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PROGRAMA GENOMA

Na mira, 0 cancro citrico

Sintoma do cancro
citrico em leséo
provocada pela larva
minadora, no galho
(acima), na folha (no
alto a direita) e no fruto
doente (a0 lado)

O alarmante recrudescimento do can-
crocitrico no Estado de Sdo Paulo, que seex-
pressa com for¢a nos 349 focos da doenga até
agora confirmados e espalhados portodaa
areade plantio da laranja, comeca a ser con-
tra-atacado, para além do controle emergen-
cial em curso, com um projeto de pesquisa
de grande porte que, amédio prazo, pode de-
sarmar o problema em suas origens genéti-
cas. E esse o objetivo dltimo do Projeto Ge-
noma -Xanthomonas, que a FAPESP estd
iniciando formalmente no més de junho,
dentro de seu Programa Genoma.

Com investimentos programados de
US$ 5 milhdes da FAPESP, mais US$ 500
mil do Fundo Paulistade Defesada Citricul-
tura — Fundecitrus, esse quarto projeto do
Programa Genoma vai realizar o seqiienci-
amento genético da bactéria Xanthomonas
axonopodis pv citri, dentro do mesmo es-
quema de rede de laboratérios utilizado pe-
los anteriores — ou seja, 0 projeto pioneiro,
jd praticamente concluido, de seqiiencia-
mentoda bactériaXylella fastidiosa,causadora
de uma outra doenga das laranjeiras,a CVC
ou pragado amarelinho, mais 0o Genoma Hu-

mano do Céncer e o Genoma Cana, que es-
tdo em fase inicial.

A lista dos laboratérios que vio parti-
cipar do GenomaXanthomonas deverdes-
tar definida até 30 de julho. Para conse-

guir isso, a FAPESP disponibiliza em sua pd-
gina na Internet, a partir de 2 de junho, o
edital do projeto, com todas as instrugoes
para que os grupos de pesquisa interes-
sados possam se inscrever até odia 2 de ju-
lho e participar do processo de selecio
previsto. A expectativaé de que entrem no
mais novo projeto de pesquisa gendmica,
em Sdo Paulo, tanto grupos jd ligados a
Organizagiopara Seqiienciamentoe Andlisede
Nucleotideos, ONSA - de Organization for
Nucleotides Sequencing and Analysis, arede
virtual de laboratdrios criada pela FAPESP,
no final de 1997, para tocar o projeto da Xy-
lella, e hoje responsdvel pelos projetos Ge-
noma em andamento, quanto novos grupos.

O Projeto-Xanthomonas tem prazo de

conclusdo previsto paradentro de dois anos,
mas poderd, na verdade, ser antecipado, gra-
cas ao know-how cientifico e tecnolégico
acumulado no trabalho com aXvlella - bac-
téria, alids, muito pare-
cidacom acausadorado
cancro citrico. Além da
decifragiodocddigo ge-

pesquisaque visem a andlise das fungoes bi-
oldgicas dos genes identificados e direta-
mente ligados a patogenicidade e viruléncia
da bactéria, capazes de gerar informagoes
fundamentais para o combate e a erradica-
¢do do cancro citrico.

Inovagdo nas bibliotecas

Em certamedida, o Genoma-Xanthomo-
nas ja comegou e € por isso que figura hd al-
gumas semanas na base de dados do TIGR—
The Institute for Genoma Research, institui-
¢iodirigida pelo conhecido pesquisador nor-
te-americano Craig Venter. Os dois laborato-
rios centrais do projeto jd estdo definidos: o
dos professores Fernando Reinach,AnaClédu-
dia Rasera, Ronaldo Quaggio e Shaker Chu-
ck Farah, no Instituto de Quimicada USP.e 0
Laboratério de Bioquimica e Biologia Mole-
cular, do professor Jesus Aparecido Ferro, no
Departamentode TecnologiadaFaculdade de
Ciéncias Agrdrias e Veterindria da Unesp de
Jaboticabal. Estd definido tambémque, naco-
ordenacio de informdtica, atuard o Labora-
tério de Bioinformdtica da Unicamp, dos pro-
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Jesus Fermo e Ana Claudia Rasero: novo projeto tem alta relevancia cientifica, bioldgica e econdmica

fessores Jodo Meidanis e Jodo Setibal, o
mesmoque jd vemexercendoessa fungio nos
projetos Genoma Xylella ¢ Genoma-Cana.

