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RESUMO

A tristeza dos citros, doenga causada pelo Citrus tristeza
virus (CTV), dizimou a citricultura paulista na década de 40 do
século passado. Atualmente, a citricultura paulista s6 ¢ possivel
em vista da utilizagdo de porta-enxerto tolerante ao CTV. Con-
tudo, seus variantes severos sdo capazes de induzir sintomas de
tristeza mesmo quando o porta-enxerto ¢ tolerante. Nesse caso,
outra medida de controle adotada é a premunizagdo: consiste na
selecdo de variantes fracos do CTV que, quando inoculados nas
plantas, sdo capazes de impedir a colonizac¢do dos variantes seve-
ros. Apesar de a premunizagao ser um termo bastante conhecido
entre os membros da cadeia citricola, muitos ignoram as etapas
para selecdo de isolados fracos do CTV com potencial protetivo.
Por isso, este artigo técnico visa abordar as etapas do programa
de premunizacdo, assim como seu funcionamento diante dos
casos onde houve ocorréncia de variantes severos.

Termos de indexacao: Citrus tristeza virus, CTV, isolado fraco,
isolado severo.
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SUMMARY
THE PREMUNIZATION TO CONTROL CITRUS TRISTEZA

The Citrus tristeza virus (CTV) destroyed the citrus in-
dustry in Sao Paulo State, Brazil, in the 40°s of the last century.
Renewal of the orchards was possible due to the use of tristeza
tolerant rootstocks. However, severe CTV variants may induce
tristeza symptoms on some scions even on CTV tolerant roots-
tocks. In this case, the control measure used is the premuniza-
tion (cross protection), which consists in the selection of mild
CTV variants that, once inoculated in a plant, avoid the display
of symptoms caused by a second usual severe variant that is
inoculated later. Although premunization is a well known term
among the members of the citrus industry, many do not know
the complete process. This work aims to describe the different
steps of a premunization program, starting from the selection of
the mild isolates through its use on population level.

Index terms: Citrus tristeza virus, CTV, mild isolate, severe
isolate.

1. INTRODUCAO

A tristeza dos citros € causada por um virus denominado Citrus
tristeza virus (CTV). Este existe como uma mistura de variantes, sendo
alguns mais ou menos severos, ou seja, capazes ou ndo de induzir sintomas
de tristeza, dependendo da combinacdo copa/porta-enxerto. O conjunto de
todos os variantes do virus em uma planta € chamado de isolado. De acordo
com REZENDE & MULLER (1995), o termo isolado refere-se aos virus
obtidos de uma planta infectada, ndo denotando pureza do virus envolvido.
Hoje, variantes do CTV estdo presentes em todas as plantas de citros, sendo,
desse modo, considerado endémico na citricultura brasileira. A disseminagao
do CTV ocorreu, e ocorre devido a alta eficiéncia de transmissdo pelo inseto
vetor, o pulgdo preto Toxoptera citricida K., cujo controle € impossivel nas
condi¢des climdticas brasileiras e mesmo mundial.

A tristeza dos citros dizimou a citricultura paulista na década de 40 do
século passado, quando as variedades-copas eram enxertadas sobre laranja
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‘Azeda’ (Citrus aurantium Osb.) (MULLER & COSTA, 1991). A recuperacdo
da citricultura nacional foi possivel devido, principalmente, a utilizacdo de
porta-enxertos considerados tolerantes (infectados, mas ndo afetados pelo
CTV), como o limao Cravo (Citrus limonia Osbeck). Essa medida funcionou
satisfatoriamente para grande nimero de copas comerciais, como as laranjas
doces Hamlin [C. sinensis (L.) Osbeck], Valéncia (C. sinensis), Natal (C.
sinensis) e tangerinas de maneira geral, que t€m tecidos tolerantes ao virus.
Entretanto, alguns tipos de citros como a laranja Péra (C. sinensis), a lima
dcida Galego [C. aurantiifolia (Christ.) Swingle], pomelos e alguns de menor
valor comercial, apresentavam problemas devidos a tristeza, mesmo quando
enxertados em porta-enxertos tolerantes (MULLER & COSTA, 1991). Esse
fato ocorria sempre que a copa era do tipo que permitia multiplicacdo do
virus. Nesses casos, 0s sintomas se caracterizam, segundo MULLER et al.,
2005, por:

