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RESUMO 

 

Caracterização molecular e avaliação da resistência ao vírus da tristeza dos citros 

(CTV) em plantas transgênicas de laranja ‘Valência’ (Citrus sinensis L. Osbeck) 

 

No Brasil a citricultura está entre as culturas de maior importância. A 
produtividade dessa cultura no país ainda é considerada baixa e esse fato se deve, em 
parte, a diversas pragas e doenças. Dentre as doenças, tem-se a tristeza, causada pelo 
Citrus tristeza virus (CTV). Esse patógeno também pode estar relacionado com outra 
importante doença da cultura, a morte súbita dos citros (MSC). Com isso, o CTV 
ganhou ainda maior expressão. Uma alternativa para controlar viroses de plantas é a 
obtenção de plantas transgênicas resistentes a esses patógenos. Este trabalho 
objetivou caracterizar com análise molecular e avaliar a resistência ao CTV de plantas 
transgênicas de laranja ‘Valência’ (Citrus sinensis L. Osbeck), contendo fragmentos do 
genoma do CTV, em três construções gênicas diferentes. A transgenia das plantas foi 
confirmada por análises de Southern blot. A transcrição do transgene foi avaliada por 
RT-PCR. O material foi inoculado com duas borbulhas infectadas pelo isolado Pêra-
IAC, enxertadas no porta-enxerto abaixo do ponto de enxertia da copa transgênica, e 
pelo vetor Toxoptera citricida infectado. Após quatro semanas da inoculação, para 
avaliar a resistência ao vírus, brotações da copa transgênica foram submetidas ao teste 
de ELISA sanduíche indireto com anticorpo monoclonal contra a proteína da capa 
protéica do CTV. Os resultados indicaram variação na resistência à translocação do 
vírus nas diferentes construções transgênicas utilizadas e entre clones de uma mesma 
planta. Todas as linhagens transgênicas inoculadas indicaram a presença do vírus em 
pelo menos uma das três repetições avaliadas, quando inoculadas por enxertia. 
Quando inoculadas pelo vetor algumas plantas apresentaram todos os seus clones com 
baixos valores de absorbância, indicando uma possível resistência ao patógeno.  

 
Palavras-chave: Transformação genética; Citrus; Citrus tristeza virus; ELISA 
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ABSTRACT 

 

Molecular characterization and resistance evaluation to citrus tristeza virus (CTV) 

in transgenic plants of ‘Valência’ orange (Citrus sinensis L. Osbeck)  

 

In Brazil, citrus is one of the most important cultures. The productivity of this 
culture in the country is still considered low and this fact is due to several pests and 
diseases that affect the crop. Among the diseases there is the tristeza, caused by Citrus 
tristeza virus (CTV). This pathogen can also be related with another important disease, 
the citrus sudden death. Therefore, CTV acquired much more significance. This work 
aimed to characterize with molecular analysis and to evaluate the resistance to CTV of 
transgenic ‘Valência’ plants (Citrus sinensis L. Osbeck), containing genomic fragments 
of CTV, in three different transgenic constructs. The plants were confirmed as transgenic 
by Southern blot. The transcription of the transgene was evaluated by RT-PCR. The 
transgenic plants were challenged with a weak strain of CTV, CTV-IAC, by bud 
inoculation with two infected bubbles, and by the infected vector Toxoptera citricida. 
After four weeks of inoculation, the evaluation of viral replication in the transgenic seious 
was done by ELISA indirect sandwich with monoclonal antibody against the CTV coat 
protein. The results indicated variation of the resistance to the translocation of the virus 
between the different transgenic constructs used and between clones of the same plant. 
All the inoculated plants indicated the presence of the virus in, at least, one of the three 
evaluated clones, when inoculated by grafting. When inoculated by the vector some 
plants had all their clones with low values of virus, indicating a possible resistance to the 
pathogen. 
 

Keywords: Genetic transformation; Citrus; Citrus tristeza virus; ELISA 
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1 INTRODUÇÃO 
 

 A citricultura é uma das principais culturas frutíferas do mundo, com expressiva 

importância econômica. Ela está amplamente distribuída e é economicamente 

importante nas regiões tropicais e subtropicais do mundo, onde as condições 

edafoclimáticas são adequadas para o seu desenvolvimento. As plantas cítricas são 

cultivadas em regiões compreendidas entre os paralelos 40º N e 40º S. As principais 

regiões produtoras estão concentradas em latitudes superiores a 22º N e 22º S 

(DAVIES; ALBRIGO, 1994). A produção mundial de citros em 2006 foi de 93.452.961 t. 

Estima-se que a área plantada no mundo atualmente seja de 7.605.363 ha, com uma 

produção de 105.431.984 t (FAO, 2008).  

 O Brasil é o maior produtor de laranja do mundo e o maior produtor e exportador 

mundial de suco concentrado de laranja (FAO, 2008; IBGE, 2008). O cultivo de frutas 

cítricas no Brasil é feito em todas as regiões, com destaque para alguns estados como 

São Paulo, Bahia, Sergipe e Minas Gerais (IBGE, 2008).  Apesar da alta produção 

nacional e do constante incremento na área cultivada de citros no Brasil, a cultura ainda 

apresenta baixa produtividade, quando comparada com outros países produtores 

(MACHADO et al., 2005). Esse fato se deve às diversas dificuldades que a cultura 

apresenta no país, destacando-se o constante surgimento de doenças devastadoras.  

Entre essas doenças, tem-se a tristeza dos citros, causada pelo Citrus tristeza 

virus (CTV), um vírus de RNA do gênero Closterovirus, com tamanho aproximado de 12 

x 2000 nm, o que o torna o maior vírus de planta já detectado até os dias atuais 

(GARNSEY; LEE, 1989). O CTV pode ser transmitido por material propagativo infectado 

e por afídeos. Entre os afídeos, o Toxoptera citricida se destaca como o vetor mais 

eficiente para a transmissão nas condições brasileiras (WHITESIDE; GARNSEY; 

TIMMER, 1993; MÜLLER; COSTA, 1993; MURPHY et al., 1995; MICHAUD, 1998). 

Entre os principais danos ocasionados por isolados desse vírus, destacam-se as 

caneluras (stem pitting), o enfezamento e os frutos miúdos (MÜLLER; COSTA, 1991). 

A maioria das laranjas doces, apesar de permitir a ampla multiplicação do vírus 

da tristeza, têm os tecidos do floema tolerantes a sua presença e, por isso, devem ser 

cultivadas sobre porta-enxertos que também tenham tecidos tolerantes, como o limão 

‘Cravo’. 
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Recentemente foi detectada nos pomares brasileiros outra doença possivelmente 

relacionada ao CTV. Por ser causadora de um definhamento generalizado nas plantas 

afetadas, a doença foi nomeada morte súbita dos citros (MSC). A MSC afeta laranjas 

doces enxertadas sobre porta-enxerto de limão ‘Cravo’, ao contrário do que ocorre com 

a tristeza (GIMENES-FERNANDES; BASSANEZI, 2001). 

Tanto a tristeza como a MSC são doenças de interação entre as variedades copa 

e porta-enxerto. Por isso, têm seu potencial destrutivo aumentado em certas 

combinações de copa e porta-enxerto. Nesse contexto, torna-se de extrema importância 

a obtenção não apenas de novas variedades de porta-enxertos, mas também de copas 

de citros que sejam tolerantes à multiplicação do vírus da tristeza do citros. 

 Atualmente, programas de melhoramento para tentar obter novas variedades de 

citros são desenvolvidos em diversos países (SOOST; CAMERON, 1975), porém os 

resultados são pouco promissores. Esse fato se deve principalmente a complexas 

características reprodutivas da cultura, como longo período juvenil, poliembrionia 

nucelar e, principalmente, a heterozigose (GROSSER; GMITTER, 1990).  

Na tentativa de se obter alternativas para o melhoramento de citros, estratégias 

de biotecnologia, como biologia molecular em conjunto com cultura de tecidos são 

utilizadas. Desde 1997, quando ocorreu o primeiro relato de que um transgene de 

grande importância na agricultura estava sendo expresso em plantas transformadas de 

Citrus (GUTIÉRREZ-E; LUTH; MOORE, 1997), diversas pesquisas na área de 

citricultura têm seguido essa linha para obter novas variedades resistentes a diferentes 

vírus. 

O objetivo deste trabalho foi caracterizar com análise molecular e avaliar a 

resistência ao CTV, plantas transgênicas de Citrus sinensis cv. ‘Valência’, contendo três 

construções gênicas relacionadas ao gene da capa protéica do CTV.  
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2  REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 
2.1 Cultura de citros no Brasil 
 
 
 As plantas cítricas se originaram na Ásia e chegaram ao Brasil durante a primeira 

metade do século XVI. Sendo as condições de cultivo de citros do país melhores que as 

encontradas no centro de origem, a cultura se espalhou por todo o país (SWINGLE; 

REECE, 1967; SOOST; CAMERON, 1975; SCORA et al., 1982; DONADIO; MOURÃO 

FILHO; MOREIRA, 2005).  

 O Brasil é o maior produtor de laranja do mundo e o maior produtor e exportador 

mundial de suco concentrado de laranja. Para este ano, as previsões indicam uma 

produção em torno de 17.832.165 t em uma área de 918.939 ha (FAO, 2008; IBGE, 

2008). A produção de frutas cítricas no Brasil é feita em todas as regiões, com destaque 

para os estados de São Paulo (14.177.754 t), Bahia (850.598 t), Sergipe (759.828 t) e 

Minas Gerais (586.410 t) que somam juntos 91,8% da produção total do país (IBGE, 

2008). 

