— XYLELLA FASTIDIOSA

Afirmaca
ropical

O empreendimento pioneiro da gendmica

nacional desvelou ao pais sua face de
produtor cientifico competente e continua
a gerar conhecimento

Mariluce Moura

Xylella fastidiosa é a essa altura uma
velha conhecida dos bidlogos e dos bra-
sileiros que acompanham as narrativas
da producio cientifica nacional, inde-
pendentemente de seu campo de atua-
célo. Mas a bem pesquisada doenca que essa bactéria
produz em laranjeiras e outras plantas citricas no
Brasil, a clorose variegada dos citros (CVC), mais
conhecida por praga do amarelinho, ainda resiste
as investidas dos cientistas que insistem ha mais de
uma década em decifra-la integralmente. “Sabemos
como comec¢a a doenca e como a bactéria ocupa
os vasos da planta e neles se expande, porém nio
somos capazes de controlar eficazmente o estabe-
lecimento da doenca”, diz Marie-Anne Van Sluys,
professora titular no Departamento de Boténica da
Universidade de Sdo Paulo (USP) e chefe do Labo-
ratério de Gendmica e Elementos de Transposicdo
(GaTE-Lab) da mesma universidade. Entretanto,
como o método cientifico nfo se deixa paralisar

pelo desconhecimento e faculta a quem o segue a Plantacio no
proposicdo simultinea de diferentes hipdteses para interior paulista:
a citricultura é
um mesmo problema - ou o cerco a um mesmo ob- rricdtu
. L , . uma das bases
jeto por distintas abordagens -, ha hoje, em parale- da economia do
lo, “uma forte percepcédo de que o momento-chave estado mais rico
para o controle da doenca é quando a bactéria co- do pais
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meca a produzir o biofilme”, prossegue
Marie-Anne.

Esse biofilme, pouco ressaltado quan-
do a X. fastidiosa viveu seu grande mo-
mento de estrela, no centro do projeto
pioneiro das pesquisas gen6micas no
Brasil, em 2000, é um material de apa-
réncia gelatinosa que se deposita junto
a parede do vaso da planta, encostado a
uma outra substincia que ela também
produz: a goma xantana. Esta, sim, por
seu visivel papel no entupimento dos
vasos e consequente impedimento da
livre passagem da seiva no xilema da
planta, foi destacada como elemento im-
portante para a caracterizacdo da CVC
no artigo cientifico que tornou publico
o genoma completo da X. fastidiosa. “A
sensacio que temos hoje é de que, se
for rompida a producédo do biofilme no
momento em que a bactéria comeca
a produzi-lo ou se essa producéo for
afetada de algum modo, teremos uma
boa condicéio para o controle da doen-
ca”, comenta Marie-Anne, hoje coor-
denadora adjunta da FAPESP na drea
de Ciéncias da Vida.

O controle stricto sensu, diga-se, era
um alvo desejavel, espécie de cereja do
bolo, mas néo estava entre os objetivos
centrais do projeto de sequenciamento
do genoma da Xylella fastidiosa, apre-
sentado com justica em seu lan¢camento
como um empreendimento destinado
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Capa da Nature de
13 de julho de 2000:
reconhecimento
internacional ao
empreendimento
brasileiro

1

O momento-chave
para o controle

da doenca é
possivelmente
quando a bactéria
comeca a produzir
o biofilme

a revolucionar a ciéncia brasileira. Na-
quela manhi de 14 de outubro de 1997, 0
publico de professores, pesquisadores e
empresarios que superlotava o auditério
da FAPESP soube com detalhes que a
ambiciosa iniciativa na qual a Fundacdo
investiria US$ 12 milhdes, valor espan-
toso para o financiamento de um projeto
de pesquisa na época e para o qual o Fun-
do de Desenvolvimento da Citricultura
(Fundecitrus) aportaria mais US$650
mil, tinha como primeira meta sequen-
ciar o genoma completo do patdgeno e
descrever os novos achados cientificos
obtidos nesse processo. Tratava-se, por-

tanto, de fazer ciéncia na fronteira do
conhecimento, levando a bom termo um
projeto de biologia molecular.