- Reduzido crescimento da planta (ananicamento);

- Depressoes no lenho de ramos, galhos e troncos de alguns dos citros
acima mencionados sobre qualquer porta-enxerto, sendo os sintomas mais
acentuados no limao Cravo;

- Folhas de tamanho reduzido aparentando deficiéncia de Zn, Mn ¢
outros micronutrientes;

- Formacgao de frutos middos, de conformacédo defeituosa (coquinhos)
com albedo espesso, elevada acidez e baixo teor de suco.

Tornou-se, entdo, necessdrio desenvolver um método de controle para
essas variedades-copas de grande importancia econémica.

A abordagem mais promissora para solucionar o problema de controle
da tristeza em copas intolerantes foi a baseada na premunizagdo, isto ¢, a
inoculag@o de copas sadias com isolados fracos e que oferecessem protegao
em campo a superinfeccdo natural por isolados severos. Os resultados foram
altamente positivos, pois, nas regioes Centro e Norte do Estado de Sao
Paulo, o controle dos danos induzidos pelo virus da tristeza em laranja Péra
foi obtido mediante o uso do clone premunizado, denominado Péra IAC,
que assegurou, ¢ vem assegurando, um bom efeito protetivo e estabilidade
duradoura ao longo de mais de trinta e cinco anos (MULLER et al., 2005).

Apesar de a tristeza estar, na maioria dos casos, satisfatoriamente
controlada em Sao Paulo e em outros Estados, alguns focos de isolados
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fortes do virus continuam a ser verificados em vdrios municipios paulistas,
notadamente Casa Branca, Bofete, Araraquara (SOUZA et al., 2002a) e
Conchal (MULLER, 2005, comunicacdo pessoal). E também nos Estados
da Bahia (SANTOS FILHO & SILVA, 1991), Minas Gerais (TARGON
et al., 2003) e Parand (RE, 2004). Pelo exposto, infere-se a necessidade
de continuar obtendo isolados fracos protetivos do CTV, para regides
geogrdificas bem definidas, o que, por via de regra, demanda anos de estudos
continuados. Assim, este artigo técnico tem por objetivo abordar as etapas
do programa de premunizacdo, bem como tentar explicar o funcionamento
desse processo frente aos variantes severos do CTV. Para uma abordagem
mais cientifica consultar REZENDE & MULLER (1995).

2. PREMUNIZACAO

A premunizagdo consiste em promover a infec¢do de uma planta
com um isolado fraco do virus que venha a oferecer prote¢ao contra formas
severas, levando, dessa maneira, a um controle das manifestacoes da
moléstia (REZENDE & MULLER, 1995).

Um programa que visa a premunizacdo compreende diversas etapas
interligadas, a saber:

a) obtencdo das estirpes fracas do virus, mediante selecdo de plantas-
elite. Essa fase € crucial e oferece maior dificuldade;

b) teste de valor protetivo em condicdo de casa de vegetacio;

¢) avaliacdo da estabilidade das estirpes fracas;

d) experimentos-piloto no campo, a fim de confirmar o valor protetivo
e do seu efeito no desenvolvimento das plantas, observando a producio e
qualidade do produto;

e) integracdo da técnica de premunizacdo no sistema de manejo da
cultura no campo (REZENDE & MULLER, 1995).

a) Obtencao das estirpes fracas do virus por meio da selecao de
plantas-elite

Sao chamadas plantas-elite aquelas que, mesmo localizadas em
pomares contendo sintomas severos de tristeza dos citros, ndo apresentam
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sintomas e mantém todas as caracteristicas agrondmicas de uma planta
produtiva (Figura 1). Supde-se que esas plantas ndo apresentem sintomas
por conter um isolado fraco (conjunto de variantes do CTV que ndo provoca
a doenga) que impede que os variantes severos as colonizem. Dessa forma,
material vegetativo de tais planta(s) € levado para um centro de pesquisa para
que sejam efetuadas as avaliagdes do potencial protetivo desse isolado.

