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Desenvolvimento de estratégias alternativas visando ao controle do
huanglongbing

Silvia de Oliveira Dorta!?, Marcos Anténio Machado' & Juliana Freitas-Astaa®*

RESUMO

A producdo mundial de citros tem sido afetada em funcdo de diversos estresses ambientais
somados a problemas fitossanitarios. Dentre as doencas, a principal € o huanglongbing (HLB), que
se estabelece de forma rapida na cultura, afetando todas as variedades comerciais de citros, ou seja,
ndo existe resisténcia conhecida dentro de Citrus spp. Ademais, a transmissdo mediada por vetores
¢ eficiente. Em fung¢ao disso, varios grupos de pesquisa ao redor do mundo t€m buscado diferentes
estratégias visando ao controle da doenga, através da melhor compreensdo do patossistema e das
interagdes planta-patdogeno-vetor. As estratégias buscadas pela comunidade cientifica vao desde o
manejo mais sustentavel da cultura, incluindo o uso de agentes de controle biologico, até ferramentas
poderosas de biotecnologia que poderiam ser usadas para mitigar a prevaléncia e a disseminagao
da doenca. Aqui descrevemos algumas dessas estratégias, com &nfase na biotecnologia, visando
o controle do HLB pela eliminacdo ou redugdo do crescimento bacteriano e o impedimento da
transmissao pelo vetor. Dentre as linhas de pesquisa relatadas, a busca por variedades resistentes
e/ou tolerantes ao HLB tem sido realizada ha alguns anos, seja através da selecdo de copas ou
porta-enxertos pelo melhoramento convencional, seja por transgenia ou pelo uso de vetores virais
e, mais recentemente, pela edicdo gendmica.

Termos de indexacao: Citrus spp., Candidatus Liberibacter spp., psilideo dos citros, plantas
transgénicas, resisténcia.

Developing alternative strategies for the control of huanglongbing
SUMMARY

The worldwide citrus production has been affected by adverse environmental conditions and
serious phytosanitary problems. Among the diseases, huanglongbing (HLB) can be highlighted,
since it quickly disseminates amongst orchards and affects all commercial varieties of citrus, that
is, there is no reported resistance towards HLB within Citrus spp. In addition, vector-mediated
transmission is efficient. As a result, several research groups around the world have pursued different
strategies to better understand this pathosystem, through the plant-pathogen-vector interactions
and their mechanisms of action. The strategies sought by the scientific community range from
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more appropriate crop management, including the use of biological control agents, to powerful biotechnology tools
that could be used to mitigate disease prevalence and spread. Here we point out some of these different approaches
with promising results that are being studied by researchers around the Globe. Moreover, we describe some of the
strategies, aimed at controlling HLB by eliminating or reducing bacterial growth and preventing vector transmission.
Among the research lines, the search for HLB resistant or tolerant varieties has been carried out for several years
through conventional breeding, through transgenic or viral vector-derived approaches and, more recently, through

genome editing.

Index terms: Citrus spp., Candidatus Liberibacter spp., Asian citrus psyllid, transgenic plants, resistance.

INTRODUCAO

Alindustria citricola é uma das atividades mais importantes
do agronegocio brasileiro, pois impacta positivamente a
economia do pais, gerando um PIB de USS$ 6,5 bilhdes ao
ano (Neves & Trombin, 2017). O Brasil é o lider mundial
na produgao e exportacao de suco de laranja concentrado
e congelado (FCOJ) (FAO, 2015). A reestimativa da
safra 2018-2019 para o cinturdo citricola de Sao Paulo e
Minas Gerais foi de 285,98 milhdes de caixas de laranja
(Fundecitrus, 2019).

Na Florida, a estimativa da safra de laranja prevista
para 2018-2019 foi de 79 milhdes de caixas (USDA,
2018), praticamente o dobro da safra anterior (45 milhdes
de caixas de laranja), considerada a menor produgao em
varias décadas. Além de condi¢Ges ambientais adversas e
danos causados por furacdes nos ultimos anos, a produgao
de citros tem sido severamente afetada por problemas
fitossanitarios, particularmente o huanglongbing (HLB),
que teve forte impacto sobre a sociedade e a economia
daquele estado (Li et al., 2017).

