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OLIVEIRA, Michelle de Paula Abreu. Expressado de genes da biossintese de cafeina
em frutos e endospermas de Coffea arabica: sem cafeina. Dissertagdo (Mestrado em
Melhoramento Genético Vegetal) — Po6s-Graduagao-IAC.

RESUMO

Um dos aspectos mais relevantes para atender as demandas atuais do mercado de café ¢
a qualidade final da bebida. H4 uma preocupacdo crescente de todos os segmentos da
cadeia produtiva do café que estdo relacionados com um aumento da qualidade de cafg.
Estudos envolvendo métodos de manejo da cultura, tratamentos pds-colheita,
caracterizagdo fisico-quimica de frutos e sementes, desenvolvimento de cultivares com
caracteristicas quimicas diferenciadas, entre outros, vém sendo desenvolvidos com este
proposito. Esta dissertagdo teve como objetivo contribuir para o desenvolvimento de
cultivares naturalmente descafeinadas através da caracterizagdo dos genes da via
biossintética de cafeina em germoplasma que apresente variacdes no actimulo da
substancia. Plantas mutantes de Coffea arabica, AC1, AC2 e AC3, com teores nulos de
cafeina em frutos foram avaliados. Para tal foram amplificados transcritos
correspondentes aos genes codificadores das enzimas da via biossintética de cafeina em
folhas e frutos, através da metodologia de RT-PCR. Oligonucleotideos especificos para
cada gene foram selecionados a partir de analises in silico realizadas no Banco de Dados
do Genoma Café. As analises revelaram que ndo ha diferencas no padrdo de expressao
dos genes correspondentes a 7- metilxantosina sintase ¢ a teobromina sintase durante o
desenvolvimento dos frutos. No entanto, plantas AC apresentaram polimorfismos na
expressdo de um transcrito alternativo do gene cafeina sintase. Além disso, transcritos
do gene da cafeina sintase apresentaram uma possivel delecdo na regido codificadora
inicial, alterando a possivel sequéncia de aminoacidos da proteina. Estas analises
sugerem que a proteina cafeina sintase pode estar alterada e ndo-funcional, resultando
na auséncia de cafeina nos frutos de plantas AC. Além disso, analises da expressdo de
genes de desenvolvimento e maturagdo dos frutos foram realizadas, com o objetivo de

verificar se as vias de sinalizacdo destes proc95 0 TDi0.0794 TeTenSsr.7(8(re7enSse.6(¢)-0ilizapora dusa
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resultados sdo fundamentais para o estabelecimento de estratégias de melhoramento

visando a transferéncia desta caracteristica para cultivares de café.

Palavras-Chave: N- metiltransferase, Cafeina, RT-PCR
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OLIVEIRA, Michelle de Paula Abreu. Caffeine biosynthesis in Coffea arabica:
molecular and genetics aspects of accumulation in coffee tissues. 2007. Dissertagdo
(Mestrado em Melhoramento Genético Vegetal) — P6s-Graduagao- IAC.

ABSTRACT

One of the most important aspects of coffee culture today is the cup quality and all
segments of coffee production network are concentrating efforts to improve this trait. In
order to achieve this several aspects such as culture management, post-harvest
treatment, determination of fruit and seed chemical composition, development of new
cultivars bearing specific biochemical characteristics are under investigation. The lack
of precise information regarding chemical aspects of fruits and seeds directly associated
with higher cup-quality represents a major limitation for the development of new coffee
cultivars. Innumerous compounds are present in coffee seeds, which upon toasting and
grounding can interact and influence final organoleptic aspects of coffee beverage.
Biosynthesis and degradation of those substances are not completely understood.
Therefore, in this study we propose to evaluate the biosynthesis of caffeine, one of the
most important substances of coffee fruits, through the characterization of genes
involved in this pathway, in germplasm exhibiting variable levels of this substance.
Natural caffeine-free coffee plants are evaluated regarding expression of genes encoding
major caffeine biosynthetic enzymes. Gene-specific transcripts were amplified from
fruits under development of these mutants. Analysis demonstrated that there are no
significant differences on the expression pattern of genes encoding 7-methylxanthosine
synthase and theobromine synthase enzymes. However, caffeine-free mutants exhibited
polymorphism in the expression of an alternative processed caffeine synthase transcript.
Also, caffeine synthase transcripts of AC plants exhibited a sequence deletion on the
initial coding region, changing the putative final amino acid composition. Therefore, the
caffeine synthase enzyme could be non-functional, resulting in the absence of caffeine
in fruits of AC mutant plants. In other analysis, genes expressed during development
and fruit maturation were also evaluated regarding transcript accumulation, to verify if
caffeine-free mutants were impaired in signaling pathways. The results demonstrated
that transcript accumulation of those genes is normal in the absence of caffeine.
Concluding, through this study it can be suggested that mutation in AC plants results in

an altered caffeine synthase protein that has no effect on regular fruit development.
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These results are important for the establishment of breeding strategies aiming to

transfer this gene to commercial cultivars.

Keywords: N- methyl-transferases, Caffeine, RT-PCR
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1 INTRODUCAO

O café ¢ uma das principais fontes de divisas para diversos paises das regides
tropicais do mundo. Mais da metade da produgdo mundial tem origem na Coldmbia,
Indonésia, Vietna e no Brasil, o maior produtor com o equivalente a 30% do total
global, com producdo que equivale a cerca de 25% do volume internacional.

O café foi introduzido no Brasil, em 1727, no Estado do Para. A cultura se
expandiu em dire¢do aos Estados do Sudeste onde encontrou condi¢des edafoclimaticas
excepcionais para o cultivo, vindo a se tornar o esteio econdmico e politico do Pais
durante quase todo século XIX.

Com o desenvolvimento acelerado e a diversificacdo das exportagdes brasileiras
o café¢ foi perdendo importancia em termos de participacdo relativa na balanga
comercial, mas representa ainda hoje cerca de 2,5% do produto interno bruto nacional.
Na safra 2005/2006, o Brasil produziu 32.944 mil sacas, tendo produtividade média de
14,86 sacas/ha. A safra 2006/2007 ¢é estimada em 41 milhdes de sacas de café
beneficiado (CONAB, 2007).

Além de sua importincia econdmica, a cafeicultura tem destacado papel social
nos paises produtores, uma vez que gera grande nimero de empregos nos varios
segmentos da cadeia produtiva e contribui para o desenvolvimento do meio rural,
desacelerando, mesmo que modestamente, o crescimento das cidades.

O café pertence ao género Coffea que abriga cerca de 80 espécies. Destas,
apenas duas tém importancia econdmica: C. arabica e C. canephora, que respondem
por cerca de 70% e 30% da producdo mundial e produzem os cafés conhecidos
respectivamente, como arabica e robusta.

C. arabica ¢ alotetrapdide com 2n = 4x = 44 cromossomos. A espécie ¢
autdgama com cerca de apenas 10% de polinizagdo cruzada, sendo originaria em
regides de altitude, entre 1300 a 2000m, na Etidépia, no Nordeste do Continente
Africano. Produz café de qualidade muito apreciada, sendo especialmente utilizado
como matéria-prima de cafés expressos e percolados.

C. canephora é uma espécie diploide com 2n = 2x = 22 cromossomos, alogama
com sistema de incompatibilidade do tipo gametofitico (CONAGIN & MENDES,
1961). O centro de origem e diversificacao da espécie ¢ amplo estendendo-se da Guiné
ao Congo; da costa oeste a regido central do Continente Africano, predominando em

regides de baixa altitude, entre 0 a 1300m e precipitacdo elevada. A bebida ¢ de



qualidade inferior ao arabica, sendo os graos utilizados no preparo de cafés percolados,
em blends com café ardbica, mas predominantemente utilizados como matéria prima do
café soluvel.

As duas espécies sdo cultivadas no Brasil. C. canephora concentra-se
essencialmente, no Estado do Espirito Santo e C. arabica nos Estados do Parana, Sao
Paulo, Bahia e Minas Gerais, Estado que produz cerca de 65% do café arabica
comercializado pelo Pais.

C. arabica ¢ arbustiva, tem apenas uma haste ortotropica, ¢ suscetivel as
principais pragas e doencas da cultura e tem custo de producgdo superior as cultivares de
C. canephora, estas mais vigorosas ¢ tolerantes as pragas, com ramos ortotropicos em
maior nimero, mais produtivas € com menor custo de produgao.

Do ponto de vista quimico, as espécies também apresentam importantes
diferengas, especialmente em relagdo ao teor de solidos soluveis, maior em C.
canephora e a concentragdo de cafeina nos graos. C. arabica tém cerca de 1,1% e C.
canephora tém o dobro, sendo que algumas sele¢cdes podem ter até¢ 4% do alcaldide
(CARVALHO et al., 1983).

As propriedades estimulantes da bebida que tradicionalmente ¢ consumida em
infusdes, impulsionam seu consumo, sendo os paises de clima frio das nagdes ndrdicas
Noruega, Finlandia, Suécia e Dinamarca, os maiores consumidores per capita de café.
No entanto, apenas um quinto dos cerca de seis bilhdes de habitantes do planeta sdo
consumidores de café, sendo os Estados Unidos o maior consumidor mundial em
volume. O Brasil ¢ o segundo nesta lista e inico pais produtor a se alinhar entre os
grandes consumidores da bebida.

Estratégias de valorizagdo do café visando aumento de consumo interno e
também das exportagdes vém sendo adotadas pelo Brasil. Avangos apreciaveis tém sido
conquistados a partir de substancial melhoria na qualidade do café brasileiro. Inimeras
pesquisas envolvendo métodos de manejo da cultura, tratamentos pds-colheita,
caracterizagdo fisico-quimica de frutos e sementes, desenvolvimento de cultivares com
caracteristicas quimicas diferenciadas, entre outros, vém sendo desenvolvidas com este
proposito.

Tecnologias de producdo de cafés especiais do tipo organico, sombreado,
mercado justo, aromatizado e descafeinados, entre outros, também vém sendo

aperfeicoadas com o objetivo de valorizar o produto e o mercado do café.



Pode-se dizer que, em termos de qualidade, a superioridade genética do grao, ou
seja, a composi¢do do endosperma ¢ a principal caracteristica de um cultivar. Produtos
de baixa qualidade n3o se prestam, por mais favoraveis que sejam as condigdes
ambientais, a produgdo de bebidas de boa qualidade.

Do ponto de vista quimico, alguns compostos, com destaque especial para a
cafeina, tém merecido especial atencdo por diferentes elos da cadeia produtiva. O
alcaldide ¢ bastante valorizado pelas industrias alimenticias e farmacéuticas. O mercado
também se segmenta em relagdo a preferéncia e consome desde cafés com niveis
bastante elevados de cafeina até cafés descafeinados, obtidos a partir de métodos
quimicos ou fisicos de extragao.

O estabelecimento de métodos apropriados para descafeinacao e, posteriormente
o desenvolvimento do café soluvel possibilitaram a produ¢do do soluvel descafeinado
(MAZZAFERA & CARVALHO, 1991). O consumo desse tipo de café nos Estados
Unidos ¢ atualmente quase 20% do total consumido no pais. J4 no Brasil essa
porcentagem ¢ proxima a 1% em relagao ao total consumido (DESCOBERTA..., 2003).

Uma das razdes do baixo consumo ¢ a alteracdo de caracteristicas sensoriais da
bebida provocada pelo processo industrial de extragdo da cafeina do endosperma. Além
disso, quando realizado com solventes, a descafeinacdo deixa residuos quimicos
prejudiciais a satide humana.

Neste contexto, a selecdo de cafeeiros naturalmente descafeinados se constitui
em uma das areas da moderna pesquisa cafeeira. Investigacdes nesse sentido vém sendo
realizadas ha véarias décadas. Muitas espécies do género Coffea nativas de Madagascar
ttm o endosperma naturalmente desprovido de cafeina (CHARRIER, 1978;
RAKOTOMALALA, 1992). No entanto, a transferéncia dessa caracteristica para
cultivares de C. arabica mediante utilizagao de métodos tradicionais de hibridagdo, nao
foi ainda possivel em fungdo de fortes barreiras genéticas entre as espécies envolvidas
(CHARRIER, 1978).

Novo impulso a essas pesquisas foi dado com a descoberta por SILVAROLLA
et. al., (2004), de trés plantas de C. arabica com auséncia quase completa de cafeina no
endosperma. Pertencentes ao Banco de Germoplasma de Coffea do Instituto
Agronoémico (IAC), em Campinas, essas plantas foram denominadas AC1, AC2 e AC3
e vém sendo intensamente utilizadas no programa de melhoramento genético do

cafeeiro do IAC, visando o desenvolvimento de cultivares naturalmente descafeinadas.



