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RESUMO 
 

Desafio de plantas transgênicas de laranja ‘Hamlin’ (Citrus sinensis L. Osbeck) 
superexpressando os genes CDR-1 ou PDF2.2 ou GLT1 à infecção com 

Xanthomonas citri subsp. citri ou Candidatus Liberibacter asiaticus 
 

A citricultura está sujeita a distintos desafios, em especial, à ameaça de 
diversas doenças de alto impacto destrutivo, a exemplo do cancro cítrico 
(Xanthomonas citri subsp. citri) (Xcc) e do Greening ou Huanglongbing (Candidatus 
Liberibacter spp.) (HLB). A engenharia genética de plantas cítricas é uma 
abordagem atraente na busca de materiais superiores, pois, pode resultar em um 
rápido desenvolvimento de cultivares resistentes a doenças. Dessa forma, plantas 
de laranja ‘Hamlin’ (Citrus sinensis L. Osbeck) previamente transformadas para a 
superexpressão do gene CDR-1 (constitutive disease resistance protein 1) ou 
PDF2.2 (pathogenesis-related proteins 12) ou GLT1 (plastidic glucose transporter 1), 
foram avaliadas para potenciais efeitos de resistência à Xcc ou HLB. Dezessete 
eventos CDR-1 foram multiplicados a partir de borbulhas de plantas matrizes em 
porta-enxertos de limão ‘Cravo’ (C. limonia Osbeck) e inoculados por aspersão com 
uma suspensão de Xcc. Nenhum evento transgênico apresentou reduções na 
incidência e severidade dos sintomas de cancro cítrico em comparação com as 
plantas não transgênicas (WT1), 35 dias após a inoculação. Entretanto, no primeiro 
bioensaio, a incidência e a severidade da doença foram maiores em alguns eventos 
superexpressando o gene CDR-1. Supõe-se que a reação de resposta de 
hipersensibilidade (HR) que envolve uma necrose rápida de células infectadas e a 
formação de lesões pode ter sido potencializada pela superexpressão deste gene, e 
ter contribuído para a colonização de Xcc. Embora nenhum dos eventos CDR-1 ou 
PDF2.2 tenham apresentado menor incidência ou severidade quando comparados 
com as plantas não transgênicas, é possível que as menores populações 
bacterianas, número e área média de lesões, além de maiores teores de H2O2 e 
clorofila em alguns materiais possam auxiliar no manejo da doença em áreas de 
exclusão ou erradicação. Em outro experimento, dez eventos superexpressando o 
gene GLT1 foram inoculados com borbulhas infectadas com CLas, bactéria 
associada ao HLB. A infecção com CLas acarretou na elevação das concentrações 
de glicose, frutose e de amido em plantas não transgênicas (WT). Embora nenhum 
dos eventos GLT1 apresente características de resistência ao HLB quando 
comparados com as plantas WT, é possível que os menores valores de Ciclo 
threshold (CT) e populações bacterianas, associados também a menores 
concentrações de açúcares solúveis, bons parâmetros para trocas gasosas e macro 
e micronutrientes em alguns eventos, possam contribuir para um melhor 
desenvolvimento das plantas infectadas.  

 
Palavras-chave: Biotecnologia, Citricultura, Doenças bacterianas, Transformação 

genética  
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ABSTRACT 
 

Evaluation of transgenic sweet orange (Citrus sinensis L. Osbeck) 
overexpressing the CDR-1, PDF2.2, or GLT1 gene for resistance to 
Xanthomonas citri subsp. citri or Candidatus Liberibacter asiaticus 
 
Citriculture is subject to different challenges, in particular, the threat of various 

diseases with a highly destructive impact, such as citrus canker (Xanthomonas citri 
subsp. citri) (Xcc) and Greening or Huanglongbing (Candidatus Liberibacter spp.) 
(HLB). Genetic engineering of citrus plants is an attractive approach in the search for 
superior materials, as it can result in the rapid development of disease-resistant 
cultivars. Thus, plants of 'Hamlin' orange (Citrus sinensis L. Osbeck) previously 
transformed for overexpression of the gene CDR-1 (constitutive disease resistance 
protein 1) or PDF2.2 (pathogenesis-related proteins 12) or GLT1 (plastidic glucose 
transporter 1), were evaluated for potential effects of resistance to Xcc or HLB. 
Seventeen CDR-1 events were multiplied from buds of parent plants on 'Rangpur' 
lemon rootstocks (C. limonia Osbeck) and inoculated by spraying with an Xcc 
suspension. No transgenic event showed reductions in the incidence and severity of 
citrus canker symptoms compared to non-transgenic plants (WT1) 35 days after 
inoculation. However, in the first bioassay, the incidence and severity of the disease 
were higher in some events overexpressing the CDR-1 gene. It is hypothesized that 
the hypersensitivity response (HR) reaction, which involves rapid necrosis of infected 
cells and the formation of lesions, may have been potentiated by the overexpression 
of this gene, and have contributed to the colonization of Xcc. Although none of the 
CDR-1 or PDF2.2 events showed lower incidence or severity when compared to non-
transgenic plants, it is possible that lower bacterial populations, average number and 
area of lesions, in addition to higher H2O2 and chlorophyll contents in some materials 
can help in the management of the disease in areas of exclusion or eradication. In 
another experiment, ten events overexpressing the GLT1 gene were inoculated with 
buds infected with CLas, bacteria associated with HLB. Infection with CLas led to 
increased concentrations of glucose, fructose, and starch in non-transgenic (WT) 
plants. Although none of the GLT1 events show characteristics of resistance to HLB 
when compared to WT plants, it is possible that the lower Cycle threshold (CT) 
values and bacterial populations, also associated with lower concentrations of 
soluble sugars, are good parameters for gas exchange and macro and micronutrients 
in some events, may contribute to better development of infected plants. 
 
