
,I 

ESTUDOS SOBRE A INTERAÇÃO ENTRE ISOLADOS DO VIRUS 

DA TRISTEZA DOS CITROS O E CONTROLE DA MOLÉSTIA 

EM LIMÃO GALEGO POR PREMUNIZAÇÃO 

11 
GERO WALTER MULLER 

Enge_nheiro Agrôno mo 
SEÇAO DE VIROLO GIA 

1 NSTITUT O AGRONOM I CO DE CAMPINAS 

Bolsis t a  do CNPq 

Tese de doutoramento apresentada à Escola 
Superior de Agricultura; 11Lu1z de Queiroz 11 da 

Universidade -áe São Paulo 

PIRACICABA, SP-BRASil.. 

1912 



À minha mãe 

À minha espôsa 

dedico .. 



AGRA.DECIMEN'IOS 

O autor deseja consignar aqui, os seus sinceros agradecimentos: 

ao Prof. Dr. Ferdinando Galli, orientador desta tese, pelo 

apoio e sugestões apresentadas7 
ao Dr. Álvaro Santos Costa, pelo incentivo, discussões, su 

gestões e criticas estimulantes, durante o desenvolvimento do 

trabalho, e também pela revisão dos originais; 

aos colegas da Ssç::''.:o C.o Virologia pelô apoio e colaboração 

prestada!) 

ao Dr. Carlos Roessing pela colaboração prestada9 
aos funcionários da Seção de Virologia, particularmente 

aos Srs • .Andreás Saviolli, Antônio Carlos de Godoy, Sra. Maria 

do Carmo Sarubbi da Costa e Srta. Ilka Maria Camargo GuDnarães 

pela colaboração prestada� 

ao Sr. Raphael Pompêu de Camargo pela execução dos dese

nhos!l 

a todos os funcionários e demais pessoas que, de uma mane! 

ra ou outra, contribuíram para a execução e apresentação deste 

trabalho. 



I. 

ESTUDOS SOBRE A INTERAÇÃO ENTRE ISOLADOS DO VÍRUS DA 

TRISTEZA D03 CITROS, E CONTROLE DA MOLÉSTIA EM LIMÃO 

GALEGO POR PRE}IDNIZAÇÃO 

ÍNDICE 

INTRODUÇÃO 1 

II. REVISÃO DE LITERATURA •••·•�••••••••••••••••••"••••••••• 3 

IV. 

A. Coleta de isolados fracos do virus da tristeza••••• 9 

B • .!:_reparo das plantas testes utilizadas nos exEe��-

tos•··•·•••••••··••·••··•••••·••••········•·••·•·•· 10 

e. Técnicas utilizadas na inoculação dos isolados do vi-

rus da tristeza •• o • • • • • •" • • • • •• o • •  ... .. .  º .º . º º • • ".o• o o • 12

D. Avaliação da reação à tristeza das plantas infet..§:9-�S 13

E. Definição de alguns termos utilizados na tese

RESULTADOS EXPERINENTáIS ••••••••••••••••••••••••••••••• 

A. Reação de clones de limão Galego portador9s de dife

rentes isolados do virus da tristeza quando perp�

tuados em porta-enxertos intolerantes e tolerantes à

14 

15 

tristeza • º • º •• ,, •••••••••• " •• •. ,, • ., ••• º " • º " º •• º º • • • • • • 15 

B. Correspondência da reação à tris�eza eE,_��� propaga-

2§..es de matri�es 12;tilizadas como fontes. de is_���
fracos de limão galego e clones nucelares novos in-

fetados com os mesmos 16 



e. Comparação da reação i_nduz�or isola�9s fracos e

�es �s da t�steza em muc!.inh�-����Fª!!

co �- J:..im��!e&--.2.zJ.��1:���adas :e.or inte_::1�-

, . pag;i..na 

dio do vetor em�i:_.ç_ç'._,es de casa de vegetaE •••• 19

D. �u�o_de métodos de ing_��o �in��premu-
. ,., 

� 
-c,o•••u••111e,,•ci••e•o•••o-a•••o-0•04PO••o••!••••• 

E. Tentativas pr��� para avaliar o valor de
_.r________ ---

21 

l. Dei?._�rmi:na�p através da i!_loculação com o veto
.;
".',

utilizando plantas jov��� ••••••••••••••••••••• 25

2. T��2:,Y�ê_y�te�2-nar o va,lor de prote
.i,_ão atravé·s da ipoculação simultânea com i.sola-
d 

,,
_o_s_f_o_r_t_e_s_d_o_v_i_ru _ _ê. •·•••••·••·•··•·····•�··•••

F. E��i:°..:!8.f::1:�, em "PJ_�;it��2�:�P::,��pJªª-

tas J?X'��1mi.zaa.as ex_p�� � ir..fe�ão natural. S1::;J2.,�--.... ... . --� -·----•-""'-'--·-----

�go1::_����..Je:_ in�l;!ll_idio de �ão de teci�J-1

27 

pel2...:!_.nseto �2:1:'. ........ ,. ••••••••• º .............. ". .30 

1. �eação à tristeza (s;ntomas foliares, de ��p�
luras e cr_§l�) ••••••• · •••••••••••••••• ,.. • 32

2. Efeito da premtgtl��o sobre a pro��ão dos
clones de limão Galego (resultados de 5 colhei�

�) •• G O • • 1,1, •• e ·"1 f, o li • • • • I> 4 "1 O QI • O • it O • � O ' W •• - • # •• #J • 37 

V• COMPORTAMENTO DO MATERIAL DE LIMÃO GALEGO PREMUNIZADO 

VI. DISCUSSÃO ···••·••·••et••oo••o•i.i••••11•1J••············•qa.e 45

IX. SUM:M:ARY •••••••••••••• º • � ••• • ............... •. • •• ., ... '° ...... � 58 

LITERATUBA CITADA. 60 



ESWDOS SOBRE A INTERAÇÃO ENTRE ISOLADOS DO VÍRUS DA. 
TRISTEZA DOS CITROS, E CONTROLE DA MOIÉSTIA EM L:IM[o 

GALEGO POR PlIBMUNIZAÇÃO 

I. INTRODUÇÃO

O controle dos dá.nos induzidos pelo v!ru.$ da tristeza na. maio
ria. da.s variedades comerciais de ci tros, apÓs a sua. introdução no 
Pa.!s, foi conseguida através da utilização de porta-enxertos, denom_! 
nados tolerantes ao v!rus da tristeza. O uso desses porta-enxertos 
tolerantes permitiu o soer�ento da. indústria. eitr!cola.. Novos P.Q 

-

mares fora.m, então, formados com os principais tipos de citros que 
tiveram bom desenvolvimento e produção. 

Observações posteriores, efetua.das em pomares comercia.is no 
Brasil, mostraram., entretanto, que nem todos os tipos de coi:as come,:: 
eia.is desenvolviam-se satisfatoriamente em cava.los tolerantes, na. 
presenga. do v!rus da. tristeza {Costa., 1956; Moreil,'a., 1959; Gia.cometti, 
1961). Nesse grupo, encontram-.se o limão Galego (Citrus aurantifolia. 
(Christm.) Swi.ng), a. laranja Pera. {Citrus s;nensis (L.) Osb�ck) e os 
gra.pefrui ts {O. ;pa.ra.disi Ma.cf. ) , assim como alguns outros tipos de 
oitros de menor importância comercial. Foi dete1'II1inado que esse pre
ju,izo ocorria. por J,l811árem tais tipos de ci tros, tecidos parcialmente 
intolerantes á infecção pelo v!rus em questão (Costa. et al.,-1949).

Dessa �aneira, levando-se em oonsideragão a forma de tristeza. que es• 
tiver presente e a relativa intolerância dos tecidos hospedeiros, os 
danos .causa.dos nesses tipos de citros podem asst1mir propor9Ões oonsi• 
deráveis,- sejam eles de pé franco, ou enxerta.dos sobre pórta-enxertos 
tolerantes A tr.i.s�eze. (Cogta• 1956). 

Principalmente em pla.n.ta.ções comercia.is de limão Galego podem 
ser obs.erva.dos os danos induzidos pela tristeza, sendo que mui tos po
mares dessa variedade estão em franco declinio ou já, deixaram de exis 

-

tir :pela. a.ção do v!ras;· Essa intole�oia do limão Galego a.o VÚ.-US 
da tristeza fez com que fosse aconselhada. a sua substituição por ou• 
tros tipos de citros de �ra.,cter!stioas aproximadas. No entanto, o 
.abandono ou redução da cultura de \Ul!.a variedade de citros com.o o li• 
mão Galego, cuja fruta. tem excelente qualidade sob vários aspectos, é



um problema bastante complexo do ponto de vista comercial. Dessa 
maneira., considerou-se que a cultura do limão Ge.lego não deveria ser 
abandona.da, sendo que deveriam ser desenvolvidos métodos para. propi
ciar a. continuação do seu plantio de maneira. satisfatória. 

A ocorrência generalizada da tristeza no País engia. uma medida. 
de controle que fosse funcional na presença. do v!rus. Esse fato li
mitava as possibilidades de controle nas quais se poderia pensar. 
Uma delas seria a criação de variedades resistentes, através de in
corporação genética da tolerância. existente em mui tos tipos de ci troa, 
ou a imunidade existente em Ponciru.s trifolia.ta Raf., nas espécies 
que têm problemas com a tristeza. Esse método, porém.. apresenta uma 
série de dificuldades devido a. diversos fatores, ta.is como: {a) exi_! 
tência de embrionia nucelar, o que torna difícil a obtenção e identi• 
fieaçâo dos híbridos de citros; (b) o fato de a maioria dos tipos 
comerciais de ci tros, devido ; sua elevada. hetero zigose • produzirem 
progênies sexuadas extremamente variáveis, mas, geralmente, de carac
terísticas inferiores às da planta mãe, (e) hibridos de citros neoe.! 
sitam de muito tempo para entrar em produção.. Ademais, a necessidade 
de aliar resistência ou tolerância às cara.cteristicas exigidas pelo 
mercado de consumo "in natura." ou pela. indústria t torna a tarefa ex
tremamente dificil pela sua complexidade ge11étioa. 

Descartadas as :possibilidades menciona.das acima; uma outra vi
sando resolver o problema seria aquela baseada num dos fenômenos de 
interferência entre v!rus de plantas, ao qual pode ser dado o nome de 
proteção. O conhecimento da existência de estirpes fracas do vi'rus 
da triatem e o fato de que elas podem oferecer proteção, leva.ramo 
autor a trabalhar em um programa.1 experimental, visando o controle da 
tristeza no caso das copas sensitivas de limão Galego, laranja Pera e

Ruby Red grapefruit, através da prem.unização. 
Aparte do programa rela.tiva ao controle da tristeza. em copas 

de limão Galego pela premunização, foi iniciada em l96lt a descrição 
dos experimentos exeeuta.dos e os resulta.dos obtidos constituem a pre• 
sente tese. 

1isse programa. foi parcialmente s�bvenoionado pela P.L. 480 do u.s.

Depa.rtment of Agricultura no período 1961•1966. 
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II. REVISÃO DE LITERATURA

A literatura s�re o fen�meno da proteção é bastante vasta e, 
para maior clareza; vai ser apresent�a na seguinte ordem: (a) trab!: 
lhos pioneiros; (b) natureza da proteção; (e) uso da proteção para 
fins de controle e as vantagens e desvantagens do metodo e (d) pro� 
ção em relação l tristeza. 
(a) trabalhos pioneiros

O fen�meno da proteção de uma planta invadida por um v:Crus con• 
tra a invasão de uma outra estirpe desse virus foi estudado por vá
rios pioneiros da virologia vegetal: Wingard (192$) mostrou que dif� 
rentes espécies de plantas infetadas com o virus do "tobacco rings
pot" não permaneciam severamente afetadas indefinidamente, pois; al

gum tempo após a infecção, as plantas se recuperavam completamente." 

Propagações das plantas assim.recuperadas davam origem a plantas que 

também tinham apar�ncia sadia. No entanto, as folhas de aparência 
normal de plantas recuperadas, não apresentavam qualquer sintoma, 
quando inoculadas com suco de folhas severamente afetadas pela molés

tia. McIG..nney (1929) verificou em experimentos com o TMV, que plan
tas infetadas com "light!;g,re:en mosaic" não mostraram sintomatolGgia 
diferente, apó's tr$s inoculações sucessivas com "yellow mosaic 11

; Poy 
co tempo depois, Thung (1931) demonstrou que plantas de fumo infeta

das com TMV não apresentaram sintomas adicionais após terem sido ino
culadas com um variante que causava "wbite mosaic", quando inocula.d.o 
em plantas sadias. Salaman (1933) verificou que plantas de fumo com
pletamente invadidas por estirpes fracas do v.:Crus X da batata estavam 
protegidas contra injúria subsequente, se inoculadas com estirpes que 
induziam "marked mottling", ou outro tipo distinto de injúria em pl8!1 
tas sadi'as. Kunkel (1934) demonstrou que plantas inoculadas com es

tirpes atenuadas do virus do 11+.e:bacco mosaic" eram imunes às estirpes 
comum e aucuba. 

A maioria dos trabalhos mais antigos sobre o fenômeno da prote
ção foram efetuados com estirpes do v.irus que causavam mosaicos e man 
cha anular. Estirpes de tais v.í'.'rus deram proteção em alto grau, com 
pouquíssimas exceções. Os poucos casos havidos da estirpe de um de-
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terminado virus não oferecer proteção completa contra estirpes rela

cionadas, eram atribuidos a uma invasão incompleta da planta-teste, 

pelo primeiro virus introduzido (Price, 1940). Baseado, porém, em 

grande nÚruero de resultados mais recentes obtidos em testes de prote

ção cruzada, chegou-se a conclusão que existe um largo espectro no 

grau de proteção a ser encontrado entre estirpes relacionadas de um 

virus (Bawden & Sheffield, 1944i Bald, 1948� Giddings, 1950; Fulton, 

1951� Bennett, 1955)ó 

Como regra, a proteção tem sido mais completa entre estirpes de 

virus que induzem mosaico, do que entre as dos virus do grupo dos am� 

reles e do tipo "leaf curl" (Bennett, 1953). Também a proteção pare

ce ser uma ocorrência mais comum entre virus que se multiplicam no p� 

rênquima do que entre os que são restritos ao floema e tecidos adja

centes. Finalmente, um fato geralmente aceito é o de que a proteção 

é tanto melhor quanto mais completa for a invasão dos tecidos da pla� 

ta pelo primeiro virus (Costa, 1972b). 

(b) Natureza da proteção

Nada de definitivo é conhecido sobre a natureza da proteção. 

Entretanto, diversos autores sugeriram hipóteses para explicá-laz 

(1) Formação de substâncias de proteção. A idéia de que a proteção

poderia resultar da formação de substâncias defensivas do tipo anti

corpo dos animais foi formulada por Tb.ung (1931). (2) Adsorção do se

gundo vírus. Hipótese apresentada por Kavanau (1949) 7 que procura ex

plicar o fenômeno através de adsorção das part{culas do segundo virus

em agregados do primeiro virus já existentes nas células, neutralizan

do, dessa forma 9 o segundo virus. (3) Não separação do ácido nucléico

do ca·ps{dj;2. Costa (1972b) tenta explicar o mecanismo de proteção,

imaginando que, nas células já ocupadas pelo primeiro virus, deixa de

ser operativo o mecanismo que leva à separação do ácido nucléico do

segundo virus do seu capsidio e que assim não permitiria que o icido

nucléico do segundo virus exercesse suas fuJ.1çÕes. (4) B_ecapeação ime

diata. Essa outra idéia, também formulada por Costa (1972b) não dife�

re muito da de Kavanau (1949) anteriormente citada, mas oferece uma

explicação um pouco diferente para o fenômeno. Nesse caso, é admiti

do que as partículas do segundo virus, se separam em ácido nucléico e
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em cap;i. proteica, mas sistemas em funcionamento na célula levam a uma 

imedia.ta recapeação do ácido nucléico do segundo viru.s nela urÓJW-La 

capa protéica ou por capa protéica do primeiro v.frus;' impossibili tan...:

do assim que o ácido nucléico do segundo v.frus possa agir dentro da 

céluJ.a. 
 

