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Resumo — O objetivo deste trabalho foi buscar novas fontes de resisténcia a leprose-dos-citros, no Banco Ativo
de Germoplasma do Centro APTA Citros Sylvio Moreira, Instituto Agrondémico, em Cordeirépolis, SP. Foram
utilizadas plantas obtidas por sementes de 26 acessos, infectadas com o virus da leprose-dos-citros (Citrus
leprosis virus — CiLV), por meio do seu vetor Brevipalpus phoenicis. O aparecimento de lesdes, a partir de
21 dias ap6s a inoculagdo, foi observado em 11 dos genétipos testados (42,3%). Quinze espécies, entre elas
Citrus pennivesiculata e C. celebica, comportaram-se como altamente resistentes, enquanto outras, como
C. keraji, foram mais suscetiveis que o padrao C. sinensis. Os dados mostraram grande variacao de respostas
de Citrus spp. a leprose, com elevado nimero de espécies resistentes, que podem ser utilizadas como fonte de
resisténcia a doenga em programas de melhoramento.

Termos para indexagdo: Brevipalpus phoenicis, Citrus spp., CiLV, melhoramento genético, resisténcia genética.

Differential response of citrus species and hybrids to leprosis

Abstract — The objective of this work was to prospect for new sources of resistance to leprosis in the Citrus
Germplasm Bank of Centro APTA Citros Sylvio Moreira, Instituto Agronémico, in Cordeirépolis, SP, Brazil. Plants
obtained through seeds from 26 citrus accessions were mite-infected with Citrus leprosis virus (CiLV). Typical
lesions started to appear in 11 genotypes (42.3% of the tested accessions) 21 days after inoculation. Fifteen
species, among them Citrus pennivesiculata and C. celebica, behaved as highly resistant, while other genotypes,
as C. keraji, were more susceptible than the standard C. sinensis. The data showed a wide variation in the
response of Citrus spp. to leprosis, with a large number of resistant species, wich can be used as source of
resistance to this disease, in breeding programs.

Index terms: Brevipalpus phoenicis, Citrus spp., CiLV, genetic improvement, genetic resistance.

anos como um membro tentativo da familia Rhabdoviridae
(Kitajimaet al., 1972; Rodrigues et al., 2003).
Entretanto, o seqiienciamento completo de seu
genoma (Locali-Fabris et al., 2006; Pascon et al., 20006)
indicou se tratar de um virus totalmente diferente
daqueles seqiienciados até entdo e resultou na proposta
de se criar um novo género de virus, Cilevirus, tendo o

Introducao

A leprose, causada pelo virus da leprose-dos-citros
(Citrus leprosis virus — CiLV), é considerada uma das
viroses de maior importancia econdmica para a
citricultura brasileira (Muller et al., 2005). A doenca
tornou-se ainda mais preocupante, por sua crescente
disseminacao para outros paises das Américas do Sul e

Central (Rodrigues et al., 2003; Bastianel et al., 2006a).

Sao conhecidas duas formas do virus da leprose, uma
associada ao nucleo da célula, referida como nuclear
(GiLV-N), de rara ocorréncia, e outra associada ao
citoplasma, referida como tipo citoplasmatica (CiLV-C)
e prevalente (Rodrigues et al., 2003). Em razdo da
morfologia das particulas virais e por apresentar as
formas nuclear e citoplasmaética, o CiLV foi tido por muitos

CiLV como membro-tipo (Locali-Fabris et al., 2006). Um
teste molecular confidvel e sensivel para a diagnose da
doenca (Locali et al., 2003) indica que as duas formas
do CiLV apresentam genomas totalmente distintos
(Freitas-Astda et al., 2005).

O virus, transmitido de forma persistente por dcaros
do género Brevipalpus, induz o aparecimento apenas
de sintomas locais nas plantas (Kitajima et al., 1972;
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Colariccio et al., 1995; Marques et al., 2007). As lesdes
necroticas, geralmente com morfologia caracteristica
(Bitancourt, 1955), ocorrem em folhas, ramos e frutos.
Entretanto, observa-se a existéncia de pequenas
variagdes no tipo de sintoma, relacionadas com a espécie
hospedeira, a fase de desenvolvimento do 6rgao afetado
no momento da infeccdo, o patégeno (CiLV-N ou
CiLV-C) e o tempo de infestacdo das plantas pelos
dcaros transmissores (Rossetti, 1995; Kitajima et al.,
2004; Bastianel et al., 2006a).

