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Genoma completo de Citros
tem sua primeira versao concluida

O Consorcio Internacional do Genoma
dos Citros, do qual faz parte o Centro de
Citricultura/IAC e tem apoio da Fapesp,
CNPq e Embrapa/Funarb, concluiu o
primeiro rascunho do genoma completo
de citros. O anuncio foi feito durante a
XIX Conferéncia do Genoma de Plantas e
Animais, realizada em janeiro em San Die-
go, Califérnia. “O volume de informagoes
geradas nesse trabalho permite vislumbrar
uma sdlida base para os trabalhos futuros
com citros em todo o mundo”, afirma o
pesquisador Marcos A. Machado, que
representou o Centro de Citricultura no
evento. Para ele, a capacidade de aplicar es-
sas informacdes estd associada diretamente
ade usa-las e integrd-las aos problemas que
afetam a citricultura mundial.

Genomas, gendmica e transcriptomica
sa0 termos que ja estao consolidados em
nosso vocabuldrio cientifico e nao represen-
tam mais nenhuma novidade. No caso da
citricultura, esse processo come¢ou hd mais
de dez anos, quando do inicio dos trabalhos
visando o sequenciamento do genoma da
Xylella fastidiosa, a bactéria causadora da
CVC. “O tempo passou mas o Centro de
Citricultura continuou trabalhando forte-
mente nesses temas para o fortalecimento
do setor. Passaram-se os genomas de Xylella
fastidiosae Xanthomonas axonopodispv. citri
e 0 Centro deu um passo adiante, voltando-
se para estudos do genoma de citros”, conta
Machado. Assim foi desenvolvido o maior
banco de sequéncias de citros do mundo, o
CitEST, resultado do projeto Institutos do
Milénio, do CNPq/MCT.

Coordenacao

Mas, havia novos desafios, como o
sequenciamento do genoma completo
de citros, grande objetivo dos mais di-
versos grupos de pesquisa em citros do

mundo. E o Centro de Citricultura foi
escolhido para coordenar um projeto
dos Institutos Nacionais de Ciéncia e
Tecnologia do CNPq/MCT/Fapesp, o
INCT-Citros que visa aprofundar es-
tudos com a planta em trés diferentes
plataformas: de informagao genomica,
para aplicacao genomica e de aplicagao
genética. O genoma completo de citros
estd distribuido em 18 cromossomos
dipléides com cerca de 367 milhoes de
pares de base.

O banco de dados de sequéncias de
genoma de citros do Centro de Citri-
cultura é o maior do mundo, mas ainda
assim é importante ampliar essa base de
informagao. Com isto e com foco em
estudos de interacdo da planta com seus
patégenos, como CVC, cancro citrico,
leprose, morte subita dos citros (MSC)
e huanglongbing (HLB), foram realiza-
dos sequenciamentos de RNA de limao
Cravo, laranja doce e tangerina Ponkan.
Para o patossistema CVC, a base de
dados do Centro conta com 72.670.604
sequéncias, totalizando 7.339.731.004
bases; ja para MSC, o total de sequ-
éncias é de 219.033.446 e de bases,
22.122.378.046. No patossistema HLB, o
naimero de sequéncias é de 217.866.495
com 22.004.515.995 bases. Estas sequéncias

foram obtidas com a tecnologia Illumina
e permitiram ampliar o banco de dados
de uma forma gigantesca.

Em termos de comparac¢ao, havia
562.490 sequéncias no banco produzi-
das com tecnologia Sanger. Apesar de
sequéncias Sanger serem até oito vezes
maiores do que as produzidas por Illu-
mina, ainda assim o nimero de bases
produzidas neste projeto ja superou em
muito o que existia no banco de dados.
Estas sequéncias estao sendo usadas para
andlises que promoverdao um maior en-
tendimento desses patossistemas, além
da biologia de citros de um modo geral.

