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ACORDO DE COOPERACAQ TECNICO-CIENTIFICA 003/2019
QUE CELEBRAM ENTRE SI O INSTITUTO AGRONOMICO DO
PARANA, A FUNDAGAO DE APOIO A PESQUISA F O
INSTITUTO AGRONOMICO.

Os Participes, o INSTITUTO AGRONOMICO DO PARANA - |APAR, pessoa juridica de direito publico,
instituido pela Lei n? 6.292 de 29 de junho de 1972, transformado em autarquia pela Lei n.2 9.663 de 16
de julho de 1991, com sede 3 Rodavia Celso Garcia Cid km 375, em Londrina-PR, inscrito no CNPI saob a n?
75.234.757/0001-49, doravante denominado simplesmente IAPAR, representado neste ato por seu
Diretor de Pesquisa, RAFAEL FUENTES LLANILLO, brasileiro, engenheiro agrénomo, casado, portador da
Cedula de Identidade RG n® 2.224.761-1 S5P/PR, inscrito no sob CPE n® 010.539.348-74, com endereco
profissional situado na Rodovia Celso Garcia Cid, km 375, na cidade de Londrina, Estado do Parana,
nomeado par meia do Decreto Estadual n* 0085, de 09 de janeiro de 2019, publicado no Diaric Oficial do
Estado do Parand, n° 10350 da mesma data, a FUNDACAO DE APOIO A PESQUISA E AO
DESENVOLVIMENTO DO AGRONEGOCIO - FAPEAGRO, entidade juridica de direito privado, sem fins
lucrativos, inscrita no CNPI/MF sob o n°01.561.218/0001-88, instituida pela Escritura Publica n®744-N-as
folhas 481, lavrado no Cartério Simoni-2° Oficio de Motas, situada na Rodovia Celso Garcia Cid km 375,
Lendrina-PR, doravante denominada simplesmente FAPEAGRO, neste ato representada pelo seu Diretar-
Fresidente Heitor Rossitto Néia, brasileiro, casado, administrador, inscrito no CPF sab o n® 175.418.329-87
€ portador do Registro de Identidade n? 916543-6 SESP-PR e o INSTITUTO AGRONOMICO - IAC, pessoa
juridica de direito pulblico, vinculada a Ageéncia Paulista de Tecnoclégica dos Agronegocios - APTA e
Secretaria de Agricultura e Abastecimento do Estado de Sio Paulo, inscrita no CNPJ sob o n.
46.384.400/0023-54, com sede na Avenida Bardo de Itapura, 1481, em Campinas - SP, através do Centro
de Citricultura Sylvio Moreira, doravante denominado simplesmente CENTRO DE CITRICULTURA, neste
ato representado por seu Diretor Técnico de Departamento, MARCOS ANTONIO MACHADO, brasileiro,
engenheiro agronomao, casado, portador da Cédula de Identidade RG n. M-215.101, inscrito no CPF sob o
n. 112.787.061-00, com endereco profissional situado na Avenida Bardo de Itapura, 1481, na cidade de
Campinas, Estado de Sdo Paulo, nomeado pela resolugdo de 23 de janeiro de 2019, publicada no Didrio
Oficial do Estado de S3o Paulo, n® 129(17) - 21, de 24 de janeiro de 2019,

Considerando gue o IAPAR & uma instituicio publica de ciéncia e tecnologia do Estado do Parana que tem
como finalidade a pesquisa basica e aplicada, a difusde de conhecimento e a transferéncia de tecnologia
para o desenvolvimento do meio rural e do agronegocio;

Considerando que o CENTRO DE CITRICULTURA e uma unidade de ciéncia & tecnologia do Estado de S3o
Paulo gue tem como finalidade gerar e transferir conhecimentos cientificos e tecnelogicos ao agronegdcio
da citricultura objetivando melhoria do sistema de produgdo, desenvolvimento social e econdmico e
sustentabilidade ambiental:

Considerando que a FAPEAGRO, & uma fundacdo de apoic a pesquisa dgropecudria, com autonomia
administrativa, econdmica e financeira, estruturada para administrar e apoiar projetos de pesquisa,
extensao, desenvolvimento institucional e acbes que visem o desenvolvimento sustentivel da
agrapecuaria e do agronegacio:

Considerando o Acordo de Cooperacdo assinado entre os Participes em 20, de autubro de 2014 que teve
comeo objetive a juncio de esforgos para a realizacdo do 132 Congressc Internacional de Citricultura
realizado entre 18 a 23 de setembro de 2016, na cidade de Foz do Iguacu-PR, que estabeleceu em sua
Clausula Quarta as medidas a serem adotadas na eventualidade de saldo remanescente, cuja transcricao
literal diz:

4.1 Na hipotese de saldo remanescente, verificado @ partir da prestacdo de contas, estabelecida no
Cléusula Segunda, Ill, “i" o valor serd aplicade da sra;ur’nte forma: X/
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a) 10% (dez por cento) seré destinado ago Fundo de Amparo a Pesquise e Capacitagdo Téenica

b)

mantido pela FAPEAGRO, para atividades de pesquisa clentifica e desenvolvimento tecnoldgice, e
com gestdo exclusiva feita pela FAPEAGRO;

90% (noventa por centa) serd revertido em projetos técnicos cientificos para o estude da
citricultura, a serem apresentados, no prazo de 60 (sessenta) dias apds a concluséo da prestocdo
de contas, em colaboragdo entre o IAPAR e o CENTRO DE CITRICULTURA, mediante a celebrocdo
de um novo Contrato, com o apoio administrativo do FAPEAGRO, cabendo 6 Comisséo Executiva
descrita na Clausula 79, desse instrumento o decisdo exclusiva sobre o destinagcdo do recurso.

A comissdo executiva descrita na clausula 72 do referido termo é composta por losé Pereira da Silva
{IAPAR), Eduardo Fermino Carlgs (IAPAR] e Dirceu de Matos Junior (APTA) e considerou pleno e acabado o
Congresso acima nominado:

Considerando que em 31/12/2018 foi apurado pela FAPEAGRO o saldo remanescente de RS 260.367,47
(Duzentos e sessenta mil, trezentos € sessenta e sete reais e quarenta e sete centavos), até a presente
data abrigado conta corrente bancaria remunerada, os participes resolvem celebrar este Acordo
sujeitando-se no que couber is disposicdes da Lei Brasileira de Inovacdo, n.2 10.973, de 02 de dezembro
de 2004, regulamentada pelo Decreto n.2 5.563, de 11 de outubro de 2005, da Lei n,? 13.243, de 11 de
laneiro de 2016, 3s demais disposicoes legais aplicaveis e as clausulas e caondigdes abaixo:

CLAUSULA PRIMEIRA - Do Objeto

1.1 O presente Acordo de Cooperacdo tem por objeto o estabelecimento das condigdes basicas de
atuacdo em parceria, visando o desenvolvimento e implementacdo do projeto "ID260-Introdugdo, selegdo,
truzamentos e biotecnologia no melhoramento genetico de Citrus sp, conforme descrito no projeto
tecnico Anexo |, parte integrante deste Contrato.

CLAUSULA SEGUNDA - Das Obrigacdes

2.1 Sem prejuizo do disposto nas demais clausulas deste Acordo, os Participes obrigam-se ao seguinte:

| - Obrigacdes do IAPAR:

al

b)

c)

d)

e}

f)

Coordenar, em conjunto com o CENTRO DE CITRICULTURA, a execucio das atividades do Projeto
Técnico — Anexo |;

Prover a infra-estrutura técnica e apoio tecnico necessarios 3 execucdo das atividades constantes
do Projeto Técnico — Anexo |, como contrapartida para a realizacio deste Acordo, excetuando as
obrigacdes de fornecimente de responsabilidade do CENTRO DE CITRICULTURA:

Formalizar a avaliacao técnica da pesquisa concluida, mediante a elaboracdo de relatdrio;

Possuir ou obter todas as licengas, autorizacaes, alvaras, cadastros e registros exigidos por lei para
a execucao das atividades objeto deste Contrato, comprometendo-se a manté-los em situacao
regular;

Responsabilizar-se por seus empregados, prepostos e terceiros, sobre qualquer dano que venha a
ser causado em decorréncia da execurdo da pesquisa objeto deste Acordo, bem como por atender
todas as obrigacdes trabalhistas, previdenciarias e legais;

Os materiais/bens patrimoniais adguiridos com  recursos provenientes deste contrato
Permanecerdo na posse e sob a responsabilidade do Responsavel Técnico do IAPAR constante na
Clausula Terceira, o qual devera assinar um TERMO DE RESPONSABILIDADE, no momento em que
Ihe for entregue o referido patriménio, ,§.) :

f
Il - Obrigag6es do CENTRO DE CITHIEULT}JIRA: (’

¥
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a)

b)

cl

d)

f)

gl

h)

Coordenar, em conjunto com o IAPAR, a execucdo das atividades do Projeto Técnico — Anexo l;

Prover a execugdo das atividades constantes do Projete Técnico — Anexo |, como contrapartida
para a realiza¢ao deste Acordo, excetuando as obrigacdes de fornecimento de responsabilidade do
IAPAR;

Formalizar a avaliag@o técnica da pesquisa concluida, mediante a elaboragio de relatério;

Possuir ou obter todas as licengas, autorizacdes, alvaras, cadastros e registros exigidos por lei para
a execucdo das atividades objeto deste Contrato, comprometendo-se a manté-los em situacao
regular;

Acordar, em conjunta com o IAPAR, o cronograma de desembolso/financeiro prevendo a
aquisicao de bens, servigos, contratacdes, viagens e as despesas necessarias para a circulacao e
movimentacdo do valor, segmentadas por rubrica e apresentar 3 FAPEAGRO:

Solicitar por escrito, com antecedéncia de 10 (dez) dias, mediante o preenchimento do Formulario
de Compras de Material/Servico, fornecido pela FAPEAGRO as requisi¢des de bens e servicos
necessarios a execugao do Projeto de acordo com o cronograma de desembolso;

Responsabilizar-se por seus empregados, prepostos e terceiros, sobre gualquer dano gue venha a
ser causado em decorréncia da execucio da pesquisa objeto deste Acordo, bem como por atender
todas as obrigages trabalhistas, previdencidrias e legais;

Os materiais/bens patrimoniais adquiridos com recursas provenientes deste contrato
permanecerdc na posse € sob a responsabilidade do Responsavel Técnico do CENTRO DE
CITRICULTURA constante na Cldusula Terceira, o qual deverd assinar um TERMO DE
RESPONSABILIDADE, no momento em que Ihe for entregue o referido patriménio.

