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RESUMO

Considerando que a doenga huanglongbing (HLB, ex-greening), causada por Candidatus
Liberibacter spp. afeta todos os cultivares de citros e, at¢é o momento, ndo foram identificadas
fontes de resisténcia em outras espécies do género Citrus, a busca de resisténcia genética deve
envolver ferramentas biotecnoldgicas para maiores chances de sucesso no controle. Este trabalho
teve por objetivo revisar as principais estratégias para busca de resisténcia a patdogenos por
transgenia. Aborda também as principais limitagdes e perspectivas para a produgdo e utilizagao
de transgénicos de citros para resisténcia ao HLB.

Termos de indexacao: biotecnologia, resisténcia, transformagao genética.

SUMMARY
Prospects for production and utilization of transgenics to control huanglongbing

Considering that huanglongbing (HLB) or greening, caused by Candidatus Liberibacter
spp., affects all citrus cultivars and no sources of resistance have been identified within the genus
Citrus, the search for resistance in genetic improvement should include integrate biotechnological
tools in order to have better chances of success in controlling the disease. This work is a review on
the main strategies for pathogen resistance through genetic transformation. Moreover, the main
limitations and prospects to produce and utilize transgenic citrus to control HLB are discussed.

Index terms: biotechnology, genetic transformation, resistance.
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INTRODUCAO

Crescente interesse pela busca de resisténcia
genética em citros ao agente causal do huanglongbing
(HLB, ex-greening) tem sido registrado apos a
constatacdo da presencga desta doenca no Brasil e nos
Estados Unidos. Entre as principais razdes para a maior
demanda na busca por cultivares resistentes ao HLB,
estdo a alta capacidade de infeccdo desta doenca, o
dificil manejo do seu vetor e a auséncia de resisténcia
genética no género Citrus. Desta forma, a produgéo de
transgénicos resistentes ao HLB surge como uma das
alternativas viaveis para controle desta doenca, pois,
pode levar ao cultivo de variedades comerciais contendo
um ou poucos genes que induzem esta resisténcia.

Este trabalho visa abordar o estado da arte neste
assunto, indicando as principais estratégias utilizadas
para busca de resisténcia a patdgenos por transgenia,
reunindo e discutindo as contribuigdes cientificas até o
momento, relacionadas a busca de citros transgénicos
resistentes a patdgenos. Também sdo relatadas as
principais limitagdes e perspectivas para a producao,
avaliagdo e utilizacdo de plantas transgénicas resistentes
ao HLB.

ESTRATEGIAS PARA BUSCA DE
RESISTENCIA A PATOGENOS DE CITROS
POR TRANSGENIA

Diversas estratégias vém sendo utilizadas na
busca de resisténcia a patdgenos por transgenia (Tabela
1). Dentre elas, destacam-se a utilizagdo de genes que
codificam proteinas relacionadas a patogénese (PR);
genes que estimulam o sistema de defesa das plantas;
genes maiores de resisténcia (R); genes que codificam
moléculas elicitoras de respostas de defesa nas plantas
ou de aviruléncia (avr) derivados do proprio patogeno;
genes que codificam peptideos antimicrobianos e
genes do proprio genoma do patdégeno, baseando-se na
resisténcia derivada do patogeno.

Genes relacionados a patogenicidade e a ativacao de
mecanismos de defesa das plantas

Plantas transgénicas para resisténcia a doengas
podem ser obtidas pela ativagdo dos sistemas de
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defesas das plantas por genes que codificam proteinas
relacionadas a patogenicidade (PR-pathogenesis-related
proteins). A expressdao de genes heter6logos de defesa
da planta ¢ direcionada para produgdo de compostos
antimicrobianos como fitoalexinas e acumulo de acido
salicilico. A ativag¢ao do sistema de defesa das plantas
pode ocasionar a resisténcia em locais nao infectados,
desencadeando sistemas de defesa sistémicos (SAR -
Systemic Acquired Resistance) (Wang et al., 1996). As
proteinas PR mais utilizadas na obtencdo de plantas
transgénicas para resisténcia a doencas sdo quitinases
e B-1,3-glucanases.

O gene RC(C2 da quitinase do arroz conferiu
resisténcia ao Botrytis cinerea em plantas transgénicas
de pepino (Tabei et al., 1998) e ao Unicinula necator
e a FEnsinoe ampelina em plantas geneticamente
modificadas de videira (Yamamoto et al., 2000).

