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RESUMO

Os viroides sdo os menores fitopatdgenos conhecidos. Constituidos por uma molécula de RNA de fita simples, circular, que
ndo ¢ encapsidada e ndo codifica proteinas, sdo capazes de se replicar de maneira autdnoma nas células do hospedeiro. Os viroides de
citros pertencem a familia Pospiviroidae (cujos membros apresentam uma regido central conservada, replicam-se no nucleo das células
hospedeiras e ndo apresentam atividade ribozimatica) com cinco espécies: Citrus exocortis viroid, CEVd (Pospiviroid), Hop stunt viroid,
HSVd (Hostuviroid), Citrus bark cracking viroid, CBCVd (Cocadviroid) e Citrus bent leaf viroid, CBLVd e Citrus dwarfing viroid, CDVd
(Apscaviroid). Além disso, Citrus viroid original source (CVd-OS) e mais recentemente, Citrus viroid V (CVd-V) foram propostas como
espécies tentativas do género Apscaviroid. Os viroides de citros sao transmitidos via enxertia e disseminados principalmente pela propagagao
de material contaminado. Sabe-se que os viroides de citros infectam praticamente todas as espécies do género Citrus e afins. Porém, ha
somente duas doengas importantes descritas em citros, induzidas por viroides: (i) a exocorte; (ii) e a xiloporose (ou cachexia). Apesar
dos viroides induzirem sintomas severos, ou simplesmente afetarem o tamanho das arvores, muitas espécies de citros sdo assintomaticas,
sendo o controle baseado em medidas preventivas, como utilizagdo de gemas livres de viroides aliadas a métodos confiaveis de indexacao.
A proposta desta revisdo ¢ apresentar ao leitor os recentes avangos nas pesquisas com viroides de citros, principalmente na taxonomia,
distribuicdo geografica, métodos de detec¢do, limpeza e indexacdo, epidemiologia e controle, além do histérico e importancia desses
patdgenos para a citricultura mundial.
Palavras-chave: Citrus exocortis, Hop stunt, Pospiviroid, Apscaviroid, Cocadviroid, Hostuviroid, Exocorte, Xiloporose.

ABSTRACT
Viroids in Citrus

Viroids are the smallest known plant pathogens consisting of a non-encapsidated, circular, single-stranded RNA that replicate
autonomously in their host plants. Viroids are classified into two families (Pospiviroidae and Avsunviroidae). All citrus viroids belong to
the Pospiviroidae family (species that present a central conserved region, replicate in the nucleus of infected cells and lack of ribozyme
activity) with five citrus viroid species: Citrus exocortis viroid, CEVd (Pospiviroid), Hop stunt viroid, HSVd (Hostuviroid), Citrus bark
cracking viroid, CBCVd (Cocadviroid) and Citrus bent leaf viroid, CBLVd and Citrus dwarfing viroid, CDVd (Apscaviroid). In addition,
Citrus viroid original source (CVd-OS) and, more recently, Citrus viroid V (CVd-V) have been proposed as tentative species of the genus
Apscaviroid. Citrus viroids are graft-transmitted and their dissemination occurs mainly by propagation of contaminated material. It is
known that they have a broad host range, infecting species of citrus and plants of citrus-related genera. Two important diseases in citrus
are viroid-induced: (i) exocortis; (ii) and cachexia. Symptoms vary from severe to asymptomatic, and their control is based on preventive
measures as availability of viroid-free budwood as a source of propagation material follow by adequate indexing procedures. The purpose
of this review is to present the reader the recent advances on citrus viroid research, mainly on taxonomy, geographical distribution,
methods of detection, indexing and cleaning, epidemiology and control.
Keywords: Hop stunt, Citrus exocortis, Pospiviroid, Apscaviroid, Cocadviroid, Hostuviroid, Exocortis, Xyloporosis.

INTRODUCAO

A descoberta dos viroides, minasculas moléculas de
RNA de fita simples, circulares, que ndo codificam proteinas,
porém capazes de replicacdo autdbnoma e de induzir doengas
de importancia econdmica em plantas superiores, abriu as
portas para mais um novo universo de conhecimento ainda
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limitado da biologia: o estudo dos pequenos RNA ndo
traduziveis (non-coding RNA). O estudo dos viroides nasce
com a elucidagdo, no inicio da década de 1970, dos agentes
etiologicos de duas doengas de importdncia econdmica,
inicialmente atribuidas a virus: o “afilamento do tubérculo
da batatinha” (Solanum tuberosum) e a “exocorte dos citros”
(Citrus spp.), causadas, respectivamente, pelo Potato
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spindle tuber viroid (PSTVd) e Citrus exocortis viroid
(CEVaA) (Diener, 1971; Semancik & Weathers, 1972a). Da
mesma forma como ocorreu com essas duas doengas, para
outras enfermidades, inicialmente consideradas de etiologia
viral, comprovou-se posteriormente que o agente causal
era um viroide e ndo virus. Sendo assim, outros viroides
foram identificados e caracterizados em diversas espécies
de plantas (Singh et al., 2003).

Os viroides sdo agentes subvirais, com tamanho que
pode variar de 246 a 401 nucleotideos, cerca de dez vezes
menores do que os menores genomas virais conhecidos.
Considerados parasitas da maquinaria transcricional do
nucleo ou cloroplasto (ao contrario dos virus de plantas
de RNA que se replicam no citoplasma, podendo ser
considerados parasitas dos mecanismos de tradugao celular),
esses patogenos, exclusivos de plantas superiores, por nao
codificarem proteinas proprias, sdo totalmente dependentes
da célula hospedeira para completar as etapas de seu ciclo
infeccioso que inclui replicacdo, movimento e patogénese
[ver, para uma revisdo Eiras et al. (2006); Flores & Owens
(2008); Tsagris et al. (2008); Ding (2009); Ding & Wang
(2009)].

A taxonomia moderna agrupa os viroides em
Familias, Géneros, Espécies e Variantes. De acordo com
suas propriedades biologicas e moleculares, os viroides sao
atualmente classificados em duas familias: Pospiviroidae
[espécies que se replicam no nucleo das células infectadas
por meio de um mecanismo de circulo rolante assimétrico,
apresentam uma regido central conservada (CCR),
estrutura secundaria em forma de bastonete e auséncia de
ribozimas] e Avsunviroidae [espécies que se replicam nos
cloroplastos seguindo um mecanismo de circulo rolante
simétrico, apresentam ribozimas (RNA auto-cataliticos)
e ndo possuem CCR]. Atualmente, cerca de 30 espécies
de viroides, distribuidas em sete géneros sdo aceitas pelo
“Comité Internacional de Taxonomia de Virus” (ICTV)
(Flores et al., 2005b). A diferenciacdao de espécies baseia-
se na identidade de sequéncia de nucleotideos e tem-se
estabelecido arbitrariamente que, quando esta for inferior a
90%, sejam consideradas como espécies distintas e, quando
superior, sejam consideradas como variantes de uma
mesma espécie. Além disso, pelo menos uma propriedade
biologica diferencial deve ser considerada, como circulo
de hospedeiros, modo de transmissao e o fenomeno de
protegao cruzada (Flores et al., 2005b).

Das sete espécies de viroides que infectam citros, até
hoje conhecidas, todas pertencem a familia Pospiviroidae.
Os viroides induzem em citros diferentes tipos de sintomas
e, na maioria das vezes, estdo presentes em co-infeccdes.
Provavelmente, o CEVd e o Hop stunt viroid (HSVd)
sejam os viroides de citros mais importantes do ponto de
vista econdmico, principalmente por causarem doengas
que levam a perdas significativas, o que ¢ sempre uma
preocupacdo em se tratando de uma cultura que movimenta
bilhdes de ddlares e gera milhares de empregos diretos e
indiretos em diversos paises dos cinco continentes (Mattos
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Junior et al., 2005). Porém, os outros viroides, mesmo em
infecgOes latentes, devem ser levados em consideracao,
sendo que em diversos paises produtores (Africa do Sul,
Argentina, Australia, Brasil, Chile, Cuba, Espanha, EUA,
Italia e Marrocos) sdo investidos milhdes de ddlares em
programas de limpeza e indexacdo de matrizes de citros
para diminuir os riscos de disseminag@o desses patdgenos
(Gumpf & Navarro, 2003).

A presente revisdo tem como objetivos apresentar
ao leitor os primeiros trabalhos realizados no inicio do
século 20 com os viroides de citros, até os avancos recentes
nas pesquisas com esses patogenos, principalmente na
taxonomia, distribui¢do geografica, métodos de deteccdo,
indexacdo e limpeza, epidemiologia e controle, além da
descoberta de novos viroides, recentemente identificados e
caracterizados.

HISTORICO

As primeiras descricdes de doengas causadas por
viroides em citros foram feitas no inicio do século 20.
Naquela época, acreditava-se que devido aos sintomas e ao
ndo isolamento de outros patdgenos, os agentes etiologicos
pudessem ser de origem viral, mesmo porque até entdo nao se
imaginava a existéncia de uma classe de patdogenos subvirais.

A exocorte dos citros foi descrita pela primeira vez
em 1948 na Califérnia como causadora de escamagdo na
casca e diferentes graus de nanismo em Poncirus trifoliata
Raf. enxertado com determinadas variedades citricas (Fawcet
& Klotz, 1948). Quase simultaneamente, demonstrou-se
que uma alteracdo similar, conhecida como “scally butt”
na Australia desde a década de 1930, era transmissivel por
enxertia (Benton et al., 1949). Hoje se sabe que essas duas
enfermidades, além de uma terceira detectada nos EUA e
Brasil, ao serem enxertadas em determinadas variedades de
copa sobre limoeiro Cravo (Citrus limonia Osbeck), e que foi
denominada “enfermidade do limdo Cravo” (Moreira, 1955,
1959), sao a mesma doenga (Duran-Vila, 1989a). Somente no
inicio da década de 1970, Semancik & Wheathers (1972a)
demonstraram que o agente causal da exocorte, até entdo
atribuida a um possivel virus, na verdade era um viroide,
denoninado Citrus exocortis viroid (CEVd). Mesmo sem o
conhecimento do agente etioldgico, ja se especulava sobre
a possivel existéncia de “ragas” do patdogeno que causava a
exocorte (Fraser & Levitt, 1959; Calavan & Wheathers, 1961;
Rossetti, 1961; Salibe & Moreira, 1965). Foram descritas
diferengas no periodo de incubac@o, distintos graus de nanismo,
diferencas na intensidade de escamas, rachaduras e caneluras na
casca das plantas inoculadas (Duran-Vila, 1989a).