segundo objetivo era formar pes-

quisadores altamente qualifica-

dos, em grande escala e em curto
intervalo de tempo, ampliando em mui-
to a competéncia da pesquisa paulis-
ta e brasileira em biologia molecular. E
o terceiro era mobilizar a comunidade
cientifica para estudar problemas so-
cioeconOmicos significativos que ela
poderia ajudar a resolver, como a pre-
ocupante praga do amarelinho, aquela
altura. Mal se poderia supor ali, entre
as falas que se sucediam no quarto an-
dar da sede da Fundacéo, a boa dose de
ousadia, autoconfianca e persisténcia
que seria requerida nos préximos meses
das pessoas e institui¢des que iriam se
embrenhar pelo indevassado terreno da
genOmica no Brasil. “As chances de dar
errado eram enormes”, lembra sorrindo
o hoje empresario e entio diretor cien-
tifico da FAPESP, o fisico José Fernan-
do Perez, um dos principais artifices do
belo voo da biologia molecular no pais
que o projeto da X. fastidiosa represen-
ta. “Aposto que foi o projeto de sequen-
ciamento de genoma que comecou pior
preparado no mundo”, disse depois de
tudo concluido, com muito humor, o co-
ordenador de DNA do projeto, o inglés
Andrew Simpson.

Passados 28 meses dessa solenida-
de de lancamento, em 21 de fevereiro
de 2000 os 192 pesquisadores que ti-
nham recém-concluido com sucesso e
explosdes de alegria o sequenciamen-
to do genoma da X. fastidiosa viram-se
aplaudidos com estonteante entusiasmo
por mais de mil pessoas reunidas numa
festa na bela Sala Sdo Paulo, enquanto
recebiam troféus, medalhas e diplomas
do mérito cientifico e tecnoldgico insti-
tuidos especialmente para a ocasido pelo
governo do estado de Sdo Paulo (é bem
verdade, registre-se, que a mais prolon-
gada ovacgdo da noite foi enderecada a
Perez, espécie de regente titular da obra).

Ja em 13 de julho de 2000, dois anos e
nove meses apos o lancamento do pro-
jeto que ao longo desse periodo levan-
tara algumas criticas acerbas de quem
achava que sequenciar genoma nfo era
fazer ciéncia, em meio aos mais nume-
rosos comentarios sobre o salto cienti-
fico que ele poderia representar para
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A Xylella fastidiosa e a laranjeira

A bactéria tem 2,7 milhdes de pares de base e 2.904 genes, dos quais os pesquisadores
brasileiros conseguiram identificar as funcdes de 47%
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D ———

2

Outros genes
levam a bactéria

a produzir um
biofilme que se cola
a parede celular da
planta

1um grupo de genes produz a
goma xantana, que permite
a bactéria aderir a parede celular *

dos vasos que transportam a seiva *
~ Goma * *
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reage liberando
substancias toxicas
que acionam
um mecanismo
de defesada X
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6 A Xylella :
fastidiosa também e

tem genes

para produzir
toxinas contra
outras bactérias

7 ‘As fimbrias
também servem
para a adesdao

Metais ‘ ‘ ‘ da bactéria o’
D N N o provavelmente ao =
S &S ‘ ‘ ‘ aparelho bucal da .
Ferro cigarrinha .
9 um grupo de .
8 Alguns dos genes ligados genes absorye 10 um conjunto de e
a adesdo s3o semelhantes a EEMES MR, 67 genes € especializado
micro-organismos que causam como o cobre na absorcdo de ferro, o
doencas em seres humanos nutriente importante

para X. fastidiosa




A cigarrinha transmissora do amarelinho

o pais, a Nature destinou sua capa ao
projeto da Xylella. A revista publicou
na edicéo 6.792, volume 406, além do
artigo cientifico de sete paginas com os
achados originais da pesquisa, assinado
por 116 cientistas, uma noticia detalhada
arespeito do estudo na secfio News and
Views e um editorial no qual sintetizou
o0 projeto pioneiro da genémica brasilei-
ra como “uma realizacdo politica tanto
quanto cientifica”.

uma defini¢éo precisa. Primeiro,

o projeto da X. fastidiosa inequi-

vocamente gerou conhecimento
cientifico que continua se desdobrando,
12 anos depois de concluido o sequen-
ciamento da bactéria. E, em paralelo,
ele cumpriu seu objetivo anunciado de
ampliar rapidamente a capacitacéo bra-
sileira em biologia molecular, a0 mesmo
tempo que serviu de 4ncora a varios ou-
tros projetos em genémica que vieram
a compor o Programa Genoma FAPESP.
Mais: o projeto ajudou a ressituar o Bra-
sil no mapa da producéo cientifica in-
ternacional e contribuiu decisivamente
para um redesenho da imagem do pais
na midia interna e externa quanto a sua
competéncia para criar conhecimento
cientifico. Ndo bastassem esses dividen-
dos politicos, a arquitetura do projeto, o
ritmo em que foi tocado e o uso de um
novo meio pelo qual se fariam as trocas
de informacdes e dados entre pesquisa-
dores de trés dezenas de laboratérios (a
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Acima de tudo,
o projeto ajudou
a ressituar o
Brasil no mapa
da producao
cientifica
internacional

internet) tiveram um impacto evidente
no modo de se produzir ciéncia em Séo
Paulo desde entéo, trazendo-o para a
velocidade contemporéinea. E, por fim,
o projeto foi o ponto de partida para a
criacfio de empresas relacionadas ao ne-
gdbcio da gendmica, spin-offs hoje absor-
vidas pelo mercado.

