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1. INTRODUCAO

O declinio dos citros, uma anormalidade de causa
ainda desconhecida, & uma das doengas gque mais causa prejuizo
& citriculturé brasileira (PRATES et alii, 1984 e BERETTA.,
1987). Constitui-se em motivo de crescente preccupacio de
produtores e de pesquisadores.

Esta doenca foi detectada no Brasil pela primeira
vez em 1970 no estado da Bahia, tendo atingido na década
passada todos os estados produtores de citros (PAGUIO et alii,
1983).

Na Flérida, anomalia semelhante conhecida como
"blight"” causa a morte de mais de meio milhé&o de rprlantas
produtivas por ano, acarretando um prejuizo para a industria de
citros de aproximadamente 60 milh&es de dblares (MARAIS, 1980).
No Brasil, apenas no estado de S&o Paulo, © declinio doa'citros
j& foi responsdvel pela morte de mais de 10 milh&es de

&rvores (PRATES, 1988).



Devido & gravidade destes problemas em véarios
paises, muitos estudos tém sido feitos.

Apesar de pesquisas intensivas desde 1874, seus
tratamentos ainda n3oc foram possiveis, pelo desconhecimento da
etiologia e devido ao fato de que as plantas somente mostram
sintomas em estddio avancado destas anomalias, quando sé&o
irrecuperaveis (CHILDS, 1979 e ROSSETTI et alii, 1984).

Os sintomas do declinio dos citros sdo em geral
observados em pomares apds cinco anos de idade (MARAIS, 1880).
No entanto, isto n#o significa que somente plantas com mais de
cinco anos sejam suscetiveis ao declinio dos citros.

.Como é muito provavel que o "blight” e o declinio
aos Cci
podem ser transmitidos através da enxertia de raizes ( BRLANSKY &
LEE, 1987 e LEE et alii, 1988) os seus diagnésticos precoces
poder&o monitorar a erradicacio de plantas infectadas no pomar,
diminuindo a quantidade de inéculo na &area e, consequentemente,
reduzindo o risco de disseminacdo. Processo semelhante visando
diminuir a expans8o do "blight", tém sido feito por
citricultores na Flé6rida, EUA, através do corte das plantas
condenadas e aplicacdo simulténea de herbicida para matar as
raizes (MARAIS, 1990).

O acumulo de Zn no lenho e o teste de absorgéo
de 8gua através do uso da seringa, s8o os principais testes

padro&s de diagnéstico. Servem para distinguir &s é&rvores



afetadas pelo "blight" ou declinio dos citros de outras doengas
que também causam o definhamento das plantas citricas (WUTGSHER,
1989). Mas estes testes d3o resultados positivos somente quando
as plantas J& apresentaram os sintomas.

Portanto, o desenvolvimento de um teste gque
possibilite o diagnéstico do declinio dos citros, antes do
aparecimento dos sintomas visuaié, €& de grande interesse.

0 objetivo principal do presente trabalho foil
desenvolver um teste sensivel de diagnose que permita a deteccéo
precoce de plantas afetadas pelo declinio dos citros. O
desenvolvimento deste teste foil baseado na hip6tese aque o

declinio €& causado por um microorganismo presente no eistema
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alterac8es protéicas, utilizando técnicas eletroforéticas e
1munoiégicgs.

0 objetivo secundério foi de reavaliar a validade
do teste de absorcdo de &gua com seringa € das alteragdes
nutricionais. E importante ressaltar, que este € o terceiro
estudo na linha de pesquisa relativo & detecgdo do declinio
dos citros. Compreende por sua vez um aperfeigoamento dos

anteriores.



2. REVISAO DE LITERATURA

Os sintomas tipicos do declinio dos citros s&o o
aparecimento de um répido murchamento parcial ou total da planta,
seguido de queda das folhas e dessecamento dos ramos a partir
das extremidades. A falta de novas brotactes na bvprimaversa,
permite detectar facilmente as plantas com declinio dos citreos,
no pomar (RODRIGUES et alii, 1979 e TAVARES, 1987). Quando as
folhas Jj& estdo completamente desenvolvidas, mostram-se com um
verde opaco, sem brilho e comumente exibem sintomas de
deficiéncia de zinco e manganés (BERETTA & ROSSETTI, 1988k). Os
frutos geralmente s&o menores e com menor quantidade de suco. No
estéddio mais avancado da doenca, pode ocorrer uma brotacio mais
sbundante na parte interna da copa e no porta-enxerto. As raizes
primérias e secundarias das plantas afetadas pelo declinio dos
citros mostram-se normals, exceto em estddio mais avancado,
quando o numero de radicelas é reduzido (LIMA, 1985 e BERETTA &
ROSSETTI, 1988b). O ataque no pomar é em reboleira (YOKOMI et

alii, 1984 e BERETTA, 1988).



Internamente, o declinio dos citros e o "blight”
se caracterizam PelO’aCumulo no tronco, acima da regiBo de
énxertia, de sais de zinco e fen6licos soluveis em agua (WUTSCHER
et alii, 1977; ALBRIGO & YOUNG, 1979; ROSSEITI et alii, 1980 e
ROSSETTI, 1984); pela baixa absorcio de &gua no tronco, ramo e
raizes (COHEN, 1974 ; ROSSETTI et alii, 1980 e LEE et alii,
.1984) e pela presenca de obstrucdes amorfas nos vasos do xilema
(BRLANSKY et alii, 1985). Os tecidos internos das plantas com
declinio dos citros tém sempre um pH mais elevado do que as
plantas sadias (ROSSETTI & BERETTA, 1984). |

Devido a semelhanga dos sintomas, o declinio dos
citros tem sido relacionado as anomalias denominadas de
“Blight", "Sandhill decline" e "Young tree decline” (COHEN,
1974), que ocorrem no estado norte americano da Florida desde
1874 (SMITH, 1974); “Decline”, na Africa do Sul (MARAIS, 1988);
"Sudden déoline”, na Venezuela (OCHOA et alii, 1988);
"Marchitamiento repentino”, no Uruguai (WUTSCHER et alii, 1980) e
de " Declinamiento” ou "Fruta Bolita", na Argentina (MARMELICZ,
1988).

Atualmente existem duas correntes de pesquisadores
aue trabalham com o declinio dos citros. Uma corrente defende
ser a causa um disturbio fisiolégico e a outra defende a
hip6tese da causa ser patoldgica.

Varios trabalhvs tém sido feitos no sentido de
A;:onfirmar os aspectos fisiol6gicos como causadores do declinio

dos citros.



Em estudos para avaliar o estado nutricional das
laranjeiras “Valéncia” com e sem declinio dos citros,
verificou-se que os teores de zinco na matéria seca da casca e
do tronco, apresentaram-se mais altos nas plantas doentes gquando
comparadas as plantas sadias (ALBRIGO & YOUNG, 1©281).

Outro estudo com laranjeira “Valéncia ,
realizado em Minas Gerais, observou-se que os teores de N, K, Mg
e Mn na matéria seca foliar foram maiores nas plantas sadias do
que naquelas com declinio dos citros (TAVARES, 1987).

Em um levantamento nutricional realizado nos
estados da Bahia e S&o Paulo, foram analizados macro e
micronutrientes, na matéria seca foliar. Destes, o N, o P e o K
apresentaram teores mais altos nas plantas sadias do que nas
doentes, ocorrendo o contrario com Ca, B, Cu e Mn (COELHO et
alii, 1983).

| Jd em outro trabalho de nutrig@o mineral, foram
comparadas plantas sadias com plantas em diferentes estédios do
declinio dos citros: Estddio I- plantas com folhas de
coloragdo verde fosco; Est. II- desfolhamento parcial; Est. III-
desfolhamento e seca dos ramos ponteiros; Est. IV- desfolhamento
sbundante. Observou-se que a medida que a doenga evolui,
aumentaram os teores de N, Mg e’B na matéria seca da casca do
tronco, os teores de N, Ca, B e Cu na matéria seca do lenho, e
os teores de S e B nas folhas, e que decresceram os teores de B

e Fe determinados nas amostras de frutos (GIROTO, 1990).



Em trabalhos nos Estados Unidos, comparou-se
laranjeiras ‘Valéncia’ propagadas a partir de plantas com e sem
"blight". Apos 12 anos foil impossivel distinguir visualmente as
plantas e nao foram observadas diferengas no tamanho, nas
concentragtes de Zn no lenho (3 ppm} e na casca (3¢ e 27 ppm) e
de fenolicos soluveis no lenho (3,2 mg/g) (WUTSCHER et alii,
1983) . '

0 tipo de solo e seu preparo, segundo HUTSCHER-
(1988), influencia a incidéncia do declinioc dos citros,
enquanto que FISHER et al. (1984), concluiram que o declinio dos
citros nd3o esta associado com condigdes especificas do solo.

Trabalhos em fertilidade do solo realizados em
S3%o Paulo (TﬁﬁNf et alii, 1986) n3oc encontraram relagzo entre
a ocorreéncia do dec]inio dos citros e as quantidades de
calcarioc, macro é micronutrientes e mateéria orgé&nica
aplicadas.

"Deficiéncias de hormdénios reguladores de
crescimento endogenocs, também tém sido relacionadas com o
declinio dos citros, e s%o apontadas por CASTRO et al. (1992),
como uma possibilidade na recuperagd3o de plantas com declinio
dos citros, pela aplicagd&o repetida destes regquladores
vegetais.