Em 1964, definiu-se o uso de cidra ‘Etrog’ (Citrus
medica L.) como um indicador rapido para a exocorte, capaz
de se detectar também as “racas” que ndo causavam sintomas
tipicos em P trifoliata e limoeiro ‘Cravo’ (Olson, 1968).
Porém, a caracterizagdo do patoégeno e a intensificagdo dos
trabalhos biologicos se deram ap6s a descoberta da indicadora
herbacea Gynura aurantiaca (Blume) DC. como hospedeira
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experimental do CEVd (Weathers & Greer Jr., 1972). Em
Gynura, o CEVd se acumula em altas concentragdes e
induz epinastia, distor¢ao foliar e nanismo. A variacdo na
intensidade de sintomas observada em cidra foi durante anos
atribuida a presen¢a de variantes de CEVd. As observagdes
iniciais da possivel presencga de outros viroides foram feitas
por Schlemmer et al. (1985) por meio de eletroforese em
géis de poliacrilamida (PAGE). Com o incremento da técnica
e utilizagdo de PAGE sequencial (sPAGE), outros RNAs
circulares com mobilidade distintade CEVd foram observados.
Essas moléculas estavam associadas a sintomas mais brandos
em cidra, sugerindo a presenga de outros viroides, o que se
confirmou anos mais tarde (Duran-Vila et al., 1988b).

Duran-Vila et al. (1986, 1988a, 1988b) descreveram
um complexo de viroides em citros catalogados em cinco
grupos, os quais foram identificados pela mobilidade
eletroforética distinta, baixa porcentagem de identidade
de sequéncia, transmissdo independente e hospedeiros
distintos (Semancik & Duran-Vila, 1991). Os cinco grupos
[CEVd; Citrus viroid I (CVd-1); Citrus viroid II (CVd-II);
Citrus viroid III (CVd-IIl); Citrus viroid IV (CVd-1V)] e
a classificacdo atual dos viroides de citros estdo descritos
na Tabela 1. Ver mais adiante a descricdo detalhada das
propriedades biologicas e moleculares dos diferentes viroides
que ocorrem em Ccitros.

Portanto, a maior parte dos isolados estudados
resultou ser mesclas de viroides e ndo abrangia todas as
combinagdes possiveis nos cinco grupos. Mesclas artificiais
foram obtidas mostrando-se estaveis como as naturais. O
conceito de variantes de exocorte foi definido por diferentes
autores ao observarem diferengas na severidade dos sintomas
e no periodo de incubagdo. Entretanto, havia imprecisao
destes critérios. Duran-Vila (1989a) propds a terminologia
de fonte de exocorte para materiais de campo que fossem
positivos em qualquer teste diagndstico, considerando
como isolados de exocorte uma fonte que tivesse sido
caracterizada quanto ao sintoma em cidreira ‘Etrog 861-
S-1’ e ao numero e tipo de viroides determinados por seu
perfil eletroforético. O conceito de variante ficaria restrito

aos viroides de sequéncia de bases conhecida, nos quais
se poderiam detectar pequenas variagdes de nucleotideos.
Para o CEVd tem sido identificado um grande niimero de
variantes de sequéncia com severidade distinta. Porém, a
possibilidade de outros viroides interferirem na expressao
de sintomas moderados ou suaves da doenga ndo pode ser
descartada (Gandia & Duran-Vila, 2002).

Outra doenca dos citros de etiologia ndo determinada
(possivelmente viral) também era conhecida desde o inicio
do século 20: a “xiloporose”. Essa doenga, que causa danos
importantes em algumas combinagdes de copa/porta-
enxerto, foi descrita pela primeira vez em lima doce (Citrus
limettioides Tan.) na Palestina (Reichert & Perlberger,
1934) e posteriormente observada em tangelo ‘Orlando’ (C.
paradisi Macfad. x C. reticulata Blanco), sendo denominada
de “cachexia” (Childs, 1950). Inicialmente, sugeriu-
se a nomenclatura de Citrus cachexia viroid (CCaVd)
(Semancik et al., 1988) e posteriormente de Citrus viroid II
(CVd-1I) (Reanwarakorn & Semancik, 1998, 1999a). Com
a caracterizacao molecular identificou-se que CVd-II e Hop
stunt viroid (HSVd) tratavam-se do mesmo patégeno (Sano
et al., 1988), com alguns variantes capazes de induzir a
xiloporose (Levy & Hadidi, 1993; Semancik et al., 1988).

TRANSMISSAO, SINTOMAS E DANOS

Os viroides ndo tém vetores e sdo raramente
transmitidos por polen e sementes. Porém, apresentam
elevada estabilidade em extrato, sendo facilmente
transmitidos mecanicamente e por instrumentos de poda
contaminados. A via principal de difusdo dos viroides,
sobretudo aqueles que afetam plantas lenhosas de interesse
econdmico, tem sido o intercAmbio de material propagativo
infectado. A pratica da enxertia é a principal responsavel
pela disseminagdo mundial dos viroides (Hadidi et al.,
2003).

Os viroides se replicam, acumulam-se e induzem, nos
hospedeiros, seus sintomas muito mais eficientemente em
temperaturas elevadas (30 a 33°C) e a intensidades altas de

TABELA 1 - Classificagdo atual dos viroides de citros em familia (Pospiviroidae), géneros e espécies, de
acordo com o Comité Internacional de Taxonomia de Virus, ICTV (Flores et al., 2005b)

Familia Género Espécie Acronimia Grupos1
Pospiviroid  Citrus exocortis viroid CEVd CEVd
Apscaviroid  Citrus bent leaf viroid CBLVd CVd-1
Hostuviroid ~ Hop stunt viroid HSVd Cvd-11

Pospiviroidae  Apscaviroid — Citrus dwarfing viroid ® CDVd CVd-III
Cocadviroid  Citrus bark cracking viroid 2 CBCVd Cvd-1v
Apscaviroid  Citrus viroid original source’  CVd-OS -
Apscaviroid  Citrus viroid v Cvd-v -

!Grupos inicialmente propostos por Duran-Vila et al. (1988b); 2Nomenclatura recentemente proposta (Verniére et
al., 2004); Espécies tentativas: *Ito et al. (2001); “Serra et al. (2008a).
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luz. Os sintomas também sdo influenciados pela viruléncia
do isolado, pelo estado nutricional da planta e cultivar
(Duran-Vila et al., 1988a). Os viroides induzem nas folhas,
malformagdes, epinastia, rugosidade e manchas clordticas e
necrdticas; no caule, podem induzir descoloragio, caneluras,
exsudac@o de goma e necrose; nos frutos e 6rgaos de reserva,
causam deformagdo, descoloragdo e necrose; na planta
como um todo, podem induzir nanismo, amarelecimento,
definhamento da copa e em alguns casos extremos, levar a
morte. Porém, muitas vezes a infecgdo transcorre de forma
latente, sem a indug@o de sintomas perceptiveis. A auséncia
de sintomas foi uma das causas da rapida disseminagdo
desses patogenos. Os sintomas induzidos por cada espécie
de viroide de citros serdo comentados mais adiante.

Cada espécie de viroide induz sintomas especificos
em cidra e a associacdo de determinados viroides com
sintomas especificos em campo ¢ dificil j& que quase
sempre se encontram como mesclas. Plantas de citros
infectadas com um complexo de viroides podem exibir
sintomas semelhantes a exocorte na auséncia do CEVd (Ito
et al., 2002). Os sintomas causados por viroides sdo amplos
e, na maioria das vezes, indistinguiveis dos causados por
virus. Os hospedeiros herbaceos e ornamentais infectados
frequentemente exibem sintomas foliares de clorose,

amarelecimento, lesdes necrdticas no limbo, epinastia
e alteracdes na forma, tamanho e fragilidade da folha.
Geralmente a planta infectada apresenta entrends curtos e
como consequéncia sdo ands. Em plantas lenhosas, o periodo
que transcorre da infecgdo a manifestacao de sintomas pode
ser de varios anos. Os sintomas mais comuns sdo lesdes
na casca do tronco ou galhos (fendas, caneluras, escamas,
descamamento, exsudagdes e impregnagdes de goma). Os
frutos das plantas infectadas podem apresentar alteracdes
na forma e tamanho, e na casca podem aparecer manchas,
cancros e suberizacdo (Flores & Duran-Vila, 1996).

Em campo, a exocorte caracteriza-se pelo
aparecimento de caneluras verticais, escamagdo e
descamac@o da casca (Figura 1A), manchas amarelas nos
brotos tenros e nanismo em P. trifoliata e hibridos do grupo
citrange, algumas variedades de lima [C. aurantiifolia
(Christm.) Swingle] e liméo [C. /imon (L.) Burm.], limao
‘Cravo’ (C. limonia Osbeck), toranja (C. grandis Osbeck)
(Duran-Vila, 1989a), bem como na limeira acida ‘Tahiti’ (C.
latifolia Tanaka) (Salibe & Moreira, 1965). Nas combinac¢des
afetadas por determinados variantes do CEVd, a copa pode
apresentar definhamento, vegetagdo esparsa, alteracdo na
colorag@o das folhas e reducdo de crescimento (Figura 1D).
Certas variedades tendem a apresentar copas mais abertas

FIGURA 1 - Sintomas de viroides em citros: A. exocorte induzida pelo Citrus exocortis viroid (CEVd)
em porta-enxerto de limoeiro ‘Cravo’; B. Xiloporose induzida pelo Hop stunt viroid (HSVd); C.
rachaduras (cracking) em ramos (copa) de limeira acida ‘Tahiti’ induzidas pelo CEVd; D. nanismo em
limeira acida ‘Tahiti’ infectada por CEVd; E. Epinastia em cidreira infectada por uma mescla de CEVd,
Citrus dwarfing viroid (CDVd) e Hop stunt viroid (HSVd)

278

Tropical Plant Pathology 34 (5) September - October 2009



Viroides em citros

do que as das plantas sadias. Em porta-enxertos sensiveis
de limoeiro ‘Cravo’, ‘trifoliata’ e alguns de seus hibridos,
pode haver indu¢do de um fendilhamento da parte externa
da casca que se levanta, formando escamas de tamanho
variavel que, a principio, ficam presas ao tronco da planta
pela sua parte superior e que, num estado mais avangado
da doenga, caem, deixando abertas lesdes de tamanho
variavel. Muitas vezes, antes do fendilhamento, nota-se a
formacao de goma na casca do porta-enxerto e os sintomas
aparecem geralmente entre quatro e sete anos (Miiller et al.,
2005). Espécies tolerantes a exocorte induzem descamacao
em porta-enxertos sensiveis, mesmo quando a copa ndo ¢
afetada. Variedades tolerantes enxertadas sobre um porta-
enxerto sensivel serdo arvores sensiveis ao CEVd (Duran-
Vila, 2000). As perdas provocadas pela exocorte dependem
da tolerancia ou resisténcia do material citrico plantado,
podendo ocorrer desde poucos danos até redugdo na
produgdo de frutos (Duran-Vila & Semancik, 2003).

Quando a espécie sensivel a xiloporose ¢ a variedade
enxertada, as plantas apresentam caneluras na madeira, que
correspondem a elevagdes da casca e impregnacao de goma
(Figura 1B). A casca pode ficar grossa, inchada na regido
de unido com o porta-enxerto e, em cortes transversais,
podem se observar bolsas de goma. Quando o porta-enxerto
¢ a espécie sensivel, a copa apresenta um crescimento
consideravel na parte superior, devido a detencao do
crescimento em didmetro do porta-enxerto, enquanto a uniao
copa/porta-enxerto das arvores sadias ¢ lisa. Ao levantar
a casca do porta-enxerto, observa-se a presenga de fortes
caneluras com impregnacao de goma (Duran-Vila, 2000).
Em condigdes de campo, o tempo de incubagdo necessario
para a manifestacao dos sintomas de xiloporose oscila entre
4 e 12 anos, dependendo do local de cultivo e da espécie
infectada, parecendo existir uma relacdo entre a intensidade
de sintomas e as condi¢des climaticas da regido de cultivo
(Barbosa, 2004).

