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Os virdides que infectam os citros estéo classificados em quatro géneros
e cinco espécies, de acordo a suas propriedades bioldgicas e fisico-quimicas
(Flores et al., 2000): Pospiviroid - viroide da exocorte dos citros (Citrus
exocortis viroid, CEVd); Apscaviroid - viréide da folha curva dos citros (Citrus
bent leaf viroid, CBLVd, variantes CVd-la e CVd-lb), virdide Ill dos citros
(Citrus 111 viroid, Cvd-IIl); Hostuviroid - virdide do nanismo do lupulo (Hop
stunt viroid, HSVd, variantes CVd-lla, CVd-llb e CVd-lic); e Cocadviroid -
virdide IV dos citros (Citrus IV viroid, CVd-1V). Mais recentemente, foram
observadas duas novas e provaveis espécies do género Apscaviroid : o Citrus
original sample, CVd-OS no Japédo (Ito et al., 2001) e o virdide da Atalantia
citroide na Espanha (Barbosa, 2004). Somente o CEVd e variantes patogénicos
do HSVd s&o agentes causais de doengas nos citros, a exocorte e a
cachexia/xiloporose, respectivamente.

A exocorte esta presente em praticamente todos as regides citricolas do
mundo. O sintoma mais caracteristico da doenca ¢é a presenca de
descamamento na casca de porta-enxerto sintomaticos como o P. trifoliata,
seus hibridos e o limdo “Cravo~, associados ao nanismo mais 0 menos
acentuado. O CEVd é o agente etioldégico da exocorte do P. trifoliata. Apesar
dos postulados de Koch n&o terem sido realizados para a exocorte do liméo
“Cravo~ (Citrus limonia Osbek.), se considera que a mesma também seja
causada por este patégeno. Trabalhos mais recentes, confirmaram que o CEVd
€ 0 agente causal dos sintomas de “yellow blotching” ou amarelecimento de
ramos de limoeiro “Cravo~ com exocorte (Barbosa, 2004).

A xiloporose foi primeiramente descrita como uma doenca da lima doce

Palestina. Em plantas infectadas se observavam caneluras na madeira com as



correspondentes projecdes na casca na zona do enxerto, sintomas que estavam
associados a descoloracdo da madeira.

A cachexia foi descrita na California para designar uma doenca do tangelo
Orlando (C. reticulata x C. paradisi) com sintomas similares aos de Xxiloporose
observados na lima doce de Palestina. A caracterizacdo do patdgeno mostrou
que tanto a xiloporose como a cachexia eram causadas por varientes do HSVvd
(Reanwarakorn & Semancik, 1999). Ainda que o término cachexia € o que se
propds e foi aceito na comunidade cientifica, nos paises do Mediterraneos e

Ameérica Latina, xiloporose é o nome que se utiliza mais comumente.

Métodos de deteccao

O diagnéstico da exocorte da xiloporose foi realizado inicialmente por
testes de patogenicidade que foram desenvolvidas antes de ser estabelecer a
etiologia destas doencas. Estes métodos, denominados biolégicos, consistem na
inoculacdo de plantas indicadoras selecionadas por desenvolverem sintomas
depois de um periodo de incubacdo determinado empiricamente. Até muito
pouco tempo, a deteccdo era realizada exclusivamente mediante indexacéo
biolégica, mas a caracterizacido dos agentes causais destas doencas permitiu o
desenvolvimento de novos métodos de deteccdo baseados na deteccdo de

RNAs.

1. Métodos bioldgicos para a deteccao da exocorte

O P. trifoliata foi a primeira espécie utilizada como planta indicadora. O
periodo de incubacdo nesta indicadora é grande, e as plantas manifestam
sintomas apods 4-8 anos de realizada a inoculagdo. No Brasil, se utilizou como
indicadora o limdo “Cravo™ que permitia a visualizacdo de sintomas entre 5 e
18 meses, reduzindo consideravelmente o tempo necessario para realizar o
diagnostico. Posteriormente, se observou que a cidra reagia mais rapidamente
desenvolvendo sintomas entre 1-5 meses apoés a inoculacao e foi adotada como
a indicadora (Salibe, 1961).

