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RESUMO

Polifenoloxidase - PFO (EC 1.14.18.1 ou EC 1.10.3.2) é uma enzima de
ampla distribuicdo entre as plantas e catalisa a hidroxilagado de monofendis a o-difenois
e a oxidacao destes para o-diquinonas. Sua fungcao em plantas tem sido relacionada a
mecanismos de defesa contra patdbgenos e pragas. Em cafeeiro, o &cido 5-
cafeoilquinico, também conhecido como acido clorogénico (CGA) é o principal substrato
da PFO e ambos, enzima e substrato, estdo presentes em quantidades expressivas nos
frutos e nas folhas desta planta. O CGA também esta relacionado com mecanismos de
defesas das plantas e como tal € considerando importante substrato em reac¢des de
oxidagao, principalmente aquelas mediadas pela PFO. No presente estudo, com
objetivo de conhecer caracteristicas da PFO de folhas do cafeeiro, de averiguar sua
acao em mecanismos de defesa nessa planta e de entender fatores ligados a sintese e
ao acumulo de seu principal substrato foram feitas a purificacdo e caracterizagéo dessa
enzima, estudos da expressao de sua atividade, bem como estudos de expressao de
enzimas da via de sintese do CGA em cafeeiro. Com o0 uso de técnicas de precipitacao
com sulfato de aménio, cromatografias de troca ibnica, interacdo hidrofébica e exclusao
molecular foi possivel obter a PFO com alto grau de pureza. A enzima apresentou
massa molecular de 40,5 Kda e preferéncia pelo acido 5-cafeoilquinico como substrato.
Sequéncias de peptideos obtidas apdés digestdo da proteina e analise por
espectrometria de massas mostraram-se homélogas a sequéncias de PFO de varias
outras plantas. O nivel constitutivo de atividade da PFO observado para quinze
genotipos de café variou de 3,8 a 88,0 unidades de atividade/mg de proteina, entretanto

nao teve relacdo direta com resisténcia a pragas e doengas nessa planta. A resisténcia

Vii



ao bicho mineiro foi significativamente relacionada ao nivel de compostos fendlicos,
entretanto, acido 5-cafeoilquinico, o principal substrato da PFO em café, nédo teve
relacdo com essa resisténcia, sugerindo a importancia de outros compostos fendlicos
como substratos da PFO. Dano mecénico, tratamento com &cido metiljasménico,
inoculagédo com esporos do fungo Hemileia vastatrix e a infestagdo com ovos do inseto
Perileucoptera coffeella levaram a respostas variadas nos niveis de atividade de PFO
nos genotipos avaliados. Baseando-se nesses resultados, conclui-se que a agao da
PFO na resisténcia do cafeeiro a pragas e doengas pode estar relacionada ao potencial
oxidativo do tecido e ndo simplesmente uma maior atividade; que o tipo e quantidade de
substrato encontrado no tecido podem ser importantes na resisténcia do cafeeiro e que
entre os gendtipos pode existir a especializacdo de mecanismos de resisténcia
envolvendo a acdo da PFO. Estudos de expressao por RT-PCR de fenilalanina aménia-
liase (PAL), cinamato 4-hiroxilase (C4H), coumarato 3-hidroxilase (C3H),
hidroxicinamoil-CoA ligase (4CL) e hidroxicinamoil-CoA:D-quinato hidroxicinamoil
transferase (CQT), enzimas da via de sintese do CGA, tiveram sua expressao reduzida
a medida que o tecido envelhece. No endosperma foi observado um decréscimo
acentuado de expressao no final da maturagéo dos frutos. Plantulas estioladas obtidas
pela germinacado de sementes no escuro e transferidas para luz mostraram aumentos
significativos no conteudo de CGA apds 24 horas. Esses aumentos foram transientes e
coincidiram com a expressédo da PAL, C4H, C3H, 4CL e CQT. Os resultados indicam
existéncia de controle da sintese de CGA e a existéncia de mecanismos de controle da

expressao em comum para as cinco enzimas estudadas.
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SUMMARY