Uma das alternativas para o manejo integrado da
doenca no campo, e a conseqiiente reducio no uso de
pesticidas para o controle do vetor, € a utilizacdo de
resisténcia varietal. Neste aspecto, apesar de as laranjas-
doces, Citrus sinensis (L.) Osbeck, serem altamente
suscetiveis ao virus, existem fontes de resisténcia a
leprose dentro do género Citrus (Bastianel et al., 2006b).
Assim, limas dcidas e limdes, algumas tangerinas e seus
hibridos, como o tangor 'Murcott', apresentam elevado
grau de resisténcia (Rodrigues et al., 2003; Bastianel
et al., 2006b, 2008). A gama de hospedeiros
experimentais do virus tem aumentado significativamente
nos ultimos anos. Colariccio et al. (1995) foram os
primeiros a transmitir, mecanicamente, o CiLV para
Chenopodium amaranticolor, C. quinoa e
Gomphrena globosa. Nos tltimos anos, varios estudos
tém mostrado, por meio de inoculacio pelo vetor, que o
virus é capaz de infectar hospedeiras de diversas familias
botanicas (Rodrigues et al., 2005; Groot et al., 2006;
Nunes, 2007). Demonstrou-se, ainda, que plantas de
citros assintomadticas podem hospedar o virus,
informacdo esta de grande relevancia para a
epidemiologia da doenca e estudos de resisténcia ao virus
em citros (Bastianel et al., 2004).

Essas informacdes, aliadas ao fato de que
Brevipalpus € polifago (Childers et al., 2003), indicam
apossibilidade de que outras espécies de ruticeas podem
ser suscetiveis ao CiLV. No entanto, poucos estudos
foram realizados para avaliar a resisténcia de citros ao
virus da leprose, cuja maior parte foi conduzida com
laranjas-doces e algumas tangerinas (Bastianel et al.,
2006b, 2008).

O Banco Ativo de Germoplasma de Citros
(BAG-Citros) do Centro APTA Citros Sylvio Moreira,
Instituto Agronémico, € uma das mais importantes
colecdes do mundo e contém cerca de 2.000 acessos
de Citrus e géneros correlatos, que tém sido explorados
para estudos genéticos e programas de melhoramento,
inclusive estudos de heranca genética e mapeamento
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(Bastianel et al., 2006b; Oliveira et al., 2007). Assim, 0
conhecimento da resisténcia genética de gendtipos desse
BAG, para a leprose-dos-citros, é essencial para o
estabelecimento de programas de melhoramento e
desenvolvimento de novas cultivares resistentes a
doenca. Além disso, a ampliacdo do conhecimento do
nuimero de espécies hospedeiras do virus da leprose pode
desempenhar papel relevante na epidemiologia e no
conseqiiente manejo integrado da doenca no campo.

O objetivo deste trabalho foi buscar novas fontes de
resisténcia a leprose-dos-citros, no BAG-Citros do
Centro APTA Citros Sylvio Moreira, Instituto
Agrondmico.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido em vasos de 2 kg, em
casa de vegetacdo, com plantas de 26 acessos obtidas
por sementes, incluindo espécies ou hibridos de Citrus,
com trés repeticdes por acesso da mesma idade
(Tabela 1). Todos os gendtipos foram obtidos do
BAG-Citros do Centro APTA Citros Sylvio Moreira,
Instituto Agrondmico, em Cordeirépolis, SP.

Foram realizados trés eventos de infestacdo com
acaros viruliferos, em intervalos de um més entre eles.
Em cada evento, uma folha intermedidria, previamente
preparada com uma mistura de farinha de trigo: areia
fina peneirada: gesso (1:2:1) e dgua, foi infestada. Folhas
vizinhas, ainda que ndo infestadas, também receberam
a mistura acima descrita, a fim de proporcionar uma
melhor colonizacdo pelo dcaro Brevipalpus phoenicis.