 No entanto, diversas doenças vêm surgindo juntamente com a expansão da 

cultura. No início do século XX, os produtores brasileiros substituíram suas plantações 

em pés-francos, propagadas por sementes, para enxertia sobre laranja ‘Caipira’ (Citrus 

sinensis L. Osbeck), eliminando-se assim problemas relacionados à juvenilidade das 

plantas, como altura elevada, espinhos, produção tardia, entre outros. Entretanto, 

houve um incremento nos problemas relacionados à deficiência hídrica e à gomose, 

doença causada por espécies do gênero Phytophthora. A solução encontrada foi a 

substituição do porta-enxerto, empregando-se em todas as áreas produtoras de citros 

do Brasil, a partir de 1910, a laranja azeda (Citrus aurantium L.), porta-enxerto vigoroso 

e resistente à seca e à gomose (DONADIO; MOURÃO FILHO; MOREIRA, 2005; 

FUNDECITRUS, 2008).  

 Em 1937, foi detectada a tristeza dos citros no Brasil. Essa doença atingiu 90% 

dos pomares e dizimou a maioria deles, causando, inclusive, uma escassez de cítricos 

no Brasil. A doença foi manejada com a substituição da laranja azeda pelo porta-

enxerto limão ‘Cravo’ (Citrus limonia L. Osbeck), tolerante ao vírus causador da tristeza. 

Com isso, o crescimento da produção foi reiniciado, após 10 anos de recuperação do 
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desastre causado pelo vírus. No entanto, essa prosperidade não durou muito tempo, 

pois, a tendência de surgimento contínuo de novas doenças nas plantações de citros 

tem se verificado ao longo de todo o estabelecimento da cultura no Brasil, até os dias 

de hoje (DONADIO; MOURÃO FILHO; MOREIRA, 2005).  

 Já em 1957, foi detectada uma nova doença causada pela bactéria 

Xanthomonas axonopodis pv. citri, nomeada cancro cítrico, que dizimou e continua 

dizimando milhares de árvores de citros (LARANJEIRA et al., 2005). Em 1977, 

detectou-se o declínio do citros, doença de interação copa e porta-enxerto, sem 

etiologia conhecida e que afeta diversas plantas do parque citrícola todos os anos 

(LARANJEIRA et al., 2005). A clorose variegada dos citros (CVC), causada pela 

bactéria Xylella fastidiosa, foi detectada em 1987 e ocasiona perdas estimadas em 100 

milhões de dólares por ano (LOPES et al., 2004; LARANJEIRA et al., 2005). Em 2001, 

foi detectada a morte súbita, doença também de etiologia desconhecida que por, 

hipóteses, deve ser causada pelo vírus da tristeza, já que os sintomas da doença e sua 

disseminação são semelhantes aos observados na tristeza (BASSANEZI et al., 2003; 

MACHERRONI et al., 2005; MÜLLER et al., 2005). Mais recentemente, em 2004, houve 

a detecção do huanglongbing (greening), doença causada pela bactéria Candidatus 

Liberibacter ssp.. Essa doença não apresenta variedade de copa ou porta-enxerto 

resistente e pode ser considerada um dos maiores desafios para a cultura nos dias 

atuais (FUNDECITRUS, 2008). 

 

2.2 Tristeza e morte súbita dos citros  

 

A baixa produtividade da cultura do citros está relacionada, entre outros fatores, 

à ocorrência de pragas e doenças. A ocorrência de doenças, que infectam variedades 

porta-enxerto e copa, tem sido relatada desde o início do plantio comercial de citros no 

país, sendo necessária uma troca periódica de variedades. Dentre essas doenças 

encontra-se a tristeza dos citros, que é conhecida, historicamente, como uma doença 

de grande importância econômica da cultura. 

A tristeza dos citros tem origem provável na China (BAR-JOSEPH; MARCUS; 

LEE, 1989; BORDIGNON et al., 2003) e daí se disseminou por meio de material 
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infectado. Hoje a doença encontra-se disseminada por todas as regiões produtoras de 

citros do mundo, principalmente América do Sul, América Central, Estados Unidos, 

Espanha e Israel (FUNDECITROS, 2008).  

A doença foi registrada pela primeira vez no início do século XX, quando 

pesquisadores da África do Sul observaram que variedades de laranja doce enxertadas 

em laranja azeda apresentavam uma redução na taxa de crescimento (CAMBRA et al., 

1988). A primeira grande devastação causada pelo CTV ocorreu em 1930 na Argentina, 

onde 10 milhões de árvores foram dizimadas (CARREIRA, 1933). No Brasil, o primeiro 

relato foi em 1937 em pomares do Vale do Paraíba, SP, onde a doença foi denominada 

“tristeza” (MOREIRA, 1942). Em 12 anos, 82% dos pomares brasileiros de laranjas 

doces foram dizimados, o que correspondia a 9 milhões de árvores (MOREIRA; 

COSTA; GRANT, 1949). 

A natureza infecciosa da tristeza foi confirmada por pesquisadores que 

conseguiram transmiti-la para plantas sadias pelo pulgão preto dos citros (Toxoptera 

citricida) e por enxertia de borbulhas doentes indicando que a doença era causada por 

um agente patogênico (MENEGHINE, 1946; BAR-JOSEPH; MARCUS; LEE, 1989). Em 

1963, por meio de técnicas de microscopia eletrônica, pôde-se observar as partículas 

virais do Citrus tristeza virus (CTV), que estavam presentes apenas em plantas doentes 

(KITAJIMA, 1963).   

O CTV, agente causal da tristeza, é um vírus do gênero Closterovirus nomeado e 

é constituído de partículas flexuosas em forma de bastão, que medem em torno de 10 a 

12 nm de diâmetro e 700 a 2000 nm de comprimento. Possui como material genético 

um RNA de fita simples (ssRNA), não segmentado, com peso molecular em torno de 20 

kb, o que corresponde a 6,5 x 103 KDa, sendo considerado o maior genoma de vírus de 

planta já detectado (GARNSEY; LEE, 1989). As partículas do vírus estão restritas ao 

floema das plantas infectadas onde são encontrados três tipos de inclusões induzidas 

pelo vírus: arranjos viróticos, inclusões fibrosas e vesículas citoplasmáticas (ZHOU, et 

al.; 2002). Os vírions do CTV são heterodímeros constituídos de dois fragmentos: um 

menor com aproximadamente 75 a 85 nm, encapsulado pela proteína p27 e um maior 

com aproximadamente 2000 nm, encapsulado pela proteína p25, conferindo ao 

capsídeo uma estrutura polar (FEBRES et al., 1996). O genoma do CTV possui 19.296 
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nucleotídeos, com 12 ORFs (open reading frames) que codificam em torno de 19 

produtos protéicos (PAPPU et al., 1994; HILF et al., 1995; KARASEV et al., 1995; 

LÓPEZ et al., 2000; MÜLLER et al., 2005).  

O vírus da tristeza pode ser transmitido por material propagativo infectado e de 

forma semi-persistente e não-circulativa por diferentes espécies de afídeos, com 

destaque para o Toxoptera citricida, o qual tem a maior eficiência de transmissão nas 

condições brasileiras. Resultados de trabalhos anteriores mostram que apenas um 

pulgão é suficiente para inocular uma planta de citros (HERRON et al., 2006). O modo 

de transmissão sugere que o vírus deve se acumular no canal alimentar do afídeo e 

resistir a uma rápida dissociação do mesmo. Os afídeos têm um período de aquisição 

do vírus de 30 minutos a 24 horas e podem permanecer inoculados por um período de 

24 a 36 horas (RACCAH; LOEBENSTEIN; BAR-JOSEPH, 1976; WHITESIDE; 

GARNSEY; TIMMER, 1993; MÜLLER; COSTA, 1993; MURPHY et al., 1995; MICHAUD, 

1998). 

A maioria das laranjas doces, apesar de multiplicarem amplamente o vírus da 

tristeza, tem os tecidos do floema tolerantes à sua presença. São consideradas 

suscetíveis e tolerantes, pois são abrigo do vírus, permitindo sua multiplicação em altas 

concentrações, mas não apresentam sintomas quando em pé franco, apesar de 

poderem apresentar sintomas quando enxertadas em porta-enxerto intolerante como a 

laranja azeda. Por isso, devem ser cultivadas sobre porta-enxertos que também tenham 

tecidos tolerantes, como o limão ‘Cravo’ (BORDIGNON et al., 2003; FUNDECITRUS, 

2008). 

Danos variáveis são causados pelo CTV, variando desde leve clareamento das 

nervuras até severas caneluras (stem pitting) do lenho e rápido declínio no crescimento. 

Outros sintomas ocasionados por isolados do vírus são enfezamento, seedling yellows 

e frutos miúdos (MÜLLER; COSTA, 1991; FEICHTENBERGER; MÜLLER; GUIRADO, 

1997).  

Os produtores brasileiros têm convivido com essa doença utilizando certas 

combinações de porta-enxerto e copa, assim como clones pré-imunizados, o que 

tornam as plantas mais tolerantes ao CTV (MÜLLER; COSTA, 1987; 1991; MÜLLER, 

1976). Atualmente, todas as plantas de citros são consideradas infectadas pela virose, 
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em maior ou menor grau, tornando essa doença amplamente reconhecida no país 

como sendo um dos fatores que contribuem para a redução da produtividade dos 

pomares. 

A presença do CTV pode ser diagnosticada pela observação de sintomas e pela 

indexação biológica utilizando o limão ‘Galego’ (Citrus aurantiifolia (Christm.) Swingle) 

como planta indicadora (FEICHTENBERGER et al., 2005; MÜLLER et al., 2005). Além 

disso, diversas técnicas imunológicas utilizando anticorpos são capazes de detectar a 

presença das partículas virais em plantas infectadas e constituem métodos rápidos e 

seguros para diagnosticar a doença. Dentre esses métodos destaca-se o ELISA 

(Enzyme Linked Immunosorbent Assay), o qual utiliza um anticorpo conjugado a uma 

enzima, que na presença de um substrato específico produz uma reação colorimétrica 

capaz de ser quantificada (ROISTACHER, 1991; STACH-MACHADO et al., 1998).  

No final da década de 90 do século XX ocorreu o aparecimento de outra 

importante doença, possivelmente de origem viral, nomeada Morte Súbita dos Citros. 