Em plantas citricas, o gene p23, clonado de
tomate, que codifica a proteina relacionada a patogénese
PR-5, foi introduzido em laranja Pineapple [Citrus
sinensis (L.) Osbeck], levando a maior resisténcia a
infec¢do por Phytophthora citrophthora, com redugao
no desenvolvimento de lesdes (Fagoaga et al., 2001). O
gene pl2 que codifica uma proteina PR foi introduzido
em plantas de citrange Carrizo [Citrus sinensis X
Poncirus trifoliata (L.) Raf.] para resisténcia ao
declinio dos citros. Entretanto, as plantas obtidas ndo
foram avaliadas quanto a sua reagao face a essa doenga
de causa desconhecida (Kayim et al., 2004).

Outra estratégia visando controle de patdgenos
¢ a utilizagdo de genes que ativam o sistema de defesa
de plantas relacionados a reacdo de hipersensibilidade
(HR) ou pela resisténcia sistémica adquirida (SAR). A
reagdo de hipersensibilidade se refere a morte celular
rapida e localizada no sitio de infec¢do enquanto que
a resisténcia sistémica adquirida é mais duradoura
e ndo especifica (Wei et al., 1992; Durrant & Dong,
2004). A introducdo desses genes possibilita o
aumento da resisténcia aos patdgenos, uma vez que
plantas transgénicas apresentaram lesoes semelhantes
as causadas pela reacdo de hipersensibilidade,
denominadas lesion mimics.

O gene bO (bacterio-opsin) foi isolado de
Halobacterium halobium e codifica uma proteina
bacterio-opsina envolvida em mecanismos de defesa de
plantas pela ativagcdo da morte celular programada. Essa
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proteina funciona como uma bomba de H+ ativada pela
luz (Krebs & Khorana et al., 1993). Plantas transgénicas
de tabaco expressando o gene bO apresentaram lesion
mimics, levando também a resisténcia sistémica
adquirida a diversos patogenos (Mittler et al., 1995;
Rizhsky & Mittler, 2001). Em citros, o gene O foi
introduzido em limoeiro Cravo (Citrus limonia Osbeck)
e as plantas transformadas apresentaram redugdo
dos sintomas causados por Phytophthora nicotianae
(Azevedo et al., 2006).

O gene hrpN (Hypersensitive reaction and
pathogenicity) foi isolado de Erwinia amylovora, o qual
codifica uma proteina harpina que atua como elicitor
de respostas de defesa de plantas (Wei et al., 1992). A
expressdo do gene hrpN em plantas transgénicas de
tabaco conferiu um aumento da resisténcia ao Botrytis
cinerea (Jang et al., 2006). Plantas transgénicas de
laranja Hamlin (Citrus sinensis) contendo o gene hrpN
apresentaram reducao na severidade do cancro citrico
quando inoculadas com Xanthomonas citri subsp. citri
(Barbosa-Mendes et al. 2009).

Genes maiores de resisténcia ou genes R

Na busca de variedades resistentes a doencas,
programas de melhoramento genético convencional
baseiam-se principalmente na transferéncia de genes
maiores pela hibridagdo sexual de espécies cultivadas
com selvagens. Estes genes quando identificados e
clonados, também podem ser utilizados em programas
de melhoramento via transgenia. Os genes maiores
de resisténcia ou genes R sdo responsaveis pelo
reconhecimento de genes complementares do patdgeno
(avr), ativando os mecanismos de defesa da planta.
Neste modelo, a expressao do gene avrinduz a produgao
de moléculas elicitoras que s3o reconhecidas por
receptores R das plantas, que ativam a resisténcia gene
a gene, em um sistema dependente do reconhecimento
especifico do patogeno pela planta.

A resisténcia a doengas em plantas transgénicas
com genes R foi relatada com sucesso em diversos
trabalhos, entre eles, destacam-se o gene Pto clonado
de plantas de tomate que conferiu resisténcia a
syringae  pv. em plantas
transgénicas de tabaco (Martin et al., 1993); o gene Bs2
clonado de plantas de pimentao que conferiu resisténcia

Pseudomonas tabaci
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a Xanthomonas campestris em plantas transgénicas de
tomate (Tai et al., 1999); o gene RB clonado de uma
espécie selvagem de batata que conferiu resisténcia
a Phytophthora infestans em plantas transgénicas de
uma cultivar de batata (Song et al., 2003); o gene Xa2/
clonado de uma espécie selvagem de arroz (Yoshimura
et al., 1998) que reduziu a severidade da doenga
causada pela bactéria Xanthomonas oryzae pv. oryzae
em plantas transgénicas de cultivares de arroz (Wang
et al., 1996; Yoshimura et al., 1998, Tu et al., 2000). A
partir desses resultados, surgiu a hipdtese de que esse
gene pudesse conferir resisténcia a Xanthomonas em
plantas de citros.

