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RESUMO

O Brasil € o maior produtor e exportador mundial de café e o segundo maior
mercado consumidor. Estudos visando a melhoria da qualidade da bebida e da
tolerancia de plantas a estresses bidticos e abidticos sdo importantes para o
agronegocio café. As propriedades nutracéuticas da bebida e mecanismos de
defesa da planta estédo relacionadas aos diterpenos presentes na fragao lipidica de
graos de café, como o cafestol (Caf) e caveol (Cav). As etapas finais de biossintese
destes compostos ainda ndo foram elucidadas, mas estudos relacionados ao
metabolismo secundario de plantas indicam o envolvimento de membros da familia
génica das citocromos P450s (Cyt P450). No intuito de caracterizar aspectos
bioquimicos e genéticos da biossintese destes compostos, foram realizadas
caracterizagdes bioquimicas de diterpenos em frutos de café e a caracterizagao
molecular de genes da familia das P450s em Coffea spp. Foram quantificados por
CLAE os teores de Caf e Cav em: i) bot&o floral, flor e perisperma de frutos (30 e
210DAF e ii) frutos com 120DAF tratados com metil jasmonato 2uM (MJ). H&4 um
pico de concentragdo de Cav em perisperma de frutos aos 120DAF (284% mais
caveol do que em 90DAF), com queda acentuada aos 150DAF e 396% mais Caf em
120DAF do que em 150DAF. Ha uma inversédo nas concentragdes de Caf e Cav do
botdo floral/flor (predominio de Caf) para os frutos (predominio de Cav). A
concentragcéo de diterpenos em frutos (120DAF) tratados com 2uM metil jasmonato
(MJ) foi determinada durante o periodo de 24, 48 e 96 horas. Frutos apds 48 horas
do tratamento com MJ apresentaram a maior diferenga na concentracdo de
diterpenos em relagéo aos frutos nao tratados com um aumento de 48 e 19% de Caf
e Cav, respectivamente. Neste trabalho foram também identificadas 84 Cyt P450s
transcricionalmente ativas em Coffea spp., provenientes de sequéncias ESTs do
Projeto Brasileiro Genoma Café. Destes, oito genes candidatos foram escolhidos
para avaliacdo transcricional por gPCR em folhas, flores e frutos em 3 periodos de
desenvolvimento (90DAF, 120DAF e 150DAF). Sete genes apresentaram expresséo
diferencial entre os tecidos analisados, Os contigs C22_1 e C25_1 expressaram
mais em folhas e apresentaram baixa atividade transcricional nos demais tecidos
analisados. Por outro lado os contigs C19 2, C28 1 e C37_2 tiveram uma alta
expressao relativa em flor enquanto que os contigs C33_1 e C107_1 apresentaram
uma expressao maior em frutos com 90DAF. Esses ultimos cinco contigs tém grande
potencial de estarem envolvidos nas etapas finais da via metabdlica de Caf e Cav.

Palavras chave: Diterpenos. Cyt P450. Cafestol. Caveol. Coffea. gqPCR.

Apoio Financeiro: Consércio Pesquisa Café, CNPq e FINEP.
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ABSTRACT

Brazil is coffee largest producer and exporter, and the second largest consumer
market. Studies aiming the beverage quality improvement and plant tolerance to
biotic and abiotic stresses are important to coffee agrobusiness. Nutraceutical
properties in beverage and plant defense mechanisms are directly related to
diterpenes present in the lipid fraction of coffee beans, such as cafestol (Caf) and
kahweol (Cav). The final steps of Caf and Cav biosynthesis have not been elucidated
yet, but plant secondary metabolism studies indicate the involvement of
membersfrom cytochrome P450s gene family (Cyt P450). In order to depict genetic
and biochemical aspects of Caf and Cav biosynthesis, it was performed the
biochemical quantification of these diterpenes in coffee fruits and the molecular
characterization of members from Cyt p450’s family in Coffea spp. Levels of Caf and
Cav were quantified by HPLC on: i) bud flower, flower and fruit's perisperm (30 to
210DAF) and ii) at 120 DAF fruits treated with methyl jasmonate 2uM (MJ). The
highest concentration of Cav occured in the perisperm of 120DAF fruits (284% higher
than in 90DAF) decresing at 150DAF and 396% more Caf in 120DAF than 150DAF.
There is an inversion in the Caf and Cav concentrations from the bud flower and
flower (Caf prevalence) to fruits (predominantly Cav). Diterpene concentration on
120DAF fruits (120DAF) treated with 2uM of methyl jasmonate (MJ) was determined
after 24, 48 and 96 hours. After 48 hours, MJ-treated fruits showed an increase of 48
and 19% of Caf and Cav, respectively, when compared to untreated fruits. In this
study we also identified 84 Cyt P450s transcriptionally active in Coffea spp., from the
Brazilian Coffee Genome Consortium (EST sequences). Eight candidate genes were
chosen for further transcriptional analysis (QPCR) in leaves, flowers and fruits at
three developmental stages (90DAF, 120DAF and 150DAF). Seven genes displayed
differential expression among tissues. The contigs C22 1 and C25_1 had
preferential expression in leaves and showed low transcriptional activity in other
tissues. Moreover the contigs C19 2, C28 1 and C37_2 had a high relative
expression in flower while the contigs C33 1 and C107_1 showed a major
expression in fruits with 90DAF. These last five contigs have a great potential to be
involved in the final stages of Caf and Cav metabolic pathway.

Keywords: Diterpenes. Cyt P450. Cafestol. Kahweol. Coffea.

Financial support: Brazilian Coffee Research, CNPq and FINEP.
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1 INTRODUCAO

O Brasil € o maior produtor e exportador mundial de café, além de
possuir o segundo maior mercado consumidor. O aumento do consumo da bebida
nos ultimos anos tem sido associado, entre outros fatores, a maior qualidade da
bebida aliada a bons precos de mercado, assim como as suas propriedades
funcionais e nutracéuticas (ABIC, 2011; CONAB, 2011).

Dois importantes compostos nutracéuticos da bebida do café s&o os
diterpenos cafestol (Caf) e caveol (Cav). Diversos estudos relatam as relagdes
positivas (propriedades antioxidantes e anticarcinogénicas) e negativas (aumento
dos niveis de colesterol) destes diterpenos para a saude humana, além de diversas
outras funcionalidades, como a utilizacdo pelas industrias farmacéuticas e
cosmeéticas (KURZOCK & SPEER, 2001; LEE & JEONG, 2007; HUBER et al., 2008).
Eles sao formados a partir da via metabdlica de isoprendides, cujos genes da etapa
final da rota de biossintese ainda sao desconhecidos.

Entre os principais candidatos para a sintese, acumulo e/ou
degradagdo de Caf e Cav estdo os genes de citocromo P450 (Cyt P450). Esta
familia génica produz proteinas capazes de realizar processos de catalise, reagdes
de oxido-reducdo e também possuem fungdo de incorporar aminoacidos e/ou
realizar modificagdes da estrutura das proteinas.

Inicialmente, foi realizada uma selegao e identificacdo in silico de
sequéncias expressas (ESTs) para a superfamilia génica das Cyt P450 na
Plataforma do Genoma Café brasileiro (http://www.lge.ibi.unicamp.br/coffea). Foram
identificadas 84 P450s em Coffea spp., das quais foram selecionados oito genes
candidatos, cujas expressdes foram avaliadas por qPCR em folhas, flores e frutos
em trés estadios de desenvolvimento.

Foram também realizadas analises por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) em plantas de Coffea arabica cv. IAPAR59 a fim de analisar o
padrao de concentragao desses diterpenos em botao floral, flor e no perisperma de
frutos durante o seu desenvolvimento e maturagcédo (30DAF a 210DAF — dias apés a

florada).
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2 OBJETIVO GERAL

Identificar e caracterizar transcricionalmente genes de citocromo
p450 (Cyt P450) potencialmente envolvidos na via de biossintese de diterpenos em
café e relacionar o perfil transcricional de Cyt P450 com o acumulo/degradacéo de

cafestol e caveol em diferentes tecidos de cafeeiro.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ |dentificar sequéncias nucleotidicas expressas de Cyt P450 em Coffea spp.

e Determinar a concentragdo de cafestol e caveol por CLAE em botdes florais,
flores e perisperma de frutos em 7 fases de desenvolvimento (30 DAF a 210DAF)

e em frutos com 120DAF apés aplicagdo de metil jasmonato.

e Analisar os perfis transcricionais de oito Cyt P450 por qPCR em amostras

contrastantes para a concentragao de diterpenos.
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3  FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 A IMPORTANCIA SOCIO-ECONOMICA DA CAFEICULTURA

Atualmente o Brasil € o maior produtor e exportador mundial de café
com uma safra aproximada de 40 milhdées de sacas de 60 Kg no ano de 2010
(CONAB, 2011; ABIC, 2011). De acordo com o Conselho dos Exportadores de Café
do Brasil (CECAFE, 2011), a exportagdo em 2010 chegou a 30.526 milhdes de
sacas de 60 Kg, dos quais 89% de Coffea arabica (Arabica), 9% de café soluvel e
2% de Coffea canephora (Robusta). Também possui 0 segundo maior mercado
consumidor, atras somente dos Estados Unidos (ABIC, 2011).

As areas cafeeiras ocuparam em 2010 cerca de 2,3 milhdes de
hectares e estdo concentradas no Centro-Sul do pais, com destaque para quatro
principais estados produtores: Minas Gerais, Sdo Paulo, Espirito Santo e Parana. A
regiao Nordeste também apresenta plantagdes na Bahia, e na regido Norte pode-se
destacar o estado de Ronddénia (CONAB, 2011). A producédo de café Arabica se
concentra em Minas Gerais, Sdo Paulo, Parana, Bahia e parte do Espirito Santo,
enquanto o café Robusta é plantado principalmente no Espirito Santo e Rondbnia
(ABIC, 2011).

Além da importancia econémica, o café possui uma grande
importancia social, pois cerca de 80% de sua producdo é feita no sistema de
agricultura familiar, gerando renda para milhares de empregados diretos e indiretos
(VEZALLI, 2006).

3.2 OsLIribEOS DO CAFE

Nos ultimos anos, a grande produgdao de café no mundo tem
propiciado uma disponibilidade acentuada do produto no mercado. Para auxiliar a
valorizagdo e, consequentemente, a renda gerada na cadeia produtiva do café,
campanhas tém sido realizadas junto aos produtores para agregagao de valor ao
produto e uma das estratégias € baseada no aumento da qualidade do café.

Entre os principais componentes quimicos do grao de café estéo os
lipideos, acucares, solidos soluveis, acidos clorogénicos, cafeina e trigonelina
(SPILLER, 1998; KY et al., 2001). Os lipideos representam aproximadamente de 7 a
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17% dos compostos quimicos totais do café, em C. arabica os valores médios sédo
de 15%, e para C. canephora 10% (KURZROK & SPEER, 2001). De acordo com
FOLSTAR (1985), a fragéo lipidica é composta principalmente pelos triglicerideos
(75%) e pelos ésteres diterpénicos (10~20%), que sdo os principais constituintes do
material insaponificavel.

Os lipideos desempenham um papel importante na qualidade da
bebida do café, principalmente devido a hidrolise de triacilglicerdis e liberagdo dos
acidos graxos (unidade fundamental ds lipideos) os quais s&do em seguida oxidados
e inferem caracteristicas “off-flavor” (sabor da bebida) (SPEER et al., 1993). Eles
também tém um uso comercial importante, porque eles sdo largamente empregados
para a aromatizacdo de café soluvel e também s&o relatados na literatura como
importantes para estabilizar a estrutura de membranas e proporcionar uma maior
tolerancia dos frutos ao frio quando encontrados em maior quantidade nestas
estruturas (CLARKE, 1985).

A maior parte do 6leo de café se concentra no endosperma do gréo
de café, enquanto somente uma pequena quantidade, a cera de café, encontra-se
na camada exterior dos frutos (FOLSTAR, 1985).

3.3 Acibos GRAX0OS DO CAFE

Os acidos graxos representam 75% do 6leo de café, estes estdo
principalmente presentes na forma esterificada em glicerol para formar triacilglicerois
(80% dos acidos graxos). Dez a vinte por cento dos acidos graxos sao encontrados
em diterpenos esterificados, uma pequena fragdo (2%) € encontrado em ésteres de
esterdis e uma pequena porcentagem na forma livre (acidos graxos livres) (SPEER
& KOLLING-SPEER, 2006).

Existe uma variagao muito grande entre espécies de café em relagao
as proporg¢des relativas dos quatro principais acidos graxos em café verde (palmitico
C16:0, estearico C18:0, oléico C18:1 e linoléico C18:2) (DUSSERT et al., 2001). Os
acidos graxos encontrados na fragao triacilglicerdlica dos graos de café verdes séo
principalmente C18:2 (30-50%), C16:0 (16-38%), C18:1 (7-18%) e C18:0 (4-10%).
Através da comparagdo dos acidos graxos em espécies de Coffea spp., é
interessante notar que C. arabica contém mais C18:2 que C. canephora, 52-54%

comparado com 43-49%, respectivamente (SPEER et al., 1993). Porém, C.
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canephora contém mais C18:1 do que C. arabica, 9-14% e 6-8%, respectivamente.
Autores sugerem que esta € uma caracteristica que pode ser usada para dar uma
primeira indicagédo da presenga de C. canephora em misturas de café (SPEER et al.,
1993; SPEER & KOLLING-SPEER, 2006).

3.4 Os DITERPENOS DO CAFE

Os diterpenos (também conhecidos como ésteres de acidos graxos)
sao produtos do metabolismo secundario das plantas. Estdo relacionados ao
mecanismo de defesa da planta, contra estresses bidticos e abibticos, e como
atrativos para agentes polinizadores (McGARVEY & CROTEAU, 1995, THEIS &
LEARDOU, 2003). Cafestol (Caf) e caveol (Cav) estdo entre os diterpenos
produzidos exclusivamente por plantas do género Coffea, e sdo de grande interesse
em fungao dos seus efeitos fisiologicos (DIAS et al., 2010).

Suas moléculas possuem 20 atomos de Carbono (Cz), que utilizam
a via MVA (citosdlica) e MEP (plastidica) para serem sintetizados. Os principais
diterpenos em café sao o Caf e o Cav, que sao alcoois de diterpenos pentaciclicos
(Figura 1) baseados na fusédo de unidades de isopreno (Cs) para formar o esqueleto
caurano de vinte carbonos (SPEER & KOLLING-SPEER, 2006).

Figura 1 - Férmula estrutural do cafestol e caveol
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Fonte: MASTEN & TICE et al., (1999).

O Café encontrado tanto em C. arabica (3-6 g/kg massa seca)

quanto em C. canephora (1-2 g/kg massa seca), onde este diterpeno ¢é
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predominante. Porém, o Cav é especifico de graos de C. arabica (2 g/kg massa
seca) (SPEER & KOLLING-SPEER, 2006). Em graos de café verdes, ha somente
uma pequena quantia de diterpenos na forma livre, enquanto que a maior parte é
encontrada na forma esterificada com acidos graxos (radical), principalmente
conjugados com acido palmitico (C16:0) e acido linoléico (C18:2) (SPEER et al.,
1993). Esta situagdo contrasta com o restante da composicdo de acidos graxos
presentes em graos verdes onde o acido linoléico é o principal acido graxo
encontrado (SPEER et al., 1993; DUSSERT et al., 2001).

Analises de diterpenos nos tecidos de cafeeiros, demonstraram que
0os maiores picos de concentragdes de Cav (C. arabica cv IAPAR-59) foram
detectadas no perisperma (516 mg/100 g) aos 83DAF e no endosperma (589
mg/100 g) aos 240DAF, enquanto que em folhas e em café torrado os niveis desses
diterpenos foram menores (DIAS et al., 2010). Para cafestol, o maior pico de maior

concentracao (304 mg/100 g) foi detectada no endosperma aos 83 DAF (Tabela 1).