Sao desconhecidos os efeitos das infecgdes multiplas
do agente causal da xiloporose (HSVd) e outros viroides
em espécies de citros consideradas sensiveis e tolerantes
e suas implicagdes no desenvolvimento de sintomas e
caracteristicas agronomicas. Em tangerineira (C. reticulata
Blanco) ‘Parson’s Special’ t€ém-se demonstrado que a
infec¢do simultaneacom outros viroides pode inibir ou atrasar
os sintomas (Pina et al., 1991). Para Verni¢re et al. (2006),
a ocorréncia de interacdes entre certas espécies de viroides,
pode conduzir ao antagonismo ou sinergismo, podendo
ter um efeito na expressao de sintomas e desempenho das
arvores. Os autores constataram uma interacao antagdnica
entre CEVd e CVd-1IV, pois a presenga do CVd-IV pode
diminuir ou suprimir o efeito do CEVd no desenvolvimento
e expressdo de sintomas. Tratamentos com CBLVd, CVd-
I e CVd-1V, na auséncia de CEVd, sugeriram que o
sinergismo entre esses trés viroides foi responsavel pelo
sintoma de exocorte. O sinergismo também foi observado
entre os viroides CVd-IV e HSVd, mas a presenca de
viroides adicionais limitaram este efeito. Ao contrario, o
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efeito sinérgico entre CEVd e CBLVd foi favorecido pela
presenga de viroides adicionais. A intensidade da expressao
de sintomas, a redugdo do crescimento da copa e da
producdo sdo sempre mais evidentes em P, trifoliata que em
limoeiro ‘Cravo’. O vigor deste ultimo foi sugerido como
uma possivel explicagdo para tal fato (Moreira, 1959). Ha
também nanismo pronunciado em arvores de P. trifoliata
quando a exocorte soma-se a tristeza (Roistacher, 1991).

Os viroides CVd-I, CVd-Ila e CVd-III causam,
respectivamente, depressdes em forma de pontos no lenho,
escamacao na casca ¢ um tipo de impressao de dedos em
P trifoliata. Para Vidalakis et al. (2004), o aparecimento
do sintoma de impressdo de dedos apresenta uma relacao
complexa altamente incomum de um hospedeiro especifico
(P. trifoliata), um viroide especifico (CVd-Illb), o fator
climatico (agua) e uma pratica cultural especifica (irrigag@o
por aspersdo). Verniere et al. (2004) ndo observaram
sintomas de impressao de dedos em P. trifoliata associados
a infeccdo com CVd-III, o que indica que tais sintomas nao
sdo persistentes ou desaparecem depois de 10 anos. O CVd-
IIT induz o ananicamento de combinagdes citricas, existindo
especial interesse nesse viroide por ndo haver relagdo com
nenhuma doenca em espécies e cultivares comerciais
(Semancik et al., 1997).

O sintoma tipico de exocorte em porta-enxerto de
trifoliata, ou seja, presenca indesejdvel de rachaduras,
esteve associado a maior concentracdo de CEVd em 3 das 7
amostras, as quais também apresentavam sintomas visuais
de descamamento em campo (Targon et al., 2006). O limao
‘Cravo’ utilizado como porta-enxerto, ¢ a Unica espécie
comercial descrita como sintomatica a exocorte e xiloporose
(Moreira, 1955; 1959). Entretanto, a relagdo causa-efeito
somente foi confirmada para o HSVd (Reanwarakorn &
Semancik, 1999b) e pouco se sabe sobre a reacdo desta
espécie a infecg¢@o por outros viroides dos citros (Rodrigues
et al., 1999). Barbosa & Duran-Vila (2005), avaliando o
comportamento do limoeiro ‘Cravo’ a inoculagdo com
diferentes espécies de viroides dos citros, observaram, em
analises de sSPAGE e hibridizagao, que o limoeiro ‘Cravo’ foi
suscetivel a infec¢do pelo CEVd, CBLVd, HSVd (variantes
ITa, IIb e IIc), CVd-III e CVd-1V, ja que foi possivel detectar
esses viroides nos tecidos das plantas inoculadas.. O estudo
de Barbosa & Duran-Vila (2005) foi efetuado com plantas
obtidas de semente e a resposta a infec¢do por viroides
pode ser diferente quando o limao ‘Cravo’ for utilizado
como porta-enxerto. Plantas de ‘Cravo’ inoculadas com
CEVd apresentavam zonas amareladas na casca dos ramos
secundarios e as inoculadas com CVd-IV induziram o
aparecimento de rachaduras na casca do ramo principal
e secundarios. As plantas inoculadas com a mistura de
viroides apresentaram enfezamento, ramos amarelados,
com rachaduras e folhas pequenas (Barbosa & Duran-Vila,
2005; Barbosa et al., 2005a). O amarelecimento de ramos,
observado como resposta a inoculacdo com o CEVd, ja
havia sido relatado anteriormente como “yellow blotching”.
Este era o sintoma considerado caracteristico em ‘Cravo’
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utilizado como planta indicadora de exocorte (Salibe, 1961),
quando ainda ndo se tinha estabelecido o agente causal da
doenca. A presenca de rachaduras em ‘Cravo’ como porta-
enxerto tinha sido descrita anteriormente e considerava-se
como uma das manifestagdes de exocorte (Salibe, 1961). No
Brasil, a presenga do CEVd associou-se de maneira clara a
sintomas de descamamento, enquanto a auséncia deste
sintoma e a presenca de nanismo se associou a infec¢ao
por outros viroides distintos do CEVd em limoeiro ‘Cravo’
(Rodrigues et al., 1999). Silva (2007) observou o sintoma
classico da exocorte em porta-enxerto de ‘Cravo’ de plantas
infectadas com CEVd e a ocorréncia de outros dois tipos
de sintomas, que foram observados em plantas infectadas
com CEVd, CEVd + HSVd, CEVd + CVd-III e CEVd +
HSVd + CVd-III, indicando ndo haver associacdo dircta
das diferentes combina¢des de viroides com os sintomas
observados.

Verniére et al. (2006) verificaram que o desempenho
de arvores de ‘Clementina’ enxertadas sobre P. trifoliata
infectadas com combinagdes de viroides contendo CEVd,
CVd-III ou ambos foi significativamente menor comparados
ao controle sem inocular, em termos de altura, circunferéncia
de copa e porta-enxerto e producao acumulada. Cada efeito
foi maior e apareceu mais cedo em arvores infectadas
com combinag¢des multiplas de viroides que nas arvores
infectadas com um unico viroide. Entretanto, seu efeito no
desempenho das plantas ndo foi adicional, revelando um
antagonismo. A natureza da interag¢do entre dois viroides
pode ser interpretada diferentemente se viroides adicionais
estiverem presentes ou nao.

Caracteristicas biolégicas e moleculares dos viroides de
citros

Os viroides de citros foram, inicialmente,
divididos em cinco grupos de acordo com sua mobilidade
eletroforética em géis de poliacrilamida (PAGE), homologia
de sequéncia (deduzida por técnicas de hibridizacao), circulo
de hospedeiros e expressdo de sintomas em cidra ‘Etrog’
(Duran-Vila et al., 1988a; Semancik & Duran-Vila, 1990).
Entretanto, com a elucidacdo das sequéncias gendmicas
dos diferentes viroides, estes passaram a ser denominados
de acordo com as novas regras de taxonomia estabelecidas
para virus e viroides, sendo classificados em Familias,
Géneros, Espécies e Variantes [ver, para maiores detalhes,
o capitulo referente aos viroides na ultima publica¢dao do
Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV)
(Flores et al., 2005b)]. Segue descri¢ao de cada uma das
espécies de viroides de citros, suas caracteristicas bioldgicas
¢ moleculares, bem como sua classificagdo taxondmica:

Citrus exocortis viroid (CEVd)

O inicio do estudo dos viroides se deu em 1971 com
a publicagdo de T.O. Diener descrevendo o Potato spindle
tuber viroid, PSTVd [viroide causador do afilamento do
tubérculo da batata (Solanum tuberosum L1.)] como o
representante de uma nova classe de fitopatdogenos com

280

caracteristicas moleculares e evolutivas distintas dos virus
de plantas: os viroides (Diener, 1971, 1991). Um ano
depois, J.S. Semancik e L.G. Weathers demonstraram que
a doenga da exocorte dos citros, conhecida desde meados
do século 20 como de provavel etiologia viral (Fawcet &
Klotz, 1948; Benton et al., 1949; Moreira, 1955, 1959),
também era causada por um viroide: denominado de Citrus
exocortis viroid (CEVd) (Semancik & Weathers, 1972a).
A sequéncia gendmica do CEVd foi elucidada somente 10
anos mais tarde (Gross et al., 1982; Visvader & Symons,
1985; Visvader et al., 1982), sendo que hoje em dia, um
enorme numero de variantes do CEVd tém suas sequéncias
publicadas e disponibilizadas em bancos internacionais de
dados.

Variantes do CEVd apresentam genoma com
aproximadamente 370 nucleotideos (nt.) e, atualmente,
em funcdo de caracteristicas biologicas e moleculares, sdo
classificados como pertencentes ao género Pospiviroid,
familia Pospiviroidae (Flores et al., 2005b). Assim como
outros membros desse género, apresentam molécula de
RNA com conformacao do tipo bastdo com forte estrutura
secundaria (devido aos pareamentos entre as bases), uma
regido central conservada (CCR) e uma regido terminal
conservada (TCR), assim como os cinco dominios descritos
por Keese & Symons (1985): terminal esquerdo (“terminal
left”, TL), patogenicidade (P), central (C), varidvel (V) e
terminal direito (“terminal right”, TR) (Figura 2).

O CEVd apresenta um amplo circulo de hospedeiros
podendo infectar plantas de importidncia econdmica de
outras familias botanicas distantes evolutivamente de
Rutaceae, como tomateiro, berinjela, cenoura, videira, entre
outras. CEVd pode induzir diferentes tipos de sintomas que
vao desde distor¢ao e epinastia foliar, nanismo e necrose em
tomateiro [doenga conhecida por “bunchy top” (Mischra
et al., 1991)], a uma total auséncia de sintomas (laténcia)
em berinjela, cenoura, videira e Vicia faba L. (Fagoaga &
Duran-Vila, 1996; Garcia-Arenal et al., 1987; Gandia et al.,
2007).

Em citros, o impacto econdmico dapresengado CEVd
¢ dependente da combinagao copa/porta-enxerto. Em climas
mais amenos, arvores infectadas com CEVd enxertadas
sobre Citrange carrizo podem exibir amarelecimento
generalizado da copa, declinio e desenvolvimento limitado,
mesmo na auséncia dos sintomas tipicos de exocorte
(descamagao da casca). Nos paises em que o porta-enxerto
laranja azeda foi substituido por P. trifoliata ou por hibridos
de Citrange, as estratégias para a obtengdo de matrizes e
borbulhas livres de viroides foram implantadas.

