 espécies
de cigarrinhas transmissoras da X. fastidiosa da CVC
(Roberto et al. 1996, Kriigner et al. 2000, Yamamoto
et al. 2002), sendo as espécies Acrogonia citrina,
Bucephalogonia xanthophis, Dilobopterus costalimai
e Oncometopia facialis as de maior importancia na
epidemiologia do patogeno.

Uma vez adquirida na fase adulta da cigarrinha,
X. fastidiosa pode ser transmitida de forma persistente
(Almeida et al., 2005). No entanto, a aquisi¢do na fase
de ninfas ndo leva a adultos infectivos, uma vez que
a bactéria ¢ perdida durante as fases de ecdises. Em
videiras foi demonstrado que a eficiéncia de aquisigdo
de X. fastidiosa pelas cigarrinhas esteve positivamente
correlacionada com titulo da bactéria na planta fonte
onde concentragdes menores que 10° UFC/grama de
tecido resultaram em baixas eficiéncias de aquisi¢ao
(Hill & Purcell, 1997). Comparado a colonizagdo em
videira, X. fastidiosa cresce em baixas concentra¢des
em laranjeira, o que explica a baixa e variavel (0,3 a
30%) eficiéncia de transmissdo de X. fastidiosa por
cigarrinhas em citros (Kriigner et al., 2000; Yamamoto
etal.,2002; Marucci etal., 2008). Trabalhos controlados
tém demonstrado que periodos entre 48 e 72 horas sao
requeridos para aquisi¢ao e transmissdo de X. fastidiosa
pelas cigarrinhas, ndo sendo requerido um periodo de
laténcia (Purcell & Finlay, 1979; Redak et al. 2004).

As cigarrinhas escolhem seus hospedeiros
para alimentacdo principalmente em funcdo da
disponibilidade de brotagdes novas. Na auséncia das
mesmas ou em condigdes de estresse hidrico no pomar,
as plantas nativas seriam um reftigio para estes insetos,
que migrariam novamente para os citros quando estes
estiverem com as brotagdes novas restabelecidas,
uma vez que, as cigarrinhas tém forte preferéncia por
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fluxos vegetativos das plantas citricas (Marucci et al.
2004). Processo similar foi descrito ¢ detalhadamente
estudado no patossistema X. fastidiosa-PD, nos
Estados Unidos (Purcell & Saunders, 1999). Portanto,
os periodos do ano de maiores taxas de transmissao
de X. fastidiosa pelos vetores compreendem o final
da primavera e o verdo, quando as plantas emitem
brotagdes constantes que coincidem também com as
altas populacdes dos vetores (Coelho et al. 2008).
Isto reforca a ideia de que plantas citricas proximas a
lugares umidos e matas ciliares sejam mais propensas
a infeccdes que plantas em lugares altos (Giustolin
et al., 2009). Coelho et al., (2008) mostraram que
embora as 4 espécies de cigarrinhas mais importantes
na transmissdo de X. fastidiosa subsp. pauca (A.
citrina, B. xanthophis, D. costalimai e O. facialis)
foram as predominantes tanto no interior como nas
bordas de matas e periferia de talhdes, a preferéncia
por estes habitats foi evidente para as espécies A.
citrina, B. xanthophis, e O. facialis. Ao passo que D.
costalimai teve preferéncia para o interior de talhdes.
Isto sugere que, num sistema de manejo da CVC, o
controle do vetor em bordas de talhdes e em talhdes
cuja borda vizinhe a matas mereceria maior atenc¢ao,
assim como também ja evidenciado para o controle,
em bordas de talhdes, do vetor (Diaphorina citri) da
bactéria Candidatus Liberibacter de que causa o HLB.

Incidéncia e severidade de sintomas

Muito embora a distribuicdo geografica da
bactéria seja ampla tanto ao nivel de Brasil quanto ao
de Sao Paulo, o que levou X. fastidiosa ndo ser mais
considerada um patégeno quarentenario, a severidade
dos sintomas ¢ diferente entre as regides geograficas.
Ao nivel de Brasil esta informacdo nao ¢ muito bem
detalhada, diferentemente do estado de Sao Paulo.
Resultados dos levantamentos amostrais realizados
pelo Fundecitrus tém-se registros da incidéncia desta
doenga estratificados por idade das plantas entre 1996
e 2012, e por regides de cultivo entre 2009 e 2012.
Para detalhes das informagdes que serdo apresentadas
a seguir consultar o endereco http://www.fundecitrus.
com.br/levantamentos/cvc/9.