Relatos cientificos da doenca na Asia datam do inicio do
século XX (Graga, 1991; Bové, 2006; Graga et al., 2015),
mas ha indicios de que ela ocorra na regido desde o século
XVIII (Capoor, 1963; Graga et al., 2015). O primeiro relato
da doenga nas Américas ocorreu em Sio Paulo, Brasil, em
2004 (Coletta Filho et al., 2004; Teixeira et al., 2005) e em
2005 no sul da Florida, EUA (Halbert, 2005). Em 2008
apenas 0,61% dos pomares paulistas apresentavam a
doenca. Em 2017, esse niumero passou para 16,73% e,
em 2018, foi observado um aumento de 8,5%, chegando
aos atuais 18,15% de incidéncia (Fundecitrus, 2018a).
Na Florida, a incidéncia de HLB ultrapassou os 90% das
plantas nos ultimos anos (Fundecitrus, 2017a).

A doenga é causada por trés bactérias Gram-negativas,
ndo cultivaveis, restritas ao floema, do género Candidatus
Liberibacter spp. (Bové, 2006; Gottwald, 2010; Ghosh et al.,
2018), sendo Ca. Liberibacter asiaticus (CLas) a mais
importante por ser prevalente, apresentar distribuicdo

geografica mais ampla (Bové, 2006; Gottwald, 2010;
Tabachnick, 2015) e causar sintomas bastante severos
(Ghosh et al., 2018). As bactérias sdao transmitidas de
forma natural e eficiente pelos psilideos Diaphorina citri
Kuwayama (Hemiptera: Liviidae) e/ou Trioza erytreae
(Del Guercio) (Hemiptera: Triozidae) (Aubert, 1987;
Grafton-Cardwell et al., 2013; Tabachnick, 2015) quando
se alimentam do tecido floematico de plantas infectadas
(Tabachnick, 2015).

O vetor possui diferentes estadios de desenvolvimento:
ovo, cinco estadios ninfais e adulto e seu ciclo completo
varia entre 14 a 48 dias, dependendo da temperatura (Singh
& Yadav, 2018). As ninfas possuem pouca mobilidade
e permanecem em brotacdes novas, por outro lado os
adultos sdo mais ativos, o que facilita a dispersdo da
doenca (Hall et al., 2012; Singh & Yadav, 2018). Tanto
ninfas de 4° e 5° instar quanto adultos podem adquirir a
bactéria (Inoue et al., 2009), porém, a aquisicao na fase
ninfal é mais eficiente (Pelz-Stelinski et al., 2010; Wu et al.,
2018) devido aos longos periodos de alimentagdo no
floema (George et al., 2018). Além disso, uma vez que
o psilideo D. citri ocorre ha mais de 60 anos no Brasil,
encontra-se endémico em varias areas do pais, favorecendo
a disseminagao da bactéria (Tabachnick, 2015).

Os sintomas caracteristicos do HLB em folhas sdo:
mosqueamento, manchas clordticas e espessamento das
nervuras; em frutos ocorre a distor¢ao da columela ¢ a
reducdo do tamanho. Observa-se também abortamento
de sementes, redu¢do do numero de radicelas, queda de
folhas e frutos, levando a sérios danos na produgao em
funcdo do comprometimento da planta (Bové, 2006;
Wang et al., 2017).

A falta de resisténcia genética ao HLB contribui
para a sua rapida disseminacao (Graga et al., 2016), e a
indugao de sintomas severos com distribuicao sist€émica
tem causando fortes impactos na produgao mundial de
citros. Apesar da doenca acometer todas as variedades
comerciais de citros (Bové, 2006; Wang & Trivedi, 2013),
existe diferenca na resposta de sintomas entre os genotipos
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(Folimonova et al., 2009; Boscariol-Camargo et al., 2010)
que pode ser influenciada por diversos fatores, como idade
da planta, estagio de infeccdo e o tempo (Ghosh et al.,
2018). Um grande problema ¢ a quantidade de plantas
assintomaticas no campo ou a semelhanga de sintomas
com deficiéncia nutricional, o que muitas vezes confunde
o produtor. Isto faz com que plantas fontes de inoculo
mantidas no campo facilitem a disseminagao da doenga
pelos vetores.