Essa doença foi descrita pela primeira vez em 2001, em Comendador Gomes, MG 

(GIMENES-FERNANDES; BASSANEZI, 2001). Segundo os autores, as plantas 

afetadas apresentam sintomas de definhamento generalizado, iniciado com a perda de 

brilho das folhas, redução das brotações e desfolha parcial. O sistema radicular 

apresenta grande quantidade de raízes mortas, com poucas radicelas. O sintoma 

característico da doença é uma coloração amarelada a alaranjada nos tecidos internos 

da casca do porta-enxerto, abaixo da região da enxertia, contrastando com a coloração 

creme dos tecidos da casca da copa. 

Ainda não existem estudos conclusivos, mas algumas evidências indicam que a 

MSC está ligada a um agente viral disseminado por um vetor de maneira semelhante à 

tristeza dos citros (BASSANEZI et al., 2003; MACHERRONI et al., 2005). Além disso, 

há semelhanças entre as duas doenças quanto à sintomatologia, velocidade de 

progresso, por serem de combinação copa/porta-enxerto e, principalmente, pela 

distribuição espacial das plantas afetadas e do vetor nos talhões (BASSANEZI et al., 

2003; MÜLLER et al., 2005). Já foram observadas e detectadas nas plantas com 

sintomas de MSC e em afídeos provenientes de plantas com sintomas, partículas de 

vírus semelhantes ao CTV denominadas Citrus Sudden Death associated Virus 
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(CSDaV) (FEICHTENBERGER et al., 2005; MACCHERONI et al., 2005). Apesar disso, 

a MSC afeta laranjas doces enxertadas sobre porta-enxerto de limão ‘Cravo’, ao 

contrário do que ocorre com a tristeza (GIMENES-FERNANDES; BASSANEZI, 2001).  

Para a MSC, o limão ‘Cravo’ desempenha o mesmo papel que a laranja azeda para a 

tristeza dos citros. 

A elevada disseminação e destruição da doença e sua capacidade de afetar 

plantas de laranja doce enxertadas em limão ‘Cravo’, que é hoje o principal porta-

enxerto no Brasil, torna a MSC uma importante ameaça à citricultura nacional, assim 

como a tristeza dos citros. Nesse contexto, torna-se extremamente importante a 

tentativa de se obter não apenas porta-enxertos, mas também copas de citros 

tolerantes à multiplicação do vírus da tristeza do citros.  

 

2.3 Transformação genética de plantas para resistência a doenças causadas por 

vírus   

 

 A transformação genética se destaca como uma importante ferramenta para o 

melhoramento de plantas, permitindo a introdução ao genoma de genes responsáveis 

por características específicas, mantendo as qualidades já existentes na variedade. 

Além disso, seus produtos podem apresentar vantagens ecológicas, agronômicas e 

econômicas para a produção agrícola, como aumento de produtividade, controle de 

plantas invasoras, resistência a pragas e doenças e, conseqüentemente, redução dos 

custos de produção. Desse modo, a transformação genética de plantas é considerada 

uma boa alternativa para a obtenção de novas variedades resistentes a doenças.  

 Existem atualmente diversas estratégias para a obtenção de plantas 

transgênicas resistentes a doenças. Entre essas estratégias temos o uso de genes R 

de resistência, genes não vegetais que codificam proteínas antibacterianas, genes que 

estimulam o sistema de defesa da planta, genes relacionados à patogênese e o uso da 

resistência derivada do patógeno (COLLINGE; LUND; THORDAL-CHRISTENSEN, 

2008). Segundo os autores, o que tem se observado até o momento é uma grande 

dificuldade em se obter plantas transgênicas resistentes a fungos e bactérias. Por outro 
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lado, diversos resultados de pesquisas mostram que as estratégias para resistência de 

plantas transgênicas a vírus funcionam efetivamente.       

Para a resistência a vírus, a aplicação do conceito de resistência derivada do 

patógeno (PDR), proposto por Sanford e Johnston (1985) pode ser considerada a 

estratégia padrão. De acordo com esses autores, a resistência do hospedeiro ao 

patógeno pode ser obtida pela introdução de genes específicos do próprio patógeno ao 

genoma do hospedeiro. A resistência pode ser alcançada de duas formas: pela 

expressão de proteínas, como nos casos de expressão dos genes das proteínas da 

capa protéica, de replicação ou de movimento do vírus, ou pelo RNA, sem que haja 

necessidade de expressão da proteína, como no caso do silenciamento gênico.  

As primeiras plantas transformadas aplicando-se a PDR foram obtidas em 1986 

por Powell-Abel et al., que obtiveram plantas transgênicas de tabaco expressando o 

gene da capa protéica do Tobacco mosaic virus (TMV). Desde então, essa estratégia 

de engenharia genética para resistência a vírus se mostrou aplicável para mais de 20 

espécies de vírus em diferentes espécies de hospedeiros (BEACHY, 1997). Muitas 

plantas expressando a CP de vírus de RNA têm mostrado uma alta resistência a esses 

vírus, a qual só é quebrada com uma elevada inoculação de RNA viral desencapsulado 

(BAULCOMBE, 1996; GOLDBACH; BUCHER; PRINS, 2003). Alguns autores sugerem 

que essa resistência está relacionada com a ligação entre a capa protéica e os 

mecanismos de replicação e translocação dos vírus (BEACHY; LOESCHFRIES; 

TUMER, 1990; BAULCOMBE, 1996; GOLDBACH; BUCHER; PRINS, 2003). Outros 

indicam como fonte da resistência as interações moleculares entre subunidades da 

capa protéica, ocasionando uma desestabilização da partícula viral (BENDAHMANE et 

al., 1997).  

O restabelecimento da cultura do mamoeiro no Havaí, pelo cultivo comercial de 

plantas transgênicas, é um dos exemplos de sucesso dessa técnica. A obtenção das 

plantas de mamão transgênicas resistentes ao Papaya ringspot virus (PRSV) foi 

possível graças à introdução do gene da capa protéica do mesmo vírus ao genoma das 

plantas (FITCH et al., 1992). Em 1995, Tricoli et al. desenvolveram uma linhagem de 

plantas transgênicas de abobrinha-de-moita, resistentes ao Cucumber mosaic virus 

(CMV), ao Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV) e ao Watermelon mosaic virus - 2 
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(WMV-2) (TRICOLI et al., 1995), que foi aprovada para a comercialização nos Estados 

Unidos. No entanto, ela não permanece mais no mercado, pois se mostrou suscetível a 

outro vírus, o Papaya ringspot virus - type W (PRSV-W). Recentemente foi liberada, 

também nos Estados Unidos, uma variedade de ameixa modificada para expressar o 

gene responsável pela proteína do capsídeo do vírus Plump pox virus (PPV), 

mostrando alta resistência a esse vírus (CIB, 2008).    

Resultados promissores também vêm sendo obtidos em nível de pesquisa. São 

exemplos a transformação de plantas de tomateiro com a combinação de dois genes de 

capa protéica, representando os dois subgrupos do Cucumber mosaic virus (CMV), 

para resistência a esse vírus (KANIEWSKI et al., 1999) e a transformação de plantas de 

maracujazeiro com a capa protéica do Passion fruit woodiness virus (PWV) para 

resistência ao mesmo vírus (TREVISAN et al., 2006).  

No caso da resistência mediada por proteínas de replicação ou de movimento do 

vírus, sabe-se que tais moléculas entram em competição com a proteína funcional 

produzida pelo vírus, diminuindo o movimento do vírus entre as células e resultando em 

resistência, pois impede que o vírus se estabeleça ou atrasa o aparecimento dos 

sintomas causados pela virose nas plantas infectadas (BAULCOMBE, 1996). Mutantes 

da proteína de movimento do TMV têm conferido proteção contra viroses como as 

causadas por cucumovírus e tobramovírus, além da própria tobamovirose (COOPER et 

al., 1995; BAULCOMBE, 1996). 

Em 1992, foi demonstrado que nem sempre era necessária a expressão da 

proteína para o funcionamento do mecanismo de defesa das plantas, sendo que 

construções não traduzidas corretamente também eram capazes de conferir resistência 

a vírus. Os autores descreveram plantas transgênicas de tabaco contendo um gene 

modificado da capa protéica do Tobacco etch virus (TEV) pela introdução de três 

códons de parada imediatamente após o códon de iniciação AUG. Tais plantas 

expressaram um mRNA instável correspondente a capa protéica do TEV e 

aproximadamente 40% dessas linhagens foram altamente resistentes ao TEV (LINDBO; 

DOUGHERTY, 1992). Esse tipo de resistência é conhecido como resistência mediada 

por RNA. É um tipo de inibição da ação do vírus por competitividade entre as partículas 

virais e o transgene ou o seu transcrito. A competição dificulta a replicação e o 
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desenvolvimento do vírus na planta infectada. Isso ocorre quando o transgene 

especifica um RNA defectivo interferente ou RNA antisenso, ou a partir do uso de RNA-

satélite (BAULCOMBE, 1996; VAN DEN BOOGAART; LOMONOSSOFF; DAVIES, 

1998).  

Muitas vezes, a infecção por vírus ocasiona o silenciamento do transgene 

homólogo e esse silenciamento pode ocasionar a resistência contra vírus homólogos. O 

silenciamento gênico é definido como sendo uma série de mecanismos moleculares 

envolvidos no sistema de defesa de organismos contra vírus e material genético (ácidos 

nucléicos) invasor, pela supressão de genes específicos (WASSENEGGER, 2002; 

SOUZA; MENDES; MOURÃO FILHO, 2007). Por meio desses mecanismos, a 

expressão de um ou mais genes é regulada negativamente (ZERBINI; ALFENAS; 

ANDRADE, 2005).  