Segundo dados, a regido Norte do estado de
Sdo Paulo historicamente foi e ainda é a mais afetada,
seguida das regides Noroeste e Centro. A doenca vem
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crescendo na regido Leste e praticamente nao tem
importancia nas regides Sul e Oeste do estado de Sao
Paulo. As regides Norte e Noroeste do estado de Sao
Paulo sao conhecidas por apresentarem temperaturas
médias anuais mais elevadas e distribui¢des hidricas
mais irregulares, com déficits hidricos estendendo-
se entre abril e outubro. Embora, ao nosso
conhecimento, ndo se tenha estudos mostrando
correlagdes diretas envolvendo a combinacdo
estresse hidrico e temperaturas elevadas favorecendo
a incidéncia de CVC, alguns trabalhos mostraram
que o estresse hidrico favoreceu a maior severidade
da doenca (Machado et al., 2007; Gongalves et al.,
2014), porém nao impediu seu desenvolvimento.
Inferéncias entre as condi¢des climaticas presentes
das regidoes geograficas paulista (Norte, Centro e
Sul) e incidéncia da CVC foi constada por Coletta-
Filho et al. (2014). Estes autores mostraram,
através de dados coletados em 2005, que a taxa de
infeccdo latente por X. fastidiosa em laranjeiras
doce da regido considerada como sul citricola (Porto
Ferreira, Limeira e Botucatu) foi 31% na média. Por
outro lado apenas 5% das plantas analisadas nestas
regides estavam com CVC. J4 para plantas na regiao
Norte (Sao Jos¢ do Rio Preto, Olimpia, Catanduva,
Bebedouro) a taxa de infecgdo latente variou entre
10 e 24%, ao passo que a de plantas doentes esteve
entre 41 e 70%. Ou seja, a regido Norte paulista
favorece muito mais a expressdo da doenga que o
Sul, como ja ¢ conhecido.

Ainda em relagdo a incidéncia de CVC ¢
observado pelos dados amostrais do Fundecitrus uma
nitida correlagdo entre idade da planta e incidéncia da
doenga, muito embora também ¢ nitido que a incidéncia
da doenca dentro de cada grupo analisado (0-2,3a5,e6
a 10 anos) caiu entre 2009 e 2012, tendo como excegao
a faixa que contempla plantas acima de 10 anos. A esta
diminui¢do da CVC nos pomares pode-se atribuir ao
sistema de produ¢ao de mudas certificadas, garantindo
aos produtores mudas livres do patdégeno na formagao
dos pomares; e o uso intensivo de inseticidas para
controle do vetor, que se intensificou com a chegada no
HLB na citricultura paulista em 2004.

A epidemiologia da X. fastidiosa da CVC pode
ser alterada se novas espécies de cigarrinhas vetores
com diferentes habitos forem introduzidas. Um
exemplo disso ¢ o caso da introdugdo, na California-



Avancos no conhecimento sobre a clorose variegada dos citros... 25

USA, da espécie de cigarrinha Homalodisca vitripennis
que potencializou a epidemiologia da X. fastidiosa
causadora da PD naquele Estado (Redak et al. 2004,
Almeida et al. 2005). Também, o mapa espacial
da severidade da doenca pode ser alterado caso
mudangas climaticas em curso possam alterar o regime
pluviométrico no estado de Sao Paulo.