Polyphenoloxidase - PPO (EC 1.14.18.1 ou EC 1.10.3.2) is an enzyme with
broad distribution among plants and catalyzes the hydroxylation of monophenols to o-
diphenols and the oxidation of these to o-diquinones. lts function on plants has been
related to defense mechanisms against pathogens and plagues. 5-Caffeoylquinic acid,
also known as chlorogenic acid (CGA), is the main PPO substrate in coffee tissues and
both, enzyme and substrate are present on substantial quantities in fruits and leaves.
CGA is also referred to having connection with plants defense mechanisms and it is also
an important substrate on oxidation reactions, mainly those mediated by PPO.
Therefore, in order to increase our knowledge on the coffee PPO characteristics, to
verify its role in defense mechanisms and also to understand the factors connected to
the synthesis of CGA, coffee leaf PPO was purified and characterized regarding kinetic
parameters and its activity in leaves of several coffee species exposed or not to pest
(leaf miner) and disease (leaf rust). Also studies on the expression of the enzymes of
CGA synthesis were carried out. By using ammonium sulfate precipitation followed by
chromatographic steps on ionic exchange, hydrophobic interaction and molecular
exclusion resins it was possible to purify PPO to homogeneity. The enzyme presented a
molecular mass of 40,5 Kda and used 5-cafeoylquinic acid as the preferred substrate.
Peptide sequences obtained after digestion of the purified PPO and analysis through
mass spectrometry were homologous to PPO sequences of several other plants. The
constitutive level of PPO activity observed for 15 coffee genotypes varied from 3,8 to
88,0 units of activity/mg of protein, but did not have a direct relationship with resistance

to plagues in this plant. Resistance to leaf miner was significantly related to the level of



phenolic compounds. However, 5-caffeoylquinic acid, the main substrate of PPO on
coffee, was not related with resistance, suggesting the importance of other phenolic
compounds as PPO substrates. Mechanical damage, treatment with methyljasmonic
acid, inoculation with spores from Hemileia vastatrix and the infestation with the insect
Perileucoptera coffeella led to varied results of the PPO activity in the evaluated
genotypes. Based on these results, we conclude that the PPO role in the coffee
resistance to plagues and diseases might be related to the oxidative potential of the
tissue and not only on the PPO activity; that the kind and quantity of PPO substrate
found in the tissue might be important for the resistance of the coffee tree and that there
may be specific mechanisms of resistance involving PPO action among the genotypes.
RT-PCR studies of the expression of phenylalanine ammonia-lyase (PAL), cinnamate 4-
hyroxylase (C4H), coumarate 3-hydroxylase (C3H), hydroxycinnamoyl-CoA ligase (4CL)
and hydroxycinnamoyl-CoA:D-quinate hydroxycinnamoy! transferase (CQT), which code
for enzymes of the CGA biosynthetic pathway, showed that the expression of these
enzymes decrease with tissue aging. In the endosperm, an evident decrease on the
expression was observed in the end of the fruit ripening. Etiolated seedlings obtained by
germination of coffee seeds in the dark and transferred into light showed significant
increasing on the CGA content after 24 hours. The increase was transient and followed
the expression pattern of PAL, C4H, C3H, 4CL and CQT. The results indicate that CGA

biosynthesis is coordinately regulated by the expression of the five enzymes.



INTRODUCAO GERAL

Polifenoloxidase (PFO) é uma enzima cuprica que usa oxigénio molecular
para oxidar o-difen6is a o-quinonas (atividade difenolase, EC 1.10.3.1). Em algumas
plantas também pode hidroxilar monofendis a o-difendis (atividade monofenolase, EC
1.14.18.1). A PFO apresenta ampla distribuicdo entre as plantas e, geralmente, é
codificada por familias multigénicas, as quais tém mostrado complexo padrdo de
expressao. Em batata foram caracterizados cinco genes de PFO com expressao em
flores, folhas jovens, tricomas, raizes e tubérculos (Thygesen et al., 1995). Em tomate,
pelo menos sete genes foram caracterizados (Newman et al. 1993; Thipyapong &
Steffens, 1997). Em banana foram isolados quatro cDNAs codificando PFO, os quais
mostraram diferentes padroes de expressdao em tecidos vegetativos e reprodutivos
(Gooding et al., 2001). Em hibrido poplar, trés cDNAs de PFO foram isolados e estes
também mostraram padroes distintos de expressao (Constabel et al., 2000; Wang &
Constabel, 2003; Wang & Constabel, 2004). Em uva, somente um gene de PFO foi
encontrado (Dry & Robinson, 1994).