Il = Obrigagbes da FAPEAGRO:

a)

b)

c)

e}

fl

gl

h)

Realizar a gestdo operacional e administrativa do Projeto Técnico — Anexo |

Efetuar todas as despesas, aquisicdes e contratagbes necessarias a execugdo do objeto de Acordo
de Cooperacio;

Caso haja a aquisicdo de equipamentos e outros bens duriveis ou permanentes, esses bens serao
transferidos para o IAPAR e o CENTRO DE CITRICULTURA ao final dos projetos ou trabalhos
contratados, apads as formalidades legais, mediante a discriminacdo do bem e instituicic de
destino definida em comum acordo entre os Responsaveis Técnicos de cada uma das duas
instituicdes, devendo ser observados os esforcos alocados pelas partes durante a execugdo do
projeto;

Atender aos melhores procedimentos de administracio quando da contratacdo dos produtos e
servicos, incumbindo ac IAPAR e ao CENTRO DE CITRICULTURA informar, justificar e especificar a
FAPEAGRO, guais serdo os produtos e servigos necessarios para a execucdo do projeto;

Efetuar os respectivos pagamentos, obter a documentagdo comprobatdria e guardar todos os
documentos dos gastos efetuados, sendo que os mesmos devem ser emitidos em nome da
FAPEAGRO;

Contratar pessoal técnico e cientifico requerido para o desenvaolvimento do projeto em cada
trabalho contratado, se necessario;

Disponibilizar pessoal administrativo para o apoio as atividades operacionais, administrativas e
financeiras relacionadas ao projeto;
Cumprir todas as abrigaces legais de qualquer natureza, notadamente referentes as leis
trabalhistas, previdenciarias, fiscais e também acessorias, ficando, dessa forma, expressamente
excluida a responsabilidade e solidariedide do IAPAR e do CENTRO DE 313IEULTURA sobre tal
rmatéria; fi
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i} Apresentar ao IAPAR e 3o CENTRO DE CITRICULTURA, a prestacio de contas, com o
demonstrativo de execucio de despesas e receitas, incluindo possiveis receitas oriundas de
aplicacdes financeiras, com saldo inicial e final de cada periodo.

2.2 Para a consecucio deste Contrato, consente o IAPAR e o CENTRO DE CITRICULTURA gque a aquisicdo
ou contratacdo de produto para pesquisa e desenvolvimento, limitada, no caso de obras e servigos de
engenharia, a 20% (vinte por cento) do valor de que trata a alinea “b" do inciso | do caput do art. 23 da Lei
n" 8.666/93, sera realizada pela FAPEAGRO na forma de contratag3o direta por dispensa de licitacdo, naos
termos do inciso XX, do artigo 24 ¢/c o inciso XX do artigo 6%, ambos da Lei n® 8.666/93.

CLAUSULA TERCEIRA - Gest3o

3.1 Para acompanhar a execugdo do Projeto de Pesquisa — Anexo |, objeto deste Acordo, os Participes
designam desde ja, cada uma um técnico integrante dos respectivos quadros de pessoal, conforme ahaixa
identificados, para serem os gestores unicos do projeto:

| - Pelo IAPAR:

Mome: Eduardo Fermine Carlos

Profissdo: Pesquisador

Endereco: Rodovia Celso Garcia Cid, km 375 - Londrina, PR

Telefone: (43) 3376-216R4

E-mail: eduardo05061@gmail.com

(Responsével Técnico designado para acompanhamento financeiro e desenvolvimento do projeto)

Il = Pelo CENTRO DE CITRICULTURA

MNome: Dirceu de Mattos Junior

Profissao: Pesquisadaor

Endereco: Rodovia Anhanguera, km 158 — Cordeiropolis, 5P

Telefone: (19) 3546-1399

E-mail: ddm@iac.sp.gov.br

(Responsavel Técnico designado para o acompanhamento do projeto)

Il = Pela FAPEAGRO:

Nome: Alessandra Neves Custodio

Profissdo: Gestora de Projeto

Endereco: Rodovia Celso Garcia Cid, Km 375 - Lendrina, PR

Telefone: (43) 3025-1601

E-mail: alessandra@fapeagro.org.br

(Responsavel pela administracdo financeira e prestagdo de contas das parcelas)

CLAUSULA QUARTA - Da Gestiio Administrativa, Operacional e Financeiro

4.1 Ficara sob a responsabilidade da FAPEAGRO a gestdo administrativa, operacional e financeira do
recurso remanescente da realizacdo do 132 Congresso de Citricultura que motivou a formalizacio deste
novo Acordo de Cooperacdo, cuja quantia apurada em 31/12/2018 pela FAPEAGRO contabiliza o total de
RS 260.367,47 (duzentos e sessenta mil e trezentos e sessenta e sete reais e quarenta e sete centavos).

4.2 Para a cobertura de despesas necessarias na execucdo do Projeto Técnico — Anexo |, a FAPEAGRO
retera a importancia de 10% (dez por cento) do valor total discriminado no item 4.1,

CLAUSULA QUINTA - Dos Direitos de Propriedade Intelectual

5.1 Qualquer invento, aperfeicoamento ou inovagao, obtencao de processo ou produto, privilegiavel ou

ndo, oriundo da execu¢do deste Acordo, bem como o direito de exploragdo econdmica de seu resultado,

pertencerdo ao IAPAR 2 ao Centro de Citri:ultyra. devendo ser estabelecido instrumento juridico
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especifico para esta finalidade.

5.2 As partes obrigam-se, por si e por seus sucessores, a qualquer titulo, a observar o disposto nesta
clausula, mesmo apds o término da vigéncia deste acordo.

CLAUSULA SEXTA - Do Sigilo e da Divulgacio dos Resultados

6.1 Todas as Partes obrigam-se a observar o sigilo das informaces obtidas no ambito deste Acordo, de
forma a garantir o cumprimento da Clausula Quinta e possibilitar que qualquer resultado passivel de
protecao intelectual seja protegido em nome do IAPAR e do CENTRO DE CITRICULTURA.

6.2 Sem prejuizo do disposte no item 6.1, o IAPAR & o CENTRO DE CITRICULTURA poderdo publicar
resultados finais de pesquisas desenvolvidas por forga desta Cooperagdo, sem intuito econdmico e para
fins meramente de divulgacio cientifica, desde que ndoc comprometa a protecdo intelectual, e tenha
consentimento previa de ambos,

6.3 Qualquer mengido aos resultados obtidos por meio deste Acordo de Cooperacio, deverd constar a
cooperacdo entre IAPAR, CENTRO DE CITRICULTURA e FAPEAGRO.

CLAUSULA SETIMA - Da Vigéncia

7.1 O presente Acordo terd vigéncia até 31 de dezembro de 2022, contada a partir da data de sua
assinatura.

CLAUSULA OITAVA — Rescisdo

8.1 Por descumprimento de qualquer de suas clausulas ou condicdes, podera a parte prejudicada rescindir
0 presente Acordo, independentemente de prévia interpelacao judicial ou extrajudicial, respondendo a
parte inadimplente, pelas perdas e danos decorrentes, ressalvadas as hipoteses de caso fortuito ou de
forga maior, devidamente caracterizadas.

CLAUSULA NONA - Alteracdes

9.1 O presente Acordo constitui o compromisso integral entre os Participes com relacdo as matérias aqui
contempladas e nao podera ser alterado ou modificado em qualquer de suas cldusulas, salvo mediante
celebracio de Termo Aditivo, assinado pelas Partes.

CLAUSULA DECIMA - Forca Maior e Caso Fortuito

10.1 Qualguer atraso ou falha no cumprimento deste Contrato em relacdo a execugdo das atividades,
quando ocasionados por motive de forca maior efou caso fortuito, conforme dispée no Artigo 393, do
Codigo Civil Brasileiro, ndo constituird motivo para rescisdo ou reclamacdo por nenhuma das partes, sendo
que as condigdes deverdo ser revistas em Termo Aditivo para a conclusdo do Projeto.

10.2 Na ocorréncia de algum evento mencionado acima, a parte prejudicada devera comunicar a outra no
prazo de até 10 (dez) dias da constatacio do fato.