Tabela 1 - Picos de quantificagédo dos diterpenos nos tecidos de frutos e folha®

Diterpenos Amostra Perisperma | Endosperma Polpa® Folha®
C. arabica 516 + 68 589 * 31 Nd Nd
Caveol | anephora Nd Nd Nd Nd
C. arabica 132+ 4 304 £ 11 49 £ 2 45 + 2
Cafestol C. canephora 109+ 4 94+3 362 Nd

@ = Média (mg/100 g de amostra) para 5 repetigdes + desvio-padréo (coeficiente de variagdo, %). Nd
= n&o detectado. ® © Valores estimados pela equagao da curva pois estdo abaixo do menor ponto.
Modificado de DIAS et al. (2010).

Ainda segundo DIAS et al. (2010), a producdo de Caf e Cav ocorre
principalmente, no perisperma e ao longo do desenvolvimento do fruto esses
diterpenos séao transferidos para o endosperma, assim como 0 que ocorre para O
metabolismo da sacarose (GEROMEL et al., 2006). Segundo SRIDEVI et al., (2010)
provavelmente os niveis de Caf e Cav aumentam ao longo do desenvolvimento do
fruto, levando a um maior acumulo nos frutos maduros (endosperma - 60% dos
diterpenos totais) de C. arabica. O fruto de café possui um perisperma abundante
durante as primeiras fases do seu desenvolvimento dando lugar ao endosperma

durante a formacéo do grédo de café (figura 2). No fruto maduro o perisperma se
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torna residual (pelicula prateada) e o endosperma € o tecido principal do grao (DE
CASTRO & MARRACCINI, 2006).

Figura 2 - Estadios de desenvolvimento do fruto de cafeeiro
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Fonte: DE CASTRO & MARRACINI et al., 2006.

Analises fenotipicas da composicao de diterpenos entre diferentes
espécies de Coffea arabica (com varios gendtipos para cada espécie) mostraram
que existe uma variabilidade significativa intraespecifica de Caf e Cav nos cafeeiros
de C. arabica (POT et al., 2008; KITZBERGER et al., 2010). Estes estudos indicam
que além da variabilidade ambiental, pode existir um controle genético relacionado
com a sintese desses compostos.

Além das diferengas entre os teores de diterpenos detectados entre
as espécies e dentro das espécies, estas quantidades podem ser diferentes de
acordo com o modo de preparo da bebida (Tabela 2).

No tipo expresso os teores de diterpenos podem ser de 5 a 15 vezes
maior que em bebida filtrada, pois o filiro de papel tende a reté-los (SPEER &
KOLLING-SPEER, 2006; NAIDOO et al., 2011).
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Tabela 2 - Teores de cafestol e caveol de acordo com a forma de preparo®

TIPO Cafestol Caveol
Turco/Grego 3,12 £ 2,56 3,9+£39
French Press 2,8 +£0,96 44+21
Escandinavo

2,4 +2,24 39+34
(evaporado)
Italiano (espresso) 1,2+0,8 1,8+£1,3
Filtrado (papel) 0,08+0,0 Nd

@ = Média + desvio padrdo, em mg de diterpenos por xicara (120mL); nd= dados n&o disponiveis.
Modificado de URGERT et al., (1995) e NAIDOO et al., 2011.

Os diterpenos tém importancia comprovada em diversos trabalhos
que relatam as fungdes bioldgicas benéficas dos diterpenos do café, dentre eles a
protecao contra alguns insetos e a atragdo de polinizadores (THEIS & LEARDAU,
2003). A industria farmacéutica utiliza o 6leo do café como filtro solar e a industria de
alimentos associou a valorizagdo da qualidade da bebida (aroma) do café aos
lipideos (GROLLIER & PLESSIS, 1998). Com relagdo a saude humana, alguns
estudos observaram que estes diterpenos podem induzir a degradagdo de
substancias toxicas proporcionando acao protetora contra a aflatoxina B1 e
acroleina (CAVIN et al.,1998, HIGGINS et al., 2008), outros estudos atribuiram
propriedades anticarcinogénicas (CAVIN et al., 2002; HUBER et al., 2008) e
antioxidantes (LEE & JEONG, 2007) aos mesmos. Por outro lado algumas pesquisas
inferiram que o Caf pode causar o aumento do nivel de colesterol em humanos
através da ingestdo da bebida (URGERT et al., 1995; POSTE et al., 2000; NAIDOO
et al., 2011).

3.5 BIOSSINTESE DE DITERPENOS

3.5.1 Sintese de Isoprendides

As plantas sintetizam uma enorme variedade de metabdlitos que

podem ser classificados em dois grupos: metabdlitos primarios, com participagdo em

processos essenciais no metabolismo da planta, e metabdlitos secundarios com
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participacdo ativa em importantes fungdes ecoldgicas da planta (CROTEAU et al.,
2000).

Os isoprendides, também chamados de terpendides, séao
sintetizados em todos os organismos principalmente em plantas (aproximadamente
10 mil diferentes componentes relatados) (CROTEAU et al., 2000). Muitos
isoprendides presentes em plantas atuam como metabdlitos primarios, com papel na
respiracao, fotossintese, crescimento e desenvolvimento. Contudo, a maioria dos
isoprendides sdo metabdlitos secundarios, que atuam tanto na protecao de plantas
contra herbivoros e patégenos microbianos, como na atracdo de agentes
polinizadores (CROTEAU et al., 2000).

Segundo WILLE et al. (2004), as vias bioquimicas de isoprendides
(Figura 3) produzem diversos compostos quimicos com fung¢des diferentes, por
exemplo, componentes de membranas (esterdis), pigmentos fotossintéticos
(carotendides e clorofilas) e horménios (giberelinas). Os terpendides sao sintetizados
através da condensacdo de unidades de isopreno, que sao constituidos por
moléculas de isopentenil difosfato (IPP) e o isdbmero dimetilalil difosfato (DMAPP),
com 5 atomos de carbonos (Cs).

Estudos indicam que a via MVA atua como precursora de farnesil
difosfato (FPP, C15), sesquiterpenos e triterpenos e a via MEP atua como
precursora de geranil difosfato (GPP, C10), geranilgeranil difosfato (GGPP, C20),
monoterpenos, diterpenos (Caf e Cav) e tetraterpenos (LANGE & GHASSEMIAN,
2003).

A presenca exclusiva de cafestol e caveol no género Coffea sugere
a participacdo de enzimas especificas capazes de reconhecer e modificar o grupo
caurano levando a producado de Caf e Cav, sendo que algumas destas enzimas

ainda sao desconhecidas até o presente momento.
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Figura 3 - Via MVA e MEP da biossintese de isoprendides e os seus respectivos
compostos sintetizados
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HMGR=  3-hidroxi-metilglutaril-Coenzima A redutase; DXS= DXP sintase; DXR= DXP
reductoisomerase; IDS= IPP/DMAPP sintase; IDI= IPP isomerase; IPP= isopentenil difosfato; FPP=
farnesil difosfato; GPP= geranil difosfato; GGPP= geranil geranil difosfato; Caf= cafestol; Cav= caveol;
E= esterois; B= Brassinoesteroéis. ABA= acido abscisico; CL= Clorofila; CA= Caroteno
Fonte: (baseado em TUDYNSKI et al., 2001, WILLE et al., 2004 e ROBERTS, 2007).

Para o género Coffea, o estudo realizado por TISKI et al. (2011),
descreveu e identificou o gene HMGR (3-hidroxi-metilglutaril-Coenzima A redutase)
envolvido nas etapas iniciais da via MVA da formacdo de isoprendides. Outro
trabalho desenvolvido por FERREIRA et al. (2009), identificou e analisou os perfis

transcricionais dos genes CPS (copalil fosfato sintase), KS (caureno sintase) e KO
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(caureno oxidase) envolvidos nas etapas finais da biossintese de diterpenos, sendo
que este ultimo pertence a familia das Cyt P450 (WANG et al., 2012).

3 5.2 A Super Familia das Cyt P450s

Os genes da superfamilia das Cyt P450s estdo presentes em
diversos seres vivos, desde bactérias, protozoarios, fungos, animais e plantas
(NELSON, 2009). Atualmente, 5.100 sequéncias de Cyt P450s foram anotadas em
plantas, 1.461 em vertebrados, 2.137 em insetos, 2.960 em fungos, 1.042 em
bactérias, 27 em Archaea e duas em virus (NELSON, 2011). No total sdo 3651 Cyt
p450s identificadas em 11 projetos genomas de plantas totalmente sequenciados:
Arabidopsis thaliana, mamao, videira, soja, tomate, arroz, Brachypodium distachyon,
Selaginella moellendorffii, Physcomitrella patens (musgo), Chlamydomonas
reinhardtii € Volvox carteri (alga verde). Além destes, existem 1449 sequéncias de
255 espécies de plantas com genomas sequenciados ndo completos (NELSON &
WERCK-REICHHART, 2011), estas podem ser encontradas na pagina das P450s
(http://drnelson.uthsc.edu/CytochromeP450.html; NELSON, 2009).

Elas sao consideradas a maior familia de enzimas no metabolismo
das plantas sendo utilizadas para estudar a evolugdo de metabolismos de plantas e
analisar processos de adaptagdo das mesmas (NELSON & WERCK-REICHHART,
2011). Os mesmos autores relatam que este grande numero de enzimas sao pontos
chave para a producao de metabdlitos e enzimas de sinalizagdo e defesa da planta,
além de participarem da polimerizacdo de diversos componentes estruturais
importantes (carotendides, lignina, suberina, cutina, esterdis de mebrana, hormonios,
etc). Portanto, as Cyt P450s tém um papel fundamental para gerar a diversidade
quimica encontrada nas plantas (NELSON & WERCK-REICHHART, 2011).

Para melhorar a compreensdo da complexidade desta familia, em
Arabidopsis thaliana que possui 245 genes de Cyt P450 descritas, destas apenas 41
possuem fung¢ao conhecida (SCHULER et al., 2006). Portanto, muitos estudos ainda
sdo necessarios para auxiliar a compreensao das fungdes das Cyt P450s nas

diversas rotas metabdlicas das plantas.
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3.5.3 A Hipoétese Para a Biossintese de Cafestol e Caveol

As Cyt P450s codificam proteinas que possuem fungdes diferentes
(monoxigenases, hidroxilases e oxidoredutases), as quais utilizam oxigénio e
NAD(P)H para catalisar suas reagdes. A reagdo mais comum catalisada pelo
citocromo P450 € uma reagdo monoxigenase, isto €, insercdo de um atomo de
oxigénio em um substrato organico (RH) com a utilizagdo de elétrons, enquanto o
outro atomo oxigénio é reduzido a agua como demostra esta reagdo: RH + O, +
2H+ + 2 e — ROH + H;0.

Na literatura foram encontrados alguns trabalhos que relatam que
nas vias de biossintese de acidos graxos ha uma dependéncia de genes de Cyt
P450 para catalisar a produgao desses compostos (PINOT et al., 2007). Segundo os
mesmos autores, alguns genes de Cyt P450 possuem fungao conhecida, como por
exemplo, de hidroxilagdo de acido laurico, miristico e caprico (CYP81B1) em
Helianthus tuberosus e na hidroxilagdo do acido palmitico em Vicia faba (CYP94A1).

Em Arabidopsis thaliana foi identificado um gene de Cyt P450 que
faz hidroxilagdo na via metabdlica de formacao de carotendides (DELLAAPENNA et
al., 2004). Outro estudo realizado por WANG et al. (2012) em Oryza sativa,
demonstrou que a Cyt P450 (CYP701A8) € uma caureno oxidase (KO) e realiza
hidroxilagdo na via de biossintese de giberelinas (GA), convertendo o composto ent-

caureno em acido iso-caurenoico (KO) (Figura 4).

Figura 4 - Envolvimento de Cyt P450 na via de biossintese de giberelinas.
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Fonte: (WANG et al., 2012).

Portanto de acordo com as funcbes descritas na literatura para as
Cyt P450s (monoxigenases), é provavel que a expressdo destes genes possa
interferir no acumulo e/ou degradacdo de Caf e Cav, visto que as reacdes
catalisadas por estes genes sdo compativeis para a modificagdo estrutural da
proteina acido iso-caurendico em Caf e/ou Cav (Figura 5).
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Figura 5 - Hipétese sobre a sequéncia das etapas finais da biossintese dos
diterpenos Caf e Cav.
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4 ARTIGO 1: A SUPER FAMILIA DAS CITOCROMOS P450s EM COFFEA

4.1 INTRODUCAO

Os genes da superfamilia das Cyt P450s estdo presentes em
grandes grupos taxondmicos, desde bactérias, protozoarios, fungos, plantas e em
animais (NELSON, 2009). Atualmente, 5.100 sequéncias de Cyt P450s foram
anotadas em plantas, 1.461 em animais vertebrados, 2.137 em insetos, 2.960 em
fungos, 1.042 em bactérias, 27 em Archaea e duas em virus (NELSON, 2011). No
total sdo 3.651 Cyt P450s identificadas em 11 projetos genomas de plantas
totalmente sequenciados: Arabidopsis, mamao, videira, soja, tomate, arroz,
Brachypodium distachyon, Selaginella moellendorffii, Physcomitrella patens (musgo),
Chlamydomonas reinhardtii e Volvox carteri (algas verdes). Além destes, existem
1449 sequéncias de 255 espécies de plantas com genomas sequenciados nao
completos (NELSON & WERCK-REICHHART, 2011), estas podem ser encontradas
no site “Cytochrome P450 Homepage”
(http://drnelson.uthsc.edu/CytochromeP450.html; NELSON, 2009).

Elas sao consideradas a maior familia de enzimas no metabolismo
das plantas, tratando-se de pontos chave para a producdo de metabdlitos,
hormdnios, enzimas de sinalizacdo e defesa da planta, além de participarem da
polimerizagdo de diversos componentes estruturais importantes (carotendides,
lignina, suberina, cutina, esterdis de mebrana, etc), portanto, as Cyt P450s tem um
papel fundamental para gerar a diversidade quimica que é a marca de plantas
(NELSON & WERCK-REICHHART, 2011).

Esta superfamilia pode ser divida em duas familias: tipo A
(relacionados ao metabolismo secundario de plantas) e tipo ndo A (relacionados ao
metabolismo primario); subdivididas em 11 clas diferentes (10 para tipo A e 1 para
tipo ndo A). Dentro dos clas elas ainda podem ser agrupadas em subfamilias
(NELSON, 2009; GUTTIKONDA, et al., 2010; NELSON & WERCK-REICHHART,
2011).

Apesar de sua importancia, ndo ha relatos na literatura de estudos
de caracterizagdo da familia de Cyt P450 no género Coffea. Com base nos dados
genbmicos disponiveis até o momento, este trabalho identificou e caracterizou 84

citocromos P450s e as relacionou com enzimas ja caracterizadas em plantas.
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4.2 MATERIAIS E METODOS

4.2.1 Identificagdo das Sequéncias de Cyt P450

A analise inicial para a busca das sequéncias de Cyt P450 de Coffea
spp. foi feita através de uma busca por palavra chave, no banco de dados do Projeto
Genoma Café (http://www.Ige.ibi.unicamp.br/coffea) com o uso da palavra chave
“P450” (ferramenta blast por keyword). Todos os cromatogramas das sequéncias
resultantes foram alinhados através do software Codon Code Aligner (CCA) versao
3.5.7. As sequéncias nucleotidicas consensos dos contigs formados foram
comparadas com sequéncias do NCBI através da ferramenta BlastX, para verificar a
presenca das sequéncias em outras espécies de plantas.

A identificacdo de genes de Cyt P450 de cafeeiros foi feita baseada
nos resultados de similaridade com sequéncias de espécies descritas anteriormente
com e-value inferior a 1e-20 e presenga de no minimo 4 sequéncias resultantes da
busca anotadas como sendo genes de Cyt P450.

Depois da confirmacao de codificacdo das sequéncias proteicas
putativas para Cyt P450, as sequéncias consensos foram comparadas na plataforma
do Genoma Café por BlastN. Dessa forma, foi realizada uma busca mais acurada a
fim de se obter todas as sequéncias relacionadas as Cyt P450 (processo de
saturagao). Foi selecionado um total de 2215 sequéncias e suas respectivas
sequéncias foram utilizadas no alinhamento final das mesmas (todas estas
possuiam o seu respectivo cromatograma).

