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Resumo:

A maturagdo uniforme dos frutos do cafeeiro relaciona-se diretamente com a qualidade da bebida. Diferentes
floradas em um mesmo cafeeiro propiciam frutos em estadios desiguais de maturacdo podendo resultar em uma maior
dificuldade na colheita, maior gasto com mao de obra e queda na qualidade do produto. Em frutos climatéricos, o processo
final da maturagdo ¢ desencadeado por um grande acumulo de etileno, seguido por mudanga bioquimicas e fisioldgicas que
promovem principalmente a desestabilizagdo da parede celular dos frutos, composta principalmente por compostos
pécticos. As pectinas sdo degradadas devido a solubilizagdo e despolimerizagdo da parede celular vegetal em decorréncia
da agdo de enzimas como: pectinametilesterase, poligalacturonase, xiloglucanases, xilanases, pectinaliases e f-
galactosidases. Nosso objetivo principal € caracterizar e entender as mudancas na expressdo génica e enzimatica que
ocorrem durante a maturagdo dos frutos de café, visando melhorar a uniformidade da matura¢do. Neste trabalho foram
feitos estudos de expressdo de genes que codificam para ACC oxidase, expansina, pectinametilesterase e
poligalacturonases, através da analise “in silico” do banco de dados do Projeto Genoma Cafg, e experimentos de expressdo
dos genes e enzimas. Andlise de transcritos demonstrou um aumento de ACC oxidase em frutos verde-cana seguido da
atividade de pectinametilesterases em estagios intermedidrios de maturagdo (frutos avermelhados). A atividade da PG foi
detectada nos estadios finais de maturagao, principalmente em frutos cereja.

Palavras-chave: maturagao, poligalacturonase, pectinametilesterase, expansina, genoma, Coffea

GENE EXPRESSION ANALYSIS DURING THE FINAL STAGES OF COFFEE
FRUIT RIPENING

Abstract:

The quality of coffee is directly related with the ripening stage of the fruits during harvest time. In climacteric
fruits a dramatic increase in ethylene biosynthesis promotes the subsequent steps of fruit ripening, with biochemical and
physiological changes. Those changes include: softening of cell wall, sugar accumulation, modification of phenolic and
organic acid compounds, accumulation of anthocyanins and carotenoids. Our main goal is to characterize the changes
occurring in coffee fruit ripening, with the objective to improve the uniformity of fruit maturation, and consequently the
quality of the coffee produced. We observed an increase of transcripts of ACC oxidase during the initial fruit ripening
stages (green fruits), followed by an increase of PME at intermediate stages (green-red and red). PG activity was higher at
the end of maturation (cherry and dark-cherry).
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Introducao

Em plantios de café adensado, entre os fatores de manejo que merecem ser considerados é o aumento da
desuniformidade de maturagdo dos frutos, ocasionando problemas na qualidade de bebida e menor eficiéncia na colheita.
As alternativas tradicionais para resolver estes problemas - o emprego de colheita seletiva e uso de reguladores de
crescimento - apresentam desvantagens de ordem agrondmica (queda de folhas e frutos, diminuicdo da qualidade da
bebida) e economica (aumento do custo de producao).

Sabe-se que a maturagdo é um evento geneticamente programado, caracterizado por inumeros processos
bioquimicos e fisioldgicos que alteram cor, sabor, aroma e textura do fruto (Brandy,1987). O processo final de maturagao
do café inicia-se com o aumento da atividade respiratoria e com a sintese de etileno, acompanhado do metabolismo de
agucares ¢ acidos graxos, além do decréscimo da adstringéncia e sintese de compostos volateis, como aldeidos, ésteres,
cetonas e alcoois que caracterizam o aroma do fruto maduro (Carvalho e Chalfoun, 1985). Nesta fase da maturagdo também
ocorre a degradacdo da clorofila e inicio da mudanga de coloragdo da casca, que passa de verde a coloragdo vermelho —
cereja ou amarela. Também ocorrem grandes modificagdes na parede celular vegetal, ocasionando maciez do mesmo,
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deterioracdo do tecido e susceptibilidade a patdgenos. Estas modificagdes sdo reguladas, em partes, através da expressdo de
genes que codificam para enzimas modificadoras da parede celular como, por exemplo, as expansinas,
pectinametilesterases (PME), poligalacturonases (PG) (Fisher e Bennett, 1991).