PATOGENICIDADE

O mecanismo de patogenicidade mais aceito
da bactéria X. fastidiosa ¢ decorrente da sua
capacidade de colonizar os vasos do xilema da planta
formando biofilmes, que sdo agregados densos de
células (Figura 1). A formacdo desses biofilmes
leva a oclusdo dos vasos do xilema e subsequente
prejuizo na condutancia hidrica (estresse hidrico) e
de nutrientes para a planta (Hopkins & Purcell 2002;
Ribeiro et al, 2004; De Souza et al., 2009), somado
a indugdo na formagdo de tiloses que potencializaria
ainda mais a severidade da doenca (Sun et al., 2013).
Sabe-se que, quando as células estdo em biofilme,
existe um mecanismo de comunica¢do entre as
células, denominado de “quorum sensing”, que
permite que as bactérias produzam proteinas e fatores
de patogenicidade, como a secre¢do de toxinas, que
lhes conferem uma maior capacidade competitiva e
adaptativa dentro da planta (De Souza et al., 2004;
Chatterjee et al., 2008).

X7,500 i1km

25kV o10184

Figura 1. Células de Xylella fastidiosa aderidas umas
as outras formando biofilme.

Contrariando a hipotese da presenca de biofilme
bacteriano como unica explicacdo para os sintomas
ocasionados por X. fastidiosa, Gambetta et al. (2007) nao
encontraram correlagdo entre concentracao desta bactéria
com os sintomas de escaldadura de folhas de videira
em Pierce Disease (PD). Outras respostas fisiologicas
de plantas afetadas por X. fastidiosa incluem sintomas
tipicos de deficiéncia hidrica como decréscimo na
fotossintese, na transpiracao, na condutancia estomatica
e no potencial de dgua (Ribeiro et al, 2004). Os mesmos
autores mostraram que o metabolismo de nitrogénico
(N) em plantas sintomaticas ¢ altamente afetado como
observado pelo desbalango de enzimas como a glutamina
sintetase e proteases. Porém, ndo se sabe se este efeito
negativo ¢ decorrente da presenca do patdégeno ou da
deficiéncia hidrica das plantas afetadas. A X. fastidiosa
produz enzimas degradadoras de parede celular e
proteases que podem estar envolvidas na degradagdo de
pit membranas facilitando a migragdo entre os vasos de
xilema (Fedatto et al., 2006). Em animais ¢ muito bem
demonstrado a fun¢do de proteases na patogenicidade,
sendo dependente da interagdo patdgeno-hospedeiro.
As proteases tém a¢do em muitas fungdes fisioldgicas
do hospedeiro, assim como inibidores de proteases estao
envolvidos em variadas fungdes metabolicas, sendo o
equilibrio proteases-antiproteases responsavel pelos
sintomas desencadeados durante a infeccdo (Wolf,
1992). Os sintomas desencadeados pela infec¢do de X.
fastidiosa sdo diferentes em laranjeiras (cloroses foliares)
quando comparados a outros hospedeiros como videira
e ameixeiras (requeimas foliares). Estas observacdes
reforgam a hipodtese de que outros fatores poderiam estar
associados a sintomatologia, além da oclusdo fisica do
xilema.

SINTOMATOLOGIA E DIAGNOSTICO

Diferentemente da maioria das doengas causadas
por X. fastidiosa, em plantas de laranja doce ndo
ocorre requeima da borda das folhas, como observado
em videira, ameixeira, nozes pecan ¢ outras plantas
ornamentais (Hopkins & Purcell, 2002). Em condicdes
naturais os sintomas se iniciam de forma setorizada
em um Unico ramo ¢ com o tempo evoluem por toda
a copa. Inicialmente, nas folhas maduras de laranja
doce, tipicamente ocorre pontos cloréticos distribuidos
irregularmente na parte superior do limbo foliar, com
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a correspondente presenca de uma lesdo levemente
convexa e de coloragdo marrom ou parda na face inferior
da folha (Figura 2). Com a evolugao, estas lesdes tornam-
se necroticas chegando as vezes a ter congruéncia de
lesoes, a depender da intensidade da doenga. Nos ramos
afetados ocorre um claro desenvolvimento anormal
deste, com queda de folhas e a medida que a doenga torna-
se sistémica, as plantas tém o crescimento reduzido, o
mesmo acontecendo com os frutos, que ficam pequenos
e duros, improprios para o comércio in natura ou até
mesmo para a industria processadora. Deficiéncias
nutricionais como as de zinco, boro e potassio sdo
também encontradas nas folhas de plantas com CVC
(Carlos et. al., 1998). Frutificagdes em ‘pencas’ sdo
também observadas nas plantas severamente afetadas,
sendo os frutos severamente reduzidos em didmetro.
Redugdes na produtividade em torno de 30 a 35% foram
observadas quando comparadas plantas doentes com
plantas assintomaticas (Palazzo & Carvalho, 1993) e
com uma redugdo em torno de 70% no peso e nimero de
frutos (Laranjeira, 2004).