Paralelamente, o Centro de Citricul-
tura participa do esfor¢o de sequencia-
mento do genoma completo de citros,
outra das dreas abrangidas pelo INCT-
Citros. Dentro deste quadro, o Centro é
responsavel pelo sequenciamento de 1x
o genoma de citros. O que isto significa?
O genoma de citros tem 367 Mb, ou seja
367 milhoes de bases, se fosse conside-
rado apenas um unico cromossomo do
par (genoma haploide). Isso porque, tal
qual os seres humanos, os citros tém
pares de cromossomos mas, para efeito
de gendmica, consideramos o genoma
hapléide. Assim sendo, o Centro é res-
ponsavel pelo sequenciamento de 367
milhoes de bases com tecnologia Sanger.
Esse servico foi feito em parceria com o
HudsonAlpha Institute for Biotechnology,
da Universidade do Alabama.

A espécie escolhida para este sequen-
ciamento foi uma planta hapldide (so-
mente um conjunto de nove cromosso-
mos) de clementina ( Citrus clementina),
obtida no programa de melhoramento
do IVIA, Espanha. O fato de a planta ser
hapléide facilita em muito a montagem
do genoma através da bioinformadtica.

(Continua na pdgina 2)



Editorial

Pesquisar nao é preciso

A consolidagdo de novas tecnologias em
todas as dreas do conhecimento somente se dd
com o constante e drduo trabalho de Pesquisa
e Desenvolvimento (P&D). Ampliar novos
conhecimentos exige um mergulho profundo
em dreas bdsicas, além da constante necessi-
dade de integragdo da informagcao, de modo
a possibilitar que ela se torne tecnologia a
ser transferida ao usudrio, que fard assim a
necessdria inovagdo tecnoldgica.

Como centro de Pesquisa e Desenvolvi-
mento, o Centro de Citricultura tem pro-
curado, ao longo desses tiltimos vinte anos,
ampliar suas linhas de atuagdo, agregando
equipe, novas linhas de pesquisa e novos
projetos. Para tanto, ampliou sobremaneira
sua participagdo em projetos de drea bdsica,
sendo um dos principais responsdveis pelo
sequenciamento do genoma de Xylella
fastidiosa, hd dez anos. A partir dai, o
Centro passou a coordenar um esfor¢o, que
se tornou internacional, para o sequen-
ciamento do genoma de citros. Desvendar
genoma significa ampliar a base de infor-
magdo sobre o grupo citros, estruturando
uma base de dados que serd tanto mais 1itil
quanto maior for a capacidade em utilizd-
la. E a construgdo do futuro da pesquisa.

Apesar do grande volume de informa-
¢oes, genomas ndo tém a precisio apregoa-
da normalmente na midia e necessitam de
integracdo em vdrios niveis. Como portal
de informagao, os genomas representam a
oportunidade de conduzir importantes des-
cobertas sobre o organismo e isso ndo estd
sendo diferente para citros. De particular
destaque sio os novos genes descobertos na
interacdo da plantas com vdrios de seus
patdégenos, assim como os estudos de di-
versidade genética do grupo. A expectativa
do entendimento de como a planta reage as
infecgdes deverd ser o caminho para o con-
trole efetivo de vdrias doencas que afetam
os citros. No entanto, as imprecisoes ainda
sdo considerdveis para que se vislumbrem
“solugdes milagrosas” a partir dessas infor-
magoes e em curto prazo. Qualquer que seja
esse prazo, as agoes devem comegar para
que os resultados caminhem nessa diregao.

Os desafios sdo vdrios e crescentes. Sem
a necessdria abordagem multidisciplinar,
integragdo e esforco cooperativo, vamos
depender cada vez mais de lances de
casualidade para vislumbrar solucaes.
Conhecer a imprecisdo do sisterna biolégico
que envolve os citros é o caminho para a
solugdo. O genoma é mais um componente
dessa imprecisdao. Conhecé-lo serd mais
uma etapa nesse quebra-cabeca. Dai a
parédia com o poeta portugués Fernando
Pessoa: pesquisar ndo é preciso.
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Matéria de Capa

Responsabilidades

A parte que coube ao Centro ja foi feita,
bem como as sob responsabilidade dos ou-
tros integrantes do Consércio Internacional
de Citros: Estados Unidos (2x), Espanha (4x)
eltdlia (1x). Atualmente, todas as sequéncias
foram montadas e existe um primeiro ras-
cunho do genoma completo de citros, que
agora passa por uma andlise mais rigorosa
onde serdo obtidas as sequéncias separadas
de cada um dos cromossomos. Por que isso
¢ importante? Genomas completos possi-
bilitam estudos de evolu¢do de espécies, o
que é importante para citros que apresentam
uma filogenética tao estranha por conta de
cruzamentos € mais cruzamentos haturais.
Além disso, permitem um maior conhe-
cimento sobre a biologia das plantas, um
entendimento de como elas “funcionam”,
0 que terd um enorme impacto na dire¢ao
de pesquisas bésicas ou aplicadas, em um
futuro proximo.

