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RESUMO 
 

Reação à infecção pelo vírus da tristeza dos citros (CTV) em plantas transgênicas de 

laranja ‘Hamlin’ (Citrus sinensis (L.) Osbeck) expressando seqüências gênicas do CTV 

 

 O vírus da tristeza dos citros (CTV) é uma das maiores ameaças à citricultura mundial. No 
Brasil, mesmo com a pré-imunização e com a substituição de porta-enxertos, estirpes fortes de 
CTV ainda causam prejuízos consideráveis. Com o aparecimento da Morte Súbita dos Citros em 
1999 e a possível relação desta doença com o CTV, este vírus voltou a figurar como patógeno de 
importância no cenário da citricultura brasileira. Uma das possíveis soluções para o controle de 
viroses em fruteiras é a obtenção de plantas transgênicas resistentes ou imunes. O objetivo deste 
trabalho foi avaliar a resistência ao CTV de plantas transgênicas de laranja ‘Hamlin’ contendo 
três construções gênicas oriundas de seqüências do genoma do CTV. Estas construções gênicas 
visaram ativar rotas de RNAi (hairpin da capa protéica e seqüência conservada antisenso do 
CTV) e mecanismos de defesa relacionados à expressão da capa protéica do CTV. As plantas 
transgênicas foram desafiadas com uma estirpe fraca de CTV (CTV-IAC) por meio de borbulhas 
e pulgões pretos (Toxoptera citricida Kirkaldy) contendo o vírus. A avaliação da resistênica à 
replicação viral foi feita por análises de ELISA. As plantas transgênicas foram consideradas não 
resistentes à infecção e translocação viral quando inoculadas com borbulhas. Entretanto algumas 
plantas mostraram retardamento da infecção. Não foi possível determinar se houve resistência à 
transmissão de CTV por pulgões já que a técnica utilizada não foi capaz de infectar os controles 
de maneira uniforme. 
 
 
Palavras-chave: Silenciamento gênico; Transformação genética; RNAi; CTV; Citros 
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ABSTRACT 

 

Reaction to Citrus tristeza virus (CTV) infection of transgenic ‘Hamlin’ sweet orange (Citrus 

sinensis (L.) Osbeck) plants transformed with CTV genetic sequences 

 

 The Citrus tristeza virus (CTV) is one of the greatest threats to the citrus industry 
worldwide. In Brazil, CTV continues to cause damage through strong strains despite the use of 
techniques like cross-protection and substitution of intolerant rootstocks. With the appearance 
and spread of the Citrus Sudden Death disease in 1999 and its possible relation to CTV, this virus 
was again among important pathogens within the Brazilian citrus industry. One of the possible 
solutions for controlling virus diseases in fruit crops is the development of immune or resistant 
transgenic plants. The objective of this work was to evaluate the resistance to CTV of transgenic 
‘Hamlin’ sweet orange plants containing three transgenic constructs obtained from CTV genomic 
sequences. The genetic constructs used aimed to activate RNAi defense routes (coat protein 
hairpin and a conserved sequence from CTV) and resistance mechanisms related to the coat 
protein expression. The transgenic plants were challenged with a weak strain of CTV, CTV-IAC, 
by bud and aphid (Toxoptera citricida Kirkaldy) inoculation. The evaluation of viral replication 
was done by ELISA analysis. The transgenic plants were considered susceptible to viral 
replication and translocation when bud inoculated. However, a few plants showed retardation of 
infection. It was not possible to determine resistance in the aphid transmission assay since the 
controls were not uniformly inoculated. 
 
 
Keywords: Gene silencing; Genetic transformation; RNAi; CTV; Citrus 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 Dentre as frutas cultivadas no mundo, os citros ocupam lugar de destaque. Estima-se que 

a área colhida de laranja no mundo em 2006 foi de 3.618.386 ha, com produção de 64.795.383,20 

t. No Brasil, neste mesmo ano, a área de cultivo de laranja foi de, aproximadamente, 802.820 ha 

com produção de 18.059.359 t (FAO, 2008). 

 A citricultura ocupa o primeiro lugar na fruticultura brasileira. Principalmente no sudeste 

do país, esta atividade representa uma cadeia produtiva fortemente estabelecida gerando um dos 

principais produtos da pauta de exportação do agronegócio brasileiro. Segundo dados da 

ABECITRUS (2008), na safra 2007/2008, o Brasil exportou 877.828 toneladas de suco 

concentrado de laranja, gerando em torno de um bilhão e trezentos milhões de dólares. 

 As plantas cítricas são continuamente ameaçadas por várias pragas e doenças que 

acometem a cultura. Dentre elas, destaca-se a tristeza dos citros que, até meados do século 

passado, produziu o maior dano econômico até hoje registrado na citricultura mundial. Esta 

doença, causada por um vírus, foi disseminada entre as regiões produtoras no mundo por material 

propagativo infectado, sendo destrutiva em determinadas combinações de copa e porta-enxerto. 

Uma das combinações mais afetadas é a de copa de laranja doce (Citrus sinensis (L.) Osbeck) 

sobre a laranja azeda (Citrus aurantium L.) que, nos anos trinta, predominava nos pomares do 

mundo. Apenas no Brasil, a tristeza aniquilou mais de nove milhões de plantas naquela época 

(FUNDECITRUS, 2008). 

 Após uma série de pesquisas, o problema da tristeza no Brasil foi parcialmente resolvido 

com duas técnicas: a utilização do limão ‘Cravo’ (Citrus limonia (L.) Osb.) como porta-enxerto 

tolerante e a pré-imunização de copas suscetíveis. Estas duas soluções técnicas permitiram que a 

citricultura nacional se reerguesse e conquistasse o atual patamar de importância econômica. 

Entretanto, estirpes extremamente virulentas do vírus no Brasil, como a Capão Bonito, 

continuaram afetando seriamente os pomares (MÜLLER; COSTA, 1991). 

 Recentemente, ocorreu o aparecimento de outra importante doença, possivelmente de 

origem viral chamada Morte Súbita dos Citros (MSC). Ainda não há estudo conclusivo, mas 

sabe-se que a MSC está ligada a um agente viral (MACHERRONI et al., 2005) e que pode se 

manifestar a partir de uma interação deste agente com estirpes do vírus da tristeza dos citros 

(CTV). 
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 Diversas são as dificuldades encontradas no melhoramento tradicional dos citros, 

podendo-se enumerar: esterilidade do óvulo e do pólen, auto-incompatibilidade, poliembrionia 

nucelar (apomixia), perda de vigor por endogamia, alta heterosigosidade e longo período de 

juvenilidade (MENDES, et al., 2002). Como alternativa, a biotecnologia tem proporcionado uma 

opção viável e rápida para a obtenção de variedades resistentes a pragas e doenças. A primeira 

planta transgênica de citros expressando genes de interesse agronômico (gene da capa protéica do 

CTV) foi obtida em meados da década de noventa (GUTIÉRREZ-E; LUTH; MOORE, 1997). 

Diversos trabalhos foram desenvolvidos desde então tentando obter e explicar a resistência a 

vírus de plantas transgênicas, expressando seqüências de genomas virais. Em citros, têm-se 

observado tentativas de obter resistência por meio da expressão do gene da capa protéica do CTV 

e ativação de defesas mediadas por RNA. O domínio da técnica de obtenção de citros 

transgênicos resistentes a vírus poderá contribuir significativamente no combate a MSC e 

extirpes fortes de CTV além de ampliar a utilização de materiais genéticos existentes, atualmente 

incompatíveis. 

 Este trabalho avaliou a resistência de plantas transgênicas de citros ao CTV, por meio de 

provas de inoculação com o vírus. A caracterização das plantas transgênicas foi realizada por 

análises de GUS, PCR, Southern blot, RT-PCR, northern blot, e ELISA buscando possíveis 

explicações para a obtenção ou não da resistência ao vírus. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Tristeza dos citros 

 

 A tristeza dos citros (CTV) é possivelmente a mais destrutiva doença dos citros, tendo 

aniquilado milhões de plantas enxertadas em laranja azeda na Argentina, Brasil, Califórnia, 

Flórida e Espanha (ROISTACHER, 1991). A doença continua a se espalhar em áreas como Israel 

e Venezuela, destruindo pomares de citros onde a laranja azeda é utilizada como porta-enxerto. O 

CTV é considerado a maior ameaça à indústria dos citros em nível mundial (BAR-JOSEPH; 

MARCUS; LEE, 1989). No Brasil, o CTV praticamente dizimou os pomares paulistas na década 

de 30, quando nove milhões de plantas cítricas sobre laranja azeda foram perdidas. Naquela 

época, existiam 11 milhões de pés de laranja (FEICHTENBERGER; MÜLLER; GUIRADO, 

1997; FUNDECITRUS, 2008). 

O agente etiológico da tristeza dos citros é um vírus, pertencente ao gênero Closterovirus, 

denominado Citrus tristeza virus (CTV). O vírus é constituído de partículas flexuosas em forma 

de bastão medindo aproximadamente 12 × 2000 nm, possuindo como material genético RNA de 

fita simples positivo (GARNSEY; LEE, 1989). O genoma do CTV possui 19.296 nucleotídeos e 

contem 12 open reading frames (ORFs), tendo em seu modo de expressão translational 

frameshifting e formação de pelo menos nove RNAs 3’ subgenômicos co-terminais variando de 

0,9 kb a 8,0 kb. Estima-se que pelo menos 17 proteínas sejam codificadas pelo genoma do CTV 

(HILF et al., 1995; KARASEV et al., 1995; MÜLLER et al., 2005). O genoma de RNA do CTV 

é encapsulado por duas proteínas: p25, responsável pela maior parte da partícula viral, e p27, que 

recobre os 75 a 85 nm finais (FEBRES et al., 1996; ZHOU et al., 2002). O vírus é originário da 

Ásia, tendo sido disseminado por pulgões e material vegetal propagativo infectado (GARNSEY; 

LEE, 1989). Danos consideráveis foram e são ainda ocasionados por isolados do vírus que 

induzem caneluras (stem pitting), enfezamento e frutos miúdos em copas intolerantes, mesmo 

quando essas são propagadas em porta-enxertos tolerantes (MÜLLER; COSTA, 1991). 

 A tristeza ocorre em três formas principais: o declínio rápido, caneluras ou stem pitting e 

o seedling yellows (ROISTACHER, 1991; FEICHTENBERGER; MÜLLER; GUIRADO, 1997). 

A manifestação dos sintomas depende das condições do ambiente e de fatores inerentes à própria 

planta, como a idade, a capacidade de permitir a multiplicação do vírus e a tolerância dos tecidos, 
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principalmente do floema (FUNDECITRUS, 2008). O declínio rápido é causado pela interação 

entre CTV, copas suscetíveis e porta-enxertos intolerantes. Alguns dos sintomas do declínio 

rápido incluem o colapso acelerado da planta, folhagem verde pálida ou amarelada, 

desfolhamento, morte de brotos e ramos finos, pequenas folhas cloróticas similares aos sintomas 

de deficiência de nitrogênio, frutos pequenos e imprestáveis para comercialização, necrose dos 

tubos crivados e morte de raízes. Os sintomas de stem pitting estão associados à morte de regiões 

do câmbio afetando o crescimento radial. Os sintomas do seedling yellows estão possivelmente 

associados ao colapso geral do floema e da estrutura radicular (MORENO et al., 2008). A 

citopatologia do CTV em citros apresenta inclusões virais; cloroplastos agregados, inchados, com 

formato anormal e, às vezes, apresentando corpos eletrodensos; mitocôndrias agregadas e 

mostrando formação de vesículas principalmente perto de inclusões virais; núcleos condensados 

apresentando numerosas invaginações; acúmulo de vesículas electron-lúcidas, acúmulo de 

lipídeos e aumento do número de vesículas autofágicas (ZHOU et al., 2002). 

As diferentes variedades de citros podem ser classificadas em relação ao CTV como: 

suscetíveis, resistentes, tolerantes e intolerantes. As variedades suscetíveis permitem a 

multiplicação do vírus em altas concentrações, contrariamente às variedades resistentes que não 

permitem ou permitem muito pouco a multiplicação viral. Na presença do vírus, as plantas 

cítricas tolerantes não manifestam sintomas, já as plantas intolerantes sim. Em pé franco, os 

sintomas causados pelo CTV só se manifestam quando este é suscetível e intolerante, como a 

lima ácida ‘Galego’ (Citrus aurantiifolia (Christm.) Swingle) e alguns pomelos. Em plantas 

enxertadas, os sintomas são expressos quando o porta-enxerto for intolerante e a copa suscetível, 

como laranjas doces e tangerinas enxertadas sobre laranja azeda, ou quando a copa for suscetível 

e intolerante, como a laranja ‘Pêra’ e certos pomelos (FUNDECITRUS, 2008). 

