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RESUMO 
 
 

Isoprenóides são moléculas do metabolismo secundários de plantas que 
desempenham importantes papéis. Existem duas vias independentes de biossíntese 
que dão origem a diferentes isoprenóides: via citosólica ou do mevalonato (MVA) e 
via plastidica ou não mevalonato (MEP). Diterpenos de café são isoprenóides com 
20 carbonos, dos quais destacam-se cafestol e caveol. Estes compostos únicos de 
cafeeiros estão relacionados à qualidade da bebida, apresentam propriedades 
nutracêuticas e comprovado efeito na saúde humana. Apesar da sua importância 
existem poucos trabalhos verificando os genes envolvidos nas vias metabólicas dos 
diterpenos. Trabalhos sugerem que há tendência entre o acúmulo desses 
compostos com o amadurecimento do fruto e que genes que codificam para 
Citocromos P450 (Cyt P450) atuam no fim das vias metabólicas de isoprenóides. 
Genes específicos de café que participam da via também já foram descobertos. O 
intuito desse trabalho foi averiguar a expressão de quatro genes Cyt P450 (Ca_28, 
Ca_33, Ca_37 e Ca_107) e de enzimas das vias MVA e MEP (Ca_HMGR, 
Ca_MPDC, Ca_DXR e Ca_IDS), relacionando aos sistemas de cultivo sombreado e 
a pleno sol. Também foram avaliadas as expressões destes genes em genótipos de 
uma coleção de cafeeiros do centro de origem (Etiópia) com diferentes níveis de 
cafestol e caveol, previamente determinados. Resultados evidenciaram que a 
expressão dos genes Cyt P450 em frutos desenvolvidos a pleno sol e que há 
tendência entre concentrações de cafestol e caveol com a transcrição dos genes em 
estudo.  
 

Palavras-chave: Cyt P450. Cafestol. Caveol. Coffea sp. qPCR. Isoprenoids. 
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ABSTRACT 
 
 

Isoprenoids are molecules of secondary metabolism of plants that play important 
roles. There are two independent pathways for biosynthesis, which give rise to 
different isoprenoid: MVA and MEP pathway. Coffee diterpenes are 20 carbons’ 
isoprenoid, which stand cafestol and kahweol. These unique compounds of coffee 
are related to human health, nutraceutical properties, the beverage quality, among 
others. Although its importance, a few studies with the genes in the metabolic 
pathways exist. Studies suggest that there is a tendency among the accumulation of 
these compounds with the ripening of the fruit and that cytochromes (Cyt P450) 
genes act at the end of the metabolic pathways of isoprenoid. Specific coffee genes 
that participate in the pathway have also been discovered. The purpose of this study 
was to investigate the expression of four Cyt P450 (Ca_28, Ca_33, Ca_37 and 
Ca_107) and pathways enzymes genes’ (Ca_HMGR, Ca_MPDC, Ca_DXR and 
Ca_IDS) regarding the cropping system, shaded and full sun. At the same step, the 
expression of these genes were also evaluated in genotypes from the IAPAR 
Ethiopia collection’s with different levels of cafestol and kahweol. It was observed 
that the expression of these genes is higher in full sun and that there is a tendency 
among coffee concentrations and kahweol with the transcription of genes under 
study. It was observed that the expression is increased in full sun and that there is a 
tendency of cafestol and kahweol concentrations with transcription of the genes 
under study.  
 
Keywords: Cyt P450. Cafestol. Kahweol, coffea sp. qPCR. Isoprenoids. 
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1.  INTRODUÇÃO 

O café é a segunda bebida mais consumida do mundo e uma 

das principais commodites agrícolas. É produzido principalmente em países 

tropicais, como Brasil, Vietnã e Colômbia e também apresenta considerável 

importância para os países que o industrializam e o comercializam. 

Estudos de biomoléculas visando a melhoria da qualidade da 

bebida e da tolerância de plantas a estresses bióticos e abióticos são 

importantes para o agronegócio do café. Nesse âmbito, destacam-se os lipídios 

de café que estão amplamente relacionados a qualidade de bebida. Entre os 

lipídios de café, pode-se citar os diterpenos cafestol e caveol que além de 

qualidade de bebida estão associados tanto com tolerância da planta a 

estresses bióticos e abióticos como efeitos na saúde humana. 

Os diterpenos são metabólitos secundários originados de 

isoprenóides, cuja biossíntese ocorre tanto por meio da via do mevalonato 

(MVA) ou pela via independente do mevalonato – metileritritol 4-fosfato (MEP). 

Algumas enzimas que participam dessas vias são 3-hydroxy-3-methylglutaryl-

CoA reductase (HMGR), mevalonate diphosphate decarboxylase (MPDC), 

isopentenyl diphosphate synthase (IDS) e 1-deoxy-5-xylulose phosphate 

reductoisomerase (DXR). 

As etapas finais da via de biossíntese dos diterpenos ainda não 

foram elucidadas, mas estudos relacionados ao metabolismo secundário de 

café indicam o envolvimento de membros da família gênica das citocromos 

P450s (Cyt P450), que formam a terceira maior família de genes em plantas. 

Em Coffea, foram identificadas 87 Cyt P450 in silico pela avaliação de 

sequências ESTs disponíveis em banco de dados públicos. 

Como os genes relacionados ao metabolismo secundário tem 

uma alta reposta a estímulos ambientais, o objetivo deste estudo foi analisar o 

perfil transcricional de genes da via de biossíntese de isoprenóides, assim 

como de Cyt 450, em: 1) plantas com alto e baixo teor de diterpenos, e 2) 

plantas no sistema de cultivo Agroflorestal (SAF), para verificar a resposta dos 

genes ao estimulo ambiental. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1. CAFÉ: ASPECTOS ECONÔMICOS  

O café é um dos mais importantes produtos agrícolas 

consumidos em todo o mundo, sendo destaque na economia de muitos países. 

Trata-se de uma das principais commodities agrícolas mundial em países em 

desenvolvimento (ESQUIVEL & JIMÉNEZ, 2012). 

A produção cafeeira destaca-se principalmente no Brasil, 

Vietnan e Colômbia, cujas produções somadas (safra 2015/16) equivalem a 

60% da produção global (ICO, 2015). O  café também possui importância em 

países não tropicais envolvidos no processo de industrialização e 

comercialização do grão (MONDEGO et al., 2011). A produção concentra-se 

em duas espécies, Coffea arabica e C. canephora, que correspondem a cerca 

de 60 e 40%, respectivamente (ICO, 2015). 

A cadeia agroindustrial de café apresenta expressiva 

participação na exportação, na geração de emprego e de renda, além de 

representar um dos principais produtos estratégicos para economia brasileira 

(COSTA et al., 2013). No país, estima-se 1.977,5 mil hectares de área plantada 

com cafeeiros, com produção prevista para a safra de 2016 de cerca de 50 

milhões de sacas de 60 Kg (CONAB, 2016). Os principais Estados produtores 

são: Minas Gerais, Espírito Santo, São Paulo, Bahia, Paraná, Rondônia e 

Goiás (CONAB, 2016). 

 

2.2. CAFÉ: ORIGEM E ASPECTOS BOTÂNICOS 

A espécie C. arabica tem origem na Etiópia, onde ainda faz 

parte da vegetação natural. Chegou à Europa no século XV, devido à 

propagação advinda da Arábia (OLIVEIRA et al., 2012). Originalmente, o café 

foi descoberto em sistemas sombreados (PERFECTO & VANDERMEER, 1996) 

e por essa razão, inicialmente, os cafezais brasileiros eram plantados sob 

grandes copas de árvores de modo a reproduzir seu ambiente natural 

(DAMATTA, 2004). Entretanto, com a evolução do cultivo de grãos, este 

passou a ser produzido em sistema a pleno sol, devido à maior produção 

(DAMATTA, 2004). 
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Os cafeeiros são plantas perenes, dicotiledôneas, com porte 

arbustivo, caule lenhoso, folhas persistentes e flores hermafroditas. Pertencem 

à família Rubiaceae e ao gênero Coffea, que engloba todas as espécies 

diplóides com 2n = 22 cromossomos, com exceção da espécie tetraplóide C. 

arabica, com 2n = 44 cromossomos (LASHERMES et al., 1999). 

Existem 124 espécies conhecidas (DAVIS et al., 2011), mas 

apenas duas apresentam importância comercial: C. arabica L., conhecida como 

café arábica, responsável por bebida de alta qualidade e cultivada em regiões 

de altitude, porém com produção frequentemente afetada por doenças e 

pragas (FERRÃO et al., 2007; CONAB, 2015) e C. canephora, chamada de 

café robusta, conhecida como tolerante a algumas doenças e pragas, porém a 

qualidade do produto final é inferior à de C. arabica (FERRÃO et al., 2007; 

CONAB, 2015). 

 

2.3. SISTEMA AGROFLORESTAL (SAF) DO CAFEEIRO 

O sistema agroflorestal (SAF) entre cafeeiros e outras culturas 

perenes, como seringueira, melhora a sustentabilidade econômica, aumenta a 

estabilidade da produção, oferece condições microclimáticas mais apropriadas 

à produção, além de permitir ao produtor a obtenção de outros produtos como 

fonte de renda (FERRÃO et al., 2007). 