E nesse contexto que se enquadra esta dissertagdo que teve como objetivo
caracterizar os genes da via biossintética de cafeina nos mutantes AC1, AC2 e AC3.
Estudos de natureza bésica ou fundamental relacionados a fisiologia, bioquimica e
biologia molecular das vias de sintese e degradagdo da cafeina serdo desenvolvidos para
dar suporte ao melhoramento genético.

O desenvolvimento de marcadores moleculares a partir de locos associados com
caracteristicas agrondmicas depende, porém da disponibilidade de populagdes
divergentes e de material genético bem caracterizado para comparag¢do, bem como de
um banco de seqiliéncias de genes. Tais condigdes encontram-se reunidas no programa
de melhoramento do café do IAC que continuamente avalia milhares de integrantes do
banco ativo de germoplasma e tem acesso ao banco de ESTs de café desenvolvido pelo
Programa AEG/Fapesp em parceria com a Embrapa (Genoma Café), que retine mais de
200.000 seqiiéncias.

Assim, neste trabalho pretendeu-se investigar geneticamente plantas com
diferentes teores de cafeina, associando informagdes de seqiiéncias de genes envolvidos

em processos metabdlicos que controlam a sintese da cafeina em café.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A Cultura do Café no Brasil

O café arabica foi introduzido no Brasil em 1727, por Francisco Mello Palheta
trazido de sua visita a Guiana Francesa. As primeiras sementes ¢ mudas foram plantadas
em Belém (PA) e anos mais tarde no Estado do Maranhdo. A partir de 1760 deslocou-se
pela Costa Atlantica do Nordeste brasileiro para o Rio de Janeiro, expandindo-se pela
encosta da Serra do Mar e atingindo, em 1780, o Vale do Paraiba (CARVALHO, 1993).

A cultura se expandiu no Sudeste brasileiro, tornando-se a principal fonte de
divisas do Pais, tendo também importancia destacada na esfera politica e social. Nas
primeiras décadas do século passado o café chegou a representar mais de 60% das
exportacdes brasileiras (TAUNAY, 1939). A partir de entdo, a participacgao relativa do
café no volume total das exportagdes brasileiras passou a diminuir, representando
atualmente cerca de 2,5% do produto interno bruto nacional.

No entanto, a comoditie tem importante impacto no agronegocio mundial do
café que envolve anualmente, recursos da ordem de 91 bilhdes de dodlares e tem a
participagdo de cerca de 8% da populagdo mundial, movimentando em torno de cento e
quinze milhdes de sacas (EMBRAPA, 2001). A cadeia produtiva do café brasileiro se
insere nesse gigantesco mercado totalizando 30% da produg¢do mundial e empregando
sete milhdes de pessoas.

Além das excelentes condi¢des de solo e clima presentes em grande extensao do
territorio brasileiro, um dos mais importantes fatores que contribuiram para o
desenvolvimento da cafeicultura no pais foi a selecdo de cultivares altamente produtivas
e adaptadas as diferentes regides agroecologicas. As cultivares Mundo Novo e Catuai,
que ainda hoje constituem aproximadamente 80% do parque cafeeiro de café¢ arabica,
sdo 250% mais produtivas que a variedade botanica typica introduzida no Brasil no
século XVIII (CARVALHO et al., 1981).

A posterior introdugdo da espécie C. canephora no Brasil e, mais recentemente,
as selecoes de C. camnephora realizadas no Espirito Santo, deram novo impulso ao
desenvolvimento da cafeicultura nacional. A espécie representa atualmente um quarto
do caf¢ produzido, tendo a produtividade média no estado alcancado 22,5 sacas/ha

(FERRAO et al., 2004).



Hoje o parque cafeeiro nacional conta atualmente com cerca de 6 bilhdes de
cafeeiros, sendo 5,5 bilhdes em produgdo e 500 mil em formacao, ocupando no total 2,3
milhdes de hectares. Na safra 2006/2007, o Brasil produziu 32 milhdes de sacas de café
arabica e 9,5 milhdes de sacas de robusta.

Com 103 cultivares de C. arabica e 10 cultivares de C. canephora registradas no
Ministério da Agricultura e do Abastecimento, o Brasil ¢ o Unico pais no mundo a
cultivar as duas espécies em larga escala e com niveis elevados de produtividade,

assegurando certa supremacia na producdo e comercializacdo de café no mundo.

2.2 Classificacdo Botanica

O café pertence a familia Rubiaceae, tribo Coffeeae que ¢ dividida em dois
géneros: Coffea L. e Psilanthus Hook.f, (BRIDSON & VERDCOURT, 1988), que se
distinguem essencialmente pela estrutura floral. As espécies do género Coffea possuem
anteras e estigmas proeminentes, ultrapassando a extensao do tubo da corola, assim
como, flores com estilo longo. Espécies do género Psilanthus possuem anteras e
estigmas inclusos no tubo da corola cercando um estilete curto (BRIDSON, 1987).

Cada um dos dois géneros ¢ dividido em sub-géneros: o género Coffea, em
Coffea e Baracoffea e o género Psilanthus, nos sub-géneros Psilanthus e Afrocoffea
(BRIDSON, 1987).

Segundo ANTHONY (1992), espécies do género Coffea subgénero Coffea sao
nativas das regides ocidental, central oriental do Continente Africano, assim como de
Madagascar e o subgénero Baracoffea tem origem restrita a Madagéscar e a regiao
oriental. Espécies do género Psilanthus subgénero Psilanthus sdo nativas das regides
ocidental e central do Continente Africano e subgénero Afrocoffea tem distribuicao mais
ampla, com espécies oriundas da Africa Ocidental, Africa Central, Africa Oriental, Asia
e Oceania.

As espécies mais importantes pertencem ao subgénero Coffea que abriga mais de
80 espécies agrupadas por CHEVALIER (1942) em trés sec¢des denominadas
Mascarocoffea que reune espécies oriundas de Madagascar e Ilhas Mascarenhas;
Mozambicoffea, que agrupa espécies do leste africano e FEucoffea, com espécies
presentes nas regides central e oeste do continente africano.

A secdo Eucoffea reune as mais importantes espécies de cafeeiros e foi dividida

por CHEVALIER (1947) em quatro subse¢des: Erytrocoffea (C. arabica, C. congensis,



C. canephora, C. eugenioides), Melanocoffea (C. stenophylla); Nanocoffea (C.
heterocalyx, C. humilis, C. anthonyi, C. kapakata) e Pachycoffea (C. liberica, C.
dewevrei, C. klainii). As duas primeiras subsecdes se diferenciam pela cor dos frutos
maduros, respectivamente vermelha e preta e as duas outras subsecgdes, se diferenciam
pelo porte das plantas, respectivamente baixo ou arbustivo e arboreo.

As espécies utilizadas para ilustrar cada uma das subsecdes da secdo Eucoffea
sdo aquelas presentes no Banco Ativo de Germoplasma de Coffea do Instituto
Agronoémico, em Campinas. Algumas delas como C. racemosa, C. eugenioides e C.
liberica t€ém importancia destacada em programas de melhoramento genético, como
fontes de variabilidade genética para resisténcia as principais pragas ¢ doengas da
cultura, teor de cafeina, solidos solaveis, oleo, tolerdncia a estresses abioticos,
arquitetura das plantas, precocidade de maturagdo dos frutos, entre outras
(CARVALHO & FAZUOLLI, 1993).

Grande numero de mutantes (CARVALHO et al.,, 1991), formas botanicas
(KRUG et al., 1938) e introdugdes diversas, especialmente da Etiopia, centro de origem
e diversificacdo da espécie (FAO, 1968) encontram-se representados no banco de
germoplasma mantido em Campinas pelo Centro de Café ‘Alcides Carvalho do IAC que

se constitui talvez na mais representativa reserva génica ex situ da espécie C. arabica.

2.3 Cultivares de C. arabica

A colecdo de germoplasma do Instituto Agronémico tem contribuido para o
desenvolvimento de cultivares com caracteristicas distintas, cultivadas em todas as
regides produtoras do Brasil. Cerca de 90% do parque cafeeiro nacional ¢ representado
por cultivares selecionadas pelo IAC.

O inicio do programa de melhoramento institucional, na década de 30, tinha por
objetivo selecionar cultivares mais produtivas do que a variedade typica ou nacional
extensamente cultivada.

Com este objetivo, foram selecionados as cultivares Bourbon Vermelho
(MENDES et al, 1941) e Bourbon Amarelo (CARVALHO et al, 1957) e
posteriormente, nos anos 40, a cultivar Mundo Novo (FAZUOLI, 1977), ainda hoje a
mais plantada no Brasil e cerca de 250% mais produtiva que o material introduzido no

Brasil.



Posteriormente, com o objetivo de reduzir os custos de producdo da cultura,
bastante elevados, especialmente em funcdo das dificuldades de colheita de plantas de
porte muito elevado foram selecionadas cultivares de porte baixo como Catuai
Vermelho e Catuai Amarelo mediante a transferéncia do gene caturra para a cultivar
Mundo Novo (CARVALHO & MONACO, 1972).

Ainda buscando proporcionar maior eficiéncia ao setor produtivo, genes de
resisténcia a ferrugem, principal problema fitossanitario da cultura, foram transferidos a
cultivar Mundo Novo, dando origem a novas cultivares de porte alto denominadas Icatu
Vermelho, Icatu Amarelo e Icatu Precoce (FAZUOLIL, 1993), assim como, cultivares
resistentes e de porte baixo denominadas Obata e Tupi (FAZUOLI et al., 2002).

Cultivares resistentes ao bicho-mineiro vem sendo desenvolvidas também com o
objetivo de reduzir o custo de producdo da cultura, mediante transferéncia de genes de
resisténcia identificados por MEDINA-FILHO et al. (1997) em C. racemosa.

Além da redugdo de custos buscando tornar mais eficiente o sistema produtivo,
pesquisas vem sendo realizadas visando a qualidade como forma de agregacdo de valor
ao café produzido. E nesse escopo que se enquadram as pesquisas atualmente
conduzidas pelo Centro de Café¢ do Instituto Agronéomico, visando o desenvolvimento

de cultivares com baixos teores de cafeina.

2.4 Cafeina

A cafeina ¢ o composto alcaldide encontrado em varios tecidos do cafeeiro, mas
essencialmente nos graos, sendo responsavel pelo efeito estimulante do café. A
substancia ¢ um derivado de um composto chamado xantosina, que ¢ convertido em
cafeina em uma reagdo de biossintese na qual intervém a acdo de trés enzimas.
E sintetizada em plantas a partir do anel purinico de adenina, através dos seguintes
passos: xantosina — 7-metilxantosina — 7-metilxantina — 3,7-dimetilxantina
(teobromina) — 1,3,7-trimetilxantina (cafeina) (Figura 1A). A principal via de
degradagcdo de cafeina foi elucidada como sendo: cafeina — 1,3-dimetilxantina
(teofilina) — 3-metilxantina — xantina — 4cido urico — alantoina — 4cido alanto6ico
— uréia — CO,+NH4 (Figura 1B). Alternativamente, cafeina pode degradar-se para

teobromina e desta para 3-metilxantina.
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Figura 1- Esquema das vias de sintese (A) e de degradacdo (B) da cafeina.

Os primeiros estudos com as enzimas da sintese de cafeina em café foram feitos
pelos grupos de Waller (ROBERTS & WALLER, 1979) e Baumann (BAUMANN et
al., 1983), que verificaram que a enzima responsavel pela metilagdo de 7-metilxantosina
para 7-metilxantina e desta para teobromina, era provavelmente a mesma. Outra
metiltransferase faz a metilacdo de xantosina para 7-metilxantosina. Estas enzimas
foram purificadas e os genes que as codificam foram clonados e sequenciados em
diferentes espécies, incluindo café (MOISYADI et al., 1998; OGAWA et al., 2001).

O conhecimento sobre a sintese e degradagdao da cafeina tem grande relevancia
em estudos que podem conduzir ao desenvolvimento de cafeeiros com graos
desprovidos de cafeina, seja mediante intervencao a nivel molecular em um dos passos
das vias biossintéticas ou pela utilizacdo de genes marcadores na selegdo assistida em

programas de melhoramento genético.



No primeiro caso, genes envolvidos em diferentes passos da via biossintética da
cafeina, podem ser bloqueados interrompendo a sintese do alcaldide. Estudos dessa
natureza vém sendo realizados por varios pesquisadores como MAZZAFERA et. al.,
(1994), que usaram marcadores radioativos e dosagem de enzimas, em C. dewevrei (1%
cafeina nas sementes) e as cultivares Mundo Novo (1,2%) e Laurina (0,6%) de C.
arabica, e concluiram que a proporc¢ao entre as taxas de sintese e degradacao de cafeina
variavam durante a maturacdo e entre as cultivares, determinando o teor final na
semente.