 Desde o século XIX, a laranja azeda tem sido o porta-enxerto mais utilizado devido à sua 

excelente performance agronômica e resistência ao fungo Phytophthora sp., causador da gomose 

ou podridão do pé (POMPEU JUNIOR, 2005). Entretanto, a intolerância ao CTV tem levado à 

sua substituição por porta-enxertos com caraterísticas agronômicas inferiores, porém tolerantes a 

esta virose (OLIVARES-FUSTER et al., 2003). 

O controle do CTV no Brasil se deu pela substituição total dos porta-enxertos intolerantes 

por tolerantes, além da utilização da pré-imunização como estratégia para diminuir o efeito do 

vírus em copas de pomelos, limas ácidas e laranjas doces, que mesmo em porta-enxertos 
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tolerantes apresentavam sintomas (MÜLLER; COSTA, 1991). A substituição da laranja azeda 

pelo limão ‘Cravo’, está relacionada à tolerância deste cultivar à presença e à multiplicação do 

vírus em seu tecido floemático. Entretanto, vale ressaltar que a laranja azeda é um porta-enxerto 

com qualidades agronômicas superiores no que tange a qualidade dos frutos (POMPEU JUNIOR, 

2005). 

A pré-imunização consiste em inocular estirpes de vírus fracas, mas de rápida replicação, 

em copas suscetíveis. Esta técnica protege a planta evitando que estirpes fortes causadoras da 

doença se estabeleçam (MÜLLER; REZENDE, 2004). As bases moleculares da pré-imunização 

ainda não foram esclarecidas, embora diversas hipóteses tenham sido levantadas. Até a década de 

1970, as idéias mais convincentes envolviam a formação de anticorpos, exaustão de metabólitos, 

limitação de sítios de replicação viral e adsorção por componentes celulares específicos. Com o 

advento da biologia molecular, novas propostas de funcionamento da pré-imunização surgiram. 

Atualmente, as duas hipóteses mais aceitas são o sequestro de moléculas positivas de RNA por 

moléculas negativas de RNA do vírus mais fraco e interferência da capa protéica viral fraca em 

excesso no citoplasma (PENNAZIO; ROGGERO; CONTI, 2001). 

 Acredita-se que o Toxoptera citricida Kirkaldy ou pulgão preto, principal e mais eficiente 

vetor do CTV, foi introduzido acidentalmente no Brasil durante a década de 1920, quando a 

citricultura passava por um período de expansão importando materiais da Austrália e da África do 

Sul (ROCHA-PEÑA et al., 1995). A primeira associação entre o CTV e o T. citricida foi feita no 

Brasil, assim como a determinação da forma de transmissão semi-persistente característica deste 

pulgão (MENEGHINI, 1946; MENEGHINI, 1948; COSTA; GRANT, 1951). Entende-se por 

transmissão semi-persistente aquela que requer minutos ou horas para a aquisição do vírus pelo 

vetor e em que o tempo de retenção no mesmo dura de algumas horas a alguns dias (NG; FALK, 

2006). Após a aquisição do CTV, o pulgão preto consegue transmitir o vírus por, pelo menos, 24 

horas estando em jejum (COSTA; GRANT, 1951). Tempos de aquisição e inoculação diversos, 

entre trinta minutos ou apenas alguns segundos, têm sido relatados para o T. citricida (HERRON 

et al., 2006). Outros pulgões comuns aos citros também são transmissores do CTV incluindo 

Aphis gossypii Glover, A. spiraecola Patch e o T. aurantii Boyer de Fonscolombe. Entretanto, 

estes são muito menos eficientes na transmissão do vírus quando comparados com o T. citricida 

(MORENO et al., 2008). A transmissão de CTV em citros por meio de um único pulgão é 

conhecida para o T. citricida (BRLANSKY et al., 2003). Historicamente, a ocorrência do pulgão 
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preto em regiões produtoras tem sido associada à rápida disseminação da tristeza dos citros 

(MICHAUD, 1998). 

 

2.2 Morte súbita dos citros (MSC) 

 

 Em 1999, foi identificada uma nova doença dos citros no Brasil que causava rápido 

declínio em copas enxertadas em limão ‘Cravo’ ou limão ‘Volkameriano’ (C. volkameriana V. 

Tem. & Pasq.), tendo progredido rapidamente, atingindo um milhão de plantas até o ano de 2003 

(MACCHERONI et al., 2005). No início, a doença avançou rapidamente a partir do foco de 

origem, no sudoeste de Minas Gerais em direção ao norte do Estado de São Paulo (ROMÁN et 

al., 2004). 

 Plantas sintomáticas apresentam coloração verde pálida da copa, diferentes níveis de 

desfolhamento, ausência de novos brotos e morte do sistema radicular, além de uma marcante 

mancha amarela em tecidos floemáticos de limão ‘Cravo’ e limão ‘Volkameriano’, especialmente 

na união da copa com o porta-enxerto. A morte das plantas infectadas acontece de 1 a 12 meses 

após o aparecimento dos sintomas, dependendo da estação do ano e variedade dos citros. A 

sintomatologia está estreitamente relacionada à fisiologia da planta, aumentando em condições de 

estresse hídrico (MACHERRONI et al., 2005). 

 O padrão espacial e temporal de disseminação da MSC é semelhante ao do CTV 

(BASSANEZI et al., 2003). Este fato tem levado os pesquisadores a especular sobre uma possível 

relação entre a MSC e o CTV. Entretanto ainda não existem trabalhos conclusivos. 

 Maccheroni et al. (2005) sugerem que a MSC pode estar associada à presença do Citrus 

sudden death-associated virus (CSDaV), excluindo a possibilidade da MSC ser causada por uma 

variante do CTV. Entretanto alguns pesquisadores acreditam que a interação entre múltiplos vírus 

pode ser uma explicação plausível para o aparecimento da doença. 
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2.3 Transformação genética de plantas 

 

O melhoramento clássico de plantas enfrenta uma série de problemas como a redução do 

pool gênico, a ligação gênica e a incompatibilidade sexual, além do tempo necessário para se 

transferirem caracteres desejáveis para cultivares de interesse que podem durar décadas em 

espécies bienais e em perenes ou em espécies altamente heterozigotas (BRASILEIRO; 

CARNEIRO, 1998). A transformação genética de plantas perenes tropicais é uma alternativa 

viável para acelerar programas de melhoramento, já que esta técnica consegue modificar 

características horticulturais específicas sem alterar o fenótipo original (GOMEZ-LIM; LITZ, 

2004). A obtenção de plantas transgênicas requer técnicas para a integração estável de seqüências 

de DNA recombinante funcional no genoma hospedeiro. Além da capacidade de integrar DNA 

exógeno, a regeneração de células transgênicas em plantas maduras é um dos grandes desafios da 

biotecnologia. 

As técnicas de transformação genética em plantas podem ser separadas em direta e 

indireta (SHARMA; BHATNAGAR-MATHUR; THORPE, 2005). Na transformação direta, 

utiliza-se algum fator externo, físico ou químico, para a transferência do DNA de interesse para 

as células alvo (KOHLI et al., 2003). Algumas das modalidades de transformação direta são: 

microinjeção (CROSSWAY et al., 1986), transformação de protoplastos (JONGSMAN et al., 

1987), biobalística (SANFORD et al., 1987), eletroporação (FROMM; TAYLOR; WALBOT, 

1985) e transformação física utilizando filamentos de carboneto de silício (KAEPPLER et al., 

1992). 

A transformação indireta implica no uso de Agrobacterium como vetor do DNA exógeno 

a ser inserido na planta alvo (POTRYKUS, 1991; NEWELL, 2000). Esta característica tem sido 

explorada para a inserção de genes de interesse em plantas cultivadas e na pesquisa básica da 

biologia de plantas (GELVIN, 2003). 

As agrobactérias são microorganismos tipicamente de solo, baciliformes, gram negativas, 

usualmente aeróbicas e possuem de um a seis flagelos. Estas bactérias são causadoras da doença 

galha da coroa que acomete diversas espécies vegetais gerando tumores ou galhas na junção entre 

o caule e as raízes (BRASILEIRO, 1998; ANDRADE; SARTORETTO; BRASILEIRO, 2003). 

Esta bactéria fitopatogênica possui a capacidade de transferir fragmentos de DNA, ou T-DNA, 

para o genoma de determinadas plantas alvo (GELVIN, 2000). O T-DNA é flanqueado por 
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seqüências repetidas de 25 pares de bases altamente homólogas (YADAV et al., 1982), 

denominadas de borda esquerda e borda direita, e que demarcam o DNA a ser transferido 

servindo de sítios de ligação para proteínas envolvidas no processo (GELVIN, 2003). Estes 

fragmentos de DNA podem ser transferidos graças à presença de um plasmídio indutor de tumor 

(Ti) que contém os genes vir co-responsáveis pelo processo de transferência do T-DNA 

(GELVIN, 2003; SHARMA; BHATNAGAR-MATHUR; THORPE, 2005). Os genes vir são 

ativados por compostos fenólicos liberados pela planta após ferimentos (BOLTON; NESTER; 

GORDON, 1986). Estes compostos fenólicos também são fundamentais para o processo de 

localização (quimiotactismo) e adesão da Agrobacterium às células vegetais. A expressão dos 

genes vir gera uma série de proteínas que formam um complexo núcleo protéico de transporte 

com uma fita simples de DNA oriunda de seqüências presentes no plasmídio Ti ou em um 

plasmídio binário (ANDRADE; SARTORETTO; BRASILEIRO, 2003; TZFIRA; CITOVSKY, 

2006). Este complexo termina por transportar e inserir o DNA bacteriano no genoma vegetal. O 

T-DNA tipo selvagem possui oncogenes e genes da síntese de opinas que, quando transferidos, 

deflagram o crescimento do tecido transformado e a produção de opinas, que por sua vez, servem 

quase que exclusivamente de fonte de nitrogênio para a Agrobacterium (TZFIRA; CITOVSKY, 

2006). Os tumores da doença galha da coroa são fruto do desbalanço hormonal entre auxinas e 

citocininas no tecido vegetal transformado que, por sua vez, leva ao crescimento celular 

desordenado. 

Para a transformação genética indireta, utiliza-se estirpes de Agrobacterium desarmadas, 

ou seja, bactérias que tiveram seus oncogenes e genes da síntese de opinas retirados. Desta forma, 

é possível transferir seqüências de interesse presentes em outro plasmídio (binário) menor desde 

que esta seja flanqueada pelas bordas esquerda e direita reconhecidas por proteínas vir como o 

trecho a ser transferido (KLEE; HORSCH; ROGERS, 1987). 

 

2.4 Transformação genética de citros 

 

 O melhoramento convencional de laranja doce tem sido dificultado pela poliembrionia 

nucelar, altos níveis de heterozigose e longa juvenilidade (GROSSER; GMITTER, 1990). A 

transformação genética pode representar uma ferramenta adicional ao melhoramento de 
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cultivares de citros permitindo a introdução de características específicas, mantendo as 

qualidades agronômicas já existentes (YANG et al., 2000). 

 O primeiro relato sobre a transformação genética de citros trata da transformação de 

protoplastos por meio de polietileno glicol para a inserção direta de DNA (KOBAYASHI; 

UCHIMIYA, 1989). A técnica de transformação de protoplastos por eletroporação também foi 

utilizada nos primeiros experimentos de transformação genética em citros (HIDAKA; OMURA, 

1993; KOBAYASHI et al., 1994). Entretanto, a partir de 1990, o uso de Agrobacterium 

tumefaciens passa a ser mais comum (HIDAKA et al., 1990; MOORE et al., 1992). Relatos de 

transformação genética em citros têm se baseado em metodologias mediadas pela infecção de 

Agrobacterium em segmentos caulinares, utilização do GUS como gene repórter e seleção de 

tecido transgênico pela resistência a antibióticos (FLEMING et al., 2000). Em sua maioria, as 

técnicas recentes de transformação de citros envolvem a utilização de epicótilos cultivados in 

vitro ou segmentos internodais de plantas jovens como explantes (PEÑA et al., 1995; MENDES 

et al., 2002; ALMEIDA et al., 2003). Após organogênese e formação dos brotos, estes são 

microenxertados em plantulas in vitro para regeneração de plantas e aclimatização em casa de 

vegetação (PEÑA et al., 1995; AZEVEDO et al., 2006). 

