produtividade e citros sadios

Gustavo Astua-Monge, Juliana Freitas-Astua e Marcos Antonio Machado *




Acitricultura é uma das mais importantes
agroindustrias do Brasil, respondendo
por um faturamento anual da ordem de
USS$ 1,5 bilhdo. Porém, a produtividade
média de 22 t/ha é considerada muito
baixa, se comparada a de outros paises
produtores, como os Estados Unidos.
Esse indice justifica-se, em parte, pela
expansao simultanea de pragas e doen-
cas e a estreita base genética utilizada.
Grande parte da producao de laranjas
doces — 93% — é apoiada em apenas qua-
tro variedades — Péra, Valéncia, Natal
e Hamlin —, com o agravante de utilizar
como porta-enxerto poucas espécies,
como o limao Cravo (80%) e a tangerina
Cleopatra (10%). Portanto, ndo é surpresa
constatar que os desafios da atual citri-
cultura estdo quase todos associados a
problemas de ordem fitossanitaria. As
principais doencas limitantes a cultura
incluem a clorose variegada dos citros
(CVQ), o cancrocitrico, aleprose, a triste-
za, amorte subita (MSC), a mancha preta
e, mais recentemente, o amareldo ou
huanglongbing (greening).
A biotecnologia consiste no desenvol-
vimento e aplicacdo em larga escala
(transferéncia para o setor produtivo)
dos avangos cientificos e tecnoldgicos,
resultantes de pesquisas em ciéncias
biolégicas. Ao longo da historia da citri-
cultura, a biotecnologia tem contribuido
ativamente no avango tecnologico dessa
atividade, especialmente no controle de
doencas. Dentre suas principais contri-
buicdes, destacam-se a protecao cruza-
da (pré-imunizacdo) contra a tristeza,
a indexacao e limpeza clonal de virus e
virdides, o desenvolvimento de novas
técnicas de diagnostico, a geracao de
variedades resistentes, a partir de téc-
nicas envolvendo cultura de tecidos e,
mais recentemente, o seqiienciamento
do genoma de citros e de seus patogenos,
em combinacao com o desenvolvimento
de plantas geneticamente modificadas.
Uma técnica inovadora que pode ser
considerada precursora da biotecnolo-
giano controle de doencas em citros é a

pré-imunizacao, utilizada no controle do
virus da tristeza dos citros (Citruas triste-
za virus — CTV). Como consequiéncia dos
problemas causados pela tristeza, que re-
sultaram na morte de milhdes de arvores
na primeira metade do século XX, a partir
dadécada de 1950, pesquisadores do Ins-
tituto Agrondmico (IAC), em colaboracgao
com colegas norte-americanos, iniciaram
os trabalhos visando a encontrar alterna-
tivas para o controle da doenca, através
da utilizacao de isolados fracos do virus
com efeito protetor contra ragas severas.
Essa estratégia, associada a substituicdo
por porta-enxertos tolerantes, mostrou-
-se bastante promissora. No entanto, foi
apenas na década de 1960 que isolados
coletados das chamadas “plantas elites”
apresentaram resultados satisfatorios
de protecéo.

Plantas elites eram as que permane-
ciam assintomaticas ou apresentavam
poucos sintomas de tristeza, enquanto
outras do mesmo talhdo desenvolviam
sintomas severos da doenca. Um desses
isolados, obtido a partir de uma laranjei-
ra Péra e posteriormente denominado
“PéralAC", apresentou grande efeito pro-
tetor, tendo esse clone sido utilizado em
borbulheiras e amplamente distribuido
no Estado de Sao Paulo, além de outros
Estados do pais. No final da década de
1990, era estimada a existéncia de mais
de 80 milhoes de laranjeiras pré-imuniza-
das no Brasil (Muller et al., 1999) e, ha 35
anos, oisolado “Péra IAC" é utilizado com
sucesso na citricultura paulista. Embora
tenha sido feita inicialmente de forma
empirica, a protecao cruzada revelou-se
um modelo extremamente interessante
de estudo da interagdo planta/patégeno,
em nivel molecular.