O teor de cafeina reduzido nas sementes da cultivar Laurina ¢ condicionado pela
expressao de um gene recessivo (Revisto por MAZZAFERA et al., 1994). Em estudos
posteriores, realizados com as espécies C. eugenioides, C. salvatrix e C. bengalensis,
ASHIHARA & CROZIER (1999) chegaram a conclusdo semelhante. Segundo eles, as
trés espécies possuem baixo acumulo de cafeina devido a sintese lenta do alcaldide. Em
C. eugenioides, os autores observaram também uma rapida degradacdo da cafeina
sintetizada.

Polimorfismos de genes envolvidos na via biossintética da cafeina tém
importancia destacada no melhoramento do cafeeiro. MIZUNO et al.,, (2003)
identificaram, em frutos de Coffea arabica, genes com certa homologia aos genes da
cafeina sintase e teobromina sintase presentes em folhas jovens de cha e presentes em
bancos de dados gendmicos, sugerindo a ocorréncia de polimorfismo génico. Esses
pesquisadores obtiveram, através da utilizagdo da técnica de RT-PCR, clones do gene
cafeina sintase e verificaram que eles possuiam 80% de similaridade com a teobromina
sintase e 40% de similaridade com a cafeina sintase de chd, concluindo que, se clonados
podem auxiliar no desenvolvimento de transgénicos de C. arabica com baixo teor de

cafeina por tecnologia antisense de RNAm ou por silenciamento de gene.

2.5 Café Descafeinado

O desenvolvimento de cultivares com baixos teores de cafeina (SILVAROLLA
et al., 2004) tem por alvo um nicho especial de mercado constituido especialmente por
consumidores intolerantes aos efeitos estimulantes da cafeina.

Atualmente o produto disponivel no mercado para consumidores com este perfil
¢ o café descafeinado por métodos quimicos ou fisicos de extracdo, sendo que a origem

do processo encontra-se no interesse de industrias alimenticias e farmacéuticas pelo

10



alcaldide encontrado nos graos. O café¢ descafeinado ¢, portanto, um subproduto
industrial.

Existem dois processos para a retirada da cafeina do endosperma do fruto de
café, sdo eles: extragdo por solventes organicos e extragdo com agua. A extragdo com
solventes organicos, especialmente diclorometano ou a extracao feita com agua (KATZ,
1980).

A principal vantagem da extra¢do por solventes organicos ¢ a seletividade para
cafeina e as vantagens da extracdo pela 4dgua sdo as grandes taxas de extragdo,
eliminagdo de ceras insoluveis, cafeina mais pura devido ao método de recuperagao, e
falta de contato direto entre o produto a ser descafeinado e o solvente. O método tem
também desvantagens como a perda de muitas substancias importantes para o
desenvolvimento do aroma e sabor que sdo soliiveis em agua e precisam ser recuperadas
no final do processo (KING, 1980).

Outra alternativa para o desenvolvimento de cafés descafeinados ¢ a utilizagao
da transgenia. Plantas transgénicas de C. canephora foram recentemente produzidas por
OGITA et al. (2003). O gene que codifica para teobromina sintase foi silenciado através
da metodologia de “RNA interference” ou RNAi. O teor de cafeina dosado em folhas
das plantas transformadas obtidas ¢ reduzido em até 70%, indicando a possibilidade de
se produzir graos de café intrinsecamente deficientes em cafeina. OGITA et al., (2003)
utilizaram como vetor de transformacgdo Agrobacterium tumefaciens com delecdes
especificas da regido 3'UTR do gene que codifica a enzima teobromina sintase e
inocularam em C. canephora. Foram obtidas 35 mudas transgénicas contendo o RNAi e
um gene de controle que codifica a proteina fluorescente verde (GFP). As folhas dessas
mudas transgénicas que expressaram o RNAi apresentam uma redugdo de 30 — 80% na
quantidade de teobromina e uma reducao de 50 — 70% de cafeina, quando comparados
com a planta normal. Tais plantas ainda ndo tiveram os frutos avaliados (OGITA et al.,
2003).

Cafés descafeinados produzidos por meio de processo industrial ou a partir da
técnica de biologia molecular, como a transformacdo genética de plantas, tem um custo
bastante elevado e, no primeiro caso, compromete o sabor da bebida. Cafeeiros
produtores de graos naturalmente descafeinados parecem ser a alternativa mais
apropriada para esse mercado, com o objetivo de aliar as tradicionais caracteristicas

sensoriais do café a auséncia do alcaldide.
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2.6 Café Naturalmente Descafeinado

A procura por cafeeiros produtores de graos naturalmente descafeinados ou com
teores muito baixos de cafeina vem de longa data. A variabilidade para essa
caracteristica no género Coffea ¢ bastante grande.

A maioria das espécies de Coffea, presente em Madagascar, ¢ desprovida de
cafeina nos graos (CHARRIER & BERTHAUD, 1985; CHARRIER, 1978S;
RAKOTOMALALA et al., 1992), mas barreiras genéticas dificultam a transferéncia
dessa caracteristica para cultivares de C. arabica.

Existe também variabilidade para o teor de cafeina entre o germoplasma de C.
arabica. A cultivar Laurina, com cerca de 0,6% do alcaldide nos graos (TANGO &
CARVALHO, 1963), foi utilizada extensamente em hibridacdes com cultivares
comerciais de C. arabica, mas a sele¢do de plantas produtivas e com baixo teor de
cafeina ndo se revelou tao simples (CARVALHO et al., 1988).

Novas buscas foram realizadas dentro de C. arabica a partir da avaliagdo de
grande numero de plantas presentes em cole¢do no IAC, mas variagdes pequenas, ao
redor de 1% de cafeina nas sementes, nivel normalmente encontrado nas variedades
comerciais dessa espécie foram encontradas (MAZZAFERA e CARVALHO, 1992).

Cruzamentos interespecificos entre C. arabica e espécies diploides com baixo
teor de cafeina provenientes da Africa foram realizados por MAZZAFERA E
CARVALHO (1992). Os autores obtiveram hibridos com baixo teor de cafeina mas
também reduzido valor agronomico.

No entanto, pesquisas recentes identificaram acessos de C. arabica com teores
de cafeina significativamente reduzidos, préximos a auséncia total (SILVAROLLA et
al., 2004), o que representa uma possibilidade real para a obten¢ao de cultivares de café
naturalmente descafeinadas.

SILVAROLLA et al.,, (2004) estudaram trezentos acessos de C. arabica
provenientes da Etidpia, centro de origem e diversificacdo da espécie, e observaram que
trés destas plantas, denominadas pelos autores, AC1, AC2 e AC3, apresentaram niveis
baixos de cafeina. Uma vez que foi observado aciimulo de teobromina, precursor
imediato da via biossintética da cafeina em folhas da planta AC1, os autores sugerem
uma deficiéncia da enzima que age na conversdo da teobromina para cafeina. Para testar
esta hipodtese, eles introduziram nas plantas AC1 e Mundo Novo (MN) cafeina e/ou
adenina marcadas radioativamente para monitorar a degradagdo e a conversdo da

cafeina. Essa analise foi feita utilizando HPLC apds 4, 21 e 48 horas de incubacdo. A
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cafeina exogena marcada radioativamente foi degradada na planta AC1 ¢ MN. Na
planta AC1 houve um actimulo de teobromina, indicando que existe um problema na
via biossintética da cafeina. Os autores sugeriram que o baixo nivel de cafeina em ACl,
comparado com MN, ndo esta relacionado com a degradacao da cafeina.

Intmeras hibridacdes vém sendo realizadas entre as plantas AC1, AC2 e AC3 e
cultivares comerciais de C. arabica, visando a sele¢do de cultivares naturalmente
descafeinadas e altamente produtivas e vigorosas como as atualmente cultivadas. Além
dos métodos tradicionais de sele¢do, estudos relacionados a identificagdo de marcadores
moleculares que possibilitem a sele¢@o assistida, visando a redu¢do do tempo e do custo

do processo de sele¢cdo, também vem sendo realizados pelo IAC,adore45 e selecauw(deos squirosae )TU-
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O pericarpo ¢ composto por varios tecidos como exocarpo, mesocarpo €
endocarpo. O exocarpo ¢ responsavel pela expressdo da coloragdo do fruto do café
durante o desenvolvimento. O mesocarpo ¢ rico em agucar e dgua, sendo formado de
células do parénquima com paredes celulares compactas e densas em frutos verdes, que
durante a maturacdo se tornam mais finas provavelmente devido a modificagdes de
pectina. O endosperma ¢ localizado na parte mais interna do pericarpo (DE CASTRO &
MARRACCINI, 2006).

O perisperma desenvolve-se do nucelo do 6vulo logo depois da fecundagdo
(MENDES, 1942) e permanece até¢ a fase madura (DENTAN, 1985; WEST et al.,
1995). O endosperma de café ¢ um tecido tripldide, assim como em outras espécies de
plantas.

Estudos realizados por LIN et al., (2005), relacionados aos genes da via
biossintética da cafeina, evidenciaram a participagdo dos mesmos em diferentes tecidos
das plantas como endosperma e folhas jovens. Os genes da teobromina sintase e cafeina
sintase foram expressos em frutos imaturos e a expressao do gene teobromina sintase foi
mais alta, ndo somente em frutos verdes pequenos (fase chumbinho), mas também em
pericarpo ¢ em endosperma imaturo de frutos verdes maiores (fase verde). Os
pesquisadores observaram através da tecnologia RT-PCR que ndo houve expressao de
metilxantosina, teobromina e cafeina sintase em frutos maduros, o que poderia explicar
a auséncia do acimulo de cafeina durante o processo de maturagdo nos frutos avaliados.

Diferencgas na obtencdo de hibridos vém sendo observadas quando se utilizam
em cruzamentos com cultivares comerciais os trés mutantes AC1, AC2 ¢ AC3. O
mesmo acontece em relacdo a progénies obtidas pela autofecundacdo das trés plantas.
Assim, a eventual participacdo dos genes envolvidos com a alteragdo da via
biossintética da cafeina na expressdo de caracteristicas em outros tecidos serd objeto de

investigacdo no presente estudo.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local de Experimentacgdo
As atividades experimentais foram desenvolvidas no Centro de Café “Alcides
Carvalho” do Instituto Agrondmico (IAC), situado no Centro Experimental, na Fazenda

Santa Elisa, Campinas, Sao Paulo.

3.2 Material Vegetal

Neste estudo, foi utilizada uma progénie de 12 plantas oriunda do Banco de
Germoplasma do Centro Agronémico Tropical de Investigacioén y
Enseflanza (CATIE), na Costa Rica em 1975. Trés dessas

pl antas denom nadas ACI, AC2, AC3, sido caracterizadas pela auséncia quase
completa de cafeina no endosperma. A cultivar Mundo Novo foi utilizada como
controle nos experimentos realizados. Também foram avaliados frutos de C. canephora
variedade Kouilou IAC 67-1 e de C. eugenioides coleg¢ao 8, pertencentes ao Banco de
Germoplasma de Coffea do IAC, mantido pelo Centro de Café ‘Alcides Carvalho’ no
Centro Experimental Campinas, SP (Tabela 1).

Os frutos foram coletados em varios estadios de desenvolvimento e armazenados
em freezer -80°C para as extra¢des de 4cidos nucléicos. As folhas jovens destes
materiais também foram coletadas e armazenadas segundo o mesmo procedimento.

ApOs a antese e fertilizagdao, o desenvolvimento dos frutos varia de acordo com a
espécie, cultivar, regido de cultivo e tratos culturais. Em Campinas, o florescimento das

diferentes espécies de Coffea
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Figura 2- Adaptagao da escala fendlogica proposta por Pezzopane et al., 2003. 1-
chumbinho; 2- expansao; 3- verde; 4- verde-cana; 5- cereja.
Tabela 1- Progénies das espécies de C. arabica, C. canephora e C. eugenioides

utilizadas neste estudo

Espécie Amostra Cadigo de Identificacdo

C. arabica Cultivar Mundo Novo IAC 515-5 MN
Progénie Etiopia Planta 1 ACl1
Progénie Etiopia Planta 2 AC2
Progénie Etiopia Planta 3 AC3
Progénie Etidpia Planta 4 ET4
Progénie Etiopia Planta 5 ETS5
Progénie Etiopia Planta 6 ET6
Progénie Etiopia Planta 7 ET7
Progénie Etidpia Planta 8 ET8
Progénie Etiopia Planta 9 ET9
Progénie Etiopia Planta 10 ET10
Progénie Etiopia Planta 11 ET11
Progénie Etiopia Planta 12 ET12

C. canephora Cultivar Kouilou IAC 67 Colecao 1

C. eugenioides - Colegao 8

3.3 Data-mining e ldentificagdo de Genes da Via Biossintética da Cafeina

Para a sintese dos oligos especificos que correspondessem a cada um dos genes
relacionados com a via biossintética da cafeina foi feita uma busca de sequéncias das
enzimas no NCBI por sequéncias de Metilxantosina Sintase (AB048793), Teobromina
Sintase (AB048794) ¢ Cafeina Sintase (AB086414) ja identificadas em café e em outras
espécies.