Um bom roteiro para resgatar a par-
tir deste ponto alguns tracos essenciais
da experiéncia da Xylella pode come-
car pelas contribuicdes a gendmica con-
tidas no artigo publicado pela Nature
e ressaltadas na edicéo 55 de Pesquisa
FAPESP, de julho de 2000. Nele esta
registrado que ali se trata do 24° geno-

ma completo de bactéria conhecido pela
ciéncia e do primeiro de um fitopaté-
geno. O sequenciamento mostrou que
0 micro-organismo investigado possui
2.679.305 pares de bases nitrogenadas
ou nucleotideos em seu cromossomo.

O cromossomo carrega 2.904 genes, re-
gides codificadoras de proteinas, dos
quais um terco era novo para a ciéncia
em 2000. Do total, 47% dos genes tive-
ram suas funcdes precisamente descritas
pelo grupo brasileiro, percentual que se
situou um pouco abaixo daqueles que
outros grupos de pesquisa de genoma de
bactéria haviam obtido - por exemplo,
54% dos genes com fun¢des descritas
na Thermotoga maritima, 52,5% na Dei-
nococcus radiodurans e 53,7% na Neisse-
ria meningiditis. Os autores atribuiram
o resultado mais baixo a inexisténcia
prévia de qualquer outra sequéncia
completa de genoma de bactéria fito-
patogénica.

Na virada do século, quando o Brasil
era produtor de quase metade do suco
de laranja concentrado distribuido no
mercado internacional, a receita nacio-
nal da citricultura alcancava US$2 bi-
lhGes anuais; as receitas de exportacGes
giravam em torno de US$ 1,6 bilhdo por
ano e a atividade gerava no estado de Séo
Paulo 400 mil empregos diretos e indi-
retos. Nesse cenario, o adoecimento das
laranjeiras por CVC, que ja atingia 34%
dos laranjais paulistas, produzia pre-
juizos estimados em US$ 100 milhdes

FABIO MELO FONTES/FUNDECITRUS



Tratava-se de aliar ciéncia a producao e
aproxima-la do PIB, da riqueza nacional
e do desenvolvimento social e econ6mico

anuais. Os dados de 2009 mostram uma
receita total da atividade ampliada para
US$ 6,9 bilhodes anuais, exportagdes em
torno de US$ 3,15 bilhdes, um namero
bem menor de empregos diretos e indi-
retos, ou seja, 230 mil postos de trabalho
e a CVC atingindo proporcéo idéntica
dos laranjais paulistas, isto é, 35% deles.
No artigo da Nature abordava-se o
metabolismo refinado X. fastidiosa,
com sua adaptac¢éo para o uso de acu-
cares encontrados livres na seiva do
xilema e da glicose derivada da quebra
da celulose das paredes das células ve-
getais. Descoberta de peso do projeto
foi a identificacdo dos genes que codi-
ficam moléculas envolvidas na adesio
da célula. Tais moléculas, anteriormen-
te s vistas em patdgenos de humanos
e de outros animais, encontram-se na
superficie celular da bactéria, respon-
dem pela aderéncia ao tecido epitelial
nos hospedeiros, e encontra-las na X.
fastidiosa ampliou a evidéncia de que
os mecanismos de patogenicidade das
bactérias sdo os mesmos, infectem elas
plantas, animais ou seres humanos.
Os desdobramentos atuais das hip6-
teses e observacdes daquele momento

provaram que elas estavam corretas, e
novas descobertas foram feitas. O grupo
de pesquisa liderado por Marcos Macha-
do e Alessandra de Souza, da Agéncia
Paulista de Tecnologia Agricola - Insti-
tuto Agrondmico de Campinas (Apta-
-IAC) identificou a existéncia de célu-
las persistentes nos vasos, o que resulta
em parte na dificuldade de controle e
persisténcia da doenca no campo. Eles
também demonstraram a ocorréncia de
duas formas de vida da bactéria: a fase
plancténica e a fase de biofilme. A eles
se juntam os trabalhos realizados pe-
lo grupo de Aline Silva, do Instituto de
Quimica (IQ) da USP, que demonstram
aimportincia da adesio da bactéria aos
vasos e da sinalizacdo por ferro, refor-
cando a observagdo da existéncia de 67
genes dedicados a retirada de ferro e
outros metais da seiva da planta.