Pelas observacoes feitas, sabe-se que o declinio
dos citros afeta em dife;entes graus os principais porta-enxertos
e cultivares de copa utilizados comercialmente (BERETTA &

ROSSETTI, 1988b).



Levantamentos realizados no estado de S&o Paulo,
indicaram que em porta-enxertos de laranja “Caipira’,
tangerineira “Cledpatra”, tangerineira “Sunki” e tangelo
‘Orlando’, aes plantas ndo manifestaram sintomas de declinio dos
citros e foram consideradas como tolerantes ac mesmo (MULLER et
alii, 1982; BERETTA et alii, 1988 e ROSSETTI & BERETTA, 1885). Ja
na Flérida, a tangerineira Cledépatra é bastante afetada pelo
“blight", especialmente quando as &rvores sdo velhas (BERETTA,
1988). O porta-enxerto limoeiro “Cravo”, no qual praticamente

cerga, € altamente

==

toda a citricultura nacional se al
susceptivel ao declinio dos citros (BERETTA & LEFEVRE, 1986;
PRATES, 1988\e BERETTA & ROSSETTI, 1980), enquanto que a

3 -:.Cd-ade ocona maia afetada & a ]_a]“ﬂﬂjﬁ'}?":’-\ “Valéneia“® (GUIRADO

et alii, 1984 e GIROTO, 1990).

Investigagdes também, sobre o possivel
envolvimento de um agente causal para o declinio dos qitros tém
sido realizados.

Estudos epidemiol6gicos tém indicado que plantas
adjacentes a plantas afetadas, tornam-se mais susceptivels a
doenga do que as plantas localizadas a grandes disténcias
(YOKOMI et alii, 1984) e gque o aumento do nﬁmerp de plantas com
declinio dos citros ocorre segundo uma fungdo exponencial do
tempo (PRATES et alii, 1987), caracterizando uma doenga
poliéiclicé.

O declinio does citros tem muitas caracteristicas

comuns com doengas causadas por racas da Xvlella fagtidioga,



bactéria gram negativa limitada ao xilema, como as doengas
"Pierce" da videira e "Phony" do pessegueiro (HOPKINS, 1982).

Plantas com menos de 2 anos infectadas com Xylella
fastidiosa, desenvolveram alguns sintomas de declinio dos citros
(HOPKINS, 1988). No campo, entretanto, arvores novas com menos
de 5 anos, n3oc s¥o susceptiveis (SMITH & REITZ, 1977).

Testes tipo ELISA, conseguiram detectar a mesma
bacteéria no extrato de raizes e ramos de plantas doentes,
obtido através de um sistema de vacuo (HOPKINS et alii, 1989).

Com base na microscopia eletronica de raizes de
plantas afetadas, em experimentos de quimioterapia e através da
transmissdo da doenga bacteriana "Pierce" de plantas com
declinio dos citros para a videira, sugere-se que esta bacteria
ou ocutras bactérias que estdo limitadas ao xilema, sejgm o
agente causal do declinio dos citreos (TIMMER, 1989).

Microorganismos envolvendo varias especies de
nematoides, fungos (RDSSETTi & BERETTA, 1988), micoplasmas e
_virus (MARAIS, 1990) foram examinados. 0 postulado de Koch no
se aplicou a nenhum desses microorganismos, que foram
excluidos como possiveis agentes causais.

Apesar da causa do declinio dos citros ser ainda
desconhecida, existem hipdteses que sugerem & provavel
participagdo de vetores na transmiss&o da doenga (BERETTA &
LEFEVRE, 1986).

Insetos como cigarrinhas (BERETTA & ROSSETTI,

1988a) comumente presentes em areas infestadas pelo declinioc dos
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citros, e afidios como ToxopLera citricidus e Aphis citricola
(QGOSTINI, 1988) foram estudados como possiveis transmissores Go
declinio, porém oS resultadoa.obtidos foram negativos.

A transmissdo do " blight" através da enxertia de
raizes, indica que um agente infecciloso estd associado a doenca
(TUCKER et alii, 1984 e LEE et alii, 1988). Contrario a estes
resultados, as tentatlivas realizadas na transmissdo do declinio
dos citros através da enxertia de partes aéreas nido tiveram €xito
(WUTSCHER et alii, 1983). £ possivel que o agente causal do
declinio dos citros esteja limitado &as raizes ou 8se€ encontre
nestas em maior concentrac&o do que nas partes aéreas.

Visto que a causa do declinio dos citros ainda
~
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disponiveis para a .doenga. -
“‘ Varias tentativas de recuperagdo das plantas
afetadas foram realizadas. Na'Flérida,'as plantas afetadas néo
responderam aos tratamentos de injegdo no tronco € a
aplicagdo nas ralzes, do antibidético tetraciclina (TIMMER et
alii, 1981). No Brasil, inje¢&o em troncos de plantas afetadas
por declinio dos citros com solugéo diluidé de dcido
cit:rico, baixou ligeiramente O pH do lenho, mas ngdo recuperou
ag plantas (ROSSETTI & BERETTA, 1984). |
Outros tratamentos, COMO afrancamento coOmn poda

drastica da copa (BERETTA & ROSSETTI, 1888b); a sub-enxertia

"(ROSSETTI et alii, 1984); o uso de reguladores de crescimento
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(PRATES et alii, 1983); a aplicagao de escéria, produto rico
em silicjg, c&lcio e magndsio (BERETTA & ROSSETTI, 1988) e
dos pesticidas Aldicarb e Carbofuram (citado por MULLER et alii,
1982), também ndo tiveram eéxito na recuperagdo total das
plantas.

Trabalhos realizados , mostraram que os sintomas
do declinio dos citros sdo irreversiveis na natureza (GUIRADO et
alii, 1984 e BERETTA et alii, 1987).

Sintomas visuais semelhantes ao declinio dos
citros podem ser induzidos por outras causas, como o dano
causado por deficit hidrico, "foot rot", "Rio graﬁde gummosis",
nematoides, o virdide da exocorte e os virus da tristeza e da
xiloparose,'d;fi:ultando a sua identificag3o (COHEN, 1974 e LEE
et alii, 1984).

Além dos sintomas visuais, alguns testes foram
estabelecidos, para distinguir-se arvores afetadas por
declinio dos citros de outras anomalidades que também causam O
definhamento das plantas citricas. Os principais testes s3o o
teste de diagnostico de absorg3o de &gua, as obstrugdes dos
vasos lenhosos, as alterag®es minerais nos tecidos e as

alteragdes proteicas.

2.1. Teste de diagnostico de absorgdo de agua

0 método de injecdo por gravidade para medir a

absorcdo de a&agua em troncos de arvores, foi desenvolvido por



COHEN (1974). Este método foi simplificado e melhorado
posteriormente através do uso de seringa (GUIRADO et alii, 1984 e
LEE et alii, 1984). As plantas com declinio dos citros apresentam
reduzida ou nula absorc¢do de agua no tronco, ramos e raizes.
Elas absorvem menos do que 50 ml/24hs pelo método de injec&o
de &gua por gravidade e menos do que 0,3 ml/seg. através do

método de injegdo de agua pela seringa (LEE et alii, 1884).

2.2. Obstrugtes dos vasos lenhosos

Plantas com declinio dos c¢itros possuenm
obstru¢fes amorfas e filamentosas nos vasosg do xilema, que
causam uma reducdo na translocac8o hidrica nos seus tecidos.
As obstrucdes amorfas tém sido encontradas somente em Aarvores
depauperadas devido ao declinio, enquanto que as filamentosas
est8o presentes em drvores citricas afetadas por outras
doencas, € também em &arvores sadias, porém em menor numero

(BERETTA, 1988).

2.3. Alteragdes minerais nos tecidos

0 acumulo de zinco no lenho é também um dos
testes padrdes utilizados ﬁara diagﬁosticar o declinio dos
citros, distinguindo-o de outras doencas (WUTSCHER et alii,
1977). O motivo deste actmulec com o desenvolvimento da doenca
é ainda desconhecido. Plantas consideradas afetadas pelo

declinio dos citros possuem mais de 3,0 ug de Zn/g de lenho
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(LEE et alii, 1984). O acimulo de =zinco, ocorre antes da
formag2o das obstrugdes nos vasos e do desenvolvimento dos
sintomas nas folhas, sendo considerado portanto, como um dos
primeiros sinais para que uma planta esteja infectada (MARAIS,
1990).

A desvantagem da wutilizagd&o destes testes
padries estabelecidos para a confirﬁagéo de ocorrenciea do
declinio dos citros, & que eles sdo empregados somente para

plantas com sintomas j& visiveis.

2.4. Alteragfdes protéicas.

.

0 estudo de macromoléculas, principalmente as
protefinas, tém sido empregaco com SuUCesso na caracterizagdo,
purificag&o e diagnose de microorganismos atraves de
técnicas de biologia molecular como eletroforese, imunodifusao
e imunoeletroforese (OUCHTERLONY & NILSSON, 1967 e NOWOTNY,
1979).