.Alem dessas t,Aorias existem. outras baseadas em efeito competi ti

vo, que visam explicar o fen�meno: (5) Ocupação dos sitias de mttJ..ti...: 
plicação. Hipótese formulada por Ifunkel (1934) e Bawden (1943); que 

explicaram a nroteção na base de que·o primeiro v.frus ocunaria todos 

os si tios de multiplicação na célula, não restando assim s{ tios dis_

poni veis para o segundo noder se multiplicar. (6) Competição para 

precursores. HinÓtese também formulada nor.Kw..kel (1934) e Bawden 

(1943), baseia-se na idéia de que o nrimeiro virus estaria usando to...: 

do o material precursor do virus existente nas células, pouco ou nada 

sobrando desse material para o segundo virus. (7) Efeito comnetitiv� 

constante entre o primeiro e o segundo virus Costa, (1972b), fo:rmtüa 

a idéia de que a nroteção 11ode resuJ. tar de um efeito comneti ti vo que 

o primeiro vfrus estabelecido nos tecidos da planta oferece ao estab�

lecimento do segundo virus; admitindo que esse efeito comnetitivo po�

sa ser exercido em qualquer uma das fases do ciclo do virus, dentro

da célula e dos tecidos da hospedeira: na seuaração da capa ae pro

teina do ácido nucléico, no mecanismo de transmissão da informação e

" t d .. 'd 1"• " f d •~ s:i.n ese o aci o nuc e:i.co: e da proteina e mesmo na ase _e reunia.o

do ácido nucléico e nrote{na nara formar a uarticula com1uleta;· na

translocação na planta e eté ao ser apanhado pelo vector.

( c) Uso_ da proteção para fins de controle e a-s v.antJa.ge:asrie d:es-V.a;;gd;atfc

geps '"d.,or:Ji@étodo
Salaman (1937) e Johnson (1937) forsm nossivelmente os primei

ros a apontar um possivel significado econ�mico,da nroteção conferida 

por estirpes fracas, contra estirpes virulentas. 

A -premunização foi utilizada com resultados satisfatórios por

diversos pesquisadores: Posnette & Todd (1955) utilizaram-na em expQ 

rimentos, nos quais nrotegeram nlantas de cacau contra as estirpes 

mais prevalentes e. normalmente severas do "swoL1en shoot" do cacau 

(Theobroma cacao L.) com estirpes fracas desse. Durante um neriodo 
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de três anos, de 416 árvores infetadas com estirpes fracas, somente 

35 mostraram sintomas severos, contra 273 de 387 árvores não protegi• 

das. Também a produção das plantas protegidas foi muito superior à 

daqueles não premunizadas que foram infetadas naturalmente. Simm.onds 

(1959) obteve proteção eficiente em Passiflora edulis Sims durante um 

periodo de 5 anos, premunizando as plantas com formas fracas do "wClo

diness virus 11• 

vários autores têm comentado sobre as vantagens e desvantagens, 
viabilidade e possíveis perigos do uso da proteção no controle de uma 

determinada moléstia de vírus. Posnette & Todd (1951, 1955) e Costa 

(1972b) fazem algum.as considerações a esse respeito que, resumidas em 

linhas gerais, são as seguintes: (a) no caso de culturas anuais, tal

técnica raramente pode justificar o trabalho envolvido, pois essas 

culturas geralmente se propagam por semente verdadeira, necessitando 

o processo de premunização ser repeti90 em cada geração, No entanto,

poderia ser utilizada no caso de plantas anuais propagadas vegetatiV!,

mente por tubérculos, bulbos etc.� (b) a presença de virus fraco nu

ma cultura pode servir de fonte para outra cultura, onde poderia ori

ginar moléstia de importância� (c) a presença da estirpe ou complexo

fraco em todas as plantas pode originar o fenômeno de sinergismo, no

caso de infecção da planta por outro virus; (d) a existência de graE:

de número de plantas com virus pode aumentar a probabilidade de sur�

rem mutantes severos com possibilidades competitivas� (e) a doença

deve estar bastante espalhada, sendo impossivel a sua erradicação9
(f) perdas induzidas pela mesma devem ser tão elevadas, que alguma re

-

dução na produção, decorrente da infecção pelas estirpes fracas duran
-

te um periodo longo, seria a alternativa preferivel a escolher e (g)
;, , • Â e necessario que exista evidencia de que as estirpes fracas protegem

efeti vamen-te sem que elas próprias causem mui tos danos.

(d) Proteção �n relação à tristeza

Hughes & Lister (1953), trabalhando com a "lime disease" da Co� 

ta do Ouro, mencionam que essa moléstia seria causada por um vírus 

que existiria em pelo menos duas estirpes, uma delas causando sinto

mas mais severos. Oberholzer et al. (1949), em estudos sobre o "stem 

pitting" (�1liúli�âi'S), do grapefruit na Africa do Sul, assinalam o fa• 
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to de ter encontrado plantas bastante afetadas por essa doença, e 

também algumas com poucos sintomas e bastante vigorosas. Verificaram 

ainda que plantas afetadas davam origem a clones com sintomas fortes 

de "stem pi tting", enquanto que borbulhas retiradas de plantas apareE: 

temente sadias davam origem a plantas igualmente sadias e vigorosas 0

Em trabalho subsequente, McClean (1950), baseado nas reações obtidas 

em limas ácidas inoculadas a partir de grapefruits afetados e grape

fruits vigorosos, aparentemente sadios, sugeriu que o 11stem pitting" 

do grapefruit seria causado por um virus existente também em, pelo lll2, 

nos, duas estirpes uma induzindo sintomas severos e a outra sintomas 

fracos. Esses trabalhos foram realizados antes que se soubesse que 

essas manifestações eram induzidas pelo virus da tristeza. 

Evidência experimental da ocorrência de estirpes fracas e for

tes do virus da tristeza foi obtida inicialmente no Brasil por Grant 

& Costa (1951)º Esses autores verificaram que plantas invadidas pela 

estirpe fraca não apresentavam injúria, quando superinoculadas pelas 

estirpes fortes. Esse fato mostrou que a proteção funcionava no caso

de estirpes do v{rus da tristezaº 

No caso da tristeza, também foi observado que o grau de prote-
,.., 

çao conferido por estirpes fracas podia variar� Olson (1956, 1958) e

Grant & Higgins (1957) mencionam niveis diversos de proteção entre 

isolados fracos e fortes do v{rus da tristeza. Também Stubbs (1964), 

trabalhando em experimentos de proteção num periodo de 11 anos com m:B_ 

das de pé franco de grapefruit, assim como combinações de laranja do
ce sobre azeda (Citrus aurantium L.) verificou que isolados fracos de 

grapefrui t e limão verdadeiro (C. Limon (L.) Burm.f.) diferiam conside 

ravelmente na sua capacidade inicial de proteção. No entanto, num p� 

riodo longo, mesmo um isolado de capacidade inicial de proteção bai

xa, exercia considerável influência. 

A possibilidade de se utilizar a premunização em campo foi ex• 

perimentada por vários autores. Costa et al, (1954) ? em trabalhos ex 
-

perimentais efetuados com diversas combinações de copa e porta-enxer-

tos de citros, inoculadas com estirpes fracas do 

mostraram que plantas de limão Galego e lima Key 

(Christm.) Swing) inoculadas com isolados fracos 

 virus da tristeza, 

(C. aurantifolia 

do v{rus da triste-
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, 
. za, desenvolveram-se com maior vigor do que plantas comparaveis, que 

expostas em campo à infecção natural por um per{odo de três anos se 

tornaram infetadas por estirpes comuns. Frazer (1966) obteve bons 

resultados com plantas de grapefruit Marsh Seedless crescendo em cam 

po, infetadas com isolados fracos de tristeza, expostas � infecção 

natural por estirpes comuns desse virus, pelo espaço de 10 anos. 

Além desses resultados, uma série de autores tem feito considerações 

de ordem teórica em torno da possibilidade de controle dos danos cau 

sados pelo virus da tristeza, através do uso de estirpes fracas des

se (Steyaert, 1952? Oberholzer & Hofmeyr, 1955? Costa, 1956? Grant 

et al�, 1960). 
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III. MATERIAL E MÉTODOS

A. Coleta de isolados fracos do virus da tristeza

O problema de encontrarem-se isolados fracos adequados do ví

rus da tristeza que viessem a proteger copas de limão Galego contra 

a invasão em crunpo por isolados fortes (causadores de caneluras) do 

virus, foi considerado sob os seguintes ângulos: (1) as estirpes ou 

complexos de estirpes a serem utilizados nos testes de premimização 

deveriam ser realmente fracos para as copas em questão; (2) neces

sitariam possuir poder invasivo elevado, invadindo completamente os 

tecidos da planta� e (3) a sua taxa de multiplicação deveria ser de 

tal ordem a sobrepujar qualquer outro isolado que, ocasionalmente, 

viesse a se estabelecer em alguma parte da planta. 

Com a finalidade de coletar isolados fracos do virus da triste 

za que preenchessem as condições consideradas necessárias, (menciona 

das acima) para os estudos de premunização mais tarde efetuados, fo

ram realizados levantamentos em pomares de limão Galego, laranja Pe

ra e grapefruit Marsh Seedless2 enxertados em cavalos tolerantes ao 

vírus da tristeza que, no entanto apresentavam-se severamente inju

riados pela moléstia. Quando plantas de crescimento excepcional, a

parentemente sadias, correspondendo ao tipo padrão da variedade, e

ram encontradas nesses pomares, fazia-se uma observação mais minuci� 

sa para sintomas menos visiveis. Particularmente, no caso do limão 

Galego, eram feitos exames cuidadosos para sintomas foliares do tipo 

palidez das nervuras (veinclearing) e caneluras (stem pitting). O 

material dessas plantas supostas de elite foi coletado para fins ex

perimentais. 

Foi considerado que o vigor excepcional das plantas seleciona

das poderia ser atribuido a um dos seguintes fatores: (a) estavam 

2As coletas de Pera e grapefruit Marsh Seedless foram efetuadas, por
também serem feitos com essas duas variedades, ensaios paralelos de 
premunização, que deixam de ser mencionados no presente traballio, 
por não haver ainda resultados mais conclusivos, devido à menor se_!! 
sibilidade desses tipos de citros ao virus da tristeza. 



... 10 -

naturalmente infetadas por uma estirpe ou complexo de estirpes fra

cas do virus da tristeza de pouco ou nenum efeito sobre as plantas, 

que estavam protegendo as mesmas contra a invasão das estirpes for

tes causadoras do declinio das plantas vizinhas, por um período de 

já vários anos; (b) essas plantas representavam mutantes que pos

suíam tecidos mais tolerantes às estirpes fortes locais do que o res 

tante das plantas do pomar7 (c) algumas dessas plantas estariam lo

calizadas em pontos de fertilidade superior ao do resto do pomar e� 

(d) seriam plantas que teriam escapado à infecção pelo vírus da tris

teza, embora essa hipótese fosse bastante improvável..

Para os testes de premunização, a alternativa (a) é a que in

teressava, embora a alternativa (b) também fosse de valor para con

trolar os danos induzidos pelas estirpes fortes em condições de cam

po, desde que o mutante possuisse as qualidades comerciais da fruta 

da variedade padrão. 

Nos diversos levantamentos efetuados, coletaram-se ·cerca de 

150 isolados do vírus da tristeza, dos quais 125 considerados fracos 

e 25 considerados severos de pomares de limão Galego, laranja Pera e 

grapefruit Marsh Seedless. Os isolados supostos fracos e fortes fo

ram primeiramente comparados por estabelecimento em porta-enxertos 

intolerantes e tolerantes ao vírus da tristeza º Posteriormente os 

considerados melhores foram estudados de duas maneiras principais: 

(l) o seu efeito sôbre os clones novos de Galego a serem protegidos;

(2) a determinação do seu valor protetivo.

B. Preparo das plantas testes utilizadas nos experimentos

1. Obtenção de plantas testes de limão Galego e de P9!ta-enxer

tos utilizados nos experimentos

Todas as sementes de limão Galego e de alguns outros tipos de 

citros para a formação das plantas utilizadas nos ensaios foram obti 

das na Estação Experimental de Limeira. A fim de manter um suprimen

to contfuuo de sementes viáveis, os lotes de sementes após retirados 

dos frutos e secos externam.ente foram tratados com fungicidas e col2 

cados dentro de sacos plásticos e armazenados em um refrigerador do 
, 

tipo domestico (Montenegro & Salibe, 1960). 
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As sementeiras foram feitas em caixas de madeira nas dimensões 

43 x 43 x 14 cm, num meio formado por terra e esterco de curral na 

proporção 3:1, coberto por uma camada de areia grossa de 1 - 2 cm. 

Essas caixas seram mantidas em casa de vegetação, As mudinhas foram 

transplantadas no estágio de 3 - 4 folhas, para vasos de barro nas 

dimensões 20 x 24 cm, sendo que das mesmas, parte foi mantida em ca

sa de vegetação e parte foi subsequentemente transplantada para vi

veiros experimentais, geralmente no espaçamento normal de 1,20 x 

0,40 m, aconselha,do para viveiro º 

Os porta-enxertos de limão Cravo (Citrus reticulata var. auste 

B!: hib.), laranja Caipira (C. sinensis (1.) Osbeck) e tangerina Cle2 

patra (C. reticulata Blanco), utilizados nos vários testes, foram, 

salvo algumas exceções, obtidos de sementeiras já existentes na Est� 

ção Experimental de Limeira. Essas mudas foram trazidas de raiz nua 

para a Seção de Virologia e, a seguir, transplantadas para saquinhos 

pl�sticos nas dimensões 15 x 30 cm., sendo mantidas nos espaços en

tre as casas de vegetação até o seu perfeito pegamento. Nesse lo

cal, pulverizações semanais com inseticidas eram efetuadas, visando 

impedir a colonização das plantas pelo pulgão preto dos citros i (To

xoptera citricidus Kirk.) o vetor da tristeza. Posteriormente, as 

melhores mudas foram então plantadas em viveiros experimentais. 

2e Preparo de material clonal sadio para uso nos teste de pre

munização 

A necessidade de se ter material sadio comparável para os en

saios de premunização fez com que se preparassem clones nucelares no 

vos de limão Galego. Devido ao fato de o limão Galego ser altamente 

poliembriônico, e as plantas provenientes de sementes serem via de 

regra 9 típicas para a variedade (Hodgson, 1967), o preparo dos clo

nes necessários foi efetuado a partir de mudas de pé franco de limão 

Galego, germinadas de sementes plantadas (como já foi mencionado) em 

casa de vegetação Do lote germinado, foram selecionadas cinco mu

das pelo seu vigor e tipo do padrão da variedade em questão. Assim 

que estas mudas atingiram o tamanho apropriado, retiraram-se gemas 

das mesmas, as quais forrun multiplicadas ffin porta-enxer,tos de laran-
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ja azeda. As plantas assim formadas foram mantidas na casa de vege

tação. 

Os clones novos foram enxertados em laranja Azeda a fim de que 

se pudessem reconhecer, com maior facilidade, poss{veis casos de con 

taminação acidental pelo vírus da tristeza. A casa de vegetação em 

questão era semanalmente pulverizada com inseticidas, além de ser ro 

tineiramente fumigada, tornando assim mínima a chance de infecção n� 

tural pela tristeza, As plantas conduzidas da maneira indicada for

neceram as borbulhas dos cinco clones para os diversos ensaios efe

tuados. 

G. Técnicas utiliza�- inoculação dos isolados do virus da tris

teza

As inoculações dos isolados do vírus da tristeza foram efetua

a�s, no presente trabalho, através de inoculação por união de tecido 

e por meio do inseto vetor do virus y o pulgão preto dos citros. 

1. Inoculação por união de tecido (borbulhas)

Nesse caso, retiravam-se gemas das l)lantas selecionadas para

fontes de vírus, as quais eram então enxertadas da maneira usual nas 

plantas a ser�n infetadas, nUL1a altura de 10 - 15 cm acima do solo. 

Normalmente, permitia-se que as gemas efetuassem um crescimento de 

cerca de 20 cm (Fig.: 1-A), após o que eram cortadas e cegadas. Pro

cedendo-se dessa maneira, conseguia-se uma boa infecção da planta a 

ser inoculada 9 pois, com o crescimento da gema inÓculo, havia multi

plicação do vírus nela existente, que então passava em maior concen

tração para a planta que se desejava infetar. 