Por estar localizada nos tilacéides, foi sugerido que a PFO exerce papel na
fotossintese, estando ligadas a captura de oxigénio e a fosforilacdo pseudociclica
(Vaughn et al., 1988). Outros trabalhos sugerem seu envolvimento na biossintese de
pigmentos (Vaughn & Duke, 1984; Steiner et al, 1999; Nakayama et al., 2000);
entretanto, esta ficando mais claro e aceito que, em algumas plantas, PFO exercem
papel fundamental na defesa contra herbivoros e patégenos (Constabel et al., 1995; Li
& Steffens, 2002; Thipyapong, et al., 2004; Wang & Constabel, 2004).

O papel antiherbivoria da PFO foi primeiramente demonstrado em tomate por



Felton et al. (1989), que mostraram que quinonas geradas pela agdo da PFO podem
alquilar proteinas da dieta e reduzir o valor nutricional destas para insetos. Outras
evidéncias para o papel da PFO na defesa contra herbivoros vém da descoberta de ela
pode ser induzida por sinalizadores de defesa em plantas como a sistemina e o acido
metiljasménico, associando a expressdo da PFO as vias de sinalizacdo de defesas,
bem conhecidas em tomate (Constabel et al., 1995). Recentemente, Wang & Constabel
(2004) mostraram que uma maior expressao da PFO em transgénicos de Populus sp.
aumenta a resisténcia ao ataque de larvas do inseto Malacossoma disstria.

A PFO também tem mostrado ser importante na defesa contra patégenos.
Plantas transgénicas de tomate superexpressando a enzima mostraram aumento de
resisténcia a bactéria patogénica Pseudomonas syringae (Li & Steffens, 2002),
enquanto que sua supressao levou a uma maior susceptibilidade a infestacdo por essa
bactéria (Thipyapong et al., 2004).

Em café, o acido 5-cafeoilquinico (5-cga), também conhecido como &cido
clorogénico (CGA) € o principal substrato da PFO e ambos, enzima e substrato, estéo
presentes em quantidades expressivas nos frutos e nas folhas desta planta. O CGA é
referido em mecanismos de interacdo das plantas com outros organismos, podendo ter
ligacdo com mecanismos de resisténcia ao ataque de herbivoros e patdégenos (Felton &
Duffey, 1991; Summers & Felton, 1994; Kranthi et al., 2003; Shadle, et al., 2003;
Niggeweg et al., 2004) e, como tal, &€ considerado importante substrato em reagdes de
oxidagao, principalmente aquelas mediadas pela PFO, onde sao geradas as
clorogenoquinonas. O CGA também é importante como substancia de reserva durante
o crescimento inicial das plantas, onde provavelmente esta envolvido nos processos de

lignificacdo (Aerts & Baumann, 1994; Schoch et al, 2001). Recentemente, vem



crescendo o interesse do uso de CGA na saude humana, sendo ressaltada sua
capacidade antioxidante e o efeito antagonista de alguns de seus isémeros a opidides e
ao transporte de glicose (Flores et al., 2000; Daglia et al., 2000; Nardine et al., 2002;
Paulis et al., 2002; Sotillo & Hadley, 2002; Chun et al., 2003; Lee et al., 2003; Frank et
al., 2003).

No café, além do CGA, sdo encontradas outras formas isoméricas deste
acido e foi observado que durante o desenvolvimento ocorrem grandes alteracées nos
seus conteudos em frutos e folhas (Clifford & Kazi, 1987; Menezes & Cliford, 1987;
Bertrand et al., 2003). Essas alteragbes parecem estar associadas a um determinado
estadio de desenvolvimento da planta 0 que sugere a existéncia de controle dessas
alteragbes. Conhecer mecanismos envolvidos na sintese do CGA seria de grande
importancia para entendimento do padréo de acumulo desse composto, bem como para
entender sua fungéo nas plantas.