MANEJO CULTURAL E GENETICO DO HLB

De acordo com caracteristicas regionais, diferentes
estratégias tém sido adotadas ao redor do mundo para
impedir a disseminagdo do HLB (Wang et al., 2017).
Dentre elas, medidas quarentenarias foram adotadas na
regido do Mediterraneo e na Australia. Na California, EUA,
além destas, adotou-se a erradicacdo de plantas doentes.
No Brasil, as medidas imediatas tomadas para a contengao
da doenga foram: 1) prevenc¢do da entrada do patdégeno
pelo plantio de mudas sadias produzidas sob protecao,
2) reducao da fonte de indculo pela eliminagdo das plantas
sintomaticas do campo e 3) promogao do controle quimico
do vetor (Belasque et al., 2010; Bassanezi et al., 2013;
Fundecitrus, 2018c). Além destas medidas inicialmente
implementadas, foi evidenciada a importancia da agdo
conjunta entre citricultores no monitoramento da doenga
nos pomares, através do manejo regional para diminuir as
infecc¢des primarias que se devem a chegada de psilideos
infectivos que migram de outras areas e se concentram
nas primeiras plantas dos talhdes localizados na divisa
das propriedades (efeito de borda), iniciando novo foco
da doenga. Por isso a importancia das pulverizagdes
intensivas nessas areas (Bassanezi et al., 2010). Estas
e outras medidas encontram-se detalhadas em manuais
como o “Manejo do greening: 10 mandamentos para o
sucesso no controle da doenga” (Fundecitrus, 2018c).

No entanto, apesar dessas recomendagdes serem,
atualmente, o que melhor se pode fazer para o manejo
adequado do HLB, o uso intensivo de agroquimicos
pode ser perigoso para o meio ambiente, contaminando
o solo e a dgua (Ribas & Matsumura, 2009) e causando
desequilibrio ao ecossistema, como a morte das abelhas
evidenciada por Chen et al. (2017a). As aplicacdes
excessivas destes produtos quimicos com o mesmo
modo de agdo podem levar a forte pressao de selegdo de
resisténcia do vetor (Yamamoto et al., 2009; Tiwari et al.,
2011; Boina & Bloomquist, 2015). Em fun¢ao disso,
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pesquisas relacionadas a selecdo de novas moléculas
mais seletivas tém sido vislumbradas (Brar et al., 2017;
Chen et al., 2017b) a fim de propiciar estratégias como a
combinacado de produtos naturais e inseticidas (Khan et al.,
2014; Beloti et al., 2015), que ndo afetem os inimigos
naturais e que minimizem o custo de producao.

Neste sentido, o uso do controle biologico através de

inimigos naturais, como os parasitoides Tamarixia radiata
(Waterson) (Hymenoptera: Eulophidae) (Parra etal., 2010;
Flores & Ciomperlik, 2017) e Diaphorencyrtus aligarhensis
(Shafee, Alam and Agarwald) (Hymenoptera: Encyrtidae)
(Portalanza et al., 2017), seria uma boa alternativa de
manejo, ¢ tem sido feito pela liberagdo desses insetos em
pomares abandonados, cemitérios e areas nao comerciais,
como alternativa ao controle quimico. Microrganismos
entomopatogénicos também tém sido utilizados. Em 2018,
foi langado no Brasil um bioinseticida a base de Isaria
fumosorosea (Wize) (Hypocreales: Cordycipitaceae)
(Fundecitrus, 2018b) apds formulagdes do fungo terem
demonstrado grande eficiéncia no controle de D. citri
(Ausique et al., 2017).