Diversos fatores podem afetar a eficiência de transformação de citros, tais como a estirpe 

de Agrobacterium utilizada (GUTIÉRREZ-E; LUTH; MOORE, 1997), o tipo de explante 

(MOORE et al., 1992; MENDES et al., 2002), o genótipo utilizado e as condições de incubação 

no co-cultivo (PEÑA et al., 1997; MENDES et al., 2002; ALMEIDA et al., 2003). 

Plantas cítricas transgênicas já foram obtidas para várias características agronômicas de 

interesse como tolerância a salinidade (CERVERA et al., 2000), resistência a afídeos (YANG et 

al., 2000), tentativa de melhoria da qualidade dos frutos visando a indústria (GUO et al., 2005), 

diminuição do período de juvenilidade (PEÑA et al., 2001), além de diversas tentativas de 

obtenção de resistência a doenças fúngicas, bacterianas e virais (AZEVEDO et al., 2006; 

BOSCARIOL et al., 2006; MITANI et al., 2006; FEBRES; LEE; MOORE, 2008). 

 Na transformação genética por Agrobacterium, a utilização de genes de resistência a 

antibióticos para a seleção de crescimento bacteriano e tecidos transformados, pode afetar o grau 

de aceitação de variedades transgênicas em testes de campo e no mercado, além do grau de 

sensibilidade à infecção via Agrobacterium ser variável em variedades economicamente 

importantes de citros. Devido a estas limitações, inerentes à transformação por Agrobacterium, 
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atualmente, a transformação genética de protoplastos em citros tem ressurgido como uma 

alternativa, já que esta técnica pode superar alguns destes problemas (FLEMING et al., 2003; 

OLIVARES-FUSTER et al., 2003). 

 

2.5 Expressão de transgenes 

 

 O controle da expressão de transgenes tem sido um grande desafio nos programas de 

melhoramento que utilizam ferramentas biotecnológicas recentemente desenvolvidas. A obtenção 

de plantas contendo transgenes de expressão estável tem sido um processo variável e ao acaso. 

Alguns fatores podem ser identificados como causa desta variabilidade, como o número de 

inserções de transgenes, silenciamento mediado por RNA, variação somaclonal, posição relativa 

da inserção e as diferentes seqüências regulatórias utilizadas nas construções (BUTAYE et al., 

2005). 

 Durante o processo de inserção do T-DNA, eventos variados de interferência podem 

ocorrer ocasionando inversões, duplicações, truncamentos e múltiplas cópias invertidas do 

transgene, afetando diretamente o perfil de expressão do mesmo (KOHLI et al., 2003). 

Inicialmente, pode-se considerar que, quanto maior for o número de inserções de um transgene, 

maior será o potencial de expressão do mesmo (BUTAYE et al., 2005). Entretanto, tem-se 

observado que um número elevado de cópias de um transgene pode resultar em formas de 

silenciamento ou não expressão deste transgene (JORGENSEN et al., 1996; WANG; 

WATERHOUSE, 2000). 

A obtenção de linhagens transgênicas contendo um número reduzido de inserções (<10) é 

mais comum na transformação via Agrobacterium do que na transformação direta (CHENG et al., 

1997; GELVIN, 2003). Na transformação indireta via Agrobacterium, a presença de uma menor 

quantidade de DNA envolvido no processo e a proteção do T-DNA por proteínas vir, são 

possíveis causas de uma maior estabilidade e redução do número de iserções de DNA exógeno 

(KOHLI et al., 2003). 

A posição relativa da inserção de transgenes é considerada um fator de variabilidade na 

expressão (MATZKE; MATZKE, 1998; KUMAR; FLADUNG, 2001), apesar de alguns 

trabalhos demonstrarem que este fator talvez não seja tão significativo como pensado 
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inicialmente. Nagaya et al. (2005) mostraram que o efeito relativo da posição de inserção na 

expressão de transgenes não foi significativo em Arabidopsis thaliana. 

 

2.6 Silenciamento gênico 

 

O silenciamento gênico é definido como um processo molecular envolvido na supressão 

da expressão de genes específicos. Possivelmente, evoluiu como uma defesa genética contra vírus 

e ácidos nucléicos invasores (BRIGNETI et al., 1998; VOINNET; LEDERER; BAULCOMBE, 

2000; WATERHOUSE; WANG; LOUGH, 2001; WASSENEGGER, 2002). As descobertas 

sobre silenciamento gênico em plantas começaram quando uma equipe de pesquisadores tentava 

produzir petúnias transgênicas com coloração mais intensa que o normal, inserindo um gene que, 

em tese, aumentaria a produção de antocianinas (NAPOLI; LEMIEUX; JORGENSEN, 1990). Ao 

invés de obter o resultado esperado, uma coloração mais intensa das flores, a equipe conseguiu 

plantas de coloração variegada e descoloridas. Aparentemente, o transgene não se expressava e 

acabou por também “silenciar” um gene endógeno com homologia ao transgene. O fenômeno foi 

nomeado de “co-supressão” e, ao verificar instabilidade na transmissão das características 

obtidas, foi lançada a hipótese do fato estar relacionado à regulação por RNA (GURA, 2000). 

Outros trabalhos mostraram resultados parecidos com os da “co-supressão”. O fenômeno 

foi nomeado de quelling em fungos (COGONI; MACINO, 1997; ROMANO; MACINO, 1992) e 

“interferência por RNA” em vermes e insetos (FIRE et al., 1998). As pesquisas indicaram que a 

formação de RNA fita dupla (dsRNA), uma forma de RNA que não ocorre naturalmente em 

células, estava relacionada com o silenciamento de genes homólogos ao dsRNA (FIRE et al., 

1998). Isto também sugeria que, possivelmente, tratava-se de um mecanismo de defesa contra 

ácidos nucléicos invasores como vírus e transponsons (WATERHOUSE; WANG; LOUGH, 

2001). Trabalhos com plantas transgênicas possuindo seqüências de proteínas virais 

demonstraram que aquelas que continham os transgenes “silenciados” eram as que expressavam 

maior resistência à infecção por vírus (ANGELL; BAULCOMBE, 1997). Outros trabalhos 

demonstraram que vários vírus de plantas possuem proteínas que interferem no silenciamento 

gênico relacionando o fenômeno como um processo co-evolutivo de ataque e defesa entre vírus e 

plantas (LU et al., 2004). Também foi descoberto que plantas, fungos e vermes possuem genes 

endógenos que atuam diretamente nas rotas de silenciamento gênico, sendo que mutantes para 
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estes genes são incapazes de deflagrar os mecanismos de silenciamento (WATERHOUSE; 

WANG; LOUGH, 2001). 

As principais rotas de silenciamento gênico identificadas em plantas são: silenciamento 

gênico pós-transcricional ou RNA de interferência (RNAi) (VAUCHERET; BÉCLIN; FAGARD, 

2001), silenciamento gênico transcricional (VAUCHERET; FAGARD, 2001) e silenciamento por 

microRNA (BARTEL, 2004). Todas estas rotas têm um importante papel em nível celular, 

afetando a diferenciação, expressão gênica (BARTEL, 2004), e proteção contra vírus e 

transposons (WATERHOUSE; WANG; LOUGH, 2001). As rotas biológicas envolvidas no 

silenciamento gênico estão presentes na maioria dos organismos eucarióticos (HANNON, 2002). 

Como todas as rotas de silenciamento conhecidas envolvem a atividade regulatória de RNA no 

controle da expressão gênica, o termo silenciamento por RNA é equivalente ao termo 

silenciamento gênico (GALUN, 2005). Estudos genéticos e bioquímicos têm confirmado que os 

mecanismos de RNAi, co-supressão e microRNA são similares. O estudo de fenômenos similares 

em diferentes organismos (Caenorhabditis elegans, Neurospora crassa, Drosophila 

melanogaster, A. thaliana e Petunia x hybrida) permitiu a criação de modelos para formas de 

silenciamento gênico diferentes, mas que possuem algum ponto de interação (SOUZA; 

MENDES; MOURÃO FILHO, 2007). 

Existem diversas aplicações potenciais do silenciamento gênico em plantas. Inicialmente, 

o foco principal da pesquisa foi a obtenção de plantas resistentes a vírus por meio de 

transformação genética com seqüências homólogas aos vírus (LINDBO; DOUGHERTY, 1992; 

ANGELL; BAULCOMBE, 1997; GUTIÉRREZ-E; LUTH; MOORE, 1997; RAVELONANDRO 

et al., 2000; SCORZA et al., 2001). O silenciamento gênico também já foi utilizado para a 

modificação de características nutricionais em plantas, como a redução dos níveis de cafeína em 

café (OGITA et al., 2003) e o aumento no valor alimentar de proteínas de milho e tomate 

(SEGAL; SONG; MESSING, 2003; DAVULURI et al., 2005). Pesquisas sobre a produção e 

qualidade de florestas plantadas têm incluído o silenciamento de genes da síntese de lignina. Por 

outro lado, em fruteiras, tem-se buscado via silenciamento gênico, obter plantas resistentes a 

doenças bacterianas e virais, assim como a superação da auto-incompatibilidade 

(BROOTHAERTS; KEULEMANS; VAN NERUM, 2004; SOUZA; MENDES; MOURÃO 

FILHO, 2007). O estudo da função de genes também tem utilizado das técnicas de silenciamento 

gênico (ROBERTSON, 2004). 
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De acordo com o modelo atual, a rota bioquímica do silenciamento por RNAi tem início 

com a presença de RNA de fita dupla no citoplasma (WATERHOUSE, GRAHAM; WANG, 

1998; MEISTER; TUSCHL, 2004; LODISH et al., 2005). Esta molécula é reconhecida pela 

enzima DICER, membro da família das RNAases III que cliva especificamente RNAs de fita 

dupla e possui seqüência conservada em vermes, plantas, fungos e mamíferos (BERNSTEIN et 

al., 2001). Após o reconhecimento pela DICER, a fita dupla de RNA é clivada em pequenos 

fragmentos de 21 a 28 nucleotídeos, conhecidos como pequenos RNAs de interferência (siRNA) 

(HAMILTON; BAULCOMBE, 1999; BERNSTEIN et al., 2001; ELBASHIR; LENDECKEL; 

TUSCHL, 2001; MEISTER; TUSCHL, 2004; BAULCOMBE, 2004). 

Após o processamento da molécula de RNA fita dupla pela DICER, os siRNA são 

arranjados nos complexos de silenciamento induzidos por RNA (RISC) (HAMMOND et al., 

2000; NYKÄNEN; HALEY; ZAMORE, 2001). O complexo RISC é responsável pela 

identificação e degradação dos mRNAs alvo no ambiente celular (MARTINEZ; TUSCHL, 2004). 

Os siRNA complexados são utilizados como identificadores das moléculas de mRNA corretas a 

serem clivadas, conferindo a característica de especificidade do processo. A clivagem dos mRNA 

acontece no meio da região complementar dos siRNA (ELBASHIR; LENDECKEL; TUSCHL, 

2001). Este processo de clivagem dos mRNA alvo impede a transmissão da mensagem completa 

para o aparato de tradução da célula, desta forma gerando o silenciamento do gene pela 

degradação dos mRNAs (TOLIA; JOSHUA-TOR, 2006). 

O silenciamento por RNAi em plantas possui a capacidade de se distribuir de forma 

sistêmica nos tecidos vegetais (VOINNET et al., 1998). A natureza deste sinal sistêmico não esta 

completamente clara. No entanto, pode-se concluir que deve haver um mecanismo de transmissão 

intercelular do sinal e uma forma de amplificação do mesmo (HANNON, 2002). 