Para o Centro, pela grande tradi¢ao em
melhoramento genético cldssico, também
¢ importante para o desenvolvimento de
marcadores moleculares que vao saturar os
mapas genéticos jd feitos. “A possibilidade de
Cruzarmos os mapas genéticos com os mapas
fisicos também ¢ estimulante na medida em
que possibilitara a concreta identificacao
de genes responséveis por diversas carac-
teristicas agrondmicas, como por exemplo,
resposta de defesa a doencas, qualidade de
frutos, e resisténcia a seca’, diz Machado.

Outra vertente do projeto INCT-
Citros é o sequenciamento do genoma
de outras espécies de citros, como limado
Cravo (Citrus limonia) e tangerina Ponkan
(Citrus reticulata), e Poncirus trifoliata, um
género proximo. Este sequenciamento foi
feito com outra tecnologia, conhecida por
pirossequenciamento. O sequenciamento do
limdo Cravo produziu 6.154.732 sequéncias,
englobando 2.094.498.415 bases. Ja para
tangerina Ponkan foram feitas 4.873.205 se-
quéncias e 1.748.231.954 bases. Por fim, para
trifoliata foram obtidas 5.305.360 sequéncias
com 1.900.776.496 bases. Isto significa mais
de quatro vezes de cobertura do genoma
para cada uma das espécies trabalhadas.
“Este sequenciamento permitird a identifi-
cagdo de variagoes espécie-dependentes que
podem ser utilizadas posteriormente tanto
em programas de melhoramento genético
classico quanto em transgenia, permitindo
assim o melhoramento de plantas visando
a resisténcia a doencas, principal foco do
Centro, bem como a qualidade de frutos”,
explica Marcos Machado.

Notas

Trabalho do Centro
é premiado

O trabalho intitulado “Avalia¢ao da ex-
pressao génica diferencial em hibridos para
resisténcia a leprose dos citros”, de autoria da
aluna de inicia¢do cientifica Fernanda Nara
Mauricio, sob orienta¢oes da pesquisadora
Mariangela Cristofani-Yaly e da aluna de
doutorado Karen Kubo, recebeu o Prémio
Victéria Rossetti, concedido ao melhor tra-
balho apresentado no XXXIV Congresso
Paulista de Fitopatologia que aconteceu de
15 a 17 de fevereiro, em Campinas.

Seminario cientifico

No dia 16 de fevereiro, foi realizado neste
Centro o semindrio “Transformagio gené-
tica de cultivares de laranja doce a partir de
explantes de plantas adultas”, apresentado
pela aluna Pamela Favero, orientada do Prof.
Francisco Mourao Filho, da Esalq/USP.

Ainda dentro das atividades do Semina-
rio Cientifico do Centro de Citricultura, o
Prof. Dr. Eduardo Maffud Cilli, da Unesp de
Araraquara, apresentou palestrano dia 1° de
tevereiro, sobre “Peptideos antimicrobianos”
O professor tem auxiliado o trabalho de tese
da aluna Rosangela Inui, sobre prospeccdo
de peptideos antimicrobianos no genoma
de citros.

Transformacao genética

A pesquisadora Raquel L. Boscariol
Camargo, a pés-doutoranda Polyana K.
Martins e a pés-graduanda Raquel Caserta
participaram da conferéncia internacional
Plant Transformation Technologies II,
que aconteceu em Viena, Austria, entre
os dias 19 e 22 de fevereiro. Na ocasido,
foram apresentados trés trabalhos sobre
transformacao genética e prospecgao génica
desenvolvidos no Centro de Citricultura.