O SAF diminui os custos relacionados à mão-de-obra no 

controle de plantas daninhas e reduz a incidência de cercóspora (Cercospora 

coffieicola) e de bicho-mineiro (Perileucoptera coffella) (FERRÃO et al., 2007). 

Bosselmann et al. (2009) sugerem que pode haver correlação entre qualidade 

da bebida e sombreamento de cafeeiros. Além disso, cafeeiros cultivados em 

SAF auxiliam no enriquecimento da física, química e biologia do solo 

(VELMOUROUGANE, 2015). 

Ao mesmo passo, evidências sugerem que a diversidade no 

SAF promove o aumento da captura e a melhoria no processo de ciclagem de 

nutrientes (JOSE, 2009), além de gerar benfeitorias ao clima, visto que auxilia 

na estocagem de carbono atmosférico em forma de biomassa (COLTRI et al., 

2015) e na preservação da biodiversidade (FERRÃO et al., 2007). 

No entanto, o cafeeiro apresenta melhor crescimento e 

produção quando cultivado a pleno sol devido, especialmente, à diminuição na 
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competição por água e à menor incidência de doenças e pragas, como à 

ferrugem (Hemeleia vastatrix) e broca do café (Hypothenemus hampei) neste 

sistema de cultivo (FERRÃO et al., 2007). Estas características favoreceram o 

abandono do sombreamento como prática regular desde 1950 (DAMATTA, 

2004). Porém, políticas públicas para mitigação dos efeitos do aquecimento 

global, como por exemplo o incentivo através de créditos de carbono, podem 

voltar a viabilizar o plantio em SAF. 

 

2.4. DITERPENOS DO CAFÉ 

Dentre os componentes químicos do grão de café estão os 

açúcares, sólidos solúveis, ácidos clorogênicos, cafeína e trigonelina e os 

lipídios (KY et al., 2001), sendo estes últimos importantes componentes ligados 

ao sabor e aroma da bebida (CAVIN et al., 2002). 

Os lipídios são ricos em isoprenóides, que são metabólitos 

secundários produzidos pelas plantas (PEREIRA & IVAMOTO, 2015). 

Isoprenóides são classificados de acordo com o número de carbonos e 

unidades de isoprenos que eles contêm (Tabela 1) (KOULOURA et al., 2014). 

 

Tabela 1. Classificação de isoprenóides de acordo com o número de carbonos 
e unidades de isoprenos. 

Classe dos isoprenóides Nº de átomos de carbono Nº de unidades de isoprenos 
Hemiterpenos C5 1 
Monoterpenos C10 2 
Sesquiterpenos C15 3 

Diterpenos C20 4 
Sesterpenos C25 5 
Triterpenos C30 6 

Fonte: (adaptado de KOULOURA et al., 2014) 

Os diterpenos de café são da família Caureno e os dois 

principais são cafestol (C20H28O3) e caveol (C20H26O3) (PEREIRA & IVAMOTO, 

2015). O caveol difere do cafestol por uma dupla ligação entre o carbono 1 e 2 

(Figura 1), levando a um espectro com a máxima absorção de pico em 

diferentes comprimentos de onda (KITZBERGER et al., 2013). 
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Figura 1. Estrutura molecular do cafestol (C20H28O3) e do caveol (C20H28O3),  

 

Fonte: adaptado de PEREIRA & IVAMOTO (2015). 

 

Os diterpenos também possuem efeitos conhecidos na saúde 

humana, principalmente o cafestol, que contribui para o aumento do colesterol 

sérico (URGERT et al., 1997). Porém, efeitos positivos também foram 

atribuídos aos diterpenos como: proteção contra afla-toxina B1 (CAVIN et al., 

1998, BOEKSCHOTEN et al., 2004), atividade antioxidante (LEE & JEONG, 

2007), anticarcinogênica (CAVIN et al., 2002), anti-inflamatória (CÁRDENAS et 

al., 2011) e propriedades anti-angiogênicas (CÁRDENAS et al., 2011; WANG et 

al., 2012). Somado ao potencial farmacêutico, os diterpenos têm atraído 

interesse substancial para utilização como nutracêuticos, sabores e fragrâncias 

e pelas suas atividades como biopesticida e anti-herbivoria (PATERAKI et al., 

2015).  

Pesquisas relacionadas aos diterpenos apresentam grande 

potencial de utilização biotecnológica, pois, além destes estarem relacionados 

à qualidade da bebida (SPEER et al., 1993), também possuem outros 

benefícios relacionados a indústria farmacêutica e cosmética. 

Segundo DIAS et al. (2010), a produção de Cafestol e Caveol 

ocorre principalmente, no perisperma e ao longo do desenvolvimento do fruto 

esses diterpenos são transferidos para o endosperma, assim como o que 

ocorre para o metabolismo da sacarose (GEROMEL et al., 2006).  

Análises quantitativas de cafestol e caveol entre genótipos de 

C. arabica demonstraram que existe uma variabilidade significativa em suas 

concentrações nos grãos verdes dentro de uma mesma espécie (intra-espécie), 

e isso indica que provavelmente exista um controle genético relacionado a 

biossíntese desses compostos (KITZBERGER et al., 2013b) (SCHOLZ et al. 

2016). Pagiatto (2013) quantificou os teores destes diterpenos em cafeeiros de 

uma coleção do centro de origem (Etiópia) pertencente ao Instituto Agronômico 
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do Paraná (IAPAR), onde foi possível observar diferenças de até 10 vezes na 

concentração destes compostos.  

Apesar de tal importância, poucos estudos abordando ao 

metabolismo de diterpenos em cafeeiros foram realizados.  

 

2.5. VIA DE BIOSSÍNTESE DE ISOPRENÓIDES 

Duas vias estão envolvidas na biossíntese de isoprenóides em 

plantas (Figura 2): via do mevalonato (MVA) (que ocorre no citosol) e a via não 

mevalonato (MEP) (que ocorre no plastídeo) (PEREIRA & IVAMOTO, 2015). 

 

Figura 2. Vias de biossíntese de isoprenóides em café: via do mevalonato 
(MVA) e via do não mevalonato (MEP). Setas cheias indicam 
reações já conhecidas; setas pontilhadas indicam hipótese de reação 
enzimática. 

 
Fonte: (adaptado de PEREIRA & IVAMOTO, 2015) 

A via MVA consiste em seis reações enzimáticas, cuja enzima 

chave é 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA reductase (HMGR) (DARABI et al., 

2012). A família do gene HMGR apresenta um domínio conservado entre as 
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plantas e outros organismos. A essa família atribui-se importância por tratar-se 

de um elemento chave durante o desenvolvimento vegetal (DARABI et al., 

2012). HMGR catalisa reações de conversão de HMG-CoA em mevalonato, é a 

enzima chave da via MVA que produz colesterol e outros isoprenóides (ISLAM 

et al., 2015).  

Tiski et al. (2011) analisaram o perfil de transcrição de duas 

Ca_HMGRs em vários tecidos de frutos de cafeeiro com o intuito de entender o 

processo de formação de isoprenóides e sugerem que há expressão 

constitutiva para uma das isoformas (CaHMGR2), enquanto que a isoforma 

CaHMGR1 apresenta expressão temporal tecido-específica. 

Outra enzima da via MVA, que juntamente com Ca_HMGR 

será foco desse trabalho, é a mevalonate diphosphate decarboxylase 

(Ca_MPDC), que é responsável pela conversão de mevalonate 5-

pyrophosphate (MVPP) em iso-pentenyl diphosphate (IPP) e dimethylallyl 

diphosphate (DMAPP). Ambos são utilizados como unidades básicas na 

biossíntese de isoprenóides, incluindo esteróis e carotenóides (PEREIRA & 

IVAMOTO, 2015).  

Na via MEP, a enzima-chave é 1-deoxy-5-xylulose phosphate 

reductoisomerase (DXR). A inibição de DXR pode ser limitante para a produção 

de isoprenóides por esta via (GALATA & MAHMOUD, 2012). Nenhum estudo 

de expressão de DXR em café foi encontrado até o momento. Nesta via, 

isopentenyl diphosphate synthase (IDS) desempenha função similar a enzima a 

Ca_HMGR na via MVA, produzindo IPP e DMAPP, no entanto, seu precursor é 

uma molécula de hydroxyl-methyl butenyl diphosphate (HMBPP). Portanto, os 

genes que codificam as enzimas Ca_DXR e Ca_IDS também são focos de 

estudo neste trabalho. 

 

2.6. CITOCROMO P450 (Cyt P450) 

As enzimas Cyt P450 catalisam reações de monoxigenase 

utilizando NADPH e/ou NADH para reduzir a molécula de dióxido de carbono 

atmosférico em um produto orgânico funcional e uma molécula de água 

(SCHULER, 1996). Segundo Nelson e Werck-Reichhart (2011), 1.461 

sequências de Cyts P450 foram anotadas em vertebrados, 2.137 em insetos, 

2.960 em fungos, 1.042 em bactérias, 27 em Archaea e 2 em vírus (Mimivirus). 
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O número de Cyt P450 anotadas e nomeadas em plantas é ainda maior: 5.100 

(NELSON & WERCK-REICHHART, 2011).  