Técnicas eletroforéticas em géis de acrilamida e
amido permitem a separacdo de proteinas atraves de seu peso
molecular ou carga elétrica, produzindo padrdes proteicos que’
podem ser visualizados e utilizados como verdadeiras impressoes
digitais (PAIVA et alii, 1991). Como as proteinas sado produto
direto do cédigo genétiﬁa, pequenas diferencas entre padroes
proteicos servem para separar ragas fisiologicas de
microorganismos baseando-se em pequenas diferengas em suas

macromoleculas.
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Anticorpos produzidos contra proteinas especificas
servem como poderosas sondas bioldgicas para testes imunolégicos
de caracterizag8o e de diagnose como "Enzyme Linked
Immunsorbent Assay" (ELISA) e imunoeletroforese (reac&do anticorpo
X antigeno em uma matriz gelatinosa) que permitem detectar,
quantificar e visualizar pequenas diferencas entre moléculas
. (CLARK & ADAMS, 1977 e NOWOTNY, 1979), possibilitando um
diagn6stico precoce de doengas.

Recentemente pesquisadores da Fldrida,
identificaram sete proteinas presentes no extrato do xilema de
raizes de plantas doentes, que foram assocladas com O "blight".
Tais proteinas n8o estdo presentes nos extratos de raizes de
plantas sadias, ou estio nestas em menor concentragdo (DERRICK
et alii, 1990). Nenhuma destas macromoléculas foram encontradas
em plantas afetadas por outras doengas (O"REILLY, 1890), sendo
portanto exclusivas de plantas com declinio.

Em plantas Jjovens, que foram enxertadas com
raizes de plantas afetadas pelo "blight"”, observou-se a
presenga de proteinas especificas para a doenga, O Qque sugere
que elas também podem ser infectadas.

i Estas proteinas exclusivas de plantas com
“blight", presentes no extrato do xilema de raizes de plantas
doentes, tém sido utilizadas com sucesso no diagnéstico de
plantas pré-sintomaticas (DERRICK et alii, 1991)

Proteinas isoladas do extrato de folhas de

plantas doentes, também permitiram o diagnéstico de laranjeiras
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como sendo sadias ou doentes, em trés regices diferentes da
Flérida, através do sistema "western blot" (BAUSHER & SWEENEY,
19919 .

0 sistema "western blot", diagnosticou plantas com
"blight" antes do desenvolvimento do acumulo de Zn no lenho e do
estresse de &gua, mostrando-se ser até o momento, o teste mais

precoce e preciso patra o diagnostico do "blight".



16

3. MATERIAL E METODOS.

3.1. Experimento no 1: Alterag®es protéicas

\As técnicas eletroforéticas foram realizadas no
Leborstéric de Rinlagia Moleesular., dn Centro Nacional de
Pesquisa de Milho e Sorgo (CNPMS-EMBRAPA).

Os materiais de ramos e raizes de citros
utilizados foram obtidos de pomares comerciais, situados nos
municipios de Bebedouro, estado de S&o Paulo e de Alfenas,
estado de Minas Gerais. As amostras de raizes e ramos foram
coletadas de laranjeiras [Citrus sinensis (L) Osbeck cv.
Valéncial, enxertadas no limceiro (Citrus limonia Osbeck cv.
Cravo).

Para distinguir plantas sadiae e afetadas pelo
declinio dos citros, utilizou-se do método de injeg&o de
dgua com eeringa no tronco eob press8o (LEE et alii, 1984).

Coletou-se amostras com 1 a 2 cm de dilmetro de

plantas sadias e com declinio, que foram parafinadas nas
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extremidades, embaladas em papel umidecido e colocadas em caixa

de isopor para transporte. No laboratdpio manteve—-se as amostras

na geladeira, até a extrag@o das proteinas, que se deu no

méaximo até trés dias apds a colheita.

3.1.1. Extrac8o protéica

Para a extragdo das proteinas, as amostras de
raizes e ramos foram cortadas com aproximadamente 10 cm de
comprimento € a casca de suas extremidades removidas. As
extraco8s se deram com o tampdo de extragd8o de proteinas
PBS, pH 7,4 (0,8% NaCl; 0,02% KHoPO4; 0,29% NaoHPO, . 12Ho0;5 0,02%
KCl), acrescido de 1% betamercaptoetanol(a). Em wum gquitasaco
adaptado e através de uma bomba de véacuo, passou-se 400 ul do
tampio PBS, nos vasos lenhosos de cada amostra.

Para minimizar uma possivel degradagé&c das
proteinas a extrag8o foi feita com o quitasaco mantido dentro
de gelo moido e ap6s a extragdo, O extrato foi congelado a

-20°C e liofilizado.

(a) Conforme metodologia utilizada no laboratério da EMBRAPA-
CNPMS, para extragdes protéicas.
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3.1.2. Eletroforese

A eletroforese foi feita em ge€is de sddio
dodecil sulfato-poliacrilamida gel (SDS-PAGE), com 12,5% de
acrilamida e com 1,5 mm de espessura, em sgistema descontlnuo
(LAMMELI, 1970). As géis foram submetidas a aplicagdo de carga
elétrica de 12 mA durante a sobfe~gel e em seguida a 24 mA até
o final da gel.

A visualizagdo dos padrdes protéicos nas géeéis
foi obtida através da coloragdo das mesmas com O corante
"Coomassie Blue R-250".

\Os pesos moleculares foram estimados pela
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sg8s com po o /e nes
moleculares conhecidos: Bovino albumina (66 KD), Ovoalbumina (45
KD), Gliceraldeido 3-fosfato dehidrogenase (36 KD), Anidrase
carbdnica (29 KD), Tripsinogénio (24 KD), Inibidor de Tripsina

da soja (20,1 KD) e a Lactalbumina (14,2 KD).

3.1.3. Purificacdo das proteinas exclusivas de

plantas com declinio dos citros.

A purificag&8o das proteinas exclusivas da

doenca foi feita conforme o protocolo descrito pela IBI

(International Biotechonologies, 1986/87), . para o modelo

Unidirecional Electroeluter Analytical (UEA). A eletroeluicdo
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unidirecional se deu em tamp3c 0,025 M Tris + 0,192 M glicina +
0,1% SDS, para tampgm de alta salinidade (5,8 g NHz0Ac + 0,017% de
Azul de Erommeﬁnl), a 125 Volts por 33 e 45°. 0 material
recuperado foi dializado em tampao PBS (pH 7,4) durante uma noite
e centrifugadoe a 10.000 rpm/15°. 0O pelete contendo as proteinas

foi ressuspenso em 125 ul de PBS (pH 7,4) e armazenado a -20°cC.

3.2 Experimento no 2: Alteracdes nutricionais

B <~ 0 experimento foi conduzido em um pomar comercial
no municipio de Bebedouro, estado de Sao Faulo. Bebedouro esia
situada a uma altitude de 600 m em relagdo ao nivel do mar, com
pluviosida&é média de 1500 mm anuails.

As plantas utilizadas fdram laranjeiras [Citrus

sinensis (L.) Osbeck cv. Valencial, enxertadas no limoeiro

(Citrus limonia Osbeck cv. Cravo) .

As arvores tinham aproximadamente 15 a 16 anos de
idade, encontravam-se em um talhao de 24,74 hectares com 5500
plantas, espa;ad%s a 9%x5 metros e com indice de declinio dos
citros em torno de 20 a 30%.

0 solo dozpnmar & um Podzolico Vermelho Amarelo

Latossolizado.
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3.2.1. Métodos

3.2.1.1. Delineamento experimental

Utilizou-se (o} delineamento inteiramente
casualizado em esquema de parcela subdividida, com 6 repeticles,
onde os estaddios do declinio doé citros constituiram os niveis
do fator de parcela e os locais de amostragem os de subparcela. A
parcela experimental foi constituida de uma tnica planta. Os
tratamentos foram as combinactes de 4 esté&dios do declinio dos
citros (plantas sadias, plantas no inicio, no meio e no final da
doenca) com 5 ;ipoa de amostragem de tecidos da planta (casca do
ty : rasca da rafz. lenhn da raiz e folha).
totalizando 20 tratamentos.

A caracterizackio dos estddios do declinio dos
citros através da diagnose visual, foi realizada segundo
metodologia similar & descrita por TAVARES, (1987):

Estadio O (sadia): testemunha;

Estddio I (inicio do declinio dos citros):
plantas isentas de brotac¢bes novas e folhas com coloragdo verde
fosco; _

Estddio II (médio do declinio dos citros):
plantas isentas de brotacbes novasg, folhas com coloracdo verde
fosco, desfolhamento e seca dos ramos ponteiros;

Estadio III (final do declinio dos citrog)l:

plantas isentas de brotacdes novas, exceto no interior das



pernadas, folhas com coloracdo verde fosco, desfolhamento
abundante, seca severa dos galhos na copa da planta.

A caracterizagdo das amostras de tecidos da planta
foi realizada de acordo com a metodologia citada por ALBRIGO &
YOUNG, (1979) e EMBLETON et alii, (1973), excetuando-se para a
amostragem de raizes onde ndo se encontrou nenhuma citagfo.

Amostra I: semi-anel doltronco com cerca de 15 cm
de comprimento, 10 cm de largura, acima da regi8o de enxertia e
livre de gualquer dano.

Amostra II: porcdes do lenho com aproximadamente
12 cm de comprimento, 3 a 7 cm de largura e cerca de 3 cm de
espessura, acima da regiédo da enxertia.

. “hmostra IIL: semi-anel da raiz, com cerca de 10
em de comprimento, 2 cm de largura, isento de qualquer tipo de

dano.

Amostra IV: porctes do lenho de ralz, com
aproximadamente 3 cm de comprimento e 2 ém de largura, localizada
a mais ou menos 10 em de profundidade.