Utilizando-se estas sequéncias, foi realizada uma busca através do aplicativo
BLAST (ALTSCHUL et al.,, 1990) no Banco de Dados do Genoma Café para a
identificacdo de sequéncias ou ESTs homologos aos genes em cafg.
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Esses agrupamentos foram realizados para identificar os ESTs correspondentes a

cada um dos genes. Uma vez que as trés enzimas apresentam dominios protéicos muito

conservados, do grupo metiltransferase, nas analises, via BLAST, varios ESTs

apresentaram homologia (similaridade) com todos os trés genes. Assim, apds a

identificacao desses ESTs, foram feitos agrupamentos para identificar regides comuns

destes dominios através do aplicativo CLUSTAL W (HIGGINS et al., 1994).

Um resumo destas andlises ¢ apresentado na tabela 2. Nesta tabela encontram-se

os genes da via biossintetica da cafeina CmXRS1— Metilxantosina sintase; CTS2-

Teobromina sintase; CCS1- Cafeina sintase. Pode-se também visualizar a sequéncia do

oligo obtido, a regido amplificada e o tamanho esperado de cada fragmento.

Tabela 2- Sequéncia de oligos, a regido amplificada e o tamanho esperado para o

produto de amplificagdo dos genes

o _ Regido do Tamanho
Gene Sequéncia do oligo _
Transcrito Esperado
F- ATGCCCGGCTCTTTCTACAG 361pb - 380pb
CmXRS1 300pb
R- CGGGCGTCTAATTCAACTCCT 639pb - 660pb
F- CCCGTCCAGAAGGCATATTT 253pb — 273pb
CTS2 300pb
R- GAGAAGGCATCATAATGGG 564pb - 586pb
F2- ATACAAGAATTGTTGCGG 87pb - 104 pb 833pb
F3- TTTTCAACAGTTCGGGAC 174pb - 191pb 746pb
ccsl F4- CGCAATCTTGAGAAAGAA 323pb - 340pb 596pb
F5- GGGTGCATTTACTCTTCC 509pb - 526pb 410pb
F6- GGTCCGCCCATCAAGAAG 536pb - 553pb 383pb
R- CAGGATACAGGGGAATGGGATC  612pb - 633pb

3.4 Genes Envolvidos nas Fases de Desenvolvimento dos Frutos

Os genes utilizados para verificar as vias de desenvolvimento dos frutos

codificam para seguintes proteinas:
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Fenilalanina-amonia-liase (PAL) — enzima precursora dos compostos fenolicos.

I-aminociclopropano-1-carboxilato oxidase (ACC oxidase) — enzima da via
biossintética do etileno e que dara origem ao mesmo.

Endo - B - manannase e a — galactosidase — enzimas relacionadas a composi¢ao
quimica da semente, envolvidas na sintese de agucar (MARRACCINI et al, 2001).

Late Maturation Accumulated (LEA) — proteina relacionada com a protecao
osmotica de endosperma durante a maturagao.

Never Ripe — proteina relacionada com a inducdo e transdugdo de sinal durante
a maturagao do fruto.

Caffeoyl-CoA metiltransferase — enzima precursora da sintese de &cidos
clorogénicos.

A busca por ESTs homodlogos a estes genes foi feita por andlises in silico no
Banco de Dados do Genoma Café. Essa busca foi feita utilizando o algoritimo BLAST
(ALTSCHUL et al., 1990). Apdés a realizagdo dessas andlises, foram feitos
agrupamentos e alinhamentos das sequéncias de aminodcidos para cada gene e realizada

a sintese de oligonucleotideos baseada nessas seqiiéncias especificas.

3.5 Extracdo de Acidos Nucléicos

O DNA total de folhas foi extraido de todas as amostras, segundo o método
descrito por PAILLARD et al., (1996). O material vegetal foi coletado ¢ mantido em
nitrogénio liquido sendo em seguida macerado. Apds a maceragdo, foi adicionado 1,5
mL de tampao de extragdo (0,35M sorbitol; 0,1M Tris-HCL; 50mM EDTA pH 8,0;
0,5% bisulfito de s6dio) mais 22,5 uL. de mercaptoetanol. Esse material foi centrifugado
a 10000 rpm a 4°C. Apds a centrifigagdo, o sobrenadante foi descartado sendo
adicionado 370 puL de tampao de extragdo mais mercaptoetanol, para ressuspengao do
pellet. Acrescentou-se posteriormente 520 pL de tampao de lise (0,2M Tris-HCL; 50
mM EDTA; 2M NaCL; 2% MATAB) e em seguida 110 pL. de SDS 10% e a solug¢ao foi
misturada suavemente. A mistura foi incubada a 65°C por 30 minutos. Posteriormente,
adicionou-se 1 volume de cloroférmio:alcool isoamilico. A mistura foi centrifugada por
15 minutos a 10000 rpm a 4°C. A fase aquosa foi transferida para um outro tubo, e o
DNA foi precipitado com acetato de s6dio 3M (100 puL) e 1 mL de isopropanol 100%

gelado. A solucdo foi mantida por 2 horas em freezer -20°C. Apos este periodo,
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centrifugou-se a solugdo a 13000 rpm por 20 minutos a 4°C. Em seguida, manteve-se o
DNA em temperatura ambiente para secar, sendo ressuspendido em 200 pnL de TE (100
mM Tris-HCI; 1 mM EDTA). Adicionou-se 4 uL. de RNAse 10mg/mL e a solugdo foi
incubada por 30 minutos a 37°C. Adicionou-se TE para completar o volume de 1 mL. O
DNA foi extraido com 1 mL de fenol:cloroféormio:éalcool isoamilico e centrifugou-se por
10 minutos a 10000 rpm a 15°C. Esse procedimento foi repetido por 3 vezes. Em
seguida foi coletada a fase superior e foi transferida para um outro tubo e adicionado
cloroférmio:alcool isoamilico e centrifugou-se por 10 minutos a 10000 rpm a 4°C. A
fase superior foi transferida para outro tubo e para precipitar o DNA foi adicionado 100
uL de acetato de sodio 3M e 1 mL de isopropanol 100% gelado, sendo mantido por 8
horas em temperatura de -20°C. A solugdo foi centrifugada a 13000 rpm por 20 minutos
a 4°C sendo descartado o sobrenadante e em seguida o pellet foi lavado com 500 pL de
etanol 70% e centrifugado por 8 minutos a 13000 rpm a 4°C. Depois do pellet seco, este
foi ressuspendido com TE.

Para extracdo de RNA, os frutos foram coletados e macerados em nitrogénio
liquido. Depois de macerado, foi adicionado 20 mL de tampao de extracdo (2% CTAB;
2% PVP; 100 mM Tris-HCL; 25 mM EDTA; 2 M NaCL) mais 400 pL de
mercaptoetanol. A solucao foi incubada a 65°C por 15 minutos e depois foi adicionado
20 mL de cloroférmio. Centrifugou-se a 10000 rpm por 10 minutos, sendo a fase aquosa
transferida para outro tudo. Esse procedimento foi repetido 3 vezes. A fase aquosa foi
recolhida e a ela adicionado LiCl 12 M RNAse Free até a concentracao final de 2,5M. A
solucao foi incubada por 12 horas a 4°C. Depois foi centrifugada a 10000 rpm por 30
minutos a 4°C. O pellet foi lavado com 500 puL de LiCl 2,5 M RNAse Free e
centrifugado a 10000 rpm por 10 minutos a 4°C. O pellet secou a temperatura ambiente
e depois foi ressuspendido em 100 pL de dgua tratada com DEPC.

O RNA foi quantificado através de espectrofotometria, medindo-se a

absorbancia a 260nm e 280nm.

3.6 Amplificacdo de Genes por PCR

A partir dessas amostras de DNA foram feitos testes de amplificagdo, para
verificar se havia polimorfismos nas sequéncias dos genes selecionados entre as plantas.
A reagdo de PCR foi feita para um volume final de 26 pl. Foram utilizados 40 ng de
DNA, tampao 10X, MgCl, 50 mM, dNTP 2 mM, oligos F e R 10 pmol, Tag polimerase

0,25 pl e H,O DEPC.
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As condigdes de reagdo foram as seguintes: 95°C para denaturacao da fita por
um minuto; 52°C para o anelamento com os oligos por trinta segundos, essa temperatura
foi repetida por 30 ciclos e 72°C por trinta segundos para que fosse realizada a extensdo
da fita a partir de cada terminal 3’ dos oligos.

Os fragmentos amplificados foram separados em gel de agarose 0,8% e corados

com solucao de brometo de etidio.

3.7 Analise de Expressao

A analise de expressdo dos genes, foi feita através da metodologia RT-PCR
(Transcriptase reversa por reacdo de polimerase em cadeia).

Apo6s a quantificagdo por espectrofotometro do RNA, foi sintetizado o cDNA a
partir da metodologia de RT-PCR utilizando-se 400 ng de RNA total. O RNA foi
tratado com DNAse. As condigdes de reacdo para esta sintese foram as indicadas no
protocolo do Kit SuperScript I1I First — Strand Synthesis SuperMix (Invitrogen).

Os genes correspondentes a Metilxantosina Sintase (CmXRS1), Teobromina
Sintase (CTS2), Cafeina Sintase (CCS1), foram amplificados utilizando-se oligos
especificos selecionados anteriormente. Oligos correspondentes ao gene actina foram
utilizados como controle da integridade e concentragao do RNA analisado.

As condi¢des de PCR utilizadas estdo descritas no item anterior (item 3.6).

Foram feitas trés repeticdes com esses oligos para comprovar os resultados
obtidos.

Os fragmentos correspondentes aos transcritos génicos foram separados em gel
de agarose corado com brometo de etideo, e posteriormente avaliados quanto a

presenga, auséncia e intensidade visual dos fragmentos amplificados.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Data-mining

Através das andlises in silico foram identificados 12 ESTs homdlogos ao gene
da Cafeina Sintase (CCS1), 11 ao da Metilxantosina (CmXRS1) e 21 ao da Teobromina
Sintase (CTS2). Como estas enzimas apresentam dominios protéicos comuns e
altamente conservados, varios ESTs apresentaram homologia comum aos trés genes.

Para diferenciar os ESTs especificos para cada um dos genes foram feitas
analises de agrupamento e alinhamento das possiveis sequéncias de aminoacidos de
cada EST. Desta maneira foi possivel identificar os ESTs correspondentes a cada um
dos genes da via biossintética de cafeina. O numero de ESTs, a biblioteca onde eles se
expressam ¢ o tamanho de cada agrupamento ou “contig” sdo apresentados na tabela 3.

Os resultados mostram que foi possivel identificar sequéncias homoélogas para os
genes das trés enzimas em café (CmXRS1, CTS2, CCS1), e que estas sdo expressas em
folhas e frutos (Tabela 3). Além disso foi possivel identificar polimorfismos na regido
5’ entre os ESTs presentes em bibliotecas de frutos e folhas, indicando uma possivel

tecido-especificidade de transcritos.

Tabela 3- Identificacdo de transcritos correspondentes aos genes envolvidos na via

biossintética da cafeina

Tamanho (pb)

Gene Transcritos N° de ESTs Tecido Esperado
Metilxantosina 1 6 Fruto 1089
Sintase
2 5 Folha 1014
(CmXRS1)
) 9 Fruto 975
Teobromina 1
Sintase
2 12 Folha 996
(CTS2)
] 6 Fruto 1205
Cafeina Sintase 1
(CCs1) 2 6 Folha 1032
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4.2 AmplificacOes de Regides Gendmicas dos Genes das Metiltransferases

Com o objetivo de se verificar a qualidade dos oligos e comprovar a sua
especificidade, foram realizados testes de amplificacao utilizando-se DNA total de uma
progénie de 12 plantas, trés das quais identificadas como naturalmente descafeinadas
(ACI, AC2 e AC3).

Os oligos utilizados para esta amplificacdo correspondem a regides
codificadoras dos genes da via biossintética da cafeina metilxantosina sintase,
teobromina sintase e cafeina sintase. A regido selecionada corresponde a um fragmento
expresso de aproximadamente 300 pares de bases (pb) para todos os genes.

Os resultados desta analise estdo apresentados na Figura 3. Em todas as plantas
avaliadas foi amplificado um fragmento unico, de 500 pb para os trés genes, o que
indica a especificidade dos pares de oligos testados. Além disso, o tamanho observado ¢
maior do que o esperado de 300 pb, devido a uma possivel presenca de introns na regido
amplificada. Os introns sdo sequéncias de intervencao, ou seja, sao sequéncias de DNA
de um gene que ndo codificam qualquer parte da proteina produzida pelo gene e que
separa a sequéncia constituida pelos exons (sequéncia codificadora).

