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VARIEGADA DOS CITROS ¢
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RESUMO - A Clorose Variegadados Citros (CV C), causada pelabactéria Xyl ella fastidiosa, € umasériaameacaacitriculturabrasileira, constituindo-
se, atualmente, numa das principais doencas dos citros no Brasil. O objetivo desse trabalho foi avaiar cultivares de citros introduzidas quanto &
suscetibilidade ou resisténciaa CV C, em condi¢des de campo. O trabaho foi conduzido em Bebedouro-SP. Os materiai s genéticos estudados foram
cultivares de tangerinas e hibridos (tangores e tangel os) introduzidas de bancos de germoplasmada Itélia, Portugal, Espanha e Cérsega. O trabalho
foi constituido por 56 parcelas, com trés plantas das quais umafoi inocul ada, empregando-se o método de encostia, utilizando-se de mudas previamente
infectadas como fontes da bactéria. Foram avaliados os sintomas da doenca mediante observagao visual através de notas e teste de PCR, especifico
para Xylella fastidiosa. Os materiai s genéticos que se apresentaram positivos ao PCR, mas ndo apresentaram sintomas, e os que foram negativos ao
PCR, possuem um potencial de utilizacdo em programas de melhoramento genético visando aresisténcia e/ou atoleréncia a doenca.
Termosparaindexacdo: Citrusreticulata Blanco, inoculagdo, melhoramento, resisténcia, variedades, Xylellafastidiosa.

EVALUATION OF MANDARINES, TANGORS AND TANGELOS IN RELATION TO THE CITRUS VARIEGATED
CHLOROSIS (CVC)

ABSTRACT - TheCitrusVariegated Chlorosis (CV C), caused by the bacteria Xylella fastidiosa, isa seriousthreat to the Brazilian citriculture, being,
actually, one of the mains diseases to the citrus in Brazil. The objective of this work was evaluate citrus cultivars, introduced according to the
susceptibility or resistanceto CV C, infield conditions. The research was carried in Bebedouro city - S&o Paul o state— Brazil. The genotypes studied
were cultivars of mandarines and hybrids (tangors and tangel 0s), introduced from the germplasm collections of Italy, Portugal, Spain and Corsica. The
work was composed by 56 portions, with 3 plants, being one of them inoculated, using the approach graft method, with infected plants. Were
evaluated the symptoms of the disease by visual observation and PCR test, specific to Xylella fastidiosa. The genotypes that had positive results to
the PCR test, but did not presented symptoms, and the onesthat were negativeto the PCR, have great possibilitiesto be used in genetic improvement

programs, aiming resistance and/or tolerance to the disease.

Index terms: Citrusreticulata Blanco, inoculation, improvement, resistance, varietiesand Xylellafastidiosa.

INTRODUCAO

A clorose variegada dos citros (CV C) é causada pela Xylella
fastidiosa, bactérialimitadaao xilemae responsavel por outras doencas
em culturas como a uva, ameixa e péssego (Purcell & Hopkins, 1996).
| dentificada inicialmente no Norte do Estado de S&o Paulo (Rossetti &
De Negri, 1990), disseminou-se rapidamente por todas as regides
citricolasbrasileiras, causando sérios prejuizos. Estima-se que as perdas
com adoencajatenham ultrapassado 0s 650 milhdes dereais (Prejuizos...,
2001).

A bactéria pode ser transmitida por meio de borbulhas
contaminadas ou por insetos vetores das familias Cicadellidae e
Cercopidae, que seaimentam nosvasos do xilemadas plantas (Purcell,
1994). Onze espécies de cigarrinhas s8o comprovadamente transmi ssoras
dabactéria(Fundecitrus, 1999). A doencacompromete o desenvol vimento
das plantas e a producdo dos frutos. Internamente, o fruto tem suas
caracteristicas organol épticas bastante af etadas (L aranjeira& Palazzo,
1999). A CVC atacaquasetodasas cultivares comerciais delaranja-doce
no Brasil (Leeetal., 1992). Tangerinas e seus hibridos, como tangorese
tangel os, podem apresentar sintomas em condi¢des de campo, embora
numa intensidade bem menor que nas laranjas-doces. Até o momento,
esses sintomas foram constatados apenas em cultivares ndo comerciais
(Laranjeiraet al., 1998a,b; Laranjeira, 2002).