O evento foi organizado pela Vienna
International Plant Conference Association
e contou com a participagao de 270 pesqui-
sadores de varios paises, como China, EUA,
Russia, Alemanha, Reino Unido, Espanha,
Bélgica e Itdlia. Foram apresentados 124
trabalhos na forma de poster e 44 apresen-
tagdes orais em temas como: transformagao
de culturas importantes, ferramentas para
transformacdo, vetores, promotores ¢
marcadores, transformacdo de plastidios
e plantas transgénicas como biofabricas.
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Participacoes em bancas

O pesquisador Jorgino Pompeu Junior
participou da Comissdo Julgadora da De-
fesa de Dissertacao de Mestrado de Greicy
Andrea Sarria Villa, intitulada “Inducao de
resisténcia em citros contra Phytophthora
citrophthora e Phytophthora nicotianae:
método de inocula¢do, selecdo de induto-
res, aspectos fisioldgicos e bioquimicos”,
realizada em 1° de fevereiro na Esalq/USP.

Em 25 de fevereiro, os pesquisadores
Alessandra Alves de Souza e Helvécio
Della Coletta Filho participaram da banca
examinadora de defesa de dissertagdo de
mestrado em Biotecnologia, na Universi-
dade de Mogi das Cruzes (UMC), em Mogi
das Cruzes (SP), do aluno Deibs Barbosa,
que defendeu o trabalho intitulado “Anlise
gendmica comparativa de isolados de Xylella
fastidiosa obtidos de cafeeiros”

No mesmo dia, o pesquisador Marcos
A. Machado participou da banca de tese de
doutorado da aluna Maria Teresa Federici
Rodriguez, da Unesp de Jaboticabal. Sob
orientagdo da Profa. Dra. Eliana Lemos,
a tese, intitulada “Analise da expressao de
genes relacionados a patogenicidade da bac-
téria Xylella fastidiosa em plantas de citros”,
focalizou a expressao génica diferencial de
Xylella fastidiosa em plantas suscetivel e
tolerante 8 CVC.

Sob orientacdo do Pesquisador Marcos
A. Machado e co-orientagdo de Alessandra
Alves de Souza, a aluna Carolina Munari
Rodrigues defendeu com sucesso seu exame
de qualifica¢do na Unesp de Botucatu. Sua
tese de doutorado concentra-se no estudo
de expressao diferencial de genes em laranja
e tangerina, respectivamente, suscetivel e
tolerante 8 CVC.

Bioinformatica em acao

Em 28 de fevereiro, o pesquisador cien-
tifico Marco Aurélio Takita foi a Brasilia
para uma reuniao com o grupo do Labo-
ratério de Bioinformatica do Cenargen da
Embrapa. As discussoes foram coordenadas
pelo pesquisador Georgios Pappas Junior
e contaram com a participa¢ao de outros
pesquisadores da Embrapa, como Natdlia
E. Martins, Marcos Mota Costa, Orzenil
Bonfim de Silva Junior e Roberto Togawa.
Ferramentas genoémicas pautaram as dis-
cussdes, com os pesquisadores apresentan-
do os trabalhos sendo desenvolvidos para
toda a Embrapa e o pesquisador do Centro
de Citricultura mostrando os dados de ge-
noma que estdo sendo gerados no projeto
INCT Citros.

Reuniao no MAPA

A pesquisadora Mariangela Cristofani-
Yaly e 0 Eng. Agr. José Dagoberto De Negri
estiveram em Brasilia, em 28 de fevereiro,
para discutir aspectos relacionados ao
registro e prote¢do de cultivares de citros.
O Centro de Citricultura tem feito esfor¢os
para registrar todo o seu acervo genético de
citros, sendo que vérios desses materiais ja
podem entrar em processo de protegio,
como prevé a Lei de Protecdo de Cultivares.

Congresso Paulista
de Fitopatologia

A convite da comissao organizadora, o
pesquisador Marcos A. Machado apresen-
tou a palestra ‘Manejo de HLB’, no XXXIV
Congresso Paulista de Fitopatologia, reali-
zado em Campinas, no dia 16 de fevereiro.