Amostra V: quarenta folhas de tamanho normal,

pecioladas, com 4 a 7 meses de idade e igsentas de danos.

3.2.1.2. Instalacio e execucdo

Primeiramente, as plantas foram selecionadas

‘através de diagnose visual e submetidas a avaliacgdo qualitativa
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dos estadios do declinio dos citros por cinco juizees devidamente
treinados para este fim, gque atribuiram pontuactes de zero a
seis, de acordo com a caractefizacao previamente estabelecida
para cada estédio.

As plantas selecionadas para o estudo
encontravam-se aparentemente isentas de outros problemas
fitossanitérios.

0 critério de diagnéstico para distinguir plantase
sadias e afetadas pelo declinio dos citros, foi o mesmo utilizado
por LEE et al. (1984), pelo método de injec&o de agua com seringa
no tronco sob pressio, fundamentadoc em uma caracteristica
distinta do declinio dos citros que é a presenca de obstructes
amorfas nos va%os do xilema (COHEN, 1974).

A coleta das amostras de tecidos das plantas foil
realizada em uma Gnica operagd@o em margo de 1991.

A amostragem da casca do caule foi efetuada
retirando da laranjeira, a uﬁa altura de 10 a 15 cm acima da
regiio do conectivo, um semi-anel com cerca de 10 cm de largura.
A metodologia utilizada fol a mesma descrita por ALBRIGO & YOUNG
(1979).

A amostragem do lenho do caule foi realizada a
mesma altura de amostragem para casca, ou seja, 10 a 15 cm acima
do conectivo. Para tanto_utilizou—se um macete e um form&o que
colocado na posigdo inclinada em relacdo ao tronco permitiu a
.obtencio das amostras. A metodologia utilizada baseou—-ge no

critério de amostragem usado por WUTSCHER et al; (1977).
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As raizes foram obtidas a partir de
escarificagdes, localizando-se rafizes a mais ou menos 10 cm de
prnfundidade,'a uma distdncia dé 50 cm do tronco. Cada repetigédo
foi constituida por 4 pontos de amostragem localizados cada um
em um quadrante diferente.

A amostragem de casca de raiz foi efetuada,
retirando um semi-anel com cerca de 2 cm de largura,
compreendendo metade da circunferencia da raiz.

As raizes das quais foram retiradas amostras de
casca, foram as mesmas utilizadas para amostragem do lenho. As
amostras foram obtidas, utilizando-se um macete e um formaoc. A
literatura existente nao faz referéncia a uma metodologia para
amos tragem de\raizes para determinagido de nutrientes.

As amostras foliares foram constituidas de 40
folhas/planta, de tamanho normal, com peciolo, isentas de danos
causados por pragas e doengas, retiradas da parte mediana de
ramos - terminais sem fruto, a éproximadamente 1,50 m de altura, em
toda a circunfereéncia da copa. Estas folhas foram do surto
primaveril e tinham aproximadamente 7 meses de idade, conforme
metodologia sugerida por EMBLETON et al. (1973).

As amostras simples do solo superficial foram
retiradas a profundidade de 0 a 20 cm em quatro pontos situados
no limite da projeg2o ortogonal da copa de cada planta. Estas
amostras foram hommgeinizadas para formar uma amostra composta,

representativa de cada parcela.
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3.2.1.3. Avaliacdes

As an&lises de tecidos da matéria seca de casca,
lenho e folha, foram realizadas no Laboratdério de Andlises de
Tecidos do Departamento de Solos da ESAL. As amostras foram secas
em estufa a 60°C até atingirem peso constante; posteriormente
foram moidas em moinho do tipo Wiiley e submetidas & determinacgé&o
do N pelo método Kjedall; do P por colorimetria com molibidato e
vanadato de aménio; K por fotometria de chama; Ca, Mg, Cu, Fe, Mn
e Zn por espectofotometria de absorgao atémica; B por
colorimetria com curcumina e do S pelo método turbidimétrico, de
acordo com a mgtodologia descrita por SARRUGE & HAAG, (1974).

o Para an avaliac%a dos solos, foram determinadcs
os teores de P, K, Ca, Mg e Al, bem como a reagdo (pH), segundo

os métodos analiticos descritos por VETTORI, (1969).

3.2.1.4. Anédlise estatistica

Os dados experimentais foram submetidos & anélise
estatistica baseada em modelqs apropriados para o delineamento
inteiramente casualizado.

Todos os dados foram submetidos & andlise de
variéncia, utilizando-se nivéis de significéncia de 1% e 5%

para o teste F.
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f4— RESULTADAS

4.1. Experimento ng 1- Qltera;ﬁES protéicas

4.1.,1. Estabilidade das proteinas
N

A cultivar fornecedora das raizes foi o limoeiro
‘Cravo’, enquanto que a dos ramos foi a laranjeira "Valéncia’.

As prote{nas presentes nos extratos obtidos dos
vasos lenhoéo5 dos ramos e raizes de plantas sadias e com
declinio dos citros,lapés um ano de armazenagem, n&o
apresentaram degradagdo proteica. Como pode—-se observar na
Figura 1, houve formagido de bandas protéicas bem distintas em
cada extrato submetido a eletroforese.

E importante ressaltar que estes extratos foram
obtidos com o tampXo de extrag3o de proteinas PBS na presensga

de gelo moido e mantidoé a -20°C, apods a liofilizagdo.



Figura 1-
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Gel de poliacrilamida 12,5%, com protelnas extraidas
dos vasos lenhosos de raizes de porta-enxertos
limoeiro "Cravo” (colunas 1 a 3) e de ramos da
cultivar copa larsnjeira “Valéncia”, com €& gen
sintomas de declinio dos citros (colunas 4 a 10},
submetidas a eletroforese, apés um anro de

armazZensagem.
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As proteinas presentes em plantas com declinio
dos citros quando extraidas com o tamp8o TACM (DERRICK et alii,
1990), n#o moestraram-se estdveis. Como se verifica na Figura 2,
nZo houve formag&o de bandas protéicas distintas nos extratog
submetidos a eletroforese apbs armazenagem, utilizando-se esta

metodologia para extragdo.

4.1.2. Diferenciac8o protéica de plantas sadias e

doentes

Os perfis protéicos das amostras de ralzes de
plantas sadias e doentes, provenientes doe municipios de
Bebedouro (Sﬁ} e Alfenas (MG) encontram-se na Figura 3.
Verifica-se que n&o ha diferenga entre as bandas protéiceas
nos extratos das plantas sadias (colunas 2 a 4) dos dois locais,
como também entre as plantas com declinio dos citros (colunas 3
e 5), quando comparadas entre si.

A diferenciac&o entre plantas sadias e comn
declinio dos citros através dos seus perfis proteicos, se
observa na Figura 4. Pode-se visualizar trés bandas protéicas
bem caracteristicas, presentes nos extratos dos vasos lenhosos
de reizes de trés plantas sadias (coluna 2 a 4) e cinco bandas
protéicas no extrato de duas plantas com declinio dos
citros (colunas 5 a 6). Estas bandas, visualizadas de cima para
baixo, quando comparadas com os marcadores de pesos moleculares

(colunas 1 e 7), apresentam pesos moleculares de aproximadamente
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Figura 2- Gel de poliacrilamida 12,5%, com proteinas de plantas
apresentando declinio dos citros extraidas com O
tampio TACM dos vasos lenhosos de ramos (colunas 1 a

6) e de raizes (colunas 7 a 10), néo apresentando

bandas protéicas distintas.
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Figura 3- Gel de poliacrilamida 12,5%, com proteinas dos vasgos
lenhosos de raizes de planta sadia (coluna 2) e
doente (coluna 3) provenientes de Bebedouro e de
planta sadia (coluna 4) e doente (coluna 5)
provenientes de Alfenas; colunas 1 e 6 com marcadores
de proteinas com seus pesos moleculares moetrados &

direita.
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cujos pesos moleculares (X 10"3) 'encontram—se a

esquerda; colunas 1 e 7 com marcadores de proteinas

com seus pesos moleculares mostrados & direilta.
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43, 35, 31, 26 e 23 KD respectivamente. As proteinas 43, 35 €
23 KD estdo presentes tanto no extrato de plantas sadias, como
no de plantas com declinio dos citros, enquanto que as
proteinas 31 e 26 KD encontram-se somente no extrato de plantas
doentes. Estas proteinas s8o consideradas exclusivas de
plantas com declinio dos citros. Contrario a estes resultados,
as tentativas realizadas para se diferenciar plantas sadias de
doentes, através das proteinas presentes nos vasos lenhosos de
ramos, n&o tiveram éxito, como € mostrado na Figura 5.
Observa-se que n&o hd presenga, bem caracteristica, de
proteinas especificas do declinio dos citros nos extratos de
caule das plantas doentes.