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivos purificar e conhecer
caracteristicas da PFO de folhas; estudar a relagdo da expressao da atividade dessa
enzima com resisténcia a pragas e doencas de folhas do cafeeiro e estudar a expressao

de enzimas da via de sintese do CGA em cafeeiro.
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CAPITULO |

Purificacao da enzima polifenoloxidase de folhas de

Coffea arabica



1. INTRODUCAO

Polifenoloxidase (PFO; EC 1.10.3.2) é uma enzima de ampla distribuicdo
entre as plantas que catalisa a hidroxilagdo de monofendis a o-difendis e a oxidagéao
de o-difendis a o-diquinonas (Mayer & Harel, 1979). Geralmente séo codificadas por
mais de um gene (Newman et al., 1993; Thygesen et al., 1995; Haruta et al., 2001;
Zhou et al., 2003) e esses genes podem apresentar padrdes diferenciados de
expressdo, com diferencas temporais e espaciais (Thipyapong & Steffens, 1997;
Thygesen et al., 1995; Gooding et al., 2001; Wang & Constabel, 2003). Sua fungéo
fisiologica nas plantas ainda ndo foi esclarecida, entretanto, sua acdo tem sido
relacionada a biossintese de pigmentos (Vaughn & Duke, 1984; Steiner et al., 1999;
Nakayama et al., 2000), a captura de oxigénio molecular no cloroplasto (Vaughn et
al., 1988) e a mecanismos de defesa das plantas (Bashan et al., 1985; Constabel et
al., 1992; Li & Steffens, 2002). Devido as propriedades das quinonas e das reagdes
em que elas participam, a PFO tem grande importancia para a industria alimenticia,
sendo considerada responsavel pela depreciacao e pela redugao do valor nutricional
de produtos de origem vegetal.

Em café, a PFO tem sido correlacionada com qualidade da bebida (Amorin
& Silva, 1968; Amorim & Amorin, 1977; Amorim & Melo, 1991) e alguns estudos
abordaram o seu envolvimento em mecanismos de resisténcia ao ataque de
patdgenos e herbivoros (Maxemiuc-Nacache & Dietrich, 1985; Mazzafera et al.,
1989; Ramiro, 2003).

Sua caracterizagéo foi feita em extratos parcialmente purificados de folhas

e frutos do cafeeiro (Draetta & Lima, 1976; Mazzafera & Robinson, 2000) e, de
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maneira semelhante ao observado para outras plantas, foram observadas formas
ativas da PFO com diferentes massas moleculares. Em varias plantas onde a enzima
foi purificada e caracterizada, sua massa molecular tem sido determinada em 40-45
Kda ou 60-65 Kda.

De acordo com Robinson & Dry (1992), a PFO é sintetizada como uma
pré-proteina, incluindo um peptideo transito que posteriormente € removido por
hidrélise. Koussevitzky et al. (1998) demostraram que uma peptidase presente no
estroma é responsavel pela clivagem do peptideo transito da PFO durante o
transporte dessa proteina para o cloroplasto. A sintese da PFO na forma de uma pré-
proteina tem sido usada como explicacao pelo aparecimento de bandas de atividade
dessa proteina com diferentes massas moleculares (Robinson & Dry,1992; Escribano
et al., 1997; Constabel et al., 2000; Gandia-Herrero et al., 2004). A ocorréncia de
multiplas bandas de atividade da PFO também tem sido associada a presenca de
isoformas (Wang & Constabel, 2003) e a modificagées ocorridas durante a extracao
da enzima, tanto por protedlise, como por associagdo da mesma com outras
substancias (Ho,1999; Gooding et al., 2001).

A PFO ainda tinha sido purificada a partir de folhas do cafeeiro. Estudos
com extratos semi purificados mostraram bandas de atividade com aproximadamente
45 e 67 Kda, sugerindo que a PFO também existe na forma de uma pré-proteina em
folhas dessa planta (Mazzafera & Robinson, 2000).