2. Inoculação por vetores (pulgão preto dos citros)

As transmissões de isolados do virus da tristeza, utilizando

-se o vetor, isto é, o pulgão preto dos citros, foram efetuadas como 

segue: os insetos originalmente coletados de plantas de citros fo

ram mantidos em plantas de abóbora (Cucurbita moschata Duches) da� 

riedade Redonda de Amparo (Costa et al., 1968), obtendo-se dessa ma

neira colônias sadias. Quando havia necessidade de grande número de 

insetos, eram os mesmos coletados em campo e colocados nessa varie� 



- 13 -

de de a bÓbora por L,8 horas, IJara perderem o virus, o que permitia u

ma boa margem de segurança, pois já 2/+ horas após se alim.entar numa 

planta sadia, os insetos se tornam não infetivos {Costa & Grant, 

1951). Algumas vezes, a obtenção de insetos não virulife;os era fei 

ta em mudas de pé franco de laranja azeda com vários meses de idade, 

da mesma maneira que em abóbora, que, por ser tipo de citros resis

tente e de dificil infecção pelo virus da tristeza, tam1)E3li1 se prest.§:_ 

va a essa tarefa, Todas essas operações foram realizadas num insetá 

rio. Os insetos não viruliferos ass�n obtidos foram então utiliza

dos nos diversos ensaios de transmis.Jão do virus da tristeza . 

.Algumas vezes, principalmente para aqueles ensaios em que se 

necessitava de estirpes severas do virus da tristeza, os pulgões pr!:_ 

tos era.a obtidos de colonias naturalmente formadas nas brotações de 

árvores sabidamente infetadas por estirpes fortes do virus e, a se

guir, transferidos para as plantas a inocular.. A transferência dos 

pulgões foi sempre feita colocando-se pedaços de folhas ou brotos 

das fontes de virus, com o número de pulgões desejado, em ponteiros 

ou galhos das plantas a inocular • , ~ 

.Apos essa operaçao, cobriam-se as 

plantas com gaiolas constantes de uma armação de arame fino recober

ta com meia feminina de nylon, de Daneira a confinar os insetos 

(Fig. 1-B). Embora esse tipo de inoculação fosse utilizado princi

paL11ente para infetar plantas de campo, aonde poderia parecer, a uma 

primeira vista, não ser necessário um confinamento dos insetos, o 

mesmo era feito visando evitar a fuga dos pulgÕes dos galhos onde ti 

nham sido colocados, garantindo, dessa maneira, UL1a melhor ali.L1enta

ção com uma consequente boa inoculação. O periodo de alimentação 

foi sempre no minimo de 24 horas, tempo considerado suficiente F,i,ra 

a inoculação do virus. Decorrido esse espaço de tempo, eram os pul_ 

gÕes eliminados com um inseticida de pouca ação residual. O fato de 

se utilizar um inseticida com tais caracteristicas era para permitir 

a reinoculação de uma planta num curto espaço de tempo • 

D. A;valiação da 
N ... 

tristeza das 12lantas infetadasreaçao a 

A reação à tristeza observada nas plantas de li.L1ão Galego dos 

diversos experi.Llentos foi julgada; (1) pela wanifestação de sinto-
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mas foliares representados, pela intensidade de palidez das nervu.ras 
das folhas, suberificação das nervu.i'as, arJ.arelec:i..mento e redução de 
tama1�10 das folhas nos casos mais severos. A avaliação do grau dos 
sintomas foliares foi feita segundo uma escala arbitrária que varia

va de O a 5, sendo dado, subjetivamente, de acordo com a sua severi

dade. Grau O correspondia à ausência de sintomas foliares3 grau 5, 

aos mais severos sintomas (Fig. 2-A, B e C)7 (2) pela presença de 

sintomas de caneluras (stem pitting), seguindo-se nesse caso o mesmo 
critério 1:iara avaliar a intensidade de sintomas adotado acima, grau 

O correspondendo à ausência de sintomas de caneluras e grau 5 aos 

mais pronunciados sintomas (Fig. 3-A)i (3) pelo crescirJ.ento efetua

do pelas plantas. Nesse caso, a escala variavà de 1 a 5, sendo que 

grau 5 correspondia ao crescimento máximo, e grau 1, ao mini:oo (Fig. 

3-B) e finalmente� (4) pela quantidade e qualidade dos frutos proa.,g 

zidos (Fig. 3-C).

E. Defi..rdção de alguns termos utilizados na presente tese

Para facilidade de compreensão foi considerado conveniente dar 

o significado de alguns termos utilizados na literatura que trata da

proteção entre estirpes de virus de plantas e que são u�ilizados na

presente tese. Proteção é o fenômeno pelo qual uma planta ou parte

de planta pode, após ter sido invadida por um virus ou estirpe do vi

rus, se tornar imune ou altamente resistente à infecção ou invasão

por um segundo virus relacionado. Premunização seria a técnica de

promover a infecção de uma planta com uma estirpe fraca de um virus

que venha a oferecer proteção contra a forte desta maneira levando a

um contrôle das manifestações severas da doença. Nos testes para v�

rificar o valor da premu..rdzação também denominado de teste de prote

ção faz-se uma segunda inoculação geralmente com estirpes fortes de

virus relacionados denominados nesse caso de desafiantes. Essa se

gunda inoculação e chamada também de super:i..noculação desafiante. Re

cuperação de um virus é a retroinoculação que se faz de uma planta

previamente inoculada com um ou mais virus, para fins de identifica-

çao.
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IV. RESULTADOS EXPERIMENTAIS

A. Reação de clones de limão Galego_J?ortadores de diferentes isola

d�s do vírus_ da tristeza quando perpetuados em porta-enxertos in

tolerantes e toierantes à tristeza.

Uma primeira tentativa para se efetuar a avaliação da real na

tureza dos isolados de tristeza coletados de plantas de limão Galego, 

julgadas como invadidas por isolados fracos ou severos do virus, se� 

gundo a sintoma tolo&da O:Jservada nessas plantas, quando da execução 

dos levantamentos, foi efetuada através da enxertia de borbulhas das 

árvores em questão, em cinco individuos de cada um dos seguintes ti

pos de porta-enxertos: (1) intolerantes à tristeza representados pe

la laranja Azeda e (2) tolerantes à tristeza, representados pelo li-
,.,

mao Cravo e a laranja Caipira. 

Esperava-se que o crescimento efetuado em laranja Azeda desse 

uma possivel indicação sobre a natureza do isolado testado, isto é,

se era fraco ou forte, como verificado para copas de laranja doce por 
1 

Grant & Costa (1951). O crescimento em limão Cravo deveria fornecer 

indicações sôbre a natureza do isolado, quando a copa estivesse se de 

senvolvendo em cavalos tolerantes à tristeza e indicar se havia ou 

não contaminação pelo vírus da exêorte (Moreira, 1955). ·A laranja 
' 

Caipira foi introduzida como outro tipo de portf:.-enxerto tolerante a 

tristeza usado no Estado de São Paulo e com a finnlidade de tornar 

possível a detecção de algum isolado de tristeza que, embora fraco a 

julgar pela sua reação em Azeda, estivesse associado ao virus da exo

corte, o qual mascararia o efeito da estirpe de tristeza em questão, 

quando o material infetado fosse estabelecido em limão Cravo. 

O crescimento inicial feito pelas copas de limão Galego enxert� 

das em cavalo de azeda, verificado em 1963, quando as plantas conta

vam cerca de um ano de idade, mostrou que houve certa diferença regi;?_ 

nal. Essa diferença não foi observada quando o mesmo material estava 

enxertado em porta-enxertos.tolerantes. A diferença regional inicial 

em laranja azeda desapareceu quando as plantas ficaram mais velhas. 

Dados sobre a avaliação dos sintomas foliares de tristeza e do 

desenvolvimento das copas de limão Galego efetuada em 1966, quando e,ê_ 
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sas contavam 4 anos de idade, estão apresentados no quadro 1, Veri

ficou-se que as copas estaoelecidas em porta-enxertos de azeda tive

ram desenvolvimento muito ruim embora tivessem se originado de plan

tas de elite selecionadas em ca111po como matrizes. Constituiram exce 

ção as fontes de v{rus nQs 50, 82 e 1003 que tiveram melhor desenvol 

vimento e reação de tristeza mais fraca do que a média das reações 

obtidas para as outras fontes. Nos porta-enxertos tolerantes, o de�s 

senvolvimento dos clones de Galego foi bastante satisfatório, e os 

t 
' � sin omas de tristeza geralmente fracos, correspondendo as caracterl.,ê_ 

ticas das matrizes de elite das quais se originaramº Nesses porta

-enxertos, os clones 50, 82 e 100 que tinhaiu apresentado melhor de

senvolvimento erJ. .Azeda, não se distinguiram dos demais, Essa falta 

de l)aralelismo entre a reação de plantas enxertadas em cavalos de 1� 

ranja .Azeda e tolerantes também foi verificada em ensaios semelhan

tes de laranja Pera, não mencionados na presente teseº 

B. Correspondência da reação à tristeza entre propagações de matri

zes utilizadas como fontes de isolados fracos de lunão Galego e

clones nucelares novos infeta dos colil os mesmos

Durante os levantamentos efetuados para localizar plantas con

sideradas de "elite" de limão Galego, desenvolvendo-se satisfatória

mente elil pomares afetados pela tristeza, duas considerações princi

pais foram feitas para explicar o bom desenvolvunento dessas: (1) 

tais plantas estariam naturalmente prernw1izadas com isolados fracos 

do virus contra os d.anos causados pelos isolados severos, responsá

veis pelo declinio das outras plantas do pomar, ou (2) que algumas 

dessas plantas poderiam representar mutantes com tecidos mais tole

rantes às estirpes locais do v{rus º 

O interesse em determinar qual dos dois fenôrnenos mencionados 

acima seria responsável pelo bom comportam.ento das plantas consider_ê: 

das de 11eli te", selecionadas como matrizes, levou a conparar-se a 

reação à tristeza, das propagações efetuadas em cavalos tolerantes 

3:Núm.ero de acesso das coletas dos isolados do v{rus da tristeza no
registro da Seção de Virologia .. 



Quadro lo Reações apresentadas pelos clones de limão Galego 
fontes dos isolados do virus da tristeza, agrupados por local de 
coleta perpetuados em porta-enxertos toletantes e intolerantes 

Reaçoes de tristeza representados 
Isolados por sintomas foliares (s}, e cresci 

de Procedência 
mento (cr) observa.dos nas oopas de 

Galego liµ:ião Galego perpetuadas nos tipos 
nº de -porta-enxertos mencionados 

Intolerantes Tolerantes 
Laran.ia Azeda l.Cravo & l.Cai-pira 

s 1 cr s r.r
34 Pitangueiras 5,o

ª
1,0 1,0 4-, 6 

35 4,5 1,5 1,0 5,0 
36 4,0 1,5 1,5 3,8 

Fracos 37 1..,,5 2�0, 1,0 1.:-,5 
38 5,0 1,0 1,0 3,8 
39 5,0 1,0 2,0 4, 3 
1..,0 5,0 1,0 1,0 L..,, 7 
LiJ. 3,3 2,0 1,0 L..,, 5 
42 5.0 1.0 1.0 4.5 

Média 1 4. 6 1.3 1.2 Lh4 

44- Bebedouro 4,3 2,5 1,0 4,5 
1..,5 5,0 1,0 1,0 L..,, 5 

Fracos l..,8 5,0 1,0 1,0 5,0 
49 4,0 2,0 1,0 3,5 
50 2,0 4,0 1,0 4,8 
52 5,0 1,0 2,5 1..,,5 
53 1, 7 "i.O 2�5 

Media 4, 3 2,1 1,4 7 4,2 

72 Limeira - - 1,0 3,8 
76 5,0 1,0 1,0 3,8 

Fracos 82 2,5 3,5 1,0 4,1 
86 5,0 1,0 2,5 4-,4 
87 5,0 1,0 3,0 

!
A,2 

88 590 1.0 2, 5 4.5 
Media 4.5 1.5 1.8 4.1 

Fràcos 100 Araras 2,0 3,0 l,O 3,8 
101 5.0 1.0 2.0 3.7 

Media 1 1 32 5 22 0 1 1 2 5 1 32 7 

&valores no quadro representam médias baseadas em número 
variável de plantas, não inferior a cinco. 



- 18 -

Quadro 1 - Continuação 

Reaçoes de tristeza represe.11tados 
Isolados por sintomas foliares ( s), e cresci 

de Procedência 
menta (cr) observados nas copas de 

Galego limão Galego perpetuadas nos tipos 
n2 

de -oorta-enxertos mencionados 
Intolerantes Tolerantes 
Laranja Azeda l.Cravo & l.Caiuira 

s l cr s 1 cr 
123 Itapira L1-,0 3,3 2,0 l+,O 
121-i- 11-, 6 1,8 3,5 3,5 
125 5,0 2,0 2,0 3,7 

Fracos 126 11-, 3 1,0 3,0 1,,,,0 
127 5,0 1,0 2,0 4,0 
128 4., 3 1, 7 2,0 11-, 3 
129 4,0 2,4 2,5 3,6 
130 3,5 2,5 2,0 4,0 
131 4.4 2.2 1.0 4.0 

Media 4.3 2,0 2,2 3.9 

141 Est. do Rio 5,0 2,0 1,0 3,7 
Fracos 111-2 4,8 1,2 1,0 3,5 

111,3 4,5 1,5 1,0 L1-,0 
1411- 5.0 1.0 1.5 3.6 

Média lh8 1.4 Ll 3.7 

Fortes 51 Bebedouro 5,0 1,0 1,3 3,7 
83 Limeira 5.0 1.0 4.0 2.0 

Média 5.0 1.0 2.6 2.8 
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de algumas das plantas matrizes, com aquela apresentada por clones 

nucelares rrovos de limão Galego inoculados com os isolados de triste 

za das matrizes em questão º Esperava-se que, caso alguma das matri

zes selecionadas devesse o seu bom comportamento a tecidos toleran

tes à isolados fortes de tristeza, esse fato seria verificado na rea 

ção severa de tristeza apresentada pelo clone nucelar novo, inocula

do com o virus dessa matriz. 

No quadro 2 acham-se representados dados da avaliação da rea

ção à tristeza das propagações de 10 matrizes de limão Galegos enxer 

tadas em limão Cravo, quando essas contavam 9 anos de idade, compar� 

das com a reação de clones nucelares novos inoculados com os isola

dos de tristeza de cada. uma dessas matrizes igualmente enxertados em 

li�ão Cravo, contando 7 anos de idade. Pelos valores contidos no 

quadro, verifica-se que, de uma maneira geral, ao bom desenvolvimen

to das propagações correspondeu um desenvolvimento igualmente bom 

dos clones novos inoculados. 

C. �ração da reação induzida por isolados fracos e fortes do vi

rus da tristeza em mudinhas de pé franco de limão Galego, quando

inoculadas i:ior intermédio do vetor em condições de casa de vege

tação

Com a finalidade de determinar se a transmissão pelo vetor mo

dificaria a reação provocada por isolados fracos de tristeza quando 

comparada com a transmissão por união de tecidos, inocularam-se 12 

isolados considerados fracos provenientes de laranja Pera, 8 fracos 

vindos de limão Galego, 2 fracos de grapefruit, 6 severos de laranja 

Pera, 1 severo de Galego e 1 severo de grapefruit em plantas de li

mão Galego por intennédio do vetor. Esse teste efetuado em mudinhas 

novas possibilitaria também uma leitura rápida, permitindo dessa foE 

ma antever as reações a serem obtidas nos ensaios de premruüzação já 

sendo conduzidos. 

As inoculações foram feitas confinando-se pulgões pretos não 
. l., ., viru iferos em ramos de plantas selecionadas como fontes de virus em 

cn�po. Nessas condições pennitiu-se que os mesmos se reproduzissem 

por cerca de 15 dias. Após esse per:iodo, no qual já havia considerá 
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Quadro 2. Comparação da reação à tristeza apresentada 
por plantas de limão Galego estabelecidos como fontes de iso-

r ~ 

lados virus da tristeza com a reaçao obtida de clones nucela-
res novos inoculados com esses isolados 

Reaçoes medias de sintomas foliares (s), canelu 

NÚJnero ras (e) e crescimento (cr) observadas nas plan:: 

tas de limão Gale�o conforme indicado do 
Propag-açoes das plan- Clone novo inoculado isolado tas matrizes fontes com o isolado 
dos isolados 

s e cr s e cr 

35 1,5
ª 2,0 4,2 1,0 1,5 4,0 

40 1,0 1,0 4,8 1,0 1,0 4,7 

42 1,0 1,0 5,0 1,3 
1

1,3 L;,., 7 

50 1,0 1,0 5,0 1,0 1,0 4, 3 

72 1,5 1,5 4,0 1,0 1,0 4,5 

86 1,5 2,0 4, 2 2,0 2,0 3 ,.o

128 1,2 2,0 4,0 1,0 1,0 4-, 7 

130 1,5 2,0 li-, o 1,0 1,0 4,5 

141 1,0 1,0 4,0 1,0 1,0 4,5 

142 1,0 2,0 4-, 2 1,0 1,0 lh5 

Média 1,2 1,5 4, 3 1,1. 1,2 4, 3 

ªvalores no quadro representam médias baseadas em 3 
plantas 
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vel n.fuiero de insetos originários dos primeiros colocados, foram os 

mesmos transferidos e confinados em mudinhas de pé franco de limão 

Galego, com cerca de 2 meses de idade, colocadas num insetário. 