Também nao foi observado polimorfismo com relagdo ao tamanho do fragmento
amplificado entre as progénies. Este resultado foi observado para os trés genes testados.
Dessa maneira, uma vez que todos os pares de oligos amplificaram banda tnica ¢ do

mesmo tamanho, comprovou-se que estes sdo especificos para os locos em estudo.

Figura 3- Padrdo de amplificagdo de fragmentos correspondentes aos genes da
Metilxantosina (A), Teobromina sintase (B), Cafeina sintase (C). Plantas da progénie

AC (2-14) e Mundo Novo (1). PM- Peso Molecular de 250 pb.
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4.3 Expressao de Genes da Via Biossintética de Cafeina

As andlises bioquimicas das plantas AC indicam que estas acumulam
teobromina, precursor da cafeina. Além disso, ndo foi detectada atividade de cafeina
sintase em folhas AC (SILVAROLLA et al., 2004). A partir destas analises, a hipotese
testada neste estudo € se a inatividade da enzima cafeina sintase ¢ resultado da auséncia
ou deficiéncia da expressao do seu gene. Assim, a expressdo do gene da cafeina sintase
e das outras enzimas da via foram avaliadas através da técnica RT-PCR, ao longo do
desenvolvimento de frutos AC.

Frutos da variedade comercial Mundo Novo, que apresentam teores normais
para cafeina, foram incluidos nesta andlise para compara¢do do padrao de expressao

génica.

4.3.1 Metilxantosina sintase
A metilxantosina sintase ¢ a primeira enzima da via biossintética da cafeina,
responsavel pela transformagao da xantosina para 7-metilxantosina. Na figura 4 pode-se
observar o gene da metilxantosina sintase com a regido do oligo que foi obtida. Os
resultados da avaliagdo deste gene sdo apresentados na Figura 5. Em todos os gendtipos

foi amplificado um fragmento de 300 pares de bases, de acordo com o esperado.

GACTTTCCGGGAAAGAACCACGNNGTCGAACTGCCTCTCGCCAAGGTGAAACCTGTCCTTG
AACAATGCGTACGGGAATTGTTGCGGGCCAACCTGCCCAACATCAACAAGTGCATTAAAGT
TGCGGATTTGGGATGCGCTTCTGGACCAAACACACTTTTAACAGTTCGGGACATTGTCCAAA
GTATTGACAAAGTTGGCCAGGAAAAGAAGAATGAATTAGAACGTCCCACCATTCAGATTTT

TCTGAATGATCTTTTCCCAAATGATTTCAATTCGGTTTTCAAGTTGCTGCCAAGCTTCTACCG
CAAACTTGAGAAAGAAAATGGACGCAAAATAGGATCGTGCCTAATAGGGGCACHIGEEEE

EEISEIAAE C AGACTCTTCCCCGAGGAGTCCATGCATTTTTTACACTCTTGTTACTGTC

TTCAATGGTTATCTCAGGTTCCTAGCGGTTTGGTGACTGAATTGGGGATCAGTACGAACAAA
GGGAGCATTTACTCTTCCAAAGCAAGTCGTCTGCCCGTCCAGAAGGCATATTTGGATCAATT
TACGAAAGAAAGATTTTACCACATTTCTAAGGATTCATTCGGAAGAGTTGTTTTCACATGGC

CGAATGCTCCTTACTTGCATTTGTAA NEGHGIIGAIIAGASEEEEEE A A TGCCATAGACTT

ACTTGAGATGGCAATAAACGACTTGGTTGTTGAGGGACA

Figura 4- Sequéncias do cDNA da metilxantosina sintase. Em vermelho estdo

representadas as sequéncias dos oligos “Forward” e “Reverse”.
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Em frutos da cultivar Mundo Novo foi observado um padrdo de expressao
uniforme do gene metilxantosina sintase em todas as fases de desenvolvimento
estudadas. Essa cultivar foi obtida pelo programa de melhoramento do IAC e por isso ¢
esperada uma uniformidade na expressdo de genes relacionados com caracteristicas
agrondmicas desejaveis. Quando se faz selecdo de plantas para obtengdo de materiais
melhorados, leva-se em consideracdo diversas caracteristicas que sdo importantes
agronomicamente, entre elas estd a qualidade de bebida. A sele¢do de materiais
melhorados leva a homozigose dos genes relacionados a essas caracteristicas
importantes para o melhorista. Por isso podemos visualizar o mesmo padrao de
expressao do gene metilxantosina sintase em MN.

Em frutos AC1 ¢ observado um actimulo de transcritos em todos os estaddios de
desenvolvimento, com um aparente declinio na fase verde-cana, indicando que houve
um possivel silenciamento do gene nessa fase de desenvolvimento.

Ja em AC2, o padrao de expressao do gene apresenta um acumulo de transcritos
na primeira fase estudada (expansao), com um declinio nas fases verde-cana e cereja.

O padrao de expressao dos frutos apresentados em AC3 mostra um acumulo de
transcritos em todos os estadios de desenvolvimento, com um aparente declinio nos
estadios chumbinho e verde-cana.

Um acumulo de transcritos sugere que ocorre uma maior transcri¢do deste gene
na fase de desenvolvimento avaliada, indicando que nas outras fases onde a expressao
do gene foi menor ocorreu uma alteragdo na sintese dessa enzima.

A expressao dos transcritos de metilxantosina indica que esse passo da via
biossintética da cafeina deve funcionar normalmente nas plantas AC e que a baixa
concentragdo de cafeina ndo ¢ devida a alteragdes na expressao deste gene.

No entanto os resultados indicam que entre as plantas AC1, AC2 e AC3 ha uma
variabilidade quanto ao acimulo de transcritos da metilxantosina, o que talvez resulte
em diferencas na concentracdo final de cafeina nos estadios de desenvolvimento
estudados. Entre as plantas AC observou-se também variacdo de expressdo entre as
fases de desenvolvimento estudadas. Quando se compara as plantas AC, verifica-se que
a planta AC2 apresenta um padrao de expressdao bem diferente de AC1 e AC3, uma vez
que transcritos metilxantosina se acumulam nas fases iniciais de desenvolvimento dos
frutos.

Quando se compara as plantas AC com MN, pode-se notar claramente a

diferenca de expressdao dos transcritos. A cultivar MN possui uma uniformidade na
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expressao dos transcritos por ser material melhorado, enquanto que material selvagem
como as AC variam a expressdo entre as plantas e entre os estadios de desenvolvimento
avaliados.

Em estudo similar, KOSHIRO et al., (2006) avaliaram o padrdo de expressdo
do gene da enzima metilxantosina em C. arabica cv. Mokka e em C. canephora,
através de andlises RT-PCR, e observaram que transcritos do gene metilxantosina
foram amplificados em todas as fases de desenvolvimento do fruto e houve uma
diminui¢do da expressdo na fase cereja da cultivar Mokka. Os autores sugerem que
além do controle transcricional existe também um controle pos-transcricional envolvido
nas N-metiltransferases, ou que exista também uma atividade de nucleotideos purinicos
para a biossintese de cafeina importante para os frutos de café.

No entanto, como na cultivar Mundo Novo os transcritos de metilxantosina
estdo presentes em todas as fases de desenvolvimento, e como a concentragdo de
cafeina em frutos Mokka e MN ¢ a mesma, pode-se concluir que o padrao de expressao
deste gene ¢ dependente do gendtipo e do ambiente e ndo interfere significamente com

o teor final de cafeina do fruto.

PM OV CH EX V VC CE PM OV CH EX V VC CE

MN = ' Ac
o
- -
PM CH EX V VC CE PM CH EX V VC CE
ACl = s Ac
o T 1]
[ - —
[ W —"
PM EX V VC CE PM EX V VC CE
AC2 — — Ac
— D —— — —
- —
PM CHEX V VC CE PM CHEX V VC CE
—
AC3 = - Ac



Figura 5- Amplificagdo de transcritos de metilxantosina, a partir de RT-PCR, na
cultivar Mundo Novo, nas plantas AC1, AC2 e AC3. OV- ovario, CH- chumbinho, EX-
expansdo, V- verde, VC- verde-cana e CE- cereja. Ac- actina, controle positivo.

4.3.2 Teobromina sintase

A teobromina sintase ¢ a segunda enzima da via biossintética da cafeina
responsavel pela transformagdo de 7-metilxantosina em teobromina. Na figura 6 pode-
se observar o gene da metilxantosina sintase com a regido do oligo que foi obtida. Os
resultados da avaliacdo da expressdo do gene da teobromina sintase sdo apresentados na

Figura 7. O fragmento amplificado em todos os genotipos € de 300 pares de bases.

CTCAGGTCTTTTTACTAATCCCGTTTATCTTTTTACTTTTTCTTGTAGCAAGAAAGAGATTTCT
GAAGAAACTACCTAACATATTTTATTTAAGTCGTGGCTCATGATTTACATTCCCACATGCAA
CACTAACAAAATGATCCGACTATATAAGTTACCAGTTCTAGACGTGCAGGTTCCCAGCGGTT
TGGTGATTGAATTGGGGATTGGTGCAAACAAAGGGAGTATTTACTCTTCCAAAGGATGTCGT
ceGE G GGATCAATTTACGAAAGATTTTACCACATTTCTAAGGAT
TCATTCGAAAGAGTTGTTTTCACGTGGCCGAATGCTCCTTACCTGCATTGTAAAGTAGATGA
AATTCGACGAACCGAATCCCCTAGACTTACTTGACATGGCAATAAACGACTTGATTGTTGAG
GGACTTCTGGAGGAAGAAAAATTGGATAGTTTCAATATTCCATTCTTTACACCTTCAGCAGA
AGAAGTAAAGTGCATAGTTGAGGACGAAGGTTCTTGCGAAATTTTATATCTGGAGACTTTTA
AGCH GO EEENE 1A TTGATGATGATTACGCAGTAAGATCCCATGAACAA
ATTAAAGCAGAGTATGTGGCATCATTAATTAGATCAGGTTACGAACCCATCCTCGCAAGTCA
TTTTGGAGCAGCTATTATGCCTGACTTATTCACATGCTTGCGAAACATGCAGCAAAGGGTCT
CCACATGGGCAAAAGCTGCTATAATAATCTTATCATTTCTCTCGCCAAAAGCCAGAAGAGTC
AGACGTGCAAAAAGTTTGTTTTTAGTTTGTTTTTGGGACGTGGGGGTCCTTTCAGGCATCGC
CTTTTGNATCCGTAATAAAGCGATGGGCAAGATAAGAATTTAAAACATATTTCAAAAAAAA
AAAAAAAG

Figura 6- Sequéncias do cDNA da teobromina sintase. Em vermelho estdo

representadas as sequéncias dos oligos “Forward” e “Reverse”.

Pode ser observado na figura 8 o padrdo de expressdo apresentado pelo gene
teobromina sintase em MN. A cultivar MN apresenta o mesmo padrdo e intensidade de
expressao dos transcritos em todas as fases de desenvolvimento estudadas.

O padrao de expressdao em frutos AC1 mostra um acumulo de transcritos em
todos os estagios de desenvolvimento, com um aparente declinio na fase verde-cana.

Em AC2, o padrao de expressao dos frutos apresenta um aciimulo de copias do
gene na primeira fase de desenvolvimento apresentando um declinio nas fases

posteriores de desenvolvimento.
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A planta AC3 apresenta um acumulo de transcritos a partir dos estadios
expansdo e verde, havendo um declinio na expressao de transcritos nos estadios verde-
cana e cereja.

Pode ser verificado que de maneira geral a expressao do gene teobromina
sintase diminui conforme o desenvolvimento do fruto, sendo observado que nas ultimas
fases de amadurecimento ndo héa expressao do gene.

O padrao de expressdo do gene da teobromina sintase foi muito semelhante ao
da metilxantosina, indicando que ambas as enzimas apresentaram mecanismos comuns
de regulacao da expressao génica.

Em analises bioquimicas anteriores, SILVAROLLA et al., (2004) observaram
que existe um aciimulo de teobromina nos frutos da planta AC1, indicando a existéncia
de uma alteracdo no ultimo passo da via biossintética da cafeina, que impede a
conversdo da teobromina para cafeina. Supondo que a via biossintética da cafeina
funcione pelo mecanismo de feedback, isto €, quando ha produg¢do de uma enzima e
esta ndo consegue fazer a conversdo para seu produto final, o qual se acumula, ocorre
um sinal na via indicando que ndo hé mais a necessidade de continuar a produgdo desta
enzima, pois ndo ha conversdo para o produto final. Dessa maneira pode-se explicar o
acumulo da teobromina, identificada em andlises bioquimicas anteriores por
SILVAROLLA et al., (2004), e também a deficiéncia na enzima cafeina sintase que faz
a conversdo da teobromina em cafeina.