A limpeza das sequéncias foi realizada por ferramentas do programa
CCA, onde foram removidas as sequéncias dos vetores utilizados no
sequenciamento do Projeto Genoma Café (trim vector). Também foi realizada a
remogao de cromatogramas de baixa qualidade (segundo parametros padrbes dos
programas phred e phrap, instalados dentro do CCA — call base). Foram eliminados
os terminais de baixa qualidade das sequéncias (clip ends) e identificacdo de
possiveis heterozygous find indels (picos inespecificos, ou seja, o programa nao foi
capaz de identificar o nucleotidio em determinadas localizacdes da sequéncia por
apresentarem mais de um pico) os quais também foram excluidos.

Apos a limpeza das sequéncias, estas foram alinhadas pelo

Programa CCA e consequente formacgao de contigs. Para isto, alguns parametros
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foram previamente definidos para o alinhamento e estes foram: percentual minimo

de identidade de 90% e sobreposi¢do minima de 20 pares de base.

4.2.2 Validacéo e Caracterizagao das Cyt P450

Apos a formacdo dos contigs, as sequéncias consensos dos
mesmos foram analisadas através da ferramenta BlastX no site do NCBI, para
verificar se eles realmente se tratavam do gene de interesse (Cyt P450). Além disso,
foi realizada uma busca para a presenca de dominios especificos da super familia
das Cyt P450 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cdd.shtml - MARCHLER-
BAUER et al., 2011) e a qual cluster do Projeto Genoma Café o contig correspondia.

Em seguida, as sequéncias consensos dos contigs foram
comparadas por BlastX ao genoma de Arabidopsis thaliana (TAIR -
http://www.arabidopsis.org), a fim de fazer uma relacao entre as P450s de Coffea e

as ja previamente anotadas nesta planta modelo.

4.2.3 Arvore Filogenética

As sequéncias de cafeeiro e de Arabidopsis thaliana foram
traduzidas eletronicamente em respectivas provaveis proteinas, alinhadas pelo
programa clustalW que gera uma matriz de similaridade (THOMPSON et al., 1994) e
esta foi utilizada para a obtengdo da arvore filogenética no programa MEGA5
(TAMURA et al.,, 2011), pelo método de neighbor-joining, com base na matriz
BLOSUM e distancia p, com bootstrap de 1000 réplicas.

4.3 RESULTADOS E DiscussAo

Na plataforma do Genoma Café brasileiro estdo disponibilizadas um
total de 267.533 ESTs de trés espécies de cafeeiros, Coffea arabica (CA), Coffea
canephora (CC) e Coffea racemosa (CR). Foram selecionadas 2.215 sequéncias
para os genes da superfamilia das Cyt P450, 2.153 formaram 107 contigs no
programa Codon Code Aligner (anexo 1 e 2), e 62 nao alinharam com nenhuma

sequéncia (singlets).
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Das sequéncias selecionadas, 1.246 sao provenientes da biblioteca
de CA, 930 da biblioteca de CC e 40 da biblioteca de CR, sendo que a maioria dos
contigs apresentou um numero inferior a 20 reads (anexos 1 e 2).

Os 107 contigs foram analisados (BlastX) contra o banco de dados
do GenBank (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), para verificar e validar a
similaridade das Cyt P450s de café com as que estdo caracterizadas em outras
espécies (Arabidopsis thaliana, Vitis vinifera, Nicotiana tabacum, Medicago
truncatula, Lycopersicum lycopersicum e melongena, Glycine max, dentre outras). A
maioria dos contigs (84) apresentaram similaridade para Cyt P450 monoxigenases,
enquanto que 7 contigs foram similares a Cyt P450 redutases (NADPH), 4 foram
desconhecidos (unknown protein) e 12 apresentaram similaridade com outras

proteinas (tabela 3).

Tabela 3 - Classificagdo das Cyt P450 dos contigs de Coffea spp.
Resultado BlastX (NCBI) Contigs de Coffea *

6,7,9, 10,12, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 22,
23, 24, 25, 28, 29, 31, 32, 33, 35, 36, 37, 39,
40, 41, 42, 43, 45, 46, 47, 48, 49, 51, 52, 53,
Cyt P450 Monoxigenases 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 63, 64, 65, 66,
(84 contigs) 67, 68, 69, 70, 72,73,74,75,76, 77, 80, 81,
82, 83, 84, 85, 86, 87, 89, 90, 91, 92, 93, 94,
95, 96, 97, 99, 100, 101, 102,
103, 104, 105 e 107

Cyt P450 (NADPH) redutases (7 contigs) 3,4,5,13, 21, 38, 62
Proteinas com Fungé\_o Desconhecidas (4 11,44, 7178
contigs)
Qutras Proteinas (12 contigs) 1, 2, 8, 26, 27, 30, 34, 50, 79, 88, 98 e 106

* Os numeros representam o seu respectivo contig.

A partir destes resultados de BlastX (NCBI) aliados a busca por
BlastX no site de Arabidopsis (tabela 4) e procura por dominios conservados (NCBI),
os contigs foram anotados com relagdo a quais familias (tipo A ou nao tipo A,
relacionados ao metabolismo secundario e primario, respectivamente) e subfamilias
das Cyt P450s elas pertenciam. Com isto, pode-se identificar 84 Cyt P450s de
Coffea spp., sendo 33 da familia tipo n&o A e 53 da familia do tipo A (tabelas 5 e 6).

A maioria dos contigs encontrados apresentou dominio conservado
com similaridade com a superfamilia Cyt P450s (CL12078, pfam00067, COG2124 e
PLNO3112) e em alguns casos pode-se identificar dominios especificos para as
subfamilias CYP90A (PLN02987), CYP94C (PLN02426) e dominios relacionados a
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funcdo de genes como flavondide 3’-5’-hidroxilase (PLN00110), flavondide 3'-
monoxigenase (PLN02687),
hidroxilases (PLN02169 e PLN03195), trans-cinamato-4-monoxigenase (PLN02394),
epsilon hidroxilase (PLN02936), beta caroteno hidroxilase (PLN02738) e ent-kaurene

acidos graxos (Omega-1)-hidroxilase/alcanos

oxidase (PLN02655).

Tabela 4 - Classificagdo das Cyt P450 (BlastX - TAIR e NCBI/CDD)

) 3 TAIR Genoma Café Dominios Conservados (NCBI)
Contigs Café E-value E-value

(AGI Locus) (Cluster / ESTs) CL Pfam PLN/CD/COG
Contig 1 AT5G59320 * 5E-21 Contig20472 0.0 nao p450 nao p450 nao p450
Contig 2 ATMG00280 * 1.60E-02 Contig19629 0.0 nao p450 néo p450 néo p450
Contig 3 ATG2G01021 * 0.11 Contig20717 4E-119 ndo CDD ndo CDD ndo CDD
Contig 4 ATG5G04810 * 1.8 Contig5600 4E-33 ndo CDD ndo CDD ndo CDD
Contig 5 AT4G35800 * 0.52 Contigd764 6E-19 nao p450 nao p450 nao p450
Contig 6 AT1G12740 1E-143 Contig13999 0.0 CL12078 nd nd
Contig 7 AT2G30490 0.0 Contig11795 0.0 CL12078 nd nd
Contig 8 AT1G64720 * 1E-126 Contig12169 0.0 CD08870 no p450 no p450
Contig 9 AT3G26180 2E-52 Contig16441 0.0 nd nd nd
Contig 10 AT3G26300 3E-95 Contig13167 0.0 CL12078 nd nd
Contig 11 AT4G01410 * 4E-59 Contig21234 0.0 CL12118 pfam03168 (4.74e-05) nd
Contig 12 AT2G40890 0.0 Contig1106 0.0 nd nd nd
Contig 13 AT4G24520 0.0 Contig1545 0.0 nd nd CD06204 (1.16e-171)
Contig 14 AT5G07990 1E-102 Contig7504 0.0 CL12078 nd PLN02687 (1.95e-56)
Contig 15 AT3G48310 1E-120 Contig2787 0.0 CL12078 nd nd
Contig 16 AT3G14690 1E-140 Contig22798 0.0 CL12078 pfam00067 (7.68e-64) nd
Contig 17 AT1G13080 4E-74 Contigd152 0.0 CL12078 nd nd
Contig 18 AT5G04660 0.0 Contig6380 0.0 CL12078 nd nd
Contig 19 AT2G45570 1E-119 Contig15765 0.0 CL12078 nd nd
Contig 20 AT4G31500 1E-115 Contig16027 0.0 CL12078 (1.07e-119) nd nd
Contig 21 AT4G30210 0.0 Contig4343 0.0 CL00438 (2.07e-28) pfam00667 (3.84e-79) CD06204 (6e-161)
Contig 22 AT4G37360 1E-81 Contig21096 0.0 CL12078 (6.62e-65) nd nd
Contig 23 AT5G63450 3E-77 Contig19826 0.0 CL12078 (1.11E-125) nd nd
Contig 24 AT4G31940 2E-47 Contig7913 0.0 CL12078 (2.40e-32) nd nd
Contig 25 AT3G14690 1E-146 Contig927 0.0 CL12078 (1.15e-34) pfam00667 (1.15e-34) nd
Contig 26 AT1G78380 * 2E-14 Contig20472 0.0 néo p450 nédo p450 nédo p450
Contig 27 AT4G14800 * 7E-11 Contig8673 9E-86 néo p450 néo p450 néo p450
Contig 28 AT4G31940 1E-106 Contig9404 0.0 CL12078 (1.28e-94) nd nd
Contig 29 AT1G01280 0.0 Contig7019 0.0 CL12078 (0e+00) nd nd
Contig 30 AT1G73960 * 29 Contig17829 2E-94 nao p450 nao p450 nao p450
Contig 31 AT5G10610 2E-80 Contig22859 0.0 CL12078 (8.45¢-98) nd nd
Contig 32 AT5G36110 1E-152 Contig6875 0.0 CL12078 (6.68e-70) nd nd
Contig 33 AT3G48280 1E-141 Contig17636 0.0 CL12078 (4.26e-127) nd nd
Contig 34 AT2G23240 * 3E-15 Contig20472 0.0 néo p450 néo p450 néo p450
Contig 35 AT4G37340 5E-46 Contig19760 0.0 CL12078 (1.11e-33) nd nd
Contig 36 AT1G64950 3E-77 Contig19822 0.0 CL12078 (1.71e-70) nd nd
Contig 37 AT5G42650 1E-136 Contig18902 0.0 CL12078 (3.85e-09) pfam00067 (3.85e-09) nd
Contig 38 AT4G30210 9E-66 Contig4343 0.0 CL06B68 ( 5.44e-78) nd cd06204 ( 5.44e-78)
Contig 39 AT3G14690 1E-163 Contig15444 0.0 CL12078 (3.77e-77) pfam00667 (3.77e-77) nd
Contig 40 AT4G31970 1E-57 Contig7881 0.0 CL12078 (9.43e-56) nd nd
Contig 41 AT5G24910 1e-106 Contig19459 0.0 CL12078 (8.83e-54) pfam00667 (8.83e-54) nd
Contig 42 AT1G12740 7E-53 Contig21160 0.0 CL12078 (7.13e-39) nd nd
Contig 43 AT3G26290 2E-56 Contig10746 0.0 CL12078 (3.92e-68) nd nd
Contig 44 AT5G50320 * 24 Contig20472 1E-160 néo p450 néo p450 nédo p450
Contig 45 AT3G14690 1E-139 Contig12077 0.0 CL12078 (4.29e-83) pfam00667 (4.29e-83) nd

* = ndo é uma Cyt P450; ** = é uma Cyt P450 NADPH; ns = nao significativo; nd = ndo detectado;
ndo p450 = dominio n&o relacionado as Cyt P450s; nao CDD: dominio conservado n&o presente na
sequéncia.
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Tabela 4 - Classificagao das Cyt P450 (BlastX - TAIR e NCBI/CDD) (contlnuagao)

Contig 46
Contig 47
Contig 48
Contig 49
Contig 50
Contig 51

Contig 52
Contig 53
Contig 54
Contig 55
Contig 56
Contig 57
Contig 58
Contig 59
Contig 60
Contig 61

Contig 62
Contig 63
Contig 64
Contig 65
Contig 66
Contig 67
Contig 68
Contig 69
Contig 70
Contig 71

Contig 72
Contig 73
Contig 74
Contig 75
Contig 76
Contig 77
Contig 78
Contig 79
Contig 80
Contig 81

Contig 82
Contig 83
Contig 84
Contig 85
Contig 86
Contig 87
Contig 88
Contig 89
Contig 90
Contig 91

Contig 92
Contig 93
Contig 94
Contig 95
Contig 96
Contig 97
Contig 98
Contig 99
Contig 100
Contig 101
Contig 102
Contig 103
Contig 104
Contig 105
Contig 106
Contig 107

AT5G07990
AT5G24910
AT1G31800
AT5G36110
ns
AT1G11600
AT2G23190
AT5G36110
AT4G19230
AT3G48290
AT5G05690
AT3G53130
ATAG39490
AT3G26190
AT3G52970
AT3G03470
AT4G24520
AT2G45510
AT5G63450
AT4G15110
AT3G25180
AT3G14660
AT3G28740
AT5G09443 *
AT1G73340
AT1G03130 *
AT1G75130
AT1G13110
AT2G45970
AT3G48310
AT3G48290
AT1G74110
AT4G29080 *
AT3G27330 *
AT2G40890
ATAG37370
AT3G26300
AT4G11300 *
AT5G24910
AT5G10600
AT4G39480
AT3G53130
AT4G24520
AT4G30360 *
AT2G45510
AT4G00360
AT2G45580
AT4G15110
AT4G12330
AT1G50550
AT3G26330
AT1G77580
AT5G47370 *
AT5G27925 *
AT4G36220
AT3G48300
AT3G01900
AT4G15380
AT3G26290
AT5G45220 *
AT3G17340 *
AT5G25900

2E-85
1E-32
0.0
2E-84
ns
9E-94
2E-45
1E-112
0.0
6E-44
1E-158
1E-75
2E-69
1E-24
1E-38
7E-30
1E-80
4E-54
4E-37
2E-89
5E-58
0.00004
2E-59
0.16
1E-76
0.32
1E-101
0.004
1E-168
0.014
7TE-32
0.0000008
2.2
0.51
4E-48
0.0006
1E-39
0.01
1E-63
0.015
4E-T5
6E-23
0.000001
0.69
2E-75
1E-30
2E-45
1E-20
2E-47
0.01
1E-35
0.59
21
0.14
2E-36
0.0000001
9E-15
0.026
4E-13
0.28
6.9
0.013

Contig728
Contig19459
Contig12477
Contig14525

Contig1627
Contig6642

Contig5644
Contig15830
Contig7244
Contig16946
Contig18601
Contig17135
Contig21261
Contig1735

Contig9419
Contig8152

Contig1545
Contig16120
Contig19199
Contig8170
Contig14870
Contig13627
Contig12083
Contig14524

Contig649
Contig21004
Contig12667
Contig2401
Contig11225
Contig12382
Contig9403

Contig8604
Contig21668

Contig8787
Contig15280
Contig14368
Contig14107
Contig15482

Contig2605

Contig9474
Contig5532
Contig17135

Contig1545
Contig22452
Contig16375
Contig11225
Contig16029

Contig13895
Contig10425
Contig21940
Contig5534
Contig19657
Contig9952
Contig22515
Contig12587

Contig20420
Contig2915
Contig5795

ns
nd

NOO-XX-AR1-031-H06-EB

IC00-XX-SE4-093-C01-TL.