Outra forma de silenciamento gênico em plantas é realizada pelos microRNAs. Os 

microRNAs e os siRNAs possuem uma biogênese muito parecida e podem executar funções 

bioquímicas comuns. Portanto, estas duas classes de RNAs não podem ser diferenciadas 

quimicamente ou pelo seu mecanismo de ação (BARTEL, 2004). Entretanto, existem diferenças 

quanto à origem, conservação durante a evolução, e tipos de genes silenciados. Normalmente, os 

microRNAs estão envolvidos em processos endógenos de regulação da expressão gênica. 

Segundo Bartel e Bartel (2003): (1) microRNAs originam de loci genômicos distintos enquanto 

siRNA podem originar de mRNAs, transposons, vírus ou de DNA heterocromático; (2) 
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microRNAs são processados a partir de transcritos que formam estruturas de grampo, já os 

siRNAs são processados a partir de longos RNAs dupla fita ou “grampos” estendidos de RNA; 

(3) um único microRNA maduro é gerado de cada molécula grampo percussora enquanto uma 

grande quantidade de siRNAs diferentes é gerada de uma molécula percussora; (4) microRNAs 

possuem seqüências conservadas entre organismos relacionados, diferente dos siRNAs. 

Após sua síntese, microRNAs maduros podem ser complexados ao RISC ou a complexos 

efetores de microRNAs (miRNP), o primeiro catalisa a clivagem do mRNA alvo e o segundo é 

responsável pela repressão traducional sem degradação (MARTINEZ; TUSCHL, 2004). Em 

plantas, os microRNA também realizam clivagem do mRNA ao invés de apenas repressão 

traducional sem degradação (RHOADES et al., 2002). Recentemente, foi desenvolvido um 

microRNA artificial contendo seqüências modificadas capaz de utilizar das rotas endógenas de 

regulação para interferir com RNA viral e conferir resistência a vírus em A. thaliana (NIU et al., 

2006). 

O silenciamento transcricional (TGS) também está associado às rotas de silenciamento 

gênico em plantas, e consiste em alterações químicas (metilação) e físicas (estrutura da 

cromatina) da estrutura do DNA genômico e alterações químicas das histonas presentes nos 

nucleossomos. Estas modificações podem alterar a capacidade de proteínas envolvidas no 

processo de transcrição se ligarem ao DNA genômico, afetando os níveis de transcrição de um 

determinado gene (YE; SIGNER; RIGS, 1996; WASSENEGGER; PÉLISSIER, 1998; 

KOOTER; MATZKE; MEYER, 1999; WASSENEGGER et al., 2000; WATERHOUSE; 

WANG; LOUGH, 2001; ALBERTS et al., 2002; SOUZA; MENDES; MOURÃO FILHO, 2007). 

Inicialmente, sugeriu-se que TGS e RNAi fossem fenômenos independentes. Entretanto, foi 

constatado que vírus e transgenes produtores de RNA dupla fita induziam tanto TGS quanto 

RNAi, relacionando estas duas rotas de silenciamento (VAUCHERET; FAGARD, 2001). O 

silenciamento gênico por RNA também já foi associado à metilação de novo em plantas (CHAN 

et al., 2004). Especula-se que o silenciamento transcricional guiado por siRNAs pode agir como 

uma defesa genômica suprimindo a ação de elementos genéticos móveis ou DNAs invasores 

(DAWE, 2003; SCHRAMKE; ALLSHIRE, 2003). Existe a possibilidade de um efeito 

combinado destas formas de silenciamento ocorrerem em plantas transgênicas. 
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2.7 Resistência a vírus em plantas transgênicas 

 

Em 1985, Sanford e Johnston propuseram o conceito teórico da resistência derivada do 

patógeno (RDP), postulando que a resistência a certo patógeno pode ser obtida de seu próprio 

material genético. A transformação genética de plantas com diferentes partes de um genoma viral 

pode conferir resistência ao vírus da qual a seqüência foi derivada ou a vírus relacionados 

(SANFORD; JOHNSTON, 1985). Algumas abordagens para a obtenção de plantas transgênicas 

resistentes a vírus são a expressão de proteínas virais como a capa protéica (POWELL-ABEL et 

al., 1986; FITCH et al., 1992) e o silenciamento gênico pós-transcricional ou RNA de 

interferência (LINDBO; DOUGHERTY, 1992; SOUZA; MENDES; MOURÃO FILHO, 2007). 

A expressão do gene da capa protéica viral foi uma das primeiras abordagens utilizadas 

para a obtenção de plantas transgênicas resistentes a vírus (POWELL-ABEL et al., 1986). 

Diversas espécies vegetais já foram transformadas com sucesso para a obtenção de resistência a 

vírus. Entretanto, ainda não está claro o mecanismo responsável por esta resistência (PRINS et 

al., 2008). Algumas hipóteses relacionam a capacidade de ligação da capa protéica ao RNA viral 

durante fases iniciais da infecção como uma das prováveis explicações para a resistência. Outra 

característica notada nestes modelos é a redução do movimento sistêmico da infecção viral em 

plantas transgênicas expressando a capa protéica. Estas constatações mostram uma ligação entre a 

capa protéica e os mecanismos de replicação e translocação dos vírus (BEACHY; LOESCH-

FRIES; TUMER, 1990). Outras constatações relacionam as interações moleculares entre 

subunidades da capa protéica como fonte da resistência, já que isto poderia implicar em uma 

desestabilização da partícula viral (BENDAHMANE et al., 1997). 

Um dos casos mais bem documentados referente a este assunto é a resistência ao Papaya 

ringspot virus em mamoeiro transgênico (FITCH et al., 1992) que permitiu a restabelecimento da 

cultura no Havaí. A maioria dos casos de resistência pela expressão da capa protéica podem estar 

relacionados a alguma forma de silenciamento por RNAi (PRINS et al., 2008). 

Ao tentar expressar o gene da capa protéica do Plum pox virus (PPV) em ameixeiras, 

Scorza et al. (2001) obtiveram linhagens transgênicas silenciadas e resistentes ao vírus. As 

plantas resistentes apresentaram sinais de silenciamento pós-transcricional como altos níveis de 

expressão do transgene no núcleo da célula, baixos níveis de mRNA transgênico no citoplasma, 

uma complexa inserção de transgenes com cópias aberrantes e metilação do transgene. 
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Posteriormente, também foi obtida resistência ao PPV via expressão de transgenes produtores de 

RNA fita dupla (hairpin) em ameixeiras (DI NICOLA-NEGRI et al., 2005; ZHANG et al., 2006). 

 Segundo Febres et al. (2003) uma possível solução de longo prazo para o problema da 

tristeza dos citros, seria a produção de variedades de citros resistentes ou imunes ao CTV. Em 

citros, o primeiro relato de plantas transformadas visando a resistência a vírus é de Gutiérrez-E; 

Luth e Moore (1997), em que os autores obtiveram plantas transformadas com o gene da capa 

protéica do CTV. Desde então, vários trabalhos vêm sendo realizados para a obtenção de plantas 

cítricas resistentes ao CTV pela expressão de seqüências do genoma viral (YANG et al., 2000; 

DOMÍNGUEZ et al., 2000; FEBRES et al., 2002; DOMÍNGUEZ et al., 2002b; OLIVARES-

FUSTER et al., 2003; FAGOAGA et al., 2006; FEBRES; LEE; MOORE, 2008). 

 A avaliação de resistência ao CTV em plantas transgênicas expressando seqüências do 

genoma deste vírus tem apresentado resultados inconsistentes. Tentando obter RDP contra o 

CTV, Domínguez et al. (2002b) obtiveram variação de 10 a 30 % no número de plantas 

resistentes em clones de cada linhagem transgênica. Esta variação da resistência entre clones 

transgênicos tem se mostrado recorrente em citros. Fagoaga et al. (2006) investigando resistência 

ao CTV em plantas expressando o gene p23 do CTV, constataram que clones de uma mesma 

linhagem transgênica apresentaram diferentes respostas à inoculação com o vírus, sendo que 

alguns indicaram susceptibilidade e outros, imunidade. 

Com relação aos mecanismos utilizados na tentativa de conferir resistência ao CTV em 

citros, diferentes abordagens têm sido utilizadas. Domínguez et al. (2002b) relatam que plantas 

transformadas com o gene da capa protéica (CP) do CTV apresentando resistência ao vírus 

acumularam níveis da proteína do capsídio viral, exceto por uma das variedades resistentes que 

não acumulou a proteína da CP, provavelmente expressando a resistência por meio de outro 

mecanismo, como resistência mediada por RNA. 

Diferentemente, Fagoaga et al. (2006) descreveram resistência ao CTV por silenciamento 

gênico pós-transcricional em plantas transgênicas silenciadas para o gene da proteína p23 do 

CTV. Recentemente, foi relatada resistência ao CTV em plantas de pomelo (FEBRES; LEE; 

MOORE, 2008). De forma não prevista, a planta mais resistente apresentou silenciamento 

transcricional do transgene. O relato da ausência de siRNAs homólogos ao transgene está de 

acordo com a concomitante ausência do mRNA transgênico verificada. Além disso, esta planta 

não apresentou RNA viral, o que sugere que o inóculo inicial de CTV foi completamente 
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destruído, talvez por efeito do transgene. Estes dados são inesperados e talvez signifiquem 

susceptibilidade a uma nova infecção, já que não existem mais siRNAs no citoplasma, o 

transgenes esta metilado e, conseqüentemente, as células já não possuem complexos RISC 

homólogos ao CTV. 

Em outro trabalho, plantas transgênicas de Nicotiana benthamiana transformadas com 

seqüências do CTV apresentaram resistência ao Grapevine virus A recombinante contendo 

seqüências do CTV. Este resultado mostrou que as rotas de RNAi funcionaram em tabaco 

transgênico com seqüências do CTV. Entretanto, ao avaliar plantas transgênicas de citros (C. 

macrophylla) contendo os mesmos transgenes, estas não demonstraram resistência quando 

desafiadas com CTV (tipo selvagem). Este experimento demonstra que seqüências do CTV são 

suscetíveis ao silenciamento por RNAi e que a partícula viral completa é fundamental na 

superação das defesas da planta (BATUMAN; MAWASSI; BAR-JOSEPH, 2006). 

Outro relato de resistência por RNAi a seqüências do CTV em tabaco mostra que 

determinadas seqüências do vírus produzem resistência e outras não. Plantas transgênicas 

contendo hairpins heterólogos de seqüências do CTV apresentaram resistência aos Potato virus X 

(PVX) recombinantes com seqüências do CTV quando estes vetores virais continham as 

seguintes seqüências: proteína p20, região 3’ não traduzida, proteína p23 e seqüências 

heterólogas destas. Construções do PVX contendo seqüências da CP do CTV tiveram sucesso na 

infecção de plantas de tabaco. De forma inesperada as seqüências da CP não funcionaram para a 

obtenção da resistência (ROY et al., 2006). 

Plantas de tabaco transformadas com cDNA genômico de uma uma estirpe fraca de 

Tabacco mosaic virus resistiram a infecção por estirpes fortes do mesmo vírus. Os autores deste 

trabalho tentaram simular os efeitos da pré-imunização, mostrando que, possivelmente, os 

mecanismos moleculares da pré-imunização são parecidos com os dos silenciamento gênico por 

RNAi (YAMAYA et al., 1988). 

Apesar das possibilidades do uso do silenciamento gênico para proteção contra vírus, 

existem limitações da técnica. Durante a co-evolução com as plantas, os vírus desenvolveram 

medidas para neutralizar este mecanismo de defesa vegetal. Para tal, tantos os vírus de RNA 

quanto os de DNA, possuem proteínas específicas para interferir nas rotas moleculares do 

silenciamento gênico (MOISSIARD; VOINNET, 2004). Sugere-se que um dos mecanismos 

preferenciais de ação destas proteínas é a capacidade de se ligar e sequestrar os siRNA e/ou 
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RNAs dupla fita, desta forma interferindo nas rotas de silenciamento (ROTH; PRUSS; VANCE, 

2004; MERAI et al., 2006). No caso do CTV, pelo menos três proteínas com efeito anti-RNAi 

são conhecidas. Recentemente, as proteínas p20, p23 e a capa protéica (p25) foram implicadas na 

interferência do silenciamento gênico. Aparentemente, as proteínas p20 e p23 possuem ação 

intracelular e as proteínas p20 e p25 teriam ação intercelular nas rotas de RNAi (LU et al., 2004). 