CLAUSULA DECIMA PRIMEIRA — Publicacio

11.1 O extrato do presente Contrato serd levado 3 publicacdo, pelo IAPAR, no Diario Oficial do Estado do
Parana — DIOE/PR, até o quinto dia util do més subsequente ao da sua assinatura, para ser publicado no
prazo de 20 (vinte) dias daquela data, sendo a publicacdo condi¢cdo indispensavel 4 sua eficacia.

CLAUSULA DECIMA SEGUNDA - Foro

12.1 Para solucdo de quaisquer duvidas oriundas do presente Acordo, os Partfcipesgl-cjgem o Foro da
)
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Justica Estadual de Londrina, Estado do Parana, com rendncia a qualguer outro, por mais privilegiado que
seja.

Em evidéncia do que foi aqui expresso e mutuamente acordado, as partes assinam este decumento, em 3
(trés) vias, no local e data indicados e na presenca de testemunhas, para que produza os efeitos legais,

Londrina, 30 de janeiro de 2019,

Diretor de Pesquisa
Instituto Agronomico do Parana - IAPAR

Marcos Antonio Machado
Diretor Técnico de Departamento
Instituto Agrondmico - 1AC

Heitor Rossitto Néia

Diretor-Presidente

Fundacdo de Apoio a Pésquisa & 3o
Desenvolvimento Agronegdcio - FAPEAGRO

Testemunhas: -
‘-_"_.. = =

Mome: Eduardo Ferminao Carlos Nome: Dirceu de Mattos Junior

RGICPE: /X £YS 3Y) & RG/CPF: 13.867.064 / 122.444.668-25
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ANEXO |

PROJETO TECNICO
TiTULD:

Responsavel técnico - IAPAR: Eduarde Fermine Carlos
Area Técnica: Area de Melhoramento de Plantas (AMG)

Programa de Pesquisa: Programa Fruticultura (PFR)

Responsavel técnico - CENTRO DE CITRICULTURA: Dirceu de Mattos Junior
Area Técnica: APTA

Programa de Pesquisa: Nutricdo Mineral de Plantas
Periodo de execugdo: Inicio; 01/2019 Término: 12/2022

IDENTIFICACAO DO PROBLEMA:

Caracteristicas gerais da produgdo no Parana. A citricultura & uma realidade no Parana, e o
grande ciclo de desenvolvimento deu-se a partir do final da década de 80. O setor cresceu e possui
hoje em torno de 30 mil hectares de citros, incluindo a regido de Cerro Azul, ao norte de Curitiba,
com producdes expressivas de tangerina Ponkan (ANDRADE, 2007). As regides norte e noroeste do
Estado do Parana produzem principalmente laranjas para o mercado interno de frutas jn naturg, para
a producdo de suco concentrado congelado, visando o mercado externo, e mais recentemente para a
producdo de suco pasteurizado ja atendendo a diversas regides no pais. Apesar do enorme potencial
economico, o Parand mantém-se apenas como o quinto produtor nacional, atrds de S3o Paulo, Bahia,
sergipe e Rio Grande do Sul. Alterna-se com o Rio Grande do Sul na quarta posicdo do ranking em
funcdo das safras obtidas em cada ano,

O estado do Parana possui condicdes edafoclimaticas diversas com solos mais arenosos,
clima mais quente e estacdo de seca mais definida no noroeste, e solos mais argilosos e clima mais
dmeno com inverno mais humido nas regides de maior altitude no norte e nordeste do Estado.
Ambas regides sdo propicias para o cultive de citros, € essas regides vem se destacando em
produtividade, embora induzam tomportamento distinto em relacdo a qualidade da fruta produzida.

O norte e o noroeste do Parana contam atualmente com 4 indlstrias processadoras de suco de
5
1
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laranja, sendo trés em Paranavai e uma em Urai. Existemn ainda plantios extendendo-se até Cambara
e S5ao Jeronimo da Serra, e outros em Alténia, Cruzeiro do Oeste e proximidades.

A regido compreendida entre o norte e o noroeste do Parand possui excelente condicdo
edafoclimatica para se tornar uma das grandes regides produtoras de citros do mundo. Se houver
planejamento e disposicdo empresarial e politica, ha potencial para que o Estado se torno o 29.
produtor nacional em prazos exequiveis. Entretanto, existermn varios desafios, muito semelhantes aos
que ocorrem em outras areas produtivas no resto do pais, causadas principalmente pela baixissima
variabilidade genetica empregada no sistema de produgdo. Para quebrar esse paradigma é necessario
explorar a diversidade genética existente nos bancos ativos de germoplasmas (BAGs) do pais e do
exterior (quanda possivel), na busca de novos gendtipos de interesse com potencial produtivo e
econdmico, Portanto, o primeiro objetivo especifico desse trabalho é exatamente estabelecer uma

nova colecdo de citros no Parana que possa ser utilizada posteriormente pela citricultura comercial.

Consequéncias da baixa variabilidade. Apenas 4 variedades de copas dentro do grupo das
laranjeiras doces (Citrus sinensis L. Osbeck), ou seja, a IAPAR 73, a Pera, a Valéncia e a Folha Murcha,
perfazem a grande preferéncia dos produtores no Parana, principalmente em funcdo de niveis
adequados de produtividade e qualidade dos frutos e por estarem preconizadas dentro da lista de
cultivares permitidas no  estado, com menor incidéncia de cancro  citrico
(http://www.adapar.pr.gov.br/modules/conteudo/conteudo.php?conteudo=252), lista essa baseada
em LEITE JR. & MOHAN, 1930,

Embora nao idénticas, essas variedades sdo similares em algumas caracteristicas. 53o
suscetiveis a varias doengas como a Leprose dos Citros, a Clorose Variegada do Citros (CVC), o
Huanglongbing (HLB, ou ex-greening), a Pinta Preta e outras. Diferentes clones de Pera ainda
possuem comportamento distinto em relacdo a doenga Tristeza dos Citros (CTV) em funcio da
microrregido (efeite da temperatura local) em que sdo cultivados. Como consequéncia, a
suscetibilidade a essas doencas imputa custos economicos e ambientais significativos no controle de
cada uma, dentro dos diversos sistemas de produgdo agricola de cada propriedade. Por exempla, a
Leprose e uma doenca causada pelo virus denominado de CILV ('Citrus Leprosis Virus') (KITAJIMA et
al, 1964; LOCAL| et al, 2003}, e causa prejuizos estimados entre 60 e 80 milhdes de ddlares por ano
em toda citricultura brasileira, a CVC em torno de 100 milhdes por ano, e o HLB, que & a grande
ameaca do momento, imp&e perdas e limitages de producio em varias regides do Brasil e do mundo
(FUNDECITRUS, 2015). No Parana, a regido de Cerro Azul, que produz essencialmente a tangerineira
Pankan (Citrus reticulata Blanco), € severamente atacada pela doenca Pinta Preta, causada pelo

fungo Guignardia citricarpa (Phyllasticta citricarpa).
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Alem dos problemas com estresses bidticos, como pragas e doencas, existem ainda as
dificuldades com estresses abidticos, como seca prolongada e/ou fora de época, frio, baixa fertilidade
do solo e outros gue impactam significativamente na escolha de cultivares. A ampla utilizacdo do
porta-enxerto limoeiro Cravo (Citrus limonia Osbeck) pelos produtores é uma resposta a essas
demandas uma vez que o Cravo € mais tolerante 4 seca, e as condigbes mais rusticas de plantio e
cultivo em sequeiro que prevalecem no Brasil (CARLOS et al, 1997). Como consequéncia dessa baixa
variabilidade também empregada para a escolha do porta-enxerto em varias regides produtoras
brasileiras, novamente ha relatos de ocorréncia devastadora de epidemias, como a doenca Morte
Subita dos Citros no norte de Sdo Paulo e no Triangulo Mineiro (BASSANEZI et al, 2003), e de
constantes perdas causadas pela anomalia Declinio dos Citros em 530 Paulo e também no noroeste
do Parana (AULER, et al, 2011). A substituicdo gradativa do Cravo por outros porta-enxertos, como o
citrumeleiro Swingle (C. paradise Macfad. x Poncirus trifoliata L. Raf) [HUTCHISON, 1974), ndo é tio
simples e direta, pois o Swingle além de incompativel com a principal copa em uso no pais, a
laranjeira Pera, ainda & pouco tolerante a periodos prolongados de déficit hidrico. Outras opcoes de
porta-enxertos tambem possuem outras limitagdes bioticas e abioticas.

A ocorréncia de pragas e doencas € um fato natural e frequente na natureza, entretanto
quando um patogeno encontra uma grande guantidade do mesmo hospedeiro, geneticamente
idéntico e susceptivel, ha a explosdo de uma epidemia. Ao longo da evolucio das civilizagdes e da
agricultura em sistemas de preducgdo agricola que visam produtividade em detrimento a estabilidade
de producdo isso foi frequente, em fungdo do estreitamento da base genética para a utilizacdo da
mesma cultivar, ou de cultivares semelhantes, nas dreas de cultivo, Portanto, uma estratégia de
producdo mais sustentdvel deverd contemplar o aumento da variabilidade entre as cultivares,
incrementando maiores diferengas genéticas nos pomares em producio. Esse ¢ o segundo objetivo
desse trabalho, que pode ser obtido através da geracdo de neves hibridos feitos por cruzamentos

entre parentais selecionados.