Três plantinhas de limão Galego foram inoculadas a partir de cada 

uma das fontes de v{rus selecionadas. Em ü1édia, 30 insetos foram 

utilizados para inocular cada planta, onde se alimentaram durante 48 

horas (espaço de tempo após o qual foram eliminados com pulvàriza

ções de inseticida) sendo as plantinhas a seguir colocadas na casa 

de vegetação. 

As respostas às inoculações apareceram sob forma de palidez 

das nervuras na maioria das plantinhas de limão Galego, algumas ve

zes já aos 20 dias após a inoculação, Diferenças devidas à natureza 

dos isolados do v{rus necessitaram de mais tempo para serem observa

das, começando a ficar visiveis dois ou mais meses após a inoculação. 

No quadro "3, i, são apresentados os resultados com os vários isola

dos testados, quando as plantas contavam cerca de 6 meses de idade. 

Analisando-se os resultados do quadro 3 verifica-se que os isa 

lados fracos vindos de limão Galego foram os que causaram sintomas 

foliares mais fracos e permitiram o melhor desenvolvimento às plan

tas com eles infetadas, entre todos os isolados testados. Particu

larmente os de nQ 40, 42 e 141 permitiram excelente crescimento à mu 

dinhas por eles infetadas. A inoculação dos isolados fracos de Gale 

go por meio do vetor deu resultados semelhantes aos obtidos nos tes

tes em que se usou a transmissão por união de tecidos, o que se pode 

verificar comparando os dados dos quadros nQs 2, 3 e 4 no caso dos 

isolados nQs J....O, L:-2 e 141. Os resultados no quadro 3 mostram ainda 

que os isolados vindos de fontes de laranja Pera coletados quer como 

fracos, quer como severos, foram de uma maneira geral severos para 

mudas de Galego, Os isolados fracos vindos de grapefruit, embora 

não induzissem sintomas foliares acentuados, reduziram em muito o 

crescimento das plantas. Os isolados severos de Galego e de grape

fruit causaram reações muito severas. 

D. Estudo de métodos de inoculação para fins de premuniza_ç_fü�

Com a finalidade de determinar a maneira mais adequada de ob-
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Quadro 3. Reação de mudas de pé franco de limão Galego 
quando inoculadas com isolados fracos e fortes do vírus da 
tristeza por intermédio ·ao vetor 

Reações de tristeza representadas 
Plantas por sintomas foliares (s) e cresci 

Isolados -fontes menta (cr) induzidas pelas fontes 
de vírus indicadas em mudas de 

, 

n2 de pe 
vírus f�nco de limã� Galego 6 meses a-

nos a inoculaçao 
s cr 

11 Pera 5,0
ª 1,0 

16 li 5,0 1,0 
19 li 3,0 2,5 
21 li 4,0 1,5 
28 li 3,0 2,5 Fracos 67 li 5,0 1,0 
79 li ,�,o 1,5 
85 li 4,0 1,1 

118 li 4,0 1,5 
137 if 5,0 1,0 
140 li 4,0 1,0 
150 li 3,5 1.5 

Media 4,1 1.4 

35 Galego 1,2 3,0 
40 li 1,5 L.,.,5 
42 li 1,6 4,5 

Fracos 72 n 2,0 3,5 
82 li 1,7 3,5 

· 128 li 2,0 3,0 
141 ti 1,0 4,5 
142 li 1.0 4,0 

Media 1.5 39 7 

Fracos 80 Grapefruit 2,0 2,0 
11�6 li 2.6 2.0 

Media 2o3 2�0 

12 Pera 5,0 1,0 
94 li 5,0 1,5 

Severos 120 li 5,0 1,0 
138 n 5,0 1,0 

Barão 5,0 1,0 
Media 5,0 1.1 

Severo 83 Gale12:o 4 g 0 1.0 

Severo 135 Grauefruit 5.0 l o O

Controles não o,o 5,0 .;i,.:Qooulados 

8Números no quadro representam médias baseadas em 3 plantas 
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ter plantas premunizadas com os isolados fracos do vírus da triste

za, foi efetuada uma série de estudos que visavam: (a) comparar a 

inoculação dos porta-enxertos, precedendo a enxertia de gemas sadias; 

(b) a inoculação do porta-enxerto simultânea à enxertia de gemas sa�

dias, e (c) a enxertia de gemas já infetadas pelos isolados.

!rês grupos de porta-enxertos, cada um constituído por mudas

de limão Cravo, laranja Caipira e tangerina Cleópatra foram tratados 

como segue: (a) o primeiro grupo foi inoculado por enxertia com 5 

isolados fracos (nQ /,/), 42, 50, 130 e lliJ.) e 3 isolados fortes (nQ 

33, 94 e 83) do vírus da tristeza. Cada isolado foi inoculado em 3

plantas de cada um dos porta-enxertos utilizados, num total de 9 plaE 

]hill.s:.;rVDeis meses mais tarde� :ess§ls porta ... e�;s,._,.fo�m,.:enxemád�s�oom 

gemas de clones nucelares novos sadios, obtidos das plantas de limão 
Galego, crescendo na casa de vegetação, colocando-se a borbulha aci-

ma da usada para inoculação� (b) o segundo grupo foi inoculado tam

bém ·por enxertia com 3 isolados fracos (nQ 40, 42 e 50,- e dois isol� 

dos fortes (33 e 94), sendo também cada isolado inoculado em 3 plan

tas de cada tipo de porta-enxerto. Simultaneamente à inoculação, f_S! 

ram efetuadas as enxertias com gemas dos clones nucelares novos� (c) 

finalmente o terceiro grupo foi enxertado com gemas dos clones nuce

lares mencionados, já infetadas com os 5 isolados fracos e 3 fortes 

mencionados em (a). 

No quadro 4 acham-se combinados os dados obtidos das plantas 

inoculadas das três maneiras, quando as mesmas contavam cerca de 3 

anos e meio de idade. Por essa tabela podemos verificar que, prati

camente, não houve diferença nas reações obtidas, quer os porta-en

xertos tivessem sido inoculados previamente, simultanea�ente à enxer 
tia, quer enxertados com gemas portadoras do vírus. Por outro lado, 

podemos verificar que houve diferença muito acentuada entre o grupo 

de plantas que recebeu os isolados fracos e o que recebeu os isola

dos fortes, sendo o desenvolvimento das plantas inoculadas com os 

isolados fracos muito superior ao segundo. 
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Quadro 4. Reações comparativas induzidas por isolados fra 
cos e fortes do vírus da tristeza em copas de limão Galego inoc,ii 
.ladas por três métodos 

Reações médias de sintomas foliares (s) 9 caneluras 
(c) e crescimento (cr) observadas em copas de limão
Galego inoculadas pelo vfrus da tristeza como indic�
do abaixo três anos após a inoculação

Isolado 
Porta-enxerto Porta-enxerto Gemas ja infeta-
inoculad� antes · inoculado e das por época da 
da enxertia enxerto si- enxertia 

multaneamente 
s o cr s c cr s c cr 

40 1,01 
1,0 4,8 1,0 1,0 4,7 1,0 1,0 4,7 

1:-2 1,0 1,0 4,7 l ? O 1 ,0 �-, 2 1,0 1,0 4,5 
Fraco 

50 1,0 1 90 4,7 1,0 1,0 L�, 5 1,0 1,3 4,8 

130 1,0 1,5 3,9 - - - 2 1 0 1,5 4,0 

141 1,0 1,0 4,0 - - - 1,0 1,0 3, 7 

Média 1,0 1 ,1 4,4 1,0 1 9 0 4, 5 1,2 1,2 4,3 

33 4,0 4,4 2,0 3,5 3,0 2,5 .�-,o 3,5 1,0 
Severo 

94 4,0 3,2 1,9 3,5 3,5 2,0 3, 7 3,0 1,3 
83 3,7 4,0 2,2 -

- - 490 4,0 2,0 

Média 3,9 3,9 2,0 1 3,5 1 3,2 2,2 3,9 1 3,5 1 1, f:. 

1 Valores no quadro representam médias baseadas em 9 plantas 
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E. Tentativas J?..reliminares para aYaliar o valor de proteção de iso

lados fracos do virus da tristeza

' ~ ,, 

1. Determinaçao atraves da inoculação com o vetor. utilizando 
I?lantas jovens 

Resultados concretos sobre o valor da premunização com estir

pes ou isolados fracos, no controle dos danos induzidos por estirpes 

severas de tristeza, só poderiam ser obtidos nos experimentos de pr� 

mui'1ização de crunpo, após diversos anos de exposição J inoculação na

tural. Julgou-se que uma indicação mais rápida do efeito da prote

ção de isolados fracos do virus da tristeza poderia ser obtida, se 

esses estudos fossem efetuados com mudinhas jovens de limão Galego 

premunizadas e superinoculadas por intermédio do pulgão preto dos ci 

tros, e mantidas na casa de vegetação. Dessa maneira, seria pos

sivel estudar a premunização sob condições controladas, isto é, sup� 

rinocular as plantas uma vez premunizadas com desafiantes conheci

dos. Ademais, a superinoculação poderia ser feita de uma maneira 

mais eficiente. 

A premu.nização das plantinhas de pé franco de Galego, foi fei

ta poucos dias após a sua germinação, com 10 isolados considerados 

como pertencentes ao grupo dos mais fracos, provenientes de limão Ga 

lego, existentes na coleção da Seção de Virologia. Os afideos usa

dos na premunização tinham tido um periodo de aquisição nas plantas 

fontes de virus, conforme já descrito anteriormen�e, sendo utilizados 
10 - 15 insetos para inocular cada planta. 

As superinoculações com os isolados desafiantes foram efetua

das dois meses após as plantas terem sido prenrunizadas com os isola

dos fracos, utilizando-se para isso, em média, 30 insetos coloniza

dos nas fontes de isolados fortes do vil"U.s. Visando aproximar-se às 

condições do experimento de campo, onde as plantas de citros estavam 

expostas à infecção natural por mais de uma estirpe do v{rus da tri� 

teza, as superinoculações desafiantes foram efetuadas com 3 isolados 

reconhecidamente severos, que foram sucessivamente inoculc,dos em oa
a� uma das plantas premunizadas a serem desafiadas. 

No quadro 5, acham-se os valores representativos das reações 
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Quadro 5. Comparação sob condições de casa de vegetação do 
efeito de proteção de isolados fracos selecionados do vírus da 
tristeza inoculados eill plantinhas de pé franco de limão Galego 
subsequentemente superinoculadas com isolados fortes do vírus 

Origem Reações de tristeza representadas por sintomas foli� 

e res (s) caneluras (e) e crescimento (cr) induzidas 
, em mudinhas de limão Gal ego da maneira indicada numero 
do. 

Premuniza.da Premunizada e Somente 
isolado desafiada desafiada 

s c cr s e 1 cr s c cr 

36 1,0
ª 

1,0 4,2 1,0 1,0 3,7 
37 1,0 1,0 L�,O 1,3 1,3 3,3 
38 1,0 19 0 4,5 1,0 1,0 3,4 
39 1,5 1,0 '!,.., 5 1,5 1,0 3,5 

Fracos 40 1,0 1,0 4,5 1,5 1,0 3,4 
42 1,0 1,0 4,2 1,0 1,0 3,7 

100 1,5 1,0 3 ,o 3,5 3,0 2,0 
141 1,2 1,0 3,5 2,0 3,0 3,0 
14-2 1,0 1,0 4,5 1,0 3,0 3,7 
152 1,2 1,0 4,5 1,5 1,0 3,5 

Média 1,1 1,0 4,1 1,5 1 1,6 3,3 

12 4,0 5,0 1,0 
Severos 83 5,0 5,0 1,0 

94 5,0 5,0 1,0 

Média 4-,7 5,0 1 1,0 l 5,0b 
5,oc 1 oª

f 

Controles 
nao o,o o,o 0,5 
inoculados 

ªvalores no quadro representam médias baseadas em 3 plantas 

b c d ~ 
' ' Valores representativos das reaçoes de plantas testemunhas 

inoculadas somente com os 3 desafiantes ao mesmo tempo em 
que se efetuaram as superinoculaçÕes desafiantes. 
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induzidas pelos isolados em questão, nas plantas de limão Galego� 

quando essas contavam cerca de um ano de idade, Verifica-se que os 

isolados fracos testados, de uma maneira geral, protegeram as mudas 

contra os danos causados pelas estirpes severas. Comparando-se as 

médias do grupo premu.nizado ao daquele premunizado e desafiado, veri 

fica-se que este Último apresentou as reações à tristeza um pouco 

mais acentuadas do que o somente premunizado. Também o crescimento 

efetuado, de uma maneira geral, foi menor :nas plantas premunizadas e 

subsequentemente desafiadas. 

A diferença entre o grupo premunizado e aquele premunizado e 

desafiado IJOderia ter resultado de uma nque bra" da proteção conferi

da pelo primeiro virus, com o consequente estabelecimento do isolado 

desafiante na planta, ou, então, devido a im efeito depressivo da 

alimentação dos insetos, injÚria devida às pulverizações e, assim 

por diante, fatores que atuariam diretamente no crescimento da plan

ta. Assim, numa tentativa de estabelecer esses pontos, efetuaram-se 

recuperações do virus de plantas premunizadas com cinco dos isolados� 

respectivamente os de nQs 36, 38, 40, 42, e 11�1 e de plantas parale

las que tinham sido superinoculadàs, para mudas sadias de pé franco 

de limão Galego, com cerca de 6 meses de idade, por inter.médio da en 

xertia de 2 gemas. 

Observações efetuadas nas plantas de Galego, decorrido cerca 

de um ano e meio após as inoculações terem sido efetuadas, mostraram 

que das cinco comparações efetuadas, em três casos, isto é, plantas 

com os isolados nºs 40, 42 e 1/.i.l, os sintomas de tristeza apresenta

dos pelos Galegos inoculados a partir de plantas premunizadas e a s� 

guir desafiadas, foram ligeiramente mais acentuados ·. , do que aque

les induzidos nos Galegos, inoculados a partir das plantas somente 

premu.nizadasº Nos outros dois casos (isolados nº 36 e 38) as inocu

lações dos dois grupos induziram reações seTielhantes. 

2. Tentativas visando determinar o valor de proteção através da

inoculação simultânea com isolados fortes do vii"!?,s

A mistura de um isolado fraco e um forte do vírus da tristeza, 

introduzidos simultaneamente na mesma planta, induz sintomas que ten 
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dem a ser intermediários aos dos dois componentes (Costa, 1956). Com 

base nesse conhecimento foi formulada a hipótese de que, talvez, a 

reação resultante da inoculação simultânea do isolado fraco e do for 

te poderia ser usada como indicação do efeito protetivo que o isola

do fraco conferiria contra o forte, quando o primeiro fosse inocula

do na planta, e esta posteriormente exposta à infecção pelo segundo. 

Em outras palavras, se a mistura de um isolado fraco e um forte le

vasse a uma reação mais próxima da reação do isolado fraco sozinho, 

isso seria considerado como indicação de melhor valor protetivo. Se 

a reação fosse intermediária ou rnais próxima à do isolado forte so

zirJJ.o, isto então seria indicação de pouca ou nenhuma proteção. 

Num teste para verificar essa hipótese, mudas de pé franco de 

limão Galego em ponto de enxertia, criadas dentro da casa de vegeta

ção e transplantadas para um viveiro experimental pouco antes do ini 

cio dos testes, foram inoculadas simultaneamente com isolados fracos 

e fortes do virus da tristeza. Quatro isolados fracos selecionados, 

respectivamente de nQs 34, L�o, 50 e 11�1,. vindos de limão Galego, fo

ram testados individualmente com cada um de três isolados de nQs 12, 

61 e 104, vindos de fontes de laranja Pera, que produzem sintomas 

fortes em Galego. Paralelamente, cada um dos quatro isolados fracos 

foi utilizado para premunizar outras mudas _comparáweis. Estas foram 

superinoculadas cerca de 2 meses após a inoculação de premunização, 

separadamente, com cada um dos isolados fortes. 