CEVd ¢ oagente causal da doenga exocorte dos citros,
porém, apds a descoberta da ocorréncia de novos viroides
em citros, muitos ocorrendo em infec¢des multiplas, surgiu o
questionamento da possibilidade dos outros viroides também
induzirem exocorte. Estudos posteriores comprovaram que
0 CEVd ¢ o unico viroide capaz de induzir individualmente
a exocorte em P. trifoliata, apesar de que Ito et al. (2002)
demonstraram que uma combinagao de diferentes viroides,
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na auséncia do CEVd, foi capaz de induzir sintomas do
tipo exocorte em cidra (C. medica L.) enxertada sobre P,
trifoliata. Verniere et al. (2006) também demonstraram que
sintomas de exocorte podem ser induzidos por combinagdes
de viroides, sem a presenca de CEVd.

O sequenciamento de um enorme nimero de isolados
de CEVd tem mostrado que plantas infectadas contém uma
populacdo de variantes de sequéncia que seguem o modelo
de quasispecies, ou seja, uma populagdo heterogénea de
moléculas de RNA similares, quase idénticas, derivadas
de mutacdes pontuais devido a auséncia de mecanismos de
corre¢ao nas RNA polimerases (Visvader & Symons, 1985;
Palacio & Duran-Vila, 1999; Gandia et al., 2000, 2005;
Chaffai et al., 2007). Hospedeiros e at¢é mesmo tecidos
distintos da planta podem ser determinantes na selecdo de
variantes de sequéncia com reflexos diretos na expressao
de sintomas e severidade (Semancik et al., 1993; Gandia et
al., 2007).

Atualmente, o CEVd é um dos viroides mais bem
caracterizados em termos de estrutura, replicagdo, circulo
de hospedeiros e propriedades bioldgicas. Isso se deveu
principalmente a possibilidade de utilizacdo de plantas
hospedeiras experimentais herbaceas como tomateiro e
Gynura aurantiaca. Apesar de haver poucos dados sobre
as relagdes entre sequéncia de nucleotideos e expressao de
sintomas, Visvader & Symons (1985, 1986) propuseram
uma classificacdo de variantes de CEVd em severas
(Classe A) e fracas (Classe B), de acordo com propriedades
biologicas, verificadas quando inoculadas em tomateiros,
as quais diferem em pelo menos 26 nucleotideos,
principalmente em duas regides denominadas P, (no
dominio P) ¢ P, (no dominio V). O papel do dominio P
na modulagdo da expressdo dos sintomas em tomateiros
foi verificado por meio de inoculagdes de plantulas com
quimeras entre Tomato apical stunt viroid (TASVd) e CEVd
(Owens et al., 1990), assim como o papel do dominio TL,
analisando-se porcdes gendOmicas maiores (Sano et al.,
1992). A inoculacdo de quimeras entre HSVd e CEVd
também sugeriu um papel importante do dominio TR na
patogenicidade (Sano & Ishiguro, 1998). Esses resultados
indicam que fatores relacionados com a patogenicidade
devam estar distribuidos em diferentes por¢oes da molécula
do CEVd, sendo dificil associd-los a simples mutagdes
ou regides gendmicas. O hospedeiro também deve estar
diretamente associado com determinantes moleculares e
expressao de sintomas, conforme observaram Skoric et al.
(2001) ao analisarem o comportamento de CEVd em G.
aurantiaca, sendo identificados variantes distintos quanto
a severidade, modulados por 5 nucleotideos no dominio P,
resultados ndo consistentes com os previamente obtidos
em tomateiros (Visvader & Symons, 1985). Variantes de
CEVd que apresentam duplicagdes no dominio TR tém sido
identificados ocorrendo naturalmente em berinjela (Fadda
etal., 2003) e em tomateiro (Szychowski et al., 2005). Esses
variantes de sequéncia, que chegam a apresentar genoma
com até 475 nucleotideos (cem nucleotideos a mais do que
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os isolados de CEVd normalmente possuem), parecem estar
associados a fatores inerentes ao hospedeiro e também ao
tempo prolongado de infec¢do. De qualquer forma, torna-se
muito dificil extrapolar os resultados obtidos até o momento
com hospedeiros herbaceos para o patossistema citros-
CEVd, principalmente devido a este patogeno, em citros,
induzir sintomas totalmente distintos daqueles observados
em tomateiro e Gynura. Fica aqui mais um desafio para os
pesquisadores.

Hop stunt viroid (HSVd)

Tanto a “xiloporose” dos citros, descrita pela primeira
vez em lima doce (C. limettioides) na Palestina (Reichert &
Perlberger, 1934), como a “cachexia”, descrita por Childs
(1950) em tangelo ‘Orlando’ (C. paradisi x C. reticulata),
correspondem a mesma doenga, induzida por variantes
patogénicos do Citrus viroid 11 (CVd-II) (Reanwarakorn
& Semancik, 1998, 1999a), denominado inicialmente de
Citrus cachexia viroid (CCaVd) (Semancik et al., 1988).
Porém, com a caracterizag@o bioldgica e sequenciamento de
diversos isolados de Hop stunt viroid (HSVd), verificou-se
que todos os isolados de CVd-II tratavam-se de variantes do
HSV(d, tanto os que nao causavam sintomas em citros (Sano
et al., 1988), como aqueles que eram capazes de induzir a
xiloporose (ou cachexia) (Levy & Hadidi, 1993; Semancik
et al., 1988).

A xiloporose caracteriza-se por descoloracdo,
exsudagdo de goma e bronzeamento dos tecidos do floema,
fendas e descascamento, sintomas esses observados
principalmente em tangelo ‘Orlando’ (Childs, 1950). Porém,
outras variedades e espécies comerciais sao sensiveis como
mandarinas e hibridos (tangors e tangelos) e kumquats
(Fortunella sp.).

O CVd-II foi, inicialmente, subdividido em CVd-
Ila e CVd-IIb, em fungdo de apresentarem mobilidade
eletroforética distinta (Duran-Vila et al., 1988a). O CVd-
ITa, por apresentar titulo baixo e, principalmente, por
ndo induzir sintomas visiveis que levassem a prejuizos
para a cultura dos citros, foi propagado e disseminado
para praticamente todas as regides citricolas do mundo.
Entretanto, sabe-se que esses variantes (CVd-Ila) parecem
também afetar o desenvolvimento das arvores, induzindo
sintomas leves de descamacgao da casca somente em porta-
enxerto de P. trifoliata, além de afetar o desenvolvimento
da copa (Roistacher et al., 1993). Porém, a constatacao de
que a doenga xiloporose era induzida somente por variantes
do CVd-IIb (CCaVd) (Semancik et al., 1988), e ndo por
variantes do CVd-Ila, foi interessante por definir a existéncia
de duas moléculas com sequéncia de nucleotideos quase
idéntica, porém apresentando comportamento bioldgico
distinto. Analises comparativas dos genomas de diversos
variantes de CVd-Ila e CVd-IIb revelaram que apenas seis
nucleotideos localizados no dominio “V*’ eram responsaveis
pela patogenicidade do HSVd em citros (Reanwarakorn &
Semancik, 1998). O mais interessante ¢ que a importancia
desses seis nucleotideos parece estar mais relacionada com
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a alteracdo da estrutura secundaria e geometria da molécula
do RNA do HSVd do que com as mutacdes pontuais
(Palacio-Bielsa et al., 2004; Serra et al., 2008c).

Todos os variantes de CVd-II (HSVd) induzem
sintomas de nanismo e rugosidade foliar em pepino
(Cucumis sativus L.) e diferentes graus de severidade de
sintomas em cidra ‘Etrog’, entretanto, somente os variantes
que induzem xiloporose causam sintomas em tangerineira
‘Parson’s Special’, tangelo ‘Orlando’ e ‘Alemow’ (Palacio-
Bielsa et al., 2004), sendo essas plantas sistemas biologicos
de extrema utilidade para a identificacdo desses variantes.

Em resumo, podem-se definir, em fun¢do de
caracteristicas biologicas e moleculares, dois grupos
distintos de variantes do HSVd: (i) aqueles que apresentam
infecgdo latente em hospedeiros sensiveis a xiloporose
(inicialmente denominados de CVd-IIa); (ii) e aqueles que
induzem xiloporose (inicialmente denominados CVd-IIb).

Variantes do HSVd apresentam genoma com tamanho
entre 294 e 303 nucleotideos e, atualmente, em fungao de
caracteristicas bioldgicas e moleculares, correspondem a
unica espécie (espécie-tipo) descrita do género Hostuviroid,
familia Pospiviroidae (Flores et al., 2005b). Apresentam
conformacao do tipo bastdo com forte estrutura secundaria,
uma regido central conservada (CCR) e uma forquilha
terminal conservada (TCH), além dos cinco dominios
descritos anteriormente para o CEVd (Figura 2).

Citrus bent leaf viroid (CBLVd)

O Citrus bent leaf viroid (CBLVd), inicialmente
denominado Citrus viroid 1 (CVd-I) e, atualmente,
classificado como pertencente ao género Apscaviroid, familia
Pospiviroidae, parece ser resultado de uma combinacao de
porgdes do dominio C do Apple scar skin viroid (ASSVd),
espécie tipo dos apscaviroides, com porgdes gendmicas
(dos dominios P e TL) do CEVd (Ashulin et al., 1991).

CBLVd ¢ um viroide que, normalmente, ndo causa
sintomas na maioria das espécies e variedades cultivadas de
citros, porém induz sintomas moderados de epinastia foliar
e pontos necroticos nas nervuras centrais de folhas de cidra
‘Etrog’, que leva auma intensa curvatura das folhas (sintoma
que da nome ao viroide), além de pequenas depressdes que
podem ser vistas abaixo da casca, no tronco (Duran-Vila et
al., 1986, 1993). Pequenas depressdes no tronco, nanismo
pouco pronunciado e redug¢do do volume da copa também
tém sido observados em darvores enxertadas sobre P
trifoliata (Roistacher et al., 1993; Semancik et al., 1997). O
circulo de hospedeiros do CBLVd ¢ restrito a membros da
familia Rutaceae, com excecao da transmissao experimental
via enxertia para abacateiro (Persea americana L.) (Hadas
etal., 1992).

Inicialmente, o CVd-I foi descrito como dois
viroides independentes denominados de CVd-la e CVd-
Ib por apresentarem migragdo distinta em PAGE (Duran-
Vila et al., 1988b). Porém, experimentos de hibridizagado
e analise das sequéncias comprovaram que os viroides
(CVd-Ia e Ib) tratavam-se de variantes da mesma espécie
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(CVd-I ou CBLVd), sendo que CVd-Ia apresentava 327
nt., enquanto que CVd-Ib tinha uma molécula de RNA
com 318 nt. Foissac & Duran-Vila (2000) concluiram que
CVd-Ia, CVd-Ib e CBLVd, por apresentarem o mesmo
comportamento bioldgico, compartilharem mais de 90%
de similaridade de sequéncia e muitas vezes co-existirem
no mesmo hospedeiro como populagdes de variantes de
sequéncia, deveriam ser considerados como variantes de
uma mesma espécie. Estudos de variabilidade genética
demonstraram que um variante de CBLVd (II), quando
inoculado isoladamente em plantas de cidra ‘Etrog’, também
seguia 0 modelo de quasispecies, apresentando populacdes
de moléculas quase-idénticas (Gandia & Duran-Vila,
2004). Hataya et al. (1998), ao compararem as sequéncias
de diferentes isolados do CVd-I, propuseram que o CVd-
Ia derivou de CVd-Ib. Ito et al. (2000) descreveram um
possivel novo viroide denominado de CVd-I-LSS (Low
Sequence Similarity). Porém, suas caracteristicas bioldgicas
e moleculares o classificaram como mais um variante de
sequéncia do CVd-I (CBLVd).

