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RESUMO

O Brasil é o maior produtor mundial de citros e, historicamente, a tristeza, a doenca de maior
importancia econémica da cultura. Causada por um closterovirus (CTV) de RNA fita simples positiva,
encontra-se disseminada por quase todas as regifes citricolas do globo. Transmitida por enxertia e algu-
mas espécies de pulgdo, principalmente Toxoptera citricida, apresenta diversas estirpes, causando sintomas
variados em Citrus e afins. Protecdo cruzada de copas sensiveis através de estirpes fracas do virus é uma
eficiente técnica de controle desenvolvida no Brasil e utilizada em varias partes do mundo. Métodos de
deteccdo e caracterizacdo do virus baseiam-se nos sintomas de variedades e clones especificos, mas, mé-
todos sorolégicos e moleculares sdo empregados também no monitoramento da expansdo da doencga. As
plantas, ndo raro, sdo infectadas com mais de uma estirpe, que se podem recombinar geneticamente e
sdo passiveis de transmissibilidade diferencial pelos vetores ou por diferentes borbulhas da mesma planta.
A composicdo do complexo de estirpes presente na planta pode alterar-se ap6s poda drastica, ou em
resposta a condi¢cdes ambientais. Tipos menores de RNA defectivos e subgenémicos ocorrem
freqlientemente junto as particulas normais do CTV. Alguns defectivos estdo associados aos sintomas de
amarelecimento de plantulas. O controle da doencga é feito pelo uso de variedades de copas e de porta-
enxertos que interagem conforme a capacidade de multiplicar as particulas virais em suas células e de
tolerar sua presenca nos tecidos do floema. Essas caracteristicas tém importantes implicacdes para o cul-
tivo e melhoramento. A presente revisdo discute também as reagfes de plantas enxertadas e de pé-franco,
ressalta os problemas, conceitos basicos e as implicacdes relevantes para o melhoramento genético de
porta-enxertos.
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ABSTRACT

THE CITRUS TRISTEZA DISEASE AND ITS IMPLICATIONS ON
ROOTSTOCK IMPROVEMENT

Brazil is the world leading citrus producer and historically, tristeza is the most serious disease in
economic importance. Tristeza is caused by a single strand RNA closterovirus, Citrus Tristeza Virus
(CTV), is disseminated in almost all citrus regions of the world. It is transmitted by grafting and by
several species of aphids mainly Toxoptera citricida. There are several virus strains, causing variable
symptoms in the majority of species and related genera of Citrus. Cross-protection by mild virus strains
is an efficient technique for protecting very sensitive scions in Brazil and elsewhere. Methods for detecting
and characterizing virus strains are classically based on the reaction symptoms of specific varieties and
clones. However, development of serological and molecular methods have allowed progress in the
characterization and in monitoring the spread of the disease. Plants may be infected with more than
one strain that can undergo genetic recombination, show differential transmissibility by the vector aphids,
have composition of the strain complex altered by drastic pruning, temperature, and also segregate among
budwoods, or by sub-culture in different clones. Smaller defective RNAs are often associated with nor-
mal CTV particles, some correlated with symptoms of seedling yellows. Efficient control is achieved by
favorable combinations of scions and rootstocks. They react in predictable interactions dependent on
both, the capability to multiply the viruses and to tolerate their presence in phloem tissues. These
peculiarities have important implications on practical cultivation and on the genetic improvement of
scions and rootstocks. This review discuss also the reaction of grafted and non-grafted plants, and highlights

problems, basic concepts and relevant implications for citrus rootstock improvement.

Key words: CTV, tolerance, resistance, history, symptoms, citrus.

1. HISTORICO

O Brasil é o maior produtor de laranja e o maior
exportador de suco concentrado congelado do mun-
do. Historicamente, a tristeza é a doenca mais
importante dessa cultura. Acredita-se que seja prove-
niente da China (Bar-JoserH et al., 1981), centro de
origem da maioria das espécies de Citrus (TANAKA,
1954), e dai se disseminado para outras partes do mun-
do, através de mudas e borbulhas infectadas. As
sementes ndo transmitem a doenga, e mudas assim
produzidas constituem-se em eficiente estratégia para
livrar os clones infectados do CTV e de outros virus.