Figura 1. Esquema de selecao de uma planta-elite em pomar com tristeza dos citros.

Muito importante, também, € selecionar material de plantas
visualmente contaminadas com isolados fortes, que servirdo para as etapas
de teste de protecdo. E sempre adequado procurar os isolados fracos em
plantas da mesma variedade que se deseja premunizar. Exemplificando, se
0 objetivo € procurar isolados protetivos para laranja Péra, deve-se procurar
tal planta e ndo de outra variedade. Outro ponto importante € a selecao de
grande niimero de isolados, pois apenas uns poucos preencherdo as condi¢oes
exigidas para serem bons protetores. Embora alguns autores considerem esse
processo empirico, a selecdo de plantas-elite ainda é o processo preferido
para a iniciacdo de um programa de premunizagao.

b) Testes para avaliacao do potencial protetivo dos isolados

b.1. Indexacdo biolégica em plantas indicadoras

z

A indexacdo biolégica é uma prdtica onde se utiliza uma planta
indicadora (aquela que reage com sintomas especificos quando infectada
com determinado virus), ou seja, no caso do CTV, € uma planta suscetivel a
qualquer variante do virus. Assim, pelo uso da planta indicadora e em funcao
dos sintomas desenvolvidos, pode-se inferir ndo s6 a presenga do virus, mas,
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também, sua severidade. As indicadoras t€m que ser comprovadamente
livres do virus da tristeza. Essas sdo obtidas por técnicas especificas de
microenxertia (PAZ & PASQUAL, 1998). E necessdrio que as plantas
estejam livres de virus para se ter certeza que o isolado a ser inoculado
seja o unico isolado viral contido na planta. Dessa forma, apds realizacdo
da microenxertia, as plantas sdo testadas pela técnica de ELISA (“Enzyme
Linked Imunosorbent Assay”), utilizando anticorpos que reconhecem
qualquer isolado do CTV (MULLER et al., 2005). Essa técnica permite
verificar se a microenxertia foi realizada com sucesso, ou seja, certificar que
a planta estd realmente livre de virus.

Todo o trabalho deve ser desenvolvido em casa de vegetacdo a prova
de afideos. As plantas assim obtidas serdo as matrizes sadias, que fornecerao
o material de propagagdo para os futuros estudos. E recomenddvel que as
matrizes das indicadoras em apreco sejam formadas a part ir de material com
boas caracteristicas agrondmicas. Inicialmente, deverdo ser produzidas as
mudas de porta-enxertos que serdo formadas mediante a de semeadura direta
em tubetes de pldstico de 50 ml contendo substrato a base de vermiculita e
matéria organica. E importante que o substrato seja estéril, livre de patégenos
que possam mascarar os sintomas de CTV. Ainda, o aspecto nutricional das
plantas ndo pode, de modo algum, ser negligenciado, uma vez que sintomas
de deficiéncia sdo freqiientemente semelhantes aos induzidos pelo virus.
Normalmente, as gemas das plantas a serem indexadas devem ser enxertadas
sobre o porta-enxerto, que recebe ao mesmo tempo, borbulhas da planta
indicadora (dupla enxertia), ou podem ser enxertadas diretamente sobre a
combinagdo indicadora/ porta-enxerto (MULLER & COSTA, 1991).

A espécie de citros comumente usada como planta indicadora para a
tristeza € a lima dcida Galego, cuja caracteristica € apresentar graus distintos
de sintomas que permitem classificar os isolados como fracos ou severos. Os
sintomas observados em Galego foram caracterizados por CARVALHO et
al. (1997) em diferentes formas de severidade, ou seja:

1. Isolado fraco: induz leve palidez das nervuras foliares; pouco ou
nenhum sintoma de caneluras. Praticamente, ndo hd reducdo do porte da
planta.
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2. Isolado forte ou severo: induz palidez em boa parte das nervuras
foliares e sintomas medianos de caneluras. Mediana redug¢do do porte da
planta.