0 diagnéstico preciso de doencas é de
fundamental importancia na prevencao
de danos significativos na producao.
Através de trabalhos dos principais ins-
titutos de pesquisa e universidades do
Brasil e do exterior, atualmente é possivel
obter o diagnostico preciso e confiavel
de quase todas as principais doencas dos

citros. Assim, testes sorolégicos, como o
ELISA, sao utilizados para a diagnose da
tristeza, e testes moleculares, como PCR
e RT-PCR, foram desenvolvidos para a
deteccao das bactérias causadoras do
cancro, CVC e Huanglongbing (Xantho-
monas axonopodis pv. citri, Xylella jas-
tidiosa e Candidatus Liberibacter spp.,
respectivamente), os virus da tristeza e
daleprose (Citrus leprosis virus — CiLV)
e o fungo Guignardia citricarpa, cau-
sador da mancha preta. Outras doencgas,
como a gomose dos citros, causada por
Phytophthora sp., sao ainda diagnosti-
cadas com base nos sintomas e cultivo
in vitro. Porém, o Centro APTA Citros
Sylvio Moreira ja esta desenvolvendo
métodos moleculares para o diagnostico
dessa doenca.

Javirus menos prevalentes, como o da
sorose, ou viroides, como os da exocorte
e cachexia/xiloporose, sdo muito mais
dificeis de serem detectados. A dificul-
dade no desenvolvimento de testes
moleculares sensiveis satisfatorios para
a sua detecgdo acontece porque costu-
mam apresentar baixa concentra¢ao nos
tecidos, que é comumente dependente de
condicoes climaticas como temperaturae
umidade. Além disso, muitos desses paté-
genos encontram-se distribuidos de for-
mairregular nos tecidos, o que dificultaa
retirada de amostras para a execucao de
testes. Some-se a essas caracteristicas o
fato de que, com alguma freqiiéncia, virus
e viréides em citros ndo induzem o apa-
recimento de sintomas em determinadas
condicdes climaticas e combinacoes
copa/porta-enxerto, e pode-se imaginar
o problema encontrado para sua detec-
cdo. Assim, a indexacao bioldgica ainda
é uma ferramenta Util para a diagnose,
especialmente de enfermidades causa-
das por patégenos para os quais nao ha
métodos moleculares adequados para
a deteccao. Através da inoculacédo de
hospedeiros altamente suscetiveis, ge-
ralmente relacionados a citros, é possivel
aumentar a concentracéo do patégeno e
entdo proceder sua deteccéo, seja atra-



vés de testes moleculares, ou apenas pela
analise de sintomas tipicos apresentados
pelo hospedeiro suscetivel.

A diagnose de doencas é extremamente
importante para a producéo de citros,
porque é a partir da utilizacao de material
sadio que se forma uma boa citricultura.
Assim, especialmente materiais utili-
zados para a propagacdo de borbulhas
(matrizes) devem ser livres de quaisquer
patogenos. Portanto, a limpeza clonal
por microenxertia e sem inducao de
rejuvenescimento é, sem duivida alguma,
uma aplicacao da biotecnologia com
conseqliéncias bastante positivas na
citricultura atual. Sua importancia se
deu, em particular, num passado recente,
quando acessos de materiais extrema-
mente importantes comercialmente
encontravam-se infectados por virus e,
mais comumente, viroides. Através das
técnicas de termoterapia e, principal-
mente, microenxertia, associadas a pos-
terior pré-imunizagdo contra a tristeza,
muitos desses acessos foram limpos e pu-
deram ser multiplicados e reintroduzidos
na citricultura, resultando num avango
significativo da citricultura paulista e
brasileira, e levando ao que hoje conhe-
cemos como uma citricultura moderna e
de vanguarda.

As maiores contribuicdes da biotec-
nologia no controle de doencas foram
realizadas através de suas aplicacoes
no melhoramento genético. Tradicio-
nalmente, a variabilidade natural exis-
tente dentro de uma espécie ou grupo
de espécies € utilizada na identificacao
de caracteristicas de importancia agro-
nomica, como a resisténcia a doencas,
as quais podem ser transferidas a varie-
dades comerciais, através de técnicas de
melhoramento genético convencional.
O sucesso de qualquer programa de
melhoramento depende principalmente
da existéncia dessas caracteristicas na
populacao e da possibilidade biologica
de transferi-las a outros membros do
grupo, por meio de cruzamentos.