Keywords: Biotechnology, Citrus growing, Bacterial diseases, Genetic transformation 
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INTRODUÇÃO GERAL 

As plantas cítricas são cultivadas em mais de 140 países abrangendo os 

climas tropicais, subtropicais e mediterrâneos (Zhong e Nicolosi, 2020), com grande 

destaque dentro do agronegócio brasileiro, movimentando mais de US$ 6,5 bilhões, 

anualmente (Neves e Trombin, 2017). China, Brasil, Índia, México, Espanha e 

Estados Unidos da América produzem mais de dois terços das frutas cítricas do 

mundo (Kesbiç et al., 2022). A laranja é a fruta mais cultivada dentre as frutas 

cítricas em geral, com cerca de 50-60% da produção total. No entanto, outras 

espécies, tais como o limão, lima e tangerina também possuem importância 

comercial (Satari e Karimi, 2018). O Brasil é o maior produtor mundial de suco de 

laranja (FAO, 2021), com a maior concentração de pomares no cinturão citrícola do 

estado de São Paulo e Triângulo/Sudoeste Mineiro. Segundo o Fundo de Defesa da 

Citricultura (FUNDECITRUS, 2022), a área reservada para a produção de laranjas 

no cinturão citrícola é de 344.389 mil hectares, contando com cerca de 170 milhões 

de árvores produtoras que devem gerar 317 milhões de caixas (de 40,8 kg) na safra 

de 2022/2023. Embora o principal objetivo da indústria de processamento de cítricos 

seja o suco, outros produtos são explorados, a exemplo de óleos essenciais, polpa 

seca, geleias, aromatizantes para bebidas e pectina (Zema et al., 2018). 

Apesar da posição de destaque, a citricultura brasileira está sujeita a distintos 

desafios em todas as principais regiões produtoras. A cultura sofre constantemente 

o ataque de pragas e doenças, as quais prejudicam a produtividade dos pomares e 

a qualidade das frutas (Urbaneja et al., 2020; Syed-Ab-Rahman, Hesamian e 

Prasad, 2022). As principais doenças bacterianas nos cultivos comerciais são o 

cancro cítrico, causado por Xanthomonas citri subsp. citri (Xcc) (Martins et al., 2020), 

e o Greening ou Huanglongbing (HLB), que está associado a espécies de 

Candidatus Liberibacter spp. (da Graça et al., 2016). 

No Brasil, a primeira constatação do cancro cítrico ocorreu em 1957, na 

região de Presidente Prudente - SP, disseminando-se para outras áreas do país 

(Leite Junior et al., 1987). Atualmente, a doença está presente em diversas áreas de 

cultivo, e os sintomas podem ser observados em todas as partes aéreas da planta. 

Caracterizam-se, principalmente, pela formação de pústulas salientes e corticosas 

na superfície das folhas, frutos e galhos. Desfolha e queda de frutos também são 
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observados como resposta da planta à infecção (de Carvalho et al., 2015; Martins et 

al., 2020). 

A disseminação de Xcc ocorre, principalmente, através do vento e da chuva, e 

quando em contato com a superfície foliar, cresce na forma de biofilmes 

estruturados que são essenciais, não apenas para proteger as células dos estresses 

ambientais, mas também para estabelecer o processo de infecção através de 

estômatos, hidatódios, lenticelas ou por injúrias causadas por insetos e ferramentas 

usadas nos pomares (Behlau e Belasque Júnior, 2014; Picchi et al., 2016). A Xcc é 

capaz de sobreviver em restos vegetais por até dois meses, o que pode servir como 

fonte de inóculo bacteriano (Graham et al., 2004). 