Os resultados obtidos de plantas simultaneamente inoculadas 

com um isolado fraco e um forte, aparentemente não estão correlacio

nadas com o valor protetivo do fraco em relação ao forte desafianteº 

Tal fato pode ser observado no quadro 6, no qual estão representados 

valores a tribuidos às reações induzidas em plantas tratadas conforme 

mencionado acimaº O isolado fraco nQ 40, mostrou efeitos de prote

ção bem definidos, quando foi inoculado antes da superinoculação com 

os fortes. No entanto, esse efeito protetivo não foi observado qua_g 

do as inoculações foram simultâneas. Já no caso das combinações em 

que entrou o isolado nQ 141, as plantas inoculadas simultaneamente 

apresentaram desenvolvimento ligeiramente superior ao daquelas em que 

o isolado nQ 40 entrava como um dos componentes. Em relação à prote-
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Quadro 6. Comparação da reação de tristeza induzida. por 
isolados fracos e severos do virus quando inoculados simultanea
mente, com aquela obtida nos testes de proteção utilizando os me� 
mos componentes 

Sintomas foliares (s), caneluras (e) e crescimento 
(cr) observados na.s mudas de pé franco de limão G§:-. 

Isolados lego inoculados individuais ou combinados conforme 
nº indica do a baixo 

s o cr 
Fr.1 Fto2 M3 ... 4 p E'r. Ft. M p Fr. Ft .. M p 

34, 12 1,l 4,0 4,0 2,7 2,0 4,0 2,7 2,5 4,2 1,9 1,5 3,2 
34, 61 1,3 4,2 3,5 2,0 2,0 5,0 3,0 2,0 4,2 2,1 2,0 2,7 

1.3 3,4 11 .• 0 3.0 2.0 3.7 2.0 2.5 Li-. 2 2.1 2.0 2.7 34; 104 
Media 1.3 3,9 3.8 2.6 2.0 �-. 2 2.6 2.3 4. 2 2.0 1,812.9 

4-0, 12 1,2 4,0 3,5 1,0 l,O 4,0 2,2 1,0 1,�, 5 1,9 2,5 4,0 
1.i.o, 61 1,2 I+, 2 3,1 - 1,0 5,0 3,0 - 4,5 2,1 2,3 -

40. 104 1.2 3.1.i. 3.5 1.0 LO 3. 7 2.0 1.0 4-. 5 2,1 2.0 4,7 
Média 11.2 1 3.9 l 3.4 1.01 l.Ol 4.,2 2.4 1.0 Li-, 5 2,0 2.314-,3 

50, 12 2,2 4,0 3,0 2,5 2,0 4,0 3,0 1,0 3, 7 1,9 2,5 3,5 
50, 61 2,2 4,2 3,0 - 2,0 5,0 1,5 - 3,7 2,1 3,0 -

50. 104 2.2 3.4 3.4 2.0 2.0 3. 7 !..._O 1.0 3.7 2.1 2.5 3,5 
Media 2. 2 3.9 3.1 2.2 2�0 4�2 2.8 1.0 3.7 2.0 2�7 3,5 

141, 12 1,0 4,0 2,7 2,0 1,0 4,0 3,0 1,0 4,3 1,9 3,3 4,0 
141, 61 1,0 4, 2 2,5 2,0 1,0 5,0 1,5 1,0 4,3 2,1 3,2 3,5 
11�1. lOLi- 1.0 3.Li- 2.5 1.5 1.0 3.7 1.0 1.0 4,3 2.1 3.2 3.7 

Média 1.0 3 ,9 2,6 1.8 1.0 t_.,2 1.8 1.0 4,3 2 t 0 3.213.7 
5 

5,0b 2,0dContr .. , 12 - - - - 2,5
° 

- - - - -

Contr., 61 - 4,0 - - - 3,0 - - - 2,5 - -

Contr •• 104 - 2,5 ... - - 2.0 - - - 2 .. 7 - -

Media - 3.8 - - - 2.5 - ... - 2., 4 - 1 -

1Fr. - representa a reação individual dos isolados fracos

- representa a reação individual dos isolados severos
...... 

- representa a mistura simultanea dos isolados

- corresponde aos dados dos testes de proteção

5contr. - os valores atribuidos aos controles sadios foram� (s) O;
(c) O e (cr) 5,0

ª - Valores no quadro representam médias baseadas em 5 plantas 
b,c,d . ~ 

1 valores representativos d.as reaçoes das plantas oontro es 
inoculadas com os isolados severos ao mesmo tempo em que se 
efetuaram as superinoculaçÕes desafiantes nos testes de pro
teção. 
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ção, porém, o isolado nQ 141 aparente�ente não foi tão eficiente co� 

mo o nQ 40 nessa determinação. 

F. Comportamento em plantação experimental de plantas premunizadas

expostas à infecção natural, superinoculadas por intermédio de

união de tecido ou pelo inseto vetor

Os testes de campo, relatados a seguir, constituem a pàrte 

mais importante dos estudos sobre a interferência protetiva entre es 

tirpes do vírus da tristeza apresentados na presente tese, 

O experimento de interferência em questão foi iniciado através 

do preparo de um viveiro experimental constituído de três lotes de 

porta-enxertos, respectivamente formados por: limão Cravo, laranja 

Caipira e tangerina Cleópatra, obtidas de sementeiras em ponto de 

transplante para viveiro, da Estação Experimental de Limeira. As mu 

das dos três tipos de porta-enxertos foram plantadas no campo em can 

teiros experimentais de 5 plantas, no espaçamento de 0,5 m entre 

plantas, 1 m entre canteiros e 1, 2 m entre li:nhas ,, Cada canteiro de 

cinco plantas constituiu a unidade básica utilizada nos testes, Pul 

verizações semanais com inseticidas sistêmicos foram efetuadas para 

evitar a formação de colônias do pulgão preto dos citros nas plantas, 

até as mesmas ter�n sido inoculadas com os isolados do vírus da tris 

teza selecionados como pr�U11Ízadores. 

As inoculações de premunização foram efetuadas por meio de en

xertia, tão logo os porta-enxertos permitiram que esta fosse feita� 

no entanto, nessa ocasião, os cavalos tinham ainda diâmetro inferior 

ao normalmente utilizado na enxertia. As enxertias de inoculação f� 

ram feitas numa altura de 10-15 cm aci1na do solo. Com base .. no-.,dêaenyol, 

vimento realizado nos oava.1:crft. ·bolei."allteys,.ra.e.leci>ona:caim":!S:e,·43:.isóla.das 

fracos considerados os melhores dentre os 125 coletados, e 5 severos 

dentre os 25 coletados, para inocular os porta-enxertos. Dos 43 iso 

lados considerados fracos, 31 foram obtidos de fontes de laranja Pe-
L,.. 

N ra , 10 de l�nao Galego e 2 de grapefruitº Dos isolados fortes, 2 

4conforme já mencionado em outra parte dessa tese, o trabalho de pr�
munização foi conduzido paralelamente também com a laranja Pera e 
com grapefruit, Como dos três tipos de citros estudados a laranja 
Pera era a mais importante sob o ponto de vista comercial, procurou
-se utilizar um maior número de isolados vindos dessa variedadeº 
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viera,1]1 de fontes de laranja Pera, 2 de l�não Galego e 1 de grape

fruit. 

O l�ão Cravo se desenvolveu mais rapidamente do que os outros 

dois porta-enxertos, podendo por isso ser inoculado em pr�eiro lu

gar. A inoculação da laranja Caipira e da tangerina Cleopatra foi 

iniciada dois meses após, Todas as inoculações foram efetuadas no 

periodo de setembro de 1963 a janeiro de 1964. 

Uma fileira de 5 plantas de cada um dos porta-enxertos foi ino 

culcJ.d2, com cada fonte de virus, utilizando-se para isso, em média, 2 

borbulhas por :planta. Dessa maneira, cada isolado estava repetido 3 

vezes (cada um numa unidade b�sica de cada um dos três porta-enxer

tos). Seis fileiras (duas para cada porta-enxerto) foram mantidas 
~

nao inoculadas, constituindo os controles, Essas foram enxertadas 

com duas gemas retiradas da própria planta. 

Um mês após a inoculação ter sido efetuada, enxertaram-se os 

porta-enxertos (inoculados e controles) a uma altura de 20 cm ac�a 

do solo com borbulhas sadias provenientes de cinco clones nucelares 

novos de l�ão Galego (Fig. 1-A). O clone nQ l forneceu borbulhas 

para todos os primeiros porta-enxertos de cada fileira básica de eia 

co plantas� o clone nQ 2, borbulhas para o 22 porta-enxerto da filei 

ra e ass� por diante, até totalizar as 5 combinações que constitui

ram a unidade básica do experimento. O pegamento das borbulhas por-
., ' t 1 1 tadoras de virus, assim como aquelas provenien es dos c ones nuce a-

res novos, foi excelente (9�S) sendo os repasses efetuados até que 

todos os porta-enxertos tivessem todas as enxertias pegas. Permi

tiu-se que o crescimento das borbulhas portadoras de virus (inÓculo) 

atingisse aprox�adamente 20 cm após o que foram cortadas e cegadas. 

Deixou-se q,.;te as borbulhas dos clones novos crescessem normalmente, sendo a� 
- - - -- -- - -

plantas resul tante5 tratada5 da mesma maneira que plantas preparadas em 

viveiro� a poda de formação foi efetuada assm que as plantas alcan

çaram o diâmetro adequado, permitindo-se a seguir o desenvolvmento 

de 3 ou 4 ramos para formação da copa. Quando as plantas atingiram 

o tamanho apropriado, foram transplantadas para o local definitivo,

no próprio Centro Exper�ental de Campinas, num espaçamento de 4 m x
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5 m, sendo que, em primeiro lugar, foram transplantadas as combina

ções enxertadas em limão Cravo, seguidas daquelas enxertadas em Cai

pira 1 e, finalmente, as enxertadas em tangerina Cleopatra. O trans

plante de todas as mudas foi efetuado no per{odo de fevereiro a mar

ço de 1965. Dadas as condições favoráveis na época do plantio, com 

chuvas cont{nuas� todas as plantas transplantadas pegaram. 

Decorrido cerca de um ano após as plantas terem sido transpla� 

tadas para o local definitivo, trataram-se as combinações copa-porta 

-enxerto isolado de tristeza como segue: (a) a quarta planta de ca

da m1idade básica, constitu{da (como já mencionado) por cinco plan

tas, foi superinoculada por intermédio de união de tecido, utilizan

do-se três gemas por planta (uma enxertada em qada ramo principal,

Fig. 1-B), obtidas de uma planta de clone nucelar de limão Galego,

apresentando fortes síntomas de injúria induzida pelo virus da tris

teza, existente na Estação Experimental de Limeira7 (b) a quinta 

planta da fileira foi superinoculada por intermédio de um m{nimo de 

50 individuas do pulgão preto dos citros, obtidos de colônias natu

rabnente formadas nas brotações novas de árvores de laranja Barão 

(C. sinensis (1.) Osbeck), sabidamente portadoras de isolados seve

ros do virus da tristeza, que já tinham sido utilizadas em trabalhos 

anteriores� e (e) as três primeiras plantas de cada unidade básica 

permaneceram somente premunizadas, ficando expostas à infecção natu

ral. 

1. Reação à tristeza (sintomas foliares, de caneluras e cresci

mento)

Num periodo de 6 anos, foram dados os tratos culturais usuais 

de um pomar de citros ao experimento de premunização. Foram feitos 

protocolos freq�entes nos 3 primeiros anos e, pelo menos uma vez, e� 

da 6 meses, nos anos seguintes. As observações periodicas mostraram, 

desde o inicio, o melhor desenvolvimento das copas de limão Galego 

premunizadas com isolados fracos vindos de Galego, quando comparadas 

com os controles ou com os clones premunizados com isolados conside

rados fracos vindos de outras fontes. Esses protocolos periódicos 

mostraram, ainda, que a reação das cop:i,s de limão Galego a um mesmo 
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isolado do vírus da tristeza foi semelhante nos três tipos de porta

-enxertos utilizados. Pôde ser observado também, desde o inicio, 

que, de uma maneira geral, não houve diferença na reação à tristeza 

entre os 5 clones individuais que compunham caà� unidade básica ino

culada de cada um dos 3 porta-enxertos. Dessa maneira, os resulta

dos finais da avaliação do grau de tristeza, de cada uma das combina 

ções copa de Galego e porta-enxerto, foram agrupados independentemeE: 

te do porta-enxerto 
P 

por origem dos isolados de tristeza, no quadro 

7. Nesse quadro, acham-se representados separadamente os valores

atribuídos à reação à tristeza representados pela sintomatologia fo

liar, caneluras e crescimento. Esses dados foram obtidos 8 anos

após o inicio dos experimentos e 5 anos após a superinoculação. Por

essa época (1971), foi iniciado o arrancamento das plantas piores do

experimento, por se considerar que as mesmas não forneceriam mais in

formações; sendo somente mantidas as fileiras com bom desenvolvimen

to.

Os grupos de clones de limão Galego que foram premunizados com 

isolados fracos, obtidos de fontes de limão Galego 9 fiz.eram o melhor 

crescimento (Fig. 3-B), mostrando apenas leves sintomas foliares e 

vestígios de caneluras. Fazendo-se um exame individual dasire�ções 

aos isolados desse grupo, observamos que as mais fracas foram obti

das para os clones premunizados com os de nQs 40, 50 e 141. O grupo 

de clones premunizados com isolados fracos provenientes de grapefruit, 

apresentaram sintomas foliares e de caneluras acentuados, e crescimeE_ 

to inferior ao dos clones premunizados com isolados fracos vindos de. 

plantas de limão Galego. Ind?-vidualmente falando, foi o isolado nQ 

80 desse grupo que permitiu o melhor desenvolv��ento aos clones de 

Galego. 

Os isolados considerados fracos, provenientes de fontes de la

ranja Pera, reduziram consideravelmente o crescimento dos clones de 

Galego por eles infetados. Essa redução foi apenas ligeiramente in

ferior à dos clones infetados com os isolados severos, e comparável 

ao crescimento efetuado pelos controles não inoculados. O exame ind,! 

vidual desse grupo revelou que clones premunizados com alguns isola

dos mostraram, como tendência, uma reação à tristeza um pouco mais 



Quadro 7. Reação de copas de limão Galego premunizadas 
com o virus da tristeza, expostas à infecção natural ou superin� 
culadas com isolados severos do v:írus 

" 

ReaçÔ'es m�dias de· sintomas foliares (s), ca
neluras (c) e crescimento (cr) observadas 

Número do
nas plantas de limão Galego tratadas conf oE 
me indicado 

isolado 
1 Premunizadas b Premunizadasc 

Premunizadasª

+ desafiante 1 + desafiante 2
s e cr s e cr s e cr 

35 1,0 1,2 4,1 1,0 1,0 4,0 1,0 1,0 4,2
40 1,0 1,1 4,8 1,0 1,0 5,0 1,0 1,0 5,0 

1,1 1,1 4,8 1,0 1,0 4,5 1,3 1,7 4,2 
Galego fraco 50 1,0 1,0 4,8 1,0 1,0 4,7 1,3 1,5 5,0 

72 1,0 1,0 4,7 1,0 1,0 4,7 1,0 1,0 4-, 7 
86 2,0 2,0 3,0 2,0 2,0 3,0 2,0 2, 0 3,5 

128 1,0 1,1 4,2 1,0 1, 0 4,7 1,0 1,0 4,5 
130 1,0 1,0 4,6 1'" 0 1,0 4,5 1,0 1,0 4,5 
141 1,0 1,0 4,7 1,0 1,2 4,7 1,0 1,0 Li-, 8 
142 1. 0 1.0 4.6 1.0 LO 4.5 LO LO 4.7 

Media 1.1 1.1 4.4 1.1 1.1 4o4 1. 2 1.2 4.5 

Grapft fraco 80 1,5 1,0 3,0 1,3 1,0 3,0 1,5 1,0 3,5 
146 3.5 3-7 2.6 3o0 4. 0 3.0 3.0 4,0 3.0 

Media 2.5 2.3 2.81 2.1 2.5 3.0 2.21 2.5 3- 2 

Pera severo 33 3,5 4,0 1,8 3,3 4,0 2,2 3,0 4,0 2,0 

94 3.1 3.9 2.1 3. 0 Li--0 2.3 3.0 4.0 2,3 
Media 3.3 3.9 1.91 3.1 4.0 2. 21 3.0 4. 0 2.1 

Galego severo 51 2,4 3,0 3,9 2,2 2,7 3,8 2,3 3,0 3,5 
83 4.0 3.9 1.7 3.5 3.5 2. 0 4. 0 4.5 1.7 

Media 3.2 3.4 2.8 2.8 3.1 2.q 3.1 3b 7 2.6 
G!'9.-pft severo 135 3.6 4. 0 1.2 4.0 4. 0 1.0 3.51 3,5 1.5 