Proteínas supressoras da interferência por RNA podem afetar padrões de expressão gênica nas 

plantas hospedeiras, levando a anormalidades no desenvolvimento e possivelmente a sintomas 

virais (VOINNET, 2005). Em citros, isso foi demonstrado pela expressão da proteína p23 em 

lima ácida ‘Galego’, gerando sintomas similares à infecção por CTV (FAGOAGA et al., 2005). 

Na avaliação de plantas transgênicas de citros, duas formas de inoculação tem sido 

utilizadas nos experimentos de desafio com CTV: enxertia de tecido infectado e inoculação por 

pulgões. Segundo Roistacher (1991), um bom material de inoculação deve conter floema e estar 

em contato adequado com a planta receptora já que o CTV é limitado a este tecido. Este mesmo 

autor considera pedaços de casca, ou borbulhas cegas, como um bom material de inoculação. A 

utilização de pedaços de casca enxertados no porta-enxerto suscetível ou nas copas transgênicas 

tem sido o método de inoculação mais utilizado (DOMÍNGUEZ et al., 2002b; BATUMAN; 

MAWASSI; BAR-JOSEPH, 2006; FAGOAGA et al., 2006). 

Na transmissão de CTV por pulgões tenta-se simular condições mais próximas do que 

ocorre naturalmente nos cultivos comerciais. Nestes trabalhos, normalmente o vetor utilizado tem 

sido o A. gossypii Glover. Devido a uma menor eficiência de transmissão deste pulgão, grandes 

quantidades de indivíduos (400 afídeos por planta) têm sido utilizadas. O tempo de permanência 

dos pulgões nas plantas tem sido ao redor de quatro dias (DOMÍNGUEZ et al., 2002b; 

FAGOAGA et al., 2006). 

Aragão e Ribeiro (1998) relatam que, utilizando a técnica ELISA, é possível a detecção 

rápida de várias proteínas, permitindo inclusive a detecção de uma proteína codificada por um 

gene exógeno em uma planta transgênica. Roistacher (1991) afirma que a utilização de técnicas 

ELISA para a detecção do CTV são métodos testados e estabelecidos com eficiência e sucesso. 

Compreender totalmente os mecanismos envolvidos na obtenção de plantas transgênicas 

resistentes a vírus é um grande desafio a ser vencido para obtenção de variedades de citros 

resistentes à tristeza e outras moléstias virais. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Material vegetal 

 

 Os experimentos foram conduzidos em casas de vegetação do Departamento de Produção 

Vegetal da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ), da Universidade de São 

Paulo, em Piracicaba, São Paulo. 

O material vegetal utilizado no trabalho foi constituído de 30 linhagens transgênicas de 

laranja ‘Hamlin’ (Citrus sinensis (L.) Osbeck) (10 de cada construção gênica) mais os controles 

de laranja ‘Hamlin’(C. sinensis (L.) Osb.) e lima ácida ‘Galego’ (Citrus aurantiifolia (Christm.) 

Swingle) tipo selvagem. O material transgênico utilizado foi obtido pelos grupos de pesquisa em 

biotecnologia da ESALQ e do CENA, utilizando construções cedidas pelo Dr. Ricardo Harakava, 

do Instituto Biológico de São Paulo (Figura 1). As plantas transgênicas foram obtidas por 

transformação via Agrobacterium de epicótilos de laranja ‘Hamlin’, inoculados por 20 minutos, 

co-cultivados por três dias e selecionados em meio de cultura contendo canamicina (SCHINOR, 

2006). 

Os controles, positivos e negativos, para inoculação de CTV foram laranja ‘Hamlin’ e 

lima ácida ‘Galego’ não transgênicos, livres de CTV, doados pelo Centro de Citricultura Sylvio 

Moreira. Os controles positivos foram submetidos às mesmas técnicas de inoculação de CTV que 

os tratamentos transgênicos, e os controles negativos não sofreram inoculação. 

A construção gênica intitulada “região conservada antisenso do CTV” (SC) possui uma 

seqüência conservada da região 3’ e parte do gene p23 do genoma do CTV, dirigido pelo 

promotor 35S do Cauliflower mosaic virus (CaMV) e o terminador NOS. A construção gênica 

“gene da capa protéica do CTV” (CP) contém o gene da capa protéica (p25) do genoma do CTV, 

dirigido pelo promotor 35S do CaMV e o terminador NOS. A construção gênica “hairpin do gene 

da capa protéica do CTV” (DS) possui as seqüências senso e antisenso do gene da capa protéica 

do CTV separadas por um intron, dirigidas pelo promotor 35S do CaMV e o terminador NOS. As 

seqüências de nucleotídeos utilizadas nos genes de interesse foram obtidas a partir de RNA viral 

isolado de plantas doentes, no Estado de São Paulo, com sintomas de Morte Súbita dos Citros. 

Além dos genes de interesse descritos acima, as construções gênicas contêm um gene de seleção 

e um gene repórter. O gene de seleção utilizado foi o nptII, que confere resistência ao antibiótico 
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canamicina, dirigido pelo promotor 35S do CaMV e terminador 35S-T. O gene GUS foi utilizado 

como gene repórter, dirigido pelo promotor 35S do CaMV e terminador NOS. 

As matrizes, ou linhagens transgênicas, foram denominadas CP (1 a 10), SC (1 a 10) e DS 

(1, 2, 4, 5, 7, 8, 9, 10, 11 e 12). Estas plantas originaram de material juvenil livre de CTV. As 

matrizes foram conduzidas em estufa separada e livre de pulgões. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 1 - Construções gênicas utilizadas na transformação genética de laranja ‘Hamlin’ (Citrus sinensis (L.) 

Osbeck). Os sítios de restrição usados na análise de Southern blot estão indicados pelo traço 

perpendicular. CP = gene da capa protéica (p25) do genoma do CTV; SC = seqüência conservada da 

região 3’ do genoma do CTV e parte do gene p23 do CTV; DS = seqüências senso e antisenso do gene 

da capa protéica do CTV separadas por um intron; 35S-T = terminador 35S do CaMV; NPT II = gene de 

resistência à canamicina; 35S-P = promotor 35S do CaMV; GUS = gene da β-Glucuronidase; NOS-T = 

terminador NOS 

 
 Dois cultivares porta-enxertos foram utilizados nos experimentos: limão ‘Cravo’ (Citrus 

limonia (L.) Osb.) e laranja azeda (Citrus aurantium L.). As plantas de limão ‘Cravo’ em ponto 

de enxertia (0,5 a 1,0 cm de diâmetro) foram obtidas por doações ou compras em viveiros 

comerciais certificados de mudas cítricas, e foram conduzidos em sacos plásticos de 4,0 litros 

 35S-P  35S-T NPT II  35S-P 35S-T     SC  35S-P  NOS-T GUS 

SacI (=SstI) 
BamHI 
XbaI 

 35S-P  35S-T NPT II  35S-P 35S-T CP  35S-P  NOS-T GUS 

SacI (=SstI) 
BamHI 
XbaI 

 35S-P  35S-T NPT II  35S-P 35S-T         DS  35S-P  NOS-T GUS 

SacI (=SstI) 
BamHI 
XbaI 

Região conservada antisenso do CTV 
(SC) em pCAMBIA 2201  

Gene da capa protéica do CTV (CP) em 
pCAMBIA 2201  

Hairpin do gene da capa protéica do 
CTV (DS) em pCAMBIA 2201  
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contendo fibra de coco. As adubações sólidas utilizaram Osmocote 22-04-08 (2,5 kg/m3/6 

meses). As adubações líquidas foram feitas com Nitrato de Cálcio (1 g.L–1) + Tenso Iron Hydro 

(0,05 g.L-1), PETERS (1 g.L–1) e Kristalon HydroTM (0,84 g.L–1) utilizando 250 mL de solução 

por saco a cada dez dias aproximadamente. 

As plantas de laranja azeda foram produzidas a partir de sementes da variedade ‘São 

Paulo’, obtidas da Empresa Citrograf. O plantio foi realizado usando três sementes descascadas 

em tubetes de 250 cm3 preenchidos com substrato Plantmax CitrusTM e adubados com Osmocote 

22-04-08 (2,5 kg/m3 de substrato). Após a brotação, foi realizado desbaste selecionando-se 

apenas uma planta por tubete. As mudas receberam regas diárias e adubação líquida semanal. 

Após nove meses do plantio, os porta-enxertos de azeda foram transplantados para sacos de três 

litros contendo substrato RendmaxTM. As adubações foram feitas conforme descrito para limão 

‘Cravo’. Ambos porta-enxertos foram conduzidos em casas de vegetação protegidas por tela 

antiafídica. 

Para propagar o material vegetal transgênico (matrizes) e controles, utilizou-se enxertia de 

borbulhas em T invertido. Aproximadamente um mês após a enxertia, depois de constatado o 

“pegamento” das borbulhas, foi retirado o fitilho protetor e realizada a poda da parte aérea do 

porta-enxerto estimulando o desenvolvimento da borbulha transgênica ou controle. 

 

3.2 Análises moleculares para confirmação da transgenia e caracterização das plantas 

avaliadas 

 

 Estes experimentos foram conduzidos nos Laboratórios de Biotecnologia de Plantas 

Hortícolas do Departamento de Produção Vegetal da Escola Superior de Agricultura “Luiz de 

Queiroz” (ESALQ) e no Laboratório de Biotecnologia Vegetal, do Centro de Energia Nuclear na 

Agricultura (CENA) pertencentes à Universidade de São Paulo, em Piracicaba, São Paulo. 

 

3.2.1 Teste histoquímico GUS 

 

 Testes histoquímicos de GUS foram realizados para indicação inicial da transgenia das 

plantas escolhidas para o trabalho. Foram coletadas amostras idênticas de tecido foliar maduro 

utilizando um perfurador. Os discos foliares foram incubados em 30 μL de solução X-GLUC (5-



 

 

38

bromo-cloro-3-indolil-β-D-glucuronídeo) a 45 oC, na ausência de luz por 24 horas. Após o 

período de incubação, o material foi lavado com etanol (70%) para retirada da clorofila e melhor 

visualização do resultado. Plantas que apresentaram coloração azul foram consideradas GUS 

positivas. 

 

3.2.2 PCR das plantas transgênicas 

 

Com o objetivo de detectar o transgene no DNA genômico das plantas analisadas foi 

utilizado o PCR (reação em cadeia da polimerase). Amostras de tecido foliar foram maceradas 

em nitrogênio líquido e DNA genômico extraído pelo método CTAB (DOYLE; DOYLE, 1990). 

Em seguida, o DNA extraído foi quantificado em gel, diluído e submetido a análises de PCR 

utilizando-se primers específicos para cada gene de interesse. O PCR foi realizado utilizando os 

seguintes parâmetros por reação: 4 μL de DNA (20 ng), 0,2 μL de dNTPs (10 mM), 0,8 μL de 

MgCl2 (25 mM), 2,0 μL de tampão de reação (10X), 0,3 μL de Taq polimerase (5 U. μL-1) e 0,3 

μL dos primers (10 μM).  

 Para as construções gênicas CP e DS, foram utilizados os primers: 5’-GGG CCC ATG 

GAC GAC GAR ACA AAG-3’ e 5’-CTC GAG TCA ACG TGT GTT RAA TTT CC-3’. O 

programa utilizado no termociclador para amplificar o fragmento de 684 pb foi: 94 oC / 3 min, 39 

ciclos de (94 oC / 15 s, 56 oC / 30 s, 72 oC / 40 s) e 72 oC / 5 min. Para a construção SC, foram 

utilizados os primers: 5’-AGA ACG AGG TGG CGC ATA-3’ e 5’-CTT TGG TTC ACG CAT 

ACG TT-3’. O programa utilizado no termociclador para amplificar o fragmento de 559 pb foi: 

94 oC / 2min, 39 ciclos de (94 oC / 30s, 60 oC / 30 s, 72 oC / 30 s) e 72 oC / 5 min. . A 

amplificação do gene GUS foi obtida utilizando-se os primers: 5’-CAA CGA ACT GAA CTG 

GCA G-3’ e 5’-CAT CAC CAC GCT TGG GTG-3’. O programa utilizado no termociclador para 

amplificar o fragmento de 820 pb foi: 94 ºC / 2 min, 40 ciclos de (94 ºC / 15 s, 60 ºC / 30 s, 72 ºC 

/ 40 s) e 72 ºC / 4 min. Os produtos das reações de PCR foram separados por eletroforese em gel 

de agarose 1%, corado com brometo de etídeo, e visualizados e fotografados em translumidares 

UV. 