Citrus dwarfing viroid (CDVd)

O Citrus dwarfing viroid (CDVd), inicialmente
denominado de Citrus viroid III (CVd-III), apresenta
genoma com 294 nucleotideos e em fungdo de
caracteristicas biologicas e moleculares pertence ao
género Apscaviroid, familia Pospiviroidae (Flores et
al., 2005b). Inicialmente, o CVd-III foi descrito como
dois viroides independentes (CVd-Illa e CVd-IIIb),
que apresentavam comportamentos distintos em PAGE
(Duran-Vila et al., 1988b). Posteriormente, analises
envolvendo hibridizagao (Semancik & Duran-Vila, 1991)
e sequenciamento (Rakowski et al., 1994) revelaram que se
tratava de variantes do mesmo viroide. Além disso, o CVd-
IIT apresenta regides gendmicas que parecem ser derivadas
de porg¢des conservadas do PSTVd e do ASSVd (Stasys et
al., 1995). Embora o CVd-III parega apresentar um genoma
conservado quando se analisam plantas de citros no campo,
esse viroide também segue um modelo de quasispecies
(Owens et al., 1999, 2000).

CVd-IITI possui um circulo de hospedeiros restrito
a Rutaceae. Em cidra ‘Etrog’, induz anelamento e necrose
do peciolo com consequente queda de folhas. Reducao
significativa do tronco e do volume de copa foi descrita em
laranja ‘Valencia’ enxertada sobre P. trifoliata (Roistacher
et al., 1993). Porém, apesar da reducdo do porte, a relacao
entre o rendimento de frutos e o volume da copa foi elevada,
indicando que esse viroide apresentava-se como um bom
candidato para ser utilizado como agente para a diminui¢do
do porte das plantas de citros (Gillings et al., 1991;
Semancik et al., 1997). Em fun¢do dessa caracteristica,
Verniére et al. (2004) sugeriram a adocdo da nomenclatura
de Citrus dwarfing viroid (CDVd) em substituicdo ao
CVd-III. Aspectos relacionados a utilizagdo de viroides
como agentes para a diminui¢do do porte de arvores serdo
abordados mais adiante.
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Citrus bark cracking viroid (CBCVd)

Dos viroides de citros, o Citrus bark cracking
viroid (CBCVd), previamente denominado Citrus viroid
IV (CVd-1V), é o que apresenta a menos expressiva
distribuicdo mundial, ocorrendo na Califérnia, EUA
(Duran-Vila et al., 1988a), Israel (Hadas et al., 1989)
e Turquia (Onelge et al., 2000), e considerado raro na
Europa (Pallés et al., 2003). Os sintomas induzidos por
esse viroide em arvores de Clementina enxertadas sobre
P trifoliata sdo de rachaduras severas no tronco, sendo
verificado um efeito sinérgico quando o CBCVd foi co-
inoculado com HSVd (Verniére et al., 2006).

Atualmente, o CBCVd pertence ao género
Cocadviroid [a espécie tipo desse género ¢ o Coconut
cadan-cadang viroid (CCCVd)], familia Pospiviroidae
(Flores et al., 2005b). Porém, sua posi¢do taxondmica
tem sido questionada em funcdo das seguintes
argumentacdes: (i) o CBCVd apresenta relacionamento
filogenético com alguns isolados de CEVd; (ii) CEVd e
CBCVd apresentam caracteristicas bioldgicas similares;
(iii) andlise cuidadosa de alguns “motivos” estruturais
e genOmica comparativa indicam que o CBCVd esta
mais préximo de CEVd do que de CCCVd (Semancik
& Vidalakis, 2005). O CBCVd apresenta molécula de
RNA com 284 nucleotideos, contendo uma por¢ao de
80 a 90 residuos (nos dominios V e TR) idéntica ao
CEVd (Puchta et al., 1991). Além disso, em um elegante
e extenso trabalho de inoculacdo de diferentes viroides
em plantas de citros e avaliagdo da expressdo dos
sintomas e desempenho das plantas no campo, Vernicre
et al. (2006) observaram efeito antagonico em plantas
co-infectadas com CBCVd e CEVd, havendo uma
atenuagdo nos sintomas normalmente induzidos pelo
CEVd. Este antagonismo refor¢a a existéncia de uma
forte relacdo bioldgica entre esses dois viroides. Esta
¢ mais uma questdo que aguarda solucdo por parte dos
“viroidologistas”.

Novos viroides em citros: Citrus viroid original source
(CVd-0S) e Citrus viroid V (CVd-V)

Em 2001, um novo viroide de citros denominado
CVd-OS (Citrus viroid — original source) foi descrito no
Japdo (Itoetal., 2001). O viroide apresenta caracteristicas
moleculares que o classificam como possivel membro do
género Apscaviroid: (1) genoma com 330 nt.; (ii) 68%
de identidade com CVd-III, viroide que apresentou
maior identidade de sequéncia. Embora apresente
caracteristicas moleculares dos apscaviroides de citros,
os sintomas induzidos em citros sdo distintos dos outros
viroides desse género. Esse viroide parece estar restrito
ao Japao. A denominagdo “OS” ¢é regional e ndo obedece
aos critérios de nomenclatura do ICTV.

Em 2008, um novo viroide de citros denominado
Citrus viroid V (CVd-V) foi identificado e caracterizado
na Espanha (Serra et al., 2008a). O CVd-V devera ser
incluido como mais um membro do género Apscaviroid:
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(1) por apresentar genoma constituido de um RNA circular
com 294 nt.; (ii) apresentar a CCR caracteristica dos
apscaviroides, e a TCR presente em outros membros da
familia Pospiviroidae; (iii) estrutura secundaria estavel
com conformacao do tipo bastdo com 68% de pareamento
entre as bases; (iv) identidade de sequéncia menor que 90%
com outros viroides; (v) induzir sintomas especificos em
cidra. Além disso, quando o CVd-V foi co-inoculado em
cidra com outros apscaviroides (CBLVd e CVd-III), houve a
manifestacao de efeito sinérgico com nanismo pronunciado,
além de epinastia e necrose das nervuras, sintomas estes nao
observados quando o CVd-V foi inoculado isoladamente. O
CVd-V, quando inoculado em cidra isoladamente, induziu
leve nanismo e sintomas de necrose e rachadura nos ramos
(Serra et al., 2008a).

A origem desse viroide ndo estd clara, porém um
detalhe interessante ¢ que o CVd-V foi isolado de plantas de
Atalantia citroides Pierre ex. Engl. & Prantl, um hospedeiro
que se caracteriza por ser resistente aos demais viroides
conhecidos (Barbosa et al., 2005b; Serra et al., 2008a). Em
funcdo de apresentar mobilidade eletroforética similar ao
HSVd e CVd-III, sua detecgdo por sPAGE pode ter sido
mascarada. Isso foi evidenciado em levantamento de sua
distribuicdo, que parece ser maior do que se pensava, uma
vez que foi detectado nos EUA, Espanha, Nepal e Sultanato
de Oman, sendo caracterizados trés variantes de sequéncia,
em diferentes espécies e variedades de citros. Além disso,
todas as espécies e variedades de citros e géneros afins sdo
hospedeiros em potencial do CVd-V (Serra et al., 2008b).

ORIGEM, EPIDEMIOLOGIA E CONTROLE

A origem dos viroides em citros ¢ dificil de
determinar, uma vez que ndo ha fosseis desses patdgenos
que permitam extrapolar o tempo de sua existéncia na
Terra. Porém as evidéncias mais antigas foram encontradas
no piso de uma sinagoga no Norte de Negev, Israel,
onde ha decoragdes com frutos de citros mal formados,
caracteristicos de infec¢des por CEVd, sugerindo que a co-
infecg¢do dos citricos com viroides existe ha pelo menos 2
mil anos (Bar-Joseph, 2003).

Osviroides de citros tém sua disseminacao totalmente
dependente das praticas agricolas, com especial énfase para
a enxertia de borbulhas infectadas e o transito e intercambio
internacional de material infectado. Além disso, o nimero
de espécies e variedades cultivadas no mundo ¢é bastante
limitado e homogéneo, o que aliado a ndo expressao de
sintomas (laténcia) de plantas de citros infectadas por
viroides, facilitou a dissemina¢do desses patdogenos na
totalidade dos paises produtores. Portanto, uma vez que
os viroides nao apresentam vetores, a disseminagdo desses
patdgenos ¢ totalmente dependente de agdes do homem.

Assim como sdo recomendadas para os virus de
plantas, as medidas preventivas sdo as mais importantes e
efetivas para o controle dos viroides. A utilizagao de material
de propagacdo vegetativa sadio ¢ fundamental, porém
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esta diretamente associada ao bom desempenho de outras
medidas, tais como: (i) reducdo do transito de materiais
propagativos a partir de areas de ocorréncia do patégeno;
(i) programas de indexacdo e certificacdo (ver detalhes
mais adiante); (iii) servicos de quarentena rigorosos com
métodos de deteccao que apresentem elevada sensibilidade;
(iv) acompanhamento das plantas em viveiros e também da
cultura e eliminacdo de plantas infectadas; (v) desinfeccao
de ferramentas com hipoclorito de sédio; (vi) separacao
fisica de plantas infectadas e sadias; (vii) evitar o emprego
de variedades de copa e porta-enxerto suscetiveis (Duran-
Vila & Semancik, 2003).

METODOS DE DETECCAO

Os métodos de detecgdo dos viroides podem ser
subdivididos em bioldgicos e moleculares. Para fins de
deteccdo molecular, ¢ importante levar em consideracao
que o material genético dos viroides ¢ RNA de fita simples,
circular e fortemente estruturado, e que esses patdgenos
ndo possuem envoltorio proteico. Deste modo, descartam-
se os métodos imunoldgicos utilizados normalmente para a
deteccgao de virus, como ELISA.

Métodos Biologicos

Os citros sao hospedeiros de varios viroides. No
entanto, ha hospedeiros alternativos que acumulam esses
patdgenos em maiores concentracdes e que podem servir
como indicadores. No Estado de Sao Paulo, Moreira (1954)
observou sintomas de exocorte em limoeiro ‘Cravo’, sendo
este utilizado como indicador nas fases iniciais de indexa¢ao
biologica. A subsequente indexacdo em P trifoliata no
campo foi baseada em sintomas no tronco, até que a doenga
foi transmitida para cidreira, que se tornou a indicadora
mais rapida em condi¢cdes de casa de vegetagdo (Salibe,
1961; Calavan et al., 1964).

