Genomica, recursos genéti

Os trabalhos realizados entre 2001-2002 permitiram a caracterizagao
molecular de uma grande colecao de cepas de X. a. pv. citri isoladas no
estado de Sao Paulo a partirde 1980. A caracterizacao foi efetuada gracas a
técnica RFLPs (Restriction Fragment Length Polymorphism) utilizando trés
seqiiéncias de insercao (elementos presentes no estado de homalogos multiplos
no genoma da cepa seqlienciada) identificadas gracas aos dados de
seqlienciamento completo do genoma de X. a. pv. citri obtidos pelas equipes
brasileiras do projeto Fapesp Xillela anthomonas citri e publicados na revista
britanica Nature. Os resultados indicam que a diversidade obtida ¢ em sua
maioria, o fruto da transposi¢ao dos elementos nos genomas, mas sugerem
também que as populagoes de X. a. pv. citri associadas as epidemias do
‘cancro bacteriano no Estado de Sao Paulo poderiam ter como origem varias
introducoes independentes da bactéria. Estas hipoteses serdo confirmadas
pela utilizacao de outros métodos moleculares (AFLP, LM-PCR...). Os
trabalhos atuais visam (i) caracterizar através da mesma abordagem, uma
cole¢ao mundial de cepas de X. a. pv. citri, e (ii) medir a estabilidade in vitro
e in planta de trés sequiéncias de insercao utilizadas para a caracterizagao em
varios genotipos de X. a. pv. citri.

1.7 Fisiologia molecular da maturacao do cafeeiro
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Convénio de pesquisa Cirad - lapar (2002-2005) com o apoio financeiro da Embaixada da Franga.

Pierre Marraccini e Thierry Leroy com a participa¢ao de Bernard Guyot (Cirad-cp Café)
Luiz Gonzaga Esteves Vieira, Luiz Filipe Protasio Pereira, Lucio Pires Ferreira (lapar AMG LBI)

O Programa Café do Cirad (Montpellier-France) e o IAPAR (Instituto
Agrondmico do Parand) assinaram no inicio de 2002 um contrato de
colaboracao cientifica tendo como tema geral de pesquisa “o estudo da
qualidade no cafeeiro” e visando intensificar os contatos e os intercambios
cientificos de pessoas e de material biologico entre estes institutos.
Concretamente, isto se traduz pela nomeacao de um pesquisador do CIRAD
no IAPAR por um periodo inicial de trés anos, assim como por outros
intercambios cientificos entre essas duas instituicoes.

O trabalho que sera realizado no IAPAR durante o tempo deste contrato
consistird principalmente em realizar estudos sobre a maturacao do grao de
café em relacao a qualidade da bebida. Ele dara énfase sobretudo ao estudo
do metabolismo da sacarose, que é o acticar predominante no grao de café
verde comercializado e na polpa das cerejas maduras. Os mecanismos
fisiologicos e moleculares que controlam a acumulagao deste agticar sao de
importancia capital para a definicao da qualidade e do aroma da bebida.
Com efeito, a sacarose se degrada muito rapidamente logo nas primeiras
etapas da torrefacao, gerando agtcares redutores (glicose e frutose) que formam
complexos com aminoacidos (reagoes de Maillard), para dar compostos
essenciais para a elaboracao da “qualidade” da bebida como por exemplo
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Flores de cafeeiro
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Fig. 1: Caracterizagao das cepas de Xantomonas axonopodis
pormeio de RFLP.
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Fig. 1: Evolugao dos aguicares durante a maturagao do grao de café

P. Marraccini

Cafeeiros em florescimento
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dos acidos alifaticos, hidroximetil furfural e outros furanos, pirazina e
compostos carbonilicos. Neste sentido, a sacarose é considerada como
precursora essencial da qualidade organolética do café. Ela estd também
implicada em outros processos biologicos. Assim se é sabido que sua
degradacao, em mas condigoes de armazenamento, altera a qualidade da
bebida, nao é precisamente conhecido, hoje, quais sao os mecanismos
fisiologicos em jogo. De um ponto de vista mais geral, vérios trabalhos
recentemente efetuados em outras plantas (Arabidopsis, milho...) mostram
também que a sacarose, assim como a glicose e a frutose que sdo suas
precursoras, é capaz de regular a expressao de varios genes como 0s que estao
implicados na fotossintese e os mecanismos de defesa das células em relacio
ao stress bidtico (doencas) e abiotico (resisténcia ao frio).

Apesar do papel preponderante dos agucares, e em particular da sacarose, em
relacao a fisiologia da planta inteira e do grao, niao dispomos de nenhuma
informacgao referente ao seu transporte, sintese e degradacao no cafeeiro. O
projeto em andamento propoe a abordagem destes problemas pela
caracterizagao bioquimica e molecular das principais enzimas implicadas na
biossintese como as invertases (EC 3.2.1.26), a sacarose sintase (EC 2.4.1.13)
e a sacarose fosfato sintase (EC 2.4.1.14). Este trabalho comecou no inicio
de 2002, com o isolamento de fragmentos de genes para cada uma destas
enzimas. As primeiras experiéncias (Northern-blot e RT-PCR) foram realizadas
visando-se o estudo da expressao dos genes que codificam para cada uma
destas enzimas com intervalos regulares durante a maturacao do grao de
café. Sera também avaliada a complexidade genética destas enzimas pela
técnica Southern-blot, devendo beneficiar-se dos resultados do projeto de
seqlienciamento dos EST do cafeeiro atualment em andamete no Brasil.