 

 

 



 

 

39

3.2.3 Análise de Southern blot 

 

Para confirmação da integração do transgene, DNA total de folhas jovens, de todas as 

matrizes trangênicas, foi extraído para a análise de Southern blot, pelo método CTAB (DOYLE; 

DOYLE, 1990) acrescentando-se uma lavagem com fenol, uma lavagem com clorofórmio álcool 

isoamílico e precipitação com acetato de amônio. Um total de 60 μg de DNA foi submetido à 

digestão com a enzimas BamHI e os fragmentos gerados separados em gel de agarose (0,8%) por 

eletroforese, transferidos para membranas de nylon (Hybond-N+, Amersham Biosciences) em 

solução 20X SSC e fixados a 80 oC, por 2 h. 

As sondas para os diferentes genes de interesse foram preparadas por PCR de colônias 

bacterianas conforme descrito no item anterior. Os fragmentos amplificados foram separados em 

gel de agarose 1% e purificados com o kit “QIAEX® II Gel Extraction” (Qiagen, Hilden, 

Germany). Estes fragmentos foram posteriormente marcados com o auxílio dos kits “Gene 

ImagesTM Random Primer Labelling Module” e “AlkPhos Direct Labelling Reagents” 

(Amersham Biosciences), seguindo orientações do fabricante. Após a sua marcação, as sondas 

foram hibridizadas a 60 oC contra o DNA impregnado na membrana de nylon. Após lavagens de 

estringência a 60 oC, com soluções recomendadas pelo kit de marcação, a detecção das sondas 

hibridizadas na membrana foi realizada com auxílio do kit “CDP-StarTM Detection Reagent” 

(Amesham Biosciences). 

 

3.2.4 Análise de RT-PCR 

 

 Visando avaliar a expressão gênica dos transgenes integrados ao genoma das plantas, 

lançou-se mão da transcrição reversa (RT) de RNA total com primers específicos para os genes 

testados e subseqüente amplificação por PCR. A enzima transcriptase reversa, “SuperScriptTM II 

Reverse Transcriptase” (Invitrogen), foi utilizada na reação de transcrição reversa seguindo 

orientações do fabricante. O RNA total foi extraído de folhas das matrizes transgênicas 

utilizando-se o produto comercial TRIzol (Invitrogen), seguindo as orientações do fabricante. 

Para acessar a qualidade do RNA extraído, este foi separado em gel de agarose desnaturante 

(1,5%), corado com brometo de etídeo e fotografado com o auxílio de transluminadores UV. 
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 Constatada a integridade e qualidade do RNA extraído, este foi quantificado por 

fluorometria (“QubitTM Fluorometer”; kit “Quant-iTTM RNA assay kit”, Invitrogen). Após 

quantificação, 5 μg do mesmo foi tratado com DNAse para evitar contaminação de DNA na 

subseqüente amplificação por PCR. O tratamento foi realizado com o produto “RQI RNase-free 

DNase” (Promega) seguindo orientações do fabricante. A reação de transcrição reversa foi 

realizada utilizando 1 μg de RNA total tratado com DNAse e primers específicos para os 

transgenes a serem investigados (CP, DS, SC, e GUS). O cDNA gerado a partir destas reações 

(0,5 μL da reação de transcrição reversa ou 0,02 μg de RNA total) foi então submetido a reações 

de PCR com primers específicos e seus produtos separados por eletroforese em gel de agarose 

1%, corado com brometo de etídeo, e visualizados e fotografados em translumidares UV. 

 

3.2.5 Análise de northern blot 

 

 O RNA total foi extraído de folhas das linhagens transgênicas utilizando o produto 

comercial TRIzol (Invitrogen), seguindo as orientações do fabricante. Um total de 40 μg de RNA 

total foi separado por eletroforese em gel desnaturante de agarose (1,0% - 1,5% contendo 

formaldeído), sendo posteriormente transferido por capilaridade em solução SSC 10X para uma 

membrana de nylon (Hybond-N+, Amersham Biosciences). O RNA foi fixado à membrana por 

exposição à radiação UV utilizando o aparelho “UVC 500 UV Crosslinker” (Hoefer). 

 As sondas utilizadas foram produzidas, purificadas e marcadas conforme indicado para a 

técnica de Southern blot. As etapas de hibridização e detecção também foram realizadas 

conforme estabelecido para o Southern blot. 

 

3.3 Delineamento experimental 

 

Foram instalados dois experimentos com delineamento inteiramente ao acaso. O primeiro 

experimento, de maio de 2006 a dezembro de 2007, visou avaliar resistência à infecção e 

translocação do CTV usando inoculação por enxertia (experimento 1). O segundo experimento 

foi realizado entre junho de 2007 e abril de 2008 e buscou avaliar resistência à transmissão e 

infecção de CTV por pulgão preto (Toxoptera citricida Kirkaldy) (experimento 2). 
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O experimento 1 foi constituído de 34 tratamentos com três repetições cada, totalizando 

102 plantas ou parcelas. O experimento 2 foi constituído por dois subexperimentos, A e B, cada 

um com um tipo de porta-enxerto diferente, limão ‘Cravo’ e laranja azeda respectivamente. Cada 

subexperimento do experimento 2 foi constituído de 34 tratamentos com três repetições cada. 

Nos experimentos 1 e 2, cada tratamento consistiu de uma das 30 linhagens transgênicas 

disponíveis (CP 1 a 10; SC 1 a 10; e DS 1, 2, 4, 5, 7, 8, 9, 10, 11 e 12) ou controles de laranja 

‘Hamlin’ e lima ácida ‘Galego’ (laranja ‘Hamlin’ não transformada, inoculada com CTV; laranja 

‘Hamlin’ não transformada, não inoculada com CTV; lima ácida ‘Galego’ não transformada, 

inoculada com CTV; lima ácida ‘Galego’ não transformada, não inoculada com CTV). 

 

3.4 Inoculação de CTV 

 

3.4.1 Inoculação de CTV por enxertia (experimento 1) 

 

 Após cinco meses da propagação por enxertia do material transgênico, aproximadamente 

ao final do primeiro fluxo vegetativo, foi realizada a inoculação do experimento 1. Borbulhas de 

laranja ‘Pêra’ (Citrus sinensis (L.) Osbeck) infectadas com o isolado CTV-IAC foram cedidas 

pelo Centro de Citricultura Sylvio Moreira e enxertadas nas plantas de cada tratamento (Figura 

2). Duas borbulhas infectadas foram enxertadas em T invertido, no porta-enxerto de limão 

‘Cravo’, embaixo do ponto de enxertia do enxerto transgênico ou controle. Trinta dias após a 

enxertia das borbulhas infectadas, os fitilhos foram retirados. 
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Figura 2 – Propagação de plantas transgênicas, inoculação de CTV por enxertia e inoculação de CTV com pulgões 

pretos. A) Borbulha de matriz transgênica enxertada em limão ‘Cravo’. B) Inoculação por enxertia de 

borbulhas infectadas (seta vermelha) com o isolado CTV-IAC em limão ‘Cravo’ enxertado com planta 

transgênica ao final do primeiro fluxo. C) Plantas com as duas borbulhas enxertadas (inóculos) (setas 

vermelhas). D) Inoculação de CTV com pulgões pretos em lima ácida ‘Galego’. 

 

3.4.2 Inoculação de CTV por pulgão preto T. citricida (experimento 2) 

 

 Cinco meses após a propagação do material transgênico e controles, as plantas foram 

infectadas utilizando pulgões. Para tal, uma colônia de pulgões foi estabelecida em plantas CTV 

positivo, desta forma garantindo que os pulgões estariam adquirindo CTV. Os pulgões utilizados 

foram identificados como Toxoptera citricida Kirkaldy pelo pesquisador do IAC Dr. Valdir Yuki. 

O isolado de CTV utilizado foi o CTV-IAC, comumente usado na pré-imunização de citros em 

São Paulo, e considerado um isolado fraco, cujos sintomas não levam ao colapso rápido da 

planta. Aproximadamente 15 pulgões foram transferidos das plantas CTV positivo para cada uma 

das plantas do experimento 2 (A e B). Os pulgões foram mantidos nas plantas por um período de 

24 horas. Após este período, estes foram retirados por meio de um forte jato de água. 

 

3.5 Detecção do vírus em plantas inoculadas 

 

 As análises foram realizadas no Laboratório de Imunologia e Microbiologia do Instituto 

de Biologia da Universidade Estadual de Campinas. 

Embora as copas de laranja doce transgênicas utilizadas neste experimento permitam a 

multiplicação do vírus em seus tecidos, não eram esperados sintomas aparentes de tristeza, sendo 

D 
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necessário um método de detecção alternativo à avaliação visual. A técnica utilizada para 

detecção da replicação do CTV em plantas transgênicas e controles foi o ELISA (Enzyme Linked 

Immunosorbent Assay) sanduíche indireto. No experimento 1, as análises de ELISA tiveram 

início após 14 semanas da inoculação por enxertia. No experimento 2, as análises de ELISA 

tiveram início após 18 semanas da inoculação por pulgões. 

Utilizou-se antissoro policlonal contra CTV (purificado a partir de citros) e anticorpo 

monoclonal contra epitopo da proteína da capa protéica do isolado CTV-IAC. Para detecção do 

vírus, nervuras de folhas foram maceradas em tampão PBST contendo 2% de polivinilpirolidona 

(200mg de tecido vegetal mL-1 de tampão). Todo procedimento de extração de proteínas foi 

realizado em condições refrigeradas. Após a extração, o macerado foi submetido à centrifugação 

a 4800 g, por 20 min, e posteriormente realizada a coleta do sobrenadante. As placas de ELISA 

foram sensibilizadas por 12 horas, a 4 oC, com 100 μL poço-1 de antissoro policlonal (diluição de 

1:1000 em tampão carbonato pH 9,6). Três lavagens com 300 μL poço-1 de PBST foram 

realizadas em máquina automática de lavagem de placas. Após as lavagens, foi realizado 

bloqueio da placa por 1 hora a 37 oC com 200μL poço-1 de leite desnatado, em tampão PBS. 

Nova seqüência de três lavagens com PBST (300μL poço-1) foi realizada em máquina automática 

de lavagem de placas. O sobrenadante coletado na extração de proteínas foi aplicado nas placas 

(100μL poço-1) em triplicatas e incubado por 12 horas a 4 oC. Nova seqüência de três lavagens 

com PBST foi realizada. O anticorpo monoclonal foi então aplicado (100 μL poço-1, diluição de 

1:1000 em tampão PBS) e incubado a 37 oC por 2 horas. Nova seqüência de três lavagens com 

PBST foi realizada. A aplicação de 100 μL poço-1 de anti-IgG de camundongo (anticorpo 

secundário) na diluição de 1:15000 em PBS foi realizada e incubada por 1 hora a 37 oC. Nova 

seqüência de três lavagens com PBST foi realizada. Para revelação foi utilizado solução de 

paranitro fenil fosfato na concentração de 1 mg.mL-1 em tampão substrato pH 9,82 e incubado 

por 1 hora a temperatura ambiente. As placas foram então lidas em leitor de ELISA no 

comprimento de onda de 405 nm. Em toda placa de ELISA, controles negativos (tampão PBS) e 

controles positivos (proteínas recombinantes da capa protéica do CTV: CB 104 e CB 22) foram 

utilizados. Os dados de ELISA obtidos para o experimento 1 foram submetidos à analise de 

variância e as médias comparadas pelo teste de Duncan (P<0,05). 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Caracterização das plantas transgênicas 

 

 As análises de GUS indicaram o caráter transgênico de todas as plantas do experimento 

(matrizes). Padrões de expressão de GUS distintos puderam ser observados indicando uma 

possível variação na expressão espacial dos transgenes entre os diferentes eventos de 

transformação. O padrão de expressão mais comum foi caracterizado por uma coloração azul 

uniforme ao redor do disco foliar (Figura 3 B). Este padrão de expressão provavelmente está 

relacionado à expressão constitutiva do gene GUS. Inicialmente, a ausência de coloração no 

centro do disco foliar (Figura 3 B) foi relacionada à proteção conferida pela epiderme e cutícula 

contra o contato com a solução X-GLUC. No entanto, padrões de expressão diversos exibem 

manchas azuis justamente no centro do disco foliar, contradizendo esta possível explicação 

(Figura 3 C e D). Nas três linhagens transgênicas (SC4, SC9, SC10) que apresentaram fenótipo 

de GUS pontilhado (Figura 3 C) não foi detectado transcrito de GUS em análises de RT-PCR 

(Figura 4). As plantas SC4 e SC10 também foram RT-PCR e northern blot negativas para o 

transgene da SC. Já a planta SC9 foi northern blot e RT-PCR positiva para o transgene de 

interesse. Para as plantas SC9 e SC10 não foi possível à obtenção de Southern blots positivos 

para o gene de interesse apesar de ambas serem PCR positivo. Estes dados sugerem que o 

fenótipo de GUS pontilhado pode estar relacionado a alguma forma de silenciamento. 