No caso de citros, dificuldades de ordem
botanica e genética dentro do grupo,
tais como esterilidade, incompatibili-
dade sexual, poliembrionia, embrionia
nucelar e alta heterozigosidade tém
limitado a produgao de novos cultivares
através de estratégias de melhoramento
genético convencional. Além disso, em
alguns casos, a variabilidade natural nao
é suficiente para identificar fontes de
resisténcia natural para doengas como
0 cancro citrico ou o huanglongbing. A
biotecnologia ja contribuiu significati-
vamente e devera contribuir ainda mais
na solucao desses problemas, por meio
daimplementacao de ferramentas como
a hibridacdo somatica, a variacao soma-
clonal, amanipulagédo de ploidia (ntimero
de cromossomos) e a transformacao
genética que permitem a geracao de
variabilidade e facilitam a transferéncia
de genes especificos, em alguns casos,
sem carregar consigo o efeito de genes
indesejaveis ou deletérios, como é usual
no melhoramento tradicional.

A hibridacao somatica é realizada
através da fusao de protoplastos e subse-
qiiente regeneracao in vitro de plantas.
Tais fusoes podem ser realizadas com
parentais sexualmente compativeis ou
incompativeis e, em combinacdo com a
manipulacao de ploidia, podem aumen-
tar a variabilidade genética e as possibi-
lidades de combinacdes promissoras. No
Brasil, a hibridagao somatica € utilizada
para o melhoramento de diversos culti-
vares de porta-enxertos, com o proposito
de gerar hibridos com resisténcia a CTV,
MSC e declinio (Mouréo Filho, 2002).
Programas similares ao brasileiro sdo
também desenvolvidos em outros paises,
como Estados Unidos, Franga, Japao,
Espanha e Israel.

Os primeiros trabalhos sobre cultivo
de tecidos das diferentes espécies e
variedades de citros datam do final da
década de 1950, os quais foram segui-
dos por um grande nimero de estudos
que até hoje ja definiram sistemas de
cultivo in vitro utilizando calos, células
em suspensao, embriogénese somatica,

organogénese e isolamento e cultivo de
protoplastos. No inicio da década de
1980, o termo variacdo somaclonal foi
introduzido para definir a variabilidade
genética observada em plantas repro-
duzidas através de cultura de tecidos.
Desde entao, multiplos relatos descre-
veram os efeitos da variacao somaclonal
em caracteristicas como altura da planta,
juvenilidade, produtividade e resisténcia
a doengas. Varios programas de melho-
ramento, em paises como os Estados
Unidos, ja incorporaram a utilizagdo da
variacdo somaclonal no melhoramento
de variedades de copa e porta-enxertos.
0 potencial da técnica e a relativa facili-
dade com que tais variantes sdo gerados
fazem com que sua implementacao seja
desejavel para a obtencédo de variantes
resistentes ou tolerantes as diferentes
doencas que afetam a citricultura mo-
derna.

Dentre as contribui¢des da biotecno-
logia no controle de doencas, a transfor-
macao genética talvez seja uma das mais
importantes alternativas, ndo sé para
acelerar o processo de melhoramento
genético tradicional, mas também para
maximizar a utilizacdo das informacdes
genOmicas geradas pelos programas de
seqiilenciamento. O primeiro relato de
transformagao genética de citros vem do
final da década de 1980, quando o DNA foi
introduzido com sucesso diretamente em
protoplastos de laranja doce. Atualmen-
te, a maioria dos trabalhos realizados
utiliza a bactéria Agrobacterium tume-
paciens como veiculo para a introducao
de genes em espécies citricas.

No controle de doengas, a maior parte
dos progressos obtidos baseia-se na
resisténcia derivada do patégeno, a qual
consiste na expressao de partes de seu
genoma, principalmente quando se trata
de virus, nas plantas geneticamente modi-
ficadas. Plantas transgénicas de laranjas
doce e azeda, liméo galego e pomelo
expressando o gene da capa protéica do
virus da tristeza foram desenvolvidas com
0 proposito de obter resisténcia ao virus



homologo. O gene que codifica areplicase
do virus também foi utilizado na modifi-
cacao genética de citros. Os resultados
desses trabalhos, apesar de promissores,
ainda estdo em avaliacao.