Várias medidas de manejo são adotadas na tentativa de controlar ou até 

mesmo erradicar o cancro cítrico, incluindo podas de árvores infectadas, tratamento 

pós-colheita de frutos, descontaminação de equipamentos e pessoal. Em regiões 

endêmicas, realizam-se pulverizações de produtos químicos para proteger folhas e 

frutos jovens. Além disso, utilizam-se de medidas adicionais de controle que 

envolvem o plantio de quebra-ventos nos pomares, o controle da larva minadora 

[Phyllocnistis citrella (Stainton, 1856) (Lepidoptera: Gracillariidae)] e a produção de 

mudas cítricas saudáveis (Behlau et al., 2010; de Carvalho et al., 2015). As 

pulverizações utilizam produtos à base de cobre que são altamente tóxicos para 

patógenos bacterianos e com longos períodos residuais, características que levaram 

ao seu uso generalizado (Leite Jr e Mohan, 1990; Cha e Cooksey, 1991). Entretanto, 

essa é uma prática preventiva, sem atividade curativa ou sistêmica (Gottwald et al., 

2002). Além disso, tais abordagens representam um alto custo ambiental e 

financeiro, pela aplicação de moléculas químicas no meio ambiente e a erradicação 

de plantas contaminadas.  

Atualmente, o cancro cítrico está presente em 24,70% dos talhões de laranja 

do parque citrícola paulista e triângulo mineiro, número que corresponde a 37,41 

milhões árvores contaminadas (FUNDECITRUS, 2022). Devido às inúmeras 

tentativas desafiadoras de combate ao cancro cítrico, vários esforços têm sido 

realizados para entender os mecanismos de interação planta-patógeno e as bases 

moleculares do desenvolvimento da doença, com o objetivo de estabelecer medidas 

mais eficazes de controle (Ferrasa et al., 2020; Long et al., 2021). 

O HLB é considerado uma das doenças mais devastadoras que ameaçam a 

citricultura mundial, sendo causada por bactérias não cultiváveis in vitro e limitadas 
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ao floema (Bové, 2006; Pustika et al., 2008). O HLB foi confirmado em 51 dos 140 

países produtores de citros (Wang, 2019). Desde que foi detectada pela primeira vez 

no Brasil, em março de 2004, e na Flórida em agosto de 2005 (Teixeira et al., 2005; 

Halbert et al., 2012), esta doença se espalhou rapidamente para todas as regiões 

citrícolas nas Américas.  

Três espécies bacterianas relacionadas ao HLB foram identificadas e 

nomeadas, sendo elas: Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas), Ca. Liberibacter 

africanus (CLaf) e Ca. Liberibacter americanus (CLam) (Lopes et al., 2009). 

Segundo Albrecht e Bowman (2012), CLas é a mais agressiva e difundida entre as 

regiões. A transmissão pode ocorrer pela propagação de material contaminado ou 

por espécies de psilídeos, como o Diaphorina citri (Kuwayama, 1908) (Hemiptera: 

Lividae), vetor da doença no Brasil e na Ásia (Bové, 2006), e o Trioza erytreae (Del 

Guercio, 1918) (Hemiptera: Triozidae), vetor na África (da Graça et al., 2016). Os 

sintomas do HLB incluem obstrução e colapso dos elementos de tubo crivado, 

acúmulo de amido, manchas e amarelecimento das folhas que atravessam as 

nervuras (mosqueados), árvores atrofiadas, frutos tortos, pequenos e com sabor 

amargo e também, a queda de folhas e frutos (Etxeberria et al., 2009; Dagulo et al., 

2010; Wang et al., 2017). A infecção grave eventualmente resulta na morte de 

árvores (Hodges e Spreen, 2012). Acredita-se que o acúmulo excessivo de amido 

cause danos aos cloroplastos, produzindo as manchas amareladas (Bové, 2006; 

Etxeberria et al., 2009), podendo afetar negativamente a fotossíntese, distorcendo 

as membranas do tilacóide e interferindo na absorção de luz (Pirone et al., 2005). 

Diversas espécies comerciais do gênero Citrus são afetadas pela doença, 

com diferentes níveis de suscetibilidade, não sendo reportada nenhuma resistência. 

Ainda, com a inexistência de procedimentos curativos para o HLB, a prevenção da 

infecção tem sido essencial no controle da doença em pomares comerciais 

(Belasque Junior et al, 2009). Tem-se recomendado a identificação e erradicação 

das plantas infectadas, reduzindo-se, desta forma, as fontes de inóculo nos 

pomares, aquisição de mudas sadias e a utilização de inseticidas para o controle do 

inseto vetor (Iftikhar et al., 2016; Belasque Jr et al., 2017). Uma solução econômica e 

ambientalmente sustentável para conviver com o HLB seria a disponibilidade de 

cultivares tolerantes ou resistentes. 