Para fazer o seqiienciamento, os pesqui-
sadores utilizardo o material contido em qua-
tro bibliotecas de DNA, e esse € precisamente
um dos pontos em que o projeto daXanthomo-
nas avanga emrelagdo ao daXvlella. “A estra-
tégia agora ¢ diferente, porque vamos tentar
obter muito mais seqiiéncias menores de clo-
nes ao acaso, para depois ancorar as seqiiénci-
as maiores entre as ilhas que devem se formar,
e assim completar o seqiienciamento da bac-
téria”, explica o professor Jesus Ferro. Dessa
forma, espera-se que o problema dos gapsen-
tre seqiiéncias, que foi um grande desafio nas
fases finais de seqiienciamento daXylella, seja
bastante reduzido.

A primeira biblioteca, a randomica (pa-
lavra que se refere exatamente a processo ale-
atorio), jd foi construida nos dois laboratérios
centrais, com recursos remanescentes do
projeto daXylella. Elafoi elaboradaa partirdo

DNA total da bactéria, isto €, o gendmico e 0
plasmidial, que foi fragmentado ao acaso, em
pedacoscontendode 2 mil a4 mil pares de base
(ou 2 a 4 quilobases, Kb), e clonados em se-
guida, constituindo os plasmideos.

Devemser feitas aindaumabibliotecaem
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bacteri6fago, ou seja, um virus de bactéria, o
Fago lambda, contendo fragmentos clonados
de até 20 Kb; uma biblioteca de cosmideos,
com fragmentos clonados que tém entre 35 ¢
40 Kb, e, por dltimo, uma de BACs (Bacterial
Artificial Chromosome), com fragmentos clo-
nados de até 200 Kb. O dltimo vetor ndo foi
usado no projeto da X. fastidiosa.

Jifoifeito, segundo o professor Jesus Fer-
ro, o seqiienciamento de 1.000 clones da bibli-
oteca randomica em Jaboticabal e Sao Paulo.
Essas seqiiéncias estdo sendo comparadas com
as do GenBank, dos Estados Unidos e com as
do banco de dados da Xvlella, para verificagio
de homologias. Ressalte-se que existem até o
momento apenas 29 genes jd conhecidos de
Xanthomonas axonopodis pv citri.

Afora a mudanga estratégica que estd ar-
ticulada com a composi¢o das bibliotecas, a
outra inovagio do Projeto Xanthomonas em
relagdo ao da Xylella, serd a tentativa de fazer
seu seqiienciamento em larga escala, a um
custo menor, compativel com o padrio inter-
nacional (US$ 1 por par de base), gragas ao
aumento de capacidade de processamento das
mdquinas jd existentes. Essa otimizagio ope-
racional, em paralelo & competéncia técnica
propiciada pelo trabalho com a Xylella, torna

CLASSIFICAQEO DOS FOCOS - 1996 a 1999
FOCOS NOVOS
PROPRIEDADES 1996 1997 1998 1999 (315
Pomares Domésticos 117 80 151 137
Pomares Comerciais 14 51 119 129
SUBTOTAL 31 131 270 266
RECONTAMINA(,)()ES
PROPRIEDADES 1996 1997 1998 1999 (315
Pomares Domésticos 0 18 42 10
Pomares Comerciais 14 41 145 73
SUBTOTAL 14 59 187 83
TOTAL 45 190 457 349

A nova exploséo do cancro citrico

Trabalhar num projeto de pesquisa ligado ao
cancro citrico &, para a FAPESP uma espécie de re-
encontrocom os primordios de suahistdria. Em 1963,
quando a Fundacdo mal completara um ano de fun-
cionamento, a doenca se alastrava e ameacava dra-
maticamente a jovem agroindustria da laranja no
Estado de Sao Paulo. E foi nesse momento que ela
concedeu o primeiro auxilio para os estudos de con-
trole do cancro, realizados no Instituto Bioldgico sob
adirecdo da doutora Victoria Rosseti. Dai até 1985,
sucederam-se os auxilios para projetos de pesquisa
coordenados pela doutora Victoria (14), para publi-
cagoes cientificas, apresentagéo de trabalhos em
reunioes internacionais, visitas a outros centros de
pesquisa, publicagoes cientificas e bolsas para pes-
quisadores. Os investimentos da FAPESP nesse
campo totalizaram US$ 5 milhdes.

Em 1985, considerava-se a doenca pratica-
mente erradicada, e a Campanha Nacional de Erra-
dicacao do Cancro Citrico, langada 11 anos antes,
completamente vitoriosa. O Fundecitrus, criadopara
a defesa da citricultura, transformara-se numa insti-
tuicdo solida e eficiente, e a doutora Rosseti era re-
conhecida como a excepcional especialista em do-
encas de citros, que desenvolvera um programa de
trabalho fundamental para a erradicagao e o controle
docancro, semdeixar de pesquisaroutros males das
laranjeiras. Mais: a citricultura transformara-se
numa das principais atividade socio-economicas do
Estado, e numa das muitoimportantes para a pauta
de exportages brasileiras.