Avaliacdo de novas cultivares de citros. As cultivares de laranjeiras doces recomendados e
em uso no norte € no noroeste do Parand geram outros grandes desafios e demandas, O setor
produtiva demanda informacdes sobre a estabilidade de producio e qualidade das mesmas em cada
regido produtora. Embora o IAPAR tenha tradicdo e experiéncia em programas de melhoramento
genetico, principalmente em feijao e trigo, ensaios de competicdo de cultivares de citros em distintas
regides no Estado ainda ndo foram realizados, e as consequéncias sdo notorias para o setor
produtivo. A cultivar Shamouti (IPR 154), ainda recomendada pelo IAPAR, é totalmente improdutiva

em condigdes de cultivo em 530 Paulo (DOMNADIO et al, 1996) e ha diversas reclamagdes de
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produtores em relagdo a mesma também no Parana (GLOBO RURAL, 2013). Alguns clones da cultivar
Pera s3o severamente afetados pela Tristeza quando plantados em regies mais frias, encontradas
nas maiores altitudes no estado. Ha perdas expressivas e reclamacdes constantes de produtores
principalmente na regido de Rolandia e entorno. A cultivar Navelina, que pertence ao grupo das
laranjas de umbigo, como a Bahia e outras, também e recomendada pelo IAPAR e possui
comportamento ambiguo, sendo produtiva em alguns pomares e improdutiva em outros, mesmo
dentro de uma mesma microregido. Muito possivelmente o material genético ndo estava fixado
adeguadamente antes da liberacdo comercial da mesma. No caso de cultivares precoces, como a
IAPAR 73, existe o grande desafio de se encontrar outros materiais mais produtivos e com melhor
gualidade de suco. Segundo POMPEU JR. essa cultivar € uma Seleta (comunicacdo pessoal, 2004) que
foi doada pelo CCSM-IAC e foi rebatizada como o novo nome no IAPAR. Pertence ao grupo das
laranjeiras Caipiras, com sementes. Ha ainda casos onde outras cultivares estdo sendo cultivadas com
sucesso no estado, mas inexistem informagdes a respeito, como a Taguari,

A escolha do porta-enxerto deve sempre levar em consideracio a tolerincia a estresses
abioticos, come baixa fertilidade do solo, ocorréncia de frio, salinidade e outros, e a tolerdncia a
estresses bioticos, como Gomaose, Tristeza, Declinio e outros problemas (CARLOS et al, 1997). A
tolerdncia a esses estresses é importante tanto a nivel do produtor por minimizar custos de producio,
como em relagao a sustentabilidade do complexo citricola instalade em uma determinada regido. A
citricultura do Parana usa essencialmente o limoeiro Crave como porta-enxerto, e em menor escala
algumas outras opgdes como as tangerineiras Cledpatra e Sunki e o Trifoliata (STENZEL et al, 2003).
Atualmente existem varias outras op¢des possiveis, come outros citrumelos, citrandarins e outras
espécies.

Alem da demanda por essas informacdes, existem outras questes importantes para o setor
produtive, e que devem ser considerados em um programa de melhoramento genético de citros. No
minimo trés: a) A produglo esta concentrada principalmente entre Julho e Dezembro de cada ano
agricola, aumentando os custos das industrias que ficam parcialmente, ou completamente, fechadas
na primeiro semestre. Essa sazonalidade acentuada afeta a demanda por mao-de-obra tanto no
campo quanto nas fabricas, O uso de um maior numero de cultivares, especialmente mais precoces
ou muito tardias em regides com distintas amplitudes térmicas, pode contribuir para expandir o
periodo de safra & ajudar na estabilizacdo dos niveis de emprego: b} A qualidade do suco é outra
caracteristica importante, Regides mais quentes e com inverno mais definido, normalmente induzem
sucos com teores de Solidos Soldveis Totais (S5T) maiores, como ocorre no narte do Estado de 530
Paula, Portanto qualguer ganho, mesmo que em fracoes percentuais pequenas em acumulo de 55T,

pode significar um incremento. substancial na eficiéncia da industria do Parana, gue em ultima
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instancia significa maior competitividade frente a outras regifes produteras do mundo: c) A
ampliagao do portfolio de produtos das empresas produtoras no Parana é outro grande desafio. A
tendéncia mundial é a producdo de suco natural apenas pasteurizado, chamado globalmente de NFC
(‘not from concentrated'). Para a produgao de NFC sdo necessarias adaptacBes nas fabricas, estrutura
logistica apropriada e o uso de cultivares de laranjeiras doces e de porta-enxertos que produzam
frutos ndo apenas com alto 55T, mas essencialmente com cor e sabor adequados. Por sua vez, o
segmento de frutas frescas in notura também demanda novos frutos, com melhor cor e sabor, e
preferencialmente com facil descascamento e sem sementes,

Existe variabilidade genética no grupo “citros” necessaria para superar esses e outros
desafios, entretanto € preciso testar adeguadamente os novos hibridos e os gendtipos candidatos a
serem novas cultivares em ensaios regionais de competicdo de cultivares. Em parceria com o setor

produtive, isso € possivel de ser realizado e e o terceiro objetivo do presente trabalho.

Melhoramento genético convencional. Os desafios para um programa de melhoramento
genetico convencional em citricultura sdo enormes, Citros sdo plantas perenes que em condictes
normais de plantio e manejo levam no minimo 3 anos para entrarem em producio em nivel
comercial, e por isso avaliaches de desempenho horticultural em testes regionais precisam ser
plurianuais. O melhoramento genético em laranjeiras doces feito por cruzamenta de parentais
tambem apresenta dificuldades bioldgicas intrinsecas 3 espécie, como alta taxa de poliembrionia
{apomixia acima de 98%, ou seja, apenas uma pequena fracdo de tudo que foi produzido e realmente
hibrido), alta semelhan¢a morfolégica entre o embrido nucelar e o zigético durante a fase de pds-
germinacdo (dificil reconhecer e selecionar o hibrido, requerendo normalmente o desenvolvimento
de marcadores moleculares ou morfoldgicos para a selecdo assistida), longo periodo juvenil [podem
demandar mais de uma década para serem avaliados no campo), e alta heterozigose (normalmente a
populacao de primeira geracdo/F1 é altamente diversa dos parentais e com poucas caracteristicas
comerciais desejadas, sendo de interesse a obtencio de hibridos de 22. geracdo/F2). Com todas essas
dificuldades, a selecdo massal de material elite no campo é uma estratégia empregada com
frequencia por melhoristas em citricultura. O programa ‘Laranja Nota 10° foi um exemplo bem
sucedido dessa estratégia (CARLOS et al 2006). Varias outras iniciativas de sucesso foram feitas por
LTeofile Sobrinho, J.Pompeu Ir., ASalibe, O.Passas, 5.Moreira, L.C.Donadio e outros.

Considerando a parceria proposta com a Estacdo Experimental de Citricultura de Bebedouro,
5P, (EECB), o presente trabalho representa uma oportunidade de continuacio do trabalho do prof. Dr.
Luiz Carlos Donadio e equipe. A EECB iniciou uma série de cruzamentos em 1995/96 e esses materiais

ja passaram pela fase juvenil, estando aptos para a producio de hibridos de segunda geracdo (F2).
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Vale citar gque esse feito & raro no mundo em funcdo do grande tempo necessario para a sua
exequibilidade plena. Sera um grande avango para o programa de melhoramento genético do Parand,
com a economia de no minimo duas décadas de esforgos, ja feitos pela EECB através da obtengdo de
clones elites do cinturdo citricula nacional e da obtengao de hibridos de primeira geracio (F1). Uma
vez estabelecidos, serdo uteis para gerar novas plantas matrizes para o programa de melhoramento
genético convencional, e para o programa de engenharia genética em andamento no Laboratério de
Biotecnologia do IAPAR. Qutra parceria importante é com o Centro de Citricultura Sylvio Moreira do
IAC (CCSM-IAC). Essa instituigdo possui a maior colecdo de gendtipos protegidos no pais, e um legado
incontestavel do trabalho de selecdo genética feito por grandes equipes lideradas no passado por
Sylvio Moreira e mais recentemente por Joaquim Tedfilo Sobrinha. Essa instituicdo tem em seu Banco
Ativo de Germoplasma a colecdo de Citrandarins criadas pelo USDA (BLUMER & POMPEU JR., 2005) e
os Citrumelos da série FB0, feitos por Mortimer Cohen, da Universidade da Flérida, em 1955
(POMPEU IR, 1. & BLUMER, 5., 2011).

Com relagdo ao aspecto genético para aproveitamento de nutrientes das adubaces nos
pomares, e considerando que o nitrogénio (N) é parte constitutiva essencial das proteinas e na sua
deficiéncia a assimilagdo de CO; pelas plantas em compostos organicos é severamente restringida,
faz-se necessario avaliar a eficiéncia de uso deste nutriente por diferentes espécies de Citrus, com
perspectiva para identificar processos metabalicos ou horticulturais que possam ser aplicados nos
novos programas de melhoramento de copas comerciais na citricultura.