O silenciamento é a estratégia predominante em trabalhos envolvendo 

resistência transgênica a vírus de plantas (COLLINGE; LUND; THORDAL-

CHRISTENSEN, 2008). A evidência de que o silenciamento é um mecanismo de defesa 

de plantas contra vírus é o fato de que os vírus podem induzir e também são alvos do 

silenciamento (ZERBINI; ALFENAS; ANDRADE, 2005). Através dessa estratégia, as 

plantas respondem à invasão de patógenos regulando a expressão dos genes do 

patógeno em nível transcricional (SGT), em que ocorre uma metilação na região 

promotora bloqueando a transcrição, e pós-transcricional (PTGS), em que ocorre 

degradação do RNA após a transcrição, sem que ocorra a tradução (AL-KAFF et al., 

1998; FAGARD; VAUCHERET, 2000). Algumas pesquisas demonstraram que o 

mecanismo pós-transcricional funciona em nível de RNA e, por isso, tem o potencial de 

suprimir o acúmulo de RNA viral que tem identidade seqüencial com o transgene 

silenciado (INGELBRECHT et al., 1994; NIEBEL et al., 1995). Em 1998, FIRE et al. 

demonstraram que a formação de um RNA de fita dupla (dsRNA), uma forma artificial 

de RNA que não ocorre naturalmente em células, está relacionada com essa estratégia 

(FIRE et al., 1998). O silenciamento pode se deslocar no interior da planta, pelo floema, 

a longas distâncias, ou de célula a célula (GURA, 2000). 

Os estudos com silenciamento gênico em plantas foram iniciados na década de 

90 do século passado, quando tentou-se aumentar a expressão de uma enzima chave 
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na síntese de antocianinas, flavonóides responsáveis pela coloração de flores. Foi 

introduzido o gene quimérico da enzima em petúnias na tentativa de se obter uma 

coloração mais intensa das pétalas. Inesperadamente, o gene introduzido produziu 

flores totalmente brancas ou variegadas. Houve uma inibição da expressão 

(silenciamento) do transgene e de um gene endógeno com homologia ao transgene 

(NAPOLI; LEMIEUX; JORGENSEN, 1990).  O fenômeno ficou conhecido como co-

supressão, termo aplicado ao silenciamento pela ação do RNA de um transgene, onde 

há supressão conjunta do transgene e do gene endógeno (BAULCOMBE, 2002). 

Desde o início das pesquisas com silenciamento gênico, muitos pesquisadores 

têm demonstrado que a infecção de plantas transgênicas por vírus pode ativar o 

mecanismo do silenciamento gênico. Plantas de tabaco foram transformadas com uma 

construção contendo proteínas virais do Potato virus X (PVX) e obtiveram diversos 

fenótipos atribuídos ao silenciamento gênico. As plantas que tiveram seus transgenes 

silenciados foram as mais resistentes ao vírus (ANGELL; BAULCOMBE, 1997). Plantas 

de batata contendo um transgene derivado do TEV foram inoculadas com o Potato virus 

Y (PVY). Apesar do transgene não ser traduzido, as plantas se mostraram imunes ao 

vírus, resultado atribuído ao silenciamento (WATERHOUSE; GRAHAM; WANG, 1998). 

Diversos outros trabalhos têm demonstrado, em espécies de plantas transformadas 

com fragmentos de vírus, a resistência ao vírus pela “recuperação” ou imunidade das 

plantas. Outros exemplos são plantas de tabaco transformadas com cDNA genômico de 

TMV resistentes a infecção do mesmo vírus (YAMAYA et al., 1988), plantas de Brassica 

napus transformadas para resistência ao Cauliflower mosaic virus (CaMV) (AL-KAFF et 

al., 1998), indução de defesa mediada por RNA com a infecção de plantas transgênicas 

de Nicotiana benthamiana pelo PVX e pelo Tobacco rattle virus (TRV) (RATCLIFF; 

MACFARIANE; BAULCOMBE, 1999), resistência ao CTV mediada por PTGS em 

plantas transgênicas de Nicotiana benthamiana (ROY et al., 2006) e plantas de feijoeiro 

contendo uma construção genética com o hairpin do gene AC1 do Bean golden mosaic 

virus (BGMV) para resistência a esse mesmo vírus (BONFIM, et al., 2007). A maioria 

das plantas transgênicas resistentes a vírus apresenta o PTGS, ou seja, o transgene 

não afeta a transcrição do loco do gene, mas apenas causa a degradação de 

seqüências específicas de mRNAs alvos (YU; KUMAR, 2003). 
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Apesar de o silenciamento funcionar por meio de diversas rotas, quase todos os 

organismos eucariotos têm um mecanismo de silenciamento que é ativado por dsRNA e 

usa enzimas do tipo RNAse III, chamadas Dicers, para processar o dsRNA em 

pequenas moléculas com aproximadamente 21 a 24 nucleotídeos, conhecidas como 

microRNAs (miRNAs). Esses microRNAs guiam a destruição ou a inibição da tradução 

do mRNA alvo por um complexo de endonucleases chamado RISC (BERNSTEIN et al., 

2001; WATERHOUSE, 2001; 2006; VOINNET, 2005).     

A transformação genética integrada com a biologia molecular se destaca como 

uma importante alternativa para a obtenção de novos cultivares de plantas cítricas 

resistentes a patógenos. Vale ressaltar que, apesar de ser usado em diversos países 

há mais de cem anos para se obter plantas com melhores características agronômicas 

e culturais, como resistência a doenças (SOOST; CAMERON, 1975), o melhoramento 

convencional de plantas cítricas não vêm obtendo resultados promissores. Isso se deve 

a complexas características reprodutivas intrínsecas à cultura, como longo período 

juvenil, poliembrionia nucelar e, principalmente, a heterozigose (GROSSER; GMITTER, 

1990). 

No final da década de 80 do século passado, foram obtidas as primeiras plantas 

transgênicas de citros. Os autores procederam a transformação de protoplastos de 

laranja doce por meio de PEG para a inserção direta de DNA (KOBAYASHI; 

UCHIMIYA, 1989). 

Diversos são os relatos de trabalhos bem sucedidos com plantas de citros 

transgênicas para resistência a vírus, sendo que a técnica mais utilizada para a 

transformação é a via Agrobacterium. O primeiro relato de um transgene importante na 

agricultura sendo expresso em Citrus deu-se em 1997, quando pesquisadores 

obtiveram C. aurantium e C. aurantifolia com o gene da capa protéica do CTV integrado 

e sendo expresso nessas plantas (GUTIÉRREZ-E; LUTH; MOORE, 1997). No século 

atual já foram obtidas, por exemplo, plantas transgênicas de C. aurantifolia contendo o 

gene p25 da capa protéica do CTV (DOMÍNGUEZ et al., 2000; DOMÍNGUEZ et al., 

2002a; DOMÍNGUEZ et al., 2002b; FAGOAGA et al., 2005; FAGOAGA et al., 2006), de 

Citrus paradisi contendo uma construção com o gene Ctv de resistência ao CTV (RAI, 

2006), de limão ‘Cravo’, laranja azeda e cultivares de laranja doce com o gene ou 
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fragmentos do gene da capa protéica do CTV (SCHINOR, 2006), de laranja doce 

contendo o gene da capa protéica do Citrus psorosis virus (CPsV) (ZANEK et al., 2008) 

e de Citrus paradisi com diferentes construções contendo o gene da capa protéica de 

diversas estirpes do CTV (FEBRES; LEE; MOORE, 2008). Dessas plantas, as que já 

foram avaliadas quanto a resistência aos diversos vírus, apresentaram resultados 

promissores. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Material Vegetal  

 

 O material vegetal constituiu-se de trinta linhagens transgênicas de Citrus 

sinensis cv. ‘Valência’, contendo seqüencias gênicas que podem influenciar a 

resistência ao CTV. Como controle positivo e negativo foram utilizadas plantas de 

laranja ‘Valência’ e de lima ácida ‘Galego’ (Citrus aurantiifolia (Christm.) Swingle) não 

transgênicas, fornecidas pelo Centro de Citricultura Sylvio Moreira. 

 Foram avaliadas dez plantas matrizes (To) de cada uma das três construções 

gênicas descritas a seguir: 

 

• pCTV-CP: contendo o gene da capa protéica do vírus da tristeza dos citros, com 

684 pb, dirigido pelo promotor 35S, com o gene de seleção nptII, que confere 

resistência ao antibiótico canamicina e o gene repórter GUS. 

 

• pCTV-SC: contendo uma seqüência conservada clonada de diferentes isolados 

do vírus da tristeza dos citros, próximo à extremidade 3' do genoma, compreendendo 

uma parte do gene da proteína p23 e uma parte da região 3' não traduzida, com 559 pb, 

dirigida pelo promotor 35S, com o gene de seleção nptII e o gene repórter GUS. 
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• pCTV-dsCP: contendo repetições no sentido sense e antisense do gene da capa 

protéica do vírus da tristeza dos citros, com 684 pb, separadas por intron do gene da 

quitinase de citros, dirigidas pelo promotor 35S, com o gene de seleção nptII e o gene 

repórter GUS. 

 

  

3.2 Caracterização molecular das plantas matrizes 

 

 As plantas transgênicas foram analisadas por Southern blot e RT-PCR, para 

confirmação da integração e transcrição do transgene. 

 

3.2.1 Extração de DNA e análise de Southern blot 

 

O DNA total das plantas matrizes foi extraído pelo método de Doyle & Doyle 

(1991), usando CTAB e incluindo-se lavagens com fenol e clorofórmio-álcool isoamílico 

e precipitação com acetato de amônio. Constatada a integridade e qualidade do DNA 

extraído, este foi quantificado por fluorometria (“QubitTM Fluorometer”; kit “Quant-iTTM 

DNA assay kit”, Invitrogen).  

 Para realizar a análise de Southern blot, uma amostra de 60 µg desse DNA foi 

submetida à digestão com a enzima de restrição BamHI, por um período mínimo de 16 

h. Os fragmentos gerados foram separados em gel de agarose (1%), por eletroforese. O 

produto da reação de digestão foi transferido para membrana de nylon Hybond-N+ (GE 

Healthcare) e fixado a 80 oC, por 90 a 120 min.  