A sintese do que fizeram os pesqui-
sadores brasileiros esta clara nas con-
clusdes finais do artigo da Nature. Eles
determinaram “nfio s6 o metabolismo
basico e as caracteristicas de replica-
célo da bactéria, mas também numerosos
mecanismos potenciais de patogenicida-
de. Alguns jamais tiveram sua ocorrén-

cia antes postulada para fitopatdgenos,
fornececendo novas percepg¢des para a
generalidade desses processos”. Os re-
sultados obtidos permitirdo, diz o artigo,
o comeco de uma detalhada comparacéo
entre patdgenos animais e vegetais. E,
para completar, “as novas informacdes
deverio fornecer bases para uma inves-
tigacdo experimental, acelerada e racio-
nal das interacGes entre a X. fastidiosa e
seus hospedeiros, que devem conduzir
a novos achados nas abordagens para
o controle da CVC, a famosa praga do
amarelinho”.

ssa terminologia do paper estava

ainda no lugar do sonho quando

ao abrir a solenidade do dia 14 de
outubro de 1997, o entdo presidente da
FAPESP e hoje seu diretor cientifico, o
fisico Carlos Henrique de Brito Cruz,
classificou o genoma da Xylella como
“um projeto singular, destinado a marcar
um lugar na histéria da ciéncia e da tec-
nologia no estado de Sdo Paulo e no Bra-
sil”. Justificou essa visdo antecipatoria
valendo-se de argumentos que integram
um pensamento que vem refinando ao
longo dos anos sobre a construcéo das
sociedades do conhecimento. Assim, ob-
servou que o projeto iria reunir aspectos
da ciéncia bésica e estudos na fronteira
do conhecimento tedrico com trabalhos
de pesquisa aplicada e desenvolvimen-
to tecnoldgico. “Com esse projeto vai se
fazer o que tem sido uma das grandes
preocupacdes da FAPESP e de outras
institui¢Ges de ciéncia e tecnologia em
Sédo Paulo e no Brasil: aliar a ciéncia a
produgéo, aproximar a ciéncia do PIB,
da riqueza nacional, do desenvolvimento
social e econémico”, disse. Seguiu por
essa via até qualificar o projeto como
“revolucionario”.

As origens e a arquitetura do empre-
endimento da X. fastidiosa foram apre-
sentadas ao publico pelo diretor cienti-
fico, José Fernando Perez, nio sem ele
antes recorrer a alguns nimeros para
dar suporte a sua visdo de que se tornara
urgente e imprescindivel a montagem
de projeto com tal dimenséo. Divulga-

Alaranja menor
foi colhida de
uma laranjeira
infectada pela
Xylella
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A Xylella mapeada

Main Chromosome Gene Map
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dos havia pouco tempo pelo Ministé-
rio da Ciéncia, Tecnologia e Inovacéo,
tais ndmeros indicavam que, enquanto a
participacdo brasileira em geral na pro-
ducéo cientifica mundial, registrada na
base de dados do Institute of Scientific
Informations (ISI), praticamente dobra-
ra entre 1981 e 1995, passando de 0,44%
para 0,82%, o desempenho em biologia
molecular mostrara um avanco muito
lento. Em outros termos, se 0 numero
total de artigos brasileiros indexados
crescera a um fator de 2,12, ante 1,35 para
a producdo cientifica mundial, em bio-
logia molecular a relacéo entre os dois
fatores estava longe de confortavel: 1,69
para a producio brasileira e 1,89 para a
produc¢do mundial. Observe-se ja aqui,
a proposito, que se em 1996 os artigos
de biologia molecular correspondiam
a 4,20% do total de artigos cientificos
brasileiros registrados na base de dados
Scopus, em 2007 eles representavam
6,68%, com sua producéo apresentando
crescimento continuo a partir de 2002.

Os numeros exibidos por Perez, ar-
ticulados ao argumento de que barra-
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ria o desenvolvimento desejavel para o
pais deixar que se ampliasse a defasagem
brasileira numa area cientifica essencial
a varias outras, ditas pura ou aplicada,
pareciam destinados a refrear de saida
as criticas que grupos da comunidade
cientifica ensaiavam contra o novo in-
vestimento da FAPESP. N4o refrearam.
Por um bom periodo a Fundacéo teve
que entrar em debates exibindo outros
numeros para provar que nio havia con-
centracdo perversa de seus investimen-
tos na pesquisa gendmica, em detrimento
dos demais campos cientificos.