Variedades e espécies de citros tém seu culti-
Vo registrado na bacia do Mediterraneo desde o ano
300 a.C. Em meados do século XIX, uma grave doen-
ca atacando as raizes dos citros, hoje conhecida por
Phytophthora, destruiu os plantios de laranjas doces
nas ilhas Acores. Comecou, entdo, a ser utilizada a
laranja Azeda (Citrus aurantium), um porta-enxerto re-
sistente a Phytophthora (Bar-JosepH et al., 1989), o qual
se tornou rapidamente o porta-enxerto predominan-
te em varias partes do mundo. Nessa época, a
citricultura se expandia no mundo. Com essa expan-
sdo, verificou-se que, em algumas regifes como Java,
Austrélia e Africa do Sul, as combinagées de laran-
jas doces sobre a Azeda entravam em colapso,
enquanto sobre Poncirus trifoliata ou liméo Rugoso (C.
jambhiri) eram bem sucedidas e vigorosas. Por varios
anos, acreditou-se que essa decadéncia seria devida
a incompatibilidade entre o porta-enxerto e a copa,
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até que WeBgeR (1925) e Toxopeus (1937) sugeriram a
existéncia de algum agente infeccioso para explicar
esse colapso. Mais tarde, a presenca de um agente cau-
sal ficou definitivamente comprovada pelo trabalho de
transmissdo por pulgédo realizado por MENEGHINI
(1946), no Instituto Bioldgico, em Sé&o Paulo.

De 1890 a 1935 houve grande expansdo nos
plantios comerciais de laranja. A primeira grande de-
vastacdo causada por essa doencga ocorreu em 1930,
em Corrientes, Argentina, onde se verificou a perda
de 10 milhdes de arvores em 15 anos (CARREIRA, 1933).
Morelra (1942) denominou-a “Tristeza” e salientou
gue ocorria no Brasil desde antes de 1937. Em 12 anos,
dizimou 7 milhdes de arvores, o que correspondia a
75% dos pomares brasileiros de laranjas doces que,
nessa época, eram enxertadas em laranja Azeda
(MoreIra et al., 1949).

Historicamente, a expanséo e os danos da tris-
teza em outras regides do mundo seguiram os padrdes
observados no Brasil e na Argentina. Segundo Bar-
JosepH et al. (1989), as estimativas, no mundo, séo de
gue 50 milhdes de arvores morreram ou se tornaram
improdutivas, causando prejuizos diretos de centenas
de milh6es de dolares em diversos paises e a seus pro-
dutores. Atualmente, a tristeza encontra-se
disseminada em todas as regides produtoras do mun-
do: América do Sul, América Central, Estados Unidos,
Israel, Espanha, Australia, Africa do Sul, entre outras
(Dickson e FLock, 1959; RoisTAcHER et al., 1991; LEeE et
al., 1992, 1994; GottwALD et al., 1994, 1998).
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A expansao da tristeza na citricultura mundial
tem resultado em modifica¢des técnicas e agrondmi-
cas, bem como em ag¢des governamentais
fundamentadas nos conhecimentos gerados pelas pes-
guisas na area de Virologia, Entomologia, Fitotecnia
e Genética. Tais conhecimentos permitiram que o Bra-
sil se tornasse hoje o maior produtor e exportador
mundial de suco concentrado congelado de laranja.

A complexidade das inter-rela¢fes porta-en-
xerto/enxerto, a variabilidade genética do virus (CTV),
a severidade dos sintomas e 0s prejuizos econémicos
relacionados a sua ocorréncia demandam uma aten-
cdo cientifica intensa.

Nos congressos trianuais da Organizacgéo In-
ternacional dos Virologistas de Citros, a tristeza é o
maior destaque. Sua importancia econdmica é eviden-
ciada, por exemplo, pela dispendiosa operacdo de
monitoramento de pomares por amostragem realiza-
da pela Agéncia Central de Erradicacdo da Tristeza
nos Estados Unidos (GottwAaLb e HugHEs, 1998), a qual
perfaz anualmente 700.000 testes ELISA no Central
Valley na California (Lee et al., 1994).