Sabe-se que o aproveitamento do N aplicado no solo pelos citros pode variar entre 15 e 85%,
sendo o restante perdido ou lixiviado no perfil (MATTOS Jr. et al., 2007), Aspectos sobre a eficiéncia
global do uso do N dependentes da planta, como eficiéncia de absorc3o-assimilacdo e a eficiéncia de
transformacdo em biomassa devem ser abordados. Isto tem sido ainda pouco explorade na producio
citricola mesmo considerando o impacto que a adubacdo tem na elevacao dos custos de producio no
setor (NEVES, 2011) e no potencial de contaminacdo ambiental do uso excessivo dos fertilizantes
(DELGADO et al., 2006),

MNeste contexto, o Centro de Citricultura do IAC tem envidado esforgcos para elucidar porqué
para a laranjeira-doce (Citrus sinensis L. Osbeck), a concentracdo foliar de N necessaria para
maximizar a produgdo é de 27 g kg’ de massa seca de folhas, enquanto para o limaeiro (C. limon L.
Burm. f.) o mesmo & ao redor de 18 g kg’ (QUAGGIO et al., 2002). Também se observa que em
limoeiro tanto a area foliar especifica (m® kg'lil quanto area foliar total & maior que em laranjeira;
considerando estes fatores, o limoeiro apresenta maior eficiéncia do uso do N (EUN). Neste contexto,
observa-se que, apesar da menor concentragio de N foliar, o limoeiro apresenta maior assimilacdo de

CQ; {Py) tanto quandg medida pontualmente.
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Assim, € importante estudar as possiveis diferencas nas caracteristicas fotoguimicas,
bioquimicas e na expressac de AQs em falhas de laranjeira e limoeiro, crescidas em sistemas de vasos
em casa de vegetagdo, como a particdo do N na folha e na planta a fim de entender as diferengas
observadas na eficiéncia de uso do nutriente entre duas especies de interesse econdmico altamente
emparentadas, contribuindo para o melhoramento genetico das espécies estudadas.

Portanto, o quarto e o sétimo objetivos do presente trabalho serdo executados em parceria

com a EECB e o CC5M-|AC.

Engenharia genética e Biotecnologia, A citricultura nacional sofre com diversos problemas
gue limitam a preducdo e aumentam os custos de manutengac e manejo dos pomares, Dentre esses
pode-se destacar os estresses abioticos (hidrico e nutricional) e bioticos (doengas vasculares como a
Clorose Variegada dos Citros, CVC, e o Huanglonghing, HLB, e as ndo vasculares, como o Cancro). Para
cada problema é preciso considerar o metabolismo primario efou secundério das plantas gue pode
ser madificado visando aumentar a tolerancia aos mesmaos. |sso ndo e tarefa facil, pois seres vivos
respondem a estimulos ambientais ou de outros organismos ligando e desligando genes de acordo
com os sinais percebidos pelas células afetadas, ou expostas. A intrincada teia de moléculas, como
proteinas, hormdnios e outros compostos, que atuam como receptores, sinalizadores ou
intermediarios em uma rota de transdugdo de sinais tém superado a imaginacdo de pesguisadores a
cada dia.

Em plantas com HLB, dois estudes na Flarida relataram a resposta molecular da planta ao
processo de infeccdo (ALBRECHT & BOWMAN, 2008) e a ocorréncia de grande diversidade de
micrarganismos, além de Candidatus Liberibacter sp. (SAGARAM et al, 2009), em plantas infectadas.
A funcdo desses endofiticos na planta ainda e desconhecida, mas esses podem ser indcuos, ou
estimular, ou reprimir 3 infeccdo e a resposta da planta ao HLB. Embora nao se tenha relatos de
resisténcia natural ao HLB, plantas citricas respondem molecularmente ao desenvolvimento da
doenca (ALBRECHT & BOWMAN, 2008). Portanto, estudos de expressdo génica envolvendo outras
condicdes experimentais podem revelar outros genes respondendo ao processo, e revelar tambeém
novas estratégias para a construcao de resisténcia ac HLB. Sabe-se por exemplo que o variante
Asiatico da bactéria Candidatus Liberibacter sp. esta melhor adaptado a maiores amplitudes térmicas
do que o Africano, que ndo tolera muito bem altas temperaturas (BOVE 2006), O mesmo fato pode
ser visto sob a premissa da planta, que sob condicdes de baixa temperatura dificulta o
desenvolvimento do variante Africano. Outras condicdes podem ser testadas, como o efeito do
excesso, ou deficiéncia, de determinado nutriente mineral no desenvolvimento de respostas

moleculares. E finalmente, também nido se conhece o desenvolvimento da doenca HLB, e as

If_'
) (M Pigina 13 de29

= 4

/A



respostas moleculares em plantas citricas ja transformadas geneticamente com genes que afetam a
sintese do aminoacido prolina, do fator de transcrigio MAP-Kinases, de genes envolvidos na
comunicagao entre microrganismos do sistema Quorum-Sensing, e outros. Trabalhos prévios do Dr.
Luiz G.E. Vieira, no Laboratdrio de Biotecnologia do IAPAR em Londrina geraram plantas transgénicas
com alta capacidade de acumular prolina, e com grande protecio anti-oxidante, que é essencial na
estabilizacdo do sistema fotossintético. O Dr. L.G.E. Vieira também pgerou plantas com maior
expressao de MAP-Kinases e com outras enzimas capazes de afetar a comunicacdc entre
microrganismos. Esses trabalhos sdo extremamente relevantes: MAP-kinases s3o enzimas envolvidas
em transducdo de sinais, entre outras funcdes, e podem orquestrar sistemas de defesas da planta. O
sistema Quorum-Sensing pode alterar a capacidade de comunicacdo entre microrganismos
desestahilizando ¢ micro-ambiente onde Candidatus Liberibacter sp. estd presente, e eventualmente
inibir o progresso da doenca. Essas estratégias nunca foram testadas contra o HLB, nem contra a CVC
e nem contra o Cancro Citrico. Além disso, a avaliagdo de expressdo génica dessas plantas
transgénicas e controles, sob pressdo de HLB, CVC e Cancro, sob determinadas condicdes
experimentais, pode revelar novas estratégias para a construgdo de resisténcia a essas doencas, Uma
das teécnicas usadas para a avaliacdo geral dos niveis de transcricdo de um grande numero de genes
de um organismo é o sequenciamento em larga escala do transcriptoma da planta estudada,
chamado de RMNAseq. Posteriormente, alguns geres eleitos, sdo confirmados por outras técnicas
como o PCR (polymerase choin reaction) de Tempo Real, e poderdo ser usados dentro do programa
de melhoramento genético do Laboratdrio de Biotecnologia do IAPAR,

Em relagdo aos estresses abidticos causados por déficit hidrico ou por condicdes inadequadas
em fertilidade de solo, hd inumeras respostas celulares. O déficit hidrico causa a planta uma série de
mudancas fisiologicas, iniciando pelo decréscimo de pressio de turgor da célula (BAJAJ et al., 19949).
A prolina @ um composto organico ndo tdxico de baixo peso moelecular, que pode ser acumulado pelas
plantas em resposta ao deéficit hidrico (RHODES & SAMARAS, 1994). Esse aumento de prolina na
célula resulta em decréscimos do potencial hidrico (') o que favorece a manutencdo da absorgdo de
dgua e da pressdo de turgor da célula, contribuindo assim para a manutencdo de processos como
abertura estomatica, fotossintese e crescimento da planta (TURNER & JONES, 1980). Além disso, o
aminodcido prolina estd envolvido na prote¢do de estruturas celulares, e de varios processos
metahdlicos (RHODES et al, 1986; RATHINASABAPATHI et al., 2000) em funcdo de sua acdo anti-
oxidante,

A principal via de sintese da prolina inicla-se com a conversdo do glutamato em acido

glutamico - y - semialdeido (GSA) pela enzima A’ - pirrolina - 5 - carboxilato sintetase (P5CS). O GSA é
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prolina pela P5C redutase (P5CR) (DELAUNEY & VERMA, 1993). A PSCS é limitante na biossintese da
prolina, cujo acumulo inibe a sintese da enzima por mecanismos de feedback (ZHANG et of., 1995).
Estes mesmos autores observaram gue a enzima mutante PSCSF129A de Vigna aconitifolio apresenta
as mesmas caracteristicas enzimaticas da P5CS, porém ndo é inibida pela prolina, promovendo maior
acumulo do aminedcido nos tecidos em plantas contendo esse gene.

Trabalhos prévios no Lab.de Biotecnologia do 1APAR indicaram que plantas de citrumelo
Swingle transgénicas contendo o gene PSC5F1294 sob controle de promotor constitutivo 355 Camy
acumularam mais prolina do que plantas ndo transformadas (BARICHELLO et al, 2017), enquanto que
usando o promotor indutivo RD29A a prolina s0 e produzida sob estresse, diminuindo assim o gasto
energético da planta (FARINACIO et al, 2017).

Essas informacdes permitem a execucdo dos objetivos cinco, seis e sete.

Poliploidia e a producio de citros sem sementes. Dentro do grupo dos citras, as tangerinas
sao especialmente degustadas como fruta fresca, sem processamento industrial. Essa demanda do
mercado também estimula a busca de cultivares de tangerinas que além de cor de casca e sabor
adequados, descasquem com facilidade e preferencialmente ndo possuam sementes. Essa ditima
caracteristica pode ser obtida com cruzamentos de parentais tetraploides (4n) com diploides (2n)
normais, ou de multiplas ploidias, que geram descendentes estéreis, triploides (3n) ou outros. Essa
estratégia foi utilizada no programa de melhoramento genético na Italia conduzido por Angelo
Starranting e equipe em Acirealle e na Flarida por Jude Grosser e equipe em Lake Alfred. GROSSER &
GMITTER, 1990 produziram poliploides por fusdo de protoplasto, enguanto GMITTER et al, 1991,
obtiveram poliploidia induzida por erros na meiose causados pelo agente mutagénico Colchicine. O
grupo italiano também trabalhou com raios gama para indugdo de Clementina Manreal sem
sementes (SPINA et al,, 1991} e com cultivo in vitro diversos para obtengdo de embriogénese nucelar
(STARRANTINC et al., 1978).