Neste estudo, foram feitas a purificacdo e caracterizacdo da PFO

objetivando maior conhecimento das suas propriedades em folhas do cafeeiro.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 Material Vegetal e Reagentes

Para purificagdo da polifenoloxidase foram utilizadas folhas recém colhidas
do primeiro e segundo par a partir da gema apical coletados em planta adulta de
Coffea arabica cv. Mundo Novo.

Foram utilizados reagentes das marcas Sigma e/ou Merk, grau laboratério.

2.2 Extracao e atividade de PFO

A extracdo e os ensaios de atividade da PFO foram feitos segundo
metodologia descrita por Mazzafera & Robinson (2000). O material vegetal foi
triturado em Polytron em meio de extracao contendo 100 mM de fosfato de sédio pH
7, acido ascérbico 2% , 5 mM de dithioerythritol (DTE), 10 % de PVPP e 5 mM de
PMSF (Phenylmethylsulfonyl Fluoride), na proporcao de 1 g de folha para 5 mL de
meio de extracdo. Em seguida o homegenizado foi filtrado em gaze, centrifugado a
22.000 x g, a 4 °C por 15 minutos e o sobrenadante foi considerado o extrato bruto.

A atividade da PFO foi determinada pelo consumo de oxigénio medido
num eletrodo de oxigénio equipado com um controlador (Marca Hansatech - modelo
CB1D) a 25°C. A mistura de reacao, com volume final igual a 1,0 mL, continha a
enzima, 1 mM de &cido 5-cafeoilquinico (5-cga), 3,5 mM de SDS e 50 mM de fosfato
de sédio pH 6,0. A reacgéo foi iniciada com a adicao de 5-cqa e a taxa de consumo de
oxigénio no primeiro minuto foi usada para calcular a atividade da enzima.

A atividade da PFO também foi visualizada apo6s eletroforese em gel de
poliacrilamida a 12%, contendo 0,1% de SDS (SDS-PAGE). O gel foi lavado com

tampao fosfato de sddio 50 mM pH 6,0 por 2 minutos e, em seguida, imergido no
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mesmo tampéao contendo 2 mM de 5-cga e 0,5 mM de p-fenilenodiamino. A reacao

foi paralisada apds 5 minutos e registou-se a imagem do gel.

2.3 Purificacao

A purificacdo da PFO foi feita a partir de 200 mL de extrato bruto obtido
conforme descrito no item 2.2. Esta fragdo foi submetida a precipitagdo a baixa
temperatura com sulfato de aménio 80% de saturagdo e o precipitado obtido apos
centrifugacéao foi dissolvido em 20 mL de tampéao fosfato 50 mM, pH 6,0 (tampao de
eluicao -TE) e eluido numa coluna Sephadex G25 (10 x 2,8 cm) equilibrada com o
mesmo tampao.

Uma fracdo de 20 mL coletada apds a eluicdo da coluna G25, foi
adicionada numa coluna DEAE-Celulose (10 x 2,5 cm), coletando-se toda a fracéao
protéica ndo retida. O volume total dessa fragéo foi entdo adicionado numa coluna S-
Sepharose (16 x 1,0 cm) previamente equilibrada com NaCl 1,0 M e lavada com TE.
Novamente coletou-se toda a fragédo protéica nao retida e em seguida foi adicionado
sulfato de aménio a mesma fracdo até atingir a concentracao de 1,0 M e aplicou-se a
mistura numa coluna Phenyl Sepharose (12 x 1,5 cm) anteriormente equilibrada com
sulfato de aménio 1,0 M. A coluna foi entdo lavada com 100 mL de TE contendo
sulfato de aménio 1,0 M e em seguida as proteinas retidas foram eluidas num
gradiente decrescente de sulfato de aménio (1 a 0 M) diluido em TE, com fluxo de 2
mL/minuto. Foram coletadas fracbes de 6 mL e em cada fragdo monitorada a
atividade da PFO.