Controles não ino-
culados expostos à 
infecção natural 

3,4 3,5 2,1 

Controle inoculado 3, 0 4.,0 2,0 desaf iantel 

Controle inoculado 3,3 4,0 2,0 
desafiante2 

ªvalores no quadro representam médias baseadas em 9 plantas 

b e c Valores representam medias baseadas em 3 plantas 
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Quadro 7 - continuação 

Reaç�es méa.ias de sintomas foliares (s), e� 
neluras (o) e crescimento (or) observadas 

Número do 
nas plantas de limão Galego tratadas conf o_;: 
me indicado 

isolado 
Premu:nizadas Premunizadas Premunizadas + desafiante l + de 38.fiante 2

s o cr s e cr s e or 
7 3,7 ·4,0 2,4 3,0 3,5 2,0 3,3 3,7 2,8 
9 2,9 3,7 3,0 3,7 3,7 2,3 3,0 4,0 2,8 

10 2,8 3,4 2,8 2,2 2,5 3,2 2,5 2,5 3,3 
11 2,9 3,2 3,0 2,8 3,3 2,8 2,8 3,2 2,7 
19 2,2 3,0 a,.a 2,0 3,5 3,5 2,2 2,3 3,0 
21 2,9 3,2 2,5 3,0 3,5 1,7 2,3 3,3 2,7 
58 3,0 3,7 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,5 2,7 
61 2,9 3,8 2,6 3,2 4,0 2,5 3,2 3,7 2,8 
66 2,4 3,4 3,2 2,7 3,3 3,3 2,7 3,2 3,2 
67 3,1 3,4 2,2 2,7 3,0 2,3 2,5 3,3 2,7 
79 2,6 3,1 2,7 2,5 3,5 2,7 2,7 3,0 2,7 
84 4,0 3,3 2,6 4,0 3,0 2,5 3,0 3,0 2,5 

Pera fraco 92 3,0 3,6 2,7 2,5 4,0 3,0 3,2 3,5 2,5 
102 3,5 4,0 2,5 3,0 3,0 3,0 2,0 3,0 3,0 
103 3,0 4,0 1,5 3,0 3,0 1,5 3,0 4,0 1,5 
104 3,5 4,0 1,4 3,0 4,0 1,5 4,0 4,0 2,0 
105 4,0 4,0 2,2 4,0 4,0 2,0 3,0 4,0 2,5 
106 4,0 li-,O 2,0 3,0 4,0 2,5 2,0 2,0 3,0 
107 3,_0 3,7 2,5 2,5 3,0 3.0 - - -

108 3,0 3,0 3,2 2,5 3,0 3,5 3,0 4,0 2,5 
109 3,7 3,7 2,3 4,0 4,0 2,0 3,0 3,0 2,5 
110 3,7 4,0 1,3 3,0 3,0 1,5 4,0 3,0 1,5 
111 3,2 3,3 2,8 4,0 4,0 2,5 4,0 4,0 2,5 
112 2,8 3,7 3,5 3,0 4,0 3,0 3,0 4,0 3,0 
114 4,0 4,0 1,8 4,0 4,0 2,5 5,0 4,0 2,0 
115 3,5 3,7 2,3 3,0 4,0 2,5 3,0 4,0 2,5 
116 3,0 4,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,5 
117 3,7 3,7 2,2 3,0 4,0 2,5 4,0 4,0 2,0 
140 2,9 3,6 2,3 3,0 3,0 3,0 2,7 3,5 2,7 

Pera ovo 3,1 3,6 2,7 2,7 3,2 2,7 3,0 4,0 3,5 
Pera comprida 3,7 4,0 2,3 4,0 4,0 2,0 3,0 4,0 2,5 

Média. 3,2 3,6 2,5 3,1 3,5 2,5 3,0 3,5 2,6 
. 
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fraca do que a da média do grupo. Esse foi principalmente o caso 

dos clones premunizados com os isolados nQ 19, 66, 112 e 116. De 

uma maneira geral, essa ligeira diferença em reação se fez sentir 

nos sintomas foliares e no crescimento. Na sintomatologia de canelu 
,.,,

ras, por sua vez, nao houve grandes diferenças. É necessário meneio

nar que, mesmo esses isolados mais fracos de Pera, induziram. sinto

mas de tristeza bastante severos nas plantas por eles infetadas. 

Examinando-se as médias das reações apresentadas pelas plantas 

dos três tratamentos, isto é, desafiadas por união de tecido, por ve 

tores e aqueles em que as plantas permaneceram somente premunizadas 

e expostas à infecção natural, verificou-se que praticam.ente não hou 

ve diferença entre os mesmos" Esse fato pode ser observado princi

palmente pela avaliação do comportamento dos clones premunizados com 

isolados fracos de limão Galego, para os quais o desenvolvimento dos 

clones desafiados foi tão bom como o dos somente premunizados e ex

postos à infecção.natural. Já no caso dos clones premunizados com 

os demais isolados, salvo algumas exceções, tal observação não pode 

ser feita, pois esses isolados, por si só, induziram reações de sev� 

ridade comparável àquelas apresentadas pelos controles inoculados com 

os desafiantes. 

As plantas controles não premunizadas, expostas à infecção na

tural, infetaram-se em diferentes épocas com o v{rus da tristeza. 

Embora algumas tivessem se infetado já na fase de viveiro, declinan

do completamente pouco tempo após terem sido transplantadas para o 

local definitivo, a maioria se infetou após o transplante. Por oca

sião da coleta dos dados que formaram o quadro em estudo, todos os 

controles estavam infetados com o virus da tristeza, e a reação mé

dia dos mesmos, tomados como um gru1:io, era bastante severa. Duas 

plantas controles apresentaram reação à tristeza comparável à das 

plantas premunizadas com isolados fracos de limão Galego, não estan

do .os valores dessas plantas incluidos no quadro 7, por não serem 

considerados representativos. 

Foi verificado pela reação caracteristica induzida no porta-en

xe:rrbo de limão Cravo (Moreira, 1955) que algumas das plantas que for

neceram os isolados estavam infetadas pelo vírus da exocorte. 
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Plantas infetadas com isolados de tristeza considerados fracos vin

dos das fontes de laranja Pera, mas que estavam contaminados com o 

virus da exocorte, mostraram sintomas de declinio mais acentuados do 

que aqueles infetados com isolados não contaminados, quando em por

ta-enxertos de limão Cravoº Essa diferença não foi notada quando a 

comparação foi efetuada em plantas enxertadas em porta-enxertos de 

Caipira e Cleópatra, que são tolerantes ao virus da exocorte. 

As combinações inoculadas com o isolado nQ 80, em borbulhas de 

grapefruit .contaminadas com o virus da exocorte 1 fizeram crescimento 

superior ao da maioria das plantas do grupo infetado colli isolados 

fracos provenientes de laranja Pera, mas inferior ao crescimento efe 

tuado pelos clones de Galego premunizados com esse isolado de grape

fruit, enxertado nos outros dois porta-enxertos. No caso do isolado 

severo de grapefruit nQ 135, igualmente contaminado com o vírus da 

exocorte, não foi possível constatar diferenças entre os clones en

xertados em Cravo e aqueles em Caipira e Cleópatra, tal a severid�de 

dos sintomas induzidos pelo isolado de tristeza em questão. 

A reação das copas de Galego a um isolado de tristeza foi seme 

lhante em qualquer um dos três porta-enxertos utilizados. No entan

to, copas premunizadas de limão Galego fizeram maior crescimento no 

porta-enxerto de laranja Caipira do que em limão Cravo e tangerina 

Cleópatra. O crescimento das copas nos dois Últimos porta-enxertos 

foi comparável t 

2. Efeito de premunização sobre a produção dos clones de limão

Galego (resultados de 5 colheitas)

· Emb
0

ora, como já mencionado no capitulo anterior, o bom desen

volvimento das copas de limão Galego premunizadas com os isolados 

fracos de Galego permitisse antever, desde o inicio, a superioridade 

desses quando comparados com os clones dos outros tratamentos 2 em Ú_! 

tima análise, a medida que realmente iria confirmar a superioridade 

de um clone premunizado com um determinado isolado fraco seria a men 
� N ✓ , 

suraçao de sua produçao num per1odo de varios anos. 

Os dados sôbre a produção das plantas do experimento de premu

nização puderam ser obtidos a partir de 1967, quando as plantas con

tavam com dois anos e meio de idade no local definitivo. 
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A determinação da produção de cada árvore individual foi efe

tuada, colhendo-se os frutos que foram a seguir contados e pesados. 

Frutos com um diâmetro inferior a 2,5 - 3 cm não foram computados, 

não sendo incluidos nos dados. Árvores com menos de 10 frutos não 

eram colhidas, e a produção era considerada nula. 

Como não houve diferença significativa.na produção das plantas 

somente premunizadas e daquelas superinoculadas, os dados de produ

ção das cinco plantas de cada um dos três lotes básicos, por isola

dos, foram computados na determinação da 11édia. 

Os dados de produção por isolado e por ano estão no quadro 8. 

As médias dos totais de cinco anos de cada grupo de isolados acham

-se representadas no gráfico 1. Examinando-se os dados referentes 

às médias obtidas para os diferentes grupos, observa-se que os clo

nes de Galego premúnizados com isolados fracos, produziram em pêso 

cerca de 7 vezes mais do que as plantas controles não premunizadas. 

No grupo premunizado com isolados fracos vindos de Galego, clones 

premunizados com três isolados, res pe cti vamente os de nQ s 141, 40 e 

128, tiveram produção destacada daqueles premunizados com os demais 

isolados, produzindo em média 47�� a mais (quadro 8). 

Os clones premunizados com gemas portadoras do isolado nQ 80, 

contaminado com o virus da exocorte, tiveram um.a produção relativa-

11ente boa, próxima da produção obtida de alguns dos clones r>remuni

zados com isolados fracos de limão Galego. Convém mencionar que, no 

caso dos clones inoculados com. essa mistura, enxertados em limão Cr� 

vo, verificou-se de uma maneira geral, um amadurecimento antecipado 

dos frutos em relação aos dos demais clones., Esse fato não pôde ser 

observado nos outros clones infetados com a exocorte, devido à dimi

nuta produção havida, decorrente do declinio acentuado das plantas. 

A produção dos controles foi bastante baixa, mas superior à do 

grupo premunizado com os isolados considerados fracos, vindos de la

ranja Pera e dos grupos premunizados com os isolados fortes. As 

duas plantas controles mencionadas anteriormente que tiveram o seu 

desenvolvimento comparável ao de clones premunizados com isolados 

fracos vindos de limão Galego, também tiveram produções comparáveis 
.. 

as daqueles clonesº 
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Quadro 8. Produção de plantas de li.mão Galego premunizadas e não premuni
zadas expostas à infecção natural e superinoculadas com isolados severos do ví
rus da tristeza em condições de campo 

:til'u.mero de frutos e produçao de plantas de limao Galego infe-
Fonte tadas conforme in.dicado 

de nº de frutos peso em kg 
� virus 

1967 1968 1969 1970 1971 Total 1967 1968 1969 1970 1971 Total 

35 20 311-5 393 564 429 1751 0,5 9,6 11,0 18,11- 12,6 52,l
/iJJ 60 513 910 740 /4.12 2635 1,8 14,8 23,8 14,4 14,4 78,2 
42 41 464 773 611-8 378 2304 1,1 13,1 19,2 19,3 12,0 61.,., 7 

,Galego fraco 50 34 507 707 728 543 2519 1,0 13,6 18,2 21,4 16,9 71,1 
72 31 322 489 675 417 1934 0,7 8,9 12,8 20,4 12,6 55,5 
86 12 129 230 374 338 1083 0,3 3,3 6,1.,. 11,5 8,6 30,1 

128 49 462 739 895 503 2648 1,5 13,3 20,1 25,1 17,2 77,2 
130 11 331 373 51.,.4 605 1864 0,3 7,7 9,8 16,4 18,0 52,2 
141 37 1,..53 914 1009 578 2991 1,0 12,7 24,7 29,7 18,9 87,0 
142 23 4-82 601 580 496 2182 o.6 12.4 14.8 17.6 �5,0 60.4 

Média 32 1;,00I 6131 676 470 21901 0.9 11.0116.1 20.3 14.6 62.8 

Grapft fraco 80 58 256 685 642 362 2003 1,4 6,1 17,0 16,0 10,L:, 51,8 
14.6 o o o o o o o o o o o o 

Média 29 128 342 321 181 1001 o.8 3.0 8.5 8./4. 5.2 25.9 

Pera severo 33 o o o 10 o 10 o o o 0,2 o 0,2
9!;, o o 89 42 o 131 o o 1.7 1.2 o 2,9

Media o o L,,4 26 o 70 o ·o 0.8 0.7 o o 1.5

Galego severo 51 o 1,..7 244 231 59 581 o 0,9 5,7 6,8 1,1� 14,8 
83 o o 31 o o 31 o o 0.7 o o 0.7 

Média o 23 1371 115 29 306 o 0.41 3� 21 3.1 ... º· 71 7.7 

Grapft severo 135 o o o o o o o o o o o o 

Controles não pre-
munizados expostos 
à infecção natural 23 136 99 107 45 410 0,4 2,7 2,3 2,5 1,3 9,2 
e superinoculados 
por· tecido e por 
inseto 
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Quadro 8 - continuação 

Numero de frutos e produçao de plantas de lirnao Galego infe-
Fonte ta das conf orrne indicado 

de NQ de frutos peso em k1 • ' virus 
1967 1968 1969 1970 1971 Total 1967 1968 1969 1970 1971 Total 

7 oª
• o 23 o 23 o o o o,7 o 0,7 

9 o o o o o o o o o o o o 
10 o 20 80 67 57 224 o 0,3 2,1 1,9 1,4 5,7 
11 o o 12 38 o 50 o o 0,3 0,9 o 1,2 
19 16 150 218 190 291 865 0,3 3,1 5,5 5,9 4,7 19,5 
21 o 107 58 122 46 333 o 2,6 1,5 4,0 1,3 9,4 
58 o o 22 19 o 41 o o 0,5 o,4- o 0,9 
61 o o o o o o o o o o o o 
66 17 36 141 148 69 411 0,2 0,7 3,2 3,8 1,5 9,4 
67 o o o 15 o 15 o o o 3,7 o 3,- 7 
79 o o o o o o o o o o o o 
84 o o o o o o o o o o o o 
92 o o o 26 o 26 o o o o,6 o o,6 

102 o o 61 154 o 215 o o 1,3 3,4 o 4,7 
103 o o 23 o o 23 o o 0,5 o o 0,5 
1,4 o o o o o o o o o o o o 
105 o o o 30 o 30 o o o o 0,8 o,8 
106 o 160 156 420 175 911 o 3,4 1.,., 2 8,3 5,0 20, 9 
107 o o o o o o o o o o o o 
108 o o 109 145 52 306 o o 2,5 3,2 1,2 6,9 
109 o o 39. o o 39 o o 0,7 o o 0,7 
110 o o 42 o 26 68 o o 0,9 o 1,4 1,3 
111 o o 29 o 61 90 o o o,6 o 1,3 1,9 
112 o o 70 191 14 275 o o 1, L.,. 3,6 1,0 6,o 
114 o o o o o o o o o o o o 
115 o o o 109 22 131 o o o 3,4 0,1.,. 3,8 
116 o o 51 o 30 81 o o 1,0 o 0,7 1,7 
117 o o 19 o o 19 o o 0,5 o o 0,5 
140 o o 63 3/4- 23 120 o o l,�• 1,0 0,5 2,9 

Pera ovo o o o o o o o o o o o o 

Pera comprida o 15 o o o 15 o o 0,2 o o 0,2 

Média 1 15 39 56 28 139 0,02 0,3 0,9 1,4 o,6 3,3 

ªValores na quadro representam médias baseadas em 15 plantas 
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O peso médio dos frutos dos clones premu.nizados com isolados 

fracos de Galego foi de 29 3,·ramas, e de 22 gramas .. o dos não premu.ni

zados º Também para os três clones premu.nizados com os isolados 40, 

128 e 141, que mais produziram, foi o peso médio dos frutos maior 

que o dos não premu.nizados º 

Nos três primeiros anos de colheita a produção dos clones pre

munizados com o isolado nQ 40 foi ligeiramente superior ao daqueles 

premunizados com o isolado nQ 141 º Porém a partir do quarto ano de 

colheita o isolado nQ 141 colocou-se em primeiro lugarº 

Em média, os clones enxertados em limão Cravo premuniz.ados com 

isolados fracos vindos de fontes de limão Galego produziram 40!; a 

mais do que clones comp,,ráve�s enxerta�os em laranja Oaipira e lc:Yfo a 

mais do que clones em Cleópatra. 
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V. COMPORTAMENTO DO MATERIAL DE LIM[O GALEGO PRElfilNIZADO EH ÁREAS

CITRÍCOLAS

O desenvolvimento e as produções satisfatórios dos clones de 

Galego premunizados nas condições de Campinas, tornou de interesse 

obter dados sobre o comportamento desses em outras regiões do Estado 

de são Paulo" C01:i esse objetivo em mente foi iniciado, a partir de 

1968, o fornecimento de borbulhas dos clones de limão Gale,;·o pre1mm,2:. 

zados com os isolados mais promissores à citricultôres interessados. 