0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
TE-34
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
1E-105
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
2E-56
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
ns
nd

CL12078 (3.99e-128)
CL12078 (1.44e-22)
CL12078 (0e+0)
CL12078 (9.89e-53)
n&o p450
CL12078 (4.50e-43)
CL12078 (9.75e-33)
CL12078 (0e+0)
CL12078 (1.12e-40)
CL12078 (1.12e-40)
CL12078 (1.12e-40)
CL12078 (1.34e-104)
CL12078 (1.42E-62)
CL12078 (4.61e-36
CL12078 (2.01e-29
CL12078 (2.83e-41
CL06868 (4.55e-84
CL06868 (2.47e-45
CL12078 (1.03e-26
CL12078 (9.14e-64
CL12078 (1.76e-66
CL12078 (1.85e-07
CL12078 (1.06e-47
CL12078 (5.41e-29
CL12078 (1.15e-35
n&o p450
CL12078 (5.60e-38)
CL12078 (2.57e-56)
CL12078 (1.16e-113)
CL12078 (6.33e-68)
CL12078 (1.09e-40)
CL12078 (3.61e-42)
n&o p450
néo p450
CL12078 (1.31e-60)
CL12078 (7.97e-53)
CL12078 (1.11E-37)
CL12078 (3.62e-44)
(

(

(

)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)

CL12078 (1.81e-25)
CL12078 ( 1.15e-80)
CL12078 ( 2.92e-84)
CL12078 ( 7.73e-157)
nd
CL12078 (2.83e-68)
CL12078 (5.90e-69)
CL12078 (4.42e-35)
CL12078 ( 1.06e-27)
CL12078 ( 1.87e-41)
CL12078 (6.45e-50)
CL12078 (2.34e-42)
CL12078 (1.78e-39)
CL12078 (1.32e-40)
n&o p450
CL12078 ( 5.49e-42)
CL12078 (4.07e-43)
CL12078 (6.55e-48)
CL12078 (1.63e-17)
CL12078 ( 6.02¢-26)
n&o p450
CL12078 ( 5.49e-11)
CL12078 (6.55e-48)
CL12078 (0.0)

pfam00667 (1.44e-22)

nd

nd
n&o p450

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd
ndo p450

pfam00667 (1.12e-55)

nd

nd

nd

nd

nd
n&o p450
n&o p450

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd
n&o p450

nd

nd

nd

nd

nd
n&o p450

nd

nd

pfam00067 (4.53e-64)

nd
nd
nd
n&o p450
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
¢d06204 (4.55e-84)
nd
PLN02426 (2.63e-28)
PLN02738
PLN02687 (1.76E-66)
C0OG2124 (1.85e-07)
PLNO03112 (1.06e-47)
PLN03112 (5.41e-29)
PLN02987 (1.15e-35)
ndo p450
C0G2124 (5.60e-38)
PLN03112 (2.57e-56)
PLN03195 (1.16e-113)
PLN02687 (6.33e-68)
PLN03112 (1.09e-40)
PLN02687 (3.61e-42)
n&o p450
n&o p450
PLN02687 (1.31e-60)
PLN02687 (7.97e-53)
PLN02687 (1.11E-37)
PLNO03112 (3.62e-44)
COG2124 (1.81e-25)
PLN03112 ( 1.15e-80)
PLN02169( 2.92e-84)
PLN02936 ( 7.73e-157)
nd
PLN02687 (2.83e-68)
PLN03195 (5.90e-69)
PLNO03195 (4.42e-35)
PLN03112 ( 1.06e-27)
PLN02738 (1.87e-41)
PLN00110 (6.45e-50,
PLN02687 (2.34e-42
PLN02687 (1.78e-39,
PLN02687 (1.32e-40
n&o p450
PLNO03112 ( 5.49e-42)
PLN02687 (4.07e-43)
PLN02687 (6.55e-48)
PLN03195 (1.63e-17)
PLN03112 ( 6.02e-26)
n&o p450
PLN03195 ( 5.49e-11)
PLN02687 (6.55e-48)
PLN02655 (0.0)

* —

= nado é uma Cyt P450; ** = ¢

uma Cyt P450 NADPH; ns = nao significativo; nd = nao detectado;

ndo p450 = dominio n&o relacionado as Cyt P450s; nao CDD: dominio conservado n&o presente na

sequéncia.
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Familia: ndo tipo A
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Tabela baseada nos dados de GUTTIKONDA et al. (2010) com algumas modificagcées e o acréscimo
das Cyt P450s encontradas por este trabalho (descritas na coluna “Café”).

Tabela 6 - Familia Génica das Cyt P450 de Coffea spp. do tipo A

Familia: Tipo A

- - Café Soja Medicago Arabidopsis  Arroz Alamo Uva Musgo
Cla Subfamilia

CYP71 17 55 37 52 84 25 24 0

CYP73 1 3 1 1 3 3 3 4

CYP75 3 7 0 1 3 3 11 0

CYP76 4 14 6 8 29 13 24 0

CYP77 2 4 2 5 2 3 2 0

CYP78 1 11 1 6 8 10 7 3

CYP79 0 5 3 7 4 4 9 0

CYP80 0 0 0 0 0 6 6 0

CYP81 8 12 5 18 12 28 21 0

CYP82 7 24 10 5 0 10 34 0

CYP83 0 12 9 1 0 5 0 0

CYP84 2 3 3 2 3 3 3 0

CYP71 CYP89 2 8 9 7 14 10 14 0
CYP92 0 2 1 0 9 8 6 0

CYP93 0 13 8 1 3 4 4 0

CYP94 2 14 4 6 18 13 9 2

CYP98 1 2 1 3 2 5 1 1

CYP99 0 0 0 0 2 0 0 0

CYP701 1 2 1 1 5 1 1 1

CYP703 1 1 1 1 1 1 1 3

CYP705 0 0 0 26 0 0 0 0

CYP706 1 3 1 7 4 5 9 0

CYP712 0 2 1 2 0 9 2 0

CYP723 0 0 0 0 2 0 0 0

CYP736 0 12 1 0 0 6 8 0

TOTAL 53 195 101 152 190 162 190 12

Tabela baseada nos dados de GUTTIKONDA et al. (2010) com algumas modificagcées e o acréscimo
das Cyt P450s encontradas por este trabalho (descritas na coluna “Café”).
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Os 107 contigs de Coffea spp. foram alinhados com sequéncias de
Cyt P450 descritas na literatura para Arabidopsis thaliana (NELSON, 2009). A arvore
filogenética resultante desta analise (anexo 3) corrobora os resultados encontrados
por busca de similaridade (BlastX) no GenBank e reforcam a classificagdo dos
contigs formados com suas respectivas subfamilias de Cyt P450 ja descritas na
literatura.

Para evidenciar a similaridade de alguns contigs de café com as Cyt
P450s de Arabidopsis thaliana, foi gerada uma arvore filogenética parcial (Figura 6).
Nesta figura observa-se que houve uma separagao das duas familias de Cyt P450
(metabolismo primario e secundario), sendo que o mesmo ocorreu para a analise

completa de filogenia.

Figura 6 - Arvore filogenética parcial das Cyt P450 (nimero de sequéncias
reduzidas para melhor visualizagdo do alinhamento dos contigs).

Contig19

CYP76C1

Contig33

CYPT1A12 -

Contig22 TI po

CYP81D1 A

Contig28

CYP82C2

CYP51A1

CYPT10A1
CYPEB8A3
CYPTOZA1

{ CYPB5A1
CYPSOA1 .
CYPT14A1 Ti po
—: Contigd nao A
CYPT2ZAT
{ Contig25
CYPT21
{ Contig72

Legenda: superfamilias do tipo A (metabolismo secundario) em laranja e do tipo ndo A (metabolismo
primario) em azul.
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Com base nos dados de anotacgao, foi possivel associar as Cyt P450
de cafeeiro com funcgdes ja descritas na literatura para algumas subfamilias (tabela
7). A maioria das Cyt P450 do tipo A encontradas em café pertencem a subfamilia
das CYP71 (17 contigs) relacionadas a reagdes de hidroxilagdo em estruturas
carboxilicas como o limoneno 3 - e 6-hidroxilases e o 2,4-dihydroxy-7-methoxy-1,4-
benzoxazin-3-one (LUPIEN et al., 1999; FREY et al, 1997) e realizam sucessivas
reacbes de hidroxilagao/oxidacdo nas sinteses de tirosina-hidroxilase e de
glucosideos cianogénicos (BAK et al., 1998).

Foram encontrados quatro contigs envolvidos na biossintese de
fitohormbnios: uma CYP90 (brassinoesterdis — OHNISHI et al., 2006), duas CYP94
(jasmonoil L isoleucina — KOO et al., 2011) e uma CYP707 (ABA e GA — SAITO et
al., 2004; KUSHIRO et al, 2004).

Dezessete contigs pertencem as subfamilias CYP72, CYP76,
CYP74 e CYP81 (DIDIERJEAN et al., 2002; STUMPE & FEUSSNER, 2006; IMAISHI
& MATUMOTO, 2007; PFALZ et al., 2009), as quais auxiliam as plantas na prote¢ao
contra herbivoros e na detoxificagao de herbicidas das mesmas.

Entre as diversas subfamilias de Cyt P450 envolvidas principalmente
com o metabolismo secundario foram identificados dois contigs para as CYP84 que
fazem parte da via metabdlica de acido ferulico 5- hidroxilase (KIM et al., 2006).
Trés contigs foram similares a CYP714 envolvidos na produgao de alcaldides (ZHU
et al., 2006), outros trés contigs auxiliam na metabolizagcdo de acidos graxos como
CYP703 e CYP86 (IMAISHI et al., 1999; HOFFER et al., 2008). Também foram
encontrados trés contigs similares as CYP75 as quais estédo relacionados a sintese
de flavondides 3, 5-hidroxilase, na biossintese de antocianina (SCHOENBOHM et al,
2000). Sete contigs foram identificados para CYP82 envolvidos na biossintese de
compostos volateis em flores (CYP82 - LEE et al.,, 2010). Além desses foram
encontrados dois contigs relacionados com as subfamilias CYP73 (cinamato 4-
hidroxilase) e CYP98 (p-coumaroil-3-hidroxilase), ambas Cyt P450s envolvidas na
via de biossintese dos acidos clorogénicos (MIZUTANI et al, 1997; CYP98 — KAI et
al, 2006). Essas duas ultimas subfamilias ja possuem dados sobre os seus perfis
transcricionais (LEPPELEY et al., 2003), diversidade nucleotidica (IVAMOTO et al.,
2012) e estudos de mapas associativos com QTLs (l6cos quantitativos) em café
disponiveis na literatura (LEROY et al., 2011).
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Existe ainda uma subfamilia de CYP450 cujo gene produz uma
proteina que exerce fungao relacionada com a biossintese de diterpendides, o gene
CYP701 é o responsavel pela produgao da enzima ent-caureno oxidase (MORRONE
et al., 2010). Segundo os mesmos autores, essa Cyt P450 catalisa oxidag¢des
sucessivas no composto iso-caureno para originar o acido iso-caurendico, este
ultimo provavel precursor dos diterpenos Caf e Cav, responsaveis por diversas
caracteristicas nutracéuticas do café (1 contig identificado em Coffea).

Os dados de andlise in silico deste trabalho também permitiram a
identificacdo de oito genes candidatos a biossintese de diterpenos que foram
caracterizados no capitulo 2.

Todos esses dados abrem a possibilidade de estudos associativos e
de mapeamento genético e fisico desses genes (anexo 4) e podem auxiliar futuras

investigacoes relacionadas a diversidade molecular das Cyt P450s de cafeeiros.



Tabela 7 - Provaveis fun¢des das Cyt P450 de Coffea

Familia |Subfamilia Contigs Funcao Bibliografia
9, 10, 15, 17, 20, hydroxamic acid biosynthesis; cyanogenic glucoside biosynthesis, Frey et al., 1997; Bak et al., 1998;
CYP71 33, 43, 55, 75, monoterpene biosynthesis; alkaloid biosynthesis; Lupien et al., 1999; Schroder et al., 1999 ;
76, 82, 83, 95, herbicides detoxification, ; camalexin biosynthesis, Siminszky et al., 1999; Zhou et al., 1999;
96, 101, 103, 104 phytoalexin biosynthesis; mono and diterpene biosynthesis Ralston et al., 2001; Li et al., 2010a; Wang et al., 2001
CYP73 7 cinnamate 4-hydroxylase Mizutani et al., 1997; Ro et al., 2001
CYP75 14, 80,100 flavonoid 3’, 5’-hydroxylase Schoenbohm et al., 2000
CYP76 19, 60, 69, 92 herbicides detoxification and diterpenoid biosysnthesis Didierjean et al., 2002; Swaminathan, et al., 2009
CYP77 18, 51 ormation of three mono-epoxides of alpha-linolenic acid and Sauweplane et al., 2009
Chain hydroxylase for cutin synthesis for morphology of flower Li-Beisson et al., 2009
Tipo A CYP78 77 fatty acid omega-hydroxylase and control leaf growth Imaishi et al., 2000; Anastasiou et al. ,2007
CYP81 22, 31, 35, 52, 68, 81, 85, 97 biosysnthesis of indolic glucosinolate Pfalz et al., 2009; Kai et al., 2011
CYP82 24, 28, 40, 66, 73, 89, 99 biosynthesis of floral homoterpene wolatiles Lee et al., 2010
CYP84 46, 59 biosynthesis of ferulate-5-hydroxylase Kim et al., 2006a
CYP9%4 23, 64 jasmonate-responsive gene (JA-lle-12-hydroxylase) Koo et al., 2011
CYP98 12 3-hydroxylase for p-coumaryl shikimic/quinic acids (C3H) Schoch et al., 2001; Kai et al., 2006
CYP701 107 ent -kaurene oxidase Morrone et al., 2010
CYP703 29 Fatty a.cid omega.-hydroxylase ; . Imaishi et al., 1999
Sporopollenin synthesis; pollen synthesis, Morant et al., 2007
CYP706 1 phytoalexin biosynthesis Luo et al., 2001
CYP72 16, 25, 39, 45, 67 BL 26-hydroxylase; omega-hydroxylation of the herbicide pelargonic acid Neff et al., 1999; Imaishi & Matumoto, 2007
CYP714 41, 47 ,84 alkaloid biosynthesis Zhu et al., 2006
CYP74 37 hydroperoxide lyase (HPL) and allene oxide synthase (AOS) Bate et al., 1998; Stump & Feussner, 2006
CYP90 56 BR 22-hydroxylase and BR 23-hydroxylase Ohnishi et al., 2006
CYP707 54 8-hydroxylase for ABA inacti\rc?tion, Sait9 et al. 2004;
Enhancement of ABA catabolism Kushiro et al. 2004
) = Multifunctional Oxidases in Triterpenoid Biosynthesis Fukushima et al., 2011
Tipo nédo A CYP716 32, 49, 53
formation of protopanaxadiol during ginsenoside biosynthesis Han et al., 2011
CYP720 70 resin acid biosynthesis Hamberger et al., 2011.
CYP86 74, 91 fatty acid omega-hydroxylase Hoffer et al., 2008
CYP9% 86 Forma}tion of secondary alcohols and ketones in Greer et al., 2007
cuticular wax of stem, acyl CoA reductase
CYP704 63, 90, 102, 105 Fatty acid and sporopollenin biosynthesis (pollen) Li et al., 2010b
CYP97 48, 57, 58, 65, 87, 93 b -ring and € -ring hydroxylase on carotenes Kim and DellaPenna, 2006; Tian et al., 2004.
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S ARTIGO 2 - BIOSSINTESE DE DITERPENOS EM COFFEA ARABICA:
CARACTERIZACAO BIOQUIMICA E ANALISE DO PERFIL
TRANSCRICIONAL DE GENES CANDIDATOS

5.1 INTRODUCAO

Os diterpenos sao produtos do metabolismo secundario das plantas
e sao provenientes da sintese dos isoprendides (WILLE et al., 2004). No género
Coffea foram identificados até o momento quatro tipos de diterpenos e dentro destes
o cafestol (Caf) e o caveol (Cav) sdo os principais (SPEER & KOLLING-SPEER,
2006). Os diterpenos s&o formados a partir da molécula de geranilgeranil difosfato
(GGPP) para formar o esqueleto caurano de vinte carbonos (WILLE et al, 2004,
ROBERTS, 2007).

O Caf é encontrado nos frutos de C. canephora e C. arabica e
somente em folhas de C. arabica. E o Cav, por sua vez, é encontrado apenas nos
frutos de C. arabica (DIAS et al., 2010). O fruto de café possui um perisperma
abundante durante as primeiras fases do seu desenvolvimento que decresce com a
maturagcdo dando lugar ao endosperma (DE CASTRO & MARRACCINI, 2006). A
producao destes diterpenos ocorre principalmente no perisperma e ao longo do
desenvolvimento do fruto esses diterpenos séo transferidos para o endosperma,
similarmente ao que ocorre para o metabolismo da sacarose (GEROMEL et al.,
2006; DIAS, et al, 2010; SRIDEVI et al, 2010).

