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INTRODUCAO

O huanglongbing (HLB ou greening) dos citros € uma doenca devastadora, conhecida ha
cerca de 100 anos em paises da Asia e da Africa. Relatada no Estado de Sdo Paulo em 2004
(COLETTA-FILHO et al., 2004), a doenca tem se disseminado rapidamente para novas areas das
Américas juntamente com seu vetor, o psilideo Diaphorina citri. O controle do HLB apregoado até
0 momento baseia-se no tripé: uso de mudas sadias, erradicacdo de plantas sintomaticas e controle
quimico do vetor (GOTTWALD, 2010). No entanto, ha grande demanda para o desenvolvimento e
a implementacdo de estratégias alternativas para 0 manejo da doenca que sejam menos dispendiosas
e menos nocivas ao ambiente. Em funcgéo disso, diversos grupos de pesquisadores em todo o0 mundo
tém buscado outras opcdes que auxiliem no manejo integrado do HLB, sejam elas horticulturais,
fitossanitérias, epidemioldgicas ou biotecnologicas (ALBRECHT; BOWMAN, 2011).

Nossos esforcos tém sido feitos com o intuito de aumentar a resisténcia de cultivares
comerciais a doenca através de transgenia e reduzir a densidade populacional do psilideo, através de
uma nova abordagem de controle biologico do vetor, usando estirpes de Bacillus thuringiensis (Bt).
Vérios genes foram identificados como envolvidos na resposta de citros a infec¢do por Candidatus
Liberibacter spp., bactérias causadoras do HLB, sendo que alguns deles sdo considerados

candidatos potenciais a conferirem resisténcia a doenca e, em funcdo disso, estdo sendo
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caracterizados e usados para a transformacgdo de genoétipos de citros. Com relagdo ao manejo do
vetor, nosso grupo desenvolveu metodologias para o screening de estirpes de Bt patogénicas a D.
citri, tendo sido encontradas pelo menos duas delas que apresentam potencial para serem usadas

como agentes de controle bioldgico do vetor do HLB.

MATERIAL E METODOS

A identificacdo e a clonagem de genes de interesse usados na producdo de citros
transgénicos foi feita a partir da analise do transcriptoma de laranja doce (Citrus sinensis) Péra em
resposta a infecgdo por Candidatus Liberibacter americanus (CaLam) obtido através do uso de um
chip de DNA contendo as informagdes do genoma de laranja (32.000 unigenes). Adicionalmente,
foram feitas buscas na literatura por genes envolvidos na defesa de plantas a patdgenos
(ALBRECHT; BOWMAN, 2008; 2012; FAN et al., 2011). Os genes selecionados foram clonados
em vetores da série pCambia e alguns deles ja foram inseridos em diferentes genotipos de citros via
transformacéo por Agrobacterium tumefaciens.

Para o caso do controle do psilideo, inicialmente foram desenvolvidas metodologias para a
alimentacdo in vitro de D. citri, inoculacdo de isolados de Bacillus thuringiensis em plantulas de
laranja doce Péra e posterior deteccdo da bactéria em ninfas de psilideo que se alimentavam dessas
plantas. Apds a otimizacdo das metodologias, foi feito o screening e a selecdo de isolados de Bt

potencialmente Uteis para o controle bioldgico de D. citri.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Seiscentos e trinta e trés genes foram diferencialmente expressos em laranja doce em
resposta a CaLam, sendo 418 deles induzidos e 215 reprimidos. Dezenove genes foram
selecionados a partir desses resultados e também com base em seu envolvimento em respostas de
defesa de plantas a patdgenos ja descritos na literatura. Todos eles foram clonados em vetores da
série pCambia, sendo que seis genes ja foram introduzidos em plantas de citros. Até o momento,
apenas plantas transformadas com um Gnico gene foram desafiadas com psilideos infectados por
Ca. Liberibacer asiaticus e estdo sendo avaliadas quanto a resposta do HLB. No entanto, plantas dos

outros eventos de transformacéo estdo sendo multiplicadas e preparadas para o desafio.



Dos 20 isolados de Bt testados, dois apresentaram potencialidade para o uso como agentes
de controle bioldgico de D. citri, causando mortalidades proximas a 75% das ninfas testadas.

CONCLUSOES
Infelizmente, ndo existe uma estratégia Unica que seja simples, rapida, barata e eficiente para
controlar o HLB dos citros. Pelo contrario, a experiéncia de todos os paises onde a doenca ocorre
mostra que o manejo adequado é oneroso e complexo. No entanto, através de informacdes obtidas
com o sequenciamento do genoma de citros, do transcriptoma de laranja doce em resposta ao HLB
e da busca por alternativas para o controle do psilideo, acreditamos ser possivel encontrar opgdes
viaveis que poderdo ser Gteis como ferramentas ao manejo integrado do HLB ao médio e longo

prazo.
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