A doenca pode ser detectada por observacdo de sintomas e
por métodos de diagndstico sorol 6gicos e moleculares. Dentre eles, 0s
testes molecularesimplicam maior sensibilidade e precisdo, portanto a

1 (Trabalho 152/2003). Recebido: 13/06/2003. Aceito para publicagdo: 13/04/2004.

técnica de PCR proporciona um diagndstico rapido e seguro, sem a
presencade reacBesinespecificas, detectando cercade 107 a10° bactérias/
mL, sendo, portanto, mais sensivel que os soroldgicos (Misanvage et
a., 1994).

O objetivo do trabalho foi avaliar areagdo de 46 cultivares de
tangerinas, sete de tangelos e trés de tangores, em relagdo a CV C, por
observagdo de sintomas e testes de PCR, considerando o potencial de
uso destes materiais genéticos para utilizagdo em mel horamento genético
e possivel obtencdo de hibridos resistentes a doenca, além de seu
aproveitamento como cultivarescomerciais.

MATERIAL EMETODOS

O trabalho foi conduzido em condic¢des de campo, na Estagéo
Experimental de Citriculturade Bebedouro, (EECB) situadano municipio
de Bebedouro-SP, Brasil (latitude 20°53' 16" S, longitude 48°28' 11" W,
climaCwa: subtropicd-inverno moderado e seco, ver&o quente e chuvoso.
Osmateriais genéticos estudados foram cultivares de tangerinas (Citrus
reticulata Blanco) e hibridos (tangores- Citrusreticulata Blanco x Citrus
sinensis (L.) Osbeck e tangelos — Citrus reticulata Blanco x Citrus
paradisi Macf), introduzidos pela E.E.C.B. de bancos de germoplasma
daltdlia, Portugal, Espanhae Cdrsega com a colaboracdo da Embrapa,
Cenargen e Fundecitrus. Os materiais genéticos estudados, bem como
asavaliagOesrealizadas, encontram-se naTabela 1.

a) Implantacdo e Condugdo do Experimento: Parte dosmateriais
genéticosfoi introduzidapor sementes e parte por borbulhas. Osmateriais
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genéticos introduzidos por sementes foram semeados em tubetes,
passaram por sel ecdo paraaeliminagdo das possiveis plantasde origem
zigotica e foram transplantados para sacolas plésticas e mantidos em
casade vegetacdo até atingirem condicfesideai s para o plantio no campo.
Aquelesintroduzidos por borbul hasforam enxertados em porta-enxertos
delimoeiro‘ Cravo’ e conduzidos até o momento de serem plantadosno

campo. Nos dois tipos de introducéo, o tamanho da muda levada ao
campo foi de 50 cm de aturacom, no minimo, 7 mm de didmetro. De cada
material genético, trésmudasforam plantadas no campo, emfevereiro de
2000, onde receberam tratos culturais recomendados para a cultura de
citros. O espagamento utilizado foi de 7,0 x 3,0 metros.

TABELA 1- Resultado do teste de PCR e avaliagéo de sintomas de CV C em variedades de citrosintroduzidas em condic¢Bes de campo naE.E.C.B.

Tangelo Nocatee SRA 452 -

Clementina 2kr Monreal -

Tangelo Thornton Vero SRA 460 +

Tangor H-56 SRA 465 -

Clementina Nules SRA 389 -

Mand. Temple Sue Linda SRA 467 -

Mand. Fuzhu SRA 599 -

Mand. Lebom SRA 425

Mand. Ponca Yoshida SRA 585

Mand. Late Emperor SRA 423 -

Clementina Oroval Y. 45 +
Mand. Zanzibar SRA 442 -
Clementina Commune SRA 85 +

PCR PCR SINTOMAS'
VARIEDADES Fev./02 Maio/03 Nov./01 Mar./02 Jul./02 Dez./02 Jun./03