Os diterpenos tém importancia no sabor e aroma da bebida (SPEER
et al., 1993). Apresentam propriedades antioxidantes e anticarcinogénicas, sendo
utlizados na composigao de filtros solares (GROLLIER & PLESSIS, 1998; CAVIN et
al.,, 2002; LEE & JEONG, 2007; HIGGINS et al., 2008; HUBER et al., 2008). Por
outro lado algumas pesquisas observaram que o Caf pode causar o aumento do
nivel de colesterol em humanos através da ingestdo da bebida (URGERT et al.,
1995; POSTE et al., 2000; NAIDOO et al., 2011).

Além das diferencas entre os teores de diterpenos gendtipo-
especificas e espécie-especificas, a quantidade final de diterpenos pode variar no
produto final de acordo com o modo de preparo da bebida: em bebida filtrada foi

detectado 0.08mg, em espresso 1.2mg, em escandinavo 2.4mg, em french press
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2.8mg e em preparagao turca pode chegar a 3.12mg em cada xicara contendo
120mL da bebida (NAIDOO et al., 2011).

Pouco se conhece sobre as enzimas/genes que atuam nas etapas
finais da biossintese de Caf e Cav, evidenciando a necessidade da melhor
compreensao do funcionamento desta rota de biossintesse. Alguns trabalhos
relatam que nas vias de biossintese de acidos graxos ha a acdo de genes de Cyt
P450 para catalisar a produgédo desses compostos (PINOT et al., 2007). Em arroz,
WANG et al. (2012), demonstraram que a Cyt P450 CYP701A8 & uma caureno
oxidase que realiza hidroxilagdo na via de biossintese de giberelinas, convertendo o
composto ent-caureno em acido iso-caurenaico.

Com base nestas evidéncias ja observadas para as Cyt P450s
monoxigenases, em plantas é provavel que a acéo destes genes possa interferir no
acumulo e/ou degradacgéo de Caf e Cav. O objetivo este estudo visou quantificar Caf
e Cav em diferentes fases do desenvolvimento de frutos de café e correlacionar

estes dados com a atividade transcricional de genes de Cyt P450 de cafeeiro.

5.2 MATERIAIS E METODOS

5.2.1 Material Vegetal

Foram utilizados folhas, botdes florais, flores e perisperma de frutos
de nove plantas adultas e saudaveis de C. arabica cv. IAPAR59 com
aproximadamente 20 anos de idade, plantadas no campo experimental do Instituto
Agrondbmico do Parana, Londrina, Parana, Brasil. As coletas foram feitas
mensalmente apos a florada, ocorrida em 20 de setembro de 2010.

Para analise de diterpenos durante o desenvolvimento dos frutos
foram utilizadas amostras da safra de 2010/2011 (botdes florais, flor, e perisperma
dos frutos de outubro, novembro, dezembro, janeiro, fevereiro, margo e abril, onde
0s meses representam as coletas feitas em 30 a 210 DAF, respectivamente). Os
tecidos foram imediatamente congelados em nitrogénio liquido e armazenados em
freezer -80°C para posterior extragéo de diterpenos e RNA total.

Também foi realizado um ensaio com a utilizagdo do metil jasmonato
(MJ), um indutor do metabolismo secundario em plantas. Foram coletados frutos
com 120DAF da safra 2009/2010, coletadas em 8 de fevereiro de 2010. Os frutos
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foram cortados junto ao pedunculo, de maneira semelhante ao realizado por
GEROMEL et al., (2006), de modo a expor o perisperma e permitir a infiltracdo das
solugdes e foram mergulhados, por 5 minutos em cédmara de vacuo, em solugéo
contendo 2mM de MJ ou em agua milliQ autoclavada (C). Apds a retirada do vacuo
os frutos foram deixados em ambiente com luminosidade e temperatura controlada
(24 a 26° C). As amostras foram coletadas durante 0, 24, 48 e 96 horas de
tratamento, onde parte do material foi utilziada para analise por Cromatografia
Liquida de Alta Precisdo (CLAE) e parte armazenada em freezer -80°C para

extracao de RNA.

5.2.2 Analise das Concentragcbes de Cafestol e Caveol por CLAE

Os tecidos do grao de café das amostras foram separados em polpa,
perisperma e endosperma e selecionou-se apenas 0 perisperma para as analises
por CLAE (Figura 7), baseado nos estagios de desenvolvimento do fruto (DE
CASTRO & MARRACINI et al.,, 2006) e nas andlises de diterpenos feitas
previamente por POT et al. (2008) e DIAS et al. (2010).

Figura 7 - Perisperma do fruto de cafeeiro (novembro, 60DAF).

Perisperma
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Imediatamente apds a separagdo de tecidos, estes foram
congelados em nitrogénio liquido (para evitar oxidagdo), pulverizados (com almofariz
e pistilo) e armazenados a -80°C.

A quantificacdo simultdnea de cafestol e caveol foi realizada de
acordo com a metodologia de CLAE de fase reversa desenvolvida por DIAS et al.
(2010) em um Cromatografo Surveyor Plus (San Jose, USA) que consiste em um
amostrador automatico com controle de temperatura Peltier para rack de amostras e

forno de colunas integrado (Surveyor PLUS), bomba gradiente (Surveyor LC PLUS),
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detector com arranjo de diodos (Surveyor PDA PLUS), cela Lightpipe de 10uL e
caminho o6tico de 50mm, sistema de dados para cromatografia ChromQuest 5.0 e
interface SS420. Foi utilizada uma coluna de fase reversa Spherisorb ODS 1
(250mm x 4.6mm i.d. 5 ym), com fase médvel e eluicéo isocratica de acetonitrila/agua
(55:45) na vazao de 0,9 mL/min. A detecgéo foi feita a 220 e 290 nm, para cafestol e
caveol, respectivamente. Com temperatura do forno de 25°C, e tempo de corrida de
20 minutos.

A quantificacao foi realizada por padronizacédo externa, construindo-
se curva de calibragdo para caveol e cafestol entre 50 a 1000 mg/100g. A extracao
dos diterpenos foi realizada por saponificagdo direta com posterior separagao da
fragcéo insaponificavel e utilizagao cerca de 0,2g de material pulverizado (botéo floral,
flor ou perisperma dos frutos). Para a saponificagdo das amostras, utilizou-se
hidroxido de potassio em etanol, depois as amostras foram colocadas em banho
maria a 80°C por uma hora e limpas com agua destilada. Em seguida, realizou-se a
extragdo com terc-butilmetil e limpeza com agua purificada (3 vezes) e as amostras
foram deixadas em banho maria por 60°C. O extrato etéreo resultante foi
ressuspendido na fase movel composta por acetonitrila e agua (diluicdo 55:45,
respectivamente), seguido de diluigdo do extrato com acetonitrila 100% (1:4,
respectivamente), filtracdo em membrana de nylon 0,45 um (Millipore) e injecéo no
cromatografo.

Foram analisadas 9 plantas, com duas repeticbes técnicas de
extragao de Caf e Cav, além de duas inje¢cdes de cada amostra extraida, totalizando
36 dados para cada tecido analisado, com excecdo de botao floral e flor, no qual foi
utilizado material proveniente de um bulk de 7 plantas diferentes, com duas
repeticdes técnicas e duas injegdes de cada extragdo, totalizando 4 dados para cada
tecido.

As médias e desvios padrdes foram determinados pelo programa
Statistica versao 6.0 (http://www.statsoft.com.br), o qual realizou também as analises
de variancia (ANOVA) e teste das médias (Tukey) com 9 variaveis independentes
(tecidos coletados: bot&o floral, flor e frutos em 30, 60, 90, 120, 150, 180 e 210DAF)
com p<0,05.
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5.2.3 Identificacado e Validacao de Cyt P450 de Coffea e Selegcao de Genes
Candidatos

As anadlises de identificacdo e validacdo de Cyt P450s para a
escolha dos genes candidatos foram realizadas de acordo com o protocolo descrito

no artigo 1: “A Super Familia das Citocromos P450s em Coffea”.

5.2.4 Desenho de Oligonucleotideos para gPCR

A partir das analises in silico, foram desenhadas pares de
oligonucleotideos para os genes candidatos de Cyt P450 visando a analise do numero
de transcritos para cada gene por qPCR. Os primers foram desenhados com o
programa Primer Express 1.0 (incluso no modelo 7500 Fast Real-Time PCR Applied
Biosystem) com amplicon entre 80 e 100 pares de bases, temperaturas de melting
entre 58°C e 60°C e porcentagens de GC entre 30 e 60%.

5.2.5 Extracdo de RNA

RNA total dos tecidos foi extraido seguindo o protocolo de CHANG
et al. (1993). A quantificacdo do RNA foi feita com equipamento NanoDrop 1000
Spectrophotometer da Thermo Scientific. Para verificar a qualidade do RNA extraido,
as amostras foram submetidas a eletrofose com tampédo TAE 1x em gel de agarose
1% e visualizados apds coloragdo com brometo de etidio (0,5 pg/ml) sob luz
ultravioleta. Para verificar a contaminagdo com DNA gendmico foram feitos PCRs
das amostras de RNA com o gene GAPDH (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase)
com base nos primers indicados por CRUZ et al. (2009) e utilizado como controle
positivo o DNA de C. arabica cv. IAPAR 59.

5.2.6 Analise Transcricional por gPCR
A expressao dos genes selecionados foi detectada através de PCR

em Tempo Real (aparelho 7500 Fast Real-Time PCR System, Applied Biosystems)

entre tecidos contrastantes para os teores de diterpenos (alta e baixa concentragéo
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de Caf e Cav). Foram utilizadas folhas, flores e perisperma (90, 120 e 150 DAF) de
Coffea arabica cv. IAPAR59.

Para isso, 5ug de RNA total de cada amostra bioldgica foi utilizado
para sintese de cDNA com o kit Superscript’™ Ill Reverse Transcriptase
(INVITROGEN), conforme especificacbes do fabricante. As reagbes de
quantificacdes relativas por PCR em tempo real (QPCR) foram feitas com o kit PCR
Master Mix SYBR Green da Applied Biosystems, conforme recomendacédo do
fabricante. Para cada reacdo foram utilizados 12,5ul de SYBR Green, 0,5ul de
primer forward e 0,5ul de primer reverse, 1 ul de cDNA, 10,5 ul de agua MilliQ
autoclavada, totalizando um volume final de 25 ul.

Quantidades equivalentes de cDNA foram utilizadas para a reagao
de PCR utilizando-se os pares de primers especificos para cada gene de interesse.
Estes primers foram avaliados conforme as suas eficiéncias de amplificagao in silico
com o programa LinRegPCR (RAMAKERS et al., 2003). Foi utilizada diluicdes
seriadas dos cDNAs de 10°, 10", 102, 107, e foi utilizada a diluicdo de 10", a qual
apresentou maior estabilidade para os tecidos analisados.

Foram efetuadas trés repeticdes analiticas para cada gene, nos
diferentes tecidos e repeticdes em triplicata bioldgica, para tecidos contrastantes
para o acumulo/degradacdo de Caf e Cav. Os normalizadores GAPDH e
Ubiquitina10 (UBQ10) foram selecionados a partir de trabalhos anteriores em
cafeeiros (BARSALOBRES-CAVALLARI et al., 2009; CRUZ et al., 2009). No teste de
eficéncia dos oligonucleotideos a expressao de UBQ10 foi considerada mais estavel
e por isso este gene foi utilizado para os calculos de normalizagdo da expresséo
relativa e como calibrador foi utilizado o padréao de atividade transcricional das
folhas.

O AC foi calculado para cada tipo de amostra/oligonucleotideo e foi
utilizado como calibrador o tecido folha. O calculo de expresséo relativa (RQ) foi feito
de acordo com a metodologia desenvolvida por LIVAK & SCHMITTGEN (2001)
através da formula: RQ = 2”2, onde AACt = ACt(amostra) — ACt(calibrador).
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5.3 RESULTADOS E DiscussAo

5.3.1 Quantificagdo de Cafestol e Caveol por CLAE

A quantificagdo simultanea de Caf e Cav em botao floral, flor e
perisperma dos frutos de cafeeiros das amostras da safra de 2010/2011 (novembro,
dezembro, janeiro, fevereiro, margo, abril e maio) e de frutos de fevereiro (120 DAF),
tratados com metil jasmonato (24, 48 e 96 horas) ou H,O (24, 48 e 96 horas) foi feita

por CLAE e estdo apresentadas na tabela 8 e 9, e nas figuras 8 e 9 (anexo 5).

Tabela 8 - Concentragdes meédias de Caf e Cav ao longo do desenvolvimento do
fruto (safra 2010/2011)

Média + Desvio Padrao

Amostras Caf (mg/100q) Cav (mg/100g)
Botao Floral 308.03+£9.7 a 11.42+ 0.8 de
Flor 29553 +20.9a 10.09 £ 0.3 de
Outubro (30DAF) 241.68 £ 44.5 bc 81.77 £ 41.2 de
Novembro (60DAF) 217.98 £ 20.9 cd 304.11+£475¢
Dezembro (90DAF) 203.16 +37.1d 513.57+856 b
Janeiro (120DAF) 276.67+£29.9 ab 1009.48 + 71.3 a
Fevereiro (150DAF) 69.83+17.5e 355.24 +85.1d
Marco (180DAF) 2446 +10.2f 12148+ 70 e
Abril (210DAF) 1793 +26f 14+57e€

Os dados sao referentes a média das concentragbes das amostras. DAF = dias apos florada. Médias
seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Baseado nos dados da tabela 8 e na figura 8 observa-se um
aumento gradativo de Cav o qual atinge sua quantificagdo maxima em janeiro com
uma reducado acentuada nos meses seguintes. Para Caf, inicialmente se observa
uma alta concentracdo em botdes florais e durante o desenvolvimento da flor e do
desenvolvimento inicial do perisperma essa concentragdo diminui, aumentanto em
janeiro (pico em 120DAF), e com queda gradativa até abril (210DAF). Um padrao
similar foi observado para o Cav apds o periodo de maior acumulo em 120DAF, com
a diminuicdo da concentragcdo dos diterpenos concomitante com a maturagao e
formagao do gréo.

A maior diferenga média entre as amostras foi detectada no més de
janeiro com relagao a dezembro onde houve um aumento de 284% para os teores

de Cav. Também foi observada uma diferenga significativa no més de janeiro com
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relacdo a fevereiro onde houve um decréscimo de 396% para os teores de Caf,
como demonstrado na figura 8. Estes dados corroboram com os encontrados por
POT et al (2008) e DIAS et al. (2010), cujos resultados foram similares e os maiores
teores de Caf e Cav foram detectados entre 90 e 120DAF (dezembro e janeiro,

respectivamente).

Figura 8 - Niveis médios de Caf e Cav por CLAE de botao floral, flor e do perisperma
de frutos ao longo do seu desenvolvimento. Cav (azul) e Caf (vermelho).
Médias seguidas de mesma letra na linha n&o diferem entre si pelo teste de
Tukey (p<0,05).
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Na analise por CLAE, foi observada uma inversdao nas
concentragbes de Caf e Cav de botdo floral e flores com relagdo aos frutos. A
quantificagdo de diterpenos ao longo do desenvolvimento do perisperma apresentou
altos teores, crescentes até cerca de 120 DAF. Segundo DE CASTRO &
MARRACCINI (2006), a partir deste periodo, o perisperma vai dando espago para o
desenvolvimento do endosperma, fator pelo qual surge a hipétese de que os
diterpenos sao transferidos para este ultimo tecido nas fases finais de maturagao do
fruto. A maioria dos estudos de graos de café realiza as medigdes nos frutos

maduros ou com graos torrados como € o caso de SRIDEVI et al., (2010) o que nao
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havia permitido elucidar até o momento a dinamica de acumulo destes diterpenos
durante a formacéao do fruto.

Com relagéo a aplicagao de metiljasmonato em frutos com 120DAF
foi possivel observar um aumento de Caf (31,03%) e de Cav (11,44%) em relagéo
ao controle 24 horas apds aplicagcao (MJ1). Essa diferenga foi mais acentuada 48
horas apés aplicagédo, com uma diferenga de 38,99% de Caf e 24% de Cav em

relacdo ao controle (figura 9 e tabela 9).