O gene Xa2l codifica uma proteina quinase
(receptor kinase like-protein), com dominios da serina-
treonina quinase e regides ricas em leucina, sugerindo
que as respostas de defesa sdo ativadas pela acdo do
gene no reconhecimento da superficie celular do
patogeno (Song et al., 1995). Apos detectar sinais da
bactéria e provocar a expansdo da membrana da célula
vegetal, a proteina codificada pelo gene Xa2l gera
uma mensagem dentro da célula vegetal, iniciando os
mecanismos de defesa da planta (Ronald, 1997).

No Brasil, Mendes et al. (2010) relataram a
producdo de plantas transgénicas de laranja doce,
baseando-se nessa estratégia, com a introdugdo do
gene maior Xa2l, visando a resisténcia a Xanthomonas
citri subsp. citri, bactéria causadora do cancro citrico.
Neste trabalho, identificaram-se linhagens de plantas
transgénicas de laranja Hamlin, Natal e Péra (Citrus
sinensis) com a alta resisténcia ao cancro citrico. Estes
resultados demonstram a possibilidade da utilizacdo
de genes R no controle de doengas em citros a partir
da transferéncia interespecifica e intergenérica desses
genes por transgenia, sendo possivel a prospecgdo de
genes maiores em espécies de plantas que sdo resistentes
ao Candidatus Liberibacter spp.

Genes relacionados a peptideos antimicrobianos

A obtengdo de plantas transgénicas expressando
genes que codificam peptideos antimicrobianos
representa uma importante estratégia no controle de
patogenos. Peptideos antimicrobianos estdo presentes
em insetos, humanos e plantas, podendo ser produzidos
constitutivamente na planta ou apenas quando esta sofre
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uma injuria ou infec¢ao e seu mecanismo de acao € pela
inibicdo da sintese de proteinas do patogeno (Zasloff,
2002; Calrsson et al., 1998).

Dentre os peptideos utilizados para a
transformacdo genética de plantas, destacam-se a
atacina (Sun et al., 1991; Kang et al., 1996), cecropina
(Huang et al., 1997) e sarcotoxina (Ohshima et al.,
1999).

O gene que codifica a proteina atacina foi
isolado de insetos como Hyalophora cecropia,
Drosophila melanogaster e Tricloplusia ni. As atacinas
atuam na parede celular, ocasionando alteracdes
na permeabilidade da membrana, principalmente de
bactérias Gram negativas, devido a sua ligacdo com
lipopolissacarideos da membrana externa, provocando
a desorganiza¢do ¢ a inibicdo da sintese de diversas
proteinas dessa membrana (Carlsson et al., 1998). Altas
concentracdes de atacinas podem ocasionar a lise de
c¢lulas bacterianas (Engstrom et al., 1984).

A expressdao do gene da atacina E (attE) em
plantas transgénicas de maciera (Norelli et al., 1994;
Ko et al., 2000) e pereira (Reynoird et al., 1999)
conferiu resisténcia a Erwinia amylovora. Plantas de
macieira também foram transformadas com o gene
atacina A, o qual foi eficiente no aumento de resisténcia
a E. amylovora (Norelli & Aldwinckle, 1993). Plantas
transgénicas de laranja Hamlin, Natal, Péra ¢ Valéncia
contendo o gene aftA mostraram um aumento na
resisténcia a Xanthomonas citri subsp. citri (Boscariol
et al., 2006, Cardoso et al., 2010).

A cecropina foi isolada da hemolinfa do
inseto Hyalophora cecropia e exibe atividade litica e
antibacteriana (Boman & Hultmark, 1987). Em batata,
plantas transgénicas com o gene da cecropina SB-37
apresentaram reducdo na severidade da doenga causada
por Erwinia carotovora (Arce et al., 1999). Plantas
transgénicas de tabaco expressando o gene da cecropina
B foram obtidas visando a resisténcia a Pseudomonas
solanacearum e P. syringae pv. tabaci (Florack et al.,
1995). O gene cecropin MB39, anéalogo da cecropina
B e resistente a acdo de proteases foi introduzido em
plantas de tabaco, apresentando aumento na resisténcia a
Pseudomonas syringae pv. tabaci (Huang et al., 1997). O
gene cecropin MB39 também foi introduzido em plantas
de laranja Valéncia na tentativa de se obter plantas
resistentes a Xylella fastidiosa (Paoli et al., 2007).