A indexacdo bioldgica, visando determinar se
plantas estdo ou ndo infectadas pelo viroide da exocorte,
¢ realizada nos clones RMA 861 ou RMA 861-S1 de
cidreira ‘Etrog’ enxertados em porta-enxerto de ‘Cravo’,

utilizando-se o teste de dupla enxertia. Embora algumas
vezes os sintomas ja possam ser observados quando ocorre
a primeira brota¢do da gema indicadora de cidra, o mais
comum ¢ que se manifestem dois meses apds a inoculagao,
em temperaturas de 28 a 32°C, e consistem em epinastia
do 4pice, encarquilhamento das folhas (Figura IE),
escurecimento de nervuras secundarias e amarelecimento
em estrias no caule. A indexagdo bioldgica para cachexia/
xiloporose foi feita, inicialmente, na indicadora tangerineira
‘Parson’s Special’ em porta-enxerto de limoeiro ‘Cravo’,
pela técnica de dupla enxertia. O hibrido Clemelin 11-20
[C. sinensis (L.) Osb. x C. reticulata], um hibrido entre
laranjeira ‘Hamlin’ e tangerineira ‘Clementina’, em porta-
enxerto de ‘Cravo’, tem sido apontado como o indicador
com melhor desempenho (Pérez et al., 1992). Nesse hibrido,
nas condi¢des do Estado de Sao Paulo, em temperaturas
de 28 a 32°C, o inicio dos sintomas se da a partir dos seis
meses apos a inoculagdo, 100% dos sintomas aos dez
meses, com ganho de seis meses quando comparado com a
tangerineira ‘Parson’s Special’ (Carvalho et al., 2003a). Os
sintomas observados sdo caneluras no tronco, impregnagao
de goma na casca, saliéncias no lenho, reentrancias na casca
do tronco da indicadora, proxima a regido de enxertia.

Apesar de cidra ‘Etrog’ ser utilizada na indexagao
biologica para a presenga do CEVd, os outros viroides de
citros também induzem sintomas nessa indicadora (Duran-
Vila & Semancik, 2003). A Tabela 2 apresenta um resumo
das reagdes produzidas pelas espécies de viroides em cidra
‘Etrog’. Podem ser observadas reacdes diferentes devido
ao fato de existirem misturas de espécies de viroides nas
plantas de campo, e esses viroides poderem interagir entre
si produzindo reac¢des diferentes das ja descritas. O método
biologico permite que seja feito o diagndstico da infecgdo por
viroides, mas ndo permite determinar quais espécies de viroides
se encontram na amostra analisada. Na Figura 1B observa-se o
sintoma de epinastia induzido por CEVd em cidra.

Métodos alternativos, combinando microenxetia in
vitro com indexacao biologica em plantas indicadoras para
o viroide da exocorte foram avaliados por Kapari-Isaia et
al. (2008). Em contraste com a indexacdo classica, na qual

TABELA 2 - Sintomas induzidos por espécies de viroides dos citros em cidra ‘Etrog Arizona 861-S1°

Viroide Nanismo Epinastia Necrose
Nervura Peciolo Vértice das folhas

CEVd Acentuado Severa Geral + -

CBLVd Leve Leve Pontual - -

HSVd - - - +/- +/-
CVd-II1 Moderado Geral Geral + -

Cvd-1v Moderado Geral Geral + -
CVd-0S - Leve - + -
CVd-v* Leve Leve Pontual + -

+ = presenga de sintomas; - = auséncia de sintomas

Adaptado de Bielsa (1999) e Duran-Vila & Semancik (2003)

*Serra et al. (2008a)
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a expressdao dos sintomas na indicadora ocorreu de 11 a 14
semanas apds a inocula¢do, a microindexacdo in vitro com
plantulas ou microestacas de cidra inoculadas por garfagem,
permitiu o diagnoéstico em 12 e 20 dias apds inoculagio,
respectivamente. A indexagdo de microestacas por inoculagdo
por meio de injecao apresentou resposta mais lenta, demorando
40 dias para a expressdo dos sintomas.

Finalmente, merece destaque o teste de protecio
cruzada (cross-protection), um método indireto de indexagao
bioldgica (Duran-Vila & Semancik, 1990). Com esse método,
¢ possivel se detectar infec¢des latentes ou induzidas por
isolados fracos. A inoculagdo prévia de uma planta indicadora
com um isolado fraco (ndo virulento) de um viroide protege ou
retarda o aparecimento dos sintomas quando a mesma planta
¢ posteriormente desafiada por um isolado severo (virulento)
do mesmo viroide. Portanto, nesse caso, o aparecimento de
um sintoma severo na planta indicadora significa auséncia
do isolado fraco. Os mecanismos moleculares envolvidos
na protecao cruzada ainda ndo sdo bem conhecidos, mas
provavelmente estejam relacionados com silenciamento de
RNA (Carbonell et al., 2008; Gomez et al., 2009).

Métodos moleculares

A transmissdo de isolados severos causadores
de exocorte para a espécie herbacea G. aurantiaca
tornou possivel o isolamento e caracterizagdo do agente
causador da doenga, o CEVd (Semancick & Weathers,
1972a). A partir dessa informagdo, varios métodos para
identificacao de outras espécies de viroides de citros, bem
como para deteccdo, foram desenvolvidos. Na maioria
dos métodos, a extragdo de RNAs totais ¢ determinante
para os procedimentos posteriores como nas técnicas de
eletroforese em géis de poliacrilamida (PAGE), RT-PCR e
hibridizacao.

Extracdao de RNA

Hé4 muitos protocolos de extragdo de RNAs que
variam de acordo com as caracteristicas do hospedeiro
e dos tecidos a serem analisados. Nao hd um método
universal aplicavel para qualquer situacao, sendo que para
cada caso devera se escolher aquele mais adequado. Na
maioria das vezes, faz-se necessario promover o aumento
da concentracdo dos viroides de citros com a inoculagao
prévia em cidreira durante 1-2 meses antes da extragdo de
RNAs. Essa hospedeira promove uma bio-amplificagdo do
titulo de todas as espécies de viroides conhecidas (Duran-
Vila et al., 1988a; Roistacher et al., 1977).

Dentre os protocolos de extragdo de RNAs
viroidais, o método descrito por Semancik (1986) com
algumas modificagdes pode ser utilizado para a maioria
das plantas cultivadas que apresentem um baixo nivel de
compostos deletérios. Folhas (normalmente 10 gramas)
sdo homogeneizadas em presenca de tampao de extracao
(0,4M de Tris-HCI pH 8,9, 1% de SDS, 5mM de EDTA,
4% de mercaptoetanol) contendo fenol saturado em 4agua
(pH 7,0), na proporcao de 1:5 (g:v). Em seguida, os
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acidos nucleicos presentes na fase aquosa sdo submetidos
a uma cromatografia em celulose ndo-ionica (CF-11)
em presenca de etanol. A seguir, sdo precipitados em
presenca de isopropanol e ressuspendidos em agua estéril.
Caso a preparagdo de acidos nucleicos ainda apresente
viscosidade elevada, principalmente devido a presenga
em excesso de polissacarideos, pode-se empregar um
método para reduzir a concentragdo desses compostos,
baseado em extragdo com metoxietanol (Bellamy &
Ralph, 1968).

Outros métodos de extragdo de RNAs podem ser
utilizados como: (i) o que permite a obtencdo de grande
concentragdo de viroides, descrito por Semancik et al.
(1975); (ii) o que utiliza o reagente TRIZOL (Invitrogen)
(Targon et al., 2005); (iii) o que utiliza SDS/acetato de
potassio (Astruc et al., 1996; Cafiizares et al., 1998). Todos
os métodos permitem a obtengao de RNAs de boa qualidade,
no entanto, Bernad & Duran-Vila (2006) apontam algumas
vantagens no uso do método SDS/acetato de potassio, tais
como: (i) ndo hé necessidade de usar solventes organicos;
(il) economia e praticidade; (iii) a homogeneizacdo das
amostras em sacos plasticos fechados diminui a chance de
contaminagdo cruzada. A escolha do método vai depender
do uso dos RNAs.

Eletroforese sequencial em géis de poliacrilamida
(sPAGE)

A mobilidade eletroforética de uma molécula ¢
determinada principalmente por trés fatores: (i) carga; (ii)
tamanho; e (iii) conformacao (Sambrook & Russel, 2001).
Os viroides, por serem pequenas moléculas de RNA circular,
apresentam caracteristicas peculiares quando submetidos
a eletroforese. Sua migracdo em géis de poliacrilamida
(PAGE) nativos tem um comportamento similar aos de
DNA de fita dupla lineares com mesmo numero de bases.
Porém, quando sdo submetidos a uma eletroforese em
condicao desnaturante (presenca de ureia ou temperatura
acima de 70°C), por perderem as pontes de hidrogénio que
garantem a forte estrutura secundaria, passam a apresentar
uma conformacao circular “relaxada”. Em func¢do disso,
as moléculas de RNA tém um retardamento na migracao,
permanecendo separados dos demais RNAs lineares
presentes na planta (como os pequenos RNAs ribossomais)
e dos monomeros e oligdmeros lineares viroidais (moléculas
oriundas da replicagdo viroidal) [para saber mais sobre
replicacdo dos viroides, consultar a revisdo de Flores et al.
(2005a)].

Os viroides sdo, entdo, analisados em PAGE. Ha
muitas variagdes de protocolos para analise de viroides e
outros pequenos RNAsem PAGE. Porém, nestaoportunidade
serd abordado somente a utilizagdo do PAGE sequencial
(sPAGE), que consiste na realizagdo de uma eletroforese
em condi¢do nativa seguida de uma segunda eletroforese
em condi¢do desnaturante. Preparacdes de RNAs contendo
viroides sdo aplicadas em um gel de poliacrilamida nativo
5% (em TAE 1X) e submetidas a eletroforese por uma hora
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a 100 volts e 70 mA. Apods a eletroforese, o gel ¢ corado
com brometo de etideo, e sob luz ultravioleta promove-se
o corte (horizontal) de uma por¢do do gel correspondente
a regido onde migram os RNAs com tamanho entre 240 e
450 nucleotideos [faixa correspondente aos tamanhos do
maior (401 nt) e menor (246 nt) viroides conhecidos]. O
pedaco do gel cortado ¢ transferido cuidadosamente para
um segundo gel (contendo 8M de ureia), sendo a seguir
realizada uma nova eletroforese a 25mA por 3 horas
em tampao de eletroforese TBE 0,25X. Apos a segunda
eletroforese (desnaturante), o gel ¢ corado com brometo
de etideo (em alguns casos pode ser corado com nitrato
de prata para uma maior sensibilidade) (Semancik, 1991;
Sanger et al., 1979). Uma variagdo da sPAGE ¢ o return
PAGE (rPAGE), em que ndo hé necessidade da realizagao
de um segundo gel. A segunda eletroforese (desnaturante) ¢
realizada no proprio gel da primeira eletroforese, invertendo-
se a corrente, elevando-se a temperatura e diminuindo a
concentragdo de sais do tampao (Singh, 1991). Apesar de
um pouco mais trabalhoso, o SPAGE permite que se tenham
resultados mais limpos, com melhor resolugdo e separagdo
das bandas dos RNAs viroidais.