O esquema elaborado foi ele fornecer pequena quantidade de g·emas a 

grande nÚrnero de citricultores, sendo que esses se comprometiam a en 

xertar, comparativamente, as gemas de Galego premuni zadas com isola

dos fracos recebidas, e gemas dessa variedade provenientes das melh� 

res matrizes existentes nas respectivas regiões, Tal procedimento., 

além de ser uin teste do valor agronômico para o material premunizado, 

oferecia a possibilidade de eventualmente 1Jermi tir a detecção de al

gum material de outra procedência que fosse superior ao premunizado, 

podendo ser utilizado como fonte de isolados fracos melhores do que 

os originalrn.ente utilizados. 

Informações 1:ieriÓdicas recelJidas, bem como inspeções realiza

das, têm mostrado que as plantas desses viveiros semi-experimentais, 

localizados em várias partes do Estado de São Paulo e mesmo em ou

tros Estados do Brasil, formados a partir de gemas obtidas das plan

tas de limão Galego premunizad::i.s, estão tendo excepcional desenvolvi 

mento (Fig. /4-A e B), superior em todos os casos, ao desenvolvimento 

do material da mesma variedade de outras procedências, utilizado co

mo controle. 

Os clones novos, inidalrnente lJrotegidos com os melhores isola 

dos, já sofreram multiplicações sucessivas ? havendo plantações que 

representam 2ª e 30 perpetuação. Estão fazendo excelente crescimen

to em, pelo menos 1 97�) dos casos, conforme verificado em pomares ins 

pecionados. 

O comportamento das plantas do ensaio de Campinas e os resulta 

dos obtidos com as propagações do material premunizado em viveiro, 

comparados com propagações de outras procedencias, já induziu alguns 
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citricultores a fazer grandes plantações (Fig. 4-C). EstimatiV'as 

conservadoras indicam que já devem existir pelo menos 200,000 plan

tas de lLmão Galego formadas a partir de material 'premunizado. 

A procura de borbull1as de limão Galego premunizado tem feito 

com que essas sejam comercializadas por um preço superior ao do mate 

rial comum. 
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VI. DISCUSSÃO

O uso da proteção com estirpes fracas, no controle da tristeza 

do limão Galego ou de outras copas de citros que possam sofrer danos 

por terem os tecidos sensiveis, pode ser considerado como Mo tendo 

as desvantagens mencionadas para alb"U.118 outros virus º A tristeza já 

está co�pletamente espalhada no Brasil (Paiva Neto, 191�5? Oliveira,.1953; 
·--� -

Matta & Silva, 19557 Costa, 1956, 1972a; Mendes, 19669 Rossetti et aL., 

1971L O uso de material premu.nizado com estirpes fracas do vir-us, 

não aumentaria o risco de ocorrerem mutações nem da manifestação de 

sinergismo. 

O virus da tristeza é considerado como sendo restrito aos teci 

dos do floema (Costa et al., 19491 Price, 1966 i 1968� Kitajima & Co! 

ta, 1968). l;ifesse grupo o fenômeno de proteção é mais raro (Costa, 

1972b). Apesar desse fato, estirpes fracas usadas na premunização 

do limão Galego protegeram as plantas contra a inva,são e o estabele

cimento das estirpes fortes. Esse efeito de proteção foi comprovado 

em experimentos de casa de vegetação e de campo e, também, em plant� 
~ 

çoes comerciais, estabelecidas a partir do material premu.nizado. 

O desenvolvimento superior das plantas de limZo Galego consid� 

radas de ''elite� selecionadas como matrizes, crescendo em pomares de2_ 

sa espécie, constituídos na sua grande mdioria, por plantas em deca

dência, deve ser atribuido 1 na sua quase totalidade, à infecção por 

isolados fracos de tristeza que as protegiam contra a injÚria induzi 

da pelas estirpes fortes. Plantas com tecidos mais tolerantes, se 

houverem, devam ocorrer com baixa frequência, uma vez que os clones 

nucelares novos de limão Galego, inoculados a partir das matrizes s� 

lecionadas, fizeram crescimento compa.rável ao das propagações das ma 

trizes em questão. A possibilidade de que o bom crescimento de al

gumas das plantas selecionadas pudesse ser devido a que essas não e2_ 

tivessem infetadas pela tristeza não se concretizou, pois ele todas 

foi poss{vel obter tristeza nos testes efetuados. Aliás, ele antemão9

essa hipótese foi considerada bastante improvável graças à àlta efi

ciência do pulgão preto dos citros como vetor. 

Isolados de tristeza, obtidos de plantas de limão Galego consi 
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deradas de "eli te1

! foram fracos para o li.mão Galego, enquanto que os 

isolados obtidos de plantas destacadas, de laranja Pera e de g.rape

frui ts, de uma maneira geral, induziram sintomas fortes em limão Ga

lego, não se mostrando adequados para serem utilizados na premuniza,

ção deste Último º 

O fato de isolados coletados a partir de boas plantas de limão 

Galego serem, de uma maneira geral, fracos, sugere que os tecidos 

dessa variedade são mais sensíveis à tristeza do que os das duas ou

tras variedades mencionadas. Assim, plantas de Galego infetadas por 

estirpes ou isolados fortes de tristeza entrariam em declinio, en

quanto que as invadidas naturalmente por isolados mais ou menos fra

cos teriam desenvolvimento razoável, sendo, dessa maneira, utiliza

das pelos viveiristas e citricultores como fontes de propagação. De 

vido a essa maior sensibilidade dos tecidos do Galego f eY..iste uma 

maior probabilidade de encontrarem-se estirpes mais fracas em poma

res dessa variedade do que em pomares de Pera e grapefruit. 

O critério adotado para selecionar plantas de excepcional de

senvolvimento em pomares afetados pelo virus da tristeza, na espera_g 

ça de que as meamas possam estar protegidas por isolados fracos foi 

adequado, a julgar pelos satisfatórios resultados obtidos com alguns 

dos isolados selecionados. Assim, na seleção de novos isolados fra

cos de tristeza que porventura possam vir a ser melhores do que os 

atualmente em estudo, tal técnica continuará a ser utilizada. 

Os isolados do virus da tristeza têm um efeito especifico, 
~ , . pois verificou-se que certos isolados induzem reaçoes com1:ia�ave1s, 

quando infetando mudas de pé franco de limão Galego ou clones dessa 

variedade enxertados em porta-enxertos tolerantes, porém reações di

ferentes quando o mesmo material é enxertado em laranja azeda. Essa 

observação encontra apoio nos resultados obtidos em outros experimeB 

tos não mencionados na presente tese, pelos quais verificou-se que 

alguns dos isolados coletados de plantas de laranja Pera que pe.rmiti 

ram excelente desenvolvimento a clones de Pera com eles infetados 1

~ .r • induziram reaçoes que, de uma maneira geral, eram severas ou no mill_! 

mo médias 7 quando infetando o limão Galego. Esses fatos reforçam a 

idéia de que a procura de isolados fracos do vírus da tristeza, para 
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fins de premunização, necessita ser efetuada em base especifica. De 

sejando-se premunizar clones de limão Galego, a melhor possibilidade 
( 

de se obter bons isolados para esse fim é de procurar os mesmos em 

plantas dessa variedade. 

O fato de uma estirpe de tristeza ser fraca 2 não quer dizer ne 

cessariamente que a mesma tenha efeito protetivo. No caso, porém, 

da seleção feita de acordo com o critério seguido, em pomares comer

ciais, espera-se que os isolados fracos, se responsáveis pelo desefu

volvirnento excepcional de plantas de "elite" encontradas, tenham 

efeito de proteção: caso contrário as mesmas estariam injuriadas e 

superinvadidas pelas estirpes responsáveis pelo declinio da maioria 

das plantas do pomar. No entanto, a seleção de isolados de alto 

efeito de proteção, implica no teste dos mesmos na variedade a ser 

premunizada, o que, naturalmente, requererá vários anos, além de ser 

necessário também determinar-se o seu efeito de proteção nas diver

sas áreas onde o mesmo deverá ser utilizado. 

A razão de se efetuarem as inoculações de premru1ização por in

termédio de união de tecido, deveu-se ao fato de aceitar-se que a 

tristeza ocorre, na natureza, sob forma de complexos constituídos de 

diferentes estirpes, nvm estado de maior ou menor equilíbrio (Grant, 

1959� Stubbs, 1964). Com base nesse raciocínio, considerou-se que 

plantas de "elite", selecionadas como fontes de vírus fracos, deviam 

o seu desenvolvimento excepcional a estarem invadidas por complexos

fracos do virus da tristeza, formados por um espectro de estirpes

fracas num tal equilíbrio que seria responsável pelas condições de

boa proteção, invasão completa dos tecidos, multiplicação rápida

etc., em Última análise, sendo responsável, no seu todo, pelo desen

volvimento satisfatório da árvore, Assim, considerou-se que, se por

outro lado, as inoculações de premu...rtlzação fossem efetuadas por in

termédio do vetor, poderia ocorrer que os pulgões transmitissem ape

nas parte das estirpes dos vários' complexos, rompendo dessa forma o

equilíbrio dos mesmos, o que poderia acarretar uma premunização def,i

ciente nos clones nucelares assim premunizados, em contraste com a

boa proteção atuante na planta original. Essa idéia aparentemente é

válida, pois os experimentos conduzidos na casa de vegetação mostra-
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ram que mudinhas de pé franco de limão Galego, premunizadas com os 

melhores isolados fracos por meio do vetor e, posteriormente, supe

rinoculadas com isolados severos, quando comparados com aquelas so

mente premm1izadas, apresentaram, em alguns casos, intensificação 

dos sintomas de tristeza. 
~ ✓ Testes de recuperaçao do virus efetuados 

a partir dessas plantas, mostraram que aparentemente o vírus severo 

desafiante se estabeleceu em cerca de 6CJ;b dos casos nas plantas pre

munizadas com os isolados fracos. Já nos experimentos de campo, em 

que as inoculações de premunização foram efetuadas por intermédio de 

união de tecido (borbulhas), e as inoculações desafiantes por meio 

de tecido ou inseto vetor, o desenvolvimento das plantas somente pr� 

munizadas e daquelas premunizadas e desafiadas foi semelhante. Es

ses fatos sugerem que a premunização efetuada por intermédio do ve

tor foi menos eficiente. 

Uma das razões para explicar o fato de que a premunização com 

insetos foi menos eficiente, poderia estar no pequeno nÚmero de inse 

tos (10-15 individues) utilizados na premunização das plantinhas na 

casa de vegetação, os quais não teriam transmitido totalmente o com

plexo fraco. Possivelmente, resultados satisfatórios poderiam ser 

obtidos, se grande nÚmero de insetos fosse utilizado, o que aumenta

ria a chance de transmitir todos os componentes do complexo fraco. 

Reações uniformemente fracas foram apresentadas por cada uma 

das plantas individuaís, compondo os lotes básicos, premunizados com 

os isolados fracos, obtidos de limão Galego, sobre cada um dos 3 Pº! 

ta-enxertos. Isso indica que, aparentemente, os porta-enxertos uti

lizados no ensaio principal de premunização, estavam livres do virus 

da tristeza, na época da inoculação de premunização no campo. Caso 

contrário, possivelmente, ter-se-iam obtido reações de interação en

tre o isolado fraco utilizado na premunização e aquele já infetando 

o porta-enxerto antes da inoculação de premunização, que seriam pro

vavelmente mais severas do que aquelas induzidas pelos isolados fra

cos num per{odo tão longo (Mffller & Costa, 1971)º A provável ausên

cia de infecção natural pelo virus da tristeza� dos porta-enxertos,

está de acordo com os resultados obtidos por Mt!ller & Costa (1972)

que verificaram baixa incidência da moléstia em viveiros de porta-eE:
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xertos de citros na época da enxertia. 

Tanto nos clones somente premunizados, como naqueles premuniza 

dos e superinoculados artificialmente que, além disso, se achavam ex 

postos à infecção natural há já 9 anos, não foi notada nenhuma inten 

sificação nos sintomas das plantas, nem mesmo nas plantas superinoc� 

ladas por união de tecido que é a maneira mais eficiente de se intr2 

duzir um virus numa planta. Mesmo que, com o decorrer dos anos, ve

nha a ocorrer uma intensificação dos sintomas nas plantas superinoc� 

ladas por união de tecido, esse fato não teria maior expressão na 

proteção das plantas em pomares comerciais, pois, sob o ponto de viE_ 
, ,,, .,,. r,J r,J ta pratico, e necessario haver premunizaçao contra a superinoculaçao 

, 

pelo vetor, que e a que ocorre em plantas protegidas, crescendo em 

viveiros e pomares. 

O fato de as plantas de �alego premunizadas estarem fazendo 

crescimento satisfatório por 9 anos, apesar de se encontrarem em lo

cal cercado por plantas de limão Galego é outras, como a laranja Pe

ra e grapefruit, infetadas por estirpes severas do virus da tristeza, 

mostra que as mesmas estão sendo protegidas, uma vez que a possibil,i 

d.ade de essas plantas terem sido superinoculadas foi elevada. Isso 

é atestado pela verificação de que a quase totalidade dos controles 

não premunizados foram infetados com estirpes fortes no mesmo perio

do. Apenas duas plantas controles, infetadas, continuaram a fazer 

bom crescir,1ento. Isso é atribuido a terem sido, acidentalmente, in

fetadas com isolados fracos das plantas premunizadas com estes, es

tando, da{ por diante, protegidas contra subsequente infecção pelos 

fortes. A constatação de que todos os controles que foram sadios P.ê:. 

ra o campo, no ensaio de premunização, se infetaram num maior ou me

nor espaço de tempo, mostra que, no Estado de são Paulo, não adianta 

plantar no campo mudas sadias, que só poderiam ser obtidas em condi

ções protegidas como casas de vegetação ou telados, pois certamente 

elas serão infetadas pelo vírus da tristeza, e provavelmente com es

tirpes fortes, que são aquelas que aparentemente predominam na dis

seminação natural. Assim, a alternativa preferível para reduzir os 

danos induzidos pela tristeza é a de propagar apenas material premu

nizado que terá, no.. maioria das vezes, desenvolvimento superior ao,; · 
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,., 

do nao premunizado. 

Uma vez que todas as plantas do experimento de premunização em 

campo representam clones nucelares novos, elas tiveram uma considerá 

vel demora para entrar em produção, tendo, além disso, as colheitas 

iniciais sido diminutas. Em média, entretanto, a produção dos clo

nes premunizados com isolados fracos de Galego foi ceroa de 7 vezes 

maior em peso do que aquela dos controles não premunizados, num pe

r{odo de 5 anos. É de se esperar que essa diferença venha a aumen

tar com o tempo, à medida que os clones premunizados com os isolados 

fracos venham a produzir mais e os não premunizados venham a decli

nar totalmente, nada produzindo. 

Apesar das produções dos clones de limão Galego, premunizados 

com isolados fracos de tristeza provenientes de limão Galego, serem 
, . varias vezes maiores do que as dos outros tratamentos 1 o tamanho dos 

frutos foi, de urna maneira geral, superior ao dos tratamentos que d!! 

ram menor produção,,

A premunização dos clones de limão Galego do experimento de 

campo foi i.nicialmente feita com 43 isolados considerados fracos do 

virus da tristeza, obtidos respectivrunente de fontes de limão Galego, 

laranja Pera e grapefruit. Desses, 9 se mostraram fracos para as co 

pas de limão Galego, sendo que todos vieram de fontes de limão Gale-
� N ✓ go. Esse fato, aliado a observaçao de que 3 isolados se sobressa1-

ram dos outros 6, e um foi superior a todos os demais, indica a ne

cessidade de se executarem experimentos conduzidos a longo prazo,� 

ra determinar os melhores isolados a serem. utilizados com o fim de 

premunização. De inicio, considerou-se que o mais adequado isolado 

para a premunização fosse o de n.Q 40. No entanto, os dados de prod� 

ção dos Últimos dois anos de colheita vem mostrando que o isolado n.Q 

141 é aparentemente superior ao n.Q 40.