Mas, a natureza faz suas surpresas: o cancro
comegou adar sinais de seu reaparecimento em 1994
e, em 1997, ja ndo deixava dividas de que pretendia

tirar 0 sono dos produtores. Em 1999, depois de ter
produzido prejuizos de US$ 500 milhdes no ano an-
terior, intensificou violentamente sua escalada: de 1°
dejaneiroaté 23 de maioforamregistrados peloFun-
decitrus 266 focos novos e 83 focos de recontami-
nacao, em 77 municipios do Estado (veja grafico).
Para efeito de comparacao, registre-se que nesse
momento, nos Estados Unidos, ha apenas 4 focos
confirmados da doenca e 0 governojé destinou uma
verba de US$ 25 milhdes para o controle do cancro.

Oplano de combate, com varredura de cerca
de 150 milhdes de pés de laranja em Sao Paulo, sob
ocomando do Fundecitrus, ja comegou. O governo
federal liberou no comego de abril R$ 5 milhGes, de
umtotalde RS 17 milhdes prometidos para este ano.
O setor privado devera gastar mais R$ 30 milhdes.
E aFAPESP volta a esse cenario no campoque lhe
é proprio: financiando pesquisas que, talvez, pos-
sam transformar o cancro, dentro de alguns anos,
num inimigo eliminado.
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possivel que o projeto da Xanthomonas tenha
um custo previsto equivalente a quase um ter-
¢o daquele, embora o microorganismo causa-
dor do cancro citrico, com cerca de 5 milhdes
de pares de base e estimados 4 mil genes, te-
nhaodobrodo tamanho do agente da praga do
amarelinho.

Viruléncia espantosa

De certo modo serd impossivel falar
nos proximos meses da Xanthomonas sem
recorrer ao conhecimento ja acumulado so-
bre aX. fastidiosa. Na verdade, as duas bac-
térias sdo muito semelhantes e essa foi a
principal razio cientifica do novo projeto
(a outra razdo determinante é economica,
ou seja, a bactéria em questdo ¢ causadora
de um problema de enorme relevincia eco-
ndmica parao pais). A comparagdo entre 0s
dois genomas, prevéem os pesquisadores
envolvidos com o projeto, permitird certa-
mente avangos significativos no conheci-
mento de ambos.

Mas, alémdisso, 0 novo projeto tem uma
relevancia considerdvel do ponto de vista bi-
oldgico, porque 0 géneroXanthomonas infec-
ta vdrias outras culturas, como a do feijdo (X.
a. pv phaseolis), ado arroz (X. a. pvoryzae) e
ado maracujd (X. a. pv passiflora). “Todas as
espécies sdo muito semelhantes, e o estudode
uma delas permitird conhecer um pouco to-
das as outras”, diz o professor Jesus Ferro. O
fatoéque, emtermos cientificos, o Brasil estd
construindo uma situagao singular no conhe-
cimento gendmico de fitopatégenos, e algan-
do-se a uma posi¢io especial no campo do
genoma de bactérias, a cuja pesquisa, por
enquanto, s6 oito paises vém se dedicando.
Entre eles, encontra-se o Japdo, com quem o
Brasil passa a estar em condigdes de igualda-
de nessa drea, jd que ambos contam com dois
projetos.

“Depois do estudo de dois agentes cau-
sadores de importantes doencas da laranjei-
ra, ¢ natural que, em futuro préximo, o Pro-
grama Genoma parta para a pesquisa genomi-
cadaprépria planta”, prevé o diretor cientifi-
co da FAPESP, professor José Fernando Pe-
rez. Nada a estranhar, quando no programa jd
estd em desenvolvimento a pesquisa genomi-
cada cana-de-agucar, outra planta de decisi-
va importincia econdmica para o Estado de
Sao Paulo.

Se aX. fastidiosa e a Xanthomonas axo-
nopodis pv citri sdo semelhantes, a virulén-
ciadasegundaé, noentanto, muito maior. Isto
porque a bactéria que a provoca ¢ transmiti-
da pelo ar, pelo saco de coleta, pelos engra-
dados utilizados na colheita, pela roupa do
trabalhador, pelaroda docaminhdo que trans-
porta os frutos colhidos.

Bem controlado até 1997, o cancro citri-
co explodiu a partir daf (ver box), no rastro
doaparecimento da lagarta ou larva minado-
ra na drea de plantio. Essa larva do inseto
Phyllocnistis citrella abre umalesdo na folha,
principalmente, mas também nos ramos das
vegetagoes novas e em frutos, e € essa lesio

que serve de portade entrada aXanthomonas.
A partir dai, ela vai fazendo seu caminho de
minas (ou tineis) na laranjeira e em outros
citros que atingir. Suspeita-se hoje que o

Phyllocnistis citrella adulto carrega a bacté-
ria e transmite 0 cancro — mas por enquanto
isso € apenas uma suspeita.