Os genes que codificam para Cyt P450 são membros de uma 

das mais versáteis e funcionais superfamílias de enzimas encontradas na 

natureza (JACKSON et al., 2002; NELSON, 2006). Desta maneira, Cyts P450 

são extremamente abundantes, chegando a compor cerca de 1% dos genes 

totais em alguns genomas de plantas, como o de Arabidopsis sp (NELSON, 

2006).  

As Cyts P450 estão envolvidos em diversas funções, tais 

como: desenvolvimento de barreiras de água, formação sistema vascular, 

lignificação para suporte estrutural da planta, produção de mecanismos de 

sinalização de defesas, atração de polinizadores, produção de toxinas para 

defesa contra herbívoros e patógenos (LEE et al.,2010; GUTENSOHN et al., 

2014). Por esta razão, há interesse em conseguir entender os níveis de 

expressão de genes relacionados a metabólitos secundários de algumas 

plantas, visto que além das propriedades anteriormente citadas, as Cyt P450 

também são responsáveis por outras características desejáveis, tais como 

sabor, proteção contra insetos e biofumigação (HALKIER & GERSHENZON, 

2006). Do mesmo modo, genes Cyt P450 também estão relacionados à 

produção de cafestol e caveol. 

Em cafeeiros, Ivamoto et al. (2015) encontraram no banco de 

dados CafEST, 342 Cyts P450 em café, dentre estes 87 sequências são Cyts 

P450 monooxigenases, que foram classificadas em 28 diferentes famílias. 

Além disso, Ivamoto (2012) caracterizou molecularmente sete genes Cyt P450, 

sendo que cinco destes, Ca_19, Ca_28, Ca_33, Ca_37 e Ca_107, 

demonstraram padrão de expressão relacionado ao acúmulo de diterpenos em 

café, portanto este autor estabeleceu uma hipótese onde tais genes se 

enquadrariam na via de biossíntese de diterpenos, conforme pode ser 

observado na Figura 3. 
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Figura 3. Hipótese da via de biossíntese de cafestol e caveol com a inclusão 
dos genes candidatos de Cyts P450 identificados e propostos por 
Ivamoto (2012). Linhas pontilhadas indicam possíveis reações 
enzimáticas. 

 

Fonte: Ivamoto (2012) 
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3. OBJETIVOS 

Avaliar a expressão de genes que codificam enzimas das vias 

de biossíntese MVA (enzimas HMGR e MPDC) e MEP (enzimas DXR e IDS) e 

de Cyts 450 em função da idade dos frutos, sistema de cultivo e teor de 

diterpenos no endosperma de frutos de cafeeiros. 

 

3.1. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Analisar o perfil transcricional dos genes Ca_HMGR, Ca_DXR, Ca_IDS 

e Ca_MPDC entre frutos de 90 e 210 dias após o florescimento (DAF) 

de plantas cultivadas em SAF e a PS. 

 Analisar o perfil transcricional de quatro genes Cyts P450 em frutos de 

90 e 210DAF de plantas cultivadas sob SAF e a PS. 

 Analisar o perfil transcricional dos genes Ca_HMGR, Ca_DXR, Ca_IDS 

e Ca_MPDC em frutos de plantas que apresentam alto e baixo teor de 

cafestol e caveol. 

 Analisar o perfil transcricional de quatro genes Cyts P450 em frutos de 

plantas que apresentam alto e baixo teor de cafestol e caveol. 
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4. CAPÍTULO 1: INFLUÊNCIA DO SISTEMA DE CULTIVO NA EXPRESSÃO 

DE GENES LIGADOS À BIOSSÍNTESE DE DITERPENOS DE CAFÉ 

 

4.1. INTRODUÇÃO 

O Intergovernmental Panel on Climate Change (IPCC, 2014) 

prevê que o aumento na temperatura nos próximos anos causará impactos no 

ecossistema terrestre e marinho, na saúde, economia e produção de alimentos 

no Brasil.  

O emprego do sistema agroflorestal (SAF) entre cafeeiros e 

outras culturas perenes pode melhorar sustentabilidade do ambiente, aumentar 

a estabilidade da produção, oferecer condições microclimáticas mais 

apropriadas à produção, permitir ao produtor a obtenção de outros produtos e 

diminuir a incidência de alguns patógenos e insetos-praga como cercóspora 

(Cercospora coffieicola) e bicho-mineiro (Perileucoptera coffella) (FERRÃO et 

al., 2007). Neste sentido, a implementação de SAF entre café e outras culturas 

proporcionaria um microclima mais propício para produção do grão e maior 

captação de carbono atmosférico (JOSE, 2009). 

Ademais, evidências sugerem que a diversidade no SAF 

promove aumento da captura e processo de ciclagem de nutrientes (JOSE, 

2009), podendo mitigar os problemas de aquecimento global, visto que 

promove estocagem de carbono atmosférico em forma de biomassa (COLTRI 

et al., 2015). 

Todavia, o cafeeiro apresenta melhor crescimento e produção 

sem sombra, devido especialmente à ausência de competição por água com 

outras espécies e à diminuição na incidência de doenças como ferrugem 

(Himeleia vastatrix) e pragas como broca do café (Hypothenemus hampei) 

(FERNÃO et al., 2007).  

Estudos apontam que a menor incidência de raios solares 

reduz o nível de transcrição de fatores que regulam a expressão de genes 

(BEDNAREK et al, 2009). Ao mesmo passo, plantas como café, que 

originalmente eram encontradas em SAF, mas apresentam bom 

desenvolvimento sob altas incidências de luz, passam por reprogramação 

metabólica com o intuito de adaptar-se ao novo ambiente, o que leva à 
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alteração significativa dos níveis transcricionais de diversos genes da planta 

(MARTINS et al., 2014). 

Apesar de sua importância, não há relatos na literatura da 

regulação genes que codificam para Cyts P450 em cafeeiros cultivados sob 

SAF (sombreamento) ou a pleno sol (PS). Portanto, o presente trabalho avaliou 

os perfis transcricionais de 4 Cyts P450, além de genes que codificam para 

enzimas das vias de biossíntese de isoprenóides em frutos de cafeeiros 

cultivados SAF e a PS. 

 

4.2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.2.1. MATERIAL VEGETAL 

Foram utilizados frutos de C. arabica (cultivar IAPAR 59) 

desenvolvidos em SAF de cafeeiros conveniados com seringueiras (Figura 4) e 

a PS, em dois períodos de maturação: 90 dias após o florescimento (DAF) e 

210 DAF (Figura 5A). As coletas foram realizadas em triplicatas biológicas 

(frutos de plantas indivíduas por cada repetição) e de cada amostra foi feita 

triplicata técnica. Os frutos foram imediatamente congelados com nitrogênio 

líquido e mantidos em freezer -80ºC. 

 

Figura 4. Área de coleta em sistema agroflorestal de Coffea arabica em 
convênio com seringueiras. 
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Figura 5. A) Desenvolvimento de frutos de café, frutos verdes com 90 DAF; 
frutos vermelhos com 210 DAF (DE CASTRO & MARRACCINI, 
2006); B) Tecidos de cafeeiro utilizados: endosperma (ed) e 
perisperma (ep). 

 

Fonte: (DE CASTRO & MARRACCINI, 2006 
 

Dos frutos congelados, foram separados o endosperma e 

perisperma (Figura 5B), e o primeiro foi macerado em nitrogênio líquido para 

extração de RNA.  

 

4.2.2. EXTRAÇÃO DE RNA TOTAL E SÍNTESE DE cDNA  

O RNA total de endosperma foi extraído a partir de 2000 mg 

conforme descrito por Chang et al. (1993), seguido por tratamento com DNAse 

I. Foi verificada a integridade das amostras, avaliada por eletroforese em gel de 

agarose 1% (p/v) com tampão TAE (2 M Tris – acetato, 0,05 M EDTA), 

contendo brometo de etídio (0,5 µg.mL-1) e visualizada sob luz UV em 

transluminador. A concentração do RNA e a pureza foram determinadas 

utilizando o espectrofotômetro NanoDrop® ND-1000, com espectrometria a 260 

e 280 nm e as razões 260/280 e 260/230, sendo considerados de alta 

qualidade quando entre 1,8 e 2.  