A

O diagnéstico da X. fastidiosa da CVC pode
ser feito por isolamento em meio de cultura como,
por exemplo, o PW (Davis et al. 1981), o PWG
(Hill & Purcell, 1995) ou BCYE (Wells et al. 1981).
Normalmente observa-se pequenas colonias convexas
(0,30 mm de diametro), de coloragdo branca quando
isoladas de peciolo de folhas sintomaticas ou ramos de
0,3 20,4 cm de diametro. Estas colOonias sdo observadas
sob lupa ao redor de 10 dias apds o isolamento quando
as placas sao mantidas entre 28 a 30°C; porém, as
vezes necessitando até 20 dias ou mais para que isso
ocorra. Triplices repicagens sdo aconselhadas para
verificar a pureza do isolado. Crescimentos prévios a
10 dias, em média, observados a olho nu sdo provaveis
contaminantes. Portanto, a natureza fastidiosa desta
bactéria impossibilita usar o isolamento em meio
de cultura rotineiramente como forma de diagnose.
Diagnosticos  serologicos tém sido amplamente
utilizados, no entanto, at¢ o momento, anticorpos
monoclonais especificos para X. fastidiosa subsp. pauca
nao estdo comercialmente disponiveis. Protocolos

Figura 2. Sintomas de CVC em laranjeira doce (C. sinensis). A. Sintomas setorizados na copa (destaque em
vermelho); B. Planta severamente afetada (esquerda), com sintomas distribuidos por toda a copa, inclusive com
murcha foliar; C. Detalhe de ramo com frutos pequenos ¢ maturagdo precoce; D. Folhas com sintomas clordticos
na fase dorsal (esquerda) e ventral (direita); E. Frutos afetados com tamanho reduzido, onde manchas de coloragao

marrom sao observadas, sinalizando infestacao severa.
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padroes para diagnostico de X. fastidiosa aceitos pela
EPPO (European and Mediterranean Plant Protection
Organization) recomendam o uso dos testes serologicos
baseados em DAS-ELISA e Dot immunoblotting assay
— DIBA (http://www.eppo.int), porém com anticorpos
policlonais. Como consequéncia da popularizagdo das
técnicas baseadas em DNA, a deteccdo de X. fastidiosa
através da PCR passou a ser rotina nos laboratorios.
Regides do DNA especificos para diagnodstico de X.
fastidiosa (RST31/33) foram descritos por Misanvage
et al. (1994) e para X. fastidiosa que causa CVC (CVC-
1 e 272-2int) descritos por Pooler & Hartung (1995).
Estes ultimos também funcionam para isolados de X.
fastidiosa de café. Descrigdes detalhadas de protocolos
para diagndstico de X. fastidiosa podem ser encontrados
no site da EPPO [(European and Mediterranean Plant
Protection Organization) no enderego https:/www.
eppo.int/QUARANTINE/bacteria/Xylella_fastidiosa/
pm7-24(1)%20XYLEFA%20web.pdf.] Embora a
EPPO tenha bem descrito os protocolos moleculares e
serologicos para X. fastidiosa, faltam informagdes sobre
diagnosticos baseados em PCR quantitativo em tempo
real (qPCR). Estes protocolos utilizando-o sistema
TagMan foram desenvolvidos por varios autores, sendo
especificos a subespécie pauca (Oliveira et al., 2002; Li
et al., 2013) ou especificos a X. fastidiosa spp. (Schaad
et al., 2002; Francis et al., 2006).

MANEJO E PREVENCAO

O manejo da CVC esta alicer¢ado nos principios
da exclusdo através do plantio de mudas sadias, da
erradicagdo por meio de eliminacdo de fontes de
inoculo e da protecdo, aplicando-se inseticidas para
controle da populagdo de vetores (Laranjeira et al.,
1998b).