Embora as estratégias citadas para obtencao de hibridos polipléides sem sementes naa sejam
novas, estas utilizaram métodos conhecidos e possiveis de serem executados, permitindo com isso

gue o oitavo objetivo seja tambem exequivel.
PALAVRAS-CHAVE: OGM, germoplasma, engenharia genética, transgénicos, laranja.

OBIJETIVOS

O objetivo geral & introduzir, selecionar & melhorar por cruzamentos convencionais e por

biotecnologia espécies citricas de interesse visando a geracao de novas cultivares de copas e de
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parta-enxertos para a citricultura, Para iss0 serdo necessarios:

1) Introduzir, estabelecer e multiplicar germoplasma do grupo "citros" oriundos das colegdes de
plantas protegidas em estufa da Estacdo Experimental de Citricultura de Bebedouro-SP (EECB), do
Centro de Citricultura Sylvio Moreira (CCSM-IAC), da Universidade Federal do Parana (UFPR) e de
putras fontes se disponiveis,

2) Estabelecer cruzamentos entre esses gendtipos visando aumentar a variabilidade genetica
dispanivel,

3) Selecionar genatipos elites em ensaios de competicdo de cultivares de copas e de porta-enxertos
em diferentes regides produtoras (incorporando os objetivos do projeto 10414 encerrado em 23 Ago
2017).

4) Avaliar genctipos candidatos quanto a produgio, qualidade de frutos, estresses abidticos (hidrico e
nutricional) e bioticos (doengas vasculares, como CVC e HLB, & ndo vasculares, como Cancro).

5) Gerar novas plantas matrizes para o programa de melhoramento genético convencional, e para o
programa de engenharia genética em andamento no Laboratdrio de Biotecnologia do IAPAR,

6) Transformar geneticamente cultivares de interesse de copa e de porta-enxertos com genes gue
interfiram no metabolismo associado a estresses abidticos e bidticos.

7) Avaliar porta-enxertos transgénicos e ndo transgénicos sob diferentes condicdes nutricionais,

B) Awvaliar tangerinas candidatas a serem polipléides, produzidas pela UFPR, para utiliza-las em

futuros cruzamentos visando a obtencdo de cultivares com frutos sem sementes.

RESULTADOS ESPERADOS

A introducdo e a utilizagdo de novos genotipos de laranjeiras doces de Bebedouro (EECB), de
porta-enxertos de Cordeiropolis (CCSM-IAC) e de tangerinas candidatas a serem poliploides da
Universidade Federal do Parana (UFPR) trardo diversos beneficios para o estado, com perspectivas a
curto, medio e longo prazos. Imediatamente, o grande beneficio € a propria obtengdo dessas
colecdes, contendo centenas de acessos. Uma vez estabelecidas, serdo Uteis para diversos interesses
cientificos dentro do programa de melhoramento convencional e de engenharia genetica do
Laboratdrio de Biotecnologia do IAPAR. A rotina de cruzamentos e as técnicas de Biotecnologia entre
parentais selecionados gerardo novos genotipos visando atender os objetivos dessa proposta. Espera-
se no futuro o langcamento de novas cultivares comerciais de citros com maior qualidade de
producdo, sem sementes e resistentes acs estresses bioticos e abidticos importantes, gerando

beneficios ambientais e socio-econdmicos para o setor produtivo e para a sociedade de modo geral.
o
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METODOLOGIA

Para atender o objetive 1. Por mais de 20 anos o prof. Dr Luiz Carlos Donadio
(UNESP/Jaboticabal, SP) e a sua equipe (Eduardo S. Stuchi, Otavio R. Sempionato, Eduardo F. Carlos e
outros, nos anos 1990 e 2000) da Estacdo Experimental de Citricultura de Bebedouro-S5P (EECE)
acumularam clones de citros coletados em varias regides produtoras do Brasil e do exterior, S3o
materiais com alguma caracteristica elite, pois ja passaram por selecdo prévia de campo e estio
atualmente preservados e protegidos sob estufas teladas.

Dentro dessa colecdo estdo hibridos (F1) feitos entre 1995 e 96 pela mesma equipe, através
do cruzamento de Toranja (Citrus grandis L) com a laranjeira cultivar Tabias (Citrus sinensis L.
Osbeck). Selegdes desses hidridos sobreviveram a incidéncia de HLB, Declinio, Gomose, CVC, Leprose,
seca, baixa fertilidade e altos niveis de Aluminio no solo, e outros estresses na drea experimental da
EECBE. Atualmente sd3o materiais fisiologicamente maduros, sem juvenilidade. Serdo usados em
cruzamentos com outros gendtipos de interesse na geragdo de hibridos de citros de segunda geracdo
(F2) e em retrocruzamentos com laranjeiras doces,

Tambem serdo testados Citrandarins e Citrumelos, respectivamente produzidos pelo USDA e
pela Universidade da Flarida, além de outros produzidos pelo grupo de pesquisa em melhoramento
de citros do CCSM-IAC e transferidos em TTM's (terma de transferéncia de material) para testes de
campo locais.

Outros gendtipos ainda poderdc ser importados a medida que houver Interesse e
disponibilidade para preserva-los visando uso futuro dentro do programa continuo de melhoramentao

e engenharia genetica da instituicdo,

Para atender o objetivo 2. Os cruzamentos serdo feitos no Laboratorio de Biotecnologia do
|IAPAR em telado protegido com tela anti-afidica, mas sem controle de temperatura, para que os
materiais vegetais possam sofrer inducdo fisioldgica adequada, e consequentemente, terem um
florescimento em abundancia. As flores de genotipos preferencialmente monoembridnicos serdo
emasculadas em fase de pre-abertura para assegurar a posterior hibridizacio controlada com o
parental masculino de interesse. Os ramos serdo marcados e indentificados em cada cruzamento,
Todo o desenvalvimento dos frutos nas ramas marcados sera monitorado, culminande com a colheita
dos mesmaos, a separagdo e a preservagdo das sementes no ano seguinte. Essas serdo entdo
colocadas para germinar em bandejas dentro das estufas do Laboratorio de Biotecnologia do |APAR,
assegurando-se que condigbes ideais em cuidado e manutencdo das mesmas sejam garantidas. Apds

um periodo de 12 meses grescendo adequadamente em estufa, esses genotipos juvenis estardo
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prontas para serem desafiados em condigdes de campo no Parand e em Bebedouro, 5P, sob pressdo
de estresses bioticos e abioticos.

Os hibridos produzidos no |IAPAR com as matrizes da EECB serdo formados nas estufas do
Laboratdrio de Biotecnologia do IAPAR e tambeém nas estufas da EECB, para garantir que em caso de
acidente em uma localidade, pelo menos parte da nova colegdo de genodtipos (F1 e F2) seja
preservada e multiplicada. Isso infelizmente ocorreu nas estufas do LBI-IAPAR entre 25 & 30 de
outubro de 2015 (durante o Congresso Internacional de Biologia Molecular de Plantas em Foz do
Iguacy), gue ficaram sem irrigacdo por aproximadamente uma semana, levando a morte centenas de
hibridos ainda na fase inicial de crescimento. Essas perdas ja foram relatadas no sistema SEPAC,

Flantas sobreviventes e outros hibridos produzidos posteriormente estdo descritos no Quadro 2.

Quadro 2) Cruzamentos dirigidos efetuados entre parentais femininos e masculinos dentro das

»)

estufas do L(ES—FAPAF{.
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Mae Pai

Lote Nome RG(lacre) Nome |RG(Lacre)
191 Tang. Clementina 15 CCs Murcote Pvai
193 Tang. Clementinag 15 cCs Murcote Puai
194 Tang. Clementina 15 cCs Murcote Pvai
210 TT7 7129 Hamilin c.v 18671
218 TT21 7147 Pera Bianchi| P1.2,9,7
228 TT17 7433 Ponkan Assal
219 TT17 7433 Ponkan Assai
226 1720 7156 Limdo crave 301
227 7733 7104 Ponkan Assai
230 TT17 7433 Limdo cravo 301
237 1734 7152 Hamlin 18657
242 Tang. Clementina Atalaia CCSM Hamlin 18657
241 Tang. Clemantina Aralaia CCSM Harmrilin 18657
243 Tang, Clementina 1 | Atalaia CCSM Limdo cravo 311
244 Tang: Clementina 1 Atalaia CCSM Limao crava 311
252 Tang. Clementina 15 Atalaia CCSM Limao cravo 311
256 TT33 7104 Hamlin 18671
257 TT33 7104 Limdo cravo 319
259 TT17 7433 Limado cravo 319
271 1717 7433 Limdo cravo 311
263 TT21 7147 Limdo cravo 519
272 174 7140 Limao cravo 311
275 TT25 7139 Limdo cravo 311
282 Tang. Clementina 15 | Atalaia CCSM Hamlin c.v 18671
297 Tang. Clementina & Atalaia CCSM Ponkan Assal
298 Tang. Clementina 5 Atalaia CCSM Ponkan Assai
299 Tang. Clementina 5 Atalaia CCSM Ponkan Assai
309 TT35 7131 Ponkan Assai

& formacdo das plantas jovens sera conduzida em estufa em um periodo de
aproximadamente 12 meses para posterior plantio a campo para cada genotipo. Por apresentarem
lango periodo juvenil, os novas hibridos serdo plantados dentro das areas experimentais do |APAR e
da EECB, e ndo em areas privadas comerciais, pois serdo improdutivas no periodo contido desse
trabalho. Entretanto, serdo avaliados anualmente para desenvolvimento sob pressdo de estresses
bidticos e abiaticos, Na area experimental do IAPAR serao avaliados principalmente para crescimento
em condicdes com inverno definido, presenca de HLB, presenca de ervas daninhas e outros fatores
associados a baixa manutencao de um pomar. Na EECB serdo avaliados para baixa fertilidade e altos
teares de Aluminio no solo, presenga de CVC, Declinio e seca prolongada. A avaliagdo de hibridos de
segunda geracado (F2) podera revelar com malor probabilidade plantas com resisténcia a estresses

f

bioticos e/fou ahidticos e com caracteristicr}s desejadas agronomicamente, como por exemplo novos
‘; ()
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porta-enxertos resistentes a seca, mas com outras caracteristicas desejadas. Com isso, até 2021
espera-se que novos gendotipos sejam selecionados sob essas condigdes distintas de cultivo, sendo,
portanto, aptos para multiplicagda e para testes em outras localidades.