Aer proteifnas 31 e 26 KD, nresentes nos extratos
de raizes e que s80 exclusivas de plantas com declinio dos
citros, foram posteriormente purificadas e podem ser

vigualizadas na Figura 6 (colunas 4 e 5).
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Figura 5- Gel de poliacrilamida 12,5%,

66 KD

45
36
29

24
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com proteinas dos vascs

lenhosoe de ramos de duas plantas sadias (colunas 2 e

3) e duas com declinio dos citros (colunas 4 e 5);

colunae 1 e 6 com marcadores de proteinas com seus

pesos moleculares mostrados a direita.
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Figura ©6- Gel de poliacrilamida 12,5%, com proteinas néo
purificadas dos vasos lenhosos de raizes de uma
planta sadia (coluna 2) e uma doente (coluna 3);
colunas 4 e 5 com proteinas purificadas, exclusivas
de plantas com declinio dos citros e com pesos
moleculares mostrados & esquerda (x 10_3); colunas 1
e 6 com mar&adores de proteinas com seus pesos

x moleculares mostrados & direita.
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4.2. Experimento ng 2 - Alteragdes nutricionais

4.2.1. Ané&lise qualitativa dos sintomas

A avaliagdo qualitativa dos sintomas nos
diferentes estéddios do declinio dos citros em laranjeiras
‘Valéncia®, feita por cinco juizes & apresentada no Quadro 1.

A avaliag8o mostrou-se eficiente, caracterizando

efeito significativo entre os tratamentos.

As médias dos tratamentos quando comparadas entre
si, apresentaram valores menores para plantas sadias, aumentando

a medida que a doenga evolui.

4.2.2. Teste de absorg¢do de agua

Para o teste, as plantas foram submetidas a
absorg8o de dgua satravés de uma seringa. Plantas que
absorveram menos de 10 ml de &gua durante 20", foram

consideradas doentes.

Oe volumes de é&gua absarvidos pelas plantas nos
diferentes est&dios do declinio dos citros, s8o mostrados no
Quadro 1. Houve diferencas significativas entre as rlantas

sadlias e as com declinio dos citros.
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QUADRDO 1- Valores médics das notas referentes & avaliagdo qualitativa e
os volumes médios de dqua absorvida pele método de injegdo de
dgua com seringa no tronco de laranieiras ‘Valéncia’ em
diferentes estddios do declinio dos citros. ESAL, Lavras-iG.

1993.
Estadio Motas médias Yolumes médios de dgqua absorvida (ml)
SADIA 0,00 a 10,00 a
Est. I 0,73 b 3,31 b
Est. II 3,14 c 0,40 c
Est. III 4,89 d 0,22 ¢

As médias sequidas de letra diferente na coluna diferem enire si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade.

Quando as medias foram comparadas entre si,
observou-se que a absorggo foi total nas plantas sadias,
seguidas pelas plantas no estadio inicial (Est. I) com
absorg¥o intermediaria e pelos demais estadios (Est. II e Est.
III), nos qualis praticamente a absorgdo foi nula.

0 teste n3o detectou diferenga entre as plantas

nos estadios médio (Est. I1) e fimal (Est. II1I) da doenga.



4.2.3. An&lise do Solo

Os teores médios dos componeﬁtes quimicos das
amostras de solos coletadas sob laranjeiras “Valéncia”™ sadias e
em diferentes estddios do declinio dos citros, estdo
apresentados no Quadro 2.

Para o nutriente P, houve efeito altamente
significativo entre os estédios, sendo o maior teor determinado
nos solos sob plantas no eét&dio final da doenga (Est. III).
Houve uma tendéncia do teor ser menor sob plantas sadias.

Para K, Ca, Mg, Al e prH n8o houve diferencas
gignificativas. entre os seus teores nas amostras de solos &ob
plantas audius e S0L plar 1o diforcntoz estsdice da
doenca, embora haja uma tendéncia dos teores de K, Ca e Mg

serem malores com o avango da doenga.

4.2.4. Anéalise de tecido

4.2.4.1. Macronutrientes

Os resultados referentes aos teores de N, K, Ca,
Mg e S, presentes na matéria seca de plantas sadlas & con
declinio dos citros, nos diferentee locais amostrados,

encontram-se no Quadro 3.
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QUADRD 2 - Teores médios dos componentes quimicos das amostras de solo
superficial coletadas sob laranjeiras ‘Val@ncia® sadias e enm
diferentes estidios do declinico dos citros. ESAL, Lavras-NG.

1993,
Tratamento P K Ca Ma Al pH
(ppm) (ppm) (mE/100cc) (mE/100cc) (mE/100cc) (mE/100cc)
Sadia 12,000 b 71,000 a 1,485 a 0.750 a 0,133 a 2,833 a
Est.I 14,000 b 83,666 & 1,983 a 0,783 a 0,144 a 9:.949 a
Est.II 13,666 b B4,6466 a 1,650 a 0,900 a 0,116 a 5,866 a
Est.III 20,300 a 84,664 a 1,750 a ¢,700 a £,133 a 4,016 a

As nédias seguidas da mesma letra nas colunas nao diferem entre si
pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

0 teor médio, em percentagem, do nutriente P, nos
estédios sadia, inicio, médio e final da doenga foi de 0,101;
0,078; 0,075 e 0,089, respectivamente. N&o verificou-se
ﬁariaQGes entre os diferentes estddios. J& o teor médio, en
percentagem, do nutriente P, na matéria seca da casca do tronco,
do lenho do tronco, da casca da raliz, do lenho da raiz e da
folha foi de 0,060; 0,058; 0,100; 0,050 e 0,163 respectivamente.
0 maior teor foi encontrado na folha, n&o havendo diferenca
para os demaig locais amostrados.
| Para os teoree de N, K, Mg e S determinados na

casca do tronco, os valores médios mostraram diferencas
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QUADRD 3- Teores médios, em percentagem, dos nutrientes My K, Ca, Mg e S na
matéria seca da casca do tronco, do lenho do tronco, da casca da
raiz, do lenho da raliz e da folha de laranjeiras ‘Valéncia’
sadias e com declinio dos citros. ESAL, Lavras-FG. 1993.

Locais de amostragem

NMUTRIENTE ESTADIO CASCA/ LENHO/ CASCA/ . LENHO/ FOLHA
TRONCO TRONCO RAIZ RAIZ
SADIA 1,433 c 0,833 b 1,921 b 0,640 a 2,890 a
N Est.I 1,610 bc 0,533 b 2,340 a 0,613 a 2,851 a
(%) Est.II 1,720 b 0,636 ab 2,306 a 0,603 a 2,693 a
Est.III 2,023 a 0,806 a 2,590 a 0,510 a 2,673 a
SADIA 0,433 b 0,265 a 0,755 b 0,191 a 1,876 a
K Est.I 0,536 ab 0,271 a 1,141 a 0,250 a 1,235 b
(%) Est.1I 0,651 ab 0,285 a 1,260 a 0,306 a 0,980 b
Est.III_ 0,776 a 0,331 a 1,115a - 0,271 a 1,093 b
SADIA 5,220 a 0,801 > 5.205 a 0.513 a 2.976 a
Ca Est.lI 5,228 a 0,741 a 4,103 b 0,400 a 3,075 a
(%) Est.II 5,303 a 0,903 a 5,030 a 0,391 a 3,238 a
Est.1I1 5,856 a 0,883 a 4,076 b 0,275 a 3,666 a
SADIA 0,161 b 0,100 a 0,145 ab 0,088 a 0,480 a
Mg Est.I 0,206 ab 0,096 a 0,148 a 0,073 a 0,485 a
(%) Est.Il 0,206 ab 0,098 a 0,150 ab 0,066 a 0,436 a
Est.III 0,250 a 0,103 a 0,105 b 0,040 a 0,433 a
SADIA 0,105 b 0,030 a 0,245 b 0,051 a 0,321 b
] Est.I 0,108 b 0,030 a 0,231 b 0,041 a 0,330 b
(%) Est.lI 0,116 b 0,033 a 0,283 a 0,053 a 0,320 b
Est.I1IX 0,144 a 0,040 a 0,291 a 0,043 a 0,386 a

As médias seguidas da mesma letra nas colunas ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.



significativas, ocorrendo para estes nutrientes um aumento dos

seus teores a medldsa que a doengg evolul.

Na matéria seca do lenho do tronco, apenas o N
diferiu significativamente nos diferentes estéadios. Observou-se
um aumento do seu teor com o avango da doenca.

Na casca da raiz foram encontradas diferengas
gignificativas para as médias dos teores de N, K, Cas, Mg e 5.
Para o N, houve aumento dos teores com o aumento da doenga. No
caso do K os maiores teores.foram encontrados nas plantas com
declinio dos citros (Est. I, Est. II e Est. III) e o0 menor nas
plantas sadias. Para o Ca, os maiores teores foram determinados
nas plantas_sadias e no estddio médlio da doenga (Est. II) e os
menores nos eétadius iniclal {(Esv. I) ¢
Mg, as malores médias foram verificadas no estddio inicisal
(Est. I), seguidas pelos estéddios sadia e médio (Est. II). com
valores intermediarios e pelo estéddio final (Est. II1) com os
menorce valores. Para o S, as plantas nos estadios médios (Est.
II) e final (Est. III) do declinio dos citros, apresentaram oe
maiores teores e as plantas sadias e no estéddio inicial (Est. I)
08 menores teores.

Na matéria seca do lenho da raiz nd8o foram
observadas diferencas entre ae médias dos vérios
estadios para os macronubrientes, embora  tenha havido uma

tendéncia para os teores de N, Ca e Mg diminuirem com o

avanco da doenga.
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Em relagdo as amostras foliares, verificou-se
diferencas significativas entre as médias dos diferentes
estédios, para os teores de K e S. No caso do K, o maior teor
foi obtido nas plantas sadias, seguido pelas plantas com
declinio does citros, n8o se observando diferengas entre os
estédios. Os teores médios de S foram maiores para plantas no
final da doenca (Est. III) e menores para os demais estédios
(Sadia, Est. I e Est. II),‘onde n8o foram obeervadas

diferencas.
4.2.4.2. Micronutrientes

\03 resultados da andlise dos teores dos
micronutri_niés, presentes na matéria seca cios cinco locais de
amostragem, nos diferentes est&dios do declinio dos citros,
encontram-se no Quadro 4.