2. CARACTERISTICAS DO VIRUS

Os estudos a respeito da caracterizagdo do vi-
rus da tristeza sdo bastante dificeis. Esse fato se deve
a diversos fatores, principalmente a sua complexida-
de e a natureza da interacdo com o hospedeiro citros.
Trata-se de um virus limitado ao floema e que pode
ocorrer em baixa concentragdo nas plantas citricas, que
sdo perenes e lenhosas. Além disso, a purificacdo do
virus é trabalhosa e as particulas virais séo sujeitas a
guebras durante esse processo. Complicag@es adicio-
nais advém do fato de que a tristeza ocorre
naturalmente na forma de diversas estirpes,
freqlientemente co-infectando um mesmo individuo,
cujas reacdes podem variar em intensidade em um
mesmo hospedeiro (Li et al., 1990).

Os sintomas, da mesma forma, também variam,
apresentando-se com amarelecimento das mudas,
declinio rapido, declinio moderado, caneluras e mes-
mo auséncia de sintomas visiveis; nesse caso,
manifestam-se, em certas condi¢des, apenas como uma
interrup¢do ou diminuicdo na taxa de crescimento.
Tais sintomas podem variar conforme o ambiente, so-
bretudo devido a temperatura, havendo também
influéncia da constitui¢do genética da copa, do por-
ta-enxerto e da interacdo de ambos (Abawms, 1991; Lee
et al., 1994; RocHA-PeRA et al., 1995; CarvAaLHO et al.,
1997, Karasev et al., 1998)

Kitanma et al. (1964), no Instituto Agronémi-
co (IAC), em Campinas, descobriram, em microscépio
eletrdnico, que particulas filamentosas estavam
associadas com a doenca tristeza. Dois anos apés, a
purificacdo parcial do virus foi conseguida por
Kitanma et al. (1965) e SiLva et al. (1965), permitindo
que Price (1966), BAar-JosepH et al. (1972) e outros pes-
quisadores continuassem os trabalhos de purificacédo
do virus (BAr-JoserH et al., 1974, 1976, 1985; GONSALVES
et al., 1978; TsucHizaki et al., 1978; Lee et al., 1987).
Tipicamente, o CTV é um virus longo, filamentoso,
com simetria helicoidal, de 2.000 nm de comprimen-
to por 102 nm de largura (Kitaima et al., 1965;
Bar-JoserH et al., 1979) e peso molecular 144 x 16°.
Com essas dimens0es, constitui-se no maior virus de
planta conhecido (Karasev et al., 1995).

Devido a essas caracteristicas, esse virus é
classificado como pertencente ao grupo dos
closterovirus (BAr-JoseprH et al., 1976; CorriN € CouTTs,
1993). Além dos virions de fita Unica positiva de RNA
(Karasev et al., 1995), encapsulados em uma capa de
subunidades protéicas de 25 Kda, as plantas
infectadas pelo CTV contém uma populacéo hetero-
génea de, pelo menos, nove particulas menores de
RNA subgendmicos (Parpu et al., 1993; HiLr et al., 1995;
Mawassi et al., 1995; Navas-CasTtiLLo et al., 1997;
KARraskev et al., 1998) e também de RNAs de 2,0 a 5,0
kb, defectivos, instaveis e variaveis (Karasev et al.,
1998). Supdbe-se que algumas dessas particulas defec-
tivas estejam associadas aos sintomas tipicos de
amarelecimento de plantulas (Yanc et al., 1999).

Ao contrario, nenhum efeito bioldgico tem sido
associado as particulas subgendmicas (SATYANARAYANA
et al., 2001). Mais raramente, ocorrem particulas um
pouco maiores (12,0 kb), com RNAs defectivos e que
podem ser transmitidas mecanicamente através de
ferimentos (CHE et al., 2002). A proteina do capsideo
do CTV tem sido caracterizada atraveés de eletroforese
em dgel de poliacrilamida, Western blotting,
mapeamento de polipeptideo em gel SDS-PAGE e por
técnicas seroldgicas diversas, com base na
especificidade dos epitopos de varios isolados ocor-
rendo nas plantas citricas (BAr-JosepH et al., 1972; Lee
e CaALVERT, 1987; Lee et al., 1988; NikoLAEvVA et
al., 1996, 1998).