Os laboratorios do Genoma Cancer

Coordenador de DNA:

Andrew John George Simpson, Instituto Ludwig de Pesquisa sobre o Cancer

Laboratorios Associados de Bioinformatica:

1. Aline Maria da Silva, Bioquimica/Instituto de Quimica/USP

2. Antonio Carlos Cassola, Depto. Fisiologia e Biofisica, Inst.Ciéncias Biomédicas/USP
3.Igor Polikarpov, Grupo de Cristalografia de Proteina, Lab. Nacional Luz Sincrotron, CNPg/LNLS
4. Jesus Aparecido Ferro, Fac. Ciéncias Agrarias Veterinarias Jaboticabal/UNESP

5.Jodo Carlos Setubal, Instituto de Computagao/UNICAMP

6. Milton Faria Junior, Departamento de Quimica, Fisica e Matematica /Unaerp

7.Nancy Amaral Rebougas, Instituto de Ciéncias Biomédicas/USP

8. Richard Charles Garratt, Departamento de Fisica e Informatica; Sao Carlos/USP

9. Roy Edward Larson, Dept. Bioguimica - Fac. Medicina Ribeirdo Preto/USP

Laboratorios Centrais e Laboratorios de Seqtienciamento:

Centro de Seqiienciamento 1 - Instituto de Quimica/USP

Coordenador: Sérgio Verjovski Almeida

Laboratorios de seqiienciamento ligados a este centro:

*Arthur Gruber - Patologia, Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia/USP
*Edna Teruko Kimura - Histologia e Embriologia, Instituto de Ciéncias Biomedicas/USP
*Hamza Fahmi Ali El Dorry — Bioquimica, Instituto de Quimica/USP

*Mari Cleide Sogayar — Bioquimica, Instituto de Quimica/USP

Centro de Seqiienciamento 2 - Esc.Paulista de Medicina/UNIFESP
Coordenador: Marcelo Ribeiro da Silva Briones

Laboratdrios de seqiienciamento ligados a este centro:
* Ismael Dale Cotrim G.Silva - Biologia Molecular/Ginecologia/UNIFESP

*Jodo Bosco Pesquero - Biofisica/UNIFESP

*Luis Eduardo Coelho Andrade - Medicina/UNIFESP
*Rui Monteiro de Barros Maciel - Endocrinologia Molecular/Medicina/UNIFESP

Centro de Seqiienciamento 3 - Faculdade de Ciéncias Médicas/UNICAMP

Coordenador: Fernando Ferreira Costa

Laboratdrios de seqiienciamento ligados a este centro centro:
*Christine Hackel - Genética Médica/Faculdade de Ciéncias Medicas/UNICAMP
*Gongalo Amarante Guimaraes Pereira - Genética/lnstituto de Biologia/UNICAMP

*Helaine Carrer - ESALQ/USP

sMaria de Fatima Sonati - Patologia Clinica/UNICAMP

Centro de Seqiienciamento 4 - Faculdade de Medicina/USP

Coordenador: Maria Aparecida Nagai

Laboratdrios de seqiienciamento ligados a este centro:

*Angelita Habr Gama - Gastroenterologia/FMUSP

*Daniel Giannella Neto - Endocrinologia/FMUSP

*Elizabeth A.L.Martins - Biotecnologia/ Instituto Butantan/SSSP
*Suely Kazue Nagahashi Marie - Neurologia/FMUSP

Centro de Seqiienciamento 5 - Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto/USP

Coordenador: Marco Antonio Zago

Laboratorios de seqiienciamento ligados a este centro:

*Enilza Maria Espreafico — Morfologia/FMRP/USP

*Gustavo H. Goldman - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (FCFRP)/USP
*Maria Luisa Paco-Larson — Morfologia/FMRP/USP

*Vanderlei Rodrigues — Parasitologia/FMRP/USP

Centro de Seqiienciamento do Estado - Inst. Ludwig de Pesquisa sobre o Cancer

Coordenador: Andrew J.G. Simpson

Laboratérios Centrais do Estado:

*Eloiza Helena Tajara da Silva - IBILCE/UNESP

*Maria Inés de Moura Campos Pardini—Hemocentro/ Faculdade de Medicina de Botucatu/UNESP
*Marina Pasetto Nobrega - Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento, IPED/UNIVAP

« Sandro Roberto Valentini - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara/UNESP
« Silvia Regina Rogatto - Genética/Instituto de Biociéncias de Botucatu/UNESP