No trabalho de KOSHIRO et al., (2006), a expressao do gene teobromina
sintase se apresentou de forma irregular em todas as fases de desenvolvimento da
cultivar Mokka, e em C. canephora nao foram detectados transcritos. Os pesquisadores
também analisaram a expressdo do gene em graos e no pericarpo € observaram que a
expressdo dos transcritos foi maior em sementes que em pericarpo em C. arabica
cultivar Mooka, no estadio expansao. Em C. canephora foi observado uma expressao

reduzida desse gene em sementes também no estadio expansao.
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Figura 7- Amplificagdo de transcritos de teobromina, a partir de RT-PCR, nas plantas
AC1, AC2 e AC3. CH- chumbinho, EX- expansdo, V- verde, VC- verde-cana e CE-

cereja. Ac- actina, controle positivo.

4.3.3 Cafeina sintase

Cafeina sintase ¢ a ultima enzima da via biossintética da cafeina e ¢
responsavel pela conversao de teobromina para cafeina.

Nesta analise, foram utilizados diferentes oligos que correspondem a
diferentes regides da regido 5’ do transcrito da cafeina sintase. Estes oligos foram
denominados F2, F3, F4, F5 e F6 (Figura 8).

A fragmentagdo foi feita para caracterizar a regido 5’ do transcrito da cafeina
sintase (SILVA et al., comunicacdo pessoal), uma vez que em analises anteriores se
observou um padrdo diferencial da expressdo do gene CCS1 em folhas de plantas AC
(SILVA et al., comunicagdo pessoal). Esses estudos sugerem também a existéncia de

uma alteracdo na sequéncia 5’ do gene.
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Antes de ser feita a fragmentagdo da regido 5’ do transcrito, foi obtido um par
de aproximadamente 300 pares de bases que compreendia uma regido menor do
transcrito da cafeina sintase. Porém, esse par de oligos ndo se teve uma boa
amplificacdo, apresentando um padrao diferencial em folhas de plantas AC, por isso foi
feita a fragmentacdo na regido 5’ do transcrito, para selecionar a regido anterior a esse
par de oligos para verificar se existia uma possivel alteracdo nessa regido.

Na figura 8 pode-se observar a sequéncia do gene da cafeina sintase e os pares

de genes obtidos da sequéncia.

ATGGAGGCGAAGGCGATACAAGCTACGCCAAGAACTCATCCTACHEICIGINICIONIGAE
BEEAAACCTGTCCTTGAACAATGCIEEGEGEGEEEEE G C C A ACTTGCCCAACATC
AACAAGTGCTTTAAAGTTGGGGATTTGGGATGCGCTTCTGGACCAAACACAIIGGEEEE
B T TGTACAAAGTATTGACAAAGTTGGCCAGGAAAAGAAGAATGAATTAGAACGT
CCCACCATTCAGATTTTTCTGAATGATCTTTTCCAAAATGATTTCAATTCGGTTTTCAAGTTG
CTGCCAAGCTTCTACHIIIEGEEEEEEE - \ TGGACGCAAAATAGGATCGTGCCTGA
TAGGCGCAATGCCCGGCTCTTTCTACAGCAGACTCTTCCCCGAGGAGTCCATGCATTTTTTA
CACTCTTGTTACTGTTTGCATTGGTTATCTCAGGTTCCCAGCGGTTTGGTGACTGAATTGGGG
ATCAGTGCGAACAAA GGG . . A AT
CATATTTGGATCAATTTACGAAAGATTTTACCACATTTCTTAGGATTCATTCGGAAGAGTTG
ATTTCACGTGGCCGAATGCTCCTTACTTTCATTTGTAAAGAAGATGAATTCGACCACCCGAA
TTCCATGGACTTGCTTGAGATGTCAATAAACGACTTGGTTATTGAGGGACATCTGGAGGAAG
AAAAATTGGATAGCTTCAATGTTCCAATCTATGCACCTTCAACAGAAGAAGTAAAGCGCAT
AGTTGAGGAGGAAGGTTCTTTTGAAATTTTATACCTGGAGACTTTTTATGCCCCTTATGATG
CTGGCTTCTCTATTGATGATGATTACCAAGGAAGATCCCATTCCCCTGTATCCTGCGATGAA
CATGCTAGAGCAGCGCTGTGGCATCTGTCGTTAGATCAATTTACGAACCCATCCTCGCGAGT
CATTTTGGAGAAGCTATTTTACCTGACTTATCCCACAGGATTGCGAAGAATGCAGCAAAGGT
TCTCCGNCOOARGEEEINEG A TAGTGTTATCATTTCTCTCGCCAAAAAGCCGGAGAA
GGCAGACATGTAAAAGTTTGTTTTTAGTTGGTTTTTGTGTTGTGGTTTGTTTTTAGATATG

Figura 8- Sequéncias do cDNA da cafeina sintase. Em vermelho estdo representadas as
sequéncias dos oligos “Forward” e “Reverse” abrangendo a maior parte do transcrito.
Em amarelo estao representadas as sequéncias de oligos que apresentaram um padrao
diferencial da expressdao do gene CCS1. Em azul estdo as sequéncias fragmentadas na

regido 5'do gene da CCSI, os oligos sdo F2, F3, F4, F5 ¢ Fo6.

Para as plantas AC as fases de desenvolvimento estudadas foram chumbinho,
expansdo, verde, verde-cana e cereja e para a cultivar Mundo Novo as fases foram
ovario, chumbinho, expansao, verde, verde-cana e cereja.
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O padrao de expressao do gene da cafeina sintase na cultivar Mundo Novo se
mantém constante em praticamente todas as fases de desenvolvimento estudadas, com
picos de expressao nas fases de expansao e verde, como pode ser observado na figura 9.
Além disso, para o par F2 foram observados dois transcritos distintos, nas fases finais
de desenvolvimento: um do tamanho esperado (833pb) e outro menor com 350 pb. O
transcrito de 350 pb ndo ¢ observado em outras fases de desenvolvimento, e tampouco ¢
detectado com as outras combinagdes de oligos. Assim, estes resultados sugerem que
este transcrito ndo possui a regido compreendida entre os oligos F3 a F6. As diferencas
observadas entre o nivel de transcritos amplificados para cada um dos pares de oligos
podem ser decorrentes de condigdes experimentais, particularmente a diferenca de
temperatura 6tima para cada par de oligos, e também pode ser devido a ocorréncia de

splicing alternativo nessa regido.

PM OV CH EX V VC CE PM OVCH EX V VCCE
F2 N F3
— - - - - - .-
PM OV CH EX V VC CE PM OV CH EX V VC CE
F4 = e F5
- - mghiy | g
- - E ]
PM OV CH EX V VC CE PM OV CH EX V VC CE
F6 — Ac
- - - -

Figura 9- Amplificagdo de transcritos de Cafeina sintase, a partir de RT-PCR na
cultivar MN, utilizando os pares de oligos F2, F3, F4, F5 e F6. OV- ovario, CH-
chumbinho, EX- expansdo, V- verde, VC- verde-cana e CE- cereja. Ac- actina, controle

positivo.

O padrao de expressdo em frutos AC1 mostra um acimulo de transcritos no
estadio cereja em todos os pares de oligos avaliados, com excecdo do par F6, onde

transcritos nao amplificaram. Para os fragmentos correspondentes aos pares F3 e F4
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foram amplificados transcritos também no estadio verde. Para o par F6 ndo foram
detectados transcritos em nenhum estadio de desenvolvimento, como pode ser
observado na figura 10. Além disso, os resultados obtidos com o par F2 mostram a
amplificacdo de um fragmento de tamanho menor ao esperado, com 350 pb, semelhante
ao transcrito extra observado em frutos de Mundo Novo (Figura 9). Em frutos AC1 foi
observada a amplificacdo do fragmento com 833 pb em apenas uma das repetigdes, e
mesmo nesta andlise, a intensidade do fragmento ¢ muito pouco intensa, indicando se
tratar de um transcrito raro (dados ndo mostrados).

Com esse resultado pode-se verificar que existe uma maior concentracao de
transcritos do gene da cafeina sintase na ultima fase de desenvolvimento dos frutos de
café em todos os fragmentos obtidos.

Comparando esses resultados com os obtidos para a cultivar MN, pode-se
verificar que existe uma variagdo de expressdo desse gene, observada para todos os
oligos avaliados. Em frutos da planta AC1 a expressao do gene da cafeina sintase ¢
mais significativa ao final da maturacdo. Além disso, o transcrito pode estar alterado,
uma vez que o par de oligos F6 ndo ¢ capaz de amplificar nenhum fragmento, e o par
F2 amplifica um fragmento menor do que o esperado. Também, o fragmento
amplificado pelo par F2 em ACI ¢ similar ao transcrito extra amplificado em MN e

observado nas fases finais de desenvolvimento.

PM CH EX V VC CE PM CH EX V VC CE
F2 i —

= B S =
—
P —
PM CH EX V VC CE PM CH EX V VC CE
F4 =l F5
PM CH EX V VC CE PM CH EX V VC CE
—
— —
- -

Figura 10- Amplificagdo de transcritos de Cafeina sintase, a partir de RT-PCR na planta
ACI1, utilizando os pares de oligos F2, F3, F4, F5 ¢ F6. CH- chumbinho, EX- expansao,

V- verde, VC- verde-cana e CE- cereja. Ac- actina, controle positivo.
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A Figura 11 apresenta os resultados da planta AC2. As fases de
desenvolvimento estudadas foram expansdo, verde, verde-cana e cereja. Frutos de AC2
apresentaram praticamente o mesmo padrdo de expressdo para todas as combinacdes
dos oligos, com amplificagcdo de transcritos nas fases iniciais de desenvolvimento.

O par de oligos F2 apresentou fraca amplificacdo de transcritos na fase
expansdo e verde cana. Para o par F6 ¢ observado uma amplifica¢do, porém diminuida
desse gene na fase verde.

Diferentemente do padrdo de expressdo observado em frutos ACI, os frutos
AC2 apresentaram expressao do gene da cafeina sintase nas fases iniciais de
desenvolvimento. Além disso, o par F6 ¢ capaz de amplificar fragmentos ao menos nas
fases iniciais do desenvolvimento. J& o par F2, apesar de revelar um niimero reduzido

de transcritos, amplifica fragmentos do tamanho esperado, inclusive o transcrito extra

de 350 pb.

PM EX V VC CE PM EX V VC CE
F2 F3
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—
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-
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Figura 11- RT-PCR da planta AC2. Combinagdes dos pares de oligos F2, F3, F4, F5 ¢
F6. CH- chumbinho, EX- expansdo, V- verde, VC- verde-cana e CE- cereja. Ac- actina,

controle positivo ubiquo.
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Os resultados das anélises dos frutos AC3 estdo apresentados na Figura 12. As
fases de desenvolvimento estudadas foram chumbinho, expansdo, verde, verde-cana e
cereja.

Para o par F2, observou-se acimulo de transcritos nas fases expansao e verde.
Esse par de oligos também amplificou dois fragmentos como observado anteriormente
(Figura 9). Porém, em AC3 os dois transcritos sdo observados em todas as fases
avaliadas.

Os pares F3 e F5 amplificaram transcritos, nas fases expansdo, verde e cereja.
Para o par F4, foram observados poucos transcritos nas fases verde e cereja. Ja para o

par F6 foram observados fragmentos nas fases expansdo, verde cana e cereja, como

observado para ACI.
PM CH EX V VC CE PM CH EX V VC CE
— L] — i
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Figura 12- RT-PCR da planta AC3. Combinagdes dos pares de oligos F2, F3, F4, F5 e
F6. CH- chumbinho, EX- expansdo, V- verde, VC- verde-cana e CE- cereja. Ac- actina,

controle positivo.

Com esses resultados pode-se verificar que as plantas AC apresentam resultados
bem diferentes quando comparados entre si. Para a planta AC1 a expressdo do gene da
cafeina sintase oscila entre as fases de desenvolvimento estudadas de forma bastante
irregular e aparece com maior intensidade no fruto cereja. Além disso, ndo ha

amplificacao de transcritos com o par F6 e pode ser observado o fragmento extra de
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350 pb. Ja para a planta AC2 o padrao de expressdao se mantém praticamente 0 mesmo
em todos os pares de oligos, com excecdo do par F2, onde ¢ observado um menor
acimulo de transcritos e também apresenta o fragmento menor de 350 pb para esse par
de oligos. Quando compara-se ACl1 e AC3 verifica-se que essas duas plantas
apresentaram um padrao de expressao do gene da cafeina sintase muito semelhante
durante o desenvolvimento do fruto. Ha expressdo génica nas fases intermediarias e na
fase final de desenvolvimento. A planta AC3 apresenta amplificagdo de transcritos
extra para o par F2, como observado em MN (Figura 9). No entanto, em AC3 esse
transcrito ¢ observado desde as fases iniciais de desenvolvimento.