Tabela 9 - Concentragdes médias de diterpenos em frutos tratados com MJ (safra

2009/2010)
Média + Desvio Padrao
Amostras Caf (mg/1009) Cav (mg/100g)
C (24h) 90+8b 326.47+ 27.8 a
C (48h) 88.95+3.4d 357.88 £30.2 b
C (96h) 120.47 £7.7d 576.31+£159b
MJ (24h) 130.5+7.79b 368.67 £ 19.0 a
MJ (48h) 1458+ 3.3c 470.12+16.3 a
MJ (96h) 153.48 £ 8.7 ¢ 618.48 £ 14.2 a

C= frutos inoculados com agua (controle); MJ = amostras tratadas com metil jasmonato. Médias
seguidas de mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Figura 9 - Niveis médios de Caf e Cav por CLAE nas amostras controle e com
aplicacdo de metil jasmonato (24, 48 e 96 horas) da safra de 2009/2010
(fevereiro, 120DAF). Cav (MJ:vermelho; C: roxo) e Caf (MJ: azul; C: verde).
Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05).
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Com isto, pode-se verificar que a utilizacdo do indutor de
metabolismo secundario MJ na concentracdo de 2mM foi eficiente para aumentar os
niveis de Caf e Cav nos frutos. Em Nigella sativa a utilizagdo de 100uM,de MJ em
semente em cultivo hidropdnico aumentou em 12 vezes os triterpendides a-hederin e
kalopanaxsaponin (Ksl), e esta via metabdlica é catalisada por uma Cyt P450 que
transforma o composto B-amyrin em a-hederin que posteriormente da origem a Ksl
(SCHOLZ et al., 2009).

5.3.2 Selecdo e Analise dos Genes Candidatos para a Biossintese de Caf e Cav

Do total de 84 contigs identificados nas andlises de identificacao e
validacado de Cyt P450s em cafeeiro, 14 contigs foram pré selecionados (tabela 10),
os contigs 19, 22, 23, 25, 28, 33, 37, 41, 58, 80, 96, 100, 102 e 107, pois eram
constituidos por sequéncias provenientes de bibliotecas de frutos, tecido no qual os
niveis de Caf e Cav sdo muito maiores quando comparados as folhas (DIAS et al.,
2010).
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Tabela 10 - Resultado da Selecédo dos Genes Candidatos

Tipo P450 | Contigs Novos | No Reads Total |No Reads Frutos | Familia | Tamanho Proteina| pb

Contig 19 18 9 CYP76 F.L.=471aa 1560
Contig 22 16 10 CYP81 | 229a511aa(511) | 1073
Contig 23 15 14 CYP94 | 169a498(498) | 1270
Contig 28 13 8 CYP82 | 1ao0 508aa(519) | 1592
A Contig 33 11 nd* CYP71 F.L.=513aa 1750
Contig 80 3 3 CYP92 | 331a0509(509) | 762
Contig 96 2 2 CYP71 | 52920768 (1701) | 771
Contig 100 2 2 CYP736| 307a0466(496) | 704
Contig 107 22 8 CYP701| 88a0437(437aa) | 1049
Contig 25 14 8 CYPT72 F.L.=519aa 1943
Contig 37 10 10 CYP74 F.L.=488aa 1975
naoA Contig 41 8 8 CYP714| 1a0462(524) | 1544
Contig 58 5 5 CYP96 | 1a0242(502) | 1010
Contig 102 2 2 CYP94 | 1a0155(507) 545

Contigs em negrito e italico sdo os genes candidatos selecionados por serem quase todos completos
para a codificagdo da proteina (F.L.=full lenghts, ou seja, codificagdo completa). Nd* = ndo disponivel,
porém o contig 33 apresentou 7 reads relacionados a estresses abidticos.

A segunda pré selegao foi feita na escolha dos contigs com um
numero maior de sequéncias, para aumentar a eficiéncia no desenho de primers
para os mesmos. Desta forma, de 14 contigs, foram selecionados apenas oito
contigs (19, 22, 23, 25, 28, 33, 37 e 107).

Depois de selecionados os oito genes candidatos para analises de
gPCR esses passaram por uma analise de Blast2Seq (blast two sequences) pelo
software CLC workbench para eliminar a possibilidade de serem isoformas iguais.

As isoformas foram confirmadas como sendo diferentes entre si, de
acordo com a porcentagem de identidade encontrada que variou entre 16,82 e
45,47% (anexo 6). Para a superfamilia das aquaporinas um cutoff de 95% de
identidade entre os aminodacidos foi utlizada para separagédo das isoformas (JAVOT
et al., 2003).

As sequéncias consenso das oito Cyt P450s foram alinhadas pelo
software CLC workbench para verificar as suas similaridades, localizacdo das ORFs
(regides codificadoras de proteinas), e regides distintas, com o objetivo de desenhar
primers evitando locais de dominios conservados ou com alto indice de similaridade.

Os oligonucleotidios foram testados por PCR normal através da

amplificagdo de DNA de Coffea arabica (cv. IAPAR59) e baseado neste teste, os
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primers foram selecionados para analise de atividade transcricional por gPCR foram
os contigs C19 2, C22 1, C23 1, C25 2, C28 1, C33_1, C37_2 e 107_1, por
apresentarem amplificacdo especifica em torno de 80 a 100pb (tabela 11). As
eficiéncias de amplificacdo de cada primer também foi calculada pelo programa
LinRegPCR.

Tabela 11 - Lista dos Primers desenhados para os Genes Candidatos

Contigs Primer forward Primer reverse Eficiéncia| Tam Amplicon
C19 2 GAAGAACTTGGGGAAGCCCT AGAACGTGGTCATGGTCTGAATTC 99,5% 100pb
C22 1 GCTGTCTTTGCAAGCCTGG GAAGAACTTGGGGAAGCCCT 99,75% 99pb
C23 1 ACTCCGGACCCTCCTATGTTG GCCCTGGGATTTTTCTCGAT 97,4% 100pb
C25 1 ACTCCGGACCCTCCTATGTTG CCCTGGGATTTTTCTCGACC 98,35% 100pb
c28 1 TGTCCAGAAATTCCAAGTTGGTG GGACAGTAATTCTCCAAGTCTTGTTG 97,4% 100pb
€33 1 CCAGAAATTCCAAGTTGGTGATTT GGACAGTAATTCTCCAAGTCTTGTTG 99,45% 100pb
C37 2 AGGCTGTTGGGAAAGTTCTTC ACTGTTGGAACTCGGAATGC 91,9% 103pb
C107_1 TCGGGCTTACCAACCAAAAA GATGTGGTCGAGGCTTTCCA 110% 80pb

5.3.3 Perfil Transcricional dos Genes Candidatos de Cyt P450

A expressao relativa das 8 Cyt P450s foram em suma maioria
diferentes entre si, indicando que se tratam de isoformas de subfamilias diferentes, o
que corrobora com as analises in silico (figuras 10 e 11).

Dois dos genes selecionados, C22 1 e C25, apresentaram um
padrao de expressdo maior em folhas do que nos outros tecidos, onde ndo houve
diferenca de expresséao (figura 10-B e 11-A). Esses dois genes possivelmente né&o
estao envolvidos na via de diterpenos, mas com a biossintese de outros metabdlitos.
A isoforma C22_1 é uma putativa CYP81 da familia tipo A, relacionada com a
biossintese de glicosinolatos inddlicos (iGS), convertendo I3M  (indole-3-metil
glucosinolato) em 4MOI3M (4-metoxi-indole-3-metil) via 4-hidroxi-indole-3-metil
glucosinolato (4HOI3M) (PFALZ et al., 2009; KAI et al., 2011). Estes compostos
estdo ligados a mecanismos de protegdo da planta contra estresses bioticos
(herbivoros e microrganismos patégenos) e sdo considerados importantes para o
crescimento e desenvolvimento da planta. O contig C25_1 é uma putativa CYP72 da
familia tipo ndo A, e segundo IMAISHI & MATUMOTO, (2007) as CYP72A18 estéo
relacionados a detoxificagdo da planta ao acido herbicida palargdnico em sementes

de arroz e a sinalizacdo de moléculas de defesa da planta, além disto GUTTIKONDA
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et al. (2010) observou uma maior expressao da CYP72A135 em folhas (10 vezes
mais do que em flores) de soja com dados de sequenciamento em larga escala de
transcritos. Resultados similares foram encontrados por XU et al. (2001),
observaram expressao relativa maior em folhas do que em flores tanto para a
CYP72A18 como para a CYP81F3 em Arabidopsis thaliana.

O contig C23_1 da familia tipo A apresentou uma expressao baixa
em flores e no desenvolvimento do perisperma, com um aumento de expressao aos
150DAF (figura10-C). Este gene é similar as CYP94B3 (familia tipo ndo A) que
segundo KOO et al. (2011) estdo relacionadas a biossintese de fitohorménios
(jasmonoil-L-isoleucinas) envolvidos no crescimento, desenvolvimento e
mecanismos de defesa da planta contra ataques de insetos. Isto justifica a
expressao dessa P450 em folhas para sua proteg¢ao contra insetos e nos frutos pode
estar sendo novamente requerida aos 120 DAF para o crescimento e
desenvolvimento pois € nessa fase em que e o endosperma comega a se
desenvolver, ocupando o espago do perisperma.

As isoformas C19 2 (figura 10-A) e C37_2 (figura 11-B)
apresentaram um padrdo transcricional semelhante entre si e com uma alta
atividade transcricional em flores, baixa atividade relativa em folhas e em frutos com
90DAF, os quais apresentam um aumento gradativo de expressdo aos 120 até
150DAF.

O contig C19_2 é uma putativa CYP76 do tipo A, nesta subfamilia
GUTTIKONDA et al. (2010) encontraram em Glycine max uma alta expressao da
isoforma CYP76F17 em flores em comparacdo com os demais tecidos. Essa
subfamilia também esta relacionada a biossintese de alcaléides e mecanismos de
defesa, como por exemplo, na detoxificacdo de herbicidas por enzimas produzidas
pelas plantas e na producédo de diterpenos (fitoalexinas) que atuam no combate a
infeccbes fungicas e bacterianas em Oryza sativa (DIDIERJEAN, et al.,, 2002;
SWAMINATHAN et al, 2009). Em A. thaliana foi observado uma expressao quatro
vezes maior da CYP76C3 em flor do que nas folhas (XU et al., 2001).

O contig C37_2 apresenta similaridade com as CYP74 do tipo ndo A
que segundo STUMPE & FEUSSNER (2006) catalisam reagdes para a formagao de
compostos aldeidos, alcoois volateis e hidroxilagdo de acidos graxos. Ela também foi
descrita como uma aleno 6xido sintase (AOS) e uma hidroperoxiliase (HPL), que

atuam na formacado de horménios de defesa da planta (acido jasmoénico) e na
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formagdo de compostos volateis que podem atrair inimigos naturais de insetos
herbivoros (GUTTIKONDA et al, 2010). Um trabalho realizado por XU et al. (2001)
também detectou uma grande diferengca de expressdo das CYP74B2 em flores
através de microarranjo e nao foi relatado a detecgdo em folhas.

A transcricdo do contig C28 1 (figura 10-D) também foi acentuada
em flores. A analise em persiperma também apresentou uma expressao relativa
maior que de folhas, com um pico em 150DAF. O contig C28_1 é similar as
CYP82, que estdo envolvidas na biossintese de homoterpenos, compostos
responsaveis por contribuir no odor floral. Similar as CYP74, estes compostos
também estao relacionados com a atragao de polinizadores e exercem funcédo de
afastar insetos herbivoros, dessa forma contribuindo para a sobrevivéncia e
reproducgao da planta (LEE et al., 2010; THOLL et al., 2011).

E interessante observar que a expressao relativa deste contig foi 14
mil vezes mais expresso do que em folhas. Apesar desses valores serem incomuns
trabalhos com diferencas desse nivel de expressdo ja foram observadas em
Brassica napus e Curcurbita maxima (PANT et al., 2008), em ervilha (FOO et al.,
2005) e em células tumorais humanas (OBERTHUER et al., 2004).

Como os diterpenos estao envolvidos na formacdo de compostos
aromaticos de Coffea, a alta expressdo desses trés genes em flores pode estar
relacionadas a maior concentracdo de cafestol encontrada pelas analises de CLAE
nas flores de cafeeiros, além da formacao de outros compostos volateis.

Nos contigs C33 1 (figura 10-E) e C107_1 (figura 10-F) houve um
pico de expressao em 90DAF, enquanto que no C33_1 nédo foi observado diferengas
na expressao em outras fases do perisperma, para o C107_1, foi possivel verificar
uma expressao relativa maior do que em folhas também aos 120 e 150 DAF. A
expressao destes contigs apresentam um padrao esperado para 0s genes
relacionados com a sintese de Caf e Cav. No caso do C107_1 a linha de tendéncia
acompanhou os dados obtidos por CLAE neste trabalho e descritos por DIAS et al.,
(2010). Estas Cyt P450s pertencem a familia do tipo A e a subfamilia das CYP71
(C33_1) e CYP701 (C107_1).

A subfamilia CYP71 é a que possui 0 maior numero de genes de
Cyt P450s identificadas na literatura com inumeras fun¢des descritas (FREY et al.,
1997; BAK et al., 1998; LUPIEN et al., 1999; SCHRODER et al., 1999; SIMINSZKY
et al., 1999; ZHOU et al.,, 1999; RALSTON et al., 2001; WANG et al., 2001). De
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acordo com estudo de expressao semi-quantitativa realizado por LI et al. (2010)
durante o desenvolvimento do fruto, a CYP71A2 de tomate foi altamente expressa
no inicio do desenvolvimento do fruto, enquanto que niveis médios foram detectados
nas folhas, flores, botdo floral, raizes e caule. O mesmo autor infere que esta Cyt
P450 provavelmente esta envolvida no desenvolvimento dos frutos e pode estar
relacionada a hidroxilagdo de monoterpenos.

O ultimo gene candidato, C107_C1, pertence a familia do tipo A e a
subfamilia das CYP701. As Cyt P450 dessa subfamilia s&do descritas como uma ent-
caureno oxidase (MORRONE et al., 2011) que realiza trés reag¢des de catdlise nas
etapas iniciais de biossintese de giberelinas (GA) e brassinoesterois, e seu ultimo
produto (acido ent-caureno) que é considerado o precursor dos diterpenos Caf e
Cav. Nao foram encontrados trabalhos até o presente momento que relatem e

comparem o seu perfil de expressdo em diferentes tecidos.
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Figura 10 - Perfis Transcricionais dos genes candidatos de Coffea arabica Cyt P450
da familia tipo A. Normalizac&o feita com o gene UBQ10.
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Figura 11 - Perfis Transcricionais de genes candidatos de C. arabica Cyt p450 da
familia tipo ndo A. Normalizacéo foi feita com gene UBQ10.
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Este estudo além de fornecer informagdes sobre as concentragdes
de Caf e Cav em diferentes tecidos e fases do desenvolvimento de C. arabica é um
dos primeiros trabalhos de analise de genes da super familia das Cyt P450s em
Coffea spp. Os resultados apresentados pela analise de CLAE de flores e
desenvolvimento de perisperma associado a analise das atividades trancricionais,
permitiram identificar quatro genes envolvidos na formagédo dos diterpenos Cav e
Caf. Os genes dos contigs C33_1 e C107_C1, assimcomo os C19 1,C 28 e C37_2
sao fortes candidatos para estudos de caracterizagao funcional visando identificar as
enzimas chaves na formacéo de Cav e Caf.