O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado utilizando o kit 

Super Script III Transcriptase Reversa (Invitrogen), seguindo as instruções do 

fabricante, com volume final de 20 μL, a partir de 5 μg de RNA total. Para cada 

1 μg do RNA total extraído, foram adicionados 50 µM de Oligo (dT) 12-18 e 1 

mM de dNTPmix. A remoção do RNA original foi feita por meio de incubação a 

37ºC por 20 minutos com 2 unidades de RNase H (Invitrogen).  
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4.2.3. ANÁLISE TRANSCRICIONAL POR RT-qPCR  

Quatro contigs para Cyt P450 foram escolhidos por estarem 

potencialmente envolvidos nas etapas finais da via metabólica de cafestol e 

caveol (IVAMOTO, 2012). Os genes aqui descritos como Ca_28, Ca_33, 

Ca_37 e Ca_107 participam da biossíntese de metabólitos secundários das 

plantas e possuem similaridade com monooxigenases (IVAMOTO, 2012). Os 

oligonucleotides iniciadores (primers) utilizados (Tabela 2) foram descritos por 

Ivamoto (2012). Para cada amostra biológica foram efetuadas três repetições 

analíticas e o normalizador utilizado foi o gene GAPDH, que foi selecionado a 

partir de trabalhos prévios de expressão gênica em cafeeiros 

(BARSALOBRES-CAVALLARI et al., 2009; CRUZ et al., 2009). 

 

Tabela 2. Sequência de primers para qPCR de Cyt P450 ligados à biossíntese 
de cafestol e caveol. 

Primer Sequência forward (5’-3’) Sequência reverse (5’-3’) Eficiência 

Ca_37 GTCAGTCCTGGACGCTGTTA AGGTGGTGGAGGGCATGTAG 91,9 % 

Ca_28 TCTTCGCCTTACGCATTGGT CGTGAGGAAAGGGCTTTGTC 97,4 % 

Ca_33 CGCCAGTCCCACTACTCGTT GCCCAAGCGTTCACCATTAC 99,45 % 

Ca_107 TCGGGCTTACCAACCAAAAA GATGTGGTCGAGGCTTTCCA 110 % 

GAPDH CAAGGACAAGGCTGCTGCTCA TGGGTGCATCCTTGCTAGGAG 100 % 

Fonte: (IVAMOTO, 2012) 

Ainda neste estudo, foi avaliada a expressão dos genes das vias 

MVA e MEP de biossíntese de isoprenóides: Ca_HMGR, Ca_DXR, Ca_IDS e 

Ca_MPDC. Os primers foram desenhados no programa Primer Express (Tabela 

3), o tamanho do amplicon foi de 100 pb e temperatura de melting de 60ºC, foi 

verificado a não formação de dímeros e de hairpins. Para cada amostra biológica 

foram realizadas três repetições analíticas e o normalizador foi o gene GAPDH, 

selecionado com base em trabalhos prévios de expressão gênica em cafeeiros 

(BARSALOBRES-CAVALLARI et al., 2009; CRUZ et al., 2009).  

 

Tabela 3. Sequência de primers para qPCR de genes que codificam para 
enzimas das vias MEP e MVA para avaliação da expressão gênica. 

Primer Sequência forward (5’-3’) Sequência reverse (5’-3’) Eficiênia

CaHMGR_3 CCACTACGGAGGGCTGTTTG CATCCCATCTCTCAACAGGATACC 100 % 
CaIDS_1 ATTGGACAATGGCGGTGCTA AACTTTACCCCCAGCATTCACA 100 % 

CaMPDC_3 CCCAGACGCCCACCAATATA CAAGGGTGACGCTGATGCT 100 % 
CaDXR_3 CCACGCCTTGATCTTTGCA CCCAGCAGCATATGCGAGTT 97% 
GAPDH CAAGGACAAGGCTGCTGCTCA TGGGTGCATCCTTGCTAGGAG 100 % 
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Para análise de expressão única, foi feita PCR comum das 

amostras, todas elas apresentaram apenas um amplicon, como esperado no 

desenho dos primers. 

A expressão dos genes selecionados foi detectada por meio de 

PCR em Tempo Real (qPCR) no equipamento 7500 Fast Real-Time PCR 

System (Applied Biosystems). As reações de quantificações relativas foram 

feitas em triplicatas técnicas com o kit SYBR Green qPCR Master Mixes 

(Thermo Scientific), conforme recomendação do fabricante. Para cada reação 

foram utilizados 5 µL de SYBR Green, 0,5 µL de primers forward e reverse, 1 

µL de cDNA e 3 µL de água MilliQ autoclavada, totalizando volume de reação 

de 10 µL. Para a reação, foi utilizado o programa, com denaturação de 95ºC 

por 10 segundos, seguido de 40 ciclos de 95ºC por 15 segundos e 60ºC por 1 

minuto. 
A linha de base foi coletada entre os ciclos 3 e 15 e todos as 

amplificações foram analisadas utilizando um valor fixo de threshold para a 

obtenção dos quantification cycle (Cq). O cálculo de expressão relativa (RQ) foi 

feito de acordo com a metodologia desenvolvida por LIVAK & SCHMITTGEN 

(2001), utilizando a fórmula: RQ = 2-∆Cq, onde ∆cq= Cq do gene alvo – Cq do 

controle endógeno. 

 

4.2.4. ANÁLISE ESTÁTISTICA 

Os dados de RQ foram transformados para Log2, para que 

entrassem em distribuição normal. A análise estatística foi utilizado o programa 

Assistat (SILVA & AZEVEDO, 2009), a diferença entre tratamentos foi 

averiguada pela análise de variância – ANOVA e quando significativa, aplicou-

se o teste t de Student para avaliação do contraste de médias (P<0,05).  

 

4.3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.3.1. EXPRESSÃO DE GENES QUE CODICAM PARA ENZIMAS DAS VIAS 

MEP E MVA 

Para os genes da via MVA, houve maior expressão de 

Ca_HMGR em frutos cultivados sob SAF 210 DAF (Figura 6A), seguido de PS 

90 DAF e por fim PS 210 DAF e SAF 90 DAF, que não diferiram 
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estatisticamente. Para Ca_MPDC um padrão similar foi observado, com a 

maior expressão em frutos desenvolvidos sob SAF 210 DAF e PS 90 DAF, 

seguida por PS 210 DAF e SAF 90 DAF. 

 

Figura 6. Padrão de expressão de genes da via MVA (Ca_HMGR e 
Ca_MPDC) de biossíntese de isoprenóides de Coffea arabica em 
frutos com 90 DAF e 210 DAF de plantas cultivadas a PS e em 
SAF. A abundância relativa dos transcritos foi normalizada 
utilizando o gene GAPDH como controle endógeno. Os dados no 
gráfico correspondem à média +/- desvio padrão de 3 repetições A) 
Expressão gênica relativa de Ca_HMGR; B) Expressão gênica 
relativa de Ca_MPDC. 

 

 

HMGR é uma enzima-chave na formação dos isoprenóides. 

Sua expressão é controlada tanto por fatores bióticos e abióticos, dentre eles 

intensidade luminosa (STERMER et al., 1994). Alguns trabalhos demonstram 

que vários fotorreceptores participam repressão de HMGR em plântulas de 

Arabidopsis sp. (RODRIGUEZ-CONCEPCION, 2004), ou seja, quanto menor a 

incidência de luz mais expresso esses genes serão. 

As enzimas MPDC e HMGR têm sido amplamente estudadas 

na medicina, com potencial de inibir a síntese de colesterol (VINOKUR et al., 

2015; KIM et al., 2014). Alguns trabalhos acreditam ainda no potencial de 

MPDC como inibidor seletivo de bactérias, servindo como uma opção para 

problemas de resistência a antibióticos (BARTA et al., 2012).  

Apesar da sua grande importância e da existência em todos os 

reinos (HUANG et al., 2013), pouco se sabe sobre a regulação de MPDC em 

plantas. Nenhum trabalho foi relatado na literatura sendo este, portanto, o 
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primeiro que evidencia a regulação de Ca_MPDC em função do sistema de 

cultivo em cafeeiros (sombreado ou a PS). 

Os genes da via MEP, Ca_DXR e CA_IDS (Figura 7A e B) 

também apresentaram entre si o mesmo padrão de expressão, sendo mais 

expressos em PS em frutos com 210 DAF e SAF 90DAF, seguido dos demais 

tratamentos que não se distinguiram significativamente. 

 

Figura 7. Padrão de expressão de genes da via MEP (Ca_DXR e Ca_IDS) de 
biossíntese de isoprenóides de Coffea arabica em frutos com 90 DAF 
e 210 DAF de plantas cultivadas a PS e em SAF. A abundância 
relativa dos transcritos foi normalizada utilizando o gene GAPDH 
como controle endógeno. Os dados no gráfico correspondem à 
média +/- o desvio padrão de 3 repetições A) Expressão gênica 
relativa de Ca_DXR; B) Expressão gênica relativa de Ca_IDS. 

 
 

Yao et al. (2008) relataram que a expressão de DXR ocorre em 

raiz, caule e folhas de Cyanae acuminata, sugerindo que sua expressão é 

constitutiva, mas em diferentes níveis, em função do tecido, estes mesmos 

autores monitoraram as mudanças na expressão sob tratamento de Metil 

Jasmonato (MeJa) e relataram que DXR é altamente induzido pelo fito-

hormônio, voltando à níveis mais baixos de expressão após algum tempo. Em 

Salvia miltiorrhiza, DXR foi diferencialmente expresso em vários tecidos e foi 

encontrado em maiores níveis em folhas, seguidos por raiz e caule (YAN et al., 

2009), mas uma vez sugerindo expressão constitutiva. 