O gene da proteina do capsideo foi bastante
estudado na ultima década, tendo sido isolado e
clonado em Echerichia coli, evitando purificacdes e fa-
cilitando a producdo de anticorpos monoclonais
(MaNJUNATH et al., 1994; NnikoLAEVA et al., 1995; TARGON
et al., 1997). A diferenciacdo de estirpes através de
suas proteinas da capa é alvo de intensivas investi-
gacdes que, em alguns casos, com anticorpos
monoclonais, permitem a separacdo de algumas es-
tirpes (Lee et al., 1988).
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Em nivel molecular, a comparacado de seqién-
cias parciais de muitos isolados e da seqiiéncia
completa de trés isolados mostrou consideravel diver-
sidade genética, até de 40% entre certas regifes do
genoma (Pappu et al., 1997; Karasev et al., 1998; Kone
etal., 2000). Até o presente, ndo existe um método uni-
versal para detectar e diferenciar estirpes do CTV,
apesar de serem usados variedades e clones diferen-
ciais, imunodiagnose, hibridizacdo, RT-PCR e SSCP
(polimorfismo de conformacao) de fita simples (Ma-
cHAaDoO et al.,1997; NisLeTT et al., 2000; SamsaDE et al.,
2002). E fato indiscutivel, portanto, a extrema diver-
sidade biolégica das estirpes de CTV, as quais sédo
mantidas com mais de 200 isolados em colecdo em
Beltsville, EUA. Néo raro, esses isolados, considera-
dos até entdo como “puros”, mostraram, no entanto,
serem compostos de mais de uma estirpe, conforme
testes com “primers” especificos por RT-PCR (KARASEV
et al., 1998). No campo, é comum a co-existéncia de
vérias estirpes em um mesmo individuo (BROADBENT
etal., 1996; BouHipa et al., 1998; Rusio et al., 2001).

Outro aspecto que acrescenta complexidade ao
sistema, e de forma dindmica, é que nos complexos
de CTV, ocorrendo em um Unico individuo hospedei-
ro de citros, podem existir variacdes na capacidade
de transmissibilidade das estirpes componentes pelo
vetor afideo Toxoptera citricida Kirk. (MicHAuD, 1998).
Também podem ocorrer mudancas na predominéncia
das estirpes e dos sintomas, devido a podas drasti-
cas, ou mesmo a separacao de estirpes nas borbulhas
de um mesmo individuo (RaccaH et al., 1980;
BroADBENT et al., 1996; KoLLER € SoPrANO, 1998). A essa
enorme complexidade soma-se o fato de que diferen-
tes estirpes em um mesmo individuo podem se
recombinar geneticamente (Rusio et al., 2001).

Talvez a forma mais simples, antiga e eficien-
te de caracterizacdo de estirpes de CTV seja a
caracterizagao bioldgica, que se baseia no conjunto de
sintomas manifestados em diferentes plantas
indicadoras, experimentalmente submetidas a
inoculacdo conforme pioneiramente indicado por Cos-
TA et al. (1949). S&o de utilizacdo generalizada como
indicadoras de CTV as variedades de laranja Azeda
(C. aurantium), lima &cida ‘Galego’ ou lima ‘Mexica-
na’ (C. aurantifolia), pomelos ‘Marsh seedless’ e
‘Duncan’ (C. paradisi), liméo ‘Eureka’ (C. limon) e la-
ranja doce ‘Madame Vinous’ (C. sinensis), entre outras
(DEesiarpINs et al., 1957; PErmAR € GARNSEY, 1991; LEe
etal., 1994; MuLLER et al., 1994; CarvaLHO et al., 1997).

3. REACAO E SINTOMAS NAS PLANTAS

A reacdo das diversas espécies e variedades
de citros ao virus da tristeza deve ser considerada sob
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trés aspectos fundamentais para seu adequado enten-
dimento, como discutido com precisdo e abrangéncia
principalmente por Costa et al. (1949), BENNETT € Cos-
TA (1949) e por MuLLER (1976). SA0 os seguintes: a
capacidade da planta de multiplicar o virus apés ser
infectada, a tolerancia dos tecidos do floema a pre-
senca do virus e, de suma importancia, a interacéo
desses dois aspectos quando se considera uma plan-
ta citrica comercial, composta de copa e porta-enxerto.

