View metadata, citation and similar papers at ggre ag ik

Foto: Arquivo

A Morte Subita dos Citrus (MSC) é uma nova doenca que
contamina plantas citricas em algumas combinacdes
copa/porta enxerto, como laranja doce sobre limao cravo.
Essa doenca foi observada pela primeira vez por
pesquisadores do Fundecitrus, em 2001, em Comendador
Gomes, Minas Gerais, em talhdes de Valéncia, enxertados
sobre limao Cravo, com idade de 12 anos. Em um dos
talhdes, com 4,7 mil plantas, em dezembro de 1999 foram
encontradas 518 plantas mortas devido a causas até entdo
desconhecidas e hoje atribuidas a MSC.

A MSC desenvolve-se com rapidez em laranjas de
variedades tardias (Natal e Valéncia), na primavera e inicio
do verdo, variedades Péra-Rio e Hamlin com idade entre 4
e 15 anos, e variedades Westin e Pinaple, sendo que todas
estas variedades tinham como porta enxerto limao Cravo.
A Unica variedade afetada tendo como porta enxerto limao
Volcameriano foi a Natal. A MSC parece estar relacionada
ao porta-enxerto, uma vez que laranjeiras Natal com 20
anos de idade, enxertadas em tangerina Cleépatra,
préoximas de pomares afetados, ndo manifestam sintomas,
assim como Péra, Hamlin e Westin enxertadas em
Cledpatra, trifoliata e citrumelo Swingle com um, cinco e
dois anos de idade respectivamente.

As plantas atingidas pela MSC apresentam perda
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generalizada do brilho das folhas, que fica verde clara e
palida, contrastando com o verde escuro e intenso das
plantas sadias. Em seguida ocorre um desfolhamento das
plantas doentes, com poucas brotacOes externas e
internas na copa das plantas. Em estdgio mais avancado,
pode ocorrer a morte da planta dependendo da variedade
da copa. Estes sintomas sao inespecificos e refletem a
auséncia ou a grande quantidade de raizes mortas. As
raizes morrem sempre da ponta para a base. Plantas com
copas sem sintomas podem apresentar alguma podridao
inicial nas extremidades das raizes. A destruicdo do
sistema radicular é conseqliéncia da desorganizacao do
floema funcional na regido logo abaixo do ponto de
enxertia, impedindo a nutricdo adequada das raizes ou
radicelas. A caracteristica mais acentuada nas plantas
com MSC é a presenca de coloracao amarelada nos
tecidos internos da casca do porta enxerto, na regido do
floema funcional, que fica completamente obstruido,
afetando o sistema radicular.

Algumas variacdes de sintomas podem ocorrer em
funcdo da variedade da copa de laranja doce. Nas
variedades precoces (Hamlin e Westin) e de meia estacéo
(Pera) a evolucao do sintomas é lenta. Geralmente a
morte, quando ocorre, pode levar alguns meses. No
entanto a planta se torna improdutiva logo com o
aparecimento dos primeiros sintomas.
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Os sintomas da MSC podem ser confundidos com as do
Declinio, outra doenca que debilita e reduz a longevidade
de plantas, principalmente das enxertadas sobre limao
cravo. No entanto h& algumas diferencas basicas entre
essas doencas. No Declinio ndo ha o amarelecimento da
casca, ndo ha podridao das raizes, ha intensa emissao de
brotacdo na copa, ndao had morte de plantas com retencao
de frutos e é constatada em laboratério a presenca de
uma proteina de 12 kDa, a qual ndo ocorre na MSC.

Apés virias tentativas de isolamento, testes diagndsticos,
baseados em serologia e biologia molecular e observacdes
em microscoépio eletrénico nenhum patégeno como
nematodide, fungo, bactéria, fitoplasma, espiroplasma,
protozoério ou viréide foi, até o momento, associado a
MSC. A hipdtese mais aceita até agora é que a MSC seja
causada por um novo virus, muito provavelmente uma
nova estirpe do Virus da Tristeza dos Citrus (CTV), que
tornou as combinacdes de laranja doce sobre limao cravo
ou volkameriano, antes tolerantes em susceptiveis.