Devido as limitagdes associadas a
resisténcia derivada do patégeno, alta
especificidade e durabilidade desco-
nhecida, estratégias alternativas foram
implementadas. Plantas de pomelo foram
transformadas com o gene gna, o qual
codifica uma proteina conhecida como
aglutinina, toxica contra o afideo vetor
dovirus da tristeza. No Brasil, o gene que
codifica uma toxina com reconhecido
efeito antibacteriano, a sarcotoxina IA,
foi utilizado com sucesso na transfor-
macéo de laranja doce cultivar Péra. As
plantas transgénicas dessa variedade
mostraram um aumento significativo da
resisténcia ao cancro citrico, em testes
realizados em casa de vegetacao.

Outra abordagem consiste na utili-
zacao de genes de plantas com fungoes
associadas a resisténcia a doencas na
transformacao genética de citros. A esse
respeito, Fagoaga et al. (2001) introduzi-
ram o gene que codifica a proteina PR-5
de tomate em laranja doce cultivar Pinea-
pple. As plantas transgénicas mostraram-
-se resistentes a Phythophthora citro-
phthora. Mais recentemente, plantas de
laranja doce das variedades Hamlin, Va-
léncia e Péra foram transformadas com
os genes Xa2l e attA, os quais codificam,
respectivamente, uma proteina relacio-
nada com resisténcia a Xanthomonas
oryzae pv. oryzae e outra com atividade
antibacteriana conhecida como atacina A
(Boscariol, 2004). Atualmente, tais plan-
tas estao sendo avaliadas com respeito
a sua capacidade de resistir a infeccoes
com Xylella jastidiosa e Xanthomonas
axonopodis pv. citri, causadoras do CVC
€ cancro citrico, respectivamente.

Com o advento do seqiienciamento
em grande escala e a disponibilidade de
equipamentos mais rapidos e eficientes, o
mapeamento de genomas de organismos
vivos é hoje uma realidade. O Brasil foi

o primeiro pais a seqiienciar o genoma
de uma bactéria fitopatogénica, Xylella
pastidiosa, e é hoje o lider mundial no
seqiienciamento do genoma de citros
(Instituto do Milénio/CNPq/MCT). Apesar
do carater preliminar das informacoes
genomicas, a disponibilidade da seqiién-
cia completa do genoma das bactérias
causadoras do cancro citrico e da CVC
tem contribuido ao entendimento dos

principais mecanismos de patogenicida-
de desses microrganismos, facilitando
assim o desenvolvimento de novas es-
tratégias para o controle de doencas. Os
resultados decorrentes dessas informa-
coes estdo em fase de desenvolvimento
€, em poucos anos, novas tecnologias
derivadas dessas informacoes estarao
disponiveis para os produtores e a in-
dustria.

Material vegetal de citros cultivado in vitro, Laboratorio de Biotecnologia de Plantas Horticulas,
Departamento de Produgdo Vegetal USP ESALQ, 2004
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Plantulas de citros cultivadas em meio especifico, Laboratorio de Biotecnologia de Plantas
Horticulas, Departamento de Produgdo Vegetal USP ESALQ, 2004