De modo geral, os tecidos do floema dos di-
versos citricos podem ser tolerantes, intolerantes ou
de reacdo intermediaria a presenca de particulas
virais em suas células. Por outro lado, as plantas po-
dem também variar quanto a resisténcia, ou seja, a
capacidade de multiplicar o CTV em seus tecidos. Al-
guns tipos, mesmo apés severas e repetidas
inoculacg@es, sdo incapazes de multiplicar as particu-
las virais, portanto, resistentes. Outros os multiplicam
abundantemente, atingindo alta titulacdo viral nos
tecidos do floema. Existem também tipos com com-
portamento intermediario.

A conceituacdo desses dois aspectos (resistén-
cia e tolerancia) é necessaria para compreender a
reacdo de uma planta enxertada, pois, ocorre o colapso
dos tecidos de um tipo intolerante na presenca efeti-
va do virus. Segundo CosTa et al. (1949), esse fato se
deve a degeneracdo dos tubos crivados na regido de
unido da enxertia nas primeiras fases da doenca, es-
tendendo-se posteriormente até 45 cm acima ou
abaixo do enxerto, resultando na necrose do floema
(ScHeNEIDER et al., 1947). Esse mesmo tecido intolerante
se mostrara sadio na auséncia do virus. Uma espécie
intolerante e que promove a multiplicagdo dos virus
em seus tecidos vai apresentar sintomas da doenca
ap0s a inoculagao, seja em plantas de pé-franco, seja
em plantas enxertadas em qualquer porta-enxerto ou
guando utilizada como porta-enxerto de copas que
permitam a multiplicacdo do virus. Sdo desse tipo al-
gumas limas como ‘Kirk’ e ‘Beledy’, pomelos como
‘Duncan’, ‘Leonardy’ e ‘Mexican’ e alguns limdes ver-
dadeiros.

Por outro lado, as plantas que ndo multipli-
cam os virus e que, além disso, possuem floema
tolerante, ndo desenvolvem a doenc¢a em qualquer si-
tuacdo. E o caso de diversos clones de Poncirus
trifoliata e alguns hibridos dessa espécie.

Tipos interessantes sdo aqueles que, apesar de
nao multiplicarem ou ser muito reduzida essa multi-
plicacdo, ndo toleram, porém, sua presenca.
Tipicamente, esse é 0 caso da laranja Azeda e de
Severinia buxifolia (MULLER, 1976; GARNSEY et al., 1987;
YosHIDA, 1996; MesTre et al., 1997b) as quais, se en-
xertadas sobre cavalos resistentes (que ndao
multiplicam o virus), ndo desenvolvem a doenca,
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0 mesmo ocorrendo com suas plantas de pé-franco.
Essas plantas, porém, entram em colapso quando sdo
utilizadas como porta-enxerto de variedades copa que
multiplicam extensivamente o virus, como € o caso de
todas as laranjas doces conhecidas. Essa situacdo se
reveste de grande importancia histérica e econémica
para o pais, pois determinou uma mudanga radical
na citricultura brasileira apds a década de 40, época
em que praticamente todos os pomares de laranja doce
utilizavam a laranja Azeda como porta-enxerto. Como
o vetor pulgdo preto ¢é de ocorréncia generalizada, os
pomares foram rapidamente infectados apds a intro-
ducdo do virus. Centenas de porta-enxertos testados
(CosTa et al., 1949; MoreIrA e RoEssING, 1965) permiti-
ram a substituicAo da laranja Azeda por
porta-enxertos tolerantes, como o lim&o Cravo. Ape-
sar dos esforcos para diversificagdo de porta-enxertos,
apos mais de 50 anos, o liméo Cravo (que multiplica
o CTV) continua a ser ainda o porta-enxerto mais uti-
lizado no Brasil.

