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Hibridos de citros resistentes ao Citrus tristeza virus
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O Brasil € o maior produtor de citros do mundo, sendo essa cultura de grande importancia econémica
e social. A Tristeza dos citros, causada pelo Citrus tristeza virus (CTV), é uma das principais doencas
gue afeta os pomares brasileiros. Introduzida no pais em 1947, foi responséavel por dizimar cerca de
10 milh&es de plantas. Atualmente, a doenga € controlada, principalmente, pelo uso de porta-enxertos
tolerantes ao patégeno. Em funcao disto é importante avaliar todos os hibridos de porta-enxertos de
citros gerados pelo Programa de Melhoramento Genético de Citros da Embrapa Mandioca e
Fruticultura quanto ao comportamento em relacdo ao CTV. Dessa forma, este trabalho teve como
objetivo avaliar o comportamento de hibridos gerados neste programa, em condi¢des de infeccéo
natural com o CTV. Os trabalhos para detec¢do do virus foram realizados no Laboratério de Biologia
Molecular do Campo Avancado da Embrapa em Salvador. Foi utilizado o teste soroldgico de Elisa
indireto (Indirect Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) e empregou-se antissoro policlonal contra o
CTV diluido a 1:10000, fornecido pelo Centro de Citricultura Sylvio Moreira. Na sorologia foram
avaliadas 90 amostras de hibridos de citros, que foram maceradas em tampao carbonato de sddio,
diluidas em 1:100 (p/v) e aplicadas em duas repeticdes por placa. Como controles negativo e positivo
utilizaram-se, respectivamente, amostras de cascas de ramos do P. trifoliata e da limeira acida
‘Galego’ (Citrus aurantifolia), naturalmente infectada. O antissoro conjugado com fosfatase alcalina
goat-ant-rabbit 1gG foi diluido em 1:1000 e as leituras de absorbéancia realizadas na leitora de placas
de ELISA (TP Washer NM - Thermoplate), apés dez minutos de rea¢cdo com tampao de revelacédo
contendo dietanolamina. Alguns hibridos também foram avaliados pela técnica da RT-PCR, em que
primeiramente foi feita a extragdo do RNA total com nitrogénio liquido e ressuspendido em 50 ul de
agua livre de Rnase. Por conseguinte, realizou-se a transcricao reversa (RT) baseada no protocolo da
Invitrogen®, utilizando 5 pl do RNA tratado, primer randémico, tampédo FSB 5x, DTT (0,1M), RNase
out/innibitor e M-MLV para um volume final de 20 ul e levados ao termociclador a 25 °C / 10 min e 37
°C / 50 min, além de 70 °C / 15 min para finalizar a reagdo. A PCR (Reag¢do em Cadeia da
Polimerase) foi realizada para um volume final de 25 pl, utilizando os primers especificos F-CN119 (5’
AGATCTACCATGGACGACGAAACAAAGI) e R-CN120 &
GAATTCGCGGCCGCTCAACGTGTGTTAAATTTCC 3’), dNTP (2,5 mM) e MgCl, (25 mM),
perfazendo as etapas de desnaturacdo, anelamento e extensdo com temperaturas de 94 °C / 2 min,
55 °C /30 seg e 72 °C / 1 min, respectivamente. Os produtos da PCR foram aplicados em gel de agarose
2% com TAE e submetidas a eletroforese. Foram avaliados 90 hibridos, sendo a maioria resistente ao CTV.

Significado e impacto do trabalho:

A tristeza dos citros é endémica no pais. Apesar de hoje ser controlada, ainda constitui uma ameaca
aos produtores de citros. Por consequéncia todos os hibridos gerados pelo Programa de
Melhoramento Genético de Citros da Embrapa Mandioca e Fruticultura devem ser avaliados quanto
ao comportamento frente ao CTV.
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