O processo de exclusdo do patdégeno por plantio
de mudas sadias ¢ uma das mais importantes estratégias
para o manejo da CVC e de outras doengas. Pode-
se afirmar que a CVC deixou a citricultura paulista
como heranga um sistema modelo de produgdo de
mudas, que tornou-se mandatorio no Estado a partir
de 2003. A este sistema também tem-se atribuido
ganhos em produtividade para a cultura ao redor de
21% (Gongalves et al., 2011), além da propria redugao
na incidéncia da CVC nos pomares em formacgao
ou com idades até 10 anos (Revista Citricultor, ano

IV, no. 18, 2013). Ganhos significativos quanto a
sanidade das mudas para outros patdgenos como
Phytophthora nicotiane (gomose), nematoides de
citros (Tylenchulus semipenetrans e Pratilencus sp.)
e Candidatus Liberibacter spp. (HLB) estdo sendo
também evidentes.

Porém, hospedando-se numa planta perene como
laranjeira doce ¢ sendo a transmissdo planta a planta
importante na epidemiologia, a eliminagdo de fontes
de in6culo do patogeno tem um papel fundamental
no manejo da doenca (Rodas, 1994). Esta eliminagdo
da fonte de indculo tem sido feita por meio de poda
de ramos infectados ou mesmo pela remocao total da
planta. O modelo a ser adotado depende do estadio
da infeccdo, assim como da idade da planta. Poda em
plantas de até 3 anos mostrou-se ineficiente, assim
como em plantas onde os sintomas estavam espalhados
pela planta, independente da idade (Coletta-Filho et al.,
2000). Analisando-se cerca de 770 amostras coletadas
em diferentes partes de trés plantas de laranjeira doce
com 4 anos de idade, cujos sintomas de CVC estavam
restritos a apenas algumas folhas, observou-se X
fastidiosa apenas nas folhas que mostravam sintomas
ou proxima a estas (Figura 3A) (H. D. Coletta-Filho,
comunicacdo pessoal). Esta seria a situagdo ideal
para a realiza¢do de poda, onde a remogdo dos ramos
com corte 30 cm abaixo das folhas sintomaticas teria
grande sucesso visando na eliminagdo de fontes de
inoculo. Porém, em amostras obtidas de duas outras
plantas selecionadas nas mesmas condi¢des descritas
acima, foi encontrada X. fastidiosa sistemicamente
distribuida por toda a planta (Figura 3B). Portanto, com
base nestes resultados pode-se afirmar que a remogao
de ramos sintomaticos para a CVC com objetivo de
eliminar a bactéria do hospedeiro ¢ um processo cujo
sucesso ¢ dependente de situagdes muito especificas,
necessitando ser analisado com mais critério.

Finalizando, quanto ao sucesso no manejo da
CVC, o principio de protecao do hospedeiro quanto a
presenca dos insetos vetores ¢ fundamental. Embora
ndo se tenha estabelecido a concentracdo minima da X.
fastidiosa na planta para aquisicdo pelas cigarrinhas,
¢ fato que a bactéria consegue hospedar tanto ramos
assintomaticos quanto sintomaticos (Marucci et al.,
2005). O controle das cigarrinhas ¢ feito por meio de
inseticidas de contato, aplicados sobre a copa ou por
meio de inseticidas sistémicos aplicados no tronco,
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Figura 3. Representagdo esquematica de plantas de laranjeira doce Péra enxertadas em limdo Cravo com 4 anos de
idade, analisadas por PCR para a presenga de X. fastidiosa em amostras coletadas nos diferentes segmentos (tronco,
pernadas, ramos e folhas). A. Resultados oriundos de analises em trés plantas amostradas coincidentemente até o
més de Junho. B. Resultados de duas plantas coletadas a partir de Agosto. As cores indicam a presenga (vermelho)
e/ou auséncia (verde ou marrom) de X. fastidiosa. A ocorréncia de uma Unica amostra positiva, dentre as diversas
realizadas em cada segmento amostrado, foi suficiente para considerar as amostras como infectadas e portanto

atribuir a cor vermelha.