A maioria das laranjas doces, apesar de mul-
tiplicarem amplamente o virus da tristeza, tem, no
entanto, os tecidos do floema tolerantes a sua presen-
ca. Por essa razdo, devem ser cultivadas sobre
porta-enxertos que tenham também tecidos tolerantes.
Evidentemente, plantas de pé-franco de laranjas do-
ces apresentam-se sem sintomas, embora no campo
abriguem o virus.

Caso um pouco diferente ocorre com a lima
acida ‘Galego’. Essa, além de multiplicar o virus, tem
seus tecidos intolerantes, razdo pela qual seu cultivo
tornou-se extremamente dificil, mesmo quando enxer-
tado sobre porta-enxertos que além de tolerantes sédo
resistentes. Plantas dessa variedade, pré-imunizadas
com estirpes fracas da tristeza, tém uma vida Gtil maior
no campo (CostA € MULLER, 1980; MULLER e CosTA, 1987).

Ha também plantas com reacdes intermedia-
rias de diversos graus, tanto quanto a capacidade de
multiplicacdo do virus quanto a de tolerancia a sua
presenca. Tipicamente, é o caso das toranjas (C.
grandis) e de algumas limas.

4. GENETICA E MELHORAMENTO

A natureza genética da toleréncia a tristeza
recebeu atencdo no inicio da manifestagdo desta do-
enca no Brasil, particularmente por Costa et al. (1949)
que, importando sementes de hibridos F; de P. trifoliata
x C. sinensis (citranges), citranges x C. sinensis
(citrangores), P. trifoliata x C. paradisi e de C. reticulata
x C. paradisi (tangelos) verificaram que o comporta-
mento dos hibridos era semelhante a um ou a outro
parental, indicando provavel dominancia da tolerancia.

Com base nesse fato, aventaram a possibilidade de se
produzir hibridos de P. trifoliata, C. reticulata e de C.
aurantifolia com a laranja Azeda visando a tolerancia
a tristeza.

Considerando a importancia econdmica das
laranjas doces, limdes, tangerinas e pomelos e tam-
bém o fato de a tristeza ser uma doenca importante e
comum a todas elas, seriam esperados grandes inves-
timentos na area de melhoramento genético, uma vez
gue, a semelhanca de outras doencas virais, nao existe
possibilidade de controle quimico. Entretanto, isso ndo
se verificou na extensao que seria desejavel. Compa-
rando-se as areas de fitotecnia, testes varietais e
biotecnologia, poucas séo as referéncias a programas
classicos de melhoramento genético ou de genética
orientados especificamente para o desenvolvimento de
novos germoplasmas ou a natureza genética da tole-
rncia a tristeza.

As razdes para esse fato residem na comple-
xidade do problema. Conforme mencionado, o virus
da tristeza ocorre sob a forma de complexos de dife-
rentes estirpes, causando variados sintomas, de
diversas intensidades nas folhas, frutos e na planta
toda, dependentes ndo somente da copa, mas também
do porta-enxerto e da interacdo de ambos. Tais fato-
res dificultam e tornam demorada a avaliacdo do
comportamento de novos materiais com relacdo a tristeza.

A complexidade do assunto é aumentada nos
trabalhos de melhoramento genético que visam a pro-
ducdo de novas variedades, pois 0s citros sdo espécies
perenes, de longo ciclo vegetativo e que, além disso,
possuem poliembrionia nucelar (CAMERON € FROSsT,
1968; BorbpIiGNON et al., 1990). Essa ultima particulari-
dade dificulta bastante 0 melhoramento genético de
porta-enxertos, pois, para obterem interesse comer-
cial, ttm que ter sementes poliembriénicas de modo
gue assegure aos Vviveiristas alta porcentagem de plantas
nucelares na sementeira. Essas plantas nucelares sdo
clones, ou seja, reproducdes vegetativas fiéis do
genotipo das plantas-mae e consequientemente garantem
a uniformidade genética das mudas e a homo-
geneidade das lavouras.

Na semente poliembridnica podem existir
dois, trés ou varios outros embrides. Entre esses em-
brides, somente um ou nenhum tem origem zigotica,
resultado da unido dos gametas masculinos e femi-
ninos. Todos os demais, com raras exce¢des (MebiNA
FiLHo et al., 1993), sdo nucelares.

