Variedades desenvolvidas
no Instituto Agrondmico
de Campinas, com
acréscimo de gene de
tangerina, mostraram-se
resistentes a clorose
variegada dos citros
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aranjas doces das variedades

Pineapple e Hamlin receberam

um gene de tangerina e se mos-

traram resistentes a clorose va-

riegada dos citros (CVC), tam-
bém conhecida como a praga do ama-
relinho. O trabalho foi conduzido por
pesquisadores do Centro de Citricultura
Sylvio Moreira, do Instituto Agronomi-
co de Campinas (IAC), em Cordeiré-
polis, interior paulista. Para chegar ao
resultado, eles infectaram plantas de
tangerina, naturalmente resistentes a
doenca, com a bactéria Xylella fastidio-
sa, causadora da CVC, e conseguiram
identificar um gene com potencial de
conferir essa resisténcia.

Batizado de RAP2.2, o gene ja era
conhecido da comunidade académica
por estar presente em outras espécies
vegetais. No entanto, a descoberta de
seu papel em defender plantas de citros
frente a Xylella é inédita, “assim como
ainsercdo do gene de tangerina em la-
ranja doce com o objetivo de combater
a praga”, ressalta a bidloga Alessandra
Alves de Souza, lider do estudo e pes-
quisadora do IAC, instituicdo que com-
pletou 133 anos em junho. Os caminhos
percorridos na pesquisa foram publica-
dos nas revistas Phytopathology e Mo-
lecular Plant-Microbe Interactions, em
2019 e 2020, respectivamente.

Desenvolvimento

no Centro de
Citricultura passa

por laboratério, estufa
e teste em campo

A clorose variegada dos citros € trans-
mitida as laranjeiras pela picada de ci-
garrinhas, insetos que medem pouco
mais de um centimetro. Uma vez dentro
da laranjeira, a Xylella comeca a se mul-
tiplicar ao ponto de obstruir os vasos que
transportam agua e nutrientes da raiz pa-
ra a copa das plantas, deixando os frutos
pequenos e duros e, por isso, improprios
para o consumo e a comercializacdo. A
praga ja foi o maior problema dos ci-
tricultores paulistas - em 2009, atingia
42% das plantacdes de laranja de Sdo
Paulo e na regifio do Tridngulo Mineiro
e no sudoeste do estado. Atualmente,
esse numero caiu para 1,04%, de acordo
com o levantamento de 2020 do Fundo
de Defesa da Citricultura (Fundecitrus),
divulgado em 24 de julho. O controle é
feito com técnicas de manejo, como uso
de inseticidas e plantio de mudas em
ambiente protegido.

O gene de tangerina pode dar as la-
ranjeiras condi¢cOes de se defenderem
melhor da doenca. “Esse gene se liga ao
DNA da planta e ativa outros genes, en-
volvidos na fortificacdo da parede celular
vegetal. Com isso, a bactéria nio conse-
gue se mover tdo bem e fica aprisionada”,
explica Souza. “A planta, entfo, percebe
0 patégeno e ativa seu mecanismo de re-
sisténcia, conseguindo mata-lo ou redu-
zir de forma significativa os danos cau-
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sados por ele.” Como as laranjas doces
sdo a principal cultura do agronegdcio
de citricos, a nova planta tem potencial
para ser mais competitiva. “Elas poderfo
produzir mais e ter um manejo mais sus-
tentavel e econémico”, observa a bidloga.

O cruzamento entre tangerina e la-
ranja doce ja ocorre de forma natural
no ambiente e, por isso, 0 procedimento
adotado néo é classificado como trans-
genia e sim como cisgenia, quando sio
transferidos apenas genes de espécies
compativeis do ponto de vista reprodu-
tivo. Isso garante um desenvolvimento
mais rapido e seguro por evitar etapas em
que poderiam ocorrer incompatibilidade.

Atualmente, as plantas de laranja do-
ce com gene de tangerina estdo sendo
preparadas para entrarem na fase de
ensaio em campo no proprio Centro de
Citricultura, apds mostrarem um bom
resultado nas estufas. Como se trata de
uma planta geneticamente modifica-
da, para que a nova fase em campo seja
iniciada é preciso obter autorizacdo da
Comissio Técnica Nacional de Biossegu-
ranca (CTNBio). “Estamos com a docu-
mentacdo em andamento e a expectativa
é que a liberacéo ocorra até o final do
ano”, prevé Souza. Essa fase deve durar
cinco anos e, depois disso, se os testes
apresentarem resultados satisfatdrios,
as novas plantas poderéo ser liberadas
para os citricultores.

pos identificarem na tan-
gerina uma série de genes
associados aos mecanis-
mos que poderiam confe-
rir resisténcia a CVC, os
pesquisadores os implantaram em uma
“planta cobaia”, a Arabidopsis thaliana,
muito utilizada em estudos de biologia
molecular. “Nesta etapa, ganhamos va-
rios anos em pesquisa, ja que a transfe-
réncia e o estudo de todos os genes em
laranjas é um processo caro e demo-
rado”, explica Souza, “principalmente
porque a planta leva uns trés anos para
se desenvolver e tem um longo periodo
juvenil de dificil manipulacéo genéti-
ca”. Com o teste na planta modelo, esse
periodo caiu para cerca de oito meses.
Ap0s a experiéncia em Arabidopsis, foi
possivel eleger o gene mais promissor,
0 RAP2.2, e transferi-lo para as plantas
de laranja doce.