Não foi evidenciado padrão entre expressão de DXR e idade 

dos frutos, o que sugere que esse gene não participa do processo de 

amadurecimento dos frutos. Rodríguez-Concepción et al. (2001), relatam que o 

aumento na biossíntese de carotenóides durante o amadurecimento da fruta 
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não tem relação com a expressão de DXR, o que corrobora com os dados aqui 

observados. 

Com relação a Ca_IDS, nenhum trabalho de expressão gênica 

foi encontrado. Possivelmente este é o primeiro relato de regulação de 

expressão deste gene em café. É interessante notar que a expressão tanto de 

Ca_DXR como Ca_IDS apresentaram o mesmo padrão, sugerindo que as 

expressões desses genes são influenciadas pelas mesmas variáveis. 

A expressão desses genes ainda pode ser influenciada pelas 

condições edafoclimáticas no sistema de cultivo, que não foram aferidas nesse 

trabalho. 

 

4.3.2. EXPRESSÃO RELATIVA DE GENES Cyt P450  

O gene Ca_28 (Figura 8) apresentou maior expressão em 

frutos com 210DAF de plantas cultivadas a PS, seguida por PS 90DAF e SAF 

210DAF e por último, frutos coletados em SAF 90DAF. Os frutos de plantas 

cultivadas a PS tiveram expressões maiores do que as observadas em frutos 

de plantas sob SAF, quando comparadas com a respectiva idade entre os 

sistemas de cultivo. 

 

Figura 8. Padrão de expressão de Ca_28 de Coffea arabica em frutos de 
plantas cultivadas a PS e SAF em 90 DAF e 210 DAF. A abundância 
relativa dos transcritos foi normalizada utilizando o gene GAPDH 
como controle endógeno. Os dados no gráfico correspondem média 
+/- o desvio padrão de 3 repetições.  

 
 

O gene Ca_28 é similar aos Cyts P450 pertencentes à família 

CytP82 de plantas e participam da biossíntese de homoterpenos (IVAMOTO, 
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2012), como 4,8-dimethylnona-1,3,7-triene (DMNT) e 4,8,12-trimethyltrideca-

1,3,7,11-tetraene (TMTT) (BOLAND & GABLER, 1989). Além da função de 

atração de polinizadores, DMNT e TMTT também atraem predadores de 

insetos herbívoros em folhas danificadas (THOLL et al., 2011). Tholl et al. 

(2011) propuseram que esses compostos são produzidos na via MVA de 

biossíntese de diterpenos em Arabidopsis sp. (Figura 9). Embora, pouco se 

saiba sobre estes homoterpenos em cafeeiros, possivelmente Ca_28 atua na 

mesma via proposta para Arabidopsis sp., participando na síntese de 

isoprenóides em cafeeiros no citosol. 

 

Figura 9. Esquema subcelular da biossíntese de homoterpenos DMNT e TMTT 
em Arabidopsis sp. produzidos na via MVA. 

 

Fonte: (THOLL et al., 2011) 

Brillada et al. (2013) evidenciaram que em Lotus japonicus 

transgênicas TMTT e DMNT são reguladas por alamethicin (antibiótico 

produzido por fungos) e também por ácaros. Outro trabalho realizado com 

Arabidopsis sp. também evidencia a indução de expressão de TMTT por 

alamethicin e por larvas de Plutella xylostella (HERDE et al., 2008). Embora 

neste trabalho seja evidente a maior expressão de Ca_28 em frutos de plantas 

cultivadas a PS, indicando a influência da luz na regulação deste gene, essa 
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diferença também pode ser devida a maior incidência de pragas nesse sistema 

de cultivo do que em SAF, ou a influência de ambos. 

O gene Ca_33 (Figura 10) foi mais expresso aos 210 DAF em 

frutos de plantas cultivadas a PS, seguido por SAF 210DAF, PS 90 DAF e SAF 

90 DAF. Todas as amostras diferiram estatisticamente. Assim como para 

Ca_28, a expressão de Ca_33 foi superior em frutos cultivados a PS quando 

comparados com frutos da mesma idade de plantas cultivadas em SAF. 

 

Figura 10. Padrão de expressão de Ca_33 de Coffea arabica em frutos de 
plantas cultivadas a PS e SAF em 90 DAF e 210 DAF. A 
abundância relativa dos transcritos foi normalizada utilizando o 
gene GAPDH como controle endógeno. Os dados no gráfico 
correspondem média +/- o erro padrão de 3 repetições.  

 
 

Ca_33 tem função na biossíntese de monoterpenos e foi 

correlacionado com a produção de cafestol e caveol (IVAMOTO, 2012). 

Mochizuki et al. (2011) observaram que a expressão de monoterpenos em 

Chamaecyparis obtusa é dependente de temperatura, isso explicaria a maior 

expressão em 210DAF a PS.  

O gene Ca_37, ao contrário dos demais genes em estudo, 

participa do metabolismo primário das plantas e faz parte da subfamília CytP74 

(IVAMOTO, 2012) que participa da defesa da planta contra herbívoros, 

patógenos e estresse abiótico (KOEDUKA et al., 2015). Ca_37 foi induzido 

apenas em frutos de 210 DAF cultivados a PS (Figura 11), não havendo 

diferença significativa entre os demais tratamentos. Possivelmente a expressão 

desse gene foi afetada por ataque de algum patógeno presente nesse sistema 

de cultivo. 
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Figura 11. Padrão de expressão de Ca_37 de Coffea arabica em frutos de 
plantas cultivadas a PS e SAF em 90 DAF e 210 DAF. A 
abundância relativa dos transcritos foi normalizada utilizando o 
gene GAPDH como controle endógeno. Os dados no gráfico 
correspondem média +/- o erro padrão de 3 repetições.  

 
 

Ca_37 tem a função enzimática de aleno óxido sintase (AOS) e 

hidroperoxiliase (HPL) (IVAMOTO, 2012), que participam da biossíntese de  

jasmonato e compostos voláteis de 6 carbonos respectivamente (KOEDUKA et 

al., 2015), além de participarem em inúmeras vias metabólicas (HOWE et al., 

2000). 

Estudos demonstram em tomate, que tanto AOS e HPL são 

mais expressos quando a planta é danificada por larvas de insetos (HOWE et 

al., 2000). Em Arabidopsis sp., AOS é uma das enzimas-chave da biossíntese 

de jasmotato (JA) e é encontrada dentro dos plastídeos (Figura 12) (HAGA & 

IINO, 2004; SVYATYNA & RIEMANN, 2012). Outros estudos relatam que a luz 

tem função central para regular a biossíntese e sinalização da via de JA, e 

possui implicações para as vias de resposta a estresses (CARVALHO et al., 

2011), o que explica o porquê deste gene ter sido mais expresso em PS para 

frutos com 210 DAF, porém não dá suporte à expressão observada aos 90 

DAF no mesmo sistema de cultivo. 
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Figura 12. Reação enzimática de aleno óxido sintase em plastídeos de 
Arabidopsis sp.: conversão de 13-HPOT em aleno óxido. 

 
Fonte: (SVYATYNA & RIEMANN, 2012) 

Nenhum estudo em café, com CytP74 AOS ou HPL, levando 

em consideração a luz, foi relatado no momento, além disso, apenas Ivamoto 

(2012) relatou a presença de um gene putativo em Coffea sp. Acredita-se que 

esse gene aja da mesma forma que em Arabidopsis sp.: nos plastídeos, 

participando na via MEP de biossíntese de isoprenóides. 

O gene Ca_107 (Figura 13) foi mais expresso em frutos com 

210 DAF a PS, seguido de PS 90DAF, SAF 90 DAF e SAF 210 DAF. Todas as 

amostras diferiram estatisticamente. A expressão de Ca_107 em frutos 

desenvolvidos a PS, independente da idade dos mesmos, é maior do que a 

observada em frutos de plantas cultivadas sob SAF. 
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Figura 13. Padrão de expressão de Ca_107 de Coffea arabica em frutos de 
plantas cultivadas a PS e SAF em 90 DAF e 210 DAF. A 
abundância relativa dos transcritos foi normalizada utilizando o 
gene GAPDH como controle endógeno. Os dados no gráfico 
correspondem média +/- o desvio padrão de 3 repetições.  

 
 

Esse gene pertence à família CYP701 (IVAMOTO, 2012), cujos 

membros são descritos como ent-caureno oxidase (MORRONE et al., 2011). 

Estes realizam três reações de catálise nas etapas iniciais de biossíntese de 

giberelinas e brassinoesteróis, e seu último produto é considerado o precursor 

dos diterpenos cafestol e caveol. Não foram encontrados trabalhos até o 

presente momento que relatem e comparem o perfil de expressão desse gene 

em diferentes tecidos ou em plantas cultivadas a PS e em SAF, em café. 

Tanto o metabolismo primário, quanto o secundário passam 

por reprogramação em condições de alta incidência de luz. Isso pode ser 

esperado dada a natureza séssil do crescimento das plantas, juntamente com a 

sobrevivência em um ambiente em constante mudança, o que exige que o 

metabolismo da planta opere de forma extremamente dinâmica (MARTINS et 

al., 2014). 