Além do acordo IAPAR/CIRAD, uma colaboracao cientifica com a equipe
do Dr. Paulo Mazzafera (UNICAMP-SP) tera inicio em 2003 sobre a
caracterizacao bioquimica das enzimas citadas acima. Esta colaboracao
consistirda em um projeto de pesquisa com apoio financeiro do Consorcio
Café Brasileiro para um periodo de 3 anos que visara principalmente
caracterizar e analisar as diferentes enzimas chaves do metabolismo dos
acucares. Assim, este projeto prevé a medicao das atividades enzimaticas de
cada enzima nos diferentes tecidos do grao de café (polpa, perisperma,
endosperma) durante a maturagao. A influéncia da producao em frutas ou da
perda de folhas no metabolismo do carbono também sera estudada e devera
assim permitir a analise e a precisao da influéncia exercida pelos fatores
ambientais (seca) e agrondmicas (producao) na qualidade da bebida (trabalhos
a realizar em colaboracao com Philippe Vaast CIRAD CP Costa Rica).

No ambito do acordo de colaboracao cientifico IAPAR-CIRAD, a Sra. Maria
Brigida Scholtz realizou também um estagio de 5 meses no Laboratério de
Quimica Tecnoldgica do Programa Café em Montpellier. Este trabalho
consistiu na caracterizacao do café produzido em diferentes condigcoes
edafoclimaticas do estado do Parand, visando-se o estudo da influéncia do
gendtipo e do meio ambiente sobre a qualidade da bebida. Esta caracterizagao
foi feita em nivel bioquimico pelos técnicos de cromatografia liquida de alta
pressdo (HPLC) de proximo infravermelho (NIR) e sensorial (testes de
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degustacao) com graos de café provenientes de alguns cultivares de Coffea
arabica cultivado em diferentes regioes do estado. Complementando este
estudo, dezesseis outros cultivares de Coffea todos provenientes da estacao
de Londrina foram também avaliados pelas mesmas técnicas e os resultados
obtidos estao sendo analisados.

De acordo com estas diferentes abordagens, estarao disponiveis marcadores
moleculares especificos do metabolismo dos agtcares que poderao ser
diretamente utilizados por exemplo para ajudar na caracterizagcao do QTL
(Quantitative Traits Loci) e também dados tecnolégicos que precisariam a
influéncia do “terroir” na qualidade da bebida. Em ultima instancia, isto
deveria permitir a orientacao dos programas de melhoramento varietal de
cafeeiros, por exemplo, através de uma selecao assistida por marcadores,
levando-se em consideracao os critérios ligados a qualidade do café.

As diferentes etapas de maturagao do grao de café

1.8 Bases genéticas da resisténcia do cacaueiro a doenca de vassoura da bruxa

(Crinipellis perniciosa)

Convénio de pesquisa Cirad - Uesc (2002-2005) com o apoio financeiro da Embaixada da Franca

Fabienne Micheli, com a participagcao de Didier Clément, Laurence Alemano e Jean-Marc Thévenin (Cirad CP Cacao)
Julio Cascardo (Uesc), Abelmon S. Gesteira (Fapesb), Karina Gramacho e José Luis Pires (Ceplac/Cepec)

Desde 1989, adoencgado cacaueiro causada pelo fungo Crinipellis perniciosa
(«vassoura de bruxan) se alastrou no Estado da Bahia, principal regiao brasileira
produtora de cacau. A forte queda de producao vinculada a doenca, teve
repercussoes econdmicas e sociais importantes paraa regiao, o que acarretou,
em particular, uma reducao do apoio financeiro dos plantadores de cacau as
principais instituicdes de pesquisa sobre o cacaueiro. Diante desta situacao, a
maior parte das instituicoes cientificas brasileiras, dentre elas, a Ceplac
(Comissao Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira), decidiram investir, pelo
intermediario das biotecnologias, na luta contra a doencga da vassoura da bruxa.
Assim, empreendeu-se um projeto sobre o seqiienciamento do genoma de
Crinipellis com duas universidades, Unicamp (Campinas, Estado de Sao Paulo)
e Uesc (Universidade Estadual de Santa Cruz, Ilhéus, Estado da Bahia), o Cepec
(Centro de Pesquisas do Cacau que faz parte do Ceplac, Itabuna, Estado da
Bahia) e o Cenargem, centro de pesquisa em biotecnologias que depende da
Embrapa (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria).

Diversas visitas junto a instituicdes de pesquisa sobre o cacaueiro na regiao de
Ilhéus (Bahia), o Cepec, a Uesc e a estacao de pesquisa privada “Fazenda
Almirante” da sociedade MasterFoods, chegaram em 2002 a um primeiro
conveénio de pesquisa Uesc / Cirad na area da gendmica. Neste ambito, uma
pesquisadora do programa cacau do Cirad, especialistaem genémica funcional,
foi lotado na Uesc desde outubro de 2002 e contribui com o projeto de
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Sintomas da doenga da vassoura de bruxa em fruta de cacaueiro.
A: fruta sadia; B e C: fruta infectada

P Marraccin