 As sondas para hibridização foram preparadas por PCR. Os fragmentos 

amplificados foram separados por eletroforese em gel de agarose (1%) e purificados 

com o auxílio do kit “QIAEX® II Gel Extraction” (Qiagen). A marcação da sonda e a 

detecção da hibridização foram realizadas com o auxílio do kit “Gene ImagesTM 
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Random Primer Labelling Module” e “AlkPhos Direct Labelling Reagents” (GE 

Healthcare), seguindo-se as orientações do fabricante. 

 Após a marcação, as sondas foram hibridizadas (60 ºC) contra o DNA 

impregnado na membrana, seguindo de lavagens de estringência (60 ºC). A detecção 

das sondas hibridizadas na membrana foi realizada com auxílio do kit “CDP-StarTM 

Detection Reagent” (GE Healthcare).  

  

3.2.2  Extração de RNA e análise de RT-PCR 

 

A extração de RNA total foi realizada utilizando-se o produto comercial TRIzol 

(Invitrogen), seguindo-se as recomendações do fabricante. Constatada a integridade e 

qualidade do RNA extraído, este foi quantificado por fluorometria (“QubitTM 

Fluorometer”; kit “Quant-iTTM RNA assay kit”, Invitrogen). 

 Após a quantificação, foi feita a transcrição reversa (RT) das amostras de RNA 

total com “primers” específicos para detecção dos genes em estudo seguida de 

amplificação por PCR (RT-PCR). Para tanto, 5 µg de RNA foi tratado com a enzima 

“RQI RNase-free DNase” (Promega). Para a reação de transcrição reversa foram 

utilizadas as enzimas transcriptases reversa “SuperScriptTM II Reverse Transcriptase” 

(Invitrogen) ou “ImProm-II™ Reverse Transcription System” (Promega) e para a 

amplificação, a enzima “Taq DNA Polymerase” (Invitrogen). Foram utilizados para a 

reação 1,8 µg de RNA total, tratado com DNAse juntamente com “primers” específicos 

para os transgenes em estudo. O cDNA gerado a partir desta reação, em um volume de 

1 µL da reação de transcrição reversa contendo 0,08 µg de RNA total, foi então 

submetido a reação de PCR e seu produto separado por eletroforese em gel de 

agarose (1%) corado com brometo de etídeo, visualizado e fotografado em 

transiluminadores UV. 

  

3.3 Propagação das plantas matrizes 

 

A propagação das 30 matrizes transgênicas foi realizada por enxertia em T 

invertido em porta-enxerto limão ‘Cravo’ (Citrus limonia (L.) Osb.), obtidos em viveiros 
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comerciais, e em porta-enxertos de laranja azeda (Citrus aurantium L.), produzidos a 

partir de sementes da variedade ‘São Paulo’, obtidas na Empresa Citrograf. Foram 

propagadas 10 borbulhas de cada planta matriz transgênica no porta-enxerto limão 

‘Cravo’. Das plantas desenvolvidas, cinco foram utilizadas para inoculação do CTV por 

enxertia, e as outras cinco foram utilizadas para inoculação do CTV com o vetor 

Toxoptera citricida. Para o porta-enxerto laranja azeda foram enxertadas cinco 

borbulhas de cada planta matriz, as quais foram utilizadas apenas para a inoculação do 

CTV com o vetor. Foram propagadas também 20 borbulhas no porta-enxerto limão 

‘Cravo’ e 10 borbulhas no porta-enxerto laranja azeda das variedades ‘Valência’ e lima 

ácida ‘Galego’, as quais foram utilizadas como controle positivo e negativo nos 

experimentos.  

 Após a propagação, as plantas foram monitoradas constantemente para 

averiguar o “pegamento” dos enxertos. Aproximadamente um mês após a enxertia, 

foram retirados os fitilhos protetores das borbulhas e realizada a poda da parte aérea 

do porta-enxerto, estimulando o desenvolvimento da borbulha. 

 As matrizes e as plantas propagadas foram mantidas em condições de casa-de-

vegetação, recebendo adubações periódicas com nitrato de cálcio e com Osmocote 

(22-04-08). Além disso, foram feitas avaliações periódicas para detectar a presença de 

pragas e doenças e para realizar podas, retirando brotações indesejáveis. 

 

3.4  Inoculação das plantas transgênicas com CTV  

  

Após quatro meses de desenvolvimento normal dos clones, foram iniciadas as 

inoculações com o patógeno. A inoculação do vírus nas plantas transgênicas 

propagadas foi feita por enxertia com borbulhas provenientes de plantas infectadas com 

o CTV e com o vetor Toxoptera citricida infectado com o CTV. 

  

3.4.1  Inoculação por enxertia  

 

Foram inoculadas por enxertia três clones de cada planta matriz transgênica, 

enxertados em porta-enxerto limão ‘Cravo’. Quando a copa transgênica apresentou 
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entre 30 e 40 cm de comprimento (em torno de quatro meses após a propagação do 

material transgênico), inoculou-se o CTV pela enxertia de tecido infectado. Como 

inóculo foram utilizadas borbulhas de laranja ‘Pêra’ (Citrus sinensis L. Osbeck) 

infectadas com o isolado CTV-IAC, fornecidas pelo Centro APTA Citros Sylvio Moreira, 

IAC, Cordeirópolis-SP. Foram enxertadas duas borbulhas infectadas, em T invertido, no 

porta-enxerto, abaixo do ponto de enxertia do enxerto transgênico ou controle. Os 

fitilhos foram retirados 30 dias após a enxertia das borbulhas infectadas. 

 

3.4.2 Inoculação pelo vetor Toxoptera citricida 

 

Foram inoculados com o inseto vetor seis clones de cada planta matriz 

transgênica, sendo três enxertados em porta-enxerto de limão ‘Cravo’ e três em laranja 

azeda. Como controle positivo utilizou-se 12 plantas de ‘Valência’ não-transgênicas, 

sendo seis enxertadas sobre limão ‘Cravo’ e seis sobre laranja azeda. Os vetores 

utilizados foram os afídeos da espécie Toxoptera citricida. Indivíduos desta espécie 

foram coletados na natureza para iniciar a colônia. Estes foram desenvolvidos e 

multiplicados em plantas fontes de CTV, obtendo-se assim uma colônia infectada. Os 

pulgões utilizados foram analisados e identificados como Toxoptera citricida (Kirkaldy), 

com a supervisão do pesquisador Dr. Valdir Yuki, do Instituto Agronômico de Campinas. 

O isolado de CTV utilizado também foi o CTV-IAC. Os insetos foram mantidos em 

constante desenvolvimento e multiplicação em plantas contaminadas com CTV, dentro 

de casa de vegetação. 

Foram feitas três inoculações com intervalos de sete dias entre elas, sendo que 

em cada inoculação aproximadamente 20 pulgões foram transferidos das plantas CTV 

positivas (colônias) para cada clone ou planta controle. Após cada inoculação fez-se o 

ELISA das plantas usadas como controle, sendo que, apenas após a terceira 

inoculação foi possível obter todas as plantas controle com altos valores de presença 

do vírus, considerando-se a inoculação altamente eficiente. Os pulgões eram mantidos 

nas plantas por um período de 48 horas e retirados com um forte jato de água. 
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3.5 Avaliação das plantas inoculadas 

  

A detecção da replicação do CTV nas plantas transgênicas foi realizada no 

Laboratório de Imunologia e Microbiologia do Instituto de Biologia da Universidade 

Estadual de Campinas, sob a supervisão da Profa. Dra. Dagmar Ruth Stach-Machado 

Para tanto, foi realizado o teste serológico de ELISA sanduíche indireto. Foram 

utilizados para a detecção do vírus um antissoro policlonal contra CTV e um anticorpo 

monoclonal contra a proteína da capa protéica do isolado CTV-IAC.  

 Para a extração da proteína, foram maceradas 0,4 g de nervuras de folhas em 2 

mL de tampão PBST (Phosphate buffer solution; TWEEN®), contendo 2% de 

polivinilpirolidona. Em seguida, o macerado foi centrifugado (4800 g, 20 min).  

 Para as análises de ELISA, as placas foram sensibilizadas por no mínimo 12 h, a 

4 ºC, com 100 µL, por poço, com antissoro policlonal e em seguida foram feitas três 

lavagens, com 300 µL por poço, com tampão PBST. As placas foram bloqueadas por 1 

h, a 37 ºC, com leite desnatado em pó (200 µL por poço), diluído em tampão PBS 

(Phosphate buffer solution), o qual é descartado em seguida por aspiração dos poços. 

Aplicou-se então 100 µL, por poço, do sobrenadante obtido na extração e incubou-se a 

placa por no mínimo 12 h, a 4 ºC. Nova seqüência de três lavagens com PBST foi 

realizada. Após, o anticorpo monoclonal foi aplicado numa quantidade de100 µL, por 

poço, numa diluição de 1:1000, em tampão PBS, e a placa foi novamente incubada a 

37 ºC, por 2 h, passando por outra série de lavagens logo em seguida. Aplicou-se 100 

µL, por poço, de anti-IgG de camundongo na diluição de 1:15000 em PBS e incubou-se 

por 1 h, a 37 ºC. Realizou-se nova seqüência de três lavagens com PBST. Para 

revelação foi utilizada uma solução de paranitro fenil fosfato (1 mg/mL) em tampão 

substrato (pH 9,82), com incubação de 1 h, à temperatura ambiente. Por fim, as placas 

foram avaliadas em leitor de ELISA (405 nm).  

 Foi determinada a presença do vírus pelo teste de ELISA, 4 semanas após a 

inoculação do CTV. Analisou-se 3 clones de cada uma das plantas transgênicas 

enxertadas sobre limão ‘Cravo’ e inoculadas por enxertia;  3 clones de cada uma das 

plantas transgênicas enxertadas sobre limão ‘Cravo’ e inoculadas com o vetor;  3 clones 

de cada uma das plantas transgênicas enxertadas sobre laranja azeda e inoculadas 
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com o vetor; e 3 clones de cada um dos controles positivos e negativos (laranja doce 

‘Valência’ e lima ácida ‘Galego’ não transgênicas inoculados – controle positivo – e não 

inoculados – controle negativo). 