De acordo com os resultados obtidos, uma hipotese foi feita para a
via de biossintese de Caf e Cav com a provavel atuagao dos genes candidatos para
estes compostos (figura 12). Estudos de complementagcdo das atividades em
sistemas heterdlogos, poderao elucidar o papel e as fungdes destas Cyt P450s em

Coffea arabica.
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Figura 12 - Hipotese da via de biossintese de Caf e Cav com a inclusao dos genes
candidatos de Cyt P450s identificados por este trabalho.
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A longo prazo, estudos de variabilidade genética dos genes
identificados poderdo ser utilizados em trabalhos de melhoramento genético de
mapeamento associativo e como parametros para a selegdao de novos cultivares

com melhor caracteristicas nutracéuticas dos graos de café.
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6 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Este trabalho representa um primeiro esforgco para elaborar um
catadlogo geral da superfamilia das Cyt P450s transcricionalmente ativas em
cafeeiro, que possivelmente estdo envolvidas nas mais variadas vias metabdlicas.
Os dados servem de base fundamental para estudos bioquimicos e de atividades
transcricionais voltados a associagdo de Cyt P450s com vias metabdlicas de
interesse agrondmico relacionadas com propriedades nutracéuticas, qualidade da
bebida, resisténcia a estresses biodticos e tolerancia a estresses abidticos.

As analises in silico identificaram e classificaram 84 contigs de
acordo com suas diversas fungdes associadas as suas subfamilias génicas, dos
quais foram selecionados oito genes candidatos relacionadas a biossintese de
diterpenos, para estudos de perfis transcricionais.

Foi possivel também realizar um estudo in silico mais aprofundado
para os genes da CYP73 (C4H) e CYP98 (C3'H), onde foram analisados a
diversidade nucleotidica entre espécies de cafeeiros (Coffea arabica e C.
canephora) e dentro de uma mesma espécie (C. arabica), permitindo também para
integrar os dados em estudo de mapeamento fisico e genético desses genes.

As quantificagdes por CLAE permitiram identificar tecidos e estagios
de desenvolvimento dos frutos de cafeeiros com teores contrastantes de caveol e
cafestol, assim como indicar um perfil de produgdo de proteina ao longo do
desenvolvimento do fruto e sob a acao do MJ.

O perfil transcricional dos oito genes candidatos avaliados
apresentou um perfil de expressao bastante particular entre diferentes tecidos ou
diferentes fases do desenvolvimento: dois genes tiveram maior atividade
transcricional em folha (C22_1 e C25 1), trés em flor (C19_2, C28 1 e C37_2) e
dois em frutos (C33_1 e C107_1), e um gene nao apresentou expresséo especifica
para nenhum tecido (C23_1). Os genes C19 2, C28 1, C33_1, C37_2 e C107_1
apresentaram um padrao transcricional interessante e possuem grande potencial de
estarem envolvidos nas etapas finais da via metabdlica de Caf e Cav.

Para tentar elucidar com maior eficiéncia o padrdo de expressao
génica dessa via metabdlica, foram selecionados 12 tecidos de cafeeiros para
andlise de sequenciamento em larga escala (RNA-Seq), contrastantes para

concentracao de diterpenos, identificados neste trabalho: folha, flor, perisperma de
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frutos (30, 60, 90, 120 e 150DAF) e os frutos controle (0, 24 e 48h) e com aplicagao
de MJ (24 e 48h).

Com isto, espera-se aumentar o conhecimento sobre os genes
relacionados ao acumulo/degradagao de Caf e Cav, e como consequéncia propor
estratégias aplicadas ao melhoramento genético, através da modificagdo de
cafeeiros para estes compostos quimicos por biotecnologia, alterando as

caracteristicas nutracéuticas dos frutos para a melhoria da qualidade da bebida.
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ANEXO A
Contigs formados para Cyt P450 e suas sequéncias
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ANEXO B
Contigs formados para Cyt P450 e suas sequéncias
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ANEXO D

Artigo Aceito pela revista Coffee Science em Janeiro de 2012

DIVERSIDADE NUCLEOTIDICA DOS GENES ENVOLVIDOS NA BIOSSINTESE
DE ACIDOS CLOROGENICOS

RESUMO: 0s 4cidos clorogénicos (CGAs) sio compostos quimicos importantes de Coffea spp. para a
qualidade da bebida, pois eles inferem na adstringéncia ¢ podem alterar o aroma ¢ sabor da bebida.
Aproximadamente 310.000 ESTs de Coffea estdo disponiveis e possibilitam o acesso a variabilidade nucleotidica
da planta e o desenvolvimento de marcadores moleculares ligados a qualidade da bebida para as principais
enzimas da via de biossintese dos CGAs: PAL, C4H, 4CL, CQT e C3’H. Neste trabalho foram detectados
polimorfismos dos tipos SNP, INDEL ou SSR dentro das sequéncias nucleotididicas disponiveis no Projeto
Genoma Café e no NCBI. As sequéncias de ESTs de CGAs foram clusterizadas pelo programa Codon Code
Aligner, assim como a detec¢do de polimorfismos e validacdo dos mesmos (qualidade de cromatograma). Foram
identificadas seis isoformas para PAL, uma para C4H, seis para 4CL, duas para CQT e duas para C3’H. Os
contigs formados apresentaram um total de 248 polimorfismos (236 SNPs e 12 INDELs), sendo 201 na regido
codante (127 ndo sinénimos e 74 sindnimos). A freqiiéncia dos polimorfismos foi maior nas regides UTRs
(1pol/54pb) em relagdo a codante (1pol/81pb). A analise das seqiiéncias de C. arabica permitiu a identificagéo
de 2 subgrupos diferentes de seqiiéncias, referentes aos seus genomas ancestrais (C. canephora e C.
eugenioides). Foi observada a presenca de 67,4% dos polimorfismos entre os grupos ancestrais e 32,6% dentro
dos grupos em C. arabica. Esses resultados vém permitindo definir genes tanto para estudos de expressido de

homeoblogos de CGAs como para o desenvolvimento de marcadores moleculares para o mapeamento genético.

Palavras-chave: polimorfismos, marcadores moleculares, SNPs, SSRs, ESTs, CGAs

NUCLEOTIDE DIVERSITY OF GENES RELATED TO THE CHLOROGENIC
ACIDS BIOSYNTHESIS

ABSTRACT: The chlorogenic acids (CGAs) are important chemical compounds of Coffea spp. related to the
quality of the drink. They are related to coffee cup astringency and can change its aroma and flavor. About
310,000 of Coffea ESTs are available in public databases providing access to nucleotide variability of the plant
and to the development of molecular markers linked to the cup quality of drink for the CGAs enzymes involved
in the biosynthesis of CGAs: PAL, C4H, 4CL, CQT and C3’H. There were identified SNPs, INDELSs and SSRs
polymorphism related to CGAs from ESTs available from the Brazilian Coffee Genome database and from
NCBI. The ESTs sequences for CGAs were trimmed and clustered by the program Codon Code Aligner, as well

as the detection of polymorphisms and their validation (quality of chromatogram). We identified six isoforms for
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PAL, one for C4H, six for 4CL, two for CQT and two for C3’H. The contigs formed were analyzed for the
presence of polymorphisms. A total of 248 polymorphisms (236 SNPs and 12 INDELs) were founded, 201 in the
coding region (127 non synonymous and 74 synonymous). The frequency of polymorphisms was higher in the
UTR region (1pol/54pb) in relation to coding region (1pol/81pb). The sequences analysis of C. arabica allowed
the identification of two different subgroups of sequences, related to the ancestrals (C. canephora and
C. eugenioides), the polymorphisms observed between and inside the group were 67,4% and 32,6% respectively.
The characterization of the nucleotide diversity on those genes allowed studies on differential expression of

homeologous genes as well the use of CGAs as molecular marker related for genetic mapping.

Key-words: polymorfisms, molecular markers, SNPs, SSRs; ESTs, CGAs

1 INTRODUCAO

O cafeeiro pertence a familia Rubiceae e ao género Coffea da qual se conhecem
aproximadamente 103 espécies. Dentre essas espécies duas possuem uma maior importancia
econdmica, a Coffea arabica L. e Coffea canephora que representam 70% e 30% do mercado
total de café, respectivamente (CECAFE, 2011). A espécie C. arabica é originaria do oeste da
Africa (Etiopia) e ¢ uma planta alotetraploide (2n=4x=44), as demais espécies sdo diploides
(2n=2x=22) ¢ al6gamas. A origem provavel de C. arabica foi uma hibridizacdo de C.
eugenioides ¢ C. canephora (LASHERMES et al., 1999; DAVIS et al.,2007).

O Brasil € o maior produtor e exportador mundial de café, sendo responséavel por 30%
do mercado internacional (CECAFE, 2011). A qualidade da bebida de café¢ ¢ o principal fator
de agregacdo de valor ao produto, pois confere melhores pregos no mercado e, portanto maior
competitividade. A composi¢ao quimica do café ¢ um dos fatores que determinam a qualidade
da bebida. Seu sabor ¢ aroma sdo resultantes da presenga combinada de varios constituintes
quimicos volateis e nao volateis, entre eles os agucares, cafeina, trigonelina, lipideos e os
CGAs (FARAH et al., 2006). Estes ultimos sdo responsaveis pela adstringéncia e interferem
no seu sabor (KIM et al., 2009).

Os CGAs sao compostos de metabolismos secundarios e derivam da biossintese da
fenilalanina pela via dos fenilpropandides (CAMPA et al., 2004). Existem duas vias de sintese
dos CGAs, primeiro a enzima fenilalanina amonialiase (PAL) catalisa a fenilalanina em acido
cinamico, a cinamato 4 hidroxilase (C4H) catalisa a segunda hidroxilagdo do acido cindmico
para acido coumadrico, este ¢ catalizado pela enzima 4 couramato CoA ligase (4CL) em p-
coumaril CoA. A partir deste ponto podem ser feitas duas rotas diferentes. Na primeira o

acido p-coumarico pode ser catalisado em &cido cafeico pela 4-couramato 3-hidroxilase



75

(C3'H) que em seguida ¢ catalisado pela enzima 4CL em Cafeoil CoA, no qual ¢ adicionado a
molécula de acido quinico pela enzima hidroxicinamoil transferase quinato (CQT), originando
as moléculas de CGAs. Na segunda, o acido p-coumarico ¢ adicionado a molécula de 4cido
quinico pela enzima CQT que origina o acido p-coumaroil quinico, o qual ¢ catalisado pela
enzima C3’H em CGAs (GOPINADHAN, 2008) (Figura 1).

O estudo das enzimas envolvidas nesta via de biossintese ¢ importante, pois os CGAs
sdo precursores da sintese de lignina que esta envolvida na protecdo das células da planta
contra estresses bidticos e abiodticos (resisténcia a patdgenos e reducdo da permeabilidade da
parede celular em relagdo a agua), além de serem fundamentais para a estruturacao rigida das
plantas (KOCHKO et al., 2003; McCARTHY, 2007). O interesse do uso de CGAs na saude
humana esta aumentando devido as suas propriedades antioxidantes, efeito antagonista a
opiodides e a sua capacidade de transporte de glicose no combate ao diabetes (BAKURADZE,
etal., 2011).

Com o desenvolvimento da biologia molecular, surgiram novas técnicas para auxiliar
o melhoramento genético, este ¢ o caso dos marcadores moleculares que podem indicar com
precisdo a variabilidade genética dos individuos (BOREM, 2009). Estes possuem inimeras
vantagens em relagdo aos marcadores morfologicos, pois independem das condigdes
ambientais e estadio fisiologico da planta, além de permitirem uma identificagdo precoce de
gendtipos com caracteristicas de interesse (EVANS & CARDON, 2004). O mapeamento de
genes relacionados aos CGAs tem sido realizado em varias espécies de plantas como a macga
(CHAGNE et al, 2012) e alcachofra (MENIN et al., 2010).

Dentre os varios tipos de marcadores moleculares disponiveis, os mais interessantes
para o estudo de mapeamento genético sao os microssatélites (SSRs) e os polimorfismos de
base unica (SNPs). Estes possuem uma maior freqiiéncia dentro do genoma dos organismos e
permitem a identificagdo e mapeamento de genes que controlam caracteristicas de interesse
agrondmico, fator interessante para reduzir o tempo e o custo do melhoramento classico de
plantas (BOREM, 2009).

A utilizagdo de dados de projetos de transcriptoma de café, como ESTs (seqiiéncias de
DNA expressas), vem permitindo estudos visando entender melhor o funcionamento genético
da planta (MONDEGO et al., 2011; VIDAL et al., 2010). No Genbank (NCBI) além das mais
de 260.000 sequéncias do Genoma Café, estdo disponiveis aproximadamente 47 mil
seqiiéncias ESTs de C. canephora (LIN et al., 2005) ¢ 10 mil provenientes do IRD (Institute
de Recherche pour le Developpment) (PONCET et al., 2006).
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Este trabalho visa a busca e selegdo in silico de seqiiéncias das enzimas envolvidas na
biossintese dos CGAs, com o objetivo de identificar o nimero de isoformas para cada enzima,
avaliar o nivel de polimorfismos disponivel dentro dos ESTs, analisar a origem destes
polimorfismos (inter especifico ou intra especifico), calcular a frequéncia dos mesmos de
acordo com as regides (UTRs ou codantes) e iniciar um trabalho de mapeamento das
isoformas identificadas dentro de populagdes de Coffea spp baseado em analises prévias

utilizando ferramentas de bioinformatica.

2 MATERIAIS E METODOS

As buscas das seqiiéncias de interesse foram feitas na plataforma do Genoma Café
(http://www.lge.ibi.unicamp.br/cafe) através das ferramentas BlastX e no Genbank/NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) por tBlastN com a utilizacdo de sequéncias proteicas
codificantes para as enzimas envolvidas na biossintese de CGAs previamente identificadas no
genoma de Arabidopsis thaliana (www.arabidopsis.org). Apds comparacdo, foram
selecionadas somente seqiiéncias com e-value menor que e'’. As seqiiéncias encontradas
foram inseridas no Programa Codon Code Aligner (versao 1.6.3) para analise ¢ formacao dos
contigs. O mesmo programa fez a limpeza das seqliéncias ¢ analise da qualidade dos
cromatogramas através das ferramentas denominadas call base, clip ends, trim vector e find
heterozygous (Phred e¢ Phrap) para excluir regides de baixa qualidade e descartar as
seqiiéncias que correspondem a vetores. Os parametros para o alinhamento das seqiiéncias
foram a presen¢a de percentual minimo de identidade de 90% e homologia minima de 20
pares de base. Apds a formagdo dos contigs, a seqiiéncia consenso dos mesmos foi analisada
através da ferramenta BlastX no Genbank/NCBI para validar a codificagdo da proteina de
interesse. ApoOs confirmacdo, o quadro de leitura da proteina foi determinado pela analise
realizada na plataforma online EXPASY Translate Tools
(http://www.expasy.ch/tools/dna.html).

A identificacdo do numero de isoformas para cada enzima foi definido através da
comparagao das sequéncias protéicas dos seus respectivos contigs com o uso da ferramenta
bl2seq (blast two sequence/Genbank/NCBI), onde foram consideradas isoformas diferentes
quando a porcentagem de homologia e identidade apresentavam valores menores que 90%.

A detec¢do dos polimorfismos foi feita baseada na qualidade dos cromatogramas e

somente quando eram detectados em pelo menos duas sequéncias (minimo de quatro
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seqliéncias por contig). Foram desenhados oligonucleotideos especificos para analisar

preferencialmente as regides com maior freqiiéncia polimoérfica observada in silico.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A busca in silico de polimorfismos para as enzimas PAL, C4H, 4CL, CQT ¢ C3’H ¢
formacgao das suas isoformas, selecionou um total de 426 seqiiéncias ESTs do banco de dados
do Projeto Genoma Café. O numero total de ESTs para cada uma das cinco enzimas de
CGAs, assim como a quantidade de contigs formados e numero de isoformas encontradas

estdo descritas na tabela 1.