via ‘drench’, ou mesmo foliar. Portanto, muito similar,
se nao idéntico, as recomendagdes para o controle do
psilideo, vetor da bactériado HLB. O modo de aplicacao
ira depender principalmente da disponibilidade hidrica
do solo e da idade da planta. Protecdes devem ser
realizadas principalmente na primavera e verdo, ou
mesmo no outono, quando houver fluxos de brotacdes
intensas do pomar, sempre com énfase nas plantas em
formacdo. Em pomares adultos acima de 7-8 anos, o
monitoramento de populacdes de cigarrinhas por meio
de armadilhas adesivas amarelas colocadas a 1,8 m
de altura na copa das plantas ¢ uma alternativa para
um controle mais sustentavel destes vetores. Bordas
de talhdes, principalmente aqueles proximos a locais
de varzea (imidos) assim como de matas devem ser
priorizados.

Moléculas com acdes bacteriostaticas como o
analogo ao aminoacido N-Acetyl Cisteina (NAC) tém
mostrado bons resultados em experimentos de casa-de-
vegetagdo, tanto inibindo o crescimento de X. fastidiosa
quanto atuando na remissdo dos sintomas de CVC
(Muranaka et al., 2013). No entanto, estes resultados
precisam ser validados em condi¢des de campo.
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CONCLUSOES

Quando passados 10 anos do primeiro relato da
ocorrénciadaCVCnoestadode Sdo Paulo, o pesquisador
cientifico F.F. Laranjeira (Laranjeira, 1997) publicou
uma interessante revisdo sobre os avancos acerca deste
patossistema naquele intervalo de tempo. Destaca-se
na revisdo “... a pesquisa em torno da CVC ¢é ampla,
abordando diversos aspectos. Entretanto, salientam-se
esforgos em relag@o a variedades resistentes, producao
de material propagativo livre da bactéria, identificagdo
e controle dos vetores e estudos de convivéncia com
a doenca. E fundamental compreender que a CVC ¢é
originaria do Brasil. Dessa forma, ndo existem solugdes
jé& desenvolvidas, sendo, praticamente todo o trabalho
de pesquisa e controle em nosso pais, desde a estaca
zero”.

Passados mais 15 anos desde a revisdo de
Laranjeira (1997) muito se avangou no conhecimento
da CVC, onde os detalhes podem ser vistos nesta
revisao. Fazendo referéncia aos esforcos de pesquisa
necessarios e apontados por Laranjeira (1997), tém-
se hoje os programas de melhoramento genético
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desenvolvidos no Centro de Citricultura Sylvio
Moreira-IAC que, em colaboracdo com outros grupos
de pesquisa, geraram materiais genéticos tolerantes a
CVC e com potencial comercial. Todo o sistema de
produgdo de mudas citricas estd em ambiente protegido,
isento de X. fastidiosa e outros patogenos, sendo modelo
mundial de qualidade e sanidade de mudas citricas. Sao
conhecidas cerca de 13 espécies de cigarrinhas como
vetores da X. fastidiosa, conhecendo-se também as
espécies mais prevalentes, a distribui¢do faunistica nos
pomares ¢ épocas do ano. Em relacdo a convivéncia
com a doen¢a, um pacote tecnologico englobando a
necessidade de controle do vetor, a remogao de fontes
de inoculo em condigdes especificas € o uso de material
de propagacao sadio advindo de viveiros certificados
vem suportando a produg¢ao de laranjas doces no estado
de Sao Paulo, até surgirem solugdes mais sustentaveis.

Finalizando, em sendo um problema quase que
exclusivamente brasileiro em citros, a CVC demandou,
e tem demandado, esfor¢os de pesquisas em conjunto
com o setor como um todo. Desta forma, se ndo se tem
uma solucao definitiva, ao menos conhecendo a doenga
¢ possivel seu manejo.

Mais uma vez fazendo referéncia ao trabalho
de Laranjeira (1997) o qual referiu-se ao pesquisador
Alexander H. Purcell, um dos icones da pesquisa em
X. fastidiosa e seus vetores ... “Nao ha garantia que a
pesquisa resolvera todos os problemas, mas nenhum
problema sera resolvido sem pesquisa”.
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