É de se prever que os melhores isolados fracos não causem da

nos, ou somente induzam perdas insigitlficantes nas copas por elas i� 

fetadas, pois o desenvolvimento e a produção dos clones premunizados 

com os isolados n.Q 141 e 40 têm sido excelentes e praticamente com� 
, . raveis aos de plantas, 

tristeza não ocorre. 
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Os ensaios realizados para determinar a maneira mais adequada 

de obter plantas premunizadas mostraram que os resultados foram i

gualmente satisfatórios, quer os porta-enxertos fossem inoculados 

previamente, simultaneamente às enxertias, quer se utilizassem ge

mas pr�munizadas. Esse fato é bastante importante, pois permite o 

preparo de mudas a partir de matrizes premunizadas, da maneira usual. 

No trabalho experimental em campo, quando se deseja preparar mudas 

básicas premunizadas, considera-se melhor adotar o método de inocula 

ção prévia à enxertia
1 pois essa permite uma inoculação com maior s� 

gurança, uma vez que, na inoculação, somente haverá necessidade de 

se preocupar com as gemas inÓculo, podendo, além disso, fazerem-se 

os repasses das inoculações que tenham falhado, até que todos os Pº.!: 

ta-enxertos tenham os inÓculos pegados, após o que se efetua, então, 

a enxertia do clone nucelar novo a ser premunizado. 

Experimentos utilizando mudinhas de pé franco, crescendo na ca 

sa de vegetação, inoculadas por intermédio do vetor, com isolados 

fracos e severos do vírus da tristeza, deram resultados diferenciais 

mais rápidos do que mudas crescendo em condições de campo, inocula

das por união de tecidoº De uma maneira geral, houve um paralelismo 

nas reações observadas na casa de vegetação e no campo, indicando 

dessa forma que, através de testes conduzidos na casa de vegetação, 

é possivel ter-se urna boa idéia quanto à natureza de isolados fracos 

ou fortes. Já o efeito de proteção terá que ser estudado no campo, 

a longo prazo. 

Os resultados das reações obtidas da inoculação simultânea de 

um isolado fraco e um forte aparentemente não estão correlacionados 

com o valor protetivo do fraco contra o forte. As inoculações simul 

tâneas tenderam, de uma maneira geral a produzir sintomas intermedi,!f 

rios, mais para o lado severo, diferentes daqueles induzidos por ca

da um dos isolados utilizados na mistura quando sozinhos, enquanto 

que a proteção conferida por alguns desses isolados fracos contra os 

fortes foi bastante eficiente. 

Os resultados obtidos com as plantas premunizadas nos testes 

de campo efetuados mostraram que alguns dos isolados fracos de tris

teza utilizados tem um satisfatório poder de proteção. Existe, no 
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entanto, a possibilidade de encontrarem-se outros isolados fracos de 

tristeza superiores aos melhores atualmente em uso. 

Em considerações de ordem teórica, foi imaginada a possibili� 

de de que o efeito protetivo de isolados fracos do v{rus da tristeza 

pudesse.vir a ser realçado através da mistura adequada dos mesmos. 

Considerou-se também que se fossem misturados isolados fracos de di

ferentes áreas citrícolas, obter-se-ia uma combinação com um mais ª! 

plo espectro de proteção. Finalmente, a combinação de certos isola

dos de tristeza de diferentes capacidades de invasão, ou que viessem 

a invadir diferentes tipos de tecidos de um.a planta, poderia resul

tar num melhor valor de proteção, quando misturas assim preparadas 

fossem comparadas com seus componentes. É claro que a utilização de 

tais misturas estaria condicionada ao fato de que a resultante teria 

que ser obviamente fraca para as plantas a serem protegidas e, além 

disso, razoavelmente estáveis. Em testes não mencionados na presen

te tese, nos quais foram inoculados simultaneamente 3 isolados fra-

cos do tlrus da tristeza em plantas testes de limão Galego, verifi

cou-se que as misturas induziam reações semelhantes àquelas pelos 

componentes individuais. Plantas premunizadas com essas misturas e 

posteriormente desafiadas com isolados severos comportam-se tão bem 

como plantas premunizadas somente com cada um dos componentes da mi� 

tura, quando desafiadns, durante o tempo de duração dos experimentos. 

ConsiderD,-se, no entanto, que esses tópicos necessitam de mais inve� 

tigaçô:'o. 

Pomares semi-experimentais, localizados em várias partes do Es 

tado de são Paulo e mesmo em outros Estados, formados a partir de g� 

mas obtidas de plantas de limão Galego premunizadas com os melhores 

isolados, estão tendo excepcional desenvolvimento, superior ao do� 

lhor material da mesmQ variedade de outras procedências, utilizado 

como controle. 

Aparentemente, o efeito de proteção dos isolados fracos do vi

rus da tristeza é perpetuado nas enxertias sucessivas, feitas a par

tir do material primeiramente premunizado, pois observações efetua

das em pomares de 2g e 3ª perpetuação têm mostrado que, pelo menos 
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97�!i das plantas; estão fazendo excelente crescimento, comparável ao 

das matrizes. Em algumas plantações, 3�:; de plantas com sintomas mo

derados a fortes de tristeza foram observados. A razão desse fato 

não está ainda esclarecida, podendo ser devido a enganos cometidos 

por ocasião da formação da muda, ou infecção d.o cavalo prévia à en

xertia. 

Os bons resultados obtidos com a premunização do limão Galego 

asseguram a possibilidade da produção satisfatória desse tipo de ci

tros nas várias áreas citrícolas do Estado e do Pais. Espera-se que 

o mesmo método venha a ser eficiente no caso de problemas causados

pela tristeza em outras copas.
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VII. CONCLUSÕES

(a) Muitos pomares de limão Galego estão em franco declinio,

.ou já �eixaram de existir, pela ação de estirpes fortes do virus da 

tristeza, situação esta que poderia levar ao desaparecimento dessa 

cultura. 

(b) Entre os tipos de citros comerciais com tecidos parcial

mente intolerantes ao virus da tristeza, o limão Galego tem tecidos 

mais sensíveis ao virus do que a laranja Pera ou os grapefruits,. 

(c) Árvores de limão Galego, fazendo bom crescimento em poma

res fortemente injuriados pelo virus da tristeza, devem essa condi

ção a estarem premunizados naturalmente por estirpes fracas do vírus 

que as estão protegendo contra o estabelecimento de estirpes fortes, 

responsáveis pelo declínio das plantas restantes do pomar. 

(d) Existe uma maior probabilidade de se encontrarem estir-

pes fracas de tris·[;eza para limão Galego em pomares dessa variedade 

do que nos de laranja Pera e grapefruit. 

(e) Isolados do virus da tristeza tem efeito especifico, isto

é, o que é fraco para um tipo de citros pode não sê-lo para outro t_:h 

po. 

(f) Os resultados das reações obtidas da inoculação simultâ

nea de um isolado fraco e um forte nüo estão correlacionados com o 

valor protetivo do fraco contra o forte. 
(g) Ensaios conduzidos em casa de vegetação podem, num espaço

de tempo relativamente curto, fornecer uma indicação do efeito sobre 

a planta e do valor de proteção de isolados considerados fracos do 

virus da tristeza. 

(h) A seleção final dos melhores isolados fracos do vírus da

tristeza, para prenru .. 'l'lização de clones de limão Galego, só poderá ser 

decidida após vários anos de exposição à inoculação natural pelo v{

rus da tristeza, em experimentos comparativos de campo e com base em 

resultados de produção. 

(i) O efeito de proteção dos isolados fracos é perpetuado nas

enxertias sucessivas, feitas a partir do material primeiramente pre

munizado. 
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(j) A premunização com isolados fracos do v{rus da tristeza é

uma técnica particularmente indicada para controlar os danos induzi

dos pelas estirpes fortes do virus em copas sensitivas de citros. 

tsse método oferece excelente resultados no controle dos danos induzi 

dos pelo virus em limão Galego, levando os Galegos premunizados a uma 

produção 7 vezes superior à dos não premunizados. 

(1) 
,

Viveiros e pomares semi-experimentais localizados em va-

rias partes do Estado de São Paulo e mesmo de outros Estados, consti

tuídos por plantas formadas com gemas premunizadas, estão tendo deseE 

volvimento superior ao do material da mesma variedade de outras proc� 

dências utilizado como controle. 

(m) Já existem grandes plantações formadas a partir de mate
rial premunizado desenvolvendo-se em condições muito satisfatórias. 
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VIII. RESUMO

., O uso de porta-enxertos tole:r.-antes ao virus da tristeza pos-

sibilitou o cultivo de citros em áreas onde essa moléstia estava pr2., 

senteº Existem, entretanto, alguns tipos de citros, que enxertados 

nesses cavalos tolerantes ou mesmo de pé franco, mostram danos causa 

dos pelo tristeza. O problema se torna bastante grave quando essas 

plantas são inf.etadas por formas severas do vírus capazes de induzir 

caneluras. 

O conhecimento da e:xistência de estirpes fracas do vírus da 

tristeza, e o fato de que elas podem oferecer proteção, levo�l à rea

lização de estudos, visando o controle da tristeza em copas de limão 

Galego atrayés da premunização com estirpes fracas do vírus. 

Levantamentos foram efetuados em pomares de limão Galego, la

ranja Pera e grapefrui.t Marsh Seedless, severamente injuriados pelo 
., v�rus da tristeza, a fim de localizar plantas que se sobressaiam pe-

lo seu vigor excepcional. Ma teria: dessas plantas consideradas des

tacadas foi coletado para fins experimentais. 

Plantas de limão Galego consideradas de "elite", selecionadas 

eomo matrizes 1 devem o seu desenvolvimento superior, na maioria dos 

casos, a estarem infetadas por estirpes ou com.plexos fracos do vírus 

da tristeza que as estão protegendo contra &s estirpes usuais respon 

sáveis pele declinio das árvo�es vizinhas. 

ll'oi verificado que há evidencia de especificidade entre as es
tirpes do vírus da. tristeza. Isolados coletados como fracos de la

ranja Pera e grapefruit, foram de uma maneira geral fortes para Gale 

go. 

Experimentos conduzidos na. casa de vegetação, utilizando mudi

nhas jovens inoculadas por meio do vetor e.a tristeza, o pulgão pretc 

dos aitros, com isolados fracos e severos do vírus, deram resultados 

diferenciais mais rápidos do que mudas crescendo em condições de e�� 

po inoculadas por união de tecido. Houve no entanto um paralelismJ 

entre as reações observadas na casa de vegetação e no campo. 

As reações obtidas da inocuJ.ação simultânea de um isolado frs.

co e um forte do virus da tristeza, aparentemente não estão correla-
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cionadas com o valor protetivo do fraco contra o forte, 

Resultados obtidos após vários anos nas experiências de premu

nização, realizadas sob condição de plantação experimental, mostra

ram que clones nucelares novos de limão Galego• premunizados com de

terminados isolados fracos do vírus da tristeza, desenvolveram-se 

normalmente, expostos em condições de campo, à superinoculação com 

estirpes fortes. A produção desses vinha sendo em média, 7 vezes su 

perior à das plantas controles não premunizadas. 

O efeito de proteção dos isolados fracos do vírus da tristeza 

parece ser perpetuado nas enxertias sucessivas feitas a partir do ma 

terial primeiramente premunizado, a julgar·pelo crescimento uniforme 

verificado em pomares de 2ª e 3ª perpetuação do material premunizado 

originalº 

Considera-se já terem sido plantadas mais de 200,000 plantas 

dos clones premunizados de Galego, A crescente demanda de borbulhas 

premunizadas certamente assegura a continuidade do cultivo desse ti

po de citros que muito tinha diminuido devido ao vírus da tristeza. 
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IX. SUMMARY

The use of tolerant rootstocks solved most of the problems 

concerning the production of citrus fruits in areas where the triste 

za disease is present. Certain standard citrus types like the Gale

go lime, however, are injured by tristeza to varying degrees even 

when growing on a tristeza-tolerant rootstock. For these citrus 

types, yield lasses may result from infection with certain stem

-pitting strains or strain complexes of the tristeza virus. 

Evidence indicating protective interference between components 

of the tristeza virus complex has been reported from several sources. 

'.111-us one possible control method for the lasses induced by tristeza 

on the above-mentioned sensitive citrus types is the pre-immunization 

of virus free clones with mild strains or complexes that would 

protect the plants:,against further infection with the severe stem

-pitting complexes. 

Investigations were carried out with the purpose of determining 

whether or not injury induced by tristeza on Galego lime 1 could be 

prevented by the pre-immunization of virus-free plants with selected 

mild strains of the virus. 

Outstandingly good plants, growing in Galego lime orchards 

where most of the individuals showed severe tristeza symptoms, were 

infected with mild strains or strain complexes, responsible for the 

sa,tisfactory growth conditions of the plants. A number cf these 

outstanà.ing Galego lime planta, as well as Pe1'a sweet orange and 

grapefruit plants selected likewise were used as mild strain virus 

sources for pre..i.rnrrn.u1i za tion of new Galego lime clones. 

A certain degree of specificity was noted in the r�lationship 

of the mild isolates. Virus isolates that were collected as mild 

from Pera sweet orange or grapefruits were generally rather severe to 

Galego lime plants. 

The protection conferred to the pre-immunized plants by the 

mild isolates against further injury following the superinoculation 

with severe virus sources was evident in gree1�1ouse tests carried out 

with Galego lime seedlings and vector transmission. Good protective 
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effect was not present in all pre-immunized plants, indicating that 

inoculation by the vector was not as efficient as inoculation by 

tissue union. 

Pre-immunization of Galego lime plants further exposed to field 

isolates gave olear out evidence of protection. 

The yield of the pre-immunized clones (Galego sources) was 

about 7 times greater than that of the controls for the first five 

harvests. This difference is bound to increase as the plants become 

older, since all trees represent new clones, they were late to come 

into bearing and the early crops have been small. 

The pre-immunization of Galego lime clones was initially made 

with 43 mild isolates from Galego lime, Pera sweet o�ange and grape

fruit sources. Out of these, 2 were outstanding. Trees pre

-immunized with them made apparently nonnal growth and bore the 

highest yield. The fact that out of 43 mild isolates only two were 

oonsidered very satisfactory indicates the need of long range 

comparative experiments to detennine the best mild isolates for pre

-:i.mmunization purposes. 

The protective effect of the mild isolates seems to last in the 

sucessive propagations made from the initially pre-immunized trees. 

This conclusion is supported by the good unifonn growth observed in 

orchards of 2Q and 3Q perpetuation from the original pre-:i.mmunized 

material. 

Over 200º000 trees of pre�immunized clones have already been 

planted and the great demand for pre-immunized budwood for further 

propagation of Galego limes insures the continuity of this crop that 

had practically disappeared because of tristeza injury. 
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Fig. l - A - Preparo da muda básica premuniz.a
da 3 (a) gemas-inÓculo, portadoras do isolado fraco 
de tristez.a7 (b) clone nucelar novo de limão Galego 
a ser premuniz.ado. B - Superinoculação por intermé
dio do pulgão preto dos citros. C - Superinoculação 
com o vírus dw,e,fiante, por intermédio de união de 
tecido. Setas indicam as gemas inÓculo. 
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A 

Fig. 2 - A - Ramos de limão Galego: à esquerda 
de planta não premunizada severamente afetada por 
estirpe forte do virus da tristeza, à direita de 
planta premunizada, com desenvolvimento vigoroso. 
B - Folhas de plantas premunizadas, de tamanho nor
mal e coloração verde uniforme. C - Fôllias de plan
tas não premunizadas, de tamanho reduzido, ligeira
mente clorÓticas, acanoadas e com palidez das ne� 
ras. 
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Fig. 3 - A. - Escala utilizada para avaliar o 
grau de caneluras: esquerda O, direita 5. B - Plan 
tas de li.mão Galego do ensaio de campo com cerca -
de 8 anos de idade: à esquerda não premuni zada em 
completo declinio9 à direita, premunizada fazendo 
excelente crescimento. C - Produção: da esquerda 
para direi ta dos clones 1, 2 e 31 acima premuniza
dos, notando-se a boa uniformidade, abaixo não pre 
munizados, várias vêzes menor. 

-
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Fig. 4 Pomares comerciais de li.mão Galego for 
mados com gemas premunizadas de 2"" e 3iJ perpetuação: 
A - No munic�io de Arara�uara com 2 anos de idade; 
B - No municipio de Severlllia com cerca de 3 anos e 
meio de idade; C - No munic{pio de Araraquara compr� 
endendo cerca de 3.500 plantas com 1 ano de idade. 