 

3.6 Análise de microscopia eletrônica 

 

Foram feitas análises de microscopia eletrônica de transmissão no Laboratório 

de Histopatologia Vegetal do CENA/USP e no Núcelo de Apoio à Pesquisa em 

Microscopia Eletrônica Aplicada à Pesquisa Agropecuária da ESALQ/USP, sob a 

supervisão da Prof. Dra. Neusa de Lima Nogueira. Tais análises foram realizadas em 

amostras de folhas de três clones das plantas matrizes transgênicas de ‘Valência’ 

inoculadas por enxertia com o CTV, para se avaliar a presença do patógeno causador 

da tristeza dos citros nas plantas inoculadas. Pequenas porções de tecidos (1 x 2 mm) 

de folhas foram fixadas em solução de Karnovsky modificado: glutaraldeído 2% , 

paraformaldeído 2%, cloreto de cálcio 5 mM em tampão cacodilato de sódio (0,05 M PH 

7,2), por 1 h. Em seguida foram lavadas em tampão cacodilato 0,1 M e fixadas por 1 h 

com tetróxido de ósmio 1% em tampão cacodilato de sódio 0,1 M. Após passar por 

rápidas lavagens com solução salina 0,9%, foram coradas “em bloco” com acetato de 

uranila 2,5% em água, por 16 h, e desidratadas com séries crescentes de acetona em 

água (25, 50 e 75%), por 5 min cada série, seguidas por 2 tratamentos com acetona 

90% (10 min) e 3 tratamentos com acetona pura (20 min). Posteriormente os espécimes 

foram incluídos em resina Epon ou Spurr. Os cortes ultrafinos (60 - 90 nm) foram 

depositados em telas de cobre recobertas com formvar (TAAB Laboratories), 

contrastados com acetato de uranila 2,5% e citrato de chumbo (REYNOLDS, 1963). 

Tais cortes foram examinados ao microscópio eletrônico (Zeiss EM-900) e fotografados. 

As fotos obtidas foram analisadas, identificando-se a presença ou não de partículas e 

inclusões do patógeno. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Caracterização molecular das plantas 

 As plantas matrizes utilizadas nos experimentos foram identificadas como 

transgênicas por PCR. Para confirmação da integração do transgene foram realizadas 

análises de Southern blot com digestão do DNA genômico com a enzima de restrição 

BamHI e hibridização com as sondas dos genes da capa protéica do CTV e da região 

conservada do CTV (Figura 1). A integração das seqüências transgênicas foi 

confirmada para todas as linhagens contendo o gene da capa protéica e da seqüência 

conservada do CTV e para seis linhagens contendo a seqüência hairpin (Figura 1).  

Pela análise dos resultados do Southern blot é possível verificar que as plantas 

transgênicas são provenientes de diferentes eventos de transformação genética e 

possuem de 1 a 3 eventos de inserção do transgene (Figura 1). Não foi constatada 

hibridização nas amostras de DNA das plantas não transgênicas, utilizadas como 

controle, em todas as analises realizadas. Plantas geneticamente transformadas 

apresentando mais de um evento de inserção é fato constantemente observado em 

trabalhos com plantas cítricas como plantas de Citrus aurantifolia transformadas com o 

gene da capa protéica do CTV (DOMÍNGUEZ et al., 2000), plantas de Poncirus trifoliata 

com integração do gene Ctv (RAI, 2006) e plantas de citrange Carrizo transformadas 

para expressar em alto grau uma enzima chave na biossíntese de giberelinas 

(FAGOAGA et al., 2007). 

 Depois de obter a confirmação da integração do transgenes nas plantas 

matrizes, foram feitas análises de RT-PCR para detectar a presença de RNA 

mensageiro relativo ao transgene. Das 10 matrizes transgênicas avaliadas contendo a 

construção gênica pCTV-CP, em apenas uma (CP6) não foi possível detectar a 

presença de RNA mensageiro, mostrando que o transgene está sendo transcrito nas 

outras 9 plantas. Todas as matrizes contendo a construção pCTV-SC mostraram a 

transcrição do transgene. Para as matrizes contendo a construção pCTV-dsCP, com 

exceção de apenas uma que obteve um sinal fraco (DS4), não foi possível detectar a 

transcrição do transgene (Figura 2). As plantas contendo a construção pCTV-dsCP não 

apresentaram ou apresentaram apenas sinais baixos da expressão do transgene 
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provavelmente porque a construção hairpin pode formar RNAs fita dupla que são 

processados em pequenas moléculas com aproximadamente 21 a 24 nucleotídeos, 

conhecidas como microRNAs pela enzima DICER, desencadeando o processo de 

silenciamento gênico. A adição à reação de PCR de uma amostra de RNA tratado com 

DNAse, a qual não apresentou amplificação do transgene, comprovou a ausência de 

contaminação com DNA  no material (Figura 2). Outros pesquisadores também 

obtiveram plantas transgênicas para resistência a vírus contendo construções hairpin 

como ameixeiras resistentes ao PPV (ZHANG et al., 2006) e feijoeiro resistente ao 

BGMV (BONFIM et al., 2007). 
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Figura 1 – Análises de Southern blot das linhagens transgênicas. + = controle positivo (sonda não 

marcada); - = controle negativo constituído de planta de laranja ‘Valência’ não-transgênica; 

CP1 - CP10 = plantas obtidas em experimentos de transformação genética com a construção 

gênica pCTV-CP; SC1 - SC10 = plantas obtidas em experimentos de transformação genética 

com a construção gênica pCTV-SC; DS1 - DS10 = plantas obtidas em experimentos de 

transformação genética com a construção gênica pCTV-dsCP 
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Figura 2 – Análises de RT-PCR das linhagens transgênicas. M = marcador; B = branco; + = controle 

positivo constituído de amostra de DNA de planta transgênica contendo o gene da capa 

protéica do CTV; - = controle negativo constituído de cDNA de planta de laranja ‘Valência’ 

não-transgênica; CP1 - CP10 = plantas obtidas em experimentos de transformação genética 

com a construção gênica pCTV-CP; SC1 - SC10 = plantas obtidas em experimentos de 

transformação genética com a construção gênica pCTV-SC; DS1 - DS10 = plantas obtidas em 

experimentos de transformação genética com a construção gênica pCTV-dsCP.; RNA = 

amostra de RNA tratada com DNAse 
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4.2 Propagação das plantas 

 

Cada uma das 30 plantas matrizes foi propagada por enxertia, em dez repetições 

no porta-enxerto limão ‘Cravo’, e em cinco repetições no porta-enxerto laranja azeda 

(Figura 3). Desses clones, 60% foram utilizados para os testes de avaliação da 

resistência ao CTV. A poda da parte aérea dos porta-enxertos, para estimular a 

brotação das borbulhas, e a retirada dos fitilhos protetores foram feitas de 25 a 30 dias 

após a enxertia avaliando-se o “pegamento” das borbulhas, observando-se uma 

eficiência na propagação das plantas de 97% para as plantas enxertadas em limão 

‘Cravo’ (9 clones não desenvolveram) e de 88% para as enxertadas em laranja azeda 

(18 clones não desenvolveram).  

 
Figura 3 – Propagação das linhagens transgênicas. a) Borbulha recém-enxertada em porta-enxerto limão 

‘Cravo’ e protegida por fitilho de plástico. b) Plantas do porta-enxerto limão ‘Cravo’ recém-

enxertadas. c) Desenvolvimento de borbulha transgênica, 2 meses após a enxertia 

 

 

 

 

 

A B C 
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4.3 Avaliação da resistência à infecção do vírus da tristeza dos citros nas plantas 

inoculadas 

 

Após quatro meses de desenvolvimento normal dos clones, foram iniciadas as 

inoculações com o patógeno. As inoculações foram feitas por enxertia de borbulhas 

provenientes de plantas infectadas com o CTV ou por pulgões da espécie Toxoptera 

citricida contaminados com o CTV (Figura 4). Esses insetos foram mantidos em 

constante desenvolvimento e multiplicação em plantas contaminadas com CTV, dentro 

de casa de vegetação, como mostra a Figura 4. 

 
Figura 4 – Inoculação do CTV. a) Borbulhas de laranja ‘Pêra’ infectadas com o isolado CTV-IAC e 

enxertadas no porta-enxerto limão ‘Cravo’ abaixo do ponto de enxertia. b) Clones de plantas 

transgênicas enxertadas em porta-enxerto limão ‘Cravo’ com o ramo transgênico tutorado 

com tutor de ferro, no ponto em que foram inoculadas por enxertia. c) Inoculação de plantas 

pelo vetor Toxoptera citricida. d) Colônias do vetor Toxoptera citricida mantidas em plantas 

contaminadas com CTV  

 

 Aproximadamente quatro semanas após as inoculações das plantas 

transgênicas foi feita a avaliação da presença e replicação do CTV nessas plantas. 

Para tanto, utilizou-se o teste serológico de ELISA sanduíche indireto, utilizando-se 

para a detecção do vírus um antissoro policlonal contra CTV e um anticorpo monoclonal 

contra a proteína da capa protéica do isolado CTV-IAC. Esta técnica é bastante 

A B C D 
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sensível, pois ao se usar antissoro policlonal para sensibilizar a placa há uma alta 

concentração da proteína a ser detectada pelo anticorpo monoclonal. 