O melhoramento genético de citros pode ser limitado por condições biológicas 

associadas à incompatibilidade sexual e esterilidade, longo período juvenil e custos 
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elevados para conservação das progênies até a maturidade, o que leva a uma baixa 

possibilidade de aquisição e identificação de indivíduos superiores. Além disso, a 

baixa variabilidade genética entre as espécies do gênero Citrus, determinada pela 

estreita origem genética, impede o avanço do melhoramento genético através de 

técnicas clássicas (Grosser e Gmitter, 1990; Nicolosi et al., 2000; Machado et al., 

2005). 

A engenharia genética de plantas cítricas é uma abordagem atraente entre os 

melhoristas, pois, pode resultar em um rápido desenvolvimento de cultivares 

resistentes às doenças (Sun et al., 2019). Genes envolvidos na expressão de 

proteínas relacionadas à patogênese (PR), proteínas indutoras da resistência 

sistêmica adquirida (SAR) e proteínas antibacterianas de origem vegetal ou não 

vegetal, entre outros, podem ser utilizadas conjuntamente com ferramentas 

biotecnológicas para o melhoramento de citros (Mendes et al., 2010; Wally e Punja, 

2010; Dutt et al., 2015; Tavano et al., 2015; Hao, Zhang e Stover, 2017).  

Os genes constitutive disease resistance protein 1 (CDR-1), relacionado a um 

sistema de sinal de peptídeos envolvidos na indução de respostas de defesa locais e 

sistêmicas, o gene pathogenesis-related proteins 12 (PDF2.2), da família das 

defensinas vegetais, e o gene plastidic glucose transporter 1 (GLT1), envolvido na 

exportação de fotoassimilados e no transporte de produtos da degradação de amido, 

apresentam potencial para a proteção de plantas cítricas contra Xcc e CLas. 

Dessa forma, plantas de laranja ‘Hamlin’ (Citrus sinensis L. Osbeck) 

previamente transformadas para a superexpressão do gene CDR-1 ou PDF2.2 ou 

GLT1, foram avaliadas para potenciais efeitos de resistência à Xcc ou CLas.  
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CAPÍTULO 1: REAÇÃO DE PLANTAS TRANSGÊNICAS DE LARANJA ‘HAMLIN’ (Citrus sinensis L. 

Osbeck) SUPEREXPRESSANDO OS GENES CDR-1 OU PDF2.2 À INFECÇÃO COM Xanthomonas 

citri subsp. citri 

 

Resumo 

O agronegócio citrícola enfrenta grandes perdas econômicas devido o ataque 
de pragas e doenças. O cancro cítrico, causado por Xanthomonas citri subsp. citri 
(Xcc), é uma das doenças economicamente mais prejudiciais às cultivares de laranja 
doce em todo o mundo. Até o momento, não são conhecidas medidas fitossanitárias 
eficazes para erradicação da doença. Por outro lado, o uso da biotecnologia para o 
desenvolvimento de plantas transgênicas que expressem proteínas indutoras da 
resistência sistêmica adquirida (SAR) pode conferir resistência de amplo espectro a 
patógenos. Dessa forma, os genes constitutive disease resistance protein 1 (CDR-
1), relacionado a um sistema de sinal de peptídeos envolvidos na indução de 
respostas de defesa locais e sistêmicas, e o gene pathogenesis-related proteins 12 
(PDF2.2), da família das defensinas vegetais, foram previamente utilizados para a 
transformação genética de plantas de laranja ‘Hamlin’ (Citrus sinensis L. Osbeck), 
visando resistência a Xcc. Dezessete eventos foram então multiplicados a partir de 
borbulhas de plantas matrizes em porta-enxertos de limão ‘Cravo’ (C. limonia 
Osbeck) e inoculados por aspersão com uma suspensão de Xcc. Nenhum evento 
transgênico apresentou reduções na incidência e severidade dos sintomas de 
cancro cítrico em comparação com as plantas não transgênicas (WT1), 35 dias após 
a inoculação, nos três bioensaios realizados. Entretanto, no primeiro bioensaio, a 
incidência e a severidade da doença foram maiores em alguns eventos 
superexpressando o gene CDR-1. Buscando uma compreensão para a maior 
incidência e severidade de cancro, evidenciada nos eventos 1 e 5B (CDR-1), estes 
foram selecionados e, posteriormente, analisados em inoculações de Xcc por 
ferimentos. Considerando o gene PFD2.2, os eventos H1, H4, H5 e H9A foram 
selecionados para os bioensaios de inoculações por ferimentos. Supõe-se que a 
reação de resposta de hipersensibilidade (HR) que envolve uma necrose rápida de 
células infectadas e a formação de lesões, pode ter sido potencializada pela 
superexpressão do gene CDR-1 e ter contribuindo para a colonização do cancro 
cítrico. Embora nenhum dos eventos CDR-1 ou PDF2.2 tenham apresentado menor 
incidência ou severidade quando comparados com as plantas não transgênicas, é 
possível que as menores populações bacterianas, número e área média de lesões, 
além de maiores teores de H2O2 e clorofila em alguns materiais, possam auxiliar no 
manejo da doença em áreas de exclusão ou erradicação, levando também, a uma 
redução significativa nos custos de controle da doença.  