Como fonte de in6culo, foi utilizado um isolado do
CiLV proveniente de Cordeirdpolis, SP, mantido em
laranja 'Péra’. A populacdo de B. phoenicis, utilizada
nesse estudo, era altamente eficiente na transmissao do
virus (Arrivabem et al., 2005). Acaros ndo viruliferos
foram transferidos para as fontes de indculo com lesdes
recentes de leprose, onde permaneceram para aquisicao
do virus por 72 horas. Essa metodologia tem garantido
100% de eficiéncia de inoculacdo do CiLV (Bastianel
et al., 2004). Apés esse periodo, 30 4caros viruliferos
foram transferidos para cada uma das trés repeti¢des
dos 26 acessos testados, onde permaneceram para a
inoculagdo do virus e avaliacdo de sua capacidade de
colonizacdo.

Aos 21 dias ap6s a infestac@o (DAI), apareceram os
primeiros sintomas da doenca e, a partir de entdo, as
plantas foram avaliadas diariamente quanto ao
aparecimento de sintomas caracteristicos de leprose.
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Semanalmente foi realizada a contagem do nimero de
lesdes. As avaliacdes prosseguiram por até 110 DAL e
a presenca de dcaros foi avaliada em todas as fases de
desenvolvimento biolégico (do ovo ao adulto), aos dois
meses da infestacdo. Uma vez que ndo foi possivel contar
o niimero exato de dcaros de maneira inequivoca, optou-
se por realizar uma avaliacdo da densidade populacional,
na folha inicialmente infestada, pela utilizacdo de uma
escala de notas de presenca de dcaros, em que:
0, auséncia de 4caros; 1,de 1 a 10 dcaros; 2,de 11 a
50 4caros; 3, de 50 a 100 4caros; e 4, mais de 100 4caros.

Por ocasido da dltima avaliagdo, a presenca de CiLV
em plantas assintomdticas foi avaliada via RT-PCR,
tendo-se utilizado iniciadores especificos (Locali et al.,
2003).

Resultados e Discussao

Ap6s 11 avaliagdes, em 110 dias, observou-se que
15 gendtipos ndo apresentaram nenhuma lesdo ou
sintoma caracteristico de leprose, enquanto 11 acessos
foram claramente suscetiveis (Tabela 1). A laranja 'Péra’,
altamente suscetivel ao CiLV-C (Rodrigues et al., 2003)
e utilizada como espécie controle neste experimento,
apresentou sintomas em todas as repeti¢des, o que
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comprova a eficiéncia da transmissao do virus pelo vetor.
A auséncia do CiLV, em plantas assintométicas, foi
confirmada por meio de teste molecular (RT-PCR),
enquanto a presencga de sintomas tipicos foi considerada
suficiente para o diagndstico da doenca nos acessos
suscetiveis.

Por se tratar de um patossistema complexo, de lesdes
locais, em que a inoculacdo do patégeno é dependente
da eficiéncia na aquisi¢do e inoculagdo por um vetor,
podem ocorrer variacdes na resposta da planta e no
aparecimento de sintomas (Bastianel et al., 2006b).
De fato, entre os gendtipos sintomaticos, foi observada
variacdo do nimero de plantas com sintomas e, em
alguns casos, duas ou uma planta apenas, do total de
trés infestadas, foram sintomaticas (Tabela 1).

Todas as tangerinas avaliadas neste trabalho
apresentaram lesdes de leprose (Tabela 1). Embora as
tangerinas sejam consideradas mais resistentes que as
laranjas-doces, por comumente apresentarem menos
sintomas em campo (Rodrigues et al., 2003; Bastianel
et al., 2006b, 2008), o presente trabalho mostra que elas
ndo sdo, de forma alguma, imunes ao virus.
Recentemente, Bastianel et al. (2008) observaram que
algumas tangerinas, como C. clementina Hort. ex
Tanaka e C. deliciosa Tenore, apresentam mais sintomas

Tabela 1. Relacao de acessos avaliados e suas respostas a leprose-dos-citros e a colonizag@o pelo vetor Brevipalpus phoenicis.