Dentre as praticas de manejo cultural, principalmente
em locais onde a eliminacdo de plantas sintomaticas ndo ¢
mandatoéria, como na Florida, diferentes alternativas tém
sido estudadas, com destaque para o uso de antibidticos
(Zhang et al., 2014; Hu et al., 2018) e a termoterapia
(Hoffman et al., 2013; Yang et al., 2016; Doud et al.,
2017). No caso da termoterapia, ndo se sabe por quanto
tempo o titulo bacteriano pode ser mantido em niveis
baixos (Fan et al., 2016). Ademais, uma vez que ndo
ha a eliminagao total de CLas das raizes (Doud et al.,
2017), plantas infectadas podem servir como fonte de
inoculo da doenga (Wang et al., 2017). A combinagao
de mais de um tipo de antibioticos pode ser eficaz na
supressdo ou redugdo do titulo bacteriano (Zhang et al.,
2011). No entanto, para o manejo do HLB sua aplicagdo
¢ ainda mais complexa, pois ndo apenas acarreta em
aumento significativo no custo de producao (Hu et al.,
2018), como tém sido levantadas muitas dividas sobre
o efeito dos antibidticos no microbioma do solo, nos
lengois freaticos, nas plantas, e mesmo no homem e em
outros animais que se alimentem de citros ou de seus
derivados (Zhang et al., 2014). Além disso, para que
estes compostos sejam efetivos, € necessario que eles
ndo apresentem toxicidade, ndo selecionem patdgenos
resistentes, tolerem mudancas de temperatura e sejam
de facil entrega no floema (Munir et al., 2018). Sendo
assim, apesar de se mostrarem alternativas potenciais para
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o controle do HLB, precisam de diversos ajustes visando
a sua aplicacdo em larga escala no campo.

A busca por variedades resistentes e/ou tolerantes
a doenca tem sido vislumbrada como estratégia de
manejo em longo prazo, tanto através do melhoramento
convencional (Boavaetal., 2015; Bowman & McCollum,
2015; Stover et al., 2016; Allen et al., 2017) quanto da
transgenia (Hao et al., 2016; Dutt & Grosser; 2017;
Miyata etal., 2017; Robertson et al., 2018, Tavano et al.,
2019). Nao existem gendtipos de citros imunes ao patogeno,
mas niveis ampliados de resisténcia e/ou tolerancia sao
obtidos principalmente em trifoliatas [ Poncirus trifoliata
(L.) Raf.] e alguns de seus hibridos (Albrecht & Bowman,
2011; Boava et al., 2015; 2017; Bowman et al., 2016)
e também na copa hibrida da tangerineira ‘Sugar Belle’
(Wang et al., 2017).

Em fungdo disso, foi implementado pela Universidade
da Florida e pelo USDA-ARS um programa visando a
producao de plantas resistentes ao HLB (Lavagi et al.,
2017; Allen et al., 2017). Além disso, Bowman et al.
(2016) avaliaram por sete anos (2008 a 2015) o efeito da
laranjeira doce “Valéncia’ [ Citrus sinensis (L.) Osb.] sobre
17 porta-enxertos distintos em producéo comercial de citros
na Florida, num local onde a incidéncia do HLB era de
praticamente 100%. Foi observado que, apesar de ocorrer
certo declinio nas arvores infectadas com CLas, alguns
porta-enxertos tiveram efeito significativo no tamanho
das arvores, produ¢do e qualidade dos frutos, sendo os
porta-enxertos US-942 ¢ US-1516 os mais produtivos e
com maiores rendimentos cumulativos.

Estudos similares tém sido conduzidos em centros de
pesquisa brasileiros, como o Centro de Citricultura Sylvio
Moreira, do Instituto Agronémico de Campinas (CCSM-IAC)
e a Embrapa Mandioca e Fruticultura (Embrapa-CNPMF)
(Boava et al., 2015, 2017; Cristofani-Yaly, 2017;
Fundecitrus, 2018d). Em um estudo de campo realizado
pelos pesquisadores do CCSM, foi sugerido que o uso
de um porta-enxerto de citrandarin [Citrus sunki Hort.
ex Tanaka. x P. trifoliata (L.) Raf.] poderia melhorar a
tolerancia da planta ao HLB (Boava et al., 2015).