ma década mais tarde, em pa-

lestra num ciclo organizado por

Pesquisa FAPESP paralelamen-
te a exposicdo “Revolucdo Gendmica”,
montada pelo Instituto Sangari no atu-
al Pavilhio das Culturas Brasileiras, no
Parque do Ibirapuera (ver Pesquisa FA-
PESP, suplemento especial de setembro
de 2008), Perez observou que de 1997
a 2003, a FAPESP investiu, no conjun-
to dos 20 projetos que integraram seu
Programa Genoma, US$ 39 milhdes. “O

EIRegulatory functions

= Biosynthesis of small molecules
B Amino acid biosynthesis

B Nucleotide biosynthesis

—i1kb

investimento nunca passou de 2,4% do
orcamento da Fundac¢&o”, enfatizou. Por
outro lado, as contrapartidas aportadas
por institui¢cGes e empresas parceiras
das diferentes iniciativas do programa
atingiram US$11,7 milhdes. Isso incluiu
os aportes do Fundecitros, na Xylella, da
Coopersucar, no genoma da cana (ver re-
portagem na pdgina 54), do Departamen-
to de Agricultura dos Estados Unidos,
na Xylella da uva, do Instituto Ludwig,
no genoma do cancer, além das empresas
Suzano, Ripasa, Votorantim e Duraflora,
no projeto genoma do eucalipto, Embra-
pa, no genoma do café, e Central Bela
Vista, no projeto genoma do boi.

H4 quem veja por outro dngulo as cri-
ticas dirigidas ao projeto da X. fastidiosa,
caso de seu primeiro mentor, ao lado de
Perez, e depois um de seus coordenado-
res, o0 bidlogo Fernando Reinach. “O pro-
jeto era revolucionario”, disse em longa
entrevista pingue-pongue na edicdo 100
da Pesquisa FAPESP. “Encontrou uma
resisténcia muito grande do pessoal mais
velho (...). Dizia-se que néo era ciéncia.
Era, enfim, a resisténcia a mudanca. E

IMacromolecule metabolism
B DNA processing

BERNA processing

B Cell structure

= Undefined Category

I Cellular processes
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3 Conserved hypothetical
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X Frameshift/Point Mutation (FSPM)
mmlntron
) tRNA (letter indicates aminoacid)

s6 conseguimos fazer o projeto porque
os jovens que tinham conseguido entrar
no sistema ja néo estavam sob o dominio
do pessoal mais velho. Quando lancamos
o edital para a sele¢do dos laboratérios,
foi esse pessoal novo que disse ‘eu faco’.
Quando os mais velhos disseram ‘nds néo
vamos entrar’, isso foi muito sintomatico
do que estava ocorrendo.”

etalhes saborosos sobre a génese

do projeto da X. fastidiosa, ilus-
trativos de como se d4 no mundo

real o processo de decisdes que impul-
sionam a produgcéo do conhecimento ou
as mudancas no ambiente da producéo
cientifica, apareceram en passant na so-
lenidade de lancamento. S6 mais adian-
te, contados por Perez ou Reinach, eles
se tornariam elementos da histéria do
aparentemente mais narrado projeto de
pesquisa brasileira, dentro e fora do pafs.
“Precisavamos de uma ideia nova
que proporcionasse uma mudanca na
biotecnologia brasileira, criando com-
peténcia”, relembrou Perez na palestra
de 2008. Ele a percebia como uma area

Buscava-se uma ideia que
mudasse a biotecnologia,

criando competéncia

estratégica com capacidade para res-
ponder “as caracteristicas econémicas, a
biodiversidade, a agricultura, a pecuaria
e a problemas de satude publica especi-
ficos do pais”. Eram nesse sentido suas
conversas com 0s assessores no come-
co de 1997, em especial com Fernando
Reinach, entéo professor titular de bio-
quimica na Universidade de Sdo Paulo
(USP) e um dos coordenadores de drea
da diretoria cientifica da Fundacéo. E
foi como continuacéo dessas conversas
que ocorreu um telefonema decisivo de
Reinach para Perez.

“Num final de semana, em 1° de maio
de 1997, eu estava no sitio em Piracaia e
pensei: em vez de fazer um projeto de

infraestrutura, vamos fazer um projeto
de genoma, juntar todo mundo num ob-
jetivo unico. Era uma ideia, para mim,
muito estranha. Eu liguei para o Perez,
que estava em Santos, e ele veio até o si-
tio. Conversamos e a ideia se cristalizou.”