Parte do estudo foi desenvolvida no
campus de Davis da Universidade da

Califérnia, nos Estados Unidos, onde o
biotecnologista Willian Pereira passou
um ano por meio do programa Ciéncia
sem Fronteiras, enquanto cursava o dou-
torado em genética e biologia molecular,
da Universidade Estadual de Campinas
(Unicamp), sob orientacéio de Souza.

Entre agosto de 2015 e julho de 2016,
ele aprofundou a pesquisa em Arabidop-
sis nos laboratérios do Departamento
de Ciéncias das Plantas da universidade
norte-americana. Por 14, analisou a fun-
céo da proteina RAP2.2 da planta mode-
lo para compara-la com a de tangerina.
Ao perceber a semelhanca entre elas,
avaliou a reacdo de ambas a infec¢do
por Xylella. “Os resultados mostraram
que as proteinas sdo ortdlogas, ou seja,
desempenham a mesma funcéo nos dois
tipos de planta. Percebemos também
que a infeccéio em Arabidopsis é similar
aquela que ocorre nas laranjas doces,
porque a bactéria coloniza os mesmos
vasos e também gera sintomas”, conta
Pereira. A pesquisa ainda mostrou, de
forma inédita, que Arabidopsis pode ser
usada como planta modelo para futuras
pesquisas com outros genes de citros pa-
ra uma variedade de aplicacdes.

“A possibilidade de existir uma plan-
ta resistente permitiria um uso menor
de inseticidas no controle das cigarri-
nhas que sdo os vetores da CVC”, avalia
o engenheiro agronomo Antonio Juliano
Ayres, gerente-geral do Fundecitrus. Ele
ressalta, porém, que “é necessario aguar-
dar os resultados em campo para confir-
mar a efetividade desses resultados pre-
liminares obtidos em casa de vegetacéo”.

De fato, as demais etapas da pesquisa
sugerem que o gene RAP2.2 tanto pode
ser usado em outras espécies afetadas
pela Xylella, como oliveiras e videiras,
quanto tem potencial para o combate a
outras pragas de citros, como o greening.
Também chamado de HLB, o patégeno
é hoje o maior desafio da citricultura
mundial e atinge 20,87% das plantacdes
de laranja em Sdo Paulo e Minas Gerais,
de acordo com os dados deste ano do
Fundecitrus.

Como a Xylella, o HLB é transmitido
pela picada de um inseto, o psilideo Dia-
phorina citri, e a bactéria Candidatus li-
beribacter também coloniza os vasos das
plantas. “O gene de tangerina pode forta-
lecer as paredes desses vasos e ajudar a
planta a eliminar a bactéria. Ainda, com
0s vasos mais resistentes, o inseto pode

desistir de picar a planta”, conta Souza.
“Estamos estudando essa possibilidade.”

O Centro de Citricultura Sylvio Mo-
reira tem tradicdo na busca por novas
maneiras de combater as pragas em ci-
tros. Em 2017, Souza e colegas desen-
volveram outra variedade de laranjeira
transgénica resistente a CVC. Na oca-
sido, foi introduzido no genoma da plan-
ta um gene da propria bactéria: o rpfF,
responsavel pela producéo de uma pro-
teina homonima que reduz a movimen-
tacdo de Xylella. Em 2020, as plantas
completam dois anos em fase de campo
e, até 0 momento, mostraram-se resis-
tentes ao patdgeno e com bom desen-
volvimento em campo. O genoma da
Xyllela foi o primeiro de um organismo
causador de doengas em plantas a ser se-
quenciado no mundo e o feito, parte do
Programa Genoma FAPESP, foi capa da
revista Nature em 13 de julho de 2000,
com participacéio de Souza.

Outro destaque do Centro de Citri-
cultura é um produto desenvolvido nos
laboratérios do centro, cujo principio
ativo é uma molécula antioxidante cha-
mada N-acetilcisteina (NAC), destinado
ao controle do CVC, do cancro citrico e
do HLB. O NAC é comercializado desde
2019 pela startup CiaCamp - da Cién-
cia ao Campo. Para Souza, as tecnolo-
gias desenvolvidas sdo complementares.
“Nunca teremos um gene ou um produto
que resolva todo o problema. Trabalha-
mos para termos alternativas. Daqui a
uns anos, o patégeno consegue quebrar
a resisténcia. Por isso, precisamos de
diferentes abordagens, olhando para o
futuro”, conclui.

Projetos

1. INCT 2014: De gendmica comparativa e funcional
e melhoramento assistido de citros (n° 14/50880-0);
Modalidade Projeto Temdtico; Convénio CNPg-INCTs;
Pesquisador responsdvel Marcos Antonio Machado (IAC);
Investimento R$ 3.138.880,49.

2. Interacdo Xylella fastidiosa-inseto vetor-planta hospe-
deira e abordagens para o controle da clorose variegada
dos citros e cancro citrico (n° 13/10957-0); Modalidade
Projeto Temdtico; Pesquisadora responsavel Alessandra
Alves de Souza (IAC); Investimento R$ 2.504.726,74.

Artigos cientificos

PEREIRA, W.E. L. et al. Citrus reticulata CrRAP2.2 trans-
criptional factor shares similar functions to the Arabidop-
sishomolog and increases resistance to Xylella fastidiosa.
Molecular Plant-Microbe Interactions. v. 33, n. 3, p. 519-
27.23jan. 2020.

Os demais projetos e artigos mencionados estdo listados
na versdo on-line.
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