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RESUMO

A microenxertia de gpices caulinares tem sido utilizada com
100% de sucesso na diminacdo do virus da tristeza (Citrus tristeza
virus) e dos viréides da exocorte (Citrus exocortis viroid - CEVd) e
cachexia-xiloporose de materiais do Banco Ativo de Germoplasma
de Citros do Centro de Citricultura Sylvio Moreira CCSM-IAC.
Para 0 complexo da sorose, entretanto, esta técnica tem apresentado
somente 60% de eficiéncia, indicando a necessidade de sua
associagdo com termoterapia para garantir a eliminagdo viral.
Para tanto, mudas originadas de borbulhas infetadas com sorose
foram mantidas em camara climéticacom 16 hdeluza38°C e 8
h no escuro a 32 °C e utilizadas para a obtengdo dos apices

caulinares empregados na microenxertia. Apds 0 pegamento, o
conjunto micro porta-enxerto e brotagdo foi sobre-enxertado em
limoeiro (Citrus limonia) ‘Cravo’ com sete meses de idade e
mantido em condicGes de casa de vegetacdo. Clones de laranjeiras
doces (Citrus sinsensis) ‘Lima’, ‘Rubi’, ‘Piralima’, ‘ Salustiana’,
‘Jodo Nunes', ‘Rosa’ e ‘Péra Caire' tratados desta maneira,
comprovaram eficiéncia de 100% de eliminagdo do complexo
sorose, conforme indexagdo realizada empregando-se laranjeira ‘Do
Céu’ como planta indicadora.

Palavras-chave adicionais: viroses, tratamento térmico,
limpeza clonal.

ABSTRACT
Psorosis virus complex elimination from citrus by shoot-tip grafting associated to thermotherapy

Shoot-tip grafting has been 100% efficient in eliminating
the Citrus tristeza virus (CTV), Citrus exocortis viroid (CEVd)
and cachexia-xiloporosis viroid from varieties of the citrus
germplasm bank at the Centro de Citricultura Sylvio Moreira
CCSM-IAC. However, this technique has shown to be only 60%
efficient in getting rido of the citrus psorosis virus complex,
showing the necessity of association with thermotherapy to assure
a complete virus-free condition. For this experiment, nursery trees
were maintained in aclimatic chamber at 38 °C in 16 h light and

32 °C 8 h darkness for 60 days, and the meristematic apices were
used to shoot-tip graft. After the shooting of the meristematic
part, this shoot tip graft was over grafted on seven-month old
‘Rangpur’ lime (Citrus limonia) seedlings, and developed under
greenhouse conditions. Clones of sweet oranges (Citrus sinensis)
‘Lima’, ‘Rubi’, ‘Piralima’, ‘Salustiana’, ‘Jodo Nunes', ‘Rosa
and ‘Péra Caire' treated this way had 100% success in psorosis
virus elimination as shown by a biological index using ‘Do Céu’
sweet orange as the indicator plant.

Doencas do complexo sorose (sorose A, sorose B e
manchaanelar dos citros, causada pelo Citrus ringspot virus
(CtRSV) apresentam ampla distribuicdo entre variedades e
espécies de citros. De etiologia viral, a sorose apresenta um
periodo de até doze anos de incubacdo antes de expressar
sintomas, que sdo caracterizados principalmente por
fendilhamento e escamac&o de tronco e galhos de laranjeiras
doce [Citrus sinensis (L.) Osbeck], tangerineiras (Citrus
reticulata Blanco) e pomeleiros (Citrus paradisi Macf)
(Maller & Costa, 1993). A partir do uso de clones nucelares,
asorose A, unicaformadescritaem nossas condices, deixou
de ser problematica para a citricultura, embora surtos
eventuais possam ocorrer, principal mente associados ao uso
de borbulhas originadas de clones velhos.

Dois componentes virais de morfologia diferenciada
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e com capa protéica, unidades de capsideo de
aproximadamente 48 KDa, tém sido associados a diferentes
isolados de CtRSV e de sorose (Derrick et al., 1988; Garcia
et al., 1994). Maisrecentemente, considerando asimilaridade
entre particulas virais encontradas em diferentes fontes de
sorose que causa forte descamagdo, estas foram descritas em
um novo género Ophiovirus, como Citrus psorosis virus
(CPsV) (Milneet al., 1996). Entretanto, aetiologiadadoenca
ainda ndo est4 bem determinada, ndo havendo em muitos
casos correl acdo entre a deteccdo molecular ou sorolégicado
CPsV e a expressdo da doenca no campo e em plantas
indicadoras (Martin et al., 2001). Por estarazdo, e pelo fato
de ndo terem sido ainda completamente caracterizados os
isolados em nossas condicgdes, serd adotado neste trabalho o
termo genérico complexo sorose.