A MSC tem muitos pontos em comum com a Tristeza ou
“Declino Rapido” das laranjas doce enxertadas sobre
laranja azeda. Os pés-francos de limao cravo e
volkameraino séo tolerantes a MSC assim como os de
laranja azeda a Tristeza. Os sintomas da MSC e Tristeza
sdo de declinio rdpido, causados pela necrose do floema
do porta enxerto, abaixo do ponto de enxertia e
consequentemente a podriddo das raizes. Os estudos
epidemiolégicos tém revelado que a distribuicdo espacial e
velocidade de progresso da MSC é muito semelhante ao
da Tristeza na presenca de pulgéo preto (Toxoptera
citricida ). Plantas com MSC, assim como plantas com
Tristeza, podem ser recuperadas pela sub-enxertia com
porta-enxertos tolerantes. Além disso, nenhum outro tipo
de virus foi encontrado nas plantas com MSC, a nao ser
particulas semelhantes ao CTV, que também é
encontrado em plantas sadias.

A doenca causada pelo virus da tristeza dos citrus (CTV)
é uma das mais importantes e danosas economicamente
na citricultura mundial. O CTV pertence ao género
Cloterovirus, familia Closteroviridae, sendo um virus
filamentoso que possui o RNA variando de 6,5 a 7,0.106
bases. Os membros deste grupo formam uma particula
longa, fina e flexivel, com uma estrutura aberta
facilmente reconhecida no microscépio eletrénico e
apresentam uma camada simples de proteinas que varia
de 23 a 25 kDa. O comprimento médio das particulas é
de 2000 nm e didametro de aproximadamente 12 nm.

O CTV é transmitido no campo por afideos e ha
diferentes espécies que propagam a doenca com
diferentes graus de eficiéncia. O mais eficiente vetor do
CTV é o Toxoptera citricidus?. O virus infecta o floema da
planta hospedeira, que apresenta um rapido declinio ou
morte. Este declinio também pode se estender por um
periodo de anos, sendo acompanhado pela perda em
produtividade e reducao do crescimento da planta e do
fruto

O objetivo principal desse trabalho foi avaliar as
alteracOes metabdlicas causadas pela morte subita dos

Citrus (MSC) em plantas de laranja doce enxertadas sobre
limao cravo, com a espectroscopia por RMN. Esses
resultados poderao ajudar a entender o mecanismo de
acao do agente patolégico e como ele conduz a morte das
plantas, bem como levar a proposicao de tratos
culturais/medidas profilaticas e de controle, reduzindo ou
eliminando o impacto da doencga na citricultura.

As amostras de casca de limao cravo (cavalo) e de copa
de valéncia foram coletadas no municipio de Colémbia,
Sao Paulo, por técnico do Fundecitrus e classificadas em
nivel O (assimtomaticas) e nivel 2 (com sintoma agudo da
MSC). As cascas foram analisadas em um espectrémetro
de RMN de 9.4 Tesla da Varian.

Resultados

Como trata-se de uma doenca nova com poucas
informacdes sobre o agente causador e seu mecanismo
de acao em nivel bioquimico, fez-se uma avaliacdo do
perfil metabdlico e dos principais componentes das
cascas das plantas contaminadas e nao contaminadas
com MSC, com espectroscopia de ressonancia magnética
nuclear (RMN).

Na tabela 1 estdo os dados dos produtos da extracdo em
hexano e etanol/dgua tanto das cascas dos cavalos
sintomaticos e nao sintomaticos quanto das respectivas
cascas das copas. Nesta tabela pode-se ver que had uma
maior quantidade de extrato em hexano (6leo) nas cascas
(cavalo e copa) das plantas sintomaticas do que das
plantas nao sintoméaticas. No extrato etanol/dgua somente
a casca do cavalo contaminado apresentou maior
quantidade de extrato bruto.

Tabela 1. Porcentagem do extrato das cascas de copas e
cavalos de plantas com e sem MSC.

Cavalo doente Cavalo sadio Copa doente Copa sadia

Hexano 2.5 1 2 0.5

Alcoollégua 18,5 14 14 13,5

Tanto os espectros de FTIR e RMN de 'H e '3C
demonstraram que os extratos em hexano sao de
triglicerideos. Na figura 1 estd um espectro tipico de RMN
de 13C do extrato em hexano da casca de cavalo com
sintomas. Esse espectro é tipico de triglicerideos de
acidos graxos insaturados com os sinais dos carbonos do
glicerol em 62 e 69ppm, dos carbonos insaturados entre
126 e 131ppm, carboxila em 173ppm e carbono de
alifaticos insaturados entre 35 e 15ppm.