KOSHIRO et al., (2006) observaram que transcritos correspondentes a enzima
cafeina sintase foram observados em todas as fases de desenvolvimento de frutos da
cultivar Mokka, havendo uma diminui¢do da expressdo na ultima fase de
desenvolvimento (cereja), quando comparado com as outras fases estudadas.

Esses pesquisadores também avaliaram esse gene em sementes € em pericarpo
no estadio de desenvolvimento expansdo. Eles observaram que a atividade desse gene se
apresentou alta tanto nas sementes como no pericarpo.

Esses pesquisadores analisaram o gene cafeina sintase também em C.
canephora, eles verificaram que na primeira fase de desenvolvimento estudada
(ovario), nao foi observado expressdo gé€nica, porém nas demais fases de
desenvolvimento foi detectada a amplificacdo do gene de mesma intensidade.

Com os resultados obtidos neste estudo pode-se observar que existe uma
alteragdo no ultimo passo da via biossintética da cafeina em dois niveis. O primeiro esté
associado a irregularidade da expressdao do gene da cafeina sintase. O segundo ¢ o
polimorfismo dos transcritos observados nessas plantas, provavelmente resultantes de
alteracdes no processamento do transcrito e/ou da proteina fazendo com que esta se

apresente inativa (SILVAROLLA et al., 2004).

4.4 Expressdo dos Genes da Via Biossintética de Cafeina em C. canephora e
C. eugenioides

Avaliou-se a expressao dos genes da via biossintética da cafeina nas espécies C.
eugenioides e C. canephora para verificar se a alteragdo na expressao génica da cafeina
sintase também ocorria nessas espécies que originaram C. arabica.

A expressao dos genes da via biossintética da cafeina foram avaliados em frutos

de C. eugenioides nos estadios expansao e cereja.
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Quando os frutos foram avaliados para a expressao do gene metilxantosina
sintase, foi verificado que ndo houve expressdo de transcritos nos dois estadios de
desenvolvimento avaliados, como pode ser verificado na figura 13. Isto sugere que o

oligo nao foi especifico para C. eugenioides.

PM EX CE PM EX CE

C. eugeniodes Ac e
— —

Figura 13- Amplificacdo de transcritos do gene da metilxantosina sintase em C.
eugenioides, a partir de RT-PCR., nas fases expansdo (EX) e cereja (CE). Ac- actina

usada como controle.

Para o gene da teobromina sintase, foi verificado um acimulo de transcritos nas
duas fases de desenvolvimento estudadas, como pode ser observado na figura 14,

indicando a especificidade deste oligo também para C. eugenioides.

PM EX CE PM EX CE

C. eugeniodes asdms A R —

Figura 14- Amplificagdo de transcritos de teobromina sintase em C. eugenioides, a
partir de RT-PCR, nas fases expansdo (EX) e cereja (CE). Ac- actina usada como

controle.

Nas analises utilizando as combinagdes dos pares de oligos da cafeina sintase,
foi observado um actimulo de transcritos no fruto cereja para todos os pares avaliados,
com exce¢do do par F6, como pode ser verificado na figura 15.

Com o par de oligos F2 pode-se verificar que houve uma amplificagdo de
transcritos de tamanho esperado (833pb) e uma outra amplificagdo de tamanho menor
de cerca de 350 pb, padrdo similar ao observado anteriormente em Mundo Novo. No
entanto, ¢ importante ressaltar que a intensidade de expressdo do transcrito de 350 pb ¢
maior do que a observada para o transcrito de 850 pb. Este padrao de amplificagdo ¢

similar ao observado em frutos AC1. Além disso, para o par de oligos F6, foi verificado
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que o oligo se anelou fracamente, sugerindo uma mutagdo semelhante a mutacdo que

ocorre na planta ACI.

PM EX CE PM EX CE PM EX CE
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Figura 15- Amplificagdo de transcritos de Cafeina sintase em C. eugenioides utilizando
as combinagdes dos pares de oligos F2, F3, F4, F5, F6, nas fases expansdo (EX) e cereja

(CE) Ac- actina usada como controle.

Para C. canephora, foram avaliadas as fases verde, verde-cana e cereja.
Quando esses frutos foram avaliados usando o gene metilxantosina, foi
verificado uma alta intensidade na expressdo dos transcritos em todas as fases

estudadas, como pode ser verificado na figura 16.

PM V VC CE

R

PM V VC CE

—

C. canephora - e Ac —
Figura 16- Amplificacdo de transcritos de metilxantosina sintase em C. canephora, a
partir de RT-PCR. VE- verde, VC- verde-cana e CE- cereja. Ac- actina, controle

positivo.

A avaliacdo da expressdo dos transcritos utilizando o oligo teobromina sintase,
também foi observada alta intensidade em todas as fases de desenvolvimento estudadas,

podendo ser visualizado na figura 17.
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Figura 17- Amplificacdo de transcritos de teobromina sintase em C. canephora, a partir

de RT-PCR. VE- verde, VC- verde-cana e CE- cereja. Ac- actina, controle positivo.

Os frutos também foram avaliados utilizando as combinagdes de oligos do gene
cafeina sintase. A expressdao dos transcritos pode ser observada na figura 18, onde
podemos verificar alta intensidade dos pares F3 e F4. Nos pares F5 e F6, pode ser
observado o mesmo padrao de expressdo génica. O par F2 apresentou fraca expressao

de transcritos, porém nao apresentou amplificagdo do transcrito extra de 350 pb.
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Figura 18- Amplificacdo de transcritos de cafeina sintase em C. canephora utilizando as
combinagdes dos oligos F2, F3, F4, F5, F6, a partir de RT-PCR. VE- verde, VC- verde-

cana e CE- cereja. Ac- actina, controle positivo.

Com a apresentagdo desses resultados podemos observar que em C. canephora a
expressdo dos genes envolvidos na via biossintética da cafeina ¢ comum a todas

enzimas e em todas as fases de desenvolvimento estudadas.
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Analisando o conjunto de resultados obtidos para a amplificagdo de transcritos
do gene cafeina sintase nos diferentes gendtipos ¢ possivel elaborar uma hipotese para
explicar a auséncia de cafeina em frutos AC.

A sintese de cafeina em frutos de C. arabica ocorre ao longo do
desenvolvimento do fruto, a partir do estadio expansdo. Nos estadios finais, como
verde-cana a cereja, no entanto apesar de haver acumulo de cafeina nos frutos, ndo ha
atividade da enzima cafeina sintase (SUZUKI & WALLER, 1984). Neste estudo, foram
detectados transcritos do gene cafeina sintase em todos os estadios de desenvolvimento.
No entanto, genotipos com teores normais de cafeina, como C. arabica cultivar Mundo
Novo apresentaram um transcrito extra apenas nos estadios finais. Também, a espécie
C. eugenioides, que possul baixos teores de cafeina no grdo, apresenta um acumulo
expressivo deste transcrito extra em frutos cereja. J& os resultados das plantas AC sdo
varidveis: a planta AC1 apresenta preferencialmente transcritos menores do que o
esperado em frutos cereja; as plantas AC2 e AC3 apresentam os dois transcritos em
todos os estadios avaliados.

Como as plantas AC ndo sintetizam cafeina em graos, e plantas de MN e C.
eugenioides ndo sintetizam cafeina nos estadios finais de desenvolvimento, pode-se
entdo associar a presen¢a do transcrito de 350 pb com a inibi¢do da sintese de cafeina,
provavelmente a partir da inibicdo da atividade da enzima cafeina sintase. As bases
moleculares desta inibicdo podem estar associadas a um processamento alternativo do
transcrito da cafeina sintase. Neste caso, nos mutantes AC este processamento
alternativo poderia estar ativado continuamente em decorréncia de uma possivel dele¢ao
da regido F6.

A ocorréncia de processamento alternativo como mecanismo para o controle da
atividade génica ja foi descrita em plantas. O loco FCA, envolvido no florescimento em
Arabidopsis ¢ um exemplo (QUESADA et al., 2005). Estudos demonstraram que
transcritos de FCA podem sofrer processamentos distintos e originar trés tipos de
transcritos, sendo apenas um deles funcional (QUESADA et al., 2005).

No caso dos mutantes AC analises da sequéncia dos transcritos sdo necessarios
para confirmar se ambos sdo resultados de processamento alternativo. Se isso for
comprovado, estudos bioquimicos irdo mostrar como as possiveis proteinas resultantes

destes transcritos interagem para bloquear a sintese de cafeina.

4.5 Expresséo dos Genes de Desenvolvimento e Maturacéo do Fruto
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Um aspecto importante a ser considerado nos mutantes AC ¢ o padrao de
desenvolvimento e maturagdo dos frutos. Uma vez que as caracteristicas de
uniformidade de maturagdo e qualidade quimica das sementes sdo de grande valor
agrondmico, para a utilizacdo de plantas AC em programas de melhoramento ¢
fundamental avaliar estes aspectos.

A partir de cruzamentos entre plantas AC e cultivares comerciais mostram que a
taxa de pegamento destes cruzamentos ¢ baixa (SILVAROLLA, comunicacdo pessoal).
Além disso, autofecundagdes destas plantas resultam em uma producao significativa de
frutos chochos. Estes resultados preliminares mostram que o desenvolvimento de frutos
em plantas AC esta alterado.

Andlises da expressdo de genes relacionados ao processo de desenvolvimento
dos frutos foram realizadas em plantas da cultivar Mundo Novo e em plantas AC1, AC2
e AC3 com o objetivo de verificar se as rotas de crescimento, maturacdo e
amadurecimento nao foram afetadas por causa dos baixos niveis de cafeina.

Assim, para uma caracterizagdo prévia do desenvolvimento de frutos das plantas
AC, a expressdo de genes-chave relacionados com os processos de embriogénese e
maturacdo de frutos foi avaliada. Os genes selecionados foram: ACC oxidase, Never
ripe, Lea, a-galactosidase, endo-B-mannanase, Caffeoyl-CoA metiltransferase.

A enzima ACC oxidase catalisa o ultimo passo da biossintese do etileno. Este
fitormdnio estd associado a varios eventos fisioldgicos e etapas de desenvolvimento das
plantas. Sua atividade pode aumentar durante eventos do desenvolvimento vegetal,
como na fase de maturacao de alguns frutos, principalmente nos frutos climatéricos, que
sao aqueles que apresentam um aumento da produgdo de etileno no final do seu
desenvolvimento (CASTRO et al.,, 2005). Isso indica que o café possui picos
climatéricos e por isso pode ser considerado por alguns autores como fruto climatérico.

A expressao do gene da ACC oxidase foi avaliada nas plantas AC1, AC2 e AC3.
Os resultados desta analise sdo apresentados na figura 19. Na planta AC2 foi observado
um acumulo de transcritos nos estadios iniciais de desenvolvimento e um decréscimo
destes. Esse resultado sugere uma possivel deficiéncia na sintese de etileno nas fases
finais do desenvolvimento.

As plantas AC1 e AC3 apresentaram um resultado diferente, como pode ser
observado na figura 19. O actmulo de transcritos aumentou conforme o
amadurecimento do fruto, podendo ser observado alta expressdo do gene nos frutos

cereja. Esse resultado indica que esses frutos possuem a fase de amadurecimento no
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periodo esperado, pois a producdo de etileno € observada nas fases finais de
desenvolvimento dos frutos.

PEREIRA et al., (2005) verificaram um rapido crescimento na producdo de
etileno em frutos verde-cana, apds o final da formacdo do endosperma, com um
decréscimo nos frutos cereja, indicando uma fase climatérica na maturacdo. Esses
pesquisadores usaram oligonucleotideos heterdlogos, previamente descritos para clonar
o gene da ACO (1-aminociclopropano-1-carboxilato oxidase) de C. arabica (Ca-ACO).
A sequéncia de nucleotideos, assim como a de aminoacidos, demonstrou alta
similaridade com ACO de frutos climatéricos. O padrdo de transcrigdo génica de Ca-
ACO em frutos em diferentes fases de maturagcdo ¢ em diferentes tecidos foi analisado
em Northern Blots. Os frutos verdes apresentaram a menor transcri¢do de Ca-ACO, com
um aumento a partir dos frutos verde-cana, havendo pouca alteracdo nas etapas
subsequentes de maturagdo, sugerindo a atuacdo de mecanismos de controle pos-

transcricionais.
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Figura 19- Avaliacdo de transcritos de ACC oxidase, a partir de RT-PCR, nas plantas

AC1, AC2 e AC3. CH- chumbinho, EX- expansdo, V- verde, VC- verde-cana e CE-

cereja. Ac- actina, controle positivo.

Um dos genes responsaveis pelo processo de maturacdo do fruto em diferentes
espécies ¢ o never ripe. Este gene codifica um receptor de etileno. A expressdo do gene

never ripe que ocorre durante o amadurecimento do fruto é controlado pelo hormonio
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etileno. O mutante do gene never ripe prejudica o amadurecimento do fruto por ser
insensivel ao hormonio etileno. (WILKINSON et al., 1995).