A dificuldade para o melhoramento genético
estd no fato de que, apds os cruzamentos controlados,
os hibridos oriundos dos embrides zigéticos preci-
sam ser identificados e separados dos clones oriundos
dos embrides nucelares, pois esses ultimos represen-
tam clones maternos (Mebina FiLHo et al., 1991).
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Em alguns cruzamentos a taxa de embrides
zigoticos é alta. Em outros, porém, os zig6ticos sao
raros (BorbieNoON, 1995). A identificacdo das plantas
de origem zigdtica é feita, em alguns casos, mediante
o uso de marcadores morfoldgicos e, em outros, sdo
necessarios marcadores isoenzimaticos ou mesmo a
utilizacdo de ambos (BALLVE et al., 1997). Marcadores
moleculares podem também ser empregados
(CrisTorani et al., 1999).

A poliembrionia nucelar, a taxa de ocorréncia
de embrides zigoticos e a identificacdo eficiente de
grande numero de individuos ap6s 0s cruzamentos
controlados representam, portanto, dificuldades adi-
cionais as investigacdes que dependem de grande
ndmero de individuos com origem genética inequivo-
ca. Essas dificuldades tém prejudicado, por certo, as
investigacOes a respeito da genética e do melhoramento
para toleréncia a tristeza, oneram os programas e
delongam os resultados e, consequUentemente,
desestimulam os investimentos nessa area.

Por outro lado, intensos esforgcos tém sido
despendidos no estudo da resisténcia ou imunidade
ao CTV que se manifesta nas plantas como a incapa-
cidade de multiplicar o virus. Essa caracteristica
ocorre em Poncirus trifoliata, Severinia buxifolia,
Swinglea glutinosa, Glycosmis, Atalantia, Fortunella,
Murraya, Merrilia, Triphasia, Pleiospermium, Aegle,
Feronia, Feroniella (YosHiDA et al., 1983; GARNSEY et al.,
1987; vosHIDA, 1996; MEesTrE et al., 1997b). Foram iden-
tificados trés genes independentes conferindo essa
imunidade: Ctvl (YosHipa, 1985; GmITTER et al., 1996;
CrisTorani et al., 1999) presente em P. trifoliata; Ctv2
(FANG e Roosk, 1999) encontrado em C. maxima; am-
bos sdo dominantes e ndo permitem a multiplicacdo
do virus, e Ctm (MesTre et al., 1997a) que restringe a
movimentacao do virus na planta. Esses trés genes sao
importantes apenas para o melhoramento genético de
copas via clonagem e transformacao visando a pro-
ducéo de laranjas doces transgénicas.

O sucesso dessa estratégia estaria, entretan-
to, dependente da incorporacdo simultanea de Ctvl
ou Ctv2 e Ctm (MesTrE et al., 1997a). Conforme sali-
entado por esses autores, a translocagdo do virus da
tristeza dentro da planta ocorre a curtas distancias e
se acumula nas plantas Ctm-mm. Com isso, toda a
planta acabaria infectada ap6s um curto periodo, uma
vez que se trata de cultura perene. Conforme salien-
tado por Costa et al. (1949), esses genes sdo
irrelevantes para o melhoramento genético de porta-
enxertos se forem utilizados em paises onde ocorrem
de maneira generalizada, vetores eficientes e se culti-
vam copas que multiplicam intensamente os virus,
como as laranjas doces e tangerinas. Esse é exatamente
0 caso da cultura de citros no Brasil e em vérios ou-
tros paises.
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Em que pese a enorme importancia econdmi-
ca e social da industria citricola brasileira,
tipicamente exportadora de um produto destinado a
centros diferenciados, e a atual rejeicdo do consumi-
dor estrangeiro para alimentos geneticamente
modificados, essa linha de investigacdo é discutivel.