Palavras-chave: Biotecnologia, Citricultura, Cancro cítrico 
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CHAPTER 1: TRANSGENIC SWEET ORANGE (Citrus sinensis L. OSBECK) OVEREXPRESSING 

THE CDR-1 OR PDF2.2 GENE AND THEIR INITIAL EVALUATION FOR RESISTANCE TO 

Xanthomonas citri subsp. citri 

 

Abstract 

Citrus agribusiness faces major economic losses due to pests and diseases. 
Citrus canker, caused by Xanthomonas citri subsp. citri (Xcc), is one of the most 
economically harmful diseases of sweet orange cultivars worldwide. So far, there are 
no known effective phytosanitary measures to eradicate the disease. On the other 
hand, the use of biotechnology to develop transgenic plants that express systemic 
acquired resistance (SAR) inducing proteins can confer broad-spectrum resistance to 
pathogens. Thus, the constitutive disease resistance protein 1 (CDR-1) genes, 
related to a peptide signal system involved in the induction of local and systemic 
defense responses, and the pathogenesis-related proteins 12 (PDF2.2) gene, from a 
family of plant defensins, were previously used for the genetic transformation of 
'Hamlin' orange plants (Citrus sinensis L. Osbeck), aiming at resistance to Xcc. 
Seventeen events were then multiplied from buds of mother plants on 'Rangpur' 
lemon rootstocks (C. limonia Osbeck) and inoculated by spraying with a suspension 
of Xcc. No transgenic event showed reductions in the incidence and severity of citrus 
canker symptoms compared to non-transgenic plants (WT1), 35 days after 
inoculation, in the three bioassays performed. However, in the first bioassay, the 
incidence and severity of the disease were higher in some events overexpressing the 
CDR-1 gene. Seeking an understanding of the higher incidence and severity of 
canker, evidenced in events 1 and 5B (CDR-1), these were selected and 
subsequently analyzed in Xcc inoculations by wounds. Considering the PFD2.2 
gene, events H1, H4, H5, and H9A were selected for wound inoculation bioassays. It 
is hypothesized that the hypersensitivity response (HR) reaction, which involves rapid 
necrosis of infected cells and the formation of lesions, may have been potentiated by 
overexpression of the CDR-1 gene and have contributed to the colonization of citrus 
canker. Although none of the CDR-1 or PDF2.2 events showed lower incidence or 
severity when compared to non-transgenic plants, it is possible that lower bacterial 
populations, average number and area of lesions, in addition to higher H2O2 and 
chlorophyll contents in some materials, can help in the management of the disease in 
areas of exclusion or eradication, also leading to a significant reduction in the costs 
of controlling the disease. 
 
Keywords: Biotechnology; Citrus agribusiness; Citrus canker  
 

1. Introdução  

As frutas cítricas são amplamente cultivadas em todo o mundo, 

representando uma importante atividade econômica. Entre os principais produtores, 

citam-se Brasil, China, Estados Unidos da América e México (Spreen et al., 2020), 

sendo o Brasil o maior produtor de laranja doce, respondendo por mais de três 

quartos das exportações globais de suco de laranja concentrado (Neves et al., 
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2020). Embora o principal objetivo da indústria de processamento de cítricos seja o 

suco de laranja, outros produtos são explorados, tais como óleos essenciais, polpa 

seca, geleias, aromatizantes para bebidas e pectina (Zema et al., 2018). 

O agronegócio citrícola enfrenta grandes perdas econômicas devido ao 

ataque de pragas e doenças (Bouvet et al., 2019; Poveda et al., 2021). O cancro 

cítrico, causado pela bactéria Gram-negativa Xanthomonas citri subsp. citri (Xcc), é 

uma das doenças economicamente mais prejudiciais das variedades comerciais de 

citros em todo o mundo (Ference et al., 2018). Os sintomas são observados em toda 

a parte aérea da planta, caracterizando-se, inicialmente, como pontos escurecidos e 

posterior formação de pústulas salientes e corticosas (Martins et al., 2020). Desfolha 

e queda de frutos também são observados como resposta da planta à infecção (de 

Carvalho et al., 2015). Atualmente, o cancro cítrico está presente em 24,70% dos 

talhões de laranja do parque citrícola paulista e triângulo mineiro, número que 

corresponde a 37,41 milhões árvores contaminadas (FUNDECITRUS, 2022). Até o 

momento, não são conhecidas medidas fitossanitárias para erradicação da doença 

(Caserta et al., 2019); no entanto, medidas de controle podem ser empregadas na 

tentativa de atenuar sua gravidade e disseminação. A retirada de árvores infectadas, 

uso de quebra-ventos, pulverizações com produtos à base de cobre e outros 

produtos químicos para proteger folhas e frutos e descontaminação de 

equipamentos e pessoal, são algumas das abordagens realizadas (Ferrasa et al., 

2020). Porém, estas abordagens representam um alto custo financeiro e ambiental, 

pela aplicação de moléculas químicas no meio ambiente e a erradicação de plantas 

contaminadas. 

Durante o ataque de um patógeno, no local da infecção, uma ampla gama de 

sinais é gerada e enviada através do sistema vascular, comunicando aos tecidos 

não infectados da planta sobre um perigo potencial. Em resposta, um sistema de 

defesa é acionado através da resistência sistêmica adquirida (SAR), associada a 

altos níveis de ácido salicílico (SA), ácido abscísico (ABA), ácido jasmônico (JA), 

reforços da parede celular, síntese de compostos antimicrobianos e de proteínas 

relacionadas à patogênese (PR) (Durrant e Dong, 2004; Prasad et al., 2009; Soares 

et al., 2020). Com base nas características bioquímicas, as proteínas PR diferem 

amplamente umas das outras e, atualmente, são agrupadas em 17 famílias, como 

as antifúngicas (PR1), 1,3-glucanases (PR2), inibidoras de proteinase (PR6), 
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peroxidases (PR9), e das defensinas vegetais (PR12) (Sels et al., 2008; Ali et al., 

2018). 

O melhoramento genético de citros pode ser limitado por complexidades 

biológicas, tais como, incompatibilidade sexual, esterilidade, longo período juvenil e 

baixa variabilidade genética (Grosser e Gmitter, 1990; Nicolosi et al., 2000; Gottwald 

et al., 2002), e na tentativa de sobrepor essas barreiras, enfoques biotecnológicos 

são empregados para reduzir os custos de produção e apoiar o manejo das doenças 

cítricas (Goulin et al., 2019). Nesse contexto, genes relacionados à possível 

aquisição de resistência ao cancro cítrico devem ser fatores-chave no processo de 

melhoramento para a produção de variedades transgênicas (Singh e Rajam, 2009). 

O uso da biotecnologia para o desenvolvimento de plantas transgênicas 

que expressam proteínas indutoras de SAR pode conferir resistência de amplo 

espectro a patógenos. Avaliando a expressão diferencial de genes em plantas 

infectadas com patógenos (Sels et al., 2008; Prasad et al., 2009; Albrecht e 

Bowman, 2012; Bowman e Albrecht, 2015), os genes constitutive disease resistance 

protein 1 (CDR-1), relacionado a um sistema de sinal de peptídeos envolvidos na 

indução de respostas de defesa locais e sistêmicas (Xia et al., 2004), e o gene 

pathogenesis-related proteins 12 (PDF2.2), da família das defensinas vegetais, 

foram identificados e utilizados para a transformação genética de plantas de laranja 

‘Hamlin’ (Citrus sinensis L. Osbeck) em trabalhos anteriores. Dessa forma, o objetivo 

deste trabalho foi avaliar as plantas de laranja doce surperexpressando o gene 

CDR-1 ou PDF2.2 para potenciais efeitos de resistência à Xcc. 

 

5. Conclusão  

Embora nenhum dos eventos CDR-1 ou PDF2.2 tenham apresentado menor 

incidência ou severidade quando comparados com as plantas não transgênicas, é 

possível que as menores populações bacterianas, número e área média de lesões, 

além de maiores teores de H2O2 e clorofila em alguns materiais, possam auxiliar no 

manejo do cancro cítrico em áreas de exclusão ou erradicação, levando também, a 

uma redução significativa nos custos de controle da doença. 
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CAPÍTULO 2: REAÇÃO DE PLANTAS TRANSGÊNICAS DE LARANJA ‘HAMLIN’ (Citrus sinensis 

L. Osbeck) SUPEREXPRESSANDO O GENE GLT1 À INFECÇÃO COM Candidatus Liberibacter 

asiaticus 

 

Resumo 

O Greening ou Huanglongbing (HLB) afeta a maioria das espécies cítricas, 
embora diferentes respostas à infecção podem ser observadas entre genótipos e 
espécies do gênero Citrus. Híbridos tolerantes ao HLB apresentam maiores 
transcrições para o gene plastidic glucose transporter 1 (GLT1), quando comparado 
com plantas suscetíveis. Os altos níveis de expressão para este gene podem ser 
parte do motivo pelo qual este genótipo não apresenta os sintomas distintos da 
doença. Dessa forma, plantas de laranja ‘Hamlin’ (Citrus sinensis L. Osbeck) 
previamente transformadas geneticamente para a superexpressão do gene GLT1 
foram avaliadas quanto à potencial resistência ao HLB. Dez eventos foram 
multiplicados a partir de borbulhas de plantas matrizes em porta-enxertos de limão 
‘Cravo’ (C. limonia Osbeck) e inoculados com borbulhas infectadas com Candidatus 
Liberibacter asiaticus (CLas), bactéria associada ao HLB. A infecção por CLas 
elevou as concentrações de glicose, frutose e de amido em plantas não transgênicas 
(WT). O evento transgênico 79 se destacou por apresentar altos valores de Ciclo 
threshold (CT), o que, provavelmente, desencadeou reduções em todos os níveis de 
açúcares solúveis, de amido e maior transpiração e teor de clorofila b aos três 
meses após a inoculação, diferentemente do evento 35, com baixo CT, alto teor de 
glicose, amido e redução de clorofila b. As plantas não transgênicas e sadias 
demonstraram maiores taxas de assimilação liquida de CO2 (A), que foram 
associadas a maiores valores de déficit de pressão de vapor (VpdL), condutância 
estomática (Gs) e transpiração (E), indicando que o HLB pode comprometer as 
trocas gasosas. De forma geral, as variáveis E, VpdL e teor de clorofila b foram 
maiores em alguns eventos transgênicos, mas não demostrando valores que 
poderiam indicar resistência. Embora nenhum dos eventos GLT1 apresente 
características de resistência ao HLB quando comparados com as plantas WT, é 
possível que os menores valores de CT e populações bacterianas, associados 
também a menores concentrações de açúcares solúveis, bons parâmetros para 
trocas gasosas e macro e micronutrientes em alguns eventos, possam contribuir 
para um melhor desenvolvimento das plantas infectadas.  

Palavras-chave: Biotecnologia; Citricultura; greening; HLB; transgênico   
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CHAPTER 2: REACTION OF TRANSGENIC 'HAMLIN' ORANGE PLANTS (Citrus sinensis L. 

OSBECK) OVEREXPRESSING THE GLT1 GENE TO INFECTION WITH Candidatus Liberibacter 

asiaticus  

 

Abstract 

Greening or Huanglongbing (HLB) affects most citrus species, although 
different responses to infection can be observed among genotypes and species of 
the genus Citrus. HLB-tolerant hybrids have higher transcriptions for the plastidic 
glucose transporter 1 (GLT1) gene when compared to susceptible plants. The high 
levels of expression for this gene may be part of the reason why this genotype does 
not show distinct symptoms of the disease. Thus, plants of 'Hamlin' orange (Citrus 
sinensis L. Osbeck) previously genetically transformed for overexpression of the 
GLT1 gene were evaluated for potential resistance to HLB. Ten events were 
multiplied from buds of parent plants on 'Rangpur' lemon rootstocks (C. limonia 
Osbeck) and inoculated with buds infected with Candidatus Liberibacter asiaticus 
(CLas), a bacterium associated with HLB. CLas infection increased glucose, fructose, 
and starch concentrations in non-transgenic (WT) plants. The transgenic event 79 
stood out for presenting high Cycle threshold (CT) values, which probably triggered 
reductions in all levels of soluble sugars, starch, and higher transpiration and 
chlorophyll b content three months after inoculation, unlike event 35, with low CT, 
high glucose, starch, and reduced chlorophyll b. Non-transgenic and healthy plants 
showed higher rates of CO2 assimilation (A), which were associated with higher 
values of vapor pressure deficit (VpdL), stomatal conductance (Gs), and transpiration 
(E), indicating that HLB can compromise gas exchange. In general, the variables E, 
VpdL, and chlorophyll b content were higher in some transgenic events, but not 
demonstrating values that could indicate resistance. Although none of the GLT1 
events show characteristics of resistance to HLB when compared to WT plants, it is 
possible that the lower CT values and bacterial populations, also associated with 
lower concentrations of soluble sugars, are good parameters for gas exchange and 
macro and micronutrients in some events, may contribute to better development of 
infected plants. 
 
1. Introdução  

A citricultura mundial enfrenta um cenário de prejuízos econômicos devido a 

incidência do Greening ou Huanglongbing (HLB), considerada a doença mais 

devastadora entre as culturas cítricas. O HLB foi confirmado em 51 dos 140 países 

produtores de citros (Wang, 2019), tornando-se uma séria ameaça, principalmente, 

para o Brasil e os Estados Unidos da América (EUA), os maiores produtores de 

laranja doce e suco concentrado. No Brasil, o primeiro relato da doença ocorreu em 

2004, na região de Araraquara - SP (Coletta-Filho et al., 2004; Texeira et al., 2005), 

e sem nenhuma cura disponível, cerca de 8,5 milhões de árvores foram erradicadas 

somente em 2020 (FUNDECITRUS, 2022). Nos EUA, desde sua detecção em 2005, 
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estima-se que o HLB tenha infectado mais de 95% dos pomares comerciais do 

estado Flórida (Li et al., 2019). 

A doença está associada a espécies não cultivadas de α-proteobactérias 

Gram-negativas e restritas às células do floema (Bové, 2006). As três espécies 

relacionadas ao HLB foram nomeadas de acordo com o continente em que foram 

inicialmente identificadas, sendo elas: Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas), Ca. 

Liberibacter africanus (CLaf) e Ca. Liberibacter americanus (CLam) (Lopes et al., 

2009). A transmissão pode ocorrer pela propagação de material contaminado ou por 

espécies de psilídeos, como o Diaphorina citri (Kuwayama, 1908) (Hemiptera: 

Lividae), vetor da doença no Brasil e Ásia (Bové, 2006), e o Trioza erytreae (Del 

Guercio, 1918) (Hemiptera: Triozidae), vetor na África (da Graça et al., 2016). 

Os sintomas típicos da doença incluem altura reduzida, nervuras foliares 

grossas, escuras e encurtadas, obstrução e colapso dos elementos de tubo crivado, 

acúmulo de amido e o inchaço das lamelas médias da parede celular (Achor et al., 

2010; Wang et al., 2017). Acredita-se que o acúmulo excessivo de amido cause 

danos aos cloroplastos, produzindo manchas amareladas nas folhas (mosqueados) 

(Bové, 2006; Etxeberria et al., 2009), podendo afetar diretamente a fotossíntese 

distorcendo as membranas do tilacóide e interferindo na absorção de luz (Pirone et 

al., 2005). À medida que a doença progride, os frutos tornam-se menores, 

parcialmente verdes e eventualmente, as árvores infectadas morrem (Ying et al., 

2020).  

O HLB afeta a maioria das espécies cítricas, embora diferentes respostas à 

infecção podem ser observadas entre genótipos e espécies do gênero Citrus 

(Folimonova et al., 2009). Estudos transcricionais à infecção por CLas são 

realizados para a descoberta de genes-chave e o entendimento dos mecanismos de 

tolerância (Albrecht e Bowman, 2012; Mafra et al., 2013). A obtenção de plantas 

resistentes ao HLB através do melhoramento convencional é dificultada por 

condições biológicas associadas à incompatibilidade sexual, esterilidade, baixa 

variabilidade genética, longo período juvenil e custos elevados para conservação 

das progênies até a maturidade (Grosser e Gmitter, 1990; Nicolosi et al., 2000; 

Gottwald et al., 2002) como também, à indisponibilidade de espécies cítricas 

resistentes na natureza (Song et al., 2017). Portanto, diversos grupos de pesquisa 

têm utilizado ferramentas biotecnológicas para o desenvolvimento de plantas que 

aumentem a resposta de defesa contra C. Liberibacter spp. de forma efetiva (Rocha 
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Tavano et al., 2015; Zou et al., 2017; Peng et al., 2021; Zou et al., 2021; Longhi et 

al., 2022).  

Em um estudo de Albrecht e Bowman (2012), o híbrido trifoliado ‘US-897’ 

(Citrus reticulata Blanco × Poncirus trifoliata L. Raf.), tolerante ao HLB, teve maior 

taxa de transcrição para o gene plastidic glucose transporter 1 (GLT1), quando 

comparado com plantas suscetíveis de tangerina ‘Cleopatra’ (C. reticulata Blanco). 

Em Arabidopsis, este gene está envolvido na exportação de fotoassimilados dos 

cloroplastos e desempenha um papel essencial no transporte de produtos da 

degradação de amido, crescimento e desenvolvimento de plantas (Cho et al., 2011). 

Os altos níveis de expressão para este gene podem ser parte do motivo pelo qual 

este genótipo, como outros trifoliatas e híbridos de trifoliata, não apresentam os 

sintomas distintos da doença associados ao acúmulo de amido normalmente 

observado em plantas sensíveis ao HLB (Albrecht e Bowman, 2012). 

A superexpressão do gene GLT1 pode ser uma estratégia para remediar os 

efeitos negativos do HLB na citricultura. Dessa forma, plantas de laranja ‘Hamlin’ (C. 

sinensis L. Osbeck), previamente transformadas geneticamente com o gene GLT1, 

foram avaliadas para potenciais efeitos de resistência ao HLB. 

 

5. Conclusāo 

Embora nenhum dos eventos GLT1 tenha apresentado evidências de 

resistência ao HLB quando comparados com as plantas não transgênicas, é possível 

que os menores valores de CT e populações bacterianas, associados também a 

menores concentrações de açúcares solúveis, bons parâmetros para trocas gasosas 

e macro e micronutrientes em alguns eventos, possam contribuir para um melhor 

desenvolvimento das plantas em áreas drasticamente afetadas pela doença.  
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