Foi por meio de sPAGE que foram identificados
e isolados os outros viroides de citros (inoculados em
cidra), apresentando sintomas semelhantes aos causados
pelo CEVd, porém mais fracos. Esses viroides foram
chamados, inicialmente, de variaveis (CVaV), tinham
peso molecular menor e pensou-se que eram estirpes
moderadas do CEVd (Schlemmer et al., 1985). Esse
método ainda ¢ muito utilizado em programas de
certificacdo. Além disso, de todas as técnicas moleculares
utilizadas em pesquisa com viroides, somente aquelas
baseadas em PAGE nao requerem conhecimento prévio
da sequéncia de nucleotideos. Por meio de sPAGE ou
rPAGE, ¢ possivel identificar rapidamente se hd em uma
determinada preparagdo de acidos nucleicos moléculas
correspondentes a viroides. A versatilidade, sensibilidade,
praticidade e o baixo custo dos métodos baseados em PAGE,
0s colocam como os principais métodos utilizados no estudo
de viroides. Porém, quando os viroides sdo conhecidos,
outras técnicas moleculares como hibridizagdo de acidos
nucleicos e RT-PCR podem ser utilizadas, conforme sera
descrito e discutido a seguir.

RT-PCR (Reverse transcription — Polymerase chain
reaction)

As técnicas RT-PCR e multiplex PCR podem
ser utilizadas para a detec¢do de viroides com elevada
sensibilidade e especificidade (Levy et al., 1992; Yang et
al., 1992). Com a disponibilidade dos dados de sequéncia
das diferentes espécies de viroides, foram desenhados
iniciadores especificos para cada uma delas (Gross et al.,
1982; Ohno et al., 1983; Puchta et al., 1991; Rakowski et
al., 1994; Astruc et al., 1996; Semancik et al., 1997; Ito
et al., 2001; Bernad & Duran-Vila, 2006). Além disso,
atualmente, estdo disponiveis sequéncias de iniciadores

Tropical Plant Pathology 34 (5) September - October 2009

especificos para a deteccdo de isolados fracos e severos
de CEVd e de variantes do HSVd que induzem ou nao
cachexia/xiloporose (Bernad & Duran-Vila, 2006).
Algumas dificuldades podem ser encontradas ao se
utilizar RT-PCR, tais como: (i) amplifica¢do de fragmentos
de DNA inespecificos, principalmente quando o RNA ¢
extraido diretamente de material de campo; (ii) obtencao
de resultados falso-negativos em amostras sabidamente
infectadas com viroides, que pode ser devido a presenca de
inibidores na reacdo ou a falhas na sintese de cDNA. Bernad
& Duran-Vila (2006) definiram alguns pontos-chave para
amplificagdo eficiente e consistente dos viroides de citros: (i)
uso de transcriptase reversa propria para sintetizar cDONA em
temperaturas mais altas (65 °C) para evitar a reestruturagao
da molécula de RNA do viroide; (ii) devem ser utilizados
varios pares de iniciadores para a sintese do cDNA e PCR;
(ii1) a transcri¢do reversa e PCR devem ser feitas no mesmo
tubo—one step RT-PCR; (iv) utilizando o método de extragao
de RNA SDS/acetato de potassio e one step RT-PCR, nao ha
necessidade da inoculacdo dos viroides em cidra. De acordo
com os mesmos autores, esse procedimento possibilita a
deteccao rotineira dos viroides que, em conjunto com outros
métodos como sPAGE, pode ser utilizada para certificagao.
Para a amplificagao via RT-PCR de viroides, na maioria dos
casos, sao utilizados iniciadores adjacentes, imediatamente
opostos, normalmente desenhados para anelamento na CCR
(regidio conservada entre viroides do mesmo género), que
permitem a amplificacdo do genoma completo do viroide.

Técnicas de Hibridizacao

A técnica de hibridizacdo dot-blot, em particular,
permite que se analise um grande niumero de amostras de
maneira facil, rdpida e a um custo relativamente baixo.
Este método foi desenvolvido por Owens & Diener (1981)
para o diagndstico de viroides, utilizando sondas marcadas
com isotopos radioativos. Anos mais tarde, a técnica era
largamente empregada para a deteccdo de acidos nucleicos,
sendo publicados, a partir de entdo, uma série de trabalhos
para a detec¢do de virus, viroides e outros patdégenos por
hibridizacdo dot-blot (Pallés et al., 1998).

A hibridizacdo de impressées de tecidos ¢ um
teste sensivel e simples, utilizado para se detectar viroides
em tecidos infectados (Palacio et al., 2000; Targon et
al.,, 2001, 2005, 2006). O tecido fresco ¢ cortado e a
superficie ¢ impressa em membranas de nailon carregadas
positivamente. As amostras sdo fixadas e as membranas
podem ser utilizadas imediatamente para hibridizagdo ou
guardadas. Também nesse teste, para melhor sensibilidade
e reprodutibilidade, € preciso amplificar os viroides em
cidra. Do mesmo modo que para dot-blot, com uma Unica
hibridizacdo usando uma mistura de sondas, amostras
livres de viroides e amostras contendo viroides podem
ser facilmente analisadas. Membranas contendo controles
positivos e negativos podem ser facilmente comercializadas
em forma de kits. Atualmente, é considerado o teste mais
pratico para ser utilizado rotineiramente. Sondas de cDNA
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especificas de CEVd e de viroides dos outros grupos foram
desenvolvidas eusadas em dot-blot e hibrizacdo de impressao
de tecidos para a detecgdo especifica dos diferentes viroides
de citros (Gillings et al., 1988). A detec¢do do CEVd em
amostras de campo por meio de dot-blot foi feita por Flores
(1988). No entanto, métodos de deteccdo similares nao
se mostraram adequados para a deteccdo do HSVd em
amostras de campo, devido ao seu baixo titulo em tecidos
infectados (Levy et al., 1992). Deste modo, para melhor
sensibilidade e reprodutibilidade do teste, ¢ preciso bio-
amplificar os viroides por meio de inoculagdo em cidra e
utilizar essa planta para extragdo de RNA.

Em situagdes onde ndo ha necessidade de se
identificar a espécie de viroide, pode ser feita uma tUnica
hibridizacdo utilizando uma mistura de sondas (Targon
et al., 2005). Cohen et al. (2006) construiram uma sonda
multipla (multiprobe) contendo clones de CEVd, HSVd,
CBLVd e CVd-III. Essa sonda multipla marcada com
digoxigenina permitiu a detec¢@o das respectivas espécies
de viroides por Northern- e dot-blot. Neste caso, o viroide
nao ¢ identificado, mas, de acordo com os autores, esse fato
nao deve ser considerado um problema, pois os programas

1°PAGE (nativo)

<«— RINA
(circulares)

RINA
(Lmeares)

A‘—-—-—--—--

2°PAGE (desnaturahzante)

de certificacdo descartam as plantas fontes de borbulhas que
contenham qualquer espécie de viroide.

Northern-blot ¢ outra técnica de hibridizagdo que
possibilita a deteccdo de moléculas de RNA apds uma
eletroforese. No caso especifico de viroides, a eletroforese
¢ realizada em géis de poliacrilamida (nativos ou
desnaturantes), sendo os RNA em seguida transferidos auma
membrana de nailon para serem hibridizados com sondas
de DNA ou RNA. A vantagem desse método em relag@o ao
dot-blot ¢ a possibilidade de se analisar os tamanhos das
moléculas que hibridizam com a sonda, verificar a presenga
de mondmeros e oligdmeros lineares, além de reagdes ndo
especificas. Na Figura 3C observa-se o resultado de um
Northern-blot (apds sPAGE) com sondas radioativas para
deteccdo de CEVd em plantas de citros, onde é possivel
identificar as moléculas de RNA circulares e lineares.

A cada dia novos testes e estratégias sao
desenvolvidos para deteccdo de viroides (Murcia et al.,
2009). A escolha do método de deteccao vai depender da
finalidade do trabalho, da disponibilidade de espaco e de
recursos financeiros. Para os viroides de citros, a detecgao ¢é
importante, principalmente, nos programas de certificacao.
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FIGURA 3 - Métodos moleculares para detec¢ao de viroides; A. sSPAGE de amostras de RNA total extraidos de plantas de
cidra infectadas pelo Citrus viroid V (CVd-V). O colchete indica a regido que foi cortada do primeiro gel (entre 200 ¢ 400
pb) e transferida para o segundo gel (desnaturalizante). Observa-se apos a segunda PAGE a separagdo dos RNA circulares
(viroides) dos lineares. M — marcador de tamanho de DNA 100 bp (Roche); B. Hibridizagdo dot-blot, com sonda especifica
para a detec¢do de moléculas de polaridade positiva de CEVd, de amostras de RNA total extraidos de plantas de cidra
infectadas com viroides; C. Detec¢ao de RNA de polaridade positiva, apos sSPAGE, por Northern-blot com sonda especifica
para o CEVd. CEVd-C corresponde as moléculas circulares e CEVd-L as lineares do CEVd.
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Nas condicdes do Estado de Sao Paulo, a indexacdo
bioldgica, ou sua associa¢do aos métodos moleculares sdo
utilizadas ha muitos anos com sucesso. A possibilidade de
indexacao in vitro com o uso de plantulas ou microestacas,
apresenta-se como alternativa interessante para a diminuicao
de tempo e custos para o diganostico.

MATERIAL PROPAGATIVO LIVRE DE VIROIDES

Limpeza de viroides por meio de sementes

Mesmo antes das primeiras descri¢des de ocorréncia
de viroides em citros, ¢ provavel que a recuperagdo de
plantas de citros livres desses patogenos tenha ocorrido
sistematicamente por meio da propagacdo das variedades
de copa por meio de sementes, tanto nos centros de origem
das espécies, quanto nas suas introdugdes e multiplicacao
em outras partes do globo. A partir do inicio do século 20, o
emprego da enxertia em escala comercial trouxe, além das
incontestaveis vantagens em relagdo a fidelidade e auséncia
de juvenilidade, a possibilidade de transmissao de patdgenos
sistémicos, dentre eles os viroides, conforme evidenciado
posteriormente pela ocorréncia de pomares infectados
com exocorte e Xxiloporose, notadamente nos paises do
mediteraneo, Brasil e Argentina, onde o uso de porta-
enxertos suscetiveis era mais comum (Wallace, 1978). Com
o desenvolvimento de técnicas bioldgicas para deteccdo,
estas doengas passaram progressivamente a incorporar os
programas de registro e certificacdo de matrizes em todo o
mundo, como o pioneiro instituido na Califérnia em 1937,
inicialmente para solucionar o problema da sorose ao qual
foi incluida a indexacdo para exocorte em 1965 (Calavan et
al., 1978). Com o objetivo dirigido a obtencdo de materiais
livres de viroides e outros patdgenos sistémicos, o emprego
de sementes também foi bastante 1til nestes programas.
Pela auséncia de vascularizacdo, a semente funciona
como um filtro para os patégenos, e gracas a ocorréncia
da poliembrionia é possivel a obtencdo de plantas
geneticamente idénticas a planta mae por meio de seleg@o
de plantulas provenientes de embrides nucelares, derivados
de células somaticas do nucelo (Frost & Soost, 1968). O
sucesso do emprego da embrionia nucelar no Brasil para
a eliminacdo de exocorte e xiloporose, cuja presenca nos
pomares ficou evidente com o emprego do limoeiro ‘Cravo’
em substitui¢do a laranja ‘Azeda’ (Moreira & Salibe, 1965),
possibilitou a implantagdo oficial, em 1969, do Programa de
Registro de Matrizes do Estado de Sdo Paulo (Greve et al.,
1991), base para desenvolvimento nas proximas décadas da
maior agroindustria citricola mundial (Salibe, 1987).