5. CONSIDERAGCOES FINAIS

Conforme mencionado, o virus da tristeza é
molecularmente bem caracterizado, seu genoma de
RNA foi sequenciado (Karasev et al., 1995), inclusive
a ORF (open reading frame) que codifica para a capa
protéica (Parpu et al., 1993). Ocorre na forma de di-
versas estirpes com genética e sintomas diferentes, nao
raro misturadas e se recombinando em um mesmo in-
dividuo no campo (KaRrasev et al., 1998). Podem, no
mesmo local de cultivo, variar devido a
transmissibilidade diferencial do afideo vetor e tam-
bém, com o passar dos anos, ap0s sucessivas
subclonagens em diferentes porta-enxertos ou mesmo
em reacdo a podas severas nas plantas (KoLLEr e So-
PRANO, 1998).

Tais aspectos devem ser considerados ao se
desenvolverem programas de melhoramento genético
visando a tolerancia a tristeza. Investigacdes para a
caracterizagao seroldgica resultam em diversos tipos
de anticorpos monoclonais, reagindo diferencialmen-
te com grupos de isolados (NikoLAEvA et al., 1996).
Entretanto, a caracterizagdo mais importante em re-
lacdo ao tipo e a severidade de estirpes de CTV
baseia-se na reacdo das variedades ou clones diferen-
ciais cuja reacdo conjunta permite a distin¢do de 11
categorias de estirpes (RocHa-PeRA et al., 1995).

De forma préatica, considerando as reagdes
apenas nas laranjas doces, as estirpes se classificam
genericamente em fracas e severas. Essas Ultimas cau-
sam injdria nos porta-enxertos e ou nas copas, sendo
a ocorréncia nas copas independente de seus porta-
enxertos. As estirpes severas, ao incidir em plantas
de qualquer idade, causam a paralisacdo do cresci-
mento e depauperamento de plantas enxertadas em
laranja Azeda e outros porta-enxertos intolerantes; em
condic¢Bes de viveiro, ocorrem os conhecidos sintomas
de amarelecimento ou “seedling yellows”, quando en-
xertadas em laranjas Azeda. Outros tipos severos
também causam depauperamento e um acentuado
“enfezamento” (stunting) de plantas novas, podendo
ainda manifestar ou ndo “seedling yellows”.

E importante salientar que a tolerancia do por-
ta-enxerto liméo Cravo, quando enxertado com copas
de laranjas doces, se verifica em relagdo as estirpes
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fracas e severas de CTV denominadas normais, exce¢do
aquela extremamente severa que ocorre na regido do
municipio de Capdao Bonito, SP, e apenas tolerada pe-
las tangerinas, P. trifoliata e alguns outros tipos de
citros (MuLLER et al., 1990). Note-se, entretanto, que a
reacdo da copa as estirpes que causam caneluras (stem
pitting) ndo é influenciada pela tolerancia dos porta-
enxertos.

Os sintomas de “stem-pitting” sdo causados
por anormalidades no floema e no xilema, associados
ao “enfezamento”, perda de vigor e de produtivida-
de, mas que independem do porta-enxerto.

A sele¢do de clones tolerantes e o melhoramen-
to genético de porta-enxertos visando a tolerancia a
tristeza dos citros tem-se mostrado, ao longo do tem-
po, como uma estratégia eficiente e duradoura na
viabilizagdo da citricultura em areas onde essa doenca
e seus vetores se encontram disseminados, como no
Brasil. Devido a crescente demanda para a produgao,
com o cultivo em novas condi¢8es edafo-climaticas e
o surgimento de estirpes capazes de infectar porta-
enxertos até entdo tolerantes, é de especial valia a
continuidade das pesquisas nessa mesma linha de
melhoramento.

A julgar pelos resultados historicos, essa pers-
pectiva é favoravel e vem sendo viabilizada pelo
melhoramento classico, com base em hibridacdes en-
tre porta-enxertos conhecidos e amplamente testados
nas condicdes locais. Tais investigacdes podem ser
realizadas, atualmente, gracas as técnicas de
hibridacao, identificacdo de hibridos e selecéo, as in-
formacd8es detalhadas sobre a composicéo e os tipos
de embrides das sementes com diferentes graus de
poliembrionia, ao estudo da genética da tolerancia a
tristeza e as diversas espécies e géneros afins de citros,
disponiveis no Banco de Germoplasma do Instituto
Agrondmico, em Campinas (BorbigNoN et al., 2003 a,b,
2004; MepiNa FiLHo et al.(®).
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