Nome cientifico” Seg¢do Nome vulgar Nede plantas Codigo BAG Meédia de notas —
sintomaticas/total infestagdo por acaros®
Citrus sinensis (L.) Osbeck Aurantium Laranja 'Péra’ 6/6 Matriz 1
C. keraji Hort. ex Tanaka Acrumen nd® 3/3 CV461 3
C. clementina Hort. ex Tanaka Acrumen Tangerina Clementina 3/3 CV175 3
C. paradisi Macfad. Cephalocitrus  Pomelo Triumph 3/3 CV318 3
C. deliciosa Tenore Acrumen Mexerica do Rio 3/3 CN1%4 2
Poncirus trifoliata (L.) Raf. x C. sinensis - Citrange 150-917 2/3 CV386 2
C. lycopersiciformis (Lush.) Hort. ex Tanaka Acrumen Tangerina Heen Naran 2/3 CV559 2
C. unshiu Marcow. Acrumen Tangerina Kara 2/3 CV178 1
C. macrophylla Wester Limonellus nd 1/3 RG38/879 1
C. depressa Hayata® Acrumen Tangerina pectinifera 3/3 CN383 1
C. temple Hort. ex Yu. Tanaka Aurantium Tangor Temple 2/3 CV214 2
C. aurantifolia (Christm.) Swingle Limonellus Lima da Pérsia 0/3 CN318 1
C. hystrix DC. Papeda nd 0/3 CV384 2
C. pennivesiculata (Lush.) Tanaka Limonellus nd 0/3 RG38/880 1
C. ichangensis Swingle Osmocitrus nd 0/3 CV385 3
C. celebica Koord. Papeda nd 0/3 CV378 3
C. ujukitsu Tanaka Aurantium nd 0/3 CV459 2
C. pseudoparadisi Hort. ex Yu. Tanaka Cephalocitrus nd 0/3 CV458 1
C. yatsushiro Hort. ex Tanaka Acrumen nd 0/3 CV457 1
C. tachibana (Makino) Tanaka Acrumen nd 0/3 CN708 1
C. natsudaidai Hayata Aurantium nd 0/3 CV460 1
C. karna Raf. Citrophorum nd 0/3 RG38/877 1
C. natsudaidai Hayata Aurantium nd 0/3 CN704 1
C. taiwanica Tanaka & Y. Shimada Aurantium nd 0/3 CV379 1
C. macroptera Montr. x C. grandis (L.) Osb." nd 0/3 CV375 2
C. kokhai® - nd 0/3 CN700 1

(Classificagdo de acordo com Germplasm Resources Information Network — GRIN. @Escala de notas de 1 a 4. ®Nao disponivel. “Classificagdo de

acordo com Tanaka (1961), citado por Swingle & Reece (1967).
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em campo do que outras, como C. reticulata Blanco.
De maneira andloga, enquanto alguns hibridos de
tangerina e laranja-doce, como o tangor 'Murcott', sao
assintomadticos e altamente resistentes a leprose
(Bastianel et al., 2004), outros, como o tangor "Temple'
que, embora classificado por Tanaka como uma espécie
(C. temple) possivelmente seja um hibrido de tangerina
e laranja-doce (Swingle & Reece, 1967), mostraram-se
suscetiveis ao virus (Tabela 1). Dados recentes de
campo corroboram os aqui apresentados e evidenciam
que nem todos os tangores sdo resistentes a leprose,
uma vez que o tangor 'Ortanique’ € altamente suscetivel
(Bastianel et al., 2008).