Outra possibilidade que explicaria estes diferentes padrões de expressão é que algumas 

plantas possivelmente seriam quimeras. Existem relatos que a exposição prolongada a 

canamicina pode aumentar a freqüência de regeneração de plantas quiméricas (PEÑA et al., 

1995). A ocorrência de plantas quiméricas foi de aproximadamente 37% em um experimento de 

transformação com citrange carrizo (Citrus sinensis (L.) Osbeck x Poncirus trifoliata (L.) Raf.) e 

seleção por canamicina (DOMÍNGUEZ et al., 2004). As plantas utilizadas neste trabalho foram 

selecionadas em meio contendo canamicina como agente de seleção. Fica claro que a ocorrência 

de plantas quiméricas em citros transgênicos é comum. Este fenômeno é atribuído, 

principalmente, à proteção de células não transformadas por células transgênicas, levando à 

formação de uma gema constituída de células transgênicas e não transgênicas. Além do relato de 
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formação de quimeras entre células transgênicas e não transgênicas, existem relatos de plantas 

quiméricas constituídas de eventos de transformação diferentes (DOMÍNGUEZ et al., 2004). 

 

 

 

 

 

 
Figura 3 - Padrões de expressão de GUS em discos foliares de matrizes transgênicas de laranja ‘Hamlin’ e controle. 

A) Controle negativo, planta de laranja ‘Hamlin’ tipo selvagem. B, C e D) Diferentes padrões de 

expressão de GUS encontrados nas matrizes transgênicas. Matrizes contendo padrão de expressão tipo B: 

todas CP, todas DS, SC1, SC2, SC3, SC5, SC6, SC7 e SC8. Matrizes contendo padrão de expressão tipo C 

e D: SC4, SC9, SC10 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 4 - Análises de RT-PCR das matrizes trasngênicas para o gene repórter GUS. M = marcador de 100 pb; B = 

Branco; DNA+ = amostra de DNA positiva para o gene reporter; HAM- = cDNA de planta de laranja 

‘Hamlin’ não transformada; SC1-SC10 = matrizes trasngênicas transformadas com a construção gênica 

“região conservada antisenso do CTV” 

 

 Para averiguar a integração do transgene de interesse no genoma das plantas, recorreu-se a 

dois tipos de análises: PCR e Southern blot. Foram realizados PCR, com primers específicos para 

os transgenes das construções gênicas envolvidas no experimento. Os resultados de PCR 

indicaram a inserção do transgene no DNA genômico de todas as plantas, exceto da planta CP4 

(Figura 5). A planta CP4, portanto serviu como um controle negativo que foi submetido às 

condições de transformação e regeneração das outras linhas transgênicas. É interessante notar que 

apesar de ser PCR e Southern blot negativa a planta CP4 apresenta expressão de GUS. 
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 Nas análises de Southern blot, obteve-se a confirmação da integração dos transgenes. O 

número estimado de inserções no genoma variou entre um e dois (Figura 6). Este número de 

inserções observadas coincide com o resultado de outros trabalhos de transformação de citros 

utilizando Agrobacterium (DOMÍNGUEZ et al., 2000; FEBRES et al., 2003; DOMÍNGUEZ et 

al., 2004; ZANEK et al., 2007). A única planta com dois eventos de inserção distintos foi a DS7. 

Devido às evidentes variações nos sítios de inserção dos T-DNAs nos diferentes eventos de 

transformação ou linhas transgênicas, pode haver diferenças na expressão dos transgenes (Figura 

6). 
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Figura 5 - Análises de PCR das matrizes transgênicas. CP1-CP10 = matrizes trasngênicas transformadas com a 

construção gênica “gene da capa protéica do CTV” (CP); SC1-SC10 = matrizes trasngênicas 

transformadas com a construção gênica “região conservada antisenso do CTV” (SC); DS1, DS2, DS4, 

DS5, DS7-DS12 = matrizes trasngênicas transformadas com a construção gênica “hairpin do gene da 

capa protéica do CTV” (DS); M = marcador de 100 pb; + = bactéria usada na transformação; B = 

controle negativo do PCR com água; - = planta de laranja ‘Hamlin’ não transformada 
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Figura 6 - Análises de Southern blot das matrizes transgênicas, todas as reações de restrição do DNA genômico foram feitas com a enzima BamHI. CP2, CP6, CP7 = 

matrizes trasngênicas transformadas com a construção gênica “gene da capa protéica do CTV” (CP); SC1, SC2, SC3, SC4, SC5, SC6, SC7, SC8 = matrizes 

trasngênicas transformadas com a construção gênica “região conservada antisenso do CTV” (SC); DS1, DS2, DS4, DS5, DS7-DS12 = matrizes trasngênicas 

transformadas com a construção gênica “hairpin do gene da capa protéica do CTV” (DS); + = produto de PCR obtido a partir de bactéria usada na transformação; 

- = planta de laranja ‘Hamlin’ não transformada 
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 Depois de confirmada a integração dos transgenes, avaliou-se a expressão dos mesmos. A 

expressão de parte dos transgenes (gene GUS) já havia sido demonstrada qualitativamente nas 

análises de GUS. Utilizou-se análises de RT-PCR, visando a detecção de RNA mensageiro 

(mRNA) transgênico para o gene de interesse em RNA total extraído de folhas. Como os 

transgenes integrados eram dirigidos pelo promotor 35S, um promotor forte e constitutivo, 

esperava-se encontrar mRNAs transgênicos em qualquer tecido vegetal. 

 A expressão dos transgenes de interesse são compatíveis nas análises de RT-PCR e 

northern blot (Figuras 7, 8 e 9). Nas matrizes CP, foi possível detectar mRNA transgênico de 

interesse em todas as plantas, exceto na planta CP4, como era esperado. Os northern blots destas 

plantas mostram claramente uma intensidade de expressão maior nas plantas CP3, CP5, CP6, 

CP7 e CP10 (Figura 8). As plantas DS apresentam presença baixíssima do mRNA transgênico de 

interesse (Figuras 7 e 8). Este fato sugere que a construção DS estaria funcionando como 

pretendido, ou seja, estaria formando RNAs fita dupla que, conseqüentemente, estariam sendo 

degradados pela enzima DICER. Isto explicaria os baixos níveis de detecção encontrados, 

tornando as plantas DS candidatas à resistência, já que as rotas de RNAi, em tese, estariam 

ativadas. As plantas SC por sua vez também apresentaram plantas com forte e baixa expressão do 

transgene de interesse (Figuras 7 e 9). Todas as plantas SC apresentaram expressão do transgene 

de interesse exceto as plantas SC4 e SC10 (Figura 7). Na Figura 9, coluna LG+, nota-se uma 

forte hibridização de fragmentos virais do CTV com a sonda utilizada, sugerindo que existem 

fragmentos virais de vários tamanhos, ou seja, vírus em vários estágios de replicação. As plantas 

SC com expressão mais forte foram SC1, SC2, SC3, SC7 e SC9 (Figura 9). Devido a uma maior 

sensibilidade do RT-PCR, em alguns casos, foi possível detectar mRNAs que não foram 

possíveis de serem identificados nas analises de northern blot. Os dados de expressão obtidos são 

robustos já que existe uma relação positiva entre os resultados do RT-PCR e o northern blot. De 

forma geral, os dados confirmam a funcionalidade dos transgenes utilizados. 

 



 

 

50

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 7 - Análises de RT-PCR dos genes de interesse das matrizes transgênicas. A e B) RT-PCR para o gene de 

interesse das construções CP e DS. C) RT-PCR para o gene de interesse da construção SC. CP1-CP7, 

CP9, CP10 = matrizes trasngênicas transformadas com a construção gênica “gene da capa protéica do 

CTV” (CP); SC1-SC10 = matrizes trasngênicas transformadas com a construção gênica “região 

conservada antisenso do CTV” (SC); DS1, DS2, DS4, DS5, DS7-DS12 = matrizes trasngênicas 

transformadas com a construção gênica “hairpin do gene da capa protéica do CTV” (DS); M = marcador; 

DNA+ = amostra de DNA positiva para o gene de interesse; HAM- = cDNA de planta de laranja 

‘Hamlin’ não transformada; RNA trat. = amostra de RNA tratada com DNase; B = Branco; LG+ RNA – 

cDNA de planta infectada com CTV 
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Figura 8 - Análises de northern blot das matrizes transgênicas para os genes de interesse das construções CP e DS. 

CP1-CP10 = matrizes trasngênicas transformadas com a construção gênica “gene da capa protéica do 

CTV” (CP); DS1, DS2, DS4, DS5, DS7-DS12 = matrizes trasngênicas transformadas com a construção 

gênica “hairpin do gene da capa protéica do CTV” (DS); DNA+ = produto de PCR do gene CP; HAM- = 

planta de laranja ‘Hamlin’ não transformada 

684 pb 

684 pb 



 

 

52

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 9 - Análises de northern blot das matrizes transgênicas para o gene de interesse da construção SC. SC1-SC10 

= matrizes trasngênicas transformadas com a construção gênica “região conservada antisenso do CTV” 

(SC); DNA+ = produto de PCR do gene SC; HAM- = planta de laranja ‘Hamlin’ não transformada; LG+ 

= planta de lima ácida ‘Galego’ infectada com CTV 
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 Na tentativa de detectar proteínas transgênicas possivelmente existentes nas construções 

CP e DS, foi realizada análise de ELISA das matrizes. Os resultados mostram ausência de 

qualquer acúmulo significativo de proteína transgênica (Figura 10). Estes dados asseguraram que 

a posterior detecção de CTV por ELISA não sofreu interferência pela eventual presença de 

proteínas transgênicas. Este fato inicialmente sugeriu que algumas plantas CP poderiam estar 

sendo silenciadas e, portanto, não foi possível a detecção da proteína transgênica. No entanto, as 

análises de RT-PCR mostraram a presença de mRNA transgênico para todas a plantas CP 

(Figuras 7). Portanto, os dados coletados indicam a incapacidade do antissoro e anticorpo 

monoclonal utilizados nas análises de ELISA, detectar a proteína transgênica. Análises 

posteriores deverão ser conduzidas buscando-se esclarecer porque não foi possível detectar 

proteínas transgênicas pelo antissoro e anticorpo monoclonal. As construções transgênicas foram 

produzidas a partir de RNA total isolado de plantas com morte súbita no Estado de São Paulo. 

Como o CTV ocorre em misturas de isolados (SATYANARAYANA et al., 2001) pelo menos o 

antissoro policlonal deveria ter mostrado melhores resultados na detecção da CP transgênica. 