Como a cidra € uma espécie monoembriénica, quando se inoculavam
plantas obtidas de semente, ocorriam variacdes na expressdao dos sintomas e

em conseqguéncia, se sugeriu a utilizacdo de propagacdes clonais de plantas



selecionadas como mais sintomaticas. Ao observar-se que uma populacdo de
plantas de semente da selecdo Arizona 861 de cidro Etrog, reagia
uniformemente (Garnsey & Whidden, 1973) a inoculagdo, passou-se a utilizar
plantas de semente desta selecdo como indicadoras, evitando assim a
necessidade de manter propagacOes clonais. A sensibilidade e a rapidez na
manifestacdo de sintomas nesta indicadora levaram ao abandono dos ensaios
de infectividade utilizados anteriormente.

A cidra Arizona 861 respondia uniformemente ao que se consideravam
como isolados agressivos da exocorte mas, de modo variavel frente aos
considerados como fracos, pelo que algumas reacdes muito débeis podiam
passar inadvertidas (Roistacher et al., 1977). A avaliacdo de uma populacdo de
plantas de semente inoculadas com os isolados mais fracos, levou a selecdo de
uma que era especialmente sensivel. O saneamento desta planta mediante
microenxertia de apices caulinares in vitro (Navarro et al., 1975) originou a
selecdo Arizona 861-S1, que propagada vegetativamente, é a utilizada

atualmente.

2. Métodos bioldgicos para a deteccao da cachexia/Zxiloporose

O tangelo Orlando foi a primeira planta indicadora utilizada para o
diagnostico da cachexia. Este, apesar de sua sensibilidade, podia tardar cerca
de 4 anos em exibir sintomas em resposta a infeccdo com os isolados menos
agressivos e ainda assim, os resultados eram erraticos e pouco reproduziveis
Depois foi selecionada a tangerina Parson”s Special como uma espécie mais
sensivel, capaz de exibir sintomas cerca de um ano apdés a inoculagao
(Roistacher et al., 1973).

A tangerina Parson’s special enxertada sobre limoeiro rugoso ou outro
porta-enxerto vigoroso € a planta indicadora utilizada para a diagnose de
cachexia. Os sintomas da doenca se manifestam como depdsitos de goma na
linha de unido do enxerto e para sua expressdo é preciso manter as plantas a
28 °C-32 °C durante um periodo de 12 a 18 meses. O método, mesmo sensivel,
apresenta inconvenientes, como o0 grande periodo de incubacdo, e a
interferéncia com outros virdides dos citros que podem impedir ou atrasar a

manifestacdo de sintomas (Pina et al., 1991).



3. Métodos bioldgicos para a detecao dos viroides de citros

O ensaio biolégico utilizando a cidra Etrog, mesmo tendo sido
desenvolvido para o diagndstico da exocorte, ndo é especifico para detectar o
CEVd. Atualmente, se sabe que todos os viroides dos citros produzem sintomas
especificos na selecdo 861-S1 de cidra Etrog (Tabela 1). Entretanto, pode-se
observar reacbes que nao se ajustam a estes sintomas ja que os isolados de
campo, normalmente, contém uma mistura de distintos viroides que interagem
entre si em infeccbes mistas. Assim, este método biolégico em realidade
permite diagnosticar a infec¢do por viroides mas ndo determinar que virdides se
encontram no isolado analisado.

O diagnodstico por métodos biolégicos tem uma excelente sensibilidade
mas nao é especifico. Além disso, mesmo tendo um periodo de incubacao
relativamente curto comparado com outros indicadores, é ainda um meétodo
caro devido a necessidade de manter durante varios meses as plantas

inoculadas a temperaturas de 28-32 °C.

Tabela 1. Sintomas induzidos por espécies de virdides dos citros em

cidra Etrog %%
Virdide nanismo Epinastia Necrose
Nervo Peciolo Vértice folhas
Central
CEVd acentuado severa geral + -
cBLVvd leve pontual pontual - -
HSVvd - - - +/- +/-
cbvd moderado geral geral + -
cvd-1v moderado geral geral + -
Cvd-0s3 . pontual . +

Y Indicadora Cidra Etrog Arizona 861-S1 (Roistacher et al, 1977).
2 Duran-Vila et al., 1988ab
® Ito et al., 2002



4. Métodos moleculares para a deteccao dos virdides de citros

Extracdo de acidos nucleicos e analise por eletroforese - Os
métodos propostos se baseiam na analise de preparacdes de acidos nucleicos
mediante diferentes sistemas de dupla eletroforese em géis de poliacrilamida
(PAGE): PAGE bidimensional “return” PAGE, descrito inicialmente para deteccéo
de viréides em outros e ensaiadas para virdides de citros (Semancik & Duran-
Vila, 1991) ; PAGE sequencial (sPAGE) (Semancik & Harper, 1984). Estes
meétodos sdo satisfatorios para detectar todos os virdides de citros a partir de

cidras inoculadas, inclusive antes que manifestem sintomas.