Plantas transgénicas de tabaco expressando o
gene da sarcotoxina, isolado de larvas de Sarcophaga
peregrina, mostraram um aumento na resisténcia a
infeccdo por Pseudomonas syringae pv. tabaci € Erwinia
carotovora subsp. carotovora (Ohshima et al., 1999).
Plantas de laranja Péra transformadas com gene da
sarcotoxina, também apresentaram reducgdo na severidade
de cancro citrico (Bespalhok Filho et al., 2001).

Genes relacionados a resisténcia derivada do
patogeno

A obtencdo de plantas transgénicas resistentes
a virus ¢ baseada na resisténcia derivada do patdgeno.
O principio deste mecanismo de resisténcia propde
que a resisténcia a determinado virus pode ser obtida
a partir de genes do seu proprio genoma. Esses genes
sdo identificados e clonados a partir do virus e,
posteriormente, introduzidos e expressos no genoma da
planta, via transformacdo genética, podendo conferir
resisténcia ao patdégeno (Sanford & Johnson, 1985).
Diversos pesquisadores tém utilizado a resisténcia
derivada do patdgeno na busca de plantas transgénicas
de citros resistentes a tristeza. Diferentes sequéncias do
genoma do CTV de vérias estirpes ja foram introduzidos
em citros, tais como a sequéncia do gene da capa proteica
em citrange Carrizo, laranja azeda (Citrus aurantium
L.) e lima acida Galego [C. aurantifolia (Christm.)
Swingle] (Gutiérrez et al., 1997), C. aurantium
(Ghorbel et al., 2000), C. aurantifolia (Dominguez et
al., 2000, Dominguez et al., 2002) e pomelo (C. paradisi
Mactfad.) (Ananthakrishnan et al., 2007), a sequéncia do
gene da proteina p23 em C. aurantium, C. aurantifolia
e Poncirus trifoliata (L.) Raf. (Fagoaga et al., 2005), C.
aurantifolia (Fagoaga et al., 2006), a sequéncia do gene
que codifica a enzima RNA polimerase dependente
de RNA (RdRp) e um fragmento do gene da proteina
p23 unido a uma sequéncia de regides ndo transcritas
(3°’UTR) em C. paradisi (Febres et al., 2003; Febres et
al., 2008).

Iwanami et al. (2004) relataram a produgdo de
plantas de P. trifoliata transformadas com gene da capa
proteica do CiMV (Citrus mosaic virus), sendo que
apenas uma linhagem foi resistente quando inoculada
mecanicamente com esse virus. Plantas transgénicas
de laranja Pineapple com gene da capa proteica do
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virus da sorose dos citros foram inoculadas com um
isolado do virus (CPV4). Entretanto, estas plantas nao
apresentaram tolerancia ou resisténcia apds 12 meses
da inoculagdo (Zanek et al., 2008).

CONSIDERACOES FINAIS

Embora se registre o crescente interesse na busca
por plantas transgénicas resistentes ao HLB, diversas
limitacdes a esta meta devem ser consideradas. Entre
estas dificuldades, citam-se a resisténcia parcial
por parte do mercado consumidor, com restricdo ao
consumo de transgénicos, as limitagdes no nimero
de genes disponiveis para introducdo e avaliacao
em citros ¢ as dificuldades legais (regulatorias) para
avalia¢do de plantas transgénicas no campo.

Boa parte destas dificuldades vem sendo superada
por meio de maior informagdo e divulgacdo sobre
caracteristicas de seguranca dos produtos transgénicos,
prospeccdo e clonagem de genes candidatos e
desenvolvimento de politicas governamentais de apoio
a pesquisa de campo com transgénicos no Brasil,
em especial pela Comissao Técnica Nacional de
Biosseguranca (CTNBIo).

Entre as estratégias a serem utilizadas na busca
de genes candidatos a resisténcia, aquelas relacionadas
a identificagdo e clonagem de genes relacionados a
peptideos antibacterianos ¢ de genes relacionados a
ativagdo de mecanismos de defesa das plantas parecem
ser as mais adequadas na busca de resisténcia ao
HLB por transgenia pois, at¢ o momento, ndo foram
identificadas fontes de resisténcia genética ao patdgeno.