As expansinas sdo proteinas da parede celular vegetal que induzem o relaxamento e extensdo da parede em pH
acido, visto que € nesta condigdo que as células das plantas crescem mais rapidamente e a parede torna-se mais flexivel
(Cosgrove, 1998). As expansinas hidrolisam as ligagdes entre a hemicelulose e as microfibrilas de celulose, assim induzem
o alongamento/extensdo irreversivel da parede celular e também o seu relaxamento, desempenham também importante
papel nos processos de desenvolvimento da planta como na organogénese, germinacdo da semente, desenvolvimento do
tubo polinico (Li et al; 2003). As pectinas, uma mixtura de polissacarideos ricos em acidos galacturonicos, no decorrer da
maturagdo sdo degradadas durante a solubilizagdo e despolimerizagdo da parede celular dos frutos. Duas das principais
enzimas envolvidas neste processo sdo a pectinametilesterase (PME) e a poligalacturonase (PG). A PME catalisa a
desmetilagdo dos ésteres metilicos dos acidos poligalacturdnicos. A atuagdo da PME ocorre temporalmente anterior a PG
que ¢ inibida pela presenca dos radicais metil (Braverman,1963). Apds a atividade da PME a PG catalisa a hidrolise das
ligagdes a-1,4, entre os residuos de acido poligalacturonico desmetilados (Konno et al, 1985). A PG também esta
envolvida em outros processos fisioldgicos, onde ocorre a separagdo celular, como: abscisdo e deiscéncia, germinagdo do
pélen e formagdo do tubo polinico (Brown e Crouch,1990; Taylor et al., 1990; Meakin e Roberts, 1991; Pressey, 1991).
Durante a maturacdo ocorre também o alongamento, relaxamento e extensdo da parede celular, devido a atuagdo de endo-1-
4 B-glucanases, (Hayashi; Wong.; Maclachlan, 1984) celulases, e xyloglucanases (Fry et al., 1992). Atualmente, com a
clonagem e a manipulagdo de genes envolvidos na maturag@o de frutos, torna-se possivel retardar ou até mesmo inibir esse
processo fisiologico, através da utilizagdo de técnicas DNA antisenso ou interferéncia de RNAi.

Portanto, tendo em vista a importancia da uniformidade de maturacdo dos frutos para a qualidade de bebida,
colheita e custo de producdo do café, neste trabalho foram feitos estudos de expressdo de genes que codificam para ACC
oxidase, expansina, pectinametilesterase e poligalacturonases, através da analise “in silico” do banco de dados do Projeto
Genoma Café, e experimentos de expressdo dos genes e enzimas.

Material e Métodos

Com excecdo da seqiiéncia do gene de ACC oxidase os genes analisados foram baseados em ESTs provenientes do banco
de dados do genoma café. As seqiiéncias foram selecionadas e clusterizadas para formagdo de contigs com os programas
BLAST (Altschul et al, 1990), BLASTX e BLAST P. Foram selecionados clusters ou contigs com genes expressos durante
diferentes fases do desenvolvimento e amadurecimento dos frutos. As seqiiéncias obtidas foram blastadas com outras
sequéncias de aminoacido e nucleotideos no NCBI, e também examinadas através do programa ClustalW (Thompson et. al,
1994). Apos a analise das seqiiéncias e contigs de interesse, oligonucleotideos foram desenhados para analise da expressdo
via RT-PCR e /ou clonagem dos genes.

Analise da expressao do gene via RT — PCR e Northern blot

Frutos de Coffea arabica (JAPAR — 59) em diferentes estadios de maturago, além de outros tecidos foram utilizados para
extragdo de RNA total de acordo com o protocolo de Chang, et al. (1993). Para analise via RT-PCR o ¢cDNA foi sintetizado
utilizando o kit ThermoScript™ RT-PCR System (Invitrogen). Os fragmentos amplificados foram clonados no vetor PCR
2.1 — TOPO para o sequénciamento e comparacao das seqiiéncias com o banco de ESTs do Genoma Café. Para analise via
Northern blot, 10 uG de RNA de diferentes tecidos foram utilizados para hibridizagdo em membrana com sondas marcadas
com dCTP-a P32) de acordo com protocolo descrito por Ausubel et al. ( 1994 ).