Martins et al. (2014) sugerem também que para espécies, tais 

como café, que evoluíram em habitats de sombra, mas podem se desenvolver 

com sucesso sob condições de plena luz, o gasto energético por meio da 

reprogramação metabólica pode ser crucial para o aumento do crescimento, da 

capacidade fotossintética e da aptidão quando a energia da luz é abundante. 

Geromel et al. (2008), por sua vez, sugerem que a luz modifica a expressão de 

genes em grãos de café e que transcritos de CaSUS1 acumulam-se durante o 

desenvolvimento precoce do endosperma.  
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Este, portanto, é o primeiro trabalho que busca evidenciar a 

expressão de genes em endosperma de frutos de café cultivados sob SAF e 

PS; contudo, muito ainda deve ser feito para comprovar as teorias aqui 

propostas. Correlacionar dados genéticos a bioquímicos, por exemplo, é uma 

opção que pode ajudar a elucidar diversos pontos levantados pelo estudo 

apresentado. 

 

4.4. CONCLUSÃO 

Os genes que codificam enzimas da via MVA (Ca_HMGR e 

Ca_MPDC) demonstraram similaridade de expressão, havendo maior 

expressão em frutos com 210 DAF cultivados sob SAF. Da mesma maneira os 

genes que codificam para enzimas da via MEP (Ca_DXR e Ca_IDS) também 

apresentam padrões de expressão similares, apresentando maiores 

expressões em frutos com 210 DAF e 90 DAF em PS e SAF, respectivamente. 

Esses genes têm suas expressões relacionadas com o 

microclima do sistema de cultivo, porém não se pode aferir que apenas essas 

variáveis atuaram no experimento, sendo essas plantas afetadas por um 

contraste de variáveis que ocorrem em cada sistema de cultivo, não avaliadas 

nesse trabalho. 
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5. CAPÍTULO 2:  ANÁLISE TRANSCRICIONAL DE GENES DA 

BIOSSÍNTESE DE DITERPENOS EM PLANTAS COM ALTO E BAIXO 

TEOR DE CAFESTOL E CAVEOL 

 

5.1. INTRODUÇÃO 

Os lipídios são importantes componentes ligados ao sabor e 

aroma da bebida de café (KITZBERGER et al., 2013), além de serem ricos em 

diterpenos, que são metabólitos secundários produzidos pelas plantas. Os 

diterpenos de café são da família Caureno e os dois principais são cafestol 

(C20H28O3) e caveol (C20H26O3). 

Vários trabalhos demonstram os efeitos benéficos dos 

diterpenos na saúde humana como elevação das enzimas hepáticas 

(BOEKSCHOTEN et al., 2004), atividade antioxidante (LEE & JEONG, 2007), 

anticarcinogênica (CAVIN et al., 2002), anti-inflamatória (CÁRDENAS et al., 

2011) e propriedades anti-angiogênicas (CÁRDENAS et al., 2011; WANG et al., 

2012), além de efeitos protetores contra afla-toxina B1 (CAVIN et al., 1998). 

Porém, o cafestol foi relacionado com o aumento do colesterol sérico 

(URGERT et al., 1997). Os diterpenos também têm atraído interesse 

substancial como biopesticidas e atividade de anti-herbivoria (PATERAKI et al., 

2015), e também na qualidade de bebida do café (CAVIN et al., 2002).  

A produção de café de alta qualidade depende de três fatores 

principais: o recurso genético, condições ambientais e de boas práticas 

agrícolas principalmente associadas a colheita e pós-colheita. As condições 

ambientais são de difíceis controle pelo produtor, enquanto que o recurso 

genético depende da escolha da variedade de café e de sua proveniência 

(BOSSELMANN et al. 2009). O conhecimento acerca da composição dos grãos 

pode permitir melhor aproveitamento da diversidade genética de café existente 

no país e é uma ferramenta útil para ampliar o mercado de exportação, manter 

a qualidade e a competitividade (KITZBERGER et al, 2013). 

Nesse sentido, cafeeiros da coleção da Etiópia do Instituto 

Agronômico do Paraná com produção de alto e baixo nível de cafestol e/ou 

caveol foram previamente determinados por Pagiatto (2013). O perfil 

transcricional de genes que participam da biossíntese desses diterpenos, foram 
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pela primeira vez elucidados em endosperma de café no capítulo anterior, com 

o intuito de melhor compreender a atuação desses genes e posteriormente 

estas informações serem utilizadas em programas de melhoramento. No 

presente trabalho foram utilizadas essas plantas descritas por Pagiatto (2013) 

para avaliação do envolvimento de genes relacionados a biossíntese de 

diterpenos com o acúmulo de cafestol e caveol. 

 

5.2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

5.2.1. MATERIAL VEGETAL 

Foram utilizados frutos de 90 DAF de C. arabica da coleção 

proveniente da Etiópia pertencente ao Instituto Agronômico do Paraná (IAPAR). 

As coletas foram realizadas em triplicatas biológicas (frutos de uma única 

planta por cada repetição), dos cafeeiros denominados como: E88/34, 

E159/180, E261/52, E139/54, E270/44, E287/29, E268/67, E81/41, E183/138 e 

E57/497. Durante à coleta, os frutos foram congelados com nitrogênio líquido e 

mantidos em freezer -80ºC. 

A partir dos frutos congelados, foram separados o endosperma 

e perisperma (Figura 14). O endosperma foi macerado em nitrogênio líquido 

para extração de RNA.  

 

Figura 14. A) Desenvolvimento de frutos de café, fruto verde com 90 DAF;  
fruto vermelho com 210 DAF (DE CASTRO & MARRACCINI, 2006); 
B) tecidos de cafeeiro utilizados: endosperma (ed) e perisperma 
(ep) 

 
Fonte: (DE CASTRO & MARRACCINI, 2006) 
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Pagiatto (2013) aferiu as concentrações de cafestol e de caveol 

por cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) da coleção da Etiópia do 

IAPAR, incluindo os 10 genótipos aqui estudados (Figura 15) 

Figura 15. Teor de cafestol e caveol dos genótipos utilizados nesse trabalho, 
determinados por CLAE. 

 
Fonte: (PAGIATTO, 2013) 

 
Os genótipos foram divididos em grupos de acordo com as 

relação entre o teor de caveol e cafestol (cav/caf). O Grupo 1 contém os 

acessos que apresentam m9aiores níveis de caveol, o Grupo 2 pelos que 

apresentam maiores níveis de cafestol (Tabela 4) e por fim, o Grupo 3 pelos 

genótipos que que apresentam altos índices de diterpenos totais (cav + caf) 

(Tabela 5). 

 

Tabela 4. Acessos da Etiópia da coleção do IAPAR e suas respectivas 
relações entre caveol e cafestol determinadas por CLAE 
(PAGIATTO, 2013). Grupo 1: maiores concentrações de caveol; 
Grupo 2: maiores concentrações de cafestol e Grupo 3: 
concentração alta de cafestol e caveol 

Grupo de Estudo 
Acessos da 

Etiópia 
Diterpeno em maior quantidade 

Concentração 
de diterpenos 

1 E 88/34 Cav 3,44* 
1 E 159/180 Cav 3,09* 
1 E 261/52 Cav 2,11* 
2 E 139/54 Caf 0,3* 
2 E 270/44 Caf 0,26* 
2 E 268/67 Caf 0,14* 
3 E 81/41 Caf e Cav 2389,7** 
3 E 183/138 Caf e Cav 2128,13** 
3 E 57/497 Caf e Cav 2056,14** 

*cav/caf 
**caf + cav 
Fonte: (PAGIATTO, 2013) 
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5.2.2. EXTRAÇÃO DE RNA TOTAL E SÍNTESE DE cDNA  

O RNA total de endosperma foi extraído a partir de 2000 mg 

conforme descrito por Chang et al. (1993), seguido por tratamento com DNAse 

I. Foi verificada a integridade das amostras, avaliada por eletroforese em gel de 

agarose 1% (p/v) com tampão TAE (2 M Tris – acetato, 0,05 M EDTA), 

contendo brometo de etídio (0,5 µg.mL-1) e visualizada sob luz UV em 

transluminador. A concentração do RNA e a pureza foram determinadas 

utilizando o espectrofotômetro NanoDrop® ND-1000, com espectrometria a 260 

e 280 nm e as razões 260/280 e 260/230.  

O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado utilizando o kit 

Super Script III Transcriptase Reversa (Invitrogen), seguindo as instruções do 

fabricante, com volume final de 20 μL, a partir de 5 μg de RNA total. Para cada 

1 μg do RNA total extraído, foram adicionados 50 µM de Oligo (dT) 12-18 e 1 

mM de dNTPmix. A remoção do RNA original foi feita por meio de incubação a 

37ºC por 20 minutos com 2 unidades de RNase H (Invitrogen).  