O melhor métado de controle do complexo sorose € a
prevencdo, através do emprego de borbulhas sadias na
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producédo de mudas. A eliminacdo de patdégenos sistémicos
pode ser realizada atualmente através da microenxertia de
apices caulinares, sem os inconvenientes da juvenilidade
associada ao uso de clones nucelares. No Centro de
Citricultura Sylvio Moreira do Instituto Agronémico de
Campinas (CCSM-IAC) amicroenxertiade pices caulinares
tem sido utilizada isoladamente com alta eficiéncia na
eliminacdo do virus datristeza (Citrus tristeza virus, CTV)
familia Closteroviridae, género Closterovirus € dos viroides
da exocorte (Citrus exocortis viroid, CEVd) e cachexia/
xiloporose. Entretanto, para os do complexo sorose, para 0
qual também é necessario a indexagdo no Programa de
Registro de Plantas Matrizes do Estado de S&o Paulo, esta
técnica tem apresentado cerca de 37% de falha (Carvalho et
al., 1998).

A termoterapia € uma maneira efetiva e ecol 6gica de
erradicar patdégenos de material propagativo. Apesar de ndo
ser efetiva na eliminagcéo de CEVd e do viroide da cachexia/
xiloporose, esta técnica apresenta importante uso na
eliminagdo de sorose A, sorose B, gomose cOncava,
impietratura, cristacortis, infecéo variegada, “ huanglongbin”
(“greening”), CTV, “taatterleaf” e“veinenation” (Roistacher,
1985).

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da
microenxertia, associada a termoterapia, na eliminacéo total
dos virus do complexo da sorose em variedades de citros do
CCSM-IAC.

Os traba hos foram desenvolvidos no Laboratério de
Biotecnologiado CCSM-IAC, em Cordeirdpolis, SP. Foram
avaliadas as variedades de laranjeira ‘Lima’, ‘Rubi’,
‘Piralima’, ‘ Salustiana’, ‘ Jodo Nunes', ‘Rosa’ e*PéraCaire’,
todas positivas para sorose, conforme resultados de testes
biol dgicos.

A presenca de virus do complexo sorose no material
trabalhado foi detectada por testes biol 6gicos empregando-se
plantasdelimoeiro ‘' Cravo’ ( Citrus limonia Osbeck) com seis
meses de idade. Foram enxertadas duas borbulhas das
variedades em estudo e logo acima uma borbulha da
indicadora laranjeiradoce ‘Do Céu’, com quatro repeticoes,

empregando-se também controles positivos e negativos. As
plantas foram mantidas em casa de vegetacdo com temperatura
diurna de 28 °C e noturna de 16 °C. Asleituras de sintomas
nas folhas jovens foram realizadas duas vezes por semana,
observando-se a ocorréncia de manchas tipo “folha de
carvalho” ou estrias cloréticas nos limbos foliares. Quando
nenhum sintoma era observado até o amadurecimento das
folhas, as plantas eram podadas paraforcar aemissdo de novas
brotagdes, realizando-se pelo menos trés outras leituras ou
guantas necessdarias para 0 aparecimento dos sintomas no
controle positivo.

Para o tratamento térmico, plantas das variedades em
estudo enxertadas sobre limoeiro ‘Cravo’ e cultivadas em
vasos de 4,5 dm? foram mantidas em camara climética a 38
°C por 16 h de luz e 32 °C por 8 h de luz por periodo de 60
dias. Somente brotacGes emitidas nestas condi ¢cbes foram ent&o
retiradas para microenxertia.

Na microenxertia, foi utilizada metodologia
semelhante a desenvolvida por Murashige et al. (1972) e
aperfeicoada por Navarro et al. (1974). Como microporta-
enxerto foram empregadas pléntulas de citrange ‘ Troyer’
(Poncirus trifoliata Raf. X Citrus paradisi Macf) germinadas
no escuro em tubos de ensaio contendo saisde M S (Murashige
& Skoog, 1962). Apds o pegamento e desenvolvimento
satisfatorio do broto, o conjunto foi enxertado por garfagem
de topo em limoeiro ‘Cravo’ com sete meses de idade. Uma
mini-cAmara Umida com saco plastico foi mantida até a
completa adaptaco e pegamento (Paiva & Carvaho, 1993).

Apbs aclimatacdo e desenvolvimento adequado, as
plantas recuperadas foram novamente indexadas para
confirmagdo daeliminagdo dasorose utilizando ametodologia
descrita anteriormente.