Defesa de tese de doutorado

A aluna Mariana Silva e Souza, do
Curso de Biologia Funcional e Molecular,
da Unicamp, orientada e co-orientada,
respectivamente, pelos pesquisadores
Marcos A. Machado e Alessandra Alves
de Souza, defendeu sua tese de doutora-
do no dia 21 de fevereiro. Com o titulo
“Caracterizacdo de genes de adesdo na
formacao do biofilme e na patogenici-
dade de Xylella fastidiosa e expressao
diferencial de proteinas”, o trabalho se
concentrou na produg¢do de mutantes de
Xylella fastidiosa para a producao de bio-
filme e proteoma da bactéria em condi¢ao
de biofilme (virulenta) e plancténico
(nao virulenta). O objetivo principal foi
comparar a patogenicidade da bactéria
nessas duas condi¢des. Ficou mais uma
vez comprovado o papel do biofilme no
desenvolvimento da CVC.

Fruta de qualidade
no interior do RS

De 21 a 25 de fevereiro, a pesquisadora
Lenice Magali do Nascimento e Eng. Agr.
José Dagoberto De Negri visitaram a Fa-
zenda Santa Euldlia, em Santa Margarida
do Sul (RS), para conhecer sua producio de
citros de mesa de boa qualidade. Segundo
os pesquisadores, a regido conta com um
clima bastante favoravel para a obten¢ao
de coloragdo de fruta muito desejavel e a
empresa realiza um trabalho totalmente
voltado a busca da melhor qualidade e
satisfagdao do consumidor.
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Pesquisa do Centro

Estudos de elicitores na
inducao de resisténcia

A produtividade brasileira de citros
no Brasil tem sido afetada por duas im-
portantes doengas: huanglongbing (HLB)
e a clorose variegada dos citros (CVC). O
HLB ¢ uma doenga devastadora, causada
por Candidatus Liberibacter spp., que afeta
todas as variedades de citros. A CVC, cau-
sada pela Xylella fastidiosa, afeta todas as
variedades de laranja doce. Essas doencas
carecem de medidas efetivas de controle.
Considerando o manejo integrado de do-
engas em plantas, uma estratégia que pode
trazer grandes contribuigoes ¢ a inducao
de resisténcia em plantas, um método de
ativagao dos mecanismos de defesa latentes
da planta através de tratamentos prévios
com elicitores.

Dentre os compostos que vém sendo
amplamente pesquisados em outros pa-
tossistemas, encontram-se a quitosana e o
dcido salicilico, os quais tém demonstrado
potencial na indu¢ao de respostas de defesa
em plantas contra fitopatégenos. Com
intuito de avaliar o efeito destes elicitores
em plantas de laranja Péra, estudos estdao
sendo conduzidos, em ambiente prote-
gido, no Centro de Citricultura Sylvio
Moreira/IAC envolvendo o tratamento
prévio das plantas com a quitosana ou
acido salicilico seguido pelo desafio com
as bactérias. As amostras coletadas apds a
inoculagdo estdo sendo avaliadas quanto a
expressao génica especifica, por RT-qPCR,
incluindo importantes familias de fatores
de transcri¢do (como os NPR1, TGA e
WRKY) e também dos genes relacionadas
a patogéngese.

Posteriormente, serd avaliada a expres-
sao génica global por meio do transcripto-
ma de plantas de laranja Péra tratadas ou
ndo com os elicitores e desafiadas ou nao
com as bactérias. Com isso, pretende-se
contribuir com estudos funcionais de
genes de defesa dos citros, os quais po-
derao conduzir ao melhor entendimento
dos mecanismos de defesa induzidos pelo
tratamento prévio com elicitores contra
Ca. L. asiaticus e X. fastidiosa, e também
gerar conhecimento que poderd servir a
adogao de procedimentos alternativos para
o controle das doencas em questao.