Ja na semana mesmo ap0s o feriado,
Perez iniciou as gestdes para organizar
o projeto. O micro-organismo a ser se-
quenciado ainda nfo estava escolhido,
mas om certeza seria uma bactéria, com
um genoma grande o suficiente para per-
mitir o envolvimento de muita gente no
trabalho e pequeno o bastante para néo
inviabiliza-lo. Dos Estados Unidos, on-
de entfo trabalhava trés meses por ano,
Reinach enviou pouco tempo depois a
Perez, a seu pedido, o primeiro rascunho
do projeto. Segundo o ex-diretor cienti-
fico da FAPESP, todas as ideias funda-
mentais que seriam usadas na estrutura
que sustentaria o projeto ja estavam la.

As discussdes sobre o projeto foram
incorporando novos protagonistas, ao
mesmo tempo que o assunto era leva-
do a debate no conselho superior da FA-
PESP. Paulo Arruda, bidlogo, professor
da Universidade Estadual de Campi-
nas (Unicamp) e
Marcos Machado,
do Centro de Ci-
tricultura Sylvio
Moreira, estavam
entre os primeiros
participantes das
discussdes. Mais
adiante Ricardo
Brentani sugeriu
a Perez que incor-
porasse ao grupo
o pesquisador Andrew Simpson, inglés
que estava hd alguns anos no Brasil. Era
preciso ter consultores internacionais de
peso ja na fase da discusséo das caracte-
risticas do projeto e Paulo Arruda levou
a FAPESP Goffeau, entre outras qualifi-
cacdes, muito experiente em bioinfor-
matica. Alids, essa era uma drea-chave
num projeto genoma e poderia se tornar
critica, dada a experiéncia praticamente
nula do pais em suas técnicas. Uma das
ideias propostas por Goffeau foi que se
fizesse essa parte do trabalho na Franca.
Mas Reinach sugeriu uma conversa do
grupo com dois jovens do Instituto de
Computacéo da Unicamp, Jodo Settbal
e Jodo Meidanis, que ja vinham lidando
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com bioinformatica em simulacéo de ge-
nomas e tinham publicado um livro sobre
o assunto, ainda que nunca houvessem
trabalhado com genoma real. “Por isso
havia uma inseguranca no ar. Os assesso-
res internacionais néo acreditavam que
conseguiriamos resolver os problemas da
bioinformatica, mas foi ela um dos gran-
des sucessos do projeto”, comentou Perez
numa de suas avaliacdes posteriores do
empreendimento da Xylella.

O grupo desses assessores externos, o
steering committee, era composto, além
de Goffeau, por Steve Oliver e John
Sgouros, também britanico. E foi numa
reunido com Oliver, na FAPESP, que se
definiu a estrutura de comando do pro-
jeto: haveria dois laboratdrios centrais a
que se remeteriam todos os laboratorios
envolvidos no trabalho de sequencia-
mento, mais o laboratério de bioinfor-
matica e um coordenador geral. O edital
de chamada aos laboratdrios, publicado
pouco depois do lancamento do projeto,
seguiu exatamente essa orientagéo ao
definir as vagas. Foi assim que Andrew
Simpson tornou-se o coordenador geral
de DNA do projeto, com a responsabili-
dade inclusive de garantir clones da bac-
téria para todos os laboratdrios, Reinach
e Arruda foram escolhidos coordenado-
res de sequenciamento e Meidanis e Se-
tubal, coordenadores de bioinformatica.

A selecdo dos 30 laboratoérios, de qua-
se uma centena que atendeu 4 chamada
do edital, considerou, segundo Reinach,
que 10 deles precisavam ter algum co-
nhecimento prévio de sequenciamento,
outros 10 deveriam ter pesquisadores
ligados a agricultura, com alguma no-
célo sobre a Xylella, e mais 10 poderiam
ser comandados por pesquisadores que
nem conheciam a bactéria nem tinham
pratica de sequenciamento, “mas eram
pessoas inquestionavelmente compe-
tentes em termos cientificos, sempre
com vontade de aprender mais, perfil,
por exemplo, de José Eduardo Krieger”.

Na entrevista que concedeu a Pesquisa
FAPESP depois de concluido o sequen-
ciamento (Especial “O futuro da gendmi-
cano Brasil”, edi¢do 51, marco de 2000),
Simpson, que tinha orgulho de seu papel
no projeto e ja comemorara muito o fato
de o Brasil ter “entrado numa festa seleta
sem ter sido convidado e ter feito boni-
to”, detalhou como foi dificil superar o
desconhecimento geral em relacéo a X.
fastidiosa e lembrou, sempre com fino
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Uma busca na PubMed traz mais de
300 artigos que citam a X. fastidiosa,
dos quais mais de 100 s3ao do Brasil