3. Isolado muito forte ou muito severo: induz intensa palidez e
suberizacdo de nervuras e curvamento do limbo. Lenho totalmente tomado
por caneluras e paralisacdo quase total do crescimento.

Em adicdo, e isso € muito importante, serdo utilizadas também
indicadoras do tipo de citros que se pretende premunizar, como, por exemplo,
na premunizagdo da laranja Péra, em que ela prépria terd forcosamente que
ser incluida como indicadora. Isso € necessdrio, uma vez que existe certa
especificidade dos isolados, cuja reacdo passaria despercebida, sem o uso da
variedade a ser premunizada. O isolado da Péra IAC induz sintomas médios
de CTV em lima dcida Galego, porém, logicamente, sintomas fracos na Péra.
Dessa forma, o isolado proveniente de uma planta-elite sé serd considerado
como um isolado potencial para premunizacdo se apresentar sintomas
tipicos de isolado fraco nas plantas indicadoras empregadas. Isolados
protetivos e severos do CTV jd caracterizados serdo utilizados como padrao
de referéncia.

b.2. Inoculacio do isolado protetivo e desafio com isolado severo

Os isolados de CTV anteriormente ensaiados e que forem
considerados promissores serdo, entdo, submetidos aos testes de protecao.
Inicialmente, a inoculacdo do isolado candidato a protetivo nas plantas
sadias € feita por enxertia de borbulhas indculo (contendo o isolado) ou
por pulgées previamente alimentados nas plantas contendo o isolado. O
uso de pulgdes para inoculacdo € mais trabalhoso, uma vez que, quando
coletados no campo, devem ser inicialmente colocados em plantas livres
de virus e transferidos para outras até certificacdo de que estejam sadios.
Por via de regra, trés transferéncias (permanecendo os pulgdes 24 horas em
cada planta sadia) s@o suficientes, pois 0 CTV € um virus de transmissao
semipersistente, e o afideo o vai perdendo quando se alimenta. Somente apos
a “limpeza” dos pulgdes € que estes serdo colocados nas plantas contendo o
isolado protetivo para posterior aquisicdo. Normalmente, permite-se que a
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coldnia de pulgdes se alimente por cerca de 72 horas na planta fonte de virus,
sendo, entdo, transferidos para as plantas que se pretende infectar. Nessas,
permanecerao por outras 72 horas, para que se obtenha alta porcentagem de
infeccdo (utilizar pelo menos 50 afideos). Em face ao exposto, pela maior
facilidade de manuseio, o uso de borbulhas contendo o isolado protetivo
para inoculacio nas plantas a serem desafiadas € mais comum. A vantagem
de usar borbulhas € que estas levam todo o complexo protetivo do CTV
para a nova planta, enquanto, no caso dos pulgdes, pode acontecer de
os mesmos ndo levarem todo o complexo, podendo haver uma perda da
protecdo. A desvantagem de usar borbulhas como indculo € que se a fonte
de virus fraco estiver contaminada por algum virus ou virdide, a nova planta
serd contaminada. Nesse caso, o vetor € imprescindivel, sendo, conforme se
mencionou, adequado utilizar grande nimero de insetos.

Ap6s a inoculacdo, as plantas sdo novamente avaliadas pelo teste
de ELISA, utilizando anticorpos produzidos contra a proteina do capsideo
do CTYV, sendo selecionadas apenas as plantas comprovadamente infectadas
pelo isolado potencialmente protetivo, as quais serdo entdo desafiadas com
o(s) isolado(s) forte(s).