A deteccdo de virdides a partir de extratos de espécies e variedades
comerciais cultivadas em campo tambem pode ser realizada por estes métodos.
Entretanto, a confiabilidade do método nédo foi comprovada de forma
sistematica para todas as espécies e variedades comerciais nem em distintas
condi¢cbes de cultivo. Estudos realizados nas condi¢cbes de cultivo da Espanha
mediterranea, indicam que existe uma variacdo importante dependendo da
época do ano, e inclusive flutuacbes entre anos sucessivos. Estes estudos
mostraram que o método ndo é confidvel jA que dadas estas flutuacdes
anuales, em algumas ocasides nao se detectaram virdides em plantas
infectadas, inclusive quando a amostragem foi realizda na época mais propicia
(Palacio, 1999).

Extracdo de &acidos nucleicos e hibridagdo molecular - A hibridacédo
molecular ndo foi utilizada de forma sistematica para as andlises rotineiras de
viréides. Entretanto, foi proposto a utilizacdo da hibridacdo dot-blot com sondas
de cDNA marcadas radiativamente para detectar o CEVd a partir de cidra
(Flores, 1998) e de espécies cultivadas em campo (Gillings et al., 1988).
Também se demostrou a deteccdo do CEVd e HSVd a partir de espécies
cultivadas em campo por “Northern” empregando sondas de cDNA e cRNA
marcadas radiativamente (Albanese et al., 1991) ou oligbmeros também
marcados radiativamente (La Rosa et al., 1993). Contudo, assim como para as

andlises por sPAGE, as flutuacdes anuales ndo permitiram detectar viréides em



plantas de campo infectadas, inclusive quando se realizou a amostragem na
época mas propicia (Palacio, 1999).

Retrotranscricdo e amplificagcdo mediante a reacdo em cadeia da
DNA polimerasa (RT-PCR) — Este meétodo foi também proposto para a
deteccdo de virdides mas, sua utilizacdo de maneira rotineira é limitada ja que
é freqlente a obtencéo de falsos negativos em amostras que se sabe que estao
infectadas. Recentemente, foi descrito combinacdes de iniciadores que
permitem a deteccdo de todos os virdéides mediante um sistema de Multiplex
RT-PCR (lto et al., 2002).

Consideracodes Finais

De acordo com o conhecimento atual método de deteccdo de virdides
mais recomendado é aquele que combina a deteccdo biolégica e métodos
moleculares, como a deteccdo do RNA por meio de técnicas como a sPAGE e
hibridacao.

A cidra Etrog Arizona 861-S1 ainda é a planta indicadora por exceléncia
J& que permite a diagnose de todos os virdides descritos em citros, apesar de
apresentar limitacbes devido ao custo e falta de especificidade, como foi
relatado anteriormente. Estas limitacbes foram minimizadas utilizando um
método “combinado”, onde se utiliza a indexacdo bioldégica associada com a
deteccdo mediante sPAGE ou hibridacdo molecular (Duran-Vila et al., 1993).
Assim, as andlises das cidras inoculadas por sPAGE ou hibridagcdo permite
encurtar o periodo de incubacao e detectar todos os virdides com bons niveis de
sensibilidade e especificidade. Este método combinado permite a diagnose
especifica das distintas espécies de virdides pela observacdo da migracao
caracteristica em analises por sPAGE ou mediante hibridacdo molecular,
utilizando sondas especificas. Como inclusive se pode detectar o HSVd, este
meétodo evita a necessidade de utilizar a tangerina Parson’s Special como
indicadora de cachexia/xiloporose. Especificamente para este caso, 0 método de
deteccdo combinado € interessante ja que o aparecimento de sintomas de

cachexia/xiloporose podem ser mascarados na Tangerina Parson”s Special



quando os isolados a analisar sdo portadores de diferentes variantes de HSVvd.
A presenca de variantes patogénicas e nao patogénicas deste virdide numa
mesma planta pode causar interferéncia na manifestacdo dos sintomas
(Semancik et al., 1992).

Mais recentemente, foi proposta a andlise de cidra inoculadas mediante
um sistema de hibridacdo de impressfes de ramas de cidras previamente
inoculadas (Palacio et al., 2000), que evita a necessidade de realizar extracdes
de &cidos nucléicos, e por tanto permite analisar simultaneamente um grande

numero de amostras.
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