Os resultados dos testes de indexagéo em laranjeira
‘Do Céu’ (Tabela l) indicaram aeficiénciada associacdo dos
dois métodos de limpeza na eliminagdo desta virose, tendo
sido obtido 10025 de plantas sadias. Estes resultados séo de
grande importancia, uma vez que o Banco Ativo de
Germoplasma de Citros do CCSM-IAC apresenta 16% de
acessos infetados com os virus do complexo sorose, e a

TABELA 1 - Resultados obtidos nos tratamentos com termoterapia* e microenxertia, para eliminacao
de virus do complexo sorose dos citros em acessos de laranja doce (Citrus sinensis).

Cordeirépolis, SP, 2000

. Acesso  Indexagio Microenxertia Re-indexacdo Limpeza Sorose
Variedade BAG Sorose** Microenxertos Sucesso Sorose** (%)
pegos/feitos (%)

‘Jodo Nunes  CV 109 + 3/16 18,75 - 100,00
‘Lima CV 09 + 3/31 9,68 - 100,00
‘PéraCaire CV 157 + 3/34 8,82 - 100,00
‘Pirdima CV 02 + 5/30 16,67 - 100,00
‘Rosal CV 95 + 5/20 25,00 - 100,00
‘Rubi’ CV 52 + 4/30 13,33 - 100,00
‘ Salustiana CN 438 + 2/26 7,69 - 100,00
Média 3,1/26,7 14,28 100%

*A 38°C por 16 h deluz e 32 °C por 8 h de luz por periodo de 60 dias

**Resultado positivo (+) ou negativo (-) paraapresencados virus do complexo sorose, conformetesterealizado emindicadoralaranjeira

‘Do Céu'.
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aplicacéo de microenxertia isoladamente tem mostrado
eficiéncialimitadaa63% dostrabal hos (Carvaho et al., 1998)

O indice de recuperacéo de plantas no processo de
microenxertia foi em torno de 14%. As perdas no processo
estéo rel acionadas somente afasein vitro, poisnaaclimatacao,
0 processo de garfagem em plantasja estabel ecidas em vasos,
semelhante ao proposto por Paiva & Carvalho (1993), tem
garantido indices de 100% de pegamento das plantas.

Além da influéncia da variedade, os baixos indices
observados narecuperacao das plantas microenxertadas estéo
provavel mente associados ao pegueno tamanho do meristema
utilizado na operacdo (0,4 mm), o que tem garantido a alta
eficiéncia na eliminagdo do CTV, CEVd e do viréide da
cachexia-xiloporose (Carvaho et al., 1998). Os resultados
apresentados neste trabalho indicam, portanto que dever ser
adotado como rotina o tratamento térmico para os materiais
comprovadamente portadores de sorose e daqueles de
procedéncia ndo determinada, principalmente em trabalhos
de introducdo de plantas. Isso reforca as afirmacfes de
Roistacher (1985), de que atermoterapia, em associagdo com
a microenxertia, deve ser utilizada, como estratégia para
garantir maior seguranca nos trabalhos de limpeza clonal

Em relac8o aostrabal hos de indexago e comprovacdo
da eliminagdo do virus, constatou-se grande variabilidade na
expressdo de sintomas, em funcdo princi pal mente de variagtes
de temperatura na casa de vegetacdo. Maior eficiéncia do
processo, facilitando também a avaliagdo de novas técnicas
de eliminagdo do virus da sorose, deverdo ser obtidos com o
aperfeicoamento de técnicas mais répidas de detecgdo, como
0s baseados em testes moleculares (Garciaet al., 1997, Costa
et al., 2001) e em sorologia (Garciaet al., 1994, Djelouah et
al., 2000). Como nem todas as expressdes do complexo sorose
estéo associadasao CPsV (Martinet al., 2001), asdificuldades
na implementacdo destes testes para diagndsticos de rotina
estéo relacionadas aidentificacéo precisado componente dos
diferentestipos de sorose, adisponibilidade de antigenos para
a producdo dos anti-soros e a baixa concentragdo do virus
nos tecidos.

Plantas dos diferentes clones de laranjeira, livres do
virus da sorose e outros patdgenos e pré-imunizados contra
estirpes fortes do CTV, estdo sendo mantidas em condi¢des
protegidas de vetores de virus e caracterizadas morfologi-
camente, confirmando a manutencdo da fidelidade varietal
para utilizagdo nos programa de matrizes e certificagdo de
mudas de citros do Estado de S&o Paulo.
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