Dois meses ap6s a infestacdo, foram encontrados
dcaros nas diferentes fases de desenvolvimento biol6gico
(ovo a adulto) em todos os gendtipos testados (Tabela 1).
Esta aparente eficiéncia na colonizagdo,
independentemente do aparecimento de sintomas, indica
que nao houve resisténcia de nenhum genétipo a presenca
do 4caro vetor e, conseqiientemente, as plantas
assintomadticas foram de fato resistentes ao CiLV. Esse
aspecto ja havia sido analisado e discutido em Bastianel
et al. (2006b), que trabalharam com 143 hibridos de
tangor 'Murcott' (resistente) e laranja 'Péra’ (suscetivel)
e obtiveram amplo espectro de respostas a doenga, mas
nenhuma variacio significativa na suscetibilidade ao
dcaro. Estes autores também observaram variacdo no
nimero de dcaros em cada uma das plantas avaliadas,
mesmo entre repeticdes do mesmo gendtipo, e falta de
correlacdo entre nimero de dcaros e de lesdes.
Resultados semelhantes foram encontrados por
Bassanezi & Laranjeira (2007), em estudos
epidemioldgicos de campo, em que observaram ndo haver
correlagcdo espacial entre plantas infestadas por dcaros
e sintomaticas para leprose.

Embora alguns gendtipos tenham sido mais bem
colonizados pelo dcaro, como, por exemplo, C. keraji,
que exibiu, em ao menos uma das plantas-teste, mais de
170 acaros por folha, e apresentou um grande nimero
de lesdes coalescentes de leprose, que englobavam
quase todo o limbo foliar (Figura 1), aparentemente nao
hd correlacdo direta entre sintomas e populacao do vetor
(Tabela 1), o que estd de acordo com as observagdes
de Bastianel et al. (2006b) e Bassanezi & Laranjeira
(2007). No entanto, para se confirmar uma resposta
diferencial entre gendtipos, quanto a colonizagdo e ao
estabelecimento do vetor, bem como uma possivel
correlacdo com o aparecimento e quantidade de
sintomas, sa0 necessarios maior tempo de avaliacdo e
maior nimero de amostras.
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H4 ampla variedade de plantas hospedeiras do dcaro
B. phoenicis, ja tendo sido relacionadas mais de
480 espécies vegetais, e apenas18 delas eram espécies
ou hibridos de Citrus (Childers et al., 2003).
Os resultados aqui apresentados evidenciam que esse
nimero de plantas hospedeiras deve ser
significativamente maior do que o descrito até o
momento, uma vez que, das 26 espécies ou hibridos
estudados neste trabalho, que sdo colonizados pelo 4caro,
apenas cinco [C. sinensis, C. paradisi Macfad.,
C. unshiu Marcow., C. aurantiifolia Swingle e
Poncirus trifoliata (L.) Raf. x C. sinensis] encontram-
se relacionados na lista de Childers et al. (2003).

Apesar de relativamente poucos acessos do BAG-
Citros terem sido avaliados (26), eles abrangeram sete
secoes e dois hibridos. Citrus keraji destacou-se como
um candidato a ser utilizado como fonte de multiplicacdo
de 4caros e, também, de inéculo do virus para trabalhos
experimentais com o patossistema, uma vez que outros
genotipos, que também apresentaram elevada
colonizagdo pelo dcaro e foram suscetiveis ao virus —
como tangerina 'Clementina’' e pomelo "Triumph' —
exibiram um nimero bem menor de lesdes de leprose.
Por sua vez, dos 15 gendtipos resistentes a leprose, dois
apresentaram intensa colonizacdo pelo B. phoenicis
(nota 3), trés apresentaram colonizacio intermedidria
(nota 2) e dez apresentaram baixa colonizacao pelo dcaro
(nota 1), e estes sdo provavelmente, os mais
interessantes para utilizacdo nos programas de
melhoramento genético de citros e nos trabalhos sobre
genética da resisténcia a leprose.

Figura 1. Lesdes de leprose em folha de Citrus keraji
(Hort. ex Tanaka).
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Conclusoes

1. A resposta diferencial a leprose, ja relatada entre
Citrus spp., também ocorre entre hibridos do género.

2. Existe grande nimero de espécies de citros
resistentes a leprose que podem ser utilizadas em
programas de melhoramento genético da cultura.

3. A espécie Citrus keraji é mais suscetivel que o
padrdo C. sinensis, tanto a infestacdo pelo 4caro quanto
acolonizagdo pelo virus, e pode ser utilizada em estudos
de transmissao do virus da leprose-dos-citros (CiLV).

4. Nenhum dos gendétipos avaliados apresentou
resisténcia a Brevipalpus phoenicis, apesar de haver
preferéncia do 4caro por determinados genotipos.
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