As andlises da expressdo deste gene em plantas AC sdo apresentadas na figura
20.

Em ACI1, observa-se um maior numero de transcritos na fase verde com um
declinio na fase cereja. Em AC2, ¢ observada expressao ao longo do desenvolvimento.
Na planta AC3, verifica-se maior nimero de transcritos nas fases verde e cereja e um
leve declinio na fase verde-cana.

Os resultados obtidos nas plantas AC1 e AC3 indicam que a expressdo do gene
never ripe ocorre nas mesmas fases em que a expressao de ACC oxidase ¢ observada
(Figura 19), sugerindo que a maturagdo nestes frutos ¢ semelhante genotipos
melhorados. Por outro lado, a expressdo de never ripe ao longo do desenvolvimento dos
frutos AC2 indica que este passo na transducdo de sinal estd ativado, apesar de uma
possivel deficiéncia de etileno decorrente da auséncia de expressdao da enzima ACC
oxidase nas fases finais de maturacao (Figura 19).

Em MN, como ja foi feita selegdo para restringir alguns genes de interesse, a
expressdo de transcritos do gene nmever ripe ocorre nas ultimas fases de
desenvolvimento, como ¢ natural por ser um gene responsavel pelo amadurecimento do

fruto (dados nao mostrados).
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Figura 20- Avaliacdo de transcritos de never ripe, a partir de RT-PCR, nas plantas AC1,
AC2 e AC3. CH- chumbinho, EX- expansdo, V- verde, VC- verde-cana e CE- cereja.

Ac- actina, controle positivo.

Uma familia de genes importante associada com a maturagdo de frutos ¢ a
familia Lea. Os genes da familia Lea codificam para um grupo diverso de proteinas
envolvidas com a protecdo a dessecacdo e induzidas durante o estagio de pos-absissdo
do desenvolvimento tardio do embrido. Os genes Lea também sdo induzidos por
estresse hidrico, osmotico e estresse a baixas temperaturas (ZEGZOUTI et al., 1997).

Os resultados da expressao de um Lea gene podem ser observados na figura 21.
Por ser uma proteina relacionada com maturacao do fruto, esta se apresentou de forma
semelhante ao esperado. Pode-se observar que a partir das fases finais de
desenvolvimento a enzima se expressa com maior intensidade.
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Figura 21- Avaliacdo de transcritos de late maturation accumulated a partir de RT-
PCR, nas plantas AC1, AC2 e AC3. CH- chumbinho, EX- expansdo, V- verde, VC-

verde-cana e CE- cereja. Ac- actina, controle positivo.

Outro gene avaliado € o que codifica a enzima a-galactosidase. Esta ¢ uma das
trés principais enzimas envolvidas na modificagdo ou degradagdo da parede celular.
Além disso, esta envolvida na sintese de carboidratos em frutos e estd presente durante

o processo de desenvolvimento e maturagdo dos frutos (ZHU & GOLDSTEIN, 1994).
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A sequéncia utilizada neste estudo apresenta 97% de homologia com a sequéncia
descrita por ZHU & GOLDSTEIN, 1994.

Os resultados da expressdo de a-galactosidase nas plantas AC estdo
representados na figura 22. Em AC1 observa-se apenas um acimulo de transcritos na
fase verde. Em AC2, sdo observados transcritos em todas as fases de desenvolvimento
estudadas, sendo observado um maior acumulo do transcrito na fase verde. Em AC3
pode ser observado aciimulo de transcritos a partir da fase verde, com um declinio na
fase verde-cana e uma baixa expressdo no fruto cereja.

MARRACINI et al., (2001), avaliando tanto a expressdo do gene quanto a
atividade da enzima a-galactosidase em frutos de C. arabica variedade Caturra,
observaram uma atividade méaxima da enzima na fase verde-cana. O pico de aciimulo
de transcritos foi observado também neste estadio, sendo que em frutos maduros nao
foi detectada expressdo de a-galactosidase.

GASPARI-PEZZOPANE et al., (2005) avaliaram a-galactosidase em cultivar
MN e observaram acumulo de transcritos a partir de frutos em expansdo, e esta se
manteve presente até a fase de fruto cereja.

Estes resultados indicam gendtipos com diferentes padrdes de acuimulo de
acgucares durante o desenvolvimento do fruto, resultando em possiveis diferengas entre
as plantas AC e as cultivares de C. arabica com relacdio a composi¢do final de

carbohidratos dos frutos.
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Figura 22- Avaliacao de transcritos de a-galactosidase, a partir de RT-PCR, nas plantas
ACl1, AC2 e AC3. CH- chumbinho, EX- expansdo, V- verde, VC- verde-cana e CE-

cereja. Ac- actina, controle positivo.

Outro gene avaliado € o que codifica a enzima endo-f-mannanase. A atividade
desta enzima ¢ um dos principais passos no metabolismo da parede celular de mananos
(grupo de carbohidratos) durante a germinagdo do fruto do café. A sequéncia do gene
endo-f-mannanase utilizado neste estudo apresenta 60% de homologia com a descrita
por Marraccini et al., (2001).

A expressao do gene foi observada em frutos AC1, AC2 e AC3 (Figura 23). Em
todas as plantas foi verificada um actimulo de transcritos a partir do estddio de
desenvolvimento expansao.

Em analises anteriores, MARRACINI et al., (2001) observaram um padrao de
expressao distinto para esse gene, ¢ a expressao de endo-f-mannanase foi detectada
somente em sementes apds a germinagao na variedade Caturra.

GASPARI-PEZZOPANE et al., (2005) fizeram analises semelhantes utilizando
a cultivar Mundo Novo e observaram a presenca de transcritos deste gene em todas as
fases de desenvolvimento estudadas.

No presente trabalho, pode ser observado que a expressdo desse gene ocorre ao
longo da maturacdo do fruto. Verifica-se que o padrao de expressdo dos transcritos do
gene da endo-f-mannanase em plantas AC obedecem o mesmo padrdo apresentado

pela cultivar MN (dados ndao mostrados).
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Figura 23- Avalia¢do de transcritos de endo-f-mannanase, a partir de RT-PCR, nas
plantas AC1, AC2 e Ac3. CH- chumbinho, EX- expansdo, V- verde, VC- verde-cana e

CE- cereja. Ac- actina, controle positivo.

A PAL ¢ uma enzima precursora da sintese de compostos fendlicos, incluindo
flavondides, coumarins, hidroxiquinnamoil ésteres (HAHLBROCK & SUHEEL, 1989).
Sua atividade ¢ aumentada por fatores ambientais, tais como: baixos niveis de
nutrientes, luz e infec¢do por agentes patogénicos diversos (TAIZ & ZEIGER, 2004).

Os resultados da analise de expressao do gene PAL (Phenilalanine liase) estao
apresentados na figura 24.

Nesse trabalho pode-se verificar que houve diferenca na expressdo do gene PAL
entre as plantas AC. Estudos anteriores mostram que em MN nao ¢ observado acimulo
do transcrito nas fases iniciais de desenvolvimento, s6 nas fases finais (GASPARI-
PEZZOPANE et al., 2007).

Na planta AC2 pode ser observado que houve expressao de transcritos em todas
as fases de desenvolvimento (Figura 24). Ja as plantas AC1 e AC3 apresentam picos de
expressao na fase verde demonstrando um polimorfismo na expressao do gene PAL
entre as plantas AC.

Estes resultados sugerem que a sintese e acumulo de compostos fenolicos pode
variar entre os frutos AC. Assim, a planta AC2 apresenta um padriao de expressdao do
gene PAL similar ao observado em frutos da cultivar Mundo Novo.

O gene PAL possui varios paralogos, os quais diferem tanto na sequéncia quanto
na regulacdo da expressdo (KAO et al, 2002; MAHESH et al., 2006). Os oligos da
enzima PAL foram obtidos de ESTs presentes em apenas frutos do café. Existe a
possibilidade do oligo ser especifico para apenas um determinado paralogo expresso em
frutos. Assim, uma hipotese para explicar a diferenga observada na expressdo do gene
PAL ¢ a que o gene avaliado possa estar submetido a diferentes controles genéticos

entre as plantas AC.
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Figura 24- Avaliag¢do de transcritos de fenilalanina-amonia-liase, a partir de RT-PCR,
nas plantas AC1, AC2 e AC3. CH- chumbinho, EX- expansdo, V- verde, VC- verde-

cana e CE- cereja. Ac- actina, controle positivo.

Outro gene avaliado e relacionado com a sintese de compostos quimicos no
fruto ¢ o que codifica a enzima caffeoyl-CoA metiltransferase. Os resultados desta
analise estdo presentes na figura 25. A enzima caffeoyl-CoA metiltransferase ¢
precursora da sintese de acidos clorogénicos.

Em MN foi observada a expressao desse gene em praticamente todas as fases de
desenvolvimento estudadas, com excecdo da fase verde.

Nas plantas AC foi observada expressdo do gene em todas as fases de
desenvolvimento (Figura 25).

Esses resultados mostram que as plantas AC apresentam um padrdo de

expressao similar a geno6tipos melhorados.
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Um aspecto interessante € o declinio da expressao deste gene na fase cereja, em
frutos ACI1. Estudos anteriores indicam que a concentragdo de cafeina e 4cidos
clorogénicos, e especialmente os di-CQAs, ¢ balanceada (Revisto em Baumann, 2006).
Além disso, em espécies de Coffea sem cafeina, como C. pseudozanguebaire nao foram
detectados di-CQAs em frutos maduros. Em vista disso, pode-se sugerir que o declinio
da expressdo do gene da caffeoyl-CoA metiltransferase no mutante AC1 pode ser

decorrente da auséncia de cafeina nos frutos maduros.

PMCH EX V VC CE  PM CH EX V VC CE
ACl

PM EX V VC CE  PM EX V VC CE
AC2

PM CH EX V VC CE  PM CH EX V VC CE
AC3

Figura 25- Avaliagdo de transcritos de caffeoyl-CoA metiltransferase, a partir de RT-
PCR, nas plantas AC1, AC2 e AC3. CH- chumbinho, EX- expansao, V- verde, VC-

verde-cana e CE- cereja. Ac- actina, controle positivo.

Neste estudo foi proposto caracterizar os frutos das plantas AC, a partir da
avaliagdo da expressdo de genes relacionados com a sintese de cafeina, aglcares e
fendis com a maturagao de frutos.

A partir das andlises de expressdo dos genes envolvidos na sintese de cafeina
pode-se concluir que estes ndo apresentam niveis de transcritos similares aos
observados em cultivares comerciais para as enzimas metilxantosina sintase e
teobromina sintase. Diferencas na uniformidade da expressio ao longo do

desenvolvimento do fruto, como observado neste estudo, sdo esperados de se encontrar
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entre genotipos selvagens e melhorados, uma vez que o processo de selecdo leva a
homozigose de grande parte dos locos, cujo resultado ¢ uniformidade fenotipica.

Além disso, os resultados da expressdo do gene cafeina sintase em frutos AC
indicam que a auséncia de cafeina nestas plantas pode ser resultado de alteragdes tanto
no processo pos-transcricional quanto em dele¢des na regido 5° do gene, como por
exemplo o que ocorre com o par de oligos F6. Outra hipdtese ¢ que os mutantes AC2 e
AC3, assim como a cultivar MN, fossem heterozigotos para o loco cafeina sintase
devido a presenga do transcrito extra de 350 pb. No entanto, como o transcrito menor
foi observado apenas em algumas fases do desenvolvimento do fruto, esta hipotese €
pouco provavel.

As avaliacOes dos genes de maturacdo e de sintese de compostos sugerem que,
de modo geral, estes processos metabolicos se desenvolvem em frutos AC de maneira
similar aos gendtipos cultivados. Novamente aqui as diferengas no padrao de expressao
sdo esperadas entre acessos selvagens e cultivados. No entanto, resultados da expressao
da enzima ACC oxidase, sugerem que a maturagdo em AC2 pode estar alterada,
levando a precocidade de maturagao.

Considerando-se estes resultados, pode-se sugerir que o programa de
melhoramento concentre esforcos para transferéncia da caracteristica de auséncia de
cafeina, na planta AC1 uma vez que esta apresenta evidéncias de maturacdo regular,
acimulo de outros compostos quimicos e de ser homozigota para a mutacdo no gene

cafeina sintase.
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5 CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente trabalho permitem concluir que:

a) As plantas AC acumulam transcritos correspondentes aos trés genes da via

biossintética da cafeina ao longo da maturagdo do fruto.
b) Transcritos correspondentes ao gene da cafeina sintase, apresentam dele¢des
na regido 5’ nas plantas AC. Esta delecdo pode resultar na sintese de uma proteina

alterada, ndo-funcional.

c) A partir do padrio de expressdo de genes especificos, sugere-se que a

maturagdo dos frutos AC1 e AC3 se apresentem de acordo com o padrdo esperado.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