humor, outros obstaculos que tiveram
de ser superados, uma vez comecado o
trabalho. “Havia um coordenador que
nunca sequenciara um genoma, nio tra-
balhara com bactéria e sequer sabia o
que era a Xylella fastidiosa. Havia um
coordenador de informatica que nunca
havia lidado com um projeto de DNA na
vida e uma equipe espalhada por todo o
estado de Sdo Paulo. Vérios néo sabiam
quase nada de biologia molecular. Pior:
ninguém no estado tinha a bactéria viva,
muito menos DNA, muito menos ainda
a biblioteca de DNA. Comeg¢amos sem
qualquer evidéncia de que o trabalho
iria funcionar”. Segundo Simpson, foi
a promessa de Bové de fornecer a bac-
téria e o DNA necessario que deu con-
fianca para comecar. “No final, Marcos
Machado, do Instituto Agrondémico de
Campinas (IAC), deu todo o DNA que
eu logo usei no projeto.”

esmo admitindo a falta de con-

di¢des prévias para fazer o que

tinha sido anunciado, Simpson
néo considerava uma “loucura de bra-
sileiro” esse comeco, onde até a ligacéo
por internet para desenvolver um projeto
que dependia crucialmente dela apresen-
tava ainda uma enorme precariedade.
“Foi confianca na habilidade da comu-
nidade de executar qualquer tarefa dada.
Néo ha nada de loucura.” Para Simpson,
o momento mais dificil entre todos foi a
fase final, em que era preciso vencer os
gaps que restavam na sequéncia mon-
tada. “Primeiro, eu nio tinha a menor
ideia de como fazer. Nunca havia feito e
0s papers nio contam exatamente como
fazer. Era preciso inventar uma solucéo.
Segundo, tinhamos muito pouca infor-
macéo sobre a Xylella antes de comecar o
sequenciamento. Nio sabiamos sequer o
tamanho dos gaps, porque nio sabiamos
o tamanho total do genoma”. Por isso,
como na época observou Marie-Anne,
encaixadas em 6 de janeiro de 2000 as

ultimas pecas do gigantesco quebra-ca-
beca, uma palavra, espécie de senha re-
petida ao telefone, marcou sobre todas
a comemoracio que se repetiu por 35
laboratérios espalhados pelo territério
paulista: “Fechou!”.

O salto imenso que deixava definitiva-
mente no passado os dias de manejo de-
sajeitado e lento dos sequenciadores im-
portados no comeco de 1998 se comple-
tara quando o pesquisador Luis Eduardo
Aranha Camargo enviou o read (parte da
biblioteca de clones) que fechou o geno-
ma. E tornou-se publico quando Simpson
anunciou esse fechamento aos cientis-
tas reunidos no I Encontro de Genomas
Microbianos Relevantes para a Agricul-
tura, promovido pelo Departamento de
Agricultura dos Estados Unidos, em San
Diego, Califérnia, nos dias 8 e 9 de janei-
ro. O Brasil ganhara uma expertise até
entdo dominada apenas por 14 outros
grupos de pesquisa nos Estados Unidos,
Europa e Japdo.

Hoje, uma busca simples pela X. fasti-
diosa para o periodo 1995/maio de 2012
na base de dados PubMed, referéncia
em publicacdes de qualidade na area de
medicina, faz retornar 343 artigos que a
citam, dos quais 330 publicados depois
do paper dos brasileiros na Nature. De-
les, 110 artigos, ou seja, um terco do total,
tém como endereco o Brasil. Trata-se
de contribuicdo notavel para o conhe-
cimento do tema.

“As predicdes e hipoteses elaboradas
naquele nosso primeiro artigo foram sen-
do demonstradas ao longo dos anos”, co-
menta Marie-Anne Van Sluys. Hoje se
indaga sobre a origem da CVC e o papel
do biofilme na doenca. “Hé razdes fortes
para suspeitarmos de que o controle po-
de se dar pela intervengfo na formacéo
do biofilme - retoma o raciocinio Marie-
-Anne -, ha uma patente depositada pelo
grupo coordenado por Marcos Machado
e Alessandra Alves (INPI: 018110011623
PCT: BR/2012/000003 Data depdsito:
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INPI 31/03/2011 PCT: 9/1/2012) que faz
uso de um analogo de cisteina para blo-
quear esse processo, estratégia ja utilizada
com sucesso para patogenos de humanos.
Por outro lado, dada a enorme quantidade
de virus que sdo encontrados nos geno-
mas das varias linhagens de Xylella, re-
sultados observados a partir dos estudos
de expressio por microarray realizados
pelos grupos da doutora Suely Gomes
(IQ-USP) e doutora Marilis do Vale Mar-
ques (ICB-USP), em conjunto com o se-
quenciamento de multiplas linhagens de
Xylella coordenado pela doutora Aline
Silva, sugerem que condi¢cdes ambien-
tais possam induzir a multiplicacdo das
particulas virais até matar a bactéria. “Se
o virus sair do genoma e se propagar for-
mando capsideos virais, ele pode explodir
a célula, matando a bactéria”, ela imagina.