Na casca do tronco, para os teores de Cu, Fe e Zn,
os valores médios mostraram diferencae significativas, sendo
que para os nutrientes Cu e Zn, os teores aumentaram com O
avanco da doenga. No caso do Fe o maior teor fol determinado
nas plantas no estéddio final (Est. III) da doenga, seguido
pelos est&dios inicial (Est. 1) e hédio (Est. II) com teores
intermedidrioe e finalmente nas’ plantaé sadias com 08 menoree
teores.

Para a matéria seca do lenho do tronco, néo

‘houve diferencas significativas entre os diferentes estédios

para o8 miéronutrienteé, embora tenha havido uma tendéncia para



QUADRO 4-

Teores méios,
matéria seca da casca do tronco,

em ppm,

dos nutrientes R,

Cu,

Fe.
do lenho do tronco,.

Mn e Zn na

da casca

raiz, do lenho da raiz e de folhas de laranjeiras ‘Valé€ncia’
sadias e com declinio dos citros. ESAL, Lavras-MG. 1993.
Locais de amostragem
Hutriente Estadio Casca/ Lenho/ Casca/ Lenho/ Folha
tronco tronco raiz raiz

SADIA 29.9946 a 12,245 a 36,996 a 94,291 a 44,471 b

k Est.I 28,308 a 11,618 a 29,178 ab 6,730 a 92,040 ab
(ppm} Est.II 34,131 a 12,331 a 27,225 b 10,430 a 97,899 a
Est.III 25,895 & 12,836 a 36,398 ab 10,571 a 51,193 ab

SADYA 34,748 c 11,3%0 a 15,593 a 11,103 a 28,228 b

Cu Est.I 27,201 be B8.803 & 12,790 a 7,438 a 27,5811 b
(ppm) Est.II 30,686 ab 8,943 a 15,233 a 2,270 a 46,133 a
Est.III 43,593 a 10,310 a 24,253 a 8,265 a 92,414 a
SADIA 121,403 b 100,791 a 363,885 a 84,081 & 133,434 a
Fe Est.I 149,773 ab 92,526 a 322,211 a 79.231 a 145,128 a
(ppm) Est.II 156.301 ab 90,694 a 206,18% b 92,778 a 148,208 a
Est.IXII 185,738 a 80,824 a 327,924 a S.471 a 184,148 a

SADIA 23,900 a 9,820 a 33,093 a 4,921 a 89,193 b

fin Est.I 19,180 a 6,108 a 19,186 a 4,813 a 95,883 b
(ppm) Est.IX 21,470 a 6,323 a 17,423 a 5,711 a 131,02% a
Est.III 23,900 a 7,405 a 5,763 a 2,710 a 146,361 a

SADIA 67.983 d 7,433 a 29.970 c 6,806 a 37.043 b

Zn Est.I 87,404 c 12,958 a 44,976 bc 59.961 a 42,058 ab

(ppm) Est.II 105,911 bk 14,073 a 60,074 ab 7,928 a 92,621 ab
Est.III 122,495 a 12,148 a 75,893 a 7,961 a 54,814 a

fs médias seguidas da mesma letra colunas diferem entre si

pelo teste de Tukey a 0% de probabilidade.

nao
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os teores de Fe diminuirem e os de Mn aumentarem com a evolugdo

da doenga.

Na casca da réiz foram encontradas diferencas
significativas para as médias dos teores de B, Fe e Zn. Em
relagdo ao B, o maior teor fol determinado naes plantas sadias,
os teores intermediérios nos estddios inicial (Est. I) e final
(Est. III) da doenga e os menores no estddio médio (Est. II).
Para o Fe, os maiores teores foram observados nos estédios
sadia, inicio (Est.I) e final (Est. III) e os menores no
estddio médio (Est. II). J& para o Zn ocorreu um aumento dos
teores com o avanco da doenca.

Em relag8o ao local de amostragem, lenho da

ercngac cignificetivae entre os

rafz, n8o oLservou-se Jai
diferentes estddioe do declinio dos c¢itros para o8
micronutrientes.

Na folha, houve diferengas entre as médias para
os nutrientes B, Cu, Mn e Zn, sendo que para o Mn e o Zn os
teores aumentaram com a evolugfo da doenga. Para o B os
maiores teores foram determinados no estéddio médio (Est. II) da
doenca, os intermediidrios nos estéddios inicial (Est. I) e
final (Est. III) e os menores nas plantas sadias. No caso do Cu,
as plantas nos estddios final (Est. III) e médio (Est. II)
apresentaram os maiores teores € as dos est&dios sadia e inicio

(Est I.) 08 menores.
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5- DISCUSSAQ

5.1 Experimento no 1- Alteracoes protéicas

A instebilidade das proteinas do declinio dos
citros, quandg se utilizou o tampdc de extragdo de propeina
TACM pro‘_r-:-,‘_:é}_mfen_ta se deve an fato de aue este tampdo. contem
baixa concentragédo (0,5%) do agente antioxidante,
,betémercaptoetanol. Por outro lado, a presenga desta substéncia
na concentragao de 3%, no tampdo PBS parece estar relacionada
com a estabilidade das proteinas. Esta estabilidade foi
comprovada pela formagdo das bandas distintas apds e
eletroforese.

0 tempo de armazenagem ndo pareceu influenciar na
qualidade da proteina extraida; porém, o tempo mé&ximo que o©
material pode ficar armazenado n3o foil determinado.

Os perfis proteicos foram os mesmos, tanto para o8
materiais provenientes de Bebedouro (SP) como para os de Alfenas
1(MG). Este fato comprova que o definhamento das plantas citricas

nos dois locais amostrados, & devido a mesma anomalia e que sua
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expressdo em relagd3o as proteinas ndo € influenciada pelos
efeitos ambientais.

As proteinas 43, 35, 31, 26 e 23 KD encontradas
nos extratos obtidos de plantas com declinio dos citros foram
relacionadas com a ocorréncia da doenga. Estes resultados
estdo coerentes com aqueles obtidos por DERRICK et al. (1990),
o8 quais trabalhando com "blight", identificaram sete proteinas
que foram associadas a esta anomalia. As duas protelnas
diferentes possuem peso molecular de 18 e 15 KD. A banda 18 KD
ngo é considerada uma proteina bem caracteristica do “t&ight"
porque, segundo os mesmos autores, esta macromolécula nem sempre
aparece no extrato de plantas doentes. A banda 15 KD, presente
nos extratos\ de plantas com "blight"”, possivelmente € a
mesma que ee encontra no limite de resolucéo da gel 1235%
(colunas 5 e 6) da Figura 4 . Esta proteina podgria ser melhor
visualizada nuﬁa gel com malhas menores, como a de 18% (DERRICK
et alii, 1990).

A purificagd8o das proteinas exclusivas do
declinio dos citros, feita pelo protocolo descrito pela 1IBI,
-mostrou—se eficiente, como pode ser observado na Figura 6,
(colunas 4 e H).

Embora &as proteinas do "blight"” e do declinio
sejam semelhantes (possuem mesmo PpPeso molecular), as proteinas
que s3o consideradas exclusivas do "blight” (35, 23 e 15 KD), ou
seja, nf&o aparecem em tecidos sadios, néo s80 &8 mesmas

exclusivas do declinio dos citros (31 e 26 KD). Uma poesivel
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explicagao para esta diferenca, seria em rela;é’o a varia;SES

Qenot{picas entre as espécies dos porta-enxertos investigados.
No caso do "blight" (DERRICK et alii, 1990), as proteinas foram
extraidas de raizes do limoeiro ’'Rugoso’, enquanto que no
presente estudo, utilizou-se rafzes do limoeiro 'Cravo’.

As macromoleculas 35, 23 e 15 KD, presentes
somente nos extratos obtidos de pléntas com o “"blight", sao
consideradas exclusivas da doenga, segundo O'REILLY, (1990),
visto que elas nXo se encontram em plantas afetadas por outras
anomalias.

As mesmas PrOtEfnas s¥o encontradas em plantas
jovéns, que foram enxertadas com raizes de plantas doentes
(DERRICK et.,glii, 1221). Na opinido do autor, este resultado
evidencia que plantas jovens também podem eétar infectadas,
apesar dosrsintomas visuais serem soménte obserQados em pomares
com cinco ’ anos de idade ou mais (MARAIS, 1990).

Portanto, as protefnas presentes nos vasos
lenhosos de raizes de plantas> doentes podem ser consideradas
como o primeiro sinal que uma planta esteja infectada.

| Os resultados negativos no diagndstico de
proteinas exclusivas de plantas com declinio dos citros nos
extratos de caule de plantas doentes, concordam com os aobtidos
por - DERRICK et alii, (1990), que algumas vezes na;a detectaram

proteinas especificas do "blight" em amostras do caule e em

.duas amostras de raizes de plantas com sintomas visiveis.
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A falha na detecgXo destas macromoléculas, suporta a idéia de
que, se a doenga "blight" for causada por um patdgeno, ele
estd distribuido desigualmente em plantas afetadas e se
encontra em concentragdo extremamente baixa.