Até o momento, trabalhos especificos nesta area
realizados s3o escassos. O gene D4E1 que codifica um
peptideo antimicrobiano foi introduzido em plantas
de Citrus grandis Osbeck x Poncirus trifoliata com
a finalidade de controlar o HLB (Stover et al., 2008).
Resultados preliminares demonstram que as plantas
transgénicas obtidas com esse gene quando inoculadas
com Candidatus Liberibacter spp. apresentaram
sintomas mais tardios quando comparados com
plantas ndo transgénicas (Bowman et al.,, 2010).
O grupo de pesquisa da Esalgq/USP, Cena/USP e
Instituto Biologico de S@o Paulo estd intensificando
estudos com este peptideo antimicrobiano através da
producdo de plantas transgénicas de laranja Hamlin,

Citrus Research & Technology, Cordeirépolis, v.31, n.1, p.91-100, 2010

Péra e Valéncia, principais cultivares de laranja doce
do setor citricola brasileiro. O Centro de Citricultura
Sylvio Moreira também estd concentrado na obtenc¢ao
de plantas transgénicas de citros para resisténcia ao
HLB, sendo que o gene nprl, clonado de Arabidopsis
thaliana, que ativa mecanismos de defesa da planta,
foi introduzido em plantas de laranja doce (Simdes,
2008). Neste trabalho, o autor verificou que as plantas
inoculadas com Candidatus Liberibacter spp. ocorreu
a multiplicagdo do patégeno. No entanto, quatro
linhagens ndo manifestaram sintomas da doengca.

Trabalhos bem sucedidos para obtencdo de
plantas resistentes a bactérias, para a reducdo da
severidade do cancro citrico com o uso do gene att4
(Boscariol et al., 2006, Cardoso et al., 2010) e do gene
hrpN (Barbosa-Mendes et al., 2009), e para redugao da
severidade da clorose variegada dos citros com o uso do
gene cecropin MB39 (Paoli et al., 2007) estimularam a
avaliacdo dessas plantas para resisténcia ao HLB, uma
vez que os mecanismos de resisténcia desencadeados
por esses genes nao sdo especificos, sendo promissores
na busca de variedades resistentes ao Candidatus
Liberibacter spp. Plantas transgénicas de laranja
doce com os genes attA e hprN foram inoculadas
com psilideos infectiveis ou borbulhas contaminadas
com Candidatus Liberibacter spp. e estdo em fase de
avaliagdo para controle desse patdgeno.

Em complemento a estas estratégias, ¢ fundamental
considerar também a prospecgdo e clonagem de
promotores de atuagdo especifica no floema (tecido
colonizado preferencialmente pela bactéria causadora do
HLB). Promotores de floema, clonados de Arabidopsis
thaliana e Citrus sinensis, ja foram utilizados com sucesso
para expressao do gene reporter uidA (GUS) em plantas
transgénicas de citros, onde a expressao da proteina
codificada pelo uidA pode ser observada especificamente
no floema (Miyata, 2010). Os resultados deste trabalho
poderdo otimizar as perspectivas de produgdo de
transgénicos com maior resisténcia ao HLB, pois,
poderao dirigir suas proteinas codificadas de forma mais
intensa no tecido colonizado pela bactéria. Além disso,
a produgdo de transgénicos com expressdo diferencial
em tecidos de citros podera também apresentar maior
aceitacdo pelo mercado consumidor, consciente que o
produto expresso pelo transgénico ndo serd acumulado
nos tecidos a serem consumidos (frutos ou suco).
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As perspectivas para a producdo de plantas
citricas transgénicas resistentes ao HLB sdo favoraveis,
considerando-seas limitagdes jamencionadas. Os grupos
de pesquisa no Brasil tém registrado atuagao pioneira e
destacada nesta area, com aproximadamente 30% das
pesquisas ja produzidas relacionadas a transformacgao
genética de citros para resisténcia a doengas (Tabela 1).
Maiores esforgos deverao ser dispensados nos proximos
anos, com o fortalecimento destes grupos, em especial,
pela sua integracdo e colaboragdo mutua proveniente
do recém criado Instituto Nacional de Gendmica para
Melhoramento de Citros (INCT Citros).

Desta forma, o potencial para producdo de
transgénicos na busca de resisténcia ao HLB pode
ser uma alternativa viavel e complementar a todas as
demais estratégias importantes no desenvolvimento
para o combate a esta doenca de alto impacto destrutivo,
viabilizando técnica e economicamente a citricultura
brasileira, para a manutencdo de sua posicdo de
lideranga mundial.
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