Normalmente, utilizam-se dois sistemas de desafio (pulgdo e unido
de tecido) e um tipo de porta-enxerto que, por via de regra, € o limdo
Cravo. O desafio mais importante € aquele realizado com os pulgdes, pois
reproduzird o que acontece na natureza. Se o isolado selecionado for capaz
de proteger contra o isolado forte trazido pelos insetos, o problema estard
resolvido. A inoculagdo por unido de tecidos € muito drdstica, e em maior
ou menor perfodo de tempo, a protecdo serd rompida (MULLER, 2006,
comunicacdo pessoal). No entanto, € muito importante que seja incluida no
esquema, pois quanto mais tempo demorar a quebra de protecdo por esse
método, maior serd o poder de prote¢do de determinado isolado fraco. Para
o desafio com os afideos, permite-se que as plantas crescam cerca de 20 a 30
cm, quando, entdo, serdo inoculadas por afideos colonizados na(s) planta(s)
fonte(s) do(s) isolado(s) forte(s). Para se obter uma boa infec¢do, realizam-
se trés inoculacdes, com cerca de 50 individuos por vez. E importante
escolher a época do ano onde ocorrem picos de populagdes dos afideos.
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Os insetos sdo, inicialmente, colonizados em plantas sabidamente infetadas
com isolados fortes do CTV, estabelecidas em casa de vegetagdo ou campo
experimental, conforme mencionado. Para o desafio por unido de tecido,
permite-se que as plantas crescam cerca de 50 cm quando, entdo, serdo
inoculadas com duas borbulhas cada uma. O Centro APTA Citros Sylvio
Moreira trabalha principalmente com dois isolados severos denominados
Bardo B (BB) e Capdo Bonito (CB), sendo ambos comprovadamente
capazes de induzir sintomas de tristeza severa em laranja-doce e lima dcida
Galego (CARVALHO et al., 1997; SOUZA et al. 2000 a, b).

¢) Avaliacao molecular quanto a estabilidade do isolado protetivo

Apo6s o(s) desafio(s) com o(s) isolado(s), efetuam-se dois tipos de
avaliacdo para verificar se o isolado candidato a protetivo foi capaz de atuar
na planta, protegendo-a contra os efeitos da infeccdo pelo isolado severo. A
primeira avaliacdo € quanto a estabilidade do isolado protetivo, ou seja, se
os variantes contidos no isolado protetivo se mantiveram estdveis mesmo
apds a inoculagdo do isolado severo. Essa avaliacdo necessita de técnicas
da biologia molecular. Uma das utilizadas ¢ denominada Polimorfismo de
Conformacao de Fita Simples (SSCP), (SOUZA et al., 2002a): ela permite
conhecer o padrao molecular de alguns genes dos variantes contidos tanto
no isolado protetivo quanto no isolado severo antes do desafio (Figura 2a).
Assim, nova avaliacdo ¢ feita apds o desafio para verificar se o padrdo do
isolado protetivo continua o mesmo ou se alguns ou todos os variantes
do isolado severo foram capazes de infectar a planta premunizada (Figura
2b). Se o padrio do isolado protetivo continua 0 mesmo apds o desafio, hd
indicac@o de que o isolado foi estdvel e apresenta potencial para proteger a
planta diante dos isolados severos (Figura 2b, canaletas 1-2). Se o isolado
protetivo ndo foi estdvel, ou seja, ndo foi capaz de impedir a infeccdo pelo
isolado severo (Figura 2b, canaleta 3), este ndo pode ser incorporado ao
programa de premunizacdo. Algumas vezes, hd uma mistura entre os padroes
moleculares dos dois isolados (protetivo e severo) logo apds o desafio. Neste
caso, as avaliacoes sdo feitas de forma temporal para verificar a permanéncia
ou instabilidade do isolado protetivo.
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Figura 2. Padrdes de SSCP do gene da capa protéica de isolados do Citrus tristeza
virus A. Padrdo do isolado severo (IS) e do isolado protetivo (IP) antes do desafio;
B) Padrdes dos isolados protetivos apds desafio com isolado severo 1-2: Isolado
protetivo estavel apos desafio: 3: Isolado protetivo instavel apds desafio.

d) Avaliacao do valor protetivo em condicdes de campo

A avaliacdo da capacidade protetiva do isolado apds o desafio
consiste na observacdo de sintomas em plantas de laranja-doce enxertadas
sobre um porta-enxerto que, por via de regra, € o limdo Cravo. Dado o
crescimento vigoroso das combinag¢des em Cravo, as drvores com isolados
fracos irdo crescer com todo o seu potencial, enquanto aquelas com isolados
severos, num tempo razoavelmente curto (3 a 5 anos), apresentardo caneluras.
Quando as combinagdes estdo em outros porta-enxertos, principalmente
aqueles de crescimento mais lento, o aparecimento de caneluras € mais
demorado, o que poderia mascarar os resultados.