Através das proteinas exclusivas de planta com
"blight", produziu-se anticorpos que foram utilizados por DERRICK
et alii, (1991) no sistema "western blot" para se fazer o
diagnostico precoce de plantas com "blight". 0 mesmo sistema
também mostrou-se eficiente no diagnéstico, quando se wutilizou
anticorpos contra proteinas isoladas no extrato de folhas de
plantas doentes (BAUSHER & SWEENEY, 1991). H

0 sistema "western blot" tém diagnosticado

~

plantas com "blight", antes do actumulo de Zn no lenho e da
diminuic&o na abSorggo de &gua nos vasos lenhosos, sendo
considerado como o teste mais precoce e precisao para a doenga.
Uma Dutra'vantagem deste sistema sobre os metodos correntemente
empregados né diagnose, & que a&arvores de qualquer idade, podem
ser amostradas.

Com os resultados deste trabalho, ou seja,
identificag&o e purificag&o das proteinas exclusivas de
plantas com declinio dos citros, sugere—-se, numa etapa seguinte,
a- producgc&o de anticorpos especificos. contra estas
macromoléculas. Esteé ~anticorpos produzidos, poder&o ser
utilizados num sistema sémelhante ao descrito para o "blight;, ou

“em tecnicas tipo ELISA, para se fazer o diagnostico precoce da

doenga.
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5.2. Experimento no 2 - Alteragdes nutricionais

Os résultados obtidos no presente trabalho, quanto
a avaliagBio gualitativa dos sintomas da doen¢a, coincidem com
os obtidos por TAVARES (1987) e GIROTO (1990), que também
verificaram diferengas entre todos os estddios, o que permite
caracterizar a evolugdo do declinio dos citros através de
notas. |

Quanto ao teste de absorg¢do de Aguva, LEE et al.
(1984), BRLANSKY et al. (1985) e GIROTO (1990), verificaram um
decréscimo na velocidade de sua absorgdo pelo tronco nas
plantas doentes. No presente estudo, os resultados estéo

coerentes com os obtidos por tais autores. Por outro lado, estes
7 rem dogueles cbtidos por TAVARES (1987). que n8o
verificou diferengca de absorgd3o entre os estadios, apesar do
mesmo autor observar uma tendéncia da velocidade de absorgéo
de &gua ser menor a medida que & doenga evolui.

A absor¢do reduzida ou quase nula de &gua pelo
tronco das plantas com declinio dos citros é& devida ao fato de
que, estas plantas possuem obstrugo8s amorfas e filamentosas
nos vasos do Xxilema, gque causam uma reducdo na translocaglo
hidrica nos seus tecidos (BERETTA, 1988).

Com relacdo ao efeito do P no solo, WUTSCHER,
(1986), observou que o seu teor & malor nos solos 8ob plantas

sadias. No presente caso, o maior valor do P foil encontrado, nas

amostras de solo superficial, retiradas sob plantas com estdadio



48

mais adiantado da doenga.

Como a adubacgdo do pomar € mecanizada e a
ocorréncia do declinio dos citros € - ao acaso, poderia-se
esperar a n8o ocorréncia de diferengas entre os componentes
quimicos das amostras de solos coletados sob plantas sadias e
doentes. Entretanto, a presenga de um maicr teor de P nos solos
sob plantas no estadic final do declinio dos citros, pode ser
explicado pela reduzida absorgdo de nutrientes, devide ao baixo
volume de raizes apresentado por estas plantas e pela pequena
mobilidade deste nutriente no solo.

Eeta menor superficie de absorgéo radicular
das plantas no estédio final da doenga, corrobora com as

observagoés feitas por LIMA (1985) e BERETTA & ROSSETTI (1988),

. . . = 2 2
oo guaic verificaram que, as ralzes primirias e secundarias

das plantas afetadas pelo declinio dos citros, mostram-se
normais, exceto em estddio mais avangcado da doenca, quando o
numero de radicelas é€ reduzido.

Apesaf de n8o se conhecer a causa do declinio
dos citros. sabe-se que a manifestagdo da doenga, resulta em
sério distirbio nutricional ou alterag8o no metabolismo de
varios nutrientes.

Resultados desqritos por alguns autores (WUTSCHER
& HARDESTY, 1979; ALBRIGO et alii, 1986 e GIROTO, 1990), demostram
que o0s teores de N presentes na matéria seca da casca do tronco
s8o maiores nas plantas com declinio dos citros. Resultado

.Bemelhante foli obtido neste trabalho.
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Este aclmulo de N & explicado potr um
aumento na concentra;go de aminaécidos, em resposta ao "stress"”
causado pelo declinic dos citros (ALBRIGO et alii, 1986).

Os teores de Cu e Mn, tambem foram descritos por
GIROTO (1990), como sendo mais altos nas plantas doentes.

Resultado semelhante quanto ao Cu obteve-se neste trabalho. Ja
para o nutriente Mn, neste estudo ndo se verificou diferengas
entre plantas sadias e com declinio dos citros.

Os maiores teﬁres de Zn nas plantas doentes esta
coerente com os resultados obtidos por ALBRIGO et al. (1986).
Esses autores citam o acumulo de Zn na matéria seca da casca
como o primeiro sintoma do declinio dos citros e comentam gque a
concentragXo elevada de Ln na casca € seguida pur uma elevada
concentra¢io do mesmo no lenho.

0 teor -de Zn na casca do tronco, se mostrou
eficiente em representar a evolugdo do declinio dos citros,
correlacionando-se positivamente com o aumento da doenga.

No presente estudo, os valores maiores do K, S, Cu
e Fe nas plantas doentes, foram decorrentes do reduzido
dos

metabolismo destas plantas e da baixa redistribuiga®
nutrientes nos seus tecidos.

Quanto aos teores dos nutrientes serem maiores nas
plantas sadias ou nas doentes, no local lenho do tronco, nota—-se
que N&g ha um consenso na literatura.

WILLIANS & ALBRIGO (1984), observaram que no lenho

do tronco, os teores de N, Mn e In foram maiores nas plantas
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doentes e de B nas plantas sadias. J& no trabalho de GIROTO
(1990), os maiores teores nas plantas doentes foram dos
nutrientes Cu e Zn, enguanto que no trabalho de WUSTCHER &
HARDESTY (1979), o N foi o unico que apresentou diferenga
significativa, sendo o seu maior teor determinado nas plantas com
declinio dos citros.

Nesté trabalho, no local lenho do tronco, apenas o
N apresentou diferenca significativa, sendo o seu maior teor
também encontrado nas plantas doentes.

Quanto aos locais de amostragem, casca da raiz e
lenho da raiz, n&8o ha referéncia bibliogradfica que mostre
qualquer relagdo entre os teores dos macro e micronutrientes
e a ocorréncia_do declinio dos citros.

LS - e s =1 - am - —
NG Cdoea Wa LAk, o

aicres valeres de N, X, 8,
e Zn nas plantas com declinio dos citros, provavelmente
ocorreram devido também ao reduzideo metabolismo e a bhaixa
redistribuicio de nutrientes apresentadas por estas plantas.

Para os nutrientes Ca, Mg, B e Fe, n&o houve
éumentos bem caracteristicos de seus teores nos diferentes
estadios do declinio dos citros, neste local amostrado.

No lenho da raiz, nenhum nutriente apresentou
diferenca significativa.

Os teores de K na matéria seca foliar foram
maiores nas plantas sadias do que nas com declinio dos citros,

resultado que coincide com os obtidos por WUTSCHER & HARDESTY

(1979), COELHO et al. (1983) e TAVARES (1987), engquanto em
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outros trabalhos nao foram detectadas diferencas (ALBRIGO et
alii, 1986 e GIROTO, 1990).

Os teores de K nﬁ solo foram considerados médios
para plantas sadias e altos para plantas com decl{nio dos
citros, quando comparados ao padrd3c (QUADRO 5). Ja que existe
uma relagxo direta entre o teor do nutriente no solo e na&a
matéria seca foliar (SDUZA, 1976), era de se esperar que nas
plantas com declinio dos citros houvesse um maior teor deste
nutriente. Porém, o que se observou foi um maior teor de K nas
folhas de plantas sadias em relag3o as plantas doentes.

Para o 5, o teor na matéria seca foliar das
plantas com declinio dos citros foi maior do que nas plantas
sadias, resulladn também obtido por GIROTO (1990). Em outros
trabalhos na@o foram encontradas diferengas entre plantas sadias
e doentes (COELHO et alii, 1983 e TAVARES, 1987).

Os teores de B na matéria seca foliar foram mais
elevados naé plantas doentes, comparados as sadias. Estes
‘resultados concordam com aqueles obtidos por COELHO et al.
(1983), WUTSCHER (1986), GIRDTO (1990) e diferem daqueles obtidos
por TAVARES (1987), que n3o observou diferengas.

Para o Cu, o maior teor foi encontrado na matéria
seca foliar das plantas doeﬁtes, resultado que coincide com 0%
obtidos por COELHO et al. (1983) e difere dos obtidos por

WUTSCHER & HARDESTY (1979), TAVARES (1987) e GIROTO (1990) que

N&p observaram diferengas entre as plantas.
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QUADRO 5 - Padr¥es para interpretag¥o de fertilidade do solo dos componentes
quimicos F, K, Ca, Mg, Al e pH.