Quimioterapia e Termoterapia

Nao foram encontrados relatos sobre o uso de
quimioterapia para eliminagdo de viroides em plantas de
citros. Entretanto, pode-se esperar algum efeito deste tipo
de tratamento, uma vez que Bells et al. (1986), citados
por Barba et al. (2003), mostraram que amantadine, uma
molécula ativa contra diversas viroses, foi eficiente na
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eliminagdo de CEVd de plantas de G. aurantiaca por
aplicacdo foliar em concentragdes superiores a 300 mg.L™!,
ocorrendo fitotoxicidade a partir de 1600 mg.L".

A termoterapia, utilizada por séculos na eliminagao
de doencas e organismos de sementes e tecidos de plantas, ¢
uma maneira efetiva e ecoldgica de erradicar patdgenos de
material propagativo. Para os citros, apresenta importante
uso na eliminacdo de sorose A, sorose B, gomose-concava,
impietratura, cristacortis, infeccao variegada, huanglongbing
(“ex-greening”), tristeza, “tatterleaf” e “vein enation”
(Roistacher, 1985). Relatado por Barba et al. (2003),
buscando uma alternativa ao emprego da embrionia nucelar,
o tratamento térmico foi a primeira estratégia empregada
na tentativa de eliminacdo de viroides em material vegetal.
Wallace (1978) relata que pesquisas pioneiras, realizadas na
década de 1960 com ramos destacados ou plantas inteiras,
indicaram que mesmo sendo possiveis tratamentos por
periodos prolongados, como 35°C por dois anos ou a 38°C
por 230 dias, a eliminagao do viréide ndo era muito eficiente,
0 que esta associado ao bom desenvolvimento deste tipo de
patdgenos em elevadas temperaturas. Conforme Roistacher
(1977), trabalhos posteriores, realizados por diferentes
grupos, confirmaram a inviabilidade de aplicacdo desta
técnica para limpeza de viroides de citros. Mesmo nao
sendo efetiva na eliminacdo de viroides, ¢ recomendavel,
entretanto, que a termoterapia seja adotada como estratégia
adicional para garantir maior seguranga nos trabalhos de
limpeza clonal via microenxertia (ver detalhes mais adiante).
Para isso, plantas inteiras podem ser mantidas em camaras
climaticas tipo “Fitotron” a 38°C com 16 horas de luz e 32°C
com 8 horas de luz por periodo de 7 a 60 dias. Brotagdes
emitidas nessas condic¢des sdo retiradas para a obtencao dos
apices meristematicos para a realizagdo da microenxertia
(Carvalho et al., 2002). A utilizagdo de estacas separadas
inoculadas em tubos de ensaio, em equipamentos menores
e de menor custo de manutencdo como as camaras de
germinacgao e crescimento tipo “B.0.D.” (Biologic Oxygen
Demand), pode proporcionar maior economia, além da
praticidade na aplicag@o destes tratamentos (Carvalho et al.,
2005). Segundo Navarro & Juarez (2007), a manutengdo
de plantas desfolhadas em camaras ou ramos destacados
in vitro sob temperatura constante de 32°C ¢é efetiva para
termoterapia de citros, sendo estes procedimentos utilizados
como rotina em apoio ao programa de saneamento e
certificacdo de citros da Espanha.

Microenxertia de apices caulinares

Devido a falta de uma conexao vascular entre células
meristematicas e pequenos primordios foliares do resto da
planta, aquelas se apresentam frequentemente livres de virus
e viroides, mesmo em plantas sistematicamente infectadas.
Portanto, a recuperacao de plantas livres de patogenos pode
ser obtida pela regeneracdo in vitro de plantas de apices
meristematicos excisados de plantas doentes. Este fato foi
primeiramente demonstrado na eliminagdo de virus em
dalia no inicio da década de 1950 e, desde entdo, tem sido
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utilizada para se eliminar numerosos patdégenos de diversas
espécies (Barba et al., 2003). Uma vez que o tratamento
térmico ndo era efetivo na eliminagdo de viroides em citros,
a cultura de meristemas seria, portanto, uma forma efetiva
para a limpeza. Entretanto, para plantas lenhosas nao ¢
possivel a recuperagdo do meristema in vitro. Assim, uma
técnica alternativa para produzir plantas livres de exocorte
foi desenvolvida por Murashige et al. (1972), constando da
enxertia dos apices meristematicos sobre porta-enxertos
desenvolvidos in vitro. Aperfeigoada por Navarro et al.
(1975), a microenxertia ¢ atualmente utilizada em todo
o mundo para a eliminagcdo de patdgenos sistémicos de
citros, sem os inconvenientes da juvenilidade da embrionia
nucelar, que ndo permite também a recuperacao de materiais
monoembridnicos (Navarro & Judrez, 2007). Todos os
viroides de citros sdo facilmente eliminados utilizando
um meristema composto do apice meristematico mais trés
primérdios foliares medindo 0,1 a 0,2 mm. Entretanto,
como reportado em diferentes trabalhos, € muito dificil se
obter plantas sadias com o uso de meristema maiores, entre
0,6 e 0,8 mm. Por este motivo, hé relatos de que viroides de
citros podem também ser separados de infecgdes mistas por
microenxertia (Barba et al., 2003).

Diferentes variedades de porta-enxertos podem ser
utilizadas para a microenxertia, sendo na Espanha e no
Brasil mais comum o uso do citrange ‘Troyer’ [Poncirus
trifoliata (L.) Raf. x C. paradisi Macfad.] (Carvalho et al.,
2005; Navarro & Juarez, 2007). Para que fiquem estioladas
e com o caule mais tenro, facilitando o corte, estas sdo
germinadas no escuro em tubos de ensaio com meio de
cultura MS (Murashige & Skoog, 1962), solidificado com
1% de agar e pH ajustado a 5,7. Os brotos, obtidos de
plantas mantidas no campo, casa-de-vegetacdo ou camaras
de termoterapia, sdo manipulados assepticamente sob lupa
estereoscopica em camara de fluxo laminar, utilizando-se
estiletes e bisturis cirtrgicos para a realizacdo dos cortes
e separagdo do apice meristematico. A microenxertia ¢é
efetuada pela inoculacdo da porgdo apical de 0,2 mm do
apice caulinar, composta do meristema mais duas a trés
folhas, em uma incisdo em forma de “T” invertido na haste
do microporta-enxerto estiolado, previamente podado na
raiz e no topo. Uma variagao da técnica, com a inser¢ao do
apice meristematico em incisdo de 0,3 a 0,4 mm realizada na
lateral do caule do porta-enxerto, € proposta por Su & Chu
(1984). Apds a insersao, esta janela aberta a 2-3 mm do topo
¢ coberta com tecido da mesma dimensao do retirado do
mesmo porta-enxerto. O pegamento neste processo chega
a 60%, superior a média de 20% obtida com a enxertia
em incisdo em “T” invertido apical. Apds a operagao de
microenxertia, o conjunto ¢ colocado em tubos de ensaio em
meio MS liquido e mantido em cadmara de crescimento até a
confirmacdo do pegamento e desenvolvimento satisfatorio
do broto. Em seguida, ¢ transplantado diretamente para
vasos, ou feita enxertia do conjunto obtido por garfagem
lateral ou de topo em porta-enxerto estabelecido em vaso,
com protecao de minicamara umida até a retirada do fitilho,
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conforme metodologia proposta por De Lange (1978) e
adaptada por Paiva & Carvalho (1993). Apds aclimatacao
e desenvolvimento suficiente, as plantas recuperadas
pela aplicacdo da termoterapia e microenxertia devem,
novamente, ser indexadas para confirmacao da eliminagao
dos viroides, utilizando-se as técnicas descritas nos topicos
anteriores. A aplicacdo desta metodologia no Laboratorio
de Biotecnologia do Centro APTA-Citros Sylvio
Moreira, Instituto Agrondmico de Campinas (IAC), tem
proporcionado 100% de sucesso na limpeza dos viroides da
exocorte e xiloporose, detectados, respectivamente em 19%
e 9% dos clones velhos do Banco Ativo de Germoplasma de
Citros da Unidade (Carvalho et al., 2003b, 2005).

O emprego da microenxertia de apices caulinares
¢ atualmente a técnica mais adequada para a limpeza de
viroides, sem os inconvenientes da embrionia nucelar, com
praticidade e eficiéncia também ndo alcangada por outros
métodos como atermoterapia ou quimioterapia. Nao obstante
seu largo emprego em todo o mundo, incluindo o uso como
ferramenta de apoio na recuperacdo de plantas obtidas
por transformacgdo genética e outras técnicas (Navarro &
Juarez, 2007), seu aprimoramento ¢ o desenvolvimento
de outras estratégias certamente serdo objetivo de novas
investigagdes. Como exemplo, pode-se citar a proposta
de D’Onghia et al. (1997) de que, assim como para
videira, a embriogénese somatica possa ser considerada
como uma técnica de potencial uso em programas
de limpeza de citros. Atribuindo a perda dos agentes
infecciosos durante a proliferagao de calus, estes autores
recuperaram plantas sadias de limao verdadeiro por meio
da cultura de embrides somdticos obtidos da cultura
de estilo de plantas infectadas com diferentes viroses,
incluindo o viroide da exocorte. Finalmente, deve-se
ressaltar a importancia de medidas complementares apos
a obtencdo de materiais sadios para viroides ou qualquer
outro patoégeno de citros, de maneira a desenvolver um
programa eficiente de controle sanitario de material de
propagacao. Nas condi¢cdes em que o virus da tristeza dos
citros é endémico, como no Brasil, visando a protegao
contra isolados fortes, apos a limpeza clonal é necessario
que plantas de variedades mais sensiveis ao virus, como
a laranja ‘Péra’, sejam pré-imunizadas, empregando
isolados fracos protetivos (Miiller & Costa, 1979). Apos
avaliagdo agrondmica e confirmacdo da manuten¢do da
pureza varietal, essa nova planta pode ser registrada
como matriz para retirada de sementes ou borbulhas para
utilizagdo na forma¢do de novas mudas. Para evitar a
recontaminagdo por viroides, o manejo das plantas deve
ser feito com o cuidado de desinfeccdo de ferramentas
como canivetes e tesouras de poda, sendo a verificacao
realizada periodicamente por meio de testes de indexagao.
No Brasil, em que ha ocorréncia de doencas transmitidas por
vetores, como afideos transmissores de tristeza, cigarrinhas de
clorose variegada dos citros, e psilideos do huanglongbing,
matrizes, borbulheiras e blocos de multiplicagdo e mudas em
viveiros devem ser mantidas sob telado.
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