Extracio e quantificacio de Poligalacturonase

Frutos de Coffea arabica, cultivar IAPAR-59, em diferentes estadios de maturagdo (verde, verde-amarelado, avermelhado,
vermelho e cereja), foram coletados e armazenados em tubos hermeticamente fechados em freezer —80°C. Para a extracdo
de proteinas dos frutos de café, oito gramas de fruto correspondente a cada um dos estadios de maturagdo foram macerados
em nitrogénio liquido. O extrato enzimatico da Poligalacturonase (PG) foi obtido através da metodologia descrita por
Karakurt e Huber (2003). A atividade da PG foi determinada pela incubagdo do extrato enzimatico com acido
poligalacturénico por duas horas a 34°C. Os agucares redutores liberados apods cessada a atividade enzimatica foram
dosados pelo método de Somogy, adaptado por Nelson (1994). Uma unidade de atividade de PG foi definida com a
quantidade de enzima capaz de catalisar a formacdo de 1 nmol de agtcar redutor por duas horas sob as condi¢des de ensaio.
A quantidade total de proteinas foi determinada pelo método colorimétrico de Bradford (1976)

Resultados e discussao

Com o objetivo de identificar dentro do Projeto Genoma Café genes de expansinas e PGs, que estejam
relacionados com a maturagdo de frutos, foram analisadas 153 seqiiéncias para expansinas, 262 para PME e 130 para PG.

A clusterizagdo das 153 seqiiéncias de expansinas resultou na formagdo de 22 contigs e 14 singlets. Os 22 contigs
tiveram suas seqiiéncias analisadas e verificou-se a presenga de alta homologia entre os mesmos, posteriormente foram
selecionados trés contigs de interesse denominados de: Caexpl (1283 pares de bases), Caexp2 (1288 pb) e Caexp3 (1587
pb), por apresentarem seqii€ncias provindas de bibliotecas de frutos (FR). Cada um dos contigs também foi analisado



através do BLASTX (NCBI), o Caexpl demonstrou bom alinhamento com seqiiéncias de a expansinas provenientes de
Populus tremula x Populus tremuloides, Cicer arietinum, Zinnia elegans, Prunus armeniaca, Sambucus nigra, com
identidade entre 75% e 79% Para o Caexp2 o melhor alinhamento verificado foi com seqiiéncias de Mangifera indica,
Petunia x hybrida, Populus tremula x Populus tremuloides, Prunus cerasus, com identidade entre 85% e 86%. E
CaFExp3demonstrou bom alinhamento para Prunus armeniaca, Populus tremula x Populus tremuloides, Petunia x hybrida,
Prunus cerasus, com identidade entre 73% ¢ 76%. Atualmente, estdo sendo realizadas analises mais detalhadas de cada
contig para posterior construgdo de primers e clonagem. Também estdo sendo feitas analises para diferenciagdo das a e 3
expansinas encontradas no banco do genoma café.

Para o gene de PME, foi selecionado um contig contendo trés seqiiéncias, sendo duas de bibliotecas de frutos.
Também foram selecionadas seqiiéncias singlets que apresentaram alta similaridade com PMEs de frutos climatéricos. A
partir das seqiiéncias e contigs selecionados foi possivel clonar um fragmento de 277 pb (Capmel) que apresentou alta
similaridade a outras PMEs de frutos. Resultados tanto de RT-PCR como de Northern blot (Figura 1) demonstraram uma
atividade de transcri¢ao posterior a de ACC oxidase, e anterior a atividade tanto de transcritos como enzimatica de PG aqui
demonstrada (Figura 2 e 3). A atividade de PME também foi acentuada em ramos.