Tabela 1: Selegdo de ESTs e caracterizagao dos contigs e singletons encontrados in silico

Proteina
ENZIMA ESTs Contigs*  Singletons  Isoformas Completa  Incompleta
(Full Length) (Partial Length)
PAL 133 4 2 5 2 2
C4H 89 1 0 1 1 0
4CL 114 6 0 6 3 3
CQT 47 3 0 2 2 1
C3H 46 2 0 2 2 0

* Contigs formados com no minimo 4 sequéncias de ESTs

Analises de BlastX dos 16 contigs formadas no Genbank (NCBI) resultaram em
similaridade com algumas sequéncias previamente anotadas para codificacdo das proteinas
relacionadas ao metabolismo de CGAs (Tabela 2). A validagdo com os dados do Genbank ¢é
importante visando confirmar a montagem e tamanho dos contigs, assim com sua
classificagdo dentro dos CGAs. Todas as isoformas encontradas neste trabalho foram
depositadas no Genbank (NCBI). E interessante observar que o numero de ESTs das duas
primeiras enzimas da via de fenilpropanoides, PAL, C4H e 4CL, foi trés vezes maior que o
das duas ultimas enzimas envolvidas na formagao dos CGAs. Essas enzimas respondem nao
somente para producdo de CGAs, mas também para a producdo de uma série de outros

compostos como por exemplo flavonodides, acido salicilico e estilbenos

Tabela 2: Resultado do BlastX dos 16 contigs comparados contra o GenBank (NCBI)

Lenght of
Contigs (bp)

Enzyme Organism Acession Number E-value
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PAL Cl
PAL C2
PAL_C3
PAL_C4
C4H_C4
4CL_C2
4CL_C3
4CL_C4
4CL_C5
4CL_C6
4CL_C7
CQT _CI
CQT_C4

CQT_Cl4

C3'H_C25

C3'H C34

2673
1056
2253
2489
3349
2389
2065
2109
1543
1083
1307
1097
2169
1650
1939
1698

C. canephora
C. arabica
C. canephora
C. canephora
C. roseus
C. arabica
R. idaeus
N. tabacum
A. thaliana
N. sylvestris
P. trichocarpa
C. canephora
C. arabica
C. canephora
C. canephora
C. canephora

AAN32866.1
AEL21617.1
AE094540.1
AEO094541.1
CAARB3552
CAJ41420.1
AAF91309.1
AAB18637.1
AAP03021.1
AAO025512.1
EEE96927.1
ABO77957.1
CATO00081.1
ABO47805.1
ABO77958.1
ABO83677

0.0
1e-130
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
1 e-137
3e-172
2 e-62
0.0
0.0
0.0
0.0

Os nameros totais de sequéncias ESTs selecionadas pelas buscas in silico para cada

contig estdo representados na Tabela 3. Essas seqiliéncias foram separadas de acordo com as

suas respectivas espécies de origem pelo fato de influenciarem as porcentagens de frequéncia

dos polimorfismos.

Tabela 3: Tabela contendo o numero total de seqiiéncias e distribuicdo nas espécies de Coffea.

Enzyme S? Total S* (Ce) S* (Ca) S* (Cr)
PAL C1 34 6 27 1
PAL C2 7 4 3 0
PAL C3 52 27 25 0
PAL C4 38 6 31 1
C4H_C4 89 21 67 |
4CL_C2 60 18 41 1
4CL C3 19 6 13 0
ACL_C4 20 5 15 0
4CL_C5 6 1 5 0
4CL_C6 2 0 0
4CL_C7 7 2 4 0
CQT Cl1 2 0 2 0
CQT _C4 37 12 25 0
CQT Cl14 8 4 4 0
C3'H_C25 42 17 25 0
C3'H _C34 4 0 4 0

S* = Numero Total de Seqiiéncias; Cc = Coffea canephora; Ca = Coffea arabica; Cr= Coffea

racemosa.

De acordo com os dados apresentados na tabela 3, € possivel perceber que em quase

todos os contigs ha uma predominancia de seqiiéncias de C. arabica, com exce¢do do Contig

3 da PAL que apresentou um equilibrio, indicando que essa isoforma deve possuir uma maior
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expressdo em C. canephora. Este resultado também ¢é devido a presenga majoritaria de
bibliotecas de C. arabica no Projeto Genoma Café (VIEIRA et al., 2006).

Nos 16 contigs foram identificados um total de 248 polimorfismos, sendo 47 dentro
das regides UTRs e 201 dentro das regides codantes. Inseridos nesta ultima 63% dos
polimorfismos (127) correspondem ao tipo sindénimo (S) e 37% deles (74) ao tipo ndo
sinonimo (NS) (Tabela 4). Uma porcentagem semelhante foi verificada para trigo por RAVEL
et al, (2006) que encontrou aproximadamente 33% de S e 67% de NS, demonstrando que a

maioria das muta¢des mais comuns nao alteram o tipo do aminoacido formado.

Tabela 4: Quantidade e Tipos de Polimorfismos Encontrados.

. N_ﬁmero de Regido Regido Codificadora Regido
Enzima Pohmorﬁsmos SNPs Indels SUTR . - 3UTR
Totais Sindnimos Nao Sin6nimos

PAL ClI 23 23 0 0 18 5 0
PAL C2 2 2 0 1 1 0 0
PAL C3 43 42 1 0 22 17 4
PAL C4 32 32 0 0 20 8 4
C4H_C4 34 30 4 0 17 11 6
4CL_C2 22 20 2 0 6 5 11
4CL_C3 4 3 1 0 2 1 1
4CL _C4 25 25 0 3 15 7 0
4CL_C6 0 0 0 0 0 0 0
4CL_C7 0 0 0 0 0 0 0
CQT C4 24 24 0 1 15 6 2
CQT _Cl14 4 4 0 0 2 2 0
C3'H_C25 35 31 4 13 9 12 1

Os polimorfismos foram encontrados tanto em regides nao codificadoras de proteinas
(5’UTR e 3'UTR), como em regides codificadora. Os resultados evidenciam a maior
freqliéncia de SNPs (95%) em relagdo aos indels (5%), assim como a de polimorfismos
sindnimos (63%) em relacdo aos ndo sindénimos (37%), como foi observado por SCHMID et
al. (2003). A partir da detec¢ao dos polimorfismos calculou-se as freqiiéncias da presenca de
polimorfismos nas 3 diferentes regides das seqiiéncias (5'UTR, regido codificadora da
proteina e 3'UTR) a cada 100 pares de bases, de acordo com o seu respectivo contig. Foi
encontrado a freqiiéncia de 1 polimorfismo a cada 50 pares de base nas regides UTRs e 1

polimorfismo a cada 81 pares de base nas regides codificadoras de proteina.
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A pesquisa realizada in silico para conhecer a freqiiéncia dos polimorfismos (Tabela
5) de acordo com a sua localizagdo ¢ importante, pois pode-se inferir a regido que possui a
maior probabilidade de encontro dos mesmos nas analises in vivo. Com essa infomragéo, ¢
possivel realizar o desenho dos oligonucleotideos especificos priorizando as regides que
apresentem uma freqliéncia maior de polimorfismos para a detec¢do dos mesmos. Segundo
LAI et al., (2008) em analises de ESTs de girassois, a porcentagem de sucesso de encontrar
um polimorfismo in vivo foi 72% quando andlises prévias in silico indicaram as melhores
regides para desenhos de oligonucleotideos, contra 37% de sucesso quando eles eram
desenhados ao acaso.

Os dados de frequéncia dos polimorfismos evidenciaram que na maioria das vezes a
esta se encontra nas regides nao codificadoras de proteina (3'UTR e 5'UTR), assim como foi
relatado por MONDEGQO et al. (2011). A grande freqiiéncia de SNPs encontrados em todas as
enzimas estudadas confirma os dados relatados por LIJAVETZKY et al. (2007) que diz que
0os SNPs sdo os polimorfismos mais freqlientes no genoma de uva. A média de SNPs totais
encontrados foi de 1.4 polimorfismos a cada 100 pares de base uma quantidade relativamente
alta se comparado aos resultados obtidos por VIDAL et al. (2010) que observou 0.39
polimorfismos, porém isto provavelmente deve-se ao fato de que a regido 5’UTR da
C3’H_C25 elevou a média observada. Outro estudo que comprova a maior freqiiéncia dos
SNPs em relacdo aos microssatélites (SSRs) foi o realizado por PONCET et al, (2006) que
encontrou um SSR a cada 7730pb em ESTs de C. canephora, valor quase 5.5 vezes menor do

que os SNPs detectados por este trabalho.

Tabela 5: Freqiiéncia dos Polimorfismos segundo suas localizagdes.

Gene Frequéncia Frequéncia Frequéncia Frequéncia
5’UTR/100 pb Coding/100 pb 3’UTR/100 pb Média
PAL C1 NA 1,07 0 1po01/99 bp
PAL_C2 0,50 0,25 NA 1pol/292 bp
PAL C3 NA 2,22 1,65 1pol/46 bp
PAL_C4 0 1,35 3,30 1pol/78 bp
C4H_C4 NA 1,80 3,52 1pol/54 bp
4CL_C2 NA 0,69 2,82 1pol/93 bp
4CL_C3 NA 0,22 0,86 1pol/429 bp
4CL_C4 3,16 1,35 0 1pol/71bp
4CL_C6 0 NA NA 0
4CL_C7 NA 0 0 0
CQT C4 1,03 1,62 0,60 1pol/78 bp
CQT Cl4 NA 0,41 0 1pol/52 bp
C3'H 25 12,38 1,37 0,51 1pol/52 bp

NA= regides com menos de quatro seqiiéncias.
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De acordo com os resultados obtidos na deteccao de polimorfismos e identificacdo dos
mesmos, pode-se inferir a existéncia de diferengas alélicas inter-espécies (C. arabica x C.
canephora, C. arabica x C. racemosa e C. canephora x C. racemosa) e intra-espécies (C.
arabica x C. arabica, C. canephora x C. canephora e C. racemosa x C. racemosa). Os tipos
de polimorfismos SNPs detectados na analise in silico para as cinco enzimas estdo contidas na

Tabelas 6.

Tabela 6: Tipos de Polimorfismos Encontrados in silico para as enzimas dos CGAs.

G Conti Intra Intra Intra Inter Inter Inter
ene ontig Ca Cc Cr CaeCc Ca#Cr Cc#Cr
PAL 1 17 5 NA* 2 0 2
PAL 2 1 2 NA 0 NA NA
PAL 3 32 20 NA 0 NA NA
PAL 4 28 0 NA* 0 4 6
C4H 1 26 4 NA* 4 0 7
4CL 1 18 8 NA* 1 0 1
4CL 2 0 1 NA 3 NA NA
4CL 3 23 3 NA 0 NA NA
4CL 4 0 0 NA 0 NA NA
4CL 6 0 0 NA 0 NA NA
CQT 2 22 2 NA 0 NA NA
CQT 3 3 0 NA 1 NA NA
C3'H 1 31 7 NA 0 NA NA
TOTAL 201 52 0 11 4 16

Ca = C. arabica; Cc= C. canepora; Cr = C. racemosa; NA= ndo havia seqiiéncias de C. racemosa. NA*= Havia
apenas 1 sequéncia de C. racemosa.

A andlise dos polimorfismos inter (E) e intra grupos (I) resultou no encontro de 71%
de polimorfismos dentro de C. arabica, 18% dentro de C. canephora, 3.9% entre C. arabica e
C. canephora, 1.4% entre C. arabica ¢ C. eugenioides ¢ 5.6% entre C. canephora e¢ C.
eugenioides. Estes dados corroboram com os encontrados por VIDAL et al. (2010), cujo
estudo encontrou 81% dos polimorfismos dentro de C. arabica, 17% dentro de C. canephora,
4% entre C. arabica e C. canephora, 2.5% entre C. arabica e C. eugenioides.

Também foram classificados os polimorfismos entre as espécies (31 polimorfismos) e
dentro delas (253 polimorfismos). Dentro das espécies foi observado um maior nimero de
polimorfismos em C. arabica (71%), seguido de C. canephora (18,3%). A maioria dos SNPs
encontrados localizaram-se dentro da espécie C. arabica, isto devido ao maior nimero de
seqiiéncias desta espécie dentro da maioria dos contigs.

Dentro da espécie de C. arabica foi possivel separar as seqiiéncias em 2 grupos
gendmicos diferentes (subgenomas), um deles assemelha-se grupo de C. canephora e o outro

provavelmente seja semelhante a C. eugenioides, isto se deve possivelmente ao fato de que C.
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arabica ¢ um hibrido originado entre o cruzamento de C. canephora e C. eugenioides (Figura
2). A formagdo de 2 grupos distintos de seqiiéncias dentro de C. arabica, reforcam os
trabalhos sobre a origem alopolipldide da espécie a partir da hibiridzacdo das duas espécies
dipléides C. canephora e C. eugenioides (LASHERMES et al., 1999, DAVIS et al., 2007).

Analisando apenas os polimorfismos dentro dos subgenomas de C. arabica, foi
possivel concluir que a maioria deles situava-se entre os dois grupos (136 polimorfismos) e a
minoria dentro de um dos dois grupos formados (68 polimorfismos). Essa separagao por SNPs
¢ importante, pois permite estudos de caracterizagdo da expressdo de genes homeo6logos em
Coffea arabica, identificando a expressdo diferencial de genes de um subgenoma com
relagdo ao outro (VIDAL et al., 2010; MARRACCINI et al., 2011). Entretanto visando a
identificagdo de genotipos diferentes e estudos de mapeamento, somente os SNPs intra-
especificos podem ser utilizados.

Os resultados gerados com a utilizagdo de ESTs disponiveis nos bancos de dados
publicos ¢ um trabalho de base que auxilia e aumenta as probabilidades de se desenvolver
marcadores moleculares efetivos para caracteristicas de interesse agronomico, pois possibilita
inferir a diversidade nucleotidica esperada in vivo de individuos de uma populagao,
acelerando o processo de busca de marcadores polimorficos. Este fator ¢ de fundamental
importancia para futuros trabalhos de mapeamento e de selecdo assistida por marcadores
espécies perenes economicamente importantes, diminuindo custos e tempo de melhoramento
classico da planta (COGAN et al., 2007).

Baseado nessas analises in silico algumas populagdes de Coffea spp. estdo sendo
genotipadas com os primers desenvolvidos por este trabalho. Sendo que um deles ja
apresentou resultados positivos e foi mapeado em Coffea canephora (LEROY et al., 2011).

Para a populag@o de mapeamento de Coffea arabica as analises estdo em desenvolvimento.

4 CONCLUSAO

As analises in silico sdo eficientes para identificar genes da principais via metabodlicas
dos CGAs de cafeeiro. Foram identificados 16 contigs relacionados a cinco dos principais
genes da biossintese de CGAs.Esses genes apresentam uma alta freqiiéncia de polimorfismos
do tipo SNPs (95%), com sua maior distribui¢do nas regides UTRs (1pol/50pb) em relagdo as
regioes codificadoras de proteina (1pol/81pb). A analise in silico também identificou a
presenca de dois grupos distintos de seqiiéncias dentro do grupo de C. arabica, de acordo com

0s seus genomas ancestrais, permitindo realizar estudos de expressdao de genes homeologos.
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Os genes e polimorfismos encontrados vem sendo utilizados em trabalhos de genotipagem de

populagdes de Coffea spp. para mapeamento fisico e genético dos CGAs.
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Figura 2: Exemplo de Identificagdo e Caracterizagdo de Polimorfismos Intra-espécies e Inter-espécies (Contigd
da 4CL). E: polimorfismos entre grupos de C. arabica. I: polimorfismos dentro dos grupos de C. arabica,
indicados com seta azul. NA: auséncia de alelos. A: adenina. C: citosina. G: guanina. T: timina. Grupo 1: grupo
de C. arabica semelhante a C. eugenioides. Grupo 2: grupo de C. arabica semelhante a C. canephora e para se
observar melhor essa homologia, inseriu-se no grupo 2 algumas seqiiéncias de C. canephora.
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ANEXO E

Cromatograma da quantificacao de Cafestol
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Cromatograma da quantificagdo de Cafestol (pico em 220nm) em perisperma de frutos de 120DAF
(janeiro) por CLAE. Eixo X: Absorbancia. Eixo Y: Tempo de retengdo em ninutos.
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Cromatograma da quantificagdo de Caveol (pico em 290nm) em perisperma de frutos de 120DAF
(janeiro) por CLAE. Eixo X: Absorbéancia (mAU). Eixo Y: Tempo de retengdo em minutos.



ANEXO F
Grafico de porcentagem de similaridade entre as sequéncias nucleotidicas dos 7

genes candidatos.
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1= Contig19. 2= Contig28. 3=Contig37. 4=Contig25. 5=Contig33. 6=Contig22. 7=Contig23.
Software CLC Workbench.