Em fungdo da qualidade fitossanitaria de origem [material de estufa), os genctipos matrizes
foram Introduzidos a partir de gemas (borbulhas) coletadas nas estufas da EECB. Esse material foi
transportado para o Parand, e multiplicados em casa de vegetacdo apropriada (telada, com controle
parcial de temperatura), dentro da area de melharamento genético do Laboratdrio de Biotecnologia
do IAPAR, para posterior uso. Quando necessario, esses materiais poderdo ser amostrados para
indexacdo molecular de patogenos usando testes de PCR ("polymerase chain reaction”) de Tempo
Real e sondas radioativas marcadas com Fosforo 32 ou 33, se necessario. Todos os testes moleculares
serdo realizados dentro das dependéncias dos Laboratorios de Biotecnologia do IAPAR. Sondas
Tagman serdo sintetizadas de acardo com o sistema de PCR de Tempo Real da AppliedBiosystem 505

7500 FAST (www.appliedbiosystem.com) utilizando-se as sequencias e a metodologia de CARLOS et al

(2008) e COLETTA FILHO et al (2010). Poderdo ser também testados e indexados para doengas
vasculares com a CVWC, HLB, Cancro, CTV e outros virus e viroides, se houver interesse e

disponibilidade,

Para atender o objetivo 3. Sera preciso testar a campo os gendtipos obtidos no presente
trabalho. Os clones elites candidatos a serem novas cultivares serdao submetidos a ensaios de
competicdo de cultivares em regiées distintas no Parana. Para cada regido sera considerado um tipe
de ensaio, onde preferencialmente serd utilizado o delineamento em blocos ao acaso (DBC), com
tratamentos principais [gendtipos de copas e de porta-enxertos), organizados em esquema de
parcelas sub-divididas {se necessario para estudar um tratamento secundario) € com no minimo 4
repetictes (blocos), Havendo drea disponivel, cada parcela tera 2 plantas uteis na linha de plantio,
entre outras 2 de bordadura. Dessa forma, a analise de variancia contemplara as seguintes causas de

variacao:

Causa de variagao

Bloco
Fator 1 (Copas efou
porta-enxertos)

Residuo A

Fator 2 (outro)
Flx F2
Residuo 8
Total
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Em funcdo da escassez de recursos humanos no |APAR, a quantidade de experimentos
conduzidos vai depender do apoio recebido da iniciativa privada para a implantacdo e a conducao de
cada experimento. Havendo apoio, espera-se implantar esses experimentos em 3 regides distintas; de
baixa (~300m), media (~500m) e alta (~900m) altitude em relagdo ac nivel do mar em fun¢do da
influéncia climatica, principalmente amplitude térmica, na performance dos gendtipas. Também sera
possivel considerar 3 tipos de experimentos em funcdo da epoca potencial de maturacio dos frutos:
gendtipos precoces, de meia-estacdo e tardios. Com isso, havendo apoio, espera-se a instalagdo de 9
ensaios de competicdo de cultivares no Estado, que ao longo de pelo menos 3 safras (2018/19,
2019/20 e 2020/21) possam gerar dados importantes para o langamento, ou ndo, de uma
determinada cultivar,

Ja existemn ensaios implantados de porta-enxertos de citros em Rancho Alegre, Guairaga,
Mova Ameérica da Colina, Assal & 530 Jerdnimo da Serra, instalades durante a execucdo do projeto
10414, encerrado em 23 Ago 2017, Foram implantados em blocos casualizados em Guairaga e Rancho
Alegre e inteiramente casualizados nas demals localidades. O Quadro 1 abaixe mostra todos os
ensaios de competicio de porta-enxertos instalados em cada drea. Resultados parciais do
experimento em Guairacad ja foram apresentados no relatdrio final do projeto 1D414, no qual a
dissertacio de Mestrado do aluno Ciro Daniel Marques Marcolini faz parte. Esse relatorio foi

submetido ao sistema SEPAC em 27 de Outubro de 2017.

Quadro 1) Descricdo dos ensaios de competicio de porta-enxertos em diferentes |localidades no

estado do Parana instalados entre 2012 e 2013,

ﬂ:.
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MU 1 2 3 4 5 B
LOCAL|Guairaca [RAlegre  [NAColina |SSAmorelAssai SJSemra
PRODUTOR|Cocamar [Fernando [Heriberto [AlessandriMarcelo  |Egon
ODELINEAMENTO| DBC DBC oic DIc (W]l DBC
ALTITUDE| 469 34 g9 529,10 | 650,30 850
LATITUDE
LONGITUDE
PLANTIOMar 2012 |Dez 2012 [Abr.2013 [Ago. 2013 [Abr.2013 |Jul.2013
Trat{PORTA ENXERTO | Numero de acessa/Ongem  |BAG-CC|Presenca {1} ou nac {X} do tratamenio
1 Citrandarin Changsha x English Large - HRS 853 1454 1 1 1 1 1 1
2 Citrandarin Changsha x English Small - HRS 801 1710 i 1 1 % 4 1
3 Citrandarin Cleopatra x English 1483 i 1 1 1 1 1
4 Citrandann Claopatra x Rubidaux 1600 1 1 ] 1 1 ‘
5 Citrandann Sunki x Benecke - HRS 812 1697 1 1 | 1 1
£ Cilrandarin Sunki x English - 256 1628 1 1 1 1 1 1
7 Citrumedo F. 80 - 18 1461 1 P X 1 1 X
8 Citrumelo F 80 -3 1460 1 1 1 1 1 1
4 Cltrumelo F. 80 -5 1457 1 1 ¥ »
10 Citrumels F. 80 - & 1456 1 1 1 1
11 Citrumelo F, 80 - 7 1458 1 1 1 ¥
12 Citrumelo F. 80 - 8 1458 1 1 1 ‘
13 Citrumela W- 2 1455 1 1 1 1 1 1
14 Ciumnehos Swingle 401 1 1 1 1 1 1
15 L. Cravo x Lar. Azeda 1468 1 ‘ x
16 Bianase Pumelo x.Gotha - Road Trifoliate - HRS 80; 16598 1 1 =
17 Tangor Morcott x Trifofiata - 9 1470 1 1 i %
18 Poncirus trifoliata Pratinha- 1 1 1 1 1 El
19 Flying Oragon Eduarda 1 1 ¥ 1 1 %
20 Limdo Crava Cuerénci 1 1 5
21 L. Rugoso da Flarida Pratinha- 1 : X |
22 Tangerina Sunki Pratinha- 1 % . X
23 Crrange F_ 81 - 13 1489 ¥ ‘ 1 1 1 1
24 L. Rugoso Alrca Pratinha- . X . 1 1 1
25 Citrumedo F. BO - 18 1488 ! - 3 ; 1
TOTAL DE TRATAMENTOS 20 20 13 13 14 11

Ainda foram instaladas 2 areas demonstrativas com alguns porta-enxertos nas estagdes
experimentais do |APAR na Lapa (dentro do projeto sob geréncia do colega Clandio Medeiros da Silva)
e em 5anta Helena (dentro do projeto sob geréncia do colega Paulo Vicente Contader Zagueo).
Havendo apoio todas estas dres serdo mantidos e gerardo informacdes importantes para atender gsse
ohjetivo.

Em relagdo 4s copas, também serdo implantados experimentos com cultivares de que possam
atender a demanda do setor produtive em relagao a produtividade, qualidade dos frutos e epoca de
producdo. As dreas a serem implatadas dependerdo do apoio de produtores que efetuardo o plantio

e cuidardo das plantas, Essas dreas serdo definidas em breve com o setor produtivo.