 Em uma primeira fase, fez-se o teste de ELISA para três clones de cada uma das 

matrizes transgênicas, inoculados por enxertia. Nessas análises, todas as linhagens 

indicaram a presença do vírus em pelo menos dois dos três clones avaliados. Alguns 

clones acusaram baixos valores de absorbância a 450 nm, indicando baixa 

concentração do vírus. Para as matrizes transformadas com a construção gênica pCTV-

CP foi detectado 1 clone das matrizes CP2, CP3 e CP9 com baixos valores de 

absorbância (Figura 5). O mesmo foi observado para as matrizes contendo a 

construção pCTV-SC, em que as plantas SC7, SC8 e SC10 apresentaram 1 clone com 

baixos valores de absorbância cada (Figura 6). Já para as plantas contendo a 

construção pCTV-dsCP, as linhagens DS2, DS6 e DS9 apresentaram 1 clone e a DS7 

apresentou 2 clones com baixos valores de absorbância (Figura 7).  

O inóculo utilizado nessas plantas pode ter sido muito forte e com isso o vírus 

pode ter sobreposto a resistência das plantas transgênicas, que, na sua maioria, não 

foram resistentes. Alguns autores também defendem a teoria de que, sendo o porta-

enxerto limão ‘Cravo’ tolerante e suscetível ao CTV, o vírus pode se mover e replicar 

facilmente no porta-enxerto e chegar em altas concentrações na copa transgênica, 

sobrepondo a resistência oferecida pela construção gênica inserida no genoma dessas 

plantas (ZANEK et al., 2008).  

Numa segunda etapa, tentando-se refletir melhor as condições naturais em que 

as plantas são infectadas com o vírus, a análise da resistência das plantas transgênicas 

foi realizada pela inoculação do vírus pelo inseto vetor. 
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Figura 5 – Avaliação da concentração de vírus por meio de análises de ELISA das matrizes 

transformadas com a construção gênica pCTV-CP, após 4 semanas da inoculação com CTV 

por enxertia de material propagativo contaminado. CP1 - CP10 = plantas transgênicas. 

Controles = plantas de laranja doce ‘Valência’ não-transgênicas, sendo uma não-inoculada 

com CTV (controle negativo) e outra inoculada juntamente com os clones (controle positivo) 

 

-0,4

0,0

0,4

0,8

1,2

1,6

A
b

so
rb

ân
ci

a 
(4

50
 n

m
)

Plantas SC

3

6

8

12

15

18

21

24

27

30

32

SC 2

SC 1

SC 3

SC 5

SC 4

SC 6

SC 8

SC 7

SC 9

Controles

SC 10

 
Figura 6 – Avaliação da concentração de vírus por meio de análises de ELISA das matrizes 

transformadas com a construção gênica pCTV-SC, após 4 semanas da inoculação com CTV 

por enxertia de material propagativo contaminado. SC1 - SC10 = plantas transgênicas. 

Controles = plantas de laranja doce ‘Valência’ não-transgênicas, sendo uma não-inoculada 

com CTV (controle negativo) e outra inoculada juntamente com os clones (controle positivo) 
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Figura 7 – Avaliação da concentração de vírus por meio de análises de ELISA das matrizes 

transformadas com a construção gênica pCTV-DS após 4 semanas da inoculação com CTV 

por enxertia de material propagativo contaminado. DS1 - DS10 = plantas transgênicas. 

Controles = plantas de laranja doce ‘Valência’ não-transgênicas, sendo uma não-inoculada 

com CTV (controle negativo) e outra inoculada juntamente com os clones (controle positivo) 

 

Foram inoculados três clones de cada uma das 30 matrizes transgênicas e seis 

plantas de laranja ‘Valência’ não-transgênicas, enxertados sobre limão ‘Cravo’. Para se 

obter 100% de eficiência de inoculação das seis plantas utilizadas como controle, foram 

necessárias três inoculações com intervalos de sete dias entre elas, sendo que em 

cada inoculação foram utilizados aproximadamente 20 pulgões por planta transgênica e 

esses foram mantidos nas plantas por um período de 48 horas (Figura 8). As 

inoculações dos clones foram feitas simultaneamente com as inoculações das plantas 

utilizadas como controle, até a obtenção de 100% da presença do vírus nestas. 

Aproximadamente quatro semanas após a terceira inoculação com pulgões 

infectados com CTV foi realizado o teste de ELISA em todas as plantas (transgênicas e 

não transgênicas), o que mostrou maior número de plantas apresentando baixos 

valores de absorbância, comparando-se com os resultados da inoculação por enxertia 

de material propagativo contaminado. Foram observadas quatro matrizes que 

apresentaram seus três clones com baixos teores de absorbância, uma de cada uma 

das construções pCTV-CP (CP6) e pCTV-SC (SC4) e duas da construção pCTV-dsCP 
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(DS2 e DS9), sendo essas as mais propícias a apresentar resistência ao CTV. Todas as 

outras matrizes mostraram presença do vírus em pelo menos um de seus clones. 

Para as matrizes transformadas com a construção gênica pCTV-CP foram 

observados 16 clones das diferentes matrizes com baixos valores de absorbância, 

sendo que todas as matrizes apresentaram pelo menos um clone com baixa 

absorbância (Figura 9). Resultados semelhantes foram observados para as matrizes 

contendo a construção pCTV-SC, em que foram observados 17 clones com baixos 

valores de absorbância e todas as matrizes apresentaram pelo menos um desses 

clones (Figura 10). Já para as plantas contendo a construção pCTV-dsCP, observaram-

se 19 clones com baixas absorbâncias entre todas as matrizes, com exceção da planta 

DS1 que foi a única matriz enxertada sobre limão ‘Cravo’ e inoculada pelo pulgão que 

apresentou todos os seus clones com altos valores de absorbância (Figura 11). 
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Figura 8 – Avaliação da concentração de vírus por meio de análises de ELISA das 6 plantas de laranja 

doce ‘Valência’ não-transgênicas enxertadas sobre limão ‘Cravo’, utilizadas como controle nas 

inoculações com CTV pelo vetor Toxoptera citricida, após 4 semanas da última inoculação. 

VC1 - VC6 = plantas de ‘Valência’ enxertadas sobre limão ‘Cravo’. Controles = plantas de 

laranja doce ‘Valência’ não-transgênicas, sendo uma não-inoculada com CTV (controle 

negativo) e outra inoculada por enxertia (controle positivo) 
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Figura 9 – Avaliação da concentração de vírus por meio de análises de ELISA das matrizes 

transformadas com a construção gênica pCTV-CP e enxertadas sobre limão ‘Cravo’, após 4 

semanas da última inoculação com CTV pelo vetor Toxoptera citricida. CP1 - CP10 = plantas 

transgênicas. Controles = plantas de laranja doce ‘Valência’ não-transgênicas, sendo uma 

não-inoculada com CTV (controle negativo) e outra inoculada juntamente com os clones 

(controle positivo) 
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Figura 10 – Avaliação da concentração de vírus por meio de análises de ELISA das matrizes 

transformadas com a construção gênica pCTV-SC e enxertadas sobre limão ‘Cravo’, após 

4 semanas da última inoculação com CTV pelo vetor Toxoptera citricida. SC1 - SC10 = 

plantas transgênicas. Controles = plantas de laranja doce ‘Valência’ não-transgênicas, 

sendo uma não-inoculada com CTV (controle negativo) e outra inoculada juntamente com 

os clones (controle positivo) 
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Figura 11 – Avaliação da concentração de vírus por meio de análises de ELISA das matrizes 

transformadas com a construção gênica pCTV-DS e enxertadas sobre limão ‘Cravo’, após 

4 semanas da última inoculação com CTV pelo vetor Toxoptera citricida. DS1 -DS10 = 

plantas transgênicas. Controles = plantas de laranja doce ‘Valência’ não-transgênicas, 

sendo uma não-inoculada com CTV (controle negativo) e outra inoculada juntamente com 

os clones (controle positivo) 

 

Almejando avaliar o desempenho das plantas transgênicas enxertadas em outro 

porta-enxerto, partiu-se para nova etapa de análises de resistência das plantas 

transgênicas à infecção com o CTV, utilizando-se o porta-enxerto laranja azeda. Nessa 

nova etapa, foram inoculados com o vetor Toxoptera citricida contaminado com o CTV 3 

clones de cada uma das 30 matrizes transgênicas e 6 plantas de ‘Valência’ não-

transgênicas, enxertados sobre laranja azeda. Assim como para as plantas enxertadas 

sobre limão ‘Cravo’, foram feitas 3 inoculações com intervalos de 7 dias entre elas, 

sendo que em cada inoculação foram utilizados aproximadamente 20 pulgões por 

planta e esses foram mantidos nas plantas por um período de 48 horas, o que foi 

suficiente para se obter 100% de eficiência de inoculação das 6 plantas utilizadas como 

controle (Figura 12). 
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Figura 12 – Avaliação da concentração de vírus por meio de análises de ELISA das 6 plantas de laranja 

doce ‘Valência’ não-transgênicas enxertadas sobre laranja azeda, utilizadas como controle 

nas inoculações com CTV pelo vetor Toxoptera citricida, após 4 semanas da última 

inoculação. VA1 - VA6 = plantas de ‘Valência’ enxertadas sobre laranja azeda. Controles = 

plantas de laranja doce ‘Valência’ não-transgênicas, sendo uma não-inoculada com CTV 

(controle negativo) e outra inoculada por enxertia (controle positivo) 

 

Aproximadamente um mês após a última inoculação com o vetor, realizou-se o 

teste de ELISA. Foram observadas sete matrizes apresentando seus três clones com 

ausência ou baixos valores de partículas virais, sendo que dois contêm a construção 

pCTV-CP (CP2 e CP4), um contém a construção pCTV-SC (SC7) e quatro contêm a 

construção pCTV-dsCP (DS3, DS4, DS8 e DS9). As outras 23 matrizes apresentaram 

partículas do vírus em pelo menos um de seus três clones avaliados. Para as matrizes 

transformadas com a construção gênica pCTV-CP foram observados 17 clones 

pertencentes às 10 diferentes matrizes com baixos valores de absorbância (Figura 13). 