Danila Souza Oliveira Coqueiro,
doutoranda, Unicamp
Marcos A. Machado, orientador
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Workshop: Programa de Fisiologia da Producao

O Centro de Citricultura Sylvio Mo-
reira/IAC, por meio do Programa de Fi-
siologia da Producao dos Citros, realizou
no dia 3 de mar¢o o “I Workshop sobre
Processos Fisioldgicos e Eficiéncia da
Produgao dos Citros”. O encontro teve o
objetivo de discutir estado da arte e poten-
ciais linhas de pesquisa sobre a formacao
da produgio dos citros que contribuam
para o avanco do conhecimento e atendi-
mento da demanda de informacdes do se-
tor. Contou com a participag¢do de publico
formado por pesquisadores e estudantes
de iniciac¢ao cientifica e pds-graduacao
do IAC, Esalq/USP e FCAV/Unesp. Fo-
ram apresentadas, numa primeira sessdo,
conferéncias sobre: (i) a eficiéncia fotos-

sintética dos citros em trés niveis prin-
cipais de abordagem da fisiologia, onde
destacou-se a resposta de porta-enxertos
a diferencas de temperatura do ambiente
sobre a produgao da planta, pelo Dr. Rafael
V. Ribeiro do Centro de Ecofifiologia/IAC;
(ii) a identificacao de genes transcritos
para resisténcia dos citros a seca, como
parte dos avancos de informagdes obtidos
dentro do programa INCT Citros, pelo Dr.
Marcio G.C. Costa, da Universidade Esta-
dual de Santa Cruz; (iii) o manejo da dgua
de irrigacao em experimentos de campo,
efeitos de laminas de irriga¢do e perspec-
tivas do déficit hidrico controlado sobre o
florescimento e produgao de laranjas, pela
Dr. Regina C.M. Pires, também do Centro

12;_‘.-‘- Dia do Limao Tahiti

31 de marco de 2011

de Ecofifiologia/TAC. Na segunda sessao,
foram apresentados resultados obtidos
em projetos de pesquisa recentes nas dreas
de expressdo génica e florescimento dos
citros, eficiéncia de uso de nitrogénio e
fosforo, e efeitos da poluicdo ambiental
com fltior sobre espécies de citros. Tam-
bém foram discutidos novos projetos de
pesquisa sobre o uso de micronutrientes,
manejo cultural da entrelinha e aspectos
fitotécnicos, fisico-quimicos e histoquimi-
cos em tangerineiras resistentes a mancha
marrom de alternaria. Assim, ampliou-se
a divulga¢do e fomentou-se perspectivas
de trabalho e colaboragoes entre especia-
listas nas areas da nutri¢do, pos-colheita,
propagacdo e manejo cultural dos citros.

Centro
de Citricultura
Sylvio Moreira
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Expediente
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13h 30min Recepcdo e Abertura Editora e jornalista responsavel
Cristina Rappa (MTb 15.213)
- . . . . Conselho Editorial
14h Comercializacao da lima dcida Tahiti: cendrio atual José Dagoberto De Negri
Margarete Boteon, Cepea/Esalg/USP Marcos Antonio Machado
Vivian Michelle dos Santos
15h Coffee break Colaboracao
Arthur A. Ghilardi
. . . - Danila Souza Oliveira Coqueiro
15 h 30 min Atu/ahz:agaf) sobre 0 manejo de pragas em Tahiti Dirceu de Mattos Janior
José Luiz Silva, Gravena ManEcol Ltda Fernando Alves de Azevedo
Helvécio Della Coletta Filho
16 h 30 min Manejo da “estrelinha” em limao Tahiti Jorgino Pompeu Jr
Mdrcio Augusto Soares, Agroterenas S.A .Citrus Lenice Maqa!: do Nascimento
Marco Aurélio Takita
. Mariédngela Cristofano-Yaly
17'h 30 min Encerramento Raquel Luciana Boscariol-Camargo
Rosédngela Naomi Inui
Coordenadores:  Fernando Alves de Azevedo e Taxa 8¢ e Rod. Anhanguera, km 158
José Dagoberto De Negri iscrig2° gra Caixa Postal 04, CEP 13490-970,
Cordeirépolis, SP
Informacoes Fone/fax: (19) 3546-1399
o www.centrodecitricultura.br
eventos@centrodecitricultura.br informativo@centrodecitricultura.br
= GOVERNO DO ESTADO
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gl [ . \_ & AGRICULTURA E ABASTECIMENTO

CADA VEZ MELHOR
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