NOVOS BIOPESTICIDAS

As informacoes geradas pelo seqiien-
ciamento do genoma de patogenos e
plantas ja produziram resultados com
aplicacdes praticas. Gracas aos conhe-
cimentos adquiridos dos mecanismos
de patogenicidade de bactérias, virus
e fungos e ao descobrimento das rotas
metabdlicas envolvidas naresisténcia de
plantas a patégenos, uma nova geracao
de biopesticidas foi desenvolvida. Esses
biopesticidas, ao contrario dos pestici-
das tradicionais, ndo agem diretamente
nos patégenos, mas induzem a ativagao
dos mecanismos naturais das plantas
responsaveis pelaresisténcia a doencas.
Compostos como benzothiadiazoles,
acido salicilico e a proteina harpin ja
foram identificados como indutores de
resisténcia a doencas. Nos tltimos anos,
varios biopesticidas derivados desses
compostos tém sido comercializados,
visando a controlar doencas de maneira
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menos nociva ao ambiente e ao homem,
além de acarretar menor risco de desen-
volvimento de resisténcia dos patégenos.
Apesar de recomendados a citros, alguns
testes iniciais com harpin (Messenger®)
e acibenzolar (Bion®) ndo se mostraram
efetivos para o controle do cancro citri-
co no Brasil (Graham e Leite Jr., 2004).
Ja para o controle de doencas ftingicas,
como verrugose, melanose e mancha
de alternaria, varios produtos induto-
res de resisténcia foram testados e, em
geral, resultaram em niveis de controle
intermediarios, sendo melhores que as
testemunhas e geralmente inferiores ao
controle quimico tradicional (Agostini
etal., 2003).

Como resultado dos esforcos reali-
zados pela equipe do laboratério de
Biotecnologia do Centro APTA Citros
Sylvio Moreira, iniciou-se em 2002 um
programa de pesquisa do Instituto do
Milénio, financiado pelo CNPq/MCT,

focalizando diferentes aspectos relacio-
nados ao seqiienciamento do genoma de
citros. O projeto inclui o seqiienciamento
de diferentes variedades de laranja e
tangerina, além de lima &cida Tahiti, Kun-
quat, laranja azeda, limao galego, lima
da Pérsia, limao cravo, e Poncirus spp.
A abordagem escolhida teve como foco
principal aidentificacao e caracterizacdo
das respostas das plantas ao ataque de
patoégenos importantes na citricultura e
também a estresses de natureza abidtica,
como seca e toxidez. Até o momento,
mais de 195 mil seqiiéncias ja foram
produzidas, das quais aproximadamente
55 mil representam seqiiéncias tnicas.
Dentre os genes identificados, destacam-
-se os relacionados com resisténcia a
doengas e pragas (>1000), resisténcia a
seca e outros relativos a diferentes carac-
teristicas qualitativas do fruto e do suco,
tais como cor, teor nutricional e acidez,
entre outros.

Das comparacgdes realizadas, os perfis
de expressao de milhares de genes foram
caracterizados em plantas de citros afe-
tadas por CVC, tristeza, cancro, leprose e
gomose. As informacoes obtidas através
dessas comparagoes servirao para apro-
fundar o conhecimento das respectivas
doencas e desenvolver novas e mais
eficientes alternativas de controle.
Como consequiéncia direta do projeto,
cabe também ressaltar as contribuicoes
realizadas na area de melhoramento
genético, especialmente as relacionadas
com o desenvolvimento de marcadores
moleculares e a saturacdo de mapas
genéticos. Atualmente, mais de 65 mil
marcadores moleculares candidatos do
tipo microssatélites (SSR) e mais de 3000
do tipo SNP ja foram identificados e se
encontram na fase de validacao. O desen-
volvimento de marcadores moleculares e
asaturacdo de mapas genéticos permiti-
réo o desenvolvimento de ferramentas
de certificacdo genética mais sensiveis,
ao mesmo tempo em que facilitarao a
clonagem e transferéncia de genes de
importancia comercial.



O historico da biotecnologia na ci-
tricultura diz muito sobre seu papel no
desenvolvimento de diferentes estra-
tégias para o controle de doencas em
citros. Porém, o futuro parece ainda mais
promissor. A historia recente de aplica-
cao da biotecnologia mostrou que suas
ferramentas sdo tdo mais uteis quanto
mais dificil e demorado é o programa de
melhoramento de uma espécie. Com o
inicio da revolucao do gene e os resulta-
dos obtidos recentemente nas areas de
genomica e transformacao genética de
citros, as fronteiras da citricultura serdo
expandidas além do que hoje podemos
prever. Os desafios futuros serao maiores
e mais dificeis, mas, quaisquer que sejam
os problemas por vir, a inica certeza que
podemos ter é que a biotecnologia sem-
pre sera umaimportante aliada na defesa
de nossos pomares e no desenvolvimento
da citricultura brasileira e mundial.
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