O mesmo foi observado para as matrizes contendo as construções pCTV-SC e pCTV-

dsCP, nas quais foram observados, respectivamente, 19 e 18 clones com baixos 

valores de absorbância, sendo que todas as matrizes apresentaram pelo menos um 

desses clones (Figuras 14 e 15, respectivamente). 
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Figura 13 – Avaliação da concentração de vírus por meio de análises de ELISA das matrizes 

transformadas com a construção gênica pCTV-CP e enxertadas sobre laranja azeda, após 

4 semanas da última inoculação com CTV pelo vetor Toxoptera citricida. CP1 - CP10 = 

plantas transgênicas. Controles = plantas de laranja doce ‘Valência’ não-transgênicas, 

sendo uma não-inoculada com CTV (controle negativo) e outra inoculada juntamente com 

os clones (controle positivo) 
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Figura 14 – Avaliação da concentração de vírus por meio de análises de ELISA das matrizes 

transformadas com a construção gênica pCTV-SC e enxertadas sobre laranja azeda, após 

4 semanas da última inoculação com CTV pelo vetor Toxoptera citricida. SC1 - SC10 = 

plantas transgênicas. Controles = plantas de laranja doce ‘Valência’ não-transgênicas, 

sendo uma não-inoculada com CTV (controle negativo) e outra inoculada juntamente com 

os clones (controle positivo) 
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Figura 15 – Avaliação da concentração de vírus por meio de análises de ELISA das matrizes 

transformadas com a construção gênica pCTV-DS e enxertadas sobre laranja azeda, após 

4 semanas da última inoculação com CTV pelo vetor Toxoptera citricida. DS1 - DS10 = 

plantas transgênicas. Controles = plantas de laranja doce ‘Valência’ não-transgênicas, 

sendo uma não-inoculada com CTV (controle negativo) e outra inoculada juntamente com 

os clones (controle positivo) 

 

Resultados semelhantes de resistência ao CTV de plantas cítricas transgênicas 

vêm sendo constatados por outros trabalhos. Pesquisadores investigaram a resistência 

ao CTV de plantas de Citrus aurantifolia expressando o gene que codifica a proteína 

p23 do CTV. Os clones das plantas transgênicas foram inoculados por afídeos ou por 

enxertia de borbulhas contaminadas e tiveram sua resistência avaliada pelo teste de 

ELISA. Os autores observaram alguns clones apresentando resistência ao CTV por 

silenciamento gênico pós-transcricional (FAGOAGA et al., 2006). Domínguez et al. 

(2002b) inocularam CTV por enxertia de borbulhas contaminadas em 42 linhagens 

transgênicas de Citrus aurantifolia expressando o gene que codifica a proteína p25 da 

capa protéica do vírus. Foram avaliados nessas plantas o desenvolvimento de sintomas 

e o acúmulo de vírus por ELISA. Os pesquisadores constataram clones resistentes ao 

CTV ou com retardo no acúmulo de vírus e no aparecimento de sintomas. 

Recentemente, utilizando inoculações por enxertia de borbulhas infectadas pelo vírus 

da tristeza dos citros e avaliações por ELISA e RT-PCR, foi relatada resistência ao CTV 
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em plantas transgênicas de pomelo contendo variadas construções derivadas do CTV 

(FEBRES; LEE; MOORE, 2008). 

 É importante destacar que para as três análises feitas (plantas enxertadas sobre 

limão ‘Cravo’ e inoculadas por enxertia; plantas enxertadas sobre limão ‘Cravo’ e 

inoculadas por pulgão; plantas enxertadas sobre laranja azeda e inoculadas por 

pulgão), as plantas contendo a construção pCTV-dsCP foram as que apresentaram os 

resultados mais promissores para resistência ao CTV (Figuras 7, 11 e 15). 

Todos os clones que apresentaram baixos valores de absorbância para o CTV 

deverão ser inoculados novamente com o vetor contaminado com o vírus para nova 

avaliação de resistência. 

Fato comum observado nos resultados foi uma variação na concentração do 

vírus entre clones de uma mesma planta transgênica, que receberam a mesma 

inoculação. Essa constatação também é reportada em outros experimentos de 

resistência de plantas transgênicas a vírus. Fagoaga et al. (2006) observaram que 

plantas transgênicas de Citrus aurantifolia apresentavam seus clones com respostas 

diferentes à inoculação com o vírus, sendo que alguns indicaram susceptibilidade e 

outros, imunidade. Plantas transgênicas de maracujazeiro contendo o gene da proteína 

capsidial do PWV receberam três inoculações mecânicas sucessivas com três isolados 

do vírus. Clones de todas as plantas apresentaram alguma resistência à infecção, mas 

apenas uma planta, nomeada T2, apresentou todos os seus clones com alta resistência 

ou imunidade ao vírus (TREVISAN et al., 2006). Domínguez et al. (2002b) obtiveram 

linhagens transgênicas de Citrus aurantifolia com 10 a 33% de seus clones com baixa 

concentração de vírus quando inoculadas com o CTV. Os autores sugerem que isso se 

deve à variação da dose de vírus recebida por cada planta, à distribuição aleatória do 

vírus nas plantas infectadas e ao nível variável de expressão do transgene. 

Com base nos resultados das análises realizadas foi possível indicar que não há 

uma relação entre o número de cópias do transgene inseridos no genoma das plantas e 

a resistência dessas plantas ao vírus, visto que as plantas que apresentaram 2 ou 3 

eventos de inserção (CP1, CP2, CP3, CP6 e CP9) apresentaram valores de 

absorbância nas avaliações de resistência semelhantes aos observados para as 

plantas que apresentaram apenas um evento de inserção. 
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Para observar partículas do CTV nas plantas transgênicas, foram feitas fotos 

digitalizadas no microscópio eletrônico de transmissão em secções de folhas de clones 

de plantas transformadas de ‘Valência’ contendo as três construções gênicas pCTV-CP, 

pCTV-SC e pCTV-DS (Figuras 15, 16 e 17, respectivamente). As análises 

ultraestruturais mostraram que os três clones inoculados apresentaram células 

infectadas e que nessas células o vírus estava presente na forma de partículas longas, 

flexuosas e desorganizadas e também como linhas mais organizadas, largas, paralelas 

e encurvadas. As análises revelaram os 3 tipos de inclusões induzidas pelo vírus: 

arranjos virais, inclusões fibrosas e acúmulo de vesículas citoplasmáticas, corroborando 

com os resultados de Zhou et al. (2002). 

 Apesar de não ter sido possível observar uma relação entre os resultados de 

avaliação da resistência ao CTV com inoculação com o pulgão vetor entre as matrizes 

transgênicas enxertadas sobre porta-enxerto limão ‘Cravo’ ou sobre porta-enxerto 

laranja azeda, algumas plantas foram consideradas promissoras para apresentarem 

resistência ao CTV, pois apresentaram baixos valores de presença do vírus quando 

enxertadas sobre os dois porta-enxertos. Entre as plantas contendo a construção 

pCTV-CP, a planta CP4 (2 clones com baixo valor de absorbância quando enxertada 

sobre limão ‘Cravo’ e 3 quando enxertada sobre laranja azeda) e as plantas CP6 e CP7 

(3 clones enxertados sobre limão ‘Cravo’ e 2 dos enxertados sobre laranja azeda com 

baixos valores de absorbância) podem ser consideradas promissoras. Para as plantas 

contendo a construção pCTV-SC, considerou-se promissoras as plantas SC4 (3 clones 

enxertados sobre limão ‘Cravo’ e 2 dos enxertados sobre laranja azeda com baixos 

valores de absorbância) e SC7 (todos os seus clones com baixos valores de presença 

de vírus). Já para as plantas contendo a construção pCTV-DS, foram consideradas 

promissoras as plantas DS9 (todos os seus clones com baixos valores de absorbância), 

DS10 (3 clones enxertados sobre limão ‘Cravo’ e 2 dos enxertados sobre laranja azeda 

com baixos valores de vírus) e DS3 e DS4 (2 clones enxertados sobre limão ‘Cravo’ 

com baixos valores de presença de CTV e todos os 3 enxertados sobre laranja azeda).  

Todos os clones que apresentaram baixos valores de absorbância serão 

inoculados novamente pelo pulgão e os que continuarem apresentando baixa presença 

do vírus terão seu desempenho frente ao CTV avaliado em campo.   
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Figura 16 – Micrografias eletrônicas de transmissão mostrando células do floema de folhas de plantas de 

Citrus sinensis cv. ‘Valência’ transgênicas (pCTV-CP) e infectadas com CTV. EDA = acúmulos 

eletro-densos; VA = arranjos virais; DV = partículas virais desorganizadas; VS = vesículas 
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Figura 17 – Micrografias eletrônicas de transmissão mostrando células do floema de folhas de plantas de 

Citrus sinensis cv. ‘Valência’ transgênicas (CTV-SC) e infectadas com CTV. EDA = acúmulos 

eletro-densos; VA = arranjos virais; DV = partículas virais desorganizadas; VS = vesículas; I = 

inclusões fibrosas 
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Figura 18 – Micrografias eletrônicas de transmissão mostrando células do floema de folhas de plantas de 

Citrus sinensis cv. ‘Valência’ transgênicas (pCTV-DS) e infectadas com CTV. EDA = acúmulos 

eletro-densos; VA = arranjos virais; DV = partículas virais desorganizadas; VS = vesículas 
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5 CONCLUSÕES 

 

 A inoculação do vírus da tristeza dos citros pela enxertia de borbulhas 

provenientes de plantas de citros contaminadas com esse vírus é muito drástica, o que 

não permite uma avaliação fiel da resistência das plantas ao CTV. 

A inoculação de clones das plantas transgênicas com o vírus da tristeza dos 

citros por meio do pulgão vetor levou à identificação de clones com baixa concentração 

do vírus, indicando uma possível resistência ao patógeno. 

 O maior número de clones com baixa concentração do CTV foi identificado entre 

as plantas matrizes contendo a construção gênica pCTV-dsCP, contendo repetições no 

sentido sense e antisense do gene da capa protéica do vírus da tristeza dos citros.         
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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