Na figura 2 estd uma expansao da regido de carbonos
insaturados entre 126 e 131ppm, onde sao identificados
quatro sinais de maior intensidade em 129,17; 128,96;
127,03 e 126,87ppm relativo aos carbonos insaturados
do 4acido linoleico, seis sinais de média intensidade em
130,89; 128,92; 127,25; 127,20; 126,70 e 126,01ppm
relativo aos carbonos insaturados do acido linolénico e
dois sinais de baixa intensidade em 128,79 e 128,65
relativos aos carbonos insaturados do acido oleico.
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Figura 1. Espectro de RMN de '3C de uma amostra de

extrato hexanico de casca de cavalo de liméo cravo de
planta com MSC.
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Figura 2. Expansao do espectro da figura 1,
demonstrando a regido de insaturacao entre 131 e
126ppm.

No caso dos extratos em etanol/dgua, somente a casca
do cavalo da plantas contaminadas apresentou maior
quantidade de material solavel, cuja andlise por RMN de
13C (figura 3) demonstrou principalmente os 12 sinais da
sacarose em 105; 93; 82; 77; 75; 73,5; 73; 71, 70;
63,5; 62; 61ppm e sinais que sao atribuidos a acido
glutamico/glutamina em 56; 43; e 28ppm e prolina em
62; 47; 30 e 24 ppm. Os sinais das carboxilas desses
aminoacidos foram observados em alguns espectros em
182, 179, 175, 174ppm.

Na figura 4 estdo os espetros de RMN de 'H das cascas
de cavalo e copas de plantas sintomaticas e
assintomaticas. Nos espectros de 'H os sinais sdo
bastante largas, devido a diferenca susceptibilidade
magnética, mas é possivel observar além do sinal intenso
da 4gua em 4,7 ppm, o sinais de acticar em 3,7 ppm, um
ombro no sinal da 4gua e os sinais abaixo de 2 ppm que
sdo de acidos graxos de triglicerideos. Como pode-se ver
nas amostras com sintomas tanto nas casca da copa
quanto do cavalo, hd uma maior quantidade de aclcares e
6leo do que nas plantas assintomaticas. Pode-se observar
também que a quantidade de 6leo e aclcares é maior no
cavalo que na copa das plantas com sintomas e sem
sintométicas.
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Figura 3. Espectros de RMN de '3C dos extratos em
etanol/agua das cascas de cavalo de plantas com (A) e
sem MSC (B).
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Figura 4. Espetros de RMN de 'H da casca de limao cravo
(cavalo) e copa de laranja valéncia. (A) Cavalo de planta
assintomatica; (B) Cavalo de planta com MSC, (C) Copa
de planta assintomatica e (D) Copa sintomética.
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Figura 5. Espectros de RMN de '3C da casca de liméao

cravo (cavalo) e copa de laranja valéncia. (A) Cavalo de

planta assintomatica; (B) Cavalo de planta com MSC, (C)

Copa de planta assintomatica e (D) Copa sintomatica.
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Os espectros de RMN de '3C das cascas de cavalos e
copa sintomaticas e ndo sintomaticas estao na figura 5.
Nesta figura pode-se ver os sinais intensos entre 14 e 34
ppm e em 128 a 131 ppm de acidos graxos insaturados
de triglicerideos, os 12 sinais da sacarose em 105; 93;
82; 77, 75; 73,5, 73, 71, 70; 63,5; 62; 61 ppm e sinais
em 56 e 47 ppm, que podem ser atribuidos aos
aminoéacidos glutamina e acido glutdmico , que tem sinal
em 54 e 55 ppm e prolina, que tem sinal em 47 ppm. Os
sinais das carboxilas desses aminoacidos podem ser
observadas em 182, 179, 175, 172 e 169 ppm. Os sinais
das carboxilas do acido glutamico absorvem em 182 e
175 ppm, da glutamina em 179 e 174ppm e da prolina
em 175 ppm. O sinal em 169 ainda nao foi identificado.
Os outros sinais dos aminoacidos que se sobrepdem aos
dos acidos graxos e sacarose e nao puderam ser
identificados.
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Com os esses resultados pode-se concluir que a RMN de
13C pode ser usada para estudar a variacdo dos
metabdlitos de plantas com MSC tanto na forma de
extratos quanto diretamente nas cascas. A vantagem da
andlise nas cascas é que permite medir ao mesmo tempo
tanto os triglicerideos (obtidos em extratos em hexanico)
guanto os compostos sollveis em dgua, como acucares e
amino acidos. Atualmente essas técnicas estao sendo
usadas para determinar a variacdo temporal desses
compostos em funcao de clima, chuvas, idade entre
outras variaveis.
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