As avaliagées sdo feitas quanto a presenga ou a auséncia de
caneluras, seguindo uma escala de notas de 0 a 5 (Figura 3). Para um isolado
ser considerado protetivo e, portanto, ser incorporado aos programas de
premunizacio, sdo toleradas notas de O a 2. Posteriormente, tais plantas sdo
levadas a campo, de preferéncia em drea com grande pressio de inoculo, para
observagdes ante as condigGes naturais. Os pardmetros a serem avaliados
no experimento incluem, principalmente: desenvolvimento das plantas e
posterior mensuracdo da produgdo de, pelo menos, trés safras. Todo este
processo normalmente demora, pelo menos, 5 anos.
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2 3 4 5

Figura 3. Escala de sintomas de caneluras (ou “stem pitting”) causados pelo Citrus
tristeza virus. 0: auséncia de sintomas; 1-2: sintomas fracos; 3: sintomas mode-
rados; 4-5: sintomas severos. Foto: Gerd W. Miiller.

Os isolados de CTV que se destacarem nos testes de protecdo serdo
utilizados diretamente nas plantas de origem, ou transferidos para material
sadio, visando a formagdo de matrizes premunizadas.

3. COMO FUNCIONA A PREMUNIZACAO?

Ainda ndo € conhecido o funcionamento bioldgico da premunizacio
nem por que alguns isolados sdo capazes ou nio de induzir os sintomas de
tristeza. Para conhecer algumas teorias e sugestdes oferecidas na tentativa de
explicar a protecdo entre virus de plantas, aconselha-se consultar REZENDE
& MULLER (1995). Estudos utilizando o teste de ELISA e PCR quantitativo
em tempo real tém demonstrado que os isolados protetivos ou fracos
multiplicam-se no interior do hospedeiro mais rapidamente do que os severos
(TARGON, 1997; TARGON 2006 comunicacdo pessoal). Esses resultados
sugerem que, possivelmente, os isolados fracos apresentam melhor interaciao
com a planta hospedeira, colonizando de forma sistémica os vasos do floema.
Essa eficiente colonizagdo poderia, entdo, impedir a colonizacio pelo isolado
severo, uma vez que a planta jd se encontra totalmente infectada pelo isolado
protetivo. Um esquema diddtico do funcionamento da premunizacdo é
apresentado na Figura 4.
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x

D —® Representagio dos variantes que compoe o isolado fraco protetivo
l —» Representagio dos variantes gue compde o isolado [raco severo
[I —® Representagio dos variantes que compde o isolado [raco niio protelivo

Figura 4. Esquema do funcionamento da premunizacdo. A: Planta premunizada im-
pedindo que o isolado severo, inoculado pelo pulgdo, colonize o hospedeiro. B:
Planta microenxertada, sem premunizagao, suscetivel a colonizagdo por isolados
severos. C: Planta contendo isolado fraco, porém sem potencial protetivo, susce-
tivel a colonizagdo por isoladas severas.

4. CONSIDERACOES FINAIS

Apesar da criteriosa selecdo dos isolados a utilizar no programa de
premunizacdo, jd foi constatada, algumas vezes, a ocorréncia de quebra
de protecdo, ou seja, variantes severos que foram capazes de infectar
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plantas contendo o isolado protetivo. Nao se sabe precisar quanto tempo
foi necessdrio para que ocorresse essa quebra de protecdo, porém, como
visto, a obtencdo de um isolado protetivo demanda tempo. Dessa forma,
hd necessidade de uma busca continua de isolados com potencial protetivo
diante de novos variantes severos que, eventualmente, sdo detectados nos
pomares citricolas.
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