Clementina Tomatera SRA 535 + + 0 0 0 0 0
Tangor Dweet IVIA-C-165 (N) + + 0 0 0 1 1
Clementina De Nules VCR - - 0 0 0 0 0
Clementina Caffin SRA 385 - - 0 0 0 0 0
Clementina Bruno SRA 531 + + 0 0 0 0 0
Clementina Oroval SRA 335 + + 0 0 0 0 0
Satsuma Saigon SRA 227 + + 0 0 0 0 0
Mand. East India SRA 414 + + 0 0 0 0 0
Mand. Redskin SRA 428 + + 0 0 0 0 0
Mand. Beuty Of Glen Retreat SRA 261 + + 0 0 0 0 0
Mand. Malvasio SRA 115 + + 0 0 0 0 0
Mand. Rodeking SRA 431 + + 0 0 0 0 0
Tangelo Mapo (N) + + 0 0 0 0 0
Tangerina Cami (N) - + 0 0 0 0 1
Tangelo Nova IVIA — 74 -7 (N) - + 0 0 0 0 0
Tangelo Nova IVIA — 86 — 2 (N) + + 0 0 0 0 0
Clementina Reina SRA 534 + + 0 0 0 0 0
Clementina Commune SRA 92 + + 0 0 0 0 0
Tangor Clemelin IVIA 355 + + 0 0 0 1 2
Satsuma Kowano SRA 167 + + 0 0 0 0 0
Satsuma Miyagawa SRA 444 + + 0 0 0 0 0
Satsuma Salzara SRA 341 + + 0 0 0 0 0
Mand. Burgess SRA 412 + + 0 0 0 0 0
Mand. Macaque SRA 426 + + 0 0 0 0 0
Mand. Ananas SRA 410 + + 0 0 0 0 0
Tangerina Carvalhaes Vidigueira (N) + + 0 0 0 0 0
Mandarina ‘Vaso’ (N) - + 0 0 0 0 0
Mand. Antillaise SRA 497 - + 0 0 0 0 0
Mand. Ampefy SRA 495 - + 0 0 0 0 0
Mand. Fewtrell SRA 418 - + 0 0 0 0 0
Tangelo Page SRA 159 - + 0 0 0 0 0
Mand. C-54-4-4 SRA 337 + + 0 0 0 0 0
Mand. Natal Tightskin SRA 481 - + 0 0 0 0 0
Mand. Encore SRA 190 - + 0 0 0 0 0
Mand. Changsha SRA 413 - + 0 0 0 0 0
Mand. Fortune SRA 31 - + 0 0 0 0 0
Mand. Wallent SRA 438 - + 0 0 0 0 0
Tangerina Carvalhais (N) - + 0 0 0 0 0
Setubalense Proc. 49/97 (N) + + 0 0 0 0 0
Ciaculi 60/22a/2 Proc. 435/96 (N) - + 0 0 0 0 0
Tangelo Allspice SRA 327 + + 0 0 0 0 0
Clementina Commune SRA 88 + + 0 0 0 0 0
+ 0 0 0 0 0

+ 0 0 0 0 0

+ 0 0 0 0 0

+ 0 0 0 0 0

+ 0 0 0 0 0

+ 0 0 0 0 0

+ 0 0 0 0 0

+ 0 0 0 0 0

+ 0 0 0 0 0

+ 0 0 0 0 0

+ 0 0 0 0 0

+ 0 0 0 0 0

+ 0 0 0 0 0

0 0 0 0 0

Tangelo Mapo SRA 450 -

Obs: (N) representamaterial de origem nucelar

!notas atribuidas conforme intensidade dos sintomas de CV C: 0- planta sem sintoma; 1- plantacom algumas folhas até um ramo com sintoma; 2- 50% da plantacom

sintomas; 3- 100% da planta com sintomas.
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b) Obtencéo deramos como fontesdabactériaXylellafastidiosa
e inoculagdo: Para a obtencéo dos ramos infectados por X. fastidiosa,
inicialmente, foram preparados cavalinhos de limoeiro ‘Cravo’, com
aproximadamente 15 cm dealtura, foram retiradas e envolvidas asraizes
juntamente com o substrato, em papel jornal embebido em &guae, por
fim, foram envolvidos em saco plastico devidamente amarrado, formando
assim umacamaraUmida. Esse cavalinho foi enxertado por encostiaem
ramos de planta adulta de ‘ Péra’, que apresentava sintomas tipicos de
CVC em folhas e frutos, comprovados por testes de patogenicidade.
Apébs 30 a 40 dias da enxertia, fez-se 0 desligamento (desmame) das
mudas, fontes da bactéria, e foram mantidas em camara de nebulizacéo
ondemostraram sintomas. Em janeiro de 2001, asmudas, fontesde bactéria
obtidas, foram ent&o enxertadas através do método de encostiaem uma
das trés plantas da parcela com as cultivares em estudo, mantendo-as
com seus proprios sistemas radiculares até o pegamento.