Entretanto, apesar da aparente forte expressão gênica da CP transgênica em algumas plantas 

(CP3, CP5, CP6, CP7 e CP10) é possível que não houvesse proteína nos tecidos ou as 

concentrações fossem extremamente baixas. Portanto, não está claro se não houve acúmulo de 

proteína transgênica suficiente nos tecidos vegetais ou se o problema da detecção está 

relacionado à especificidade dos anticorpos usados. 
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Figura 10 - ELISA das matrizes transgênicas das construções CP e DS. CP1-CP10 = matrizes trasngênicas 

transformadas com a construção gênica “gene da capa protéica do CTV” (CP); DS1, DS2, DS4, DS5, 

DS7-DS12 = matrizes trasngênicas transformadas com a construção gênica “hairpin do gene da capa 

protéica do CTV” (DS); HAM- = planta de laranja ‘Hamlin’ não transgênica não inoculada; CB 104+ = 

proteína recombinante do capsídeo viral do CTV usada como controle positivo 

 

 A hipótese central deste trabalho previa que as construções utilizadas fossem deflagrar 

alguma das formas de resistência a vírus como RNAi e expressão da capa protéica. Na construção 

SC, esperava-se que o mRNA transgênico (antisenso a regiões conservadas do CTV) pudesse 

hibridizar com partículas de RNA viral gerando uma estrutura de dupla fita e deflagrando o 

silenciamento por RNAi (Figura 11 A). Da mesma forma, as longas moléculas de RNA fita dupla 

geradas pelo transgene DS seriam reconhecidas e degradadas pela enzima DICER produzindo 

siRNA e complexos RISC (Figura 11 B). O mecanismo hipotetizado para a construção DS 

prepararia as plantas antes de uma infecção viral. Portanto qualquer partícula viral de CTV que 

tentasse desencapsular no ambiente celular seria clivada na região de homologia com os 

complexos RISC, evitando a replicação e acúmulo de partículas de CTV nos tecidos. A Figura 11 

mostra as rotas do RNAi possivelmente acionadas pelas construções usadas neste trabalho. 
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Figura 11 - Rotas de defesa ativadas pelos transgenes DS e SC. A) Síntese de mRNA da seqüência conservada 

antisenso do CTV (SC); formação de dsRNA por hibridização com a partícula viral do CTV; 

reconhecimento e degradação do dsRNA pela enzima DICER no citoplasma; formação do complexo 

RISC e degradação de novos RNAs virais. B) Síntese de dsRNA com seqüências da capa protéica do 

CTV; produção de siRNA pela enzima DICER no núcleo; formação do complexo RISC e degradação 

de RNA viral. entre o mRNA transgênico e partícula viral; produção de siRNA pela DICER; formação 

do complexo RISC e degradação de RNA viral 
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 A construção gênica CP visa expressar a proteína da capa protéica do CTV. A idéia é que 

a presença de proteínas transgênicas da capa protéica poderia interferir na estabilidade de novas 

partículas virais ou impedir o desencapsulamento do vírus. Não se sabe ao certo o mecanismo de 

proteção acionado nas plantas transgênicas resistentes que expressam a CP de vírus invasores. 

Como a seqüência da CP utilizada nas construções transgênicas provavelmente possui alto grau 

de homologia com a CP do isolado CTV-IAC, possivelmente o provável mecanismo de proteção 

estaria relacionado com o mecanismo da pré-imunização. 

 

4.2 Inoculação de CTV por enxertia e avaliação da resistência à infecção pelo vírus em 

plantas transgênicas (experimento 1) 

 

 O experimento 1 visou avaliar a resistência à infecção por CTV em tecidos vegetais 

transgênicos. Após 14 semanas da inoculação com borbulhas infectadas, as plantas foram 

analisadas por ELISA sanduíche indireto usando antissoro policlonal e anticorpo monoclonal, 

ambos contra a proteína da capa protéica do CTV, isolado CTV-IAC. Nesta técnica de ELISA, a 

sensibilização da placa com antissoro policlonal permite uma concentração relativa da proteína a 

ser detectada pelo anticorpo monoclonal, já que o antígeno se liga a todos os sítios disponíveis 

dos anticorpos presos a placa, conferindo alta sensibilidade. Os controles evidenciaram a 

eficiência do processo de inoculação utilizado assim como a ausência de qualquer interferência 

experimental (Figuras 12 e 13). Todas as linhagens transgênicas (tratamentos) inoculadas 

indicaram a presença do vírus em pelo menos uma repetição. Algumas repetições acusaram 

títulos muito baixos de vírus, nas primeiras análises de ELISA (Figuras 14, 15 e 16). No entanto, 

em ELISAs posteriores (Figura 17), estas mesmas plantas acusaram níveis altos de replicação 

viral, indicando retardamento do processo de infecção em alguns indivíduos. Esta variação em 

propagações clonais tem sido recorrente em experimentos de resistência a tristeza em citros 

transgênicos (DOMÍNGUEZ et al., 2002b; FAGOAGA et al., 2006). 

 

 



 

 

57

A

B

A

B

0,000

0,500

1,000

1,500

2,000

2,500

3,000

3,500

HAMS- HAMS+ LGS- LGS+

ab
so

rb
ân

ci
a 

(4
05

 n
m

)

R1 R2 R3 MÉDIA

 
Figura 12 - ELISA das plantas controle (experimento 1), após 14 semanas da inoculação com CTV. Tratamentos 

seguidos de letras iguais não diferem entre si pelo teste de Duncan (P<0,05). HAMS- = planta de laranja 

‘Hamlin’ não transgênica, não inoculada; HAMS+ = planta de laranja ‘Hamlin’ não transgênica, 

inoculada com CTV; LGS- = planta de lima ácida ‘Galego’ não inoculada; LGS+ = planta de lima ácida 

‘Galego’ inoculada com CTV; R1, R2 e R3 = repetições 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 13 – Sintomas causados pelo CTV em lima ácida ‘Galego’ (experimento 1). A) lima ácida ‘Galego’ controle 

não transgênico sem inoculação, as setas indicam nervuras normais. B) lima ácida ‘Galego’ controle não 

transgênico com inoculação, setas indicam vein clearing. C) Plantas controle de lima ácida ‘Galego’ 

durante o segundo fluxo. A planta da direita é CTV positiva 
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Figura 14 - Resultados de ELISA das plantas CP (experimento 1), após 14 semanas da inoculação com CTV. 

Tratamentos seguidos de letras iguais não diferem entre si pelo teste de Duncan (P<0,05). CP1-CP10 = 

plantas trasngênicas transformadas com a construção gênica “gene da capa protéica do CTV” (CP) e 

inoculadas com CTV; HAMS- = planta de laranja ‘Hamlin’ não transgênica não inoculada; HAMS+ = 

planta de laranja ‘Hamlin’ não transgênica inoculada com CTV; LGS- = planta de lima ácida ‘Galego’ 

não inoculada; LGS+ = planta de lima ácida ‘Galego’ inoculada com CTV. ; R1, R2 e R3 = repetições  
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Figura 15 - ELISA das plantas SC (experimento 1), após 14 semanas da inoculação com CTV. Tratamentos seguidos 

de letras iguais não diferem entre si pelo teste de Duncan (P<0,05). SC1-SC10 = plantas trasngênicas 

transformadas com a construção gênica “região conservada antisenso do CTV” (SC) e inoculadas com 

CTV; HAMS- = planta de laranja ‘Hamlin’ não transgênica não inoculada; HAMS+ = planta de laranja 

‘Hamlin’ não transgênica inoculada com CTV; LGS- = planta de lima ácida ‘Galego’ não inoculada; 

LGS+ = planta de lima ácida ‘Galego’ inoculada com CTV; R1, R2 e R3 = repetições 
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Figura 16 - ELISA das plantas DS (experimento 1), após 14 semanas da inoculação com CTV. Tratamentos seguidos 

de letras iguais não diferem entre si pelo teste de Duncan (P<0,05). DS1, DS2, DS4, DS5, DS7-DS12 = 

plantas trasngênicas transformadas com a construção gênica “hairpin do gene da capa protéica do CTV” 

(DS) e inoculadas com CTV; HAMS- = planta de laranja ‘Hamlin’ não transgênica não inoculada; 

HAMS+ = planta de laranja ‘Hamlin’ não transgênica inoculada com CTV; LGS- = planta de lima ácida 

‘Galego’ não inoculada; LGS+ = planta de lima ácida ‘Galego’ inoculada com CTV; R1, R2 e R3 = 

repetições 
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Figura 17 - ELISA de plantas que apresentaram retardamento da infecção viral após 46 semanas da inoculação com 

CTV (experimento 1). DS1 R2, DS1 R3 DS4 R1, DS4 R2, DS7 R1, DS7 R3, DS8 R1, DS8 R3, CP5 R3, 

CP6 R3, CP9 R3, SC1 R3, SC2 R2, SC6 R2, SC8 R3, SC9 R2 = parcelas do experimento 1 compostas 

por plantas trasngênicas transformadas com as respectivas construções gênicas (DS, CP e SC) 

apresentando retardamento inicial da infecção por CTV; HAM- = planta de laranja ‘Hamlin’ não 

transgênica não inoculada; HAM+ = planta de laranja ‘Hamlin’ não transgênica inoculada com CTV; 

LG- = planta de lima ácida ‘Galego’ não inoculada; LG+ = planta de lima ácida ‘Galego’ inoculada com 

CTV 

 

Nenhuma das linhagens transgênicas analisadas apresentou resistência à translocação do 

CTV. O vírus demonstrou ser capaz de ascender em tecidos vegetais por mais de 60 cm em 

quatro meses. Tratando-se de um vírus tipicamente de floema, em que fluxo de seiva é 

descendente, a ascensão de partículas de CTV sugere um eficiente mecanismo de movimentação 

nos tecidos vegetais. Em estudos de citopatologia do CTV, nenhuma partícula viral inteira foi 

detectada em plasmodesmas e apenas ocasionalmente foram encontrados virions em elementos de 

vaso (ZHOU et al., 2002). É possível que a movimentação do CTV se dê via partícula viral 

inteira e/ou de RNA viral auxiliado por proteínas de movimento. Em ambos os casos, em cada 

nova célula ocupada, o RNA viral precisaria ser liberado para poder sintetizar novas partículas 

virais e proteínas. Assumindo este cenário possível, esperava-se que os transgenes utilizados 
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tivessem algum efeito negativo na expansão da infecção celular pelo CTV. No entanto, isto não 

foi constatado. 

Como o inóculo (borbulhas contaminadas) permaneceu vivo durante todo o período de 

avaliação das plantas e o porta-enxerto de limão ‘Cravo’ permite a replicação viral, alguns 

trabalhos já sugeriram que a detecção do CTV na copa poderia ser simplesmente fruto do 

transporte de partículas virais oriundas do porta-enxerto (FEBRES et al., 2003). Como a análise 

de ELISA detecta a proteína viral e partículas inteiras de vírus são raramente detectadas nos 

vasos ou plasmodesmas (ZHOU et al., 2002), parece provável que o vírus esteja realmente 

replicando nos tecidos da copa. 

A pressão de inóculo é um tema recorrente nos trabalhos de avaliação de resistência ao 

CTV e sugere que um inóculo muito forte seria suficiente para sobrepor a resistência das plantas 

transgênicas (DOMÍNGUEZ et al., 2002a; FEBRES et al., 2003). Esta idéia provavelmente está 

relacionada à noção que plantas protegidas por estirpes mais fracas podem ser desafiadas por 

estirpes fortes e a proteção perdida (ROISTACHER; DODDS; BASH, 1987; YOKOMI et al., 

1987; MORENO et al., 2008). É possível que o inóculo do experimento 1 (duas borbulhas 

infectadas) tenha sido forte demais, resultando em uma superação da resistência. 
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4.3 Inoculação de CTV por pulgão preto (T. citricida Kirkaldy) e avaliação da resistência à 

infecção pelo vírus em plantas transgênicas (experimento 2) 

 

 Os primeiros testes ELISA do experimento 2 apresentaram algumas falhas de inoculação, 

indicando que as inoculações realizadas com pulgões pretos não foram completamente eficientes 

(Figura 18). Desta forma, serão necessárias novas inoculaçãoes com pulgões para padronização 

da infecção nas planta controle. 
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Figura 18 - ELISA dos controles positivos do experimento 2 após 18 semanas da inoculação com pulgões. 

HAMS+(LC) = plantas de laranja ‘Hamlin’ não transgênica inoculada com CTV enxertadas em limão 

‘Cravo’; HAMS+(LA) = plantas de laranja ‘Hamlin’ não transgênica inoculadas com CTV enxertadas 

em laranja azeda; LGS+(LC)- = planta de lima ácida ‘Galego’ inoculada com CTV enxertada em limão 

‘Cravo’; LGS+ (LA) = planta de lima ácida ‘Galego’ inoculada com CTV enxertada em laranja azeda; 

R1, R2 e R3 = repetições 
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5 CONCLUSÕES 

 

 As plantas trangênicas de laranja ‘Hamlin’ avaliadas não apresentaram resistência à 

replicação e translocação viral quando inoculadas com borbulhas infectadas com o isolado fraco 

CTV-IAC. 

 Algumas plantas transgênicas apresentaram retardamento inicial da infecção viral. 
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