Cinco mL da fragdo anterior com maior atividade da PFO foram aplicados

numa coluna Sephacryl S-200 26/60 HR (Pharmacia) e eluidos com TE contendo 150
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mM de NaCl com fluxo constante de 0,8 mL/minuto. A atividade da PFO foi
monitorada em cada fracdo coletada e em seguida fez-se reacdo de atividade da
PFO em gel para as fracbes apresentando atividade. Baseado no bandeamento
selecionou-se uma fragdo com atividade apenas numa banda com massa molecular
aproximada de 45 Kda. Essa sendo considerada a fragcdo purificada da PFO. A
concentracao de proteinas nas fragdes de cada etapa foi determinada pelo método

de Bradford (1976). Como padrao utilizou-se albumina do soro bovino (BSA).

2.4 Caracterizacao da PFO purificada
2.4.1 Massa molecular e Km de substrato

A massa molecular aparente da PFO purificada foi estimada em
comparacdo com marcadores de massa molecular (MM) apéds eletroforese SDS-
PAGE em condigdes semidesnaturantes e desnaturantes. Em condigbes
semidesnaturantes, as amostras da proteina na sua forma nativa foram aplicadas no
gel contendo 0,1% de SDS. Em condigbes desnaturantes, foi feito o mesmo
procedimento, entretanto, as amostras foram previamente fervidas em tampéo
contendo B-mercaptoetanol (0,5%) e SDS (0,5%).

A massa molecular também foi estimada através de uma curva construida
pela calibragdo da coluna sephacryl S-200 com padrbes protéicos de fosforilase b
(MM=97 Kda), albumina (MM=66 Kda), ovalbumina (MM=45 Kda) e anidrase
carbdnica (MM=30 Kda).

Para determinagcao do Km para substratos e para realizagdo de ensaios de
inibicdo da PFO, foram feitas reagcées de atividade, medidas pelo consumo de

oxigénio conforme descrito anteriormente. Como substratos foram utilizados 5-cqa,

14



4-metilcatecol e acido caféico.

2.4.2 Seqliéncia de aminoacidos

A fracao de maior atividade obtida no ultimo passo da purificagdo foi
dessalinizada em mini-coluna PD 10 (G25) (Pharmacia), concentrada em speed-vac
(Marca Savant, modelo SC110) e submetida a eletroforese em gel de poliacrilamida
contendo SDS. Apéds o gel ser corado com Coomassie blue, a banda foi recortada do
gel e entdo feita a reducdo, a alquilacao e a digestdo da proteina para posterior
sequenciamento dos peptideos conforme procedimentos a seguir:

1) lavagem do gel: fragmentos do gel contendo as bandas com
aproximadamente 1,0 mm? foram colocados em tubo eppendorf e lavou-se com
NH4sHCO3 100 mM. Em seguida adicionou-se 200 uL de acetonitrila 50% diluida em
NH4HCO3; 50 mM, agitou-se o tubo e incubou-se por 10 minutos. Este ultimo
procedimento foi repetido até o gel ficar claro e em seguida lavado por 5 minutos
com 200 uL de acetonitrila 100%, sob agitacao periddica;

2) reducdo da proteina: apos lavagem, os fragmentos de gel foram
secados em speed-vac e a eles adicionados 50 uL de DTT, 10 mM diluido em
NH4sHCO3; 100 mM sob agitacdo e o tubo foi incubado por 60 minutos a 60°C .Em
seguida o tubo foi resfriado e 0 excesso da solugao de DTT, removido;

3) alquilacao da proteina: adicionou-se ao tubo 50 uL de iodoacetamida 50
mM diluida em 100 mM NH4sHCOQO3, agitou-se e incubou-se no escuro por 45 minutos.
Ap6s este tempo removeu-se o0 excesso de iodacetamida, lavou-se o gel com
NH4sHCO3; 100 mM por 5 minutos e em seguida lavou-se o gel por 2 vezes com

acetonitrila 50% diluida em NH4HCO3; 50 mM. O gel foi entdo desidratado
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adicionando-se 100 pL de acetonitrila 100% e incubando-se por 5 minutos. Apds isto,
removeu-se a acetonitrila e secou-se o gel em speed-vac;

4) digestao da proteina: adicionou-se tripsina (marca Sigma) (12.5 ng de
tripsina/uL de NH4HCO3; 50mM) o suficiente para cobrir o gel e incubou-se por 30
minutos a 4°C. Em sequida o tubo foi centrifugado brevemente e deixou-se digerir
por 12 horas a 37°C.