 

5.2.3. ANÁLISE TRANSCRICIONAL POR qPCR  

A expressão dos genes selecionados foi detectada por meio de 

PCR em Tempo Real (qPCR) no equipamento 7500 Fast Real-Time PCR 

System (Applied Biosystems). As reações de quantificações relativas foram 

feitas com o kit SYBR Green qPCR Master Mixes (Thermo Scientific), conforme 

recomendação do fabricante. Para cada reação foram utilizados 5 µL de SYBR 

Green, 0,5 µL de primers forward e reverse, 1 µL de cDNA e 3 µL de água 

MilliQ autoclavada, totalizando volume de reação de 10 µL. Para a reação, foi 

utilizado o programa, com denaturação de 95ºC por 10 segundos, seguida 40 

ciclos de 95ºC por 15 segundos e 60ºC por 1 minuto. 

A linha de base foi coletada entre os ciclos 3 e 15 e todos as 

amplificações foram analisadas foram analisadas utilizando um valor fixo de 

threshold para a obtenção dos quantification cycle (Cq). O cálculo de 

expressão relativa (RQ) foi feito de acordo com a metodologia desenvolvida por 

Livak & Schmittgen (2001), utilizando a fórmula: RQ = 2-∆Cq, onde ∆cq= Cq do 

gene alvo – Cq do controle endógeno.  
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A expressão dos mesmos genes descritos no Capítulo 1 será 

avaliada neste trabalho e os primers utilizados estão listados nas Tabelas 1 e 

2. 

 

5.2.4. ANÁLISE ESTÁTISTICA 

Para que os dados entrassem em distribuição normal, estes 

foram convertidos utilizando Log2. Para a análise estatística foi utilizado o 

programa Assistat (SILVA & AZEVEDO, 2009), a diferença estatística foi 

averiguada pela análise de variância – ANOVA e para localização das 

diferenças foi feito o teste t de Student (P<0,05).  

Correlações de Pearson (P<0,05) foram estimadas entre os 

teores de caveol e cafestol obtidos por Pagiatto (2013) dos genótipos da 

Etiópia avaliados neste trabalho e a expressão dos genes Cyt P450 e das vias 

de biossíntese de isoprenóides MVA e MEP. 

 

5.2.5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.2.6. EXPRESSÃO RELATIVA DE GENES DAS VIAS MVA E MEP 

No Grupo 1, o gene Ca_HMGR foi mais expresso no genótipo 

E159/180 (Figura 16A), não diferindo nos demais genótipos. O gene Ca_MPDC 

(Figura 16B) foi mais expresso genótipo E261/52 e não houve diferença nos 

outros acessos. Ca_DXR (Figura 16C) apresentou maior expressão no 

genótipo E261/52, seguido de E88/34 e E159/180. Para o gene Ca_IDS, 

diferenças significativas na expressão não foram detectadas entre os acessos.  
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Figura 16. Padrão de expressão relativa dos genes Ca_HMGR, Ca_MPDC, 
Ca_DXR e Ca_IDS para o Grupo 1 [com maiores níveis de caveol 
determinados por CLAE (PAGIATTO,2013)]. A abundância relativa 
dos transcritos foi normalizada utilizando o gene GAPDH como 
controle endógeno. Os dados no gráfico correspondem à média +/- 
o desvio padrão de 3 repetições independentes para todos os 
genes. A) Expressão Gênica Relativa de Ca_HMGR; B) Expressão 
Gênica Relativa de Ca_MPDC; C) Expressão Gênica Relativa de 
Ca_DXR; D) Expressão Gênica Relativa de Ca_IDS. Totalidade de 
diterpenos nas respectivas amostras são: Relações de cav/caf das 
respectivas amostras são: E261/52: 2,11; E159/180: 3,09; E88/34: 
3,44. Dados em escala logarítmica de base 2.  

 

 

Fonte: (PAGIATTO,2013) 

Apenas o gene Ca_MPDC apresentou padrão de expressão 

seguindo a mesma tendência que as concentrações de caveol observadas para 

os genótipos do grupo 1 observadas por Pagiatto (2013) (Figura 17). 
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Figura 17. Concentrações de caveol determinados por CLAE para os 
genótipos do Grupo1 (PAGIATTO, 2013). 

 

Fonte: (PAGIATTO,2013) 

 

No Grupo 2, destaca-se a expressão de Ca_HMGR (Figura 

18A) no genótipo E270/44, não havendo diferença na expressão desse gene 

entre os demais genótipos do grupo. Para o gene Ca_MPDC, o genótipo que 

apresentou maior expressão foi E286/67 (Figura 18B). Para os demais genes 

(Ca_DXR e Ca_IDS, Figuras 18C e D) observa-se a mesma tendência de 

expressão no qual o genótipo E287/29 apresentou menor expressão e nos 

demais genótipos não foi detectada diferença significativa.  
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Figura 18. Padrão de expressão relativa dos genes Ca_HMGR, Ca_MPDC, 
Ca_DXR e Ca_IDS para o Grupo 2 [com maiores níveis de caveol 
determinados por CLAE (PAGIATTO,2013)]. A abundância relativa 
dos transcritos foi normalizada utilizando o gene GAPDH como 
controle endógeno. Os dados no gráfico correspondem à média +/- 
o desvio padrão de 3 experimentos independentes para todos os 
genes. A) Expressão Gênica Relativa de Ca_HMGR; B) Expressão 
Gênica Relativa de Ca_MPDC; C) Expressão Gênica Relativa de 
Ca_DXR; D) Expressão Gênica Relativa de Ca_IDS. Relações de 
cav/caf das respectivas amostras são: E286/67: 0,14; E287/29: 
0,25; E270/44: 0,26; E139/54: 0,3. Dados em escala logarítmica de 
base 12.  

 
Fonte: (PAGIATTO,2013) 

 
Se comparada a Figura 18 com a Figura 19, observa-se que 

não há tendência na expressão do gene Ca_MPDC nos genótipos com as 

concentrações de cafestol relatada por Pagiatto (2013).  

 



48 
 

Figura 19. Concentrações de cafestol determinados por CLAE para os 
genótipos do Grupo 2 (PAGIATTO, 2013).  

 
Fonte: (PAGIATTO,2013) 

 
 

Para o Grupo 3, os genes Ca_HMGR e Ca_DXR (Figura 20A e 

C) não apresentaram diferença de expressão entre os genótipos. Ca_MPDC 

(Figura 20B) foi igualmente expresso nos genótipos E57/497 e E183/138, 

seguidos por E81/41. Já para Ca_IDS (Figura 20D) os genótipos com maior 

expressão foram E183/138 e E81/41, seguidos por E57/497.  
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Figura 20. Padrão de expressão relativa dos genes Ca_HMGR, Ca_MPDC, 
Ca_DXR e Ca_IDS para o Grupo 3 [com altos níveis de cafestol e 
caveol determinados por CLAE (PAGIATTO,2013)]. A abundância 
relativa dos transcritos foi normalizada utilizando o gene GAPDH 
como controle endógeno. Os dados no gráfico correspondem à 
média +/- o desvio padrão de 3 repetições independentes para 
todos os genes. A) Expressão Gênica Relativa de Ca_HMGR; B) 
Expressão Gênica Relativa de Ca_MPDC; C) Expressão Gênica 
Relativa de Ca_DXR; D) Expressão Gênica Relativa de Ca_IDS. 
Totalidade de diterpenos nas respectivas amostras são: E57/497: 
2056,14; E183/138: 2128,13; E81/41: 2389,7. Dados em escala 
logarítmica de base 2.  

 
Fonte: (PAGIATTO,2013) 

 

Não houve padrão de expressão dos genes das vias MVA e 

MEP com as concentrações de cafestol (Figura 21A) e caveol (Figura 21B) do 

Grupo 3. 
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Figura 21. Concentrações de cafestol e caveol determinados por CLAE 
(PAGIATTO, 2013) para os genótipos do Grupo 3. Os dados no 
gráfico correspondem à média de mg cafestol/100mg de base 
seca, +/- o desvio padrão de 3 experimentos independentes. A) 
concentração de Cafestol; B) concentração de Caveol. 

  

Fonte: (PAGIATTO,2013) 

 

Não há um padrão para todos os genes das vias MVA e MEP 

em estudo e os genótipos da Etiópia (Figura 22), no entanto, observa-se que 

em geral os genótipos do Grupo 2 apresentaram expressão maior dos demais 

Grupos. O Grupo 2 apresenta maior expressão do que o Grupo 3, com exceção 

para o gene Ca_HMGR (Figura 22A), onde a expressão foi maior para o Grupo 

3.  
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Figura 22. Visão geral do padrão de expressão relativa para os genes das vias MVA e 
MEP para todos os genótipos em estudo. A abundância relativa dos 
transcritos foi normalizada utilizando o gene GAPDH como controle 
endógeno. Os dados no gráfico correspondem à média +/- o desvio padrão 
de 3 repetições independentes para todos os genes. Grupo 1: E261/52, 
E159/180 e E88/34; Grupo 2: E286/67, E287/29, E270/44 e E139/54; Grupo 
3: E57/497, E183/138 e E81/41. A) Ca_HMGR, B) Ca_MPDC, C) Ca_DXR e 
D) Ca_IDS. Dados em escala logarítmica de base 2. 
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Como os Grupos foram divididos de acordo com a similaridade 

de concentração de cafestol ou caveol, esperava-se que não houvesse 

diferença significativa entre as expressões dos genótipos do mesmo Grupo, no 

entanto, isso não foi observado para os Grupos 1 e 2, apenas o Grupo 3 foi o 

único que não apresentou diferença significativa entre os genótipos que o 

pertencem para nenhum dos genes em estudo. 