Outra estratégia de manejo do HLB seria o uso de
porta-enxertos ananicantes ou semiananicantes para o
replantio de novos pomares, através do adensamento ou
ultra-adensamento de plantios, pois permite o aumento
da producao de frutos, de modo a compensar em parte
a perda ocasionada pelo HLB (Stuchi & Girardi, 2010;
Sulzbach et al., 2017). De acordo com Girardi (2018), o
ideal seria obter uma variedade copa imune ou altamente
resistente a bactéria; contudo, as medidas preventivas
adotadas no Brasil e outras atualmente utilizadas no manejo
da doenga podem mitigar os danos causados pela doenga.

4/12

ESTRATEGIAS BIOTECNOLOGICAS PARA
O MANEJO DO HLB

Diferentes linhas de pesquisa tém sido abordadas pela
comunidade cientifica visando ao controle da doenga,
sejam elas para atuar diretamente no controle do vetor
e da bactéria ou para promover a acao conjunta das
medidas ja aplicadas. Por exemplo, se faz necessario a
compreensdo dos mecanismos envolvidos na interagao
molecular entre planta-patégeno durante o processo de
infeccdo, uma vez que os patdogenos possuem fatores
de viruléncia essenciais durante seu estabelecimento no
hospedeiro para suprimir o sistema de defesa, através da
secre¢do de moléculas efetoras (Jones & Dangl, 2006;
Wang et al., 2017). Desta forma, alguns pesquisadores
tém buscado identificar quais moléculas efetoras estdo
associadas a este processo e, assim, atuar de forma efetiva
no manejo da doenca interferindo diretamente na infeccao
(Pitino et al., 2016, 2018; Clark et al., 2018).

Esta estratégia tem grande potencial e relevancia, pois
a produgdo de citros e toda a cadeia produtiva tém sido
severamente afetadas em decorréncia do HLB. Este fato
se reflete na area total de produgdo no cinturdo citricola
brasileiro, que de 482.591 ha em 2015 passou para
465.635 haem 2018 (CitrusBR, 2018), além da eliminagao
de 46 milhdes de plantas doentes e de 100 mil ha desde a
descoberta do HLB no pais em 2004 (Fundecitrus, 2017b).
A incidéncia da doenga na regido centro-sul do cinturdo
citricola no estado de Sdo Paulo é considerada severa
(Fundecitrus, 2018a), e 0 manejo do vetor tem sido feito
através do controle quimico seja via aplicagao sistémica,
foliar ou drench (Miranda et al., 2016). Em fungdo do uso
intensivo de agrotdxicos, diversos grupos de pesquisadores
tém buscado alternativas mais sustentaveis para o controle
do inseto vetor, como o silenciamento génico pelo uso
da interferéncia por RNA (RNAi) (El-Shesheny et al.,
2013; Andrade & Hunter, 2017; Galdeano et al., 2017).
Esta alternativa biotecnologica é considerada promissora
por proporcionar perda total ou parcial de fungdo em
atividades importantes para o inseto, como por exemplo,
a formagao das asas, dificultando seu voo ¢ limitando a
transmissao do patdogeno (Hajeri et al., 2014; Killiny &
Kishk, 2017) ou pelo silenciamento de genes que levem
diretamente a mortalidade dos psilideos (Yu & Killiny,
2018). Sendo assim, pesquisadores do Fundecitrus t€ém
buscado incorporar a tecnologia RNAI a transgenia para
obter plantas de Murraya sp. letais, visando ao controle
do vetor através do silenciamento de genes relacionados
ao seu desenvolvimento (Fundecitrus, 2016; Wulff, 2018).
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Estas plantas poderiam ser usadas para atrair insetos
infectivos migrantes de outras areas que se concentram
nas plantas da bordadura dos pomares.

Outras linhas de pesquisas desenvolvidas sdo as
relacionadas a substancias (feromonio e compostos volateis)
que possam atrair (Zanardi et al., 2018; Beloti et al.,
2017) ourepelir (Silva et al., 2016; Alquézar et al., 2017;
Fancelli et al., 2018) o vetor. Neste sentido, foi isolado
o gene de um composto volatil produzido pela goiabeira
(B-cariofileno) e utilizado para a transformagao genética
de Arabidopsis thaliana visando a repeléncia ao psilideo
(Alquézar et al., 2017). Com o mesmo intuito, pesquisas
relacionadas a producdo de plantas transgénicas (soja e
citros) que visam a expressdo de genes que regulam a
producao de compostos volateis estdo sendo conduzidas
por pesquisadores do Fundecitrus em colaboracido com a
EMBRAPA/CENARGEN e a ESALQ/USP (Fundecitrus,
2016, 2017c; Wulft, 2018).