Apés a digestao, os peptideos foram extraidos do gel por trés lavagens
sucessivas com solucdo contendo acetonitrila 50% e acido férmico 2%. Em cada
lavagem, o tubo foi agitado, centrifugado brevemente e sonicado por 5 minutos. Os
sobrenadantes de cada lavagem foram juntados e o volume final foi reduzido em
speed-vac para aproximadamente 10 pL.

As amostras contendo os peptideos fordo enviadas ao Laboratério de
Espectrometria de Massas da Fundacédo André Tozello, onde foi feito a separacéo e
0 sequenciamento dos peptideos em aparelho espectrdbmetro de massas. Uma
amostra da proteina pura também foi enviada para certificacdo da pureza e
determinacao da massa molecular.

Os espectros de massas foram obtidos usando um espectrometro de massas
hibrido tipo Q-TOF (Q-TOF Ultima — Micromass, Manchester, Reino Unido) equipado
com uma fonte Zspray operando no modo ion positivo. As condi¢des de ioniza¢do
usadas incluiram tensao capilar de 2.3 kV, tensao do cone e lente RF1 de 30 Ve 100 V,
respectivamente, e energia de colisédo de 10 eV. A temperatura da fonte foi de -70°C e
0 gas do cone foi N2 no fluxo de 80 L/h. Foi usado gas arg6nio para refrigerar a colisao e
para a fragmentagédo dos ions na célula de colisédo. A calibragdo externa foi feita com

iodeto de sodio numa escala de massas de 50 a 3000 m/z. Todos os espectros foram
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adquiridos com o analisador TOF no modo V (TOF kV=9.1) e com tensdo do MCP

ajustada em 2150 V.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Purificacao da PFO

Através do uso de precipitagdo com sulfato de aménio e cromatografias de

troca idnica, interagcédo hidrofébica e de exclusdo molecular, foi possivel obter a PFO

purificada. Na tabela 1 € apresentado um resumo da purificagéo.

Tabela 1: Resumo da purificacdo da polifenoloxidase de folhas de cafeeiro
A=Volume, B=Proteina, C=Atividade, D=Atividade total, E=Atividade especifica,
F=Fator de purificacdo e G=Recuperacéo.

A B C D E F G
Passo mL  mg/mL  Un/mL Un Un/mg Fator %
Extrato Bruto 250 15,3 13200 3300000 862,7 1,0  100%
SA80% / G25 20 94,4 154000 3080000 1631,3 1,9 93,3%
DEAE-Celulose 60 3,8 41800 2508000 11000,0 12,7 76%
S-Sepharose 70 2,8 16500 1155000 5892,2 6,8 35%
Phenyl Sepharose 6 2,3 42900 257400 18652,1 21,6 7,8%
Sephacryl S-200 5 0,3 9900 49500 33000,0 38,2 1,5%

No procedimento, a coluna DEAE-celulose foi utilizada sem ativacao de

suas cargas, mostrando, dessa forma, ser bastante eficiente para remocao de

pigmentos e grande parte das proteinas. Em testes preliminares esta foi a melhor

maneira encontrada para se obter uma fracao limpida e com alto percentual de

recuperacdo da atividade da PFO. A coluna S-sepharose mostrou ser bastante

eficiente na retencao de formas ativas da PFO com massas moleculares abaixo de

40 kda, comumente encontradas em extratos brutos e semi purificados de folhas de

café (figura 1, linhas 4 e 5). A coluna Phenyl Sepharose reteve 100% da atividade

aplicada na coluna. Nesta coluna, formas da PFO com massa molecular acima de

40 kda foram eluidas em um Unico pico (figura 2).
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Figura 1: SDS-PAGE semi-denaturante, revelado para atividade da polifenoloxidase
de folhas de cafeeiro. Colunas 1=Marcador de massa molecular, 2=Extrato Bruto,
3=Precipitado com SA 80%, 4=Fracao eluida da DEAE-Sepharose, 5=Fracéo eluida
da S-sepharose, 6=Fracao eluida da coluna Phenyl Sepharose e 7=Fracdo 39 da
coluna Sephacryