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Estratégias biotecnologicas no controle de doencas e pragas
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} Perspectivas biotecnoldgicas no controle do greening (HLB)

\ v !

D D 3D D >

HLB em 2004 Engenharia genética

» Manejo é oneroso ou impraticavel em algumas situacgdes;
» Auséncia de resisténcia genética em citros contra o psilideo e Liberibacterias;

v" Resisténcia via transgenia: possibilidade de desenvolver resisténcia, menor custo, integracdo com
manejo, menor impacto ambiental, sustentabilidade.

COMISSAO TECNICA NACIONAL
DE BIOSSEGURANCA

RESOLUCAO NORMATIVA N* 10, DE 2 DE OUTUBRO DE 2013

Estabel digdes de isol para a
Liberagdo Planejada no Meio Ambiente de
laranja doce (Citrus Sinensis (L.) OSBE-
CK) geneticamente modificada.

A Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranga - CTNBio,
no uso de suas atribuigoes | lamentares, e tendo em wvista
2111035, de

oes legais e regul
o disposto no inciso II do art. 14 da Lei n 24 de margo

5 I jad citros geneti -
dificados no meio ambiente devera ser observada a estratégia de |
competi¢do de polen, mediante a introdugdo de trés tipos de bor- g
daduras, compondo, norn'u'nim eis i itri -1 B

icOes:
I - para dreas experimentais inseridas em plantios comerciais

-a) dispor, ao redor da area que contenha laranja doce ge-
neticamente modificada, uma bordadura composta por duas linhas de

cultivo (filas de drvores) de um eenétino polinizador ndo geneti- .
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Repeléncia ao psilideo em goiabeiras
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Pomar de citros em monocultura:
ALTA incidéncia de psilideos e de HLB

Ichinose et al., 2012

Pomar com interplantio de citros e goiaba:
MUITO BAIXA ocorréncia de HLB e de psilideos
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Repeléncia ao psilideo em goiabeiras

AR PURO

n = 87 (208) p = 0,0366"
100 80 60 40 20 0 20 40 60 80 100
Tempo gasto em cada campo de odor (%) .
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} Repeléncia ao psilideo em goiabeiras

Bioensaio em olfatometro de 4 vias

Temperatura da sala: 25 + 2°C
AR PURO UR: 60 + 10%
3000 lux (luzes de LED)

b

Olfatometro de 4 vias
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Repeléncia ao psilideo em goiabeiras

AR PURO

n = 87 (208) p = 0,0366"
100 80 60 40 20 0 20 40 60 80 100
Tempo gasto em cada campo de odor (%) .
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Goiabeira

Citros

Repeléncia ao psilideo em goiabeiras
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Repeléncia ao psilideo com cariofileno

Cariofileno

Hyf

p = 0,4739Ns

p = 0,8861Ns

~N

p=00174'

p=0,0385'

p = 0,4343Ns

100 80 60 40 20 0 20 40 60

Tempo gasto em cada campo de odor (%)

80 100
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Repeléncia ao psilideo com cariofileno

Emissao de cariofileno em planta modelo Arabidopsis thaliana
selvagem = WT , sem cariofileno = KO e cariofileno +++ = OE
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Repeléncia ao psilideo em Arabidopsis (planta modelo)

Emissao
16 * 2 ng.g'FW.h"!

0.01 ng.g'FW.h-!

1.955 £ 197 ng.g-1FW.h"’

Cariofileno

S

p = 0,4016Ns

Selvagem

Sem cariofileno p=0,6763N

(

Cariofileno +++

100 80 60 40 20 0 20 40 60 80 100 '
Tempo gasto em cada campo de odor(%) Fundecitrus
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} Repeléncia ao psilideo em laranjeira doce

Obijetivo: tornar a laranja repelente ao psilideo, pelo aumento da emisséo de cariofileno, um volatil repelente e produzido pelas
folhas da goiabeira.

Citros _ Goiaba Isolar e inserir genes para [7 configuragdes dos
: ‘ | Q produgio do cariofileno =) enes de interesse]
et LN A  cariofileno [Jll

Perfil de volateis

Citros Repelente (&=

Etapas do processo:

=) ’ molecular l Loy =) Comportamento do Inseto
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Repeléncia ao psilideo em laranjeira doce

Laboratorio _ _ _ Campo
Pera Valenciaé Molecular/é Olfatometria Emissdo  Crescimento e Repeléncia
Quimica Volateis Frutificacéo (HLB e psilideos)
» Combinacgéo genes A 6 17 23 - 5 6 -
» Combinagdo genes MA 27 34 61 11 6 -
» Combinacdo genes TA 11 20 31 6 6 -
» Combinagdo genes FA 27 18 45 - 8 6 -
» Combinacdo genes MFA 21 23 44 4 6 -
» Combinagédo genes FTA 28 14 42 6 1 6 1
» Combinacdo genesHB 10 10 20 7 10 20 3
206 plantas 266 34 24 56 plantas 4 plantas

*
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} Repeléncia ao psilideo em laranjeira doce

Laboratorio _ _ Campo _

Pera  Valencia Molecular/ Crescimento e Repeléncia

Quimica Frutificacéo (HLB e psilideos)

» Combinacgéo genes A 6 17 23 6 -
» Combinagdo genes MA 27 34 61 6 -
» Combinacdo genes TA 11 20 31 6 -
» Combinacdo genes FA 27 18 45 6
» Combinacdo genes MFA 21 23 44 6

28 14 42 6

10 10 20 20

2606 plantas 260 96 plantas
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} Repeléncia ao psilideo em laranjeira doce

Emissao Cariofileno
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Emissao de até 3.000 % mais cariofileno )
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Repeléncia ao psilideo em Iaranjelra doce

Emissao S P .
’ \?, / \ AR PURO
Planta Ar Puro
40 % 4 ng.g'FW.h"! Controle p = 0,2794Ns
1.261 £ 83 ng.g'FW.h" / HB. NI b = 0,0006"
850 £ 59 ng.g-1FW.h"1 HB_GM2 p=0,018

1.037 * 244 ng.g-1FW.h"1 HB_GM3

B = | .\ ol p<“"°“1,?€°<“2
6}1,0/
wos I <o 4/
-

p= ﬂ,UW

100 80 60 40 20 0 20 40 60 80 100 '
Tempo gasto em cada campo de odor (%) Fundecitrus
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626 * 36 ng.g-1FW.h"1

947 + 144 ng.g-1FW.h"

Cariofileno




} Repeléncia ao psilideo em laranjeira doce

6 tratamentos:
6 repeticdes X 352 plantas

Pera
I Valéncia
V-GM1
P-GM2

V-GM3
V-GM4

6 tratamentos:
4 repeticoes X 42 plantas
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} Borda de murta (citros) letal ao psilideo

Obijetivo: produzir planta letal ao psilideo de forma que sua atragdo natural possa ser usada como planta isca, e que mate o
psilideo durante a alimentagao nesta planta.

] \ A &
A ot‘\'"(' = 3 g N
. i "/ »

Resultado preliminar: reducdo de 40% na populacao de psilideos
no pomar de laranjeiras

- =

| Porhar de A Borda de
Laranja e S | Murta

-«
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} Borda de murta (citros) letal ao psilideo

« Desenvolvimento do protocolo de regeneracao de murta in vitro,
 Transformagao genética da murta com Agrobacterium ou Biobalistica;

» Selecdo de genes eficazes para silenciamento génico no psilideo pela técnica de RNAI;

Alternativa: Bergera koenigii ou M. koenigii
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} Borda de murta (citros) letal ao psilideo:

« Selecao de genes eficazes para silenciamento génico no psilideo pela técnica de RNAI;

Sobrevivéncia D. citri (%)

1007 o = Ao 1

e Selecdo de genes para testar alvos de RNA:;
32 I I = Alvo 2 : | , ;

60 N EESNN RS e B 3 ’

50 | SN | BN | BN . ~ mAlvo3 |

40 | -y

N R R e ~ mdsRNA

20 | - B | Ea | . Controle

10 - E Tl ~ mControle A. Ninfas (2° estadio) mortas  B. Ninfas (4° estadio) vivas
0 (Agua)
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Borda de murta (citros) letal ao psilideo:

« Obtencéo de plantas com expressao da caracteristica letal ao psilideo
Vetor CTV:

CTV - genoma

Laranja (validagao):
Geracao de plantas GM

ORF 1a b 23 5.6 780910 ORF  1a b 23 4 5 6 7 891011

11 12 p33 HSP70h CPm pl8 ]£0

Ll IRl R iR

— —
CP pl13 p23

Vetor CTV

L1 12 P33 SP70h pl8  p20 3 3,
L 1 | Bl e , —

cp pl3 P23 GFP-T36 CTV

Pl Cpm
Courtesy W. Dawson

Citrus Tristeza
Virus (CTV)
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http://www.crec.ifas.ufl.edu/facilities/emlab/images/web/Picture3.jpg

Selecao de genes anti-Liberibacter

Obijetivo: testar resisténcia contra Ca. Liberibacter asiaticus

» Ainversao da proporcao das bactérias Las e Lam, com o predominio de Las em detrimento de Lam e
0 estudo do genoma destas bactérias, permitiu abordar estratégias para o controle da bactéria

através de plantas geneticamente modificadas (GM);

» Selecédo de genes com caracteristicas antimicrobianas;

 Etapa atual: geragéo de plantas GM (testes com HLB em dois anos)
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Perspectivas biotecnologicas no controle do greening (HLB)

= Laranjeira repelente
= Borda letal atraente
= Estratégia Push & Pull (+ Kill) = Repele, Atrai & Mata

= (Genes anti-Liberibacter

= Manejo = 10 mandamentos do greening.
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} Resisténcia ao Huanglongbing (greening)

“O sistema de manejo do HLB (sanidade de mudas,
controle de psilideos e erradicagdo de plantas
sintomaticas) como descrito aqui € apenas uma
solugéao de curto prazo para manter a industria de
citros viva e ganhar tempo para que solugoes de
longo prazo, provavelmente baseadas em citros
geneticamente modificados, cheguem dentro de
cinco a dez anos. Enquanto isso, pesquisas sobre
controle de psilideos e identificagdo de arvores
infectadas, mas ainda sem sintomas, podem
melhorar o controle. ”

Dr. J. M. Bové
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HLB 2004 . Genetic engineering
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