Outra estratégia para combater a doenga seria através
do aumento da resposta de defesa da planta contra o
patdgeno de forma mais efetiva pela produgao de plantas
transgénicas com promotores que possam controlar
a expressao de genes alvos em tecidos especificos
(Dutt et al., 2015; Miyata et al., 2017; Tavano et al.,
2019), como, por exemplo, a expressao de peptideos
antimicrobianos diretamente no floema das plantas. Dentre
eles, D4E1 (Attilio et al., 2013), attacin A (Tavano et al.,
2015) e cecropina B (Zou et al., 2017) foram testados
sem muita eficiéncia contra CLas, semelhante ao que
ocorreu com proteinas antimicrobianas como a tionina
(Hao etal., 2016). Outra estratégia, também com efeito
limitado até o momento, tem sido induzir em plantas
afetadas pelo HLB genes de defesa relacionados a vias
hormonais, como a dos brassinosteroides (Canales et al.,
2016) ou do acido salicilico (Dutt et al., 2015; Dutt &
Grosser, 2017).

Pesquisadores da Universidade do Texas (EUA),
juntamente com a empresa Southern Gardens Citrus,
utilizaram uma defensina (peptideo antimicrobiano) de
espinaftre para a produ¢ao de plantas de citros transgénicas
(ISAAA, 2016; Mirkov & Mandadi, 2017), cuja fungdo
¢ quebrar a parede celular do patdogeno e impedir seu
crescimento e estabelecimento nos tecidos do floema.
Estas plantas foram liberadas pela Agéncia de Protegao
Ambiental (EPA) dos EUA para testes em campo através
da concessdo de uma licenca de uso experimental
visando a resisténcia ao HLB. Os resultados obtidos
sugerem algum grau de prote¢do (Wang et al., 2017).
Em estudo complementar, a empresa optou também pelo
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uso do virus da tristeza dos citros (CTV) modificado
como vetor viral para expressar a mesma defensina
do espinafre em substituicdo a transgenia dos citros
(Ledford, 2017). Com isso, pretendem enxertar ramos
de arvores infectados com o virus e o gene da defensina
nas arvores de citros para combater o HLB (Ledford,
2017). A estratégia € interessante, pois a aceitagdao dos
consumidores poderia ser maior, uma vez que as arvores
citricas ndo seriam geneticamente modificadas. Além
disso, o vetor viral ¢ estavel e ha continua replicacdo do
CTV com quantidades suficientes da defensina no floema,
sugerindo elevada chance de sucesso na resisténcia ao
HLB. Esta abordagem tem sido utilizada com diversos
outros genes que poderiam conferir resisténcia a doenga,
principalmente de peptideos antimicrobianos visando ao
efeito direto sobre CLas (Hajeri et al., 2014; El-Mohtar
& Dawson, 2014; Ng et al., 2016).

No entanto, o processo regulatorio para a comercializagao
de transgénicos ¢ longo. Desta forma, a aplicagio de novas
tecnologias como a edi¢ao de genoma através do sistema
clustered regularly interspaced short palindromic repeats
(CRISPR), ou repeticdes palindromicas curtas agrupadas
e regularmente interespagadas, apresenta grande potencial
na obten¢do de novos cultivares visando a resisténcia
ao HLB por terem, ao menos nos EUA, o processo de
regulamentagdo menos exigente que o de organismos
geneticamente modificados (Wang et al., 2017).

Este sistema ocorre de forma natural em organismos
procariontes, proveniente do sistema de defesa contra
invasores e pode ser aplicado em estudos funcionais de
genes de plantas (Ma et al., 2016). A edi¢do de genoma
através do sistema CRISPR/CAS9 pelo uso da enzima
nuclease denominada CAS9 permite o silenciamento
génico direcionado a genes especificos, tanto na planta
quanto na bactéria.