¢) Teste (PCR) - “Polymerase Chain Reaction” : O procedimento
deextracdo do DNA foi realizado de acordo como o protocol o proposto
por Shilito & Saul (1988). A quantificag&o, com base em Sambrook et al.
(1989), e, paraareacdo de PCR, foi utilizado primer especifico paraXylella
(Wichert, 2001).

d) AvaliacBes de sintomas: A presenca de sintomas tipicos da
CVC foi avaliada mediante a técnica da observacdo visual através das
seguintes notas: 0- planta sem sintoma; 1- planta com algumas folhas
até um ramo com sintoma; 2- 50% da planta com sintomas; 3- 100% da
plantacom sintomas. Asavaliacfes foram efetuadas nas seguintes datas:
novembro de 2001; marco, julho e dezembro de 2002, e junho de 2003.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas trés primeiras avaliagdes (novembro de 2001 e margo e
julho de 2002), nenhum material genético apresentou sintomas (Tabela
1). Naquartaavaliagéo, realizadaem dezembro de 2002, dois materiais
genéticos manifestaram sintomas, o Tangor ‘Dweet IVIA-C-165" e 0
Clemdin‘IVIA 355'. Naquintae Ultimaavaiacdo, realizadaem junho de
2003, dém dosanteriores, gpenasatangerina’ Cami’ apresentou sintomas.
Valeressaltar que nestes materiai s genéticos sintométicos, 0s sintomas
se apresentaram somente nas folhas do ramo onde a bactéria foi
inoculada. N&o houve até o momento reducdo no tamanho dos frutos,
mesmo estando proximo a pomares com alta pressdo de indculo e com
inocul ago realizada ha doisanos. O fato de as plantas estarem com trés

anos e quatro meses de idade e dois anos e cinco meses de inoculagéo,
ndo garante que, no futuro, quando estiverem em plena producéo, 0s
sintomas aparecam nos frutos.

O tempo decorrido dainocul agéo ao aparecimento dos sintomas
foi de 23 meses paraosdois primeiros materiais genéticos e de 29 meses
paraatangerina‘Cami’. Souzaet al. (2000), avaliando alguns materiais
genéticos em relagcdo a CVC em condicBes de casa de vegetagéo,
verificaram que a variedade de tangerina ‘ Cami’ apresentou sintomas
dez meses ap6s ainoculagdo efoi positivaaostestesde PCR e ELISA.

O Tangor ‘Dwest’, neste trabaho, apresentou sintomas nas
folhas, divergindo dos resultados de Souza et al. (2000), que relataram
apenas testes positivos para o referido material genético, mas ndo a
presenca de sintomas em condi¢des de casa de vegetacdo. Laranjeira
(2002) relatou a presenca de sintomas foliares no Tangor ‘Dweet’ em
areascom altapressdo deinéculo. Em condic¢des de campo, os sintomas
s6 foram detectados nos tangelos ‘Page’, ‘Swanee’ e ‘Williams'
(Laranjeiraet al., 1998a). Os autores mencionam que amultiplicacéo da
bactéria em tangel os ndo € muito rdpida ou eficiente, umavez que sua
presencafoi detectadasomente por PCR. Emboral aranjeiraet al. (1998b)
relatem sintomas foliares apenas nas cultivares Carvalhais, Wilking,
Tankan, Bower, Clementina X Honey, Emperor e noTangor Dweet, em
condicdes de campo e alta pressdo de indeulo, com base nos resultados
obtidos, podem-se acrescentar os materiais genéticos Clemelin ‘IVIA
355’ e*Cami’ como hospedeiros sintométi cos dabactéria. Nestetrabal ho,
atangerina‘ Carvalhais' ndo apresentou sintomas foliares, apenas teste
positivo ao PCR.

Na primeira avaliagdo de PCR, realizado 13 meses apos a
inoculacdo, verificou-se que, dentre os materiais genéticos, 27
apresentaram-se negativos quanto ao teste, ou seja, 48,2% do material
avaliado. Aos 28 meses apds a inoculacdo, apenas as cultivares
Clementinade NulesVCR, Clementina Caffin SRA 385 e 0 Tangelo Mapo
SRA 450 foram negativas ao PCR, ou sgja, apenas 5,4% dos materiais
genéticos. Donadio et d. (2001) relataram teste positivo de PCR e ELISA
paraaClementinade ‘NulesVCR’' em condic¢des de estufa, 0ito meses
apos a inocul agéo.