No ambiente bem fecundado pelo pro-
jeto pioneiro da gendémica, grupos de
pesquisa que ali se consolidaram for-
maram novas liderancas e estabelece-
ram sélidas colaboragdes internacionais,
indagam-se hoje sobre isso e muito mais:
o grupo original de Marcos Machado,
no IAC, agora com Alessandra Alves de
Souza na coordenacéo da linha de pes-
quisa com a famosa bactéria, por exem-
plo, debruca-se sobre a interacéio com
a planta. O grupo de Marilis do Valle
Marques tem trabalhado na obtencéo
de mutantes da X. fastidiosa, Gteis para
Aline Maria da Silva, do Departamento
de Bioquimica da USP, e lidera o estudo

genOmico de diferentes cepas da X. fas-
tidiosa na América do Sul, trés das quais
infestam citros e as demais, cafeeiros,
ameixeira e hibiscos, respectivamente,
avancando na pesquisa de genes pato-
génicos da bactéria.

1ém da continuidade da pesquisa,
vale citar como outros atestados
do sucesso do empreendimen-
to da Xylella, a criagéo, por pesquisa-
dores ligados ao projeto, das empresas
Alellyx, que levou tanto os recursos dos
genomas como outras ferramentas da
biotecnologia para a agricultura, Scylla,
que presta servicos em bioinformatica, e
CanaVialis, especializada em novas va-
riedades de cana-de-agticar. A primeira e
a terceira foram compradas a seu princi-
pal investidor, o fundo Votorantim Novos
Negocios, também formado na esteira do
projeto pioneiro da genémica e dirigido
por Reinach, e em 2008 pela Monsanto.
O editorial da Nature sobre a X. fas-
tidiosa em 2000 observou, entre outros
pontos, que o sucesso do projeto da X.
fastidiosa, somado ao fato incomum
de uma agéncia do mundo avancado e
industrializado — o Departamento de
Agricultura dos Estados Unidos - ter
contratado a pesquisa genémica de uma
variante da Xylella de um pais em desen-
volvimento, “endossa a determinacéo do
Brasil de entrar na idade pos-gendmi-
ca de méos dadas com os cientistas dos
paises mais ricos”. m
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OS PROJETOS

1.2.3. e 4. Projeto Genoma - Fapesp:
Laboratério de Sequenciamento -

n° 1997/13451-6,1997/13457-4,1997/13475-
2 e1997/13463-4 (1997-2000)

MODALIDADE
1.a 4. Programa Genoma

COORDENADORES

1. Andrew John George Simpson -
Instituto Ludwig

2. Fernando de Castro Reinach - USP
3. Paulo Arruda - Unicamp

4. Jesus Aparecido Ferro - Unesp

INVESTIMENTO
1.R$1.329.975,72
2.R$1.535.926,46
3.R$932.24471
4.R$1.534.700,66

ARTIGO CIENTIFICO

SIMPSON, AJ. et al. The genome sequence of
the plant pathogen Xylella fastidiosa. The
Xylella fastidiosa Consortium of the
Organization for Nucleotide Sequencing and
Analysis. Nature. v. 406, n. 6792, p.151-59,
2000.

SILVA, A.C. R. da et al. Comparison of the
genomes of two Xanthomonas pathogens
with differing host specificities. Nature.

v. 417, n. 6887, p. 459-63, 2002.

DE NOSSO ARQUIVO

O salto qudntico da ciéncia brasileira
Edicdao n° 100 - junho de 2004

Da Xylella a Alellyx
Edicdo n° 74 - abril de 2002

As descobertas se multiplicam
Edicdo n° 60 - dezembro de 2000

Resultado da cooperacéo
Dificuldades superadas pela coragem
de arriscar

O futuro da genémica no Brasil
Bravo, cientistas!

Edicdo n° 51 - marco de 2000

Xylella - concluido o genoma da bactéria
Edicdo n° 50 - janeiro e fevereiro de 2000

Brasil se afirma no seleto clube da genémica
mundial
Edicao n° 48 - novembro de 1999

Os primeiros resultados
Edicdo n° 29 - marco de 1998

Um projeto para revolucionar a ciéncia
brasileira
Edicdo n° 25 - outubro de 1997

PESQUISA FAPESP MAIO DE 2012 == 53