Para a PG a clusterizagdo das 130 seqiiéncias gerou 10 contigs de interesse, por apresentarem seqiiéncias de
bibliotecas de fruto. O contig Capgl, foi considerado o de maior interesse, por apresentar 3 seqiiéncias num total de 5,
provenientes de bibliotecas de fruto FR1 (frutos estadio 1 e 2). Verificou-se que o Capgl ¢ similar as seqiiéncias de
poligalacturonase de diferentes organismos como: Lycopersicon esculentum, Pyrus communis, Arabidopsis thaliana. A
partir destes resultados foram sintetizados oligonucleotideos para clonagem do gene e estudos de expressdao via RT-PCR.
Foi observada uma presenga maior de transcritos de CaPglem frutos vermelho quando comparada aos transcritos de frutos
verde (Figura 2). O padrdo de transcricdo em folhas ¢ similar ao de frutos verde, indicando um backgroung “constitutivo”
de PG. Também foi observado uma grande atividade de transcritos de PG em ramos, similar a encontrada no Northern Blot
de PME, seguidos por menor intensidade em raizes, botdes florais e flores.

Na quantificagdo da atividade enzimatica da PG nos frutos em diferentes estadios de maturagdo (Figura 3)
verificou-se inicialmente a baixa atividade enzimatica no fruto verde. A partir do inicio da maturacdo (fruto verde-
avermelhado) verifica-se aumento continuo da atividade da PG, que continua até atingir seu ponto ideal de maturagdo (fruto
cereja), e comegar o processo de senescéncia na planta. Frutos passados do ponto de colheita também apresentam alta
atividade enzimatica da PG (dados ndo apresentados). Nos frutos verdes a baixa atividade enzimatica era esperada, pois os
compostos pécticos ainda se encontram na forma metilada. A alta atividade da PG nos frutos cereja deve-se a presenca de
maiores quantidades de pectinas desmetiladas pela acdo da PME, visto que, de acordo com Braverman (1963), a presenga
de grupos metilicos nos acidos poligalacturdnicos, que formam as pectinas por meio de ligagdes glicosidicas, atuam como
inibidores da atividade da PG.

As analises de expressdo feitas com Northern blot ¢ RT-PCR apresentaram uma seqiiéncia temporal quanto a
detecg@o de transcritos dos genes analisados (Figura 1 e 2). Inicialmente houve uma forte indugdo da expressdo de ACC
oxidase nos estadios intermedidrios de maturagdo comparada com os frutos verdes. Em frutos cereja, observa-se uma
diminui¢do da expressdo em relagdo ao estadio anterior. A expressdo de PME inicia-se um pouco depois e com menor
intensidade que a ACC oxidase, com um incremento nos frutos vermelhos. Os dados preliminares da analise de PG por RT-
PCR demonstram uma quantidade menor de nimeros de transcritos em frutos verdes comparadas com frutos vermelhos,
devendo se comportar também seqiiencialmente apés a atividade da PME.

Apos a analise dos genes de expansina e a verificagdo da expressdo dos genes escolhidos em diferentes tecidos de
café, daremos inicio a escolha de genes com expressdo especifica em frutos. Estes genes deverdo ser utilizados tanto na
busca de promotores especificos, assim como para estudos de transformagdo genética em vetores de RNAI, visando o
desenvolvimento de tecnologias que permitam uma maior uniformidade dos frutos na época de colheita.
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Figural. Analise de Northern blot de RNA de diferentes tecidos de café hibridizados com Caacol (Pereira et al.
2005) e Capmel. A) RNA total de frutos de café em diferentes estddios de maturagdo: 1) verde; 2) verde-



avermelhado; 3) avermelhado e 4) vermelho e 5) cereja. B) RNA total de diferentes tecidos: folhas 1 e 2 foram
coletadas com 5 e 12 cm de comprimento; botdes florais 1 e 2 foram coletados com 8 ¢ 15 mm respectivamente.
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Figura 2. Analise de expressdo de genes de PG via RT-PCR. ¢cDNA de diferentes tecidos foram
utilizados para amplificacdo com oligonucleotidoes para Capgl. Amplificagdo do gene GOS (Gaborit et
al. 2003) foi utilizado para padronizagdo das concentracdes de cDNA.
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Figura 3. Atividade da Poligalacturonase (PG) nos frutos verde (VE), verde-avermelhado (VA),
avermelhado (AV), vermelho (VM) e cereja (CE). Uma unidade de atividade de PG foi definida como
a quantidade de enzima capaz de catalisar a formagao de 1 nmol de agticar redutor por duas horas sob
as condigdes de ensaio. Barra representa o desvio padrao (n=6).
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