Ciassificag&b
Hutrientes Unidades Baizxo ‘Medio Alto
P disponivel: solo
textura media ppa 0-10 11-20 >20
K disponivel ppm 0-45 446-80 >80
Ca trocével meq/100cm®  0-1,8 1,6-4,0 34,0
Mg trocavel meq/iOOcm3 0-0,5 0,6-1,0 | >1,0
Al trocavel meq/100cm> 0-0,3 0,4-1,0 31,0
pH em &gua Acidez media Acidez fraca Heutro fAlcal. fraca
5-3,9 6-6,9 . 7,0 . 7,1-7,8

FONTE: COMISSMO DE FERTILIDADE DO SOLD DO ESTADO DE MINAS GERAIS (1989)

~

Os teores de Mn, na matéria seca foliar também
foram mais elevados nas plantas doentes, resultado que coincide
com 0S obtidbs por COELHO e£ alii, (1983), enquanto em outros
.trabalhos, n&o foram detectadas diferengas, ALBRIGO et
alii,(1986), WUTSCHER & HARDESTY, (1979). Por outro lado, TAVARES,
(1987) e GIROTO, (1990), obtiveram resultados inversos.

Os teores de In, na matéria seca foliar estiveram
maiores nas plantas doentes' quando comparadas com as sadias,
concordando com oS résgltados'observados por COELHO et al.
,(1993); WUTSCHER & HARDES%Y (1979), ALBRIGO et al. (1986), TAVARES
(1987) e GIROTO (1990), nap verificaram diferengas entre os

dois tipos de plantas.
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Como um dos sintomas visuais do decl{nio dos
‘citros e a deficiéncia de manganés e zinco nas TfTolhas (BERETTA
& ROSSETTI, 19881, era de se esperar que as.plantas doentes
apresentassem, na mateéria seca foliar, menores teores. destés

nutrientes, porém o que se observou foi o contrario.
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6- CONCLUSOES:

A avaliagdo qualitativa dos sintomas do
declinio dos citros, permite caracterizar a evolugéo da
doenga, atraveg de notas.

O teste de injegfo de &dgua com seringa no
tronco foi eficiente no diagndstico de planfas com declinio dos
citros, porém nB8o diferenciou os dois ultimos estéddios da
doenca.

Plantas citricas sobre o porta-enxerto 1limoeiro
“Cravo” que apresentarem as proteinas de 26 e 31 KD, seréo
diagnosticadas como portadoras do declinio dos citros.

Os perfis protéicos foram os meemos nos.dois .
locais amostrados, mostrando n#Bio haver influéncia dos efeitos
ambientals na express8o das seis proteinas associadas ao
declinio dos citros. |

Com relagfo &s alteragles nutficionais, o
teor de Zn na casca do ﬁronco, deve ser o par@metro utilizado
.ﬁara se fazer o diagnéstico dos diferentes estddios do

declinio dos citros.
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7— RESUMO.

Os sintomas visuais do declinio dos citros, sao
em geral observados em pomares apés cinco anos de idade. 0O
aclimulo de Zn no lenho e o teste dé absorgdo ae &gua atraves
do uso da seringa, s3o os testes padrdies de diagnostico mais
utilizados para distinguir as d4rvores aietadas pelo Seclinic
dos citros de outras anomalias que também causam o definhamento
da; plantas citricas. Tais testes entretanto, do resul tados
positivos somente quando at plantas ja apresentaram os sintomas.
Os objetivos deste trabalho foram: 1o - desenvolver um teste
‘sensivel de diagnose que permita a detecqgio precoce de plantas
com declinio dos citros, através de técnicas eletroforéticas
e, 20 - reavaliar o teste de absorgao de agua com seringa e as
alteragdes nutricionais na matéria seca. As plantas utilizadas
foram laranjeiras 'Valencia"sobre-p limaeiro ‘Cravo’. No
segundo experimento, foi utilizado delineamento experimental

inteiramente casualizado em esquema de parcela subdividida, com 6

repetigdes, onde os 4 estadios do declinio dos citros



(plantas sadias, em inicio, médio e em final da doenc¢a)
constituiram os niveis do fator parcela; e as 5 amostras de
tecidog de planta (casca do tronco, lenho do tronco, casca da
raiz, lenho da raiz e folha) oe de subparcela, totalizando 20
tratamentos. Avaliou-se o teor de nulrientes de cada amostra.
Obteve-se sucesso, através de técnicas eletroforéticas, na
caracterizacdo e purificagio de duas proteinas (26 e 31 KD)

exclusivae de plantas com declinio dos citros. Observou-se

Q

através das alteragdes nutricionails, que o acumulo de Zn na
cagcrn do tronco, foi o pardmetro gue melhor representou a

evolugio do declinio does citros.



8. SUMMARY.

PROTEIC AND NUTRITIONAL ALTERATIONS IN TISSUES
OF PLANTS AFECTED BY CITRUS DECLINE

. The citrus decline visual symptoms are, in

] L T | I - M, L. . ~
peneral, OLbErved LI SUOVE cider than £i

4]

accumulation in the trunk wood and the water absorption test,
done with a syringe are the standard tests of diagnosis mostly
used to distinguish the trees affected by citrus decline from
other anomalies that also cause the degeneration of citrus
rlants. However, these tests give onlg positive results when the
plants have already presented the symptoms. The objectives of
this work were, first: to develop a diagnostically sensitive test
that permits early detection in plants with citrus decline,
through electrophoresis techniques; second: to reevaluate the
water absortion test with syringe and the nutritional alterations
in the dry matter. The plants used were ’V&lGnCia"orange trees

with the Rangpur lime as rootstock. In the second experiment,
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entirely casual experiment delineation with scheme of split plot
was used, with six repetions, where the 4 stages of citrus
decline (healthy, plants at the biginning, middle and final
stages of the disease) constituted the level of plot; and the 5
samples of plant tissue (bark, trunk wood, root skin’, root wood
and leaf) the level of split plot, totalling 20 treatments. The
nutrient contents of each sample was evaluated. It was
successfull, through techniques in electrophoresis,
characterization and purificétion of two proteins ( 26 and 31 KD)
founded exclusively in plants with citrus decline. It was
observed, through nutritional alterations, that Zn accumulation
in the bark was the parameter with best represented the evolution

of the citrus decline.
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APENDICE.

\A seguir, est3o apresentados os QUADROS de resumo

dag anidlimes de variAncias e coeficientes de variagdo dos
componentes quimicos das amostras de solos e dos teores de
macro e micronutrientes de plantas sadias e com declinio dos

citros.



74

QUADRD 1A - Resump das andlises de varidncias e coeficientes de variagdo
dos componentes quimicos das amostras de salo coletadas sob
laranieiras ‘Val@ncia® sadias e em diferentes estadios do
declinio dos citros. ESAL. Lavras-MG. 1993.

Guadrados Medios

FV Bul.  mmemmmmmm e -
F K Ca g Al pH

Estadio 3 84 ,041%X 268,000  0.075 0,036 0,0005 0,041

Erro 20 14,241 344,500 0,073 0,042 0,002 0.040

vV (%) 25,089 22,914 16,751 24,641 37,238 3,409

¥, %% valores significativos pelo teste F ao nivel de 0% e 1% de probabidade,
respectivamente.



QUADRD 1R - Resumo das ané&lises de varidncias e coeficienles de variagXo para
os teores de M, P, K, Ca, Mg e S, determinados nas amosiras de
tecidos de plantas sadias e em diferentes estadios do declinio
dos citrps, ESAL . Lavras-NG. 1993.

Qi e Significidncia

FV G.L. N F K Ca Mg S

Estadio 3 0.324%% 0,001 0,000 0,460 0,002 0.,006%K

Ea 20 0,060 0,002 0,035 0,314 0,001 0,0004

Farcela 23 = - = - - -

I nral 4 23.430%% 0,022 G.210%%k 118B,966%X% 0, 587N 0, 439%

L xE i2 0,191%% 0,002 0.348%% Q. 722%% 0.004%% 0. 0010

Eb BO 0,026 0,002 0,040 0,228 0,001 0,.0003

CVa (%) = 6,222 2,798 12,020 B.666 9.986 6:4446

CVb (%) = 10,023 6,007 28,744 16,495 16,975 11,364

X, X% significativos aos niveis de 8% e 1% de probabilidade respectivamente,

pelo teste F.
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QUADRD 1C - Resumo das andlicses de varidncias e coeficientes de variag®o
para os teores de B; Cu, Fe, Hn e Zn , determinadeos nas amostras
de tecidos de plantas sadias e em diferentes estadics do

190G

r P T R Y O

dE\.liuiD C:CIS Citi'GS. ESAL, Lmv: (.'\.J"HBQ

Q1 e Significdncia

Fv G.L. b Cu Fe Fin in

Estadio 3 43,781 1020, 742%% S052,371%% 1068,569%%  3572,648%X%

Ea 20 39:494 110,919 960,030 271,492 196,840
Farcela 23 - - - - -
Local 4 69Bb,12ﬂ*$ 7303,.980%%  192810,800%% H1172,966%% 30924 , 47 6%
L. % E 12 94 . 417%% 277 .49 6%% 7903, 792%% 957 506K &48, 750
Eb 80 38,898 92.793 1471 ,627 241,128 87.487
CVa (%) 10,422 19,386 8.7%96 21,465 14,623
CVb (%) 23,127 37.649 24,351 45,234 22,047

¥, %% significatives aos niveis de 5% e 1% de probabilidade respectivamente,
pelo ieste F.