Para atender ao objetivo 4. Plantas consideradas elites, tanto nos ensaios de competicao de
cultivares quanto nos campos de avaliagdo de hibridos serdo utilizadas como fonte da caracteristica
desejada nos trabalhos de melhoramento classico e de engenharia genética em curso no Laboratdrio
de Biotecnologia (LBI) do IAPAR. Gendtipos transgénicos de porta-enxertos produzidos pelo LBl para

tolerancia a estresses ahioticos serdo testados nas estufas do LBI, para tolerdncia a seca, e do CCSM-

IAC, para condigdes distintas de nutrit?g mineral,
U
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Também a eficiéncia fotoquimica e a bioquimica podem ser ac menos em parte, a origem do
melhor aproveitamento do N assimilado pelo limoeiro. A fim de explicar as diferencas genéticas
dessas espécies na EUN, o grupo de pesquisa em fisiologia e nutricio do CCSM-IAC propoe estudar as
caracteristicas fotoquimicas e bioquimicas (IRGA, Li-6800 acoplado com cidmara de fluorescéncia, Inc.
Lincaln, EUA), a particdo do N na folha e na planta (pelo métode Kjeldahl para amaostras secas a 65 °C
e moidas de folhas, ramos e raizes) e a particdo da massa seca em plantas de limoeiro e laranjeira
cultivadas em vasos, ao longo do crescimento e submetidas a dois niveis de adubacio nitrogenada
{baixo e adequado). Serdo avaliadas a assimilagdo diurna de CO,, eficiéncia fotoquimica, limitacdes
bioguimicas, estomaticas e do mesofilo, particio do N e acumulo, distribuicdo de carboidratos nas
plantas e expressdo de aquaporinas facilitadoras da difusdo de CO, no mesofilo foliar, Para
identificacdo dos homadlogos da aguaporina 1 em Gitrus, as sequéncias de aminoacidos das proteinas
identificadas em N. tabacum (NtAQP1), A. thaliona (AtPIP1;2) e H. vulgare (HvPIP2;1) serdo usadas
em busca de homologia no genoma de Citrus sinensis (www.phytozome.net).

As medidas serdo feitas em fung¢do da variagdo dos elementos naturais durante o dia em
folhas maduras, completamente expostas localizadas entre a terceira e quinta posicio do ramo. A
densidade de fluxo de fotons fotossinteticamente ativos (DFFFA) no inicio de cada medida sera fixada
e utilizada para as demais réplicas de medidas equivalentes ao mesmo horario. As varidveis medidas
em relacdo ao ambiente serdo: temperatura do ar (T, e da folha (T¢) e diferenca de pressdo de vapor
entre folha e ar (DPVfolha-ar). Em relacdo as trocas gasosas serdo medidas: assimilacdo de CO, (Py,
pmal m™* s}, condutancia estomatica (g., mol m” s, transpiracdo (E, mmol m“s')ea concentragao
intercelular de CO; (Ci, umol maol I}. As variavels em relacdo a fluorescéncia da clorofila a serdo;
fluorescéncia minima (F,) e maxima (F..), medidas apods adaptacda no escuro (30 min) e fluorescéncia
no estade de equilibrio dindmico (F') e maxima (F.) medidas apos adaptacdo 3 luz.

Espera-se entdo identificar um ou mais fatores geneticos/fisioldgicos que contribuem para a
maior EUN no limoeiro quando comparado com laranjeira, e a contribuicdo de cada um destes ao
processo global de formagdo da producdo de frutos em Citrus. Os novos conhecimentos poderdo
contribuir para o melhoramento genético da citricultura com a selecdo e manejo de variedades-copa

mais econdmicas no consumo de nutrientes para a produgdo no campo.

Para atender os objetivos 5, 6 e 7. Serdo usados construgdes génicas distintas, com os genes:
mutante Al-pirrolina-5-carboxilato sintetase (P5CS) gue codifica a enzima limitante na biossintese de
prolina em plantas, visando obter uma concentracdo maior de prolina na planta e conseqglientemente

maior tolerancia a estresse abioticos, como seca e condigdes distintas de fertilidade de solo; o gene

ailA codifica a enzima AHL-lactonase. Essa enzima inativa as acil homoserinas lactonas (AHLs) o
0, b ] pagina 23 de 29 ./
=
e



produzidas por bactérias fitopatogénicas, impedindo que esse componente de comunicacdo entre as
mesmas (quorum-sensing) funcione em plantas transgénicas, e potencialmente impedindo o
desenvolvimento do processo de doenga em plantas inoculadas. Serd testada também para CVC e
Cancro; o gene mutante NPK1 expressa uma MAP-Kinase responsavel por colaborar em transducdo
de sinais que podem levar uma planta transgénica a uma resposta mais acentuada sob determinadas
condicdes. Esta sob o controle do promotor 355 e o gene de resisténcia a glufosinato de amdnio. O
gene bar (phospinothricin acetyl tronsferase) confere resisténcia ao herbicida biglophos e
phosphinothricin (PPT) sera utilizado para selecdo. As transformacdes serdo realizadas em explantes
de secdes transversais finas de epicotilo de plantulas cultivadas in vitro e de tecidos de maduros
{ramos) com co-cultivagdo com Agrobacterium tumefaciens estirpe EHA 105 contendo o plasmidec
com o transgene de interesse sob deteminado promotor, de acordo com a construgdo utilizada. As
plantas transgénicas obtidas serdo testadas sob pressdo de doencas de citros (HLB, CVC e Cancra). As
plantas geneticamente modificadas obtidas estdo sendo mantidas em casa-de-vegetacio, e alguns
eventos com o gene aiiA foram transferidos para o Fundecitrus, em Araraquara, SP, para avaliacdes de
performance. Porta-enxertos transgénicos com acumulo de Prolina poderdo ser testados nas estufas
do LBI-IAPAR para estresse hidrico e no CCSM-IAC em Cordeiropolis, SP, sob estresse nutricional.

Os materiais transgénicos produzidos nesse projeto e nos anteriores (IDs 275, 278, 421 e 427)
estdo sendo testados nas estufas do LBI para tolerancia ao estresse hidrico, plantas com o transgene
P5CS, e para tolerancia ao HLB, como o transgene aifA. Detalhes e resultados anteriores estdo
descritos nos respectivos relatdrios no sistema SEPAL,

Serdo usadas avaliacdes gquimiométricas (metaboloma), moleculares (transcriptoma),
fisiologicas, nutricionais e testes empregando sondas frias ou radioativas (marcadas com Fosforo 32
ou 33) na fenotipagem de cada genodtipo e outras técnicas de biologia molecular acordo com o

interesse e necessidade,

Para atender o objetivo 8. As plantas produzidas na UFPR, por MARILIA PEREIRA MACHADO,
durante seu pos-doutorade (MACHADO 2012), foram transportadas para as estufas do Laboratorio de
Bictecnologia (LBI) do IAPAR e est3o atualmente ainda em fase de crescimento juvenil em vasos
individualizados. Estas sdo tangerineiras das cultivares Cravo, Meuxerica-do-rio, Ponkan e
Montenegrina candidatas a serem polipldides, pois foram tratadas com Colchicine em suspensdes
celulares & em calos embriogénicos. Para os periodos subsequentes, serdo feitas novas analises de
citometria de fluxo e cariotipagem em amostras dessas plantas para a confirmacio do nivel de ploidia
das mesmas. Genotipos tetraploides (4n) sdo de maior interesse, pois apds as plantas atingirem a

fase de maturidade fisioldgica, serdo usadas como parentais em cruzamentos com tangerineiras

-~
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dipléides (2n} normais para gerarem hibridos triploides {3n) estéreis, e consequentemente sem

sementes,
ORCAMENTO
I
Item de dispéndio Descri¢do (geridos pela FAPEAGRO) RS Total % Total
Materiais de escritdrio e de laboratdrio
1) Materiais reagentes, i za, 58 i
IMEE TR (eagenis, fiopeia seguranca,, | 19.547,81 7,50
consumiveis acessorios de equipamentos, materiais
de campo).
2) Material Equipamentos de medicdo, ambiéncia e
permanente maobilidrio. Ae421d0 1
Servigos em obras de adequacio de
i edificacdes, editoracdo de material
3) Servigos de . P LR
e impresso efou digital, publicagdes de 20,674,323 7,90
resultados de pesquisa, contratacdo de
técnico agricola.
Capacitagao técnica em
aperfeicoamento profissional,
4} Bolsas de estudo - | participacdo em reunides técnicas, 80.249,80 30,80
encontros cientificos e treinamenta no
Brasil e no exterior.
5) Despesas de Viagens de campao, participagdo em
| transporte, Estadia e | reunifes técnicas e encontros 82.648,59 31,70
Alimentacdo | cientificos.
Despesas variaveis a titulo de reserva
B) Outros itens técnica, aplicaveis em qualquer item de 11.828,20 5,00
dispéndio
| 7 G
) De:sr:.:nesas [_}espes.-_as com movimentacdes 1.203,70 0.46
 Bancarias financeiras
8) Admini
IACOIMSUEES0 s 26.063,74 10,00
Fapeagro
TOTAL 2680.637,47 122.00 |
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CRONOGRAMA DE EXECUCAD

Trata-se de um trabalho de longo prazo, em fungdo das caracteristicas bioldgicas e
horticulturais da cultura de citros. As especies possuem um longo periodo juvenil (normalmente de 7
a 10 anos), a produgdo de mudas citricas leva mais de um ano em condicdes de estufas, e o
crescimento das plantas no campo requer 3 anos para o inicio das avaliacdes de safra e qualidade dos
frutes. Com isso, o presente trabalho devera durar mais de uma década. Entretanto, prevé-se uma

reavaliacdo do mesmo em 2 ou 3 anos, e com isso o cronograma esta ajustado apenas até 2020.

ATIVIDADE 2009- | 2012~ | 2016- | 201B- | 2020
2011 2015 2017 2019

Importacdo dos genotipos X X
Cruzamentos X X
Preparo das mudas X X
Preparo do terreno X
Plantio no campo X X
Avaliacdes de tamanho de copa X X X
Avaliacdes de estresses, producdo e qualidade X X X
de frutos |

| Elaboragao de relatério final e recomendagdes ' il
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