 

5.2.7. EXPRESSÃO RELATIVA DE GENES Cyt P450 

Foi possível avaliar a expressão dos genes que codificam para 

Cyt P450 denominados Ca_28, Ca_33 e Ca_107, porém é interessante notar 

que o gene Ca_37 não foi expresso nos acessos da Etiópia aqui estudados. Na 

análise no capítulo anterior observamos uma alta expressão de Ca_37 em 210 

DAF mas uma expressão muito pequena em 90DAF. Análise da expressão 

deste gene em perisperma demonstrou expressão constitutiva porém muito 

pequena, cerca de cinco a dez vezes menos que o controle. (Ivamoto 2012). 

Como no estudo anterior observa-se alta expressão desse gene em 210 DAF, 

para os dois tratamentos, possivelmente o pico de expressão desse gene para 

os acessos da Etiópia sejam similares. 

Dentro do Grupo 1, Ca_28 foi mais expresso no genótipo 

E88/34 (Figura 23A), seguido de E261/52 e E159/180. Já para Ca_33 (Figura 

23B), E88/34 e E261/52 foram mais expressos do que E159/180. Enquanto 

que, Ca_107 (Figura 23C) apresentou maior expressão em E261/52, seguido 

de E88/34 e E159/180. 
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Figura 23. Padrão de expressão relativa dos genes Ca_28, Ca_33 e Ca_107 
para o Grupo 1 [com maiores níveis de caveol determinados por 
CLAE (PAGIATTO,2013)]. A abundância relativa dos transcritos foi 
normalizada utilizando o gene GAPDH como controle endógeno. 
Os dados no gráfico correspondem à média +/- o desvio padrão de 
3 repetições independentes para todos os genes. A) Expressão 
gênica relativa de Ca_28; B) Expressão gênica relativa de Ca_33, 
C) Expressão gênica relativa Ca_107. Relações de cav/caf das 
respectivas amostras são: E261/52: 2,11; E 159/180: 3,09; E88/34: 
3,44.  

 

 

Fonte: (PAGIATTO,2013) 

 

Apesar de não haver semelhança de padrões de expressão 

entre os genótipos pertencentes ao Grupo 1, observa-se uma tendência de 

expressão, onde, geralmente os genótipos E261/52 e E88/34 apresentam 

maiores níveis de transcritos de todos os genes em relação ao genótipo 

E159/180. Tendências entre a expressão gênica e o teor de cafestol não foram 

evidenciadas nos respectivos genótipos (Figura 17). 

Os genes do Grupo 2 apresentaram padrão de expressão 

semelhante (Figura 24A, B e C). Foi observada maior expressão para todos os 
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genes de Cyt P450 no genótipo E286/67, seguido por E270/44 e por E287/29 e 

E139/54, cujas expressões não diferiram significativamente. 

 

Figura 24. Padrão de expressão relativa dos genes Ca_28, Ca_33 e Ca_107 
para o Grupo 2 [com maiores níveis de cafestol determinados por 
CLAE (PAGIATTO,2013)]. A abundância relativa dos transcritos foi 
normalizada utilizando o gene GAPDH como controle endógeno. 
Os dados no gráfico correspondem à média +/- o desvio padrão de 
3 repetições independentes para todos os genes. A) Expressão 
gênica relativa de Ca_28; B) Expressão gênica relativa de Ca_33, 
C) Expressão gênica relativa Ca_107. Relações de cav/caf das 
respectivas amostras são E286/67: 0,14; E287/29: 0,25; E270/44: 
0,26; E139/54: 0,3. 

 

 

Fonte: (PAGIATTO,2013) 

 
Apesar de não haver semelhança nos padrões de expressão 

individuais entre os genótipos do Grupo 2 para cada gene avaliado, entre os 

genes houve a mesma tendência de expressão. Os dados de Pagiatto (2013), 

demonstram que há a mesma tendência de teores de cafestol nos genótipos 

(Figura 19) e padrão de expressão gênica, dando indícios de que 

possivelmente os genes que codificam para Cyts P450 estão relacionados com 

síntese/acúmulo de cafestol. 
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No Grupo 3, os genes Ca_28 e Ca_33 apresentaram o mesmo 

padrão de expressão (Figura 25A e B), não havendo diferença significativa 

entre os genótipos do Grupo 3. Já o gene Ca_107 foi igualmente expresso em 

E57/497 e E81/41, seguido por E183/138. 

 

Figura 25. Padrão de expressão relativa dos genes Ca_28, Ca_33 e Ca_107 
para o Grupo 3 [com altos níveis de caveol e cafestol determinados 
por CLAE (PAGIATTO,2013)]. A abundância relativa dos transcritos 
foi normalizada utilizando o gene GAPDH como controle endógeno. 
Os dados no gráfico correspondem à média +/- o desvio padrão de 3 
repetições independentes para todos os genes. A) Expressão gênica 
relativa de Ca_28; B) Expressão gênica relativa de Ca_33, C) 
Expressão gênica relativa Ca_107. Totalidade de diterpenos nas 
respectivas amostras são: E57/497: 2056,14; E183/138: 2128,13; 
E81/41: 2389,7. Dados em escala logarítmica de base 2. 

 

 

Fonte: (PAGIATTO,2013) 

 
 Da mesma forma que observado para os genótipos do Grupo 

1, no Grupo 3 não há tendências entre o padrão de expressão dos genes Cyt 

P450, e os teores de cafestol e caveol nos respectivos genótipos (Figura 21). 

Houve um padrão similar entre a expressão entre os grupos e 

os genes de Cyt P450.  O Grupo 2 o que apresentou maior padrão de 
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transcritos (Figura 26A, B e C), apresentando também o genótipo E286/67 com 

maior expressão entre todas as amostras em estudo.  Após o Grupo 2, o Grupo 

1 apresentou maior expressão, seguido pelo Grupo 3, que assim como para os 

genes das vias MEP e MVA, não apresentou diferença significativa para os 

genes de Cyt P450 (Figura 26A, B e C). 
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Figura 26. Visão geral do padrão de expressão relativa para os genes das vias 
MVA e MEP para todos os genótipos em estudo. A abundância 
relativa dos transcritos foi normalizada utilizando o gene GAPDH 
como controle endógeno. Os dados no gráfico correspondem à 
média +/- o desvio padrão de 3 repetições independentes para 
todos os genes. Grupo 1: E261/52, E159/180 e E88/34; Grupo 2: 
E286/67, E287/29, E270/44 e E139/54; Grupo 3: E57/497, 
E183/138 e E81/41. A) Ca_28, B) Ca_33 e C) Ca_107. Dados em 
escala logarítmica de base 2. 

 
 

5.3. CONCLUSÃO 

Em geral, não houve relação entre os padrões de expressão 

dos genes avaliados com os teores de cafestol e caveol nas plantas do Grupo 
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1 e 3, porém ficou houve padrão entre os genes Cyt P450 em plantas que 

apresentam maior concentração de cafestol (Grupos 2). 

Este é o primeiro trabalho que evidencia expressões de genes 

ligados a biossíntese de diterpenos de café em acessos da coleção da Etiópia 

do IAPAR, portanto, estudos mais aprofundados devem ser realizados com o 

intuito de avançar no conhecimento da regulação destes genes, e sua 

empregabilidade nos programas de melhoramento de café. 
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6. CONCLUSÃO GERAL  

 
 Os genes que codificam enzimas da via MVA demonstraram padrão de 

expressão similar, havendo maior expressão em frutos com 210 DAF 

cultivados sob SAF.  

 Os genes Cyt P450 apresentam maior expressão em frutos com 210 

DAF cultivados a PS. Apresentam também maior expressão quando 

cultivados a PS do que sob SAF. 

 É evidente que esses genes têm expressões relacionadas com 

incidência de luz ou, no mínimo, com o microclima do sistema de cultivo 

a PS, porém não se pode aferir que apenas essas variáveis atuaram na 

regulação da expressão gênica. 

 Não houve tendência entre os padrões de expressão dos genes 

avaliados com os teores de cafestol e caveol dos acessos pertencentes 

ao Grupo 1 e 3, porém ficou evidenciado a participação dos genes Cyt 

P450 em plantas que apresentam maior concentração de cafestol 

(Grupos 2). 

 Este é o primeiro trabalho que evidencia: 1) a expressão de genes 

associados à biossíntese de isoprenóides em endosperma de frutos de 

café; 2) a regulação da expressão desses genes em relação ao sistema 

de cultivo e à idade dos frutos; 3) teores de cafestol e caveol 

correlacionados com dados de expressão gênica.   
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