Osmateriais genéticos positivos ao PCR e com sintomas, como
ascultivaresde Tangor Dweet I VIA-C-165; Clemdin V1A 355 etangerina
Cami, seriam hospedeiros sintométi cos segundo aclassificagéo proposta
por Laranjeira et al. (1998b), em condic¢des de alta presséo de indculo
(Tabela 2). Considerando a classificag8o proposta por Li et a. (2000),

TABELA 2 - Classificag8o dos gendtipos avaliados quanto areacdo daCV C, divididos por grupos, segundo a classificac8o proposta por Laranjeira

etal. (1998b) eLaranjeira(2002).

Grupos Classificacio

Tangerinas 'Variedades hospedeiras sintomaticas:
Cami
Variedades hospedeiras assintomaticas:
Clementina Tomatera SRA 535; Clementina Bruno SRA 531; Clementina Oroval SRA 335; Satsuma Saigon SRA 227; East
india SRA 414; Redskin SRA 428; Beuty Of Glen Retreat SRA 261; Malvasio SRA 115; Rodeking SRA 431; Clementina Reina
SRA 534; Cl ementina Commune SRA 92; Satsuma Kowano SRA 167; Satsuma Miyagawa SRA 444; Satsuma Salzara SRA
341; Burgess SRA412; Macaque SRA 426; Ananas SRA 410; Carv. Vidigueira; Vaso; Antillaise SRA 497; Ampefy SRA 495;
Fewtrell SRA 418; C -54-4-4 SRA 337; Natal Tight skin SRA 481; Encore SRA 190; Changsha SRA 413; Fortune SRA 31;
\Wallent SRA 438; Carvalhais; Setubalense Proc. 49/97; Ciaculi 60/22 a/2 Proc. 435/96; Clem. Commune SRA 88; Clem. 2 Kr
Monreal; Clem. Nules SRA 389; Lebom SRA 425; Temple Sue Linda SRA 467; Fu zhu SRA 599; Pon ca Yoshida SRA 585;
[ate Emperor SRA 423; Oroval Y. 45; Zanzibar SRA 442; Commune SRA 85
'Variedades nao-hospedeiras:
Clementina de Nules VCR; Clementina Caffin SRA 385

Tangores 'Variedades hospedeiras sintomaticas:
IDweet IVIA-C-165, Clemelin IVIA 355
'Variedades hospedeiras assintomaticas:
H-56 SRA 465

Tangelos 'Variedades hospedeiras assintomaticas:
Page SRA 159; Mapo; Allspice SRA 327; Nocatee SRA 452; Thornton Vera SRA 460; Nova IVIA -74-7; Nova [VIA-86-2
'Variedades nao-hospedeiras:
Mapo SRA 450
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estes materiai s genéticos seriam suscetiveis a CV C. Aqueles positivos
ao PCR e sem sintomas seriam classificados como hospedeiros
assintométicos segundo Laranjeira et a. (1998b) e Laranjeira (2002)
(Tabela 2). Para Li et al. (2000), estes materiais genéticos devem ser
considerados tolerantes a doenca.

AscultivaresClementinade NulesV CR; ClementinaCaffin SRA
385 e o Tangel o Mapo SRA 450 ndo mostraram sintomaseforam negativas
a0 PCR. Conforme Laranjeiraet al. (1998b) e Laranjeira (2002), estas
cultivares seriam classificadas como ndo-hospedeiras da bactéria(Tabela
2). JAsegundo Li et al. (2000), estas cultivares seriam classificadas como
resistentesaCVvC.

Estes resultados, além de trazerem informagdes préticas a
respeito de cultivares potencia mente comerciaisfrentea CV C, apresentam
cultivares com possibilidades de uso em programas de melhoramento
genético visando a obtencdo de hibridos resistentes a doenca.

CONCLUSDES

1) As cultivares e hibridos de tangerinas que ndo mostraram
sintomas, independentemente de serem positivas ou negativas ao PCR,
apresentam possibilidades de uso em programas de melhoramento
genético visando aresisténciae/ou atolerénciaa Clorose Variegada dos
Citros.

2) Os resultados positivos dos testes PCR demonstram a
eficiéncia dainoculacdo da Xylella fastidiosa pel o método de encostia
adotado.
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