Alguns pesquisadores fizeram o uso desta tecnologia
visando a obtencao de plantas resistentes ao HLB (Li,
2017; Zhang et al., 2017) ou ao controle direto do
patogeno (Zheng et al., 2016; Fagen et al., 2017). Nesse
ultimo caso, a hipotese ¢ que seria possivel editar genes
responsaveis pelo mecanismo de patogenicidade da bactéria
(liberagdo de moléculas efetoras) durante o processo de
reconhecimento/interagdo inicial com a planta e bloquear
a infecgdo. O pesquisador da Universidade da Florida,
Nian Wang, por exemplo, ja produziu laranjeiras via
edicdo de genoma com esta abordagem visando obter
materiais resistentes ao cancro citrico (Ledford, 2017).
A mesma estratégia posteriormente pode ser aplicada ao
HLB. No Brasil, esta linha de pesquisa também tem sido
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Figura 1. Obtencao das plantas transgénicas de citros expressando o gene de Bt. (A) Explantes de citros contendo
brotacdes positivas para o gene de Bt selecionado; (B) Aclimataciao dos eventos positivos em casa de vegetacao;
(C) Plantas de citros Bt estabelecidas em casa de vegetacao; (D) Propagagao por borbulha das plantas de citros Bt
para o desafio contra ninfas de Diaphorina citri.

estudada em citros visando ao controle de Xanthomonas
citri subsp. citri (Hasse) Dowson (Bernardi, 2018; Souza,
2018 - comunicagdo pessoal') e CLas (Machado, 2018 -
comunicagdo pessoal?).

A producao de citros transgénicos intensificou-se
nos ultimos anos em fungdo da crescente importancia
do HLB na cultura. Devido a relevancia do vetor para o
patossistema, nosso grupo adaptou para citros estratégias
utilizadas para o manejo de insetos em outras culturas,
como o uso da bactéria entomopatogénica Bacillus
thuringiensis Berliner (Eubacteriales: Bacillaceae) (Bt)
(Dortaetal.,2019). Desta forma, relatamos pela primeira
vez a agdo patogénica de algumas estirpes de Bt a D.
citri e sua capacidade de se translocar endofiticamente
para a parte aérea de seedlings de citros, quando
inoculadas proximo ao substrato (Dorta et al., 2019).
Posteriormente, selecionamos um gene para a producao
de plantas transgénicas de laranja doce, sob a direg¢ao
de dois promotores (um de floema e um constitutivo),
visando a expressdo da proteina em diferentes tecidos da
planta (Figura 1, dados ndo publicados) com o objetivo
de controlar as ninfas de D. citri (Dorta, 2018). Testes
iniciais foram conduzidos com alguns eventos ¢ mostraram
potencial no controle do psilideo.

! Alessandra Alves de Souza, Centro de Citricultura Sylvio Moreira,
comunicagao pessoal, outubro 2018.

? Marcos Antonio Machado, Instituto Agronémico de Campinas, comunicagio
pessoal, abril 2019.

Este é o primeiro esfor¢o em produzir plantas de
laranjeira doce expressando proteina de Bt para o controle
de D. citri. Caso seja confirmada sua efetividade, esta
estratégia podera ser considerada como mais uma ferramenta
a ser utilizada no controle da doenga, isoladamente ou
em associa¢do com outras tecnologias, como a edigdo
de genoma ou o RNAI, visando a aumentar a eficiéncia
do controle.

Esforgos pela busca de medidas que possam conter
o HLB tém se intensificado nos tltimos anos por parte
de pesquisadores, 6rgdos do governo, empresas ¢
universidades, juntamente com os produtores. Infelizmente,
ainda ndo temos a cura para a doenca, ¢ o processo de
regulamentacdo para a liberagdo de plantas transgénicas
¢ demorado. Por outro lado, a acdo conjunta das medidas
de manejo atualmente utilizadas e as potenciais estratégias
de controle citadas nesta revisao podem manter a doenga
em niveis baixos. Esperamos que no futuro possamos
aplicar medidas de controle mais eficazes e com menor
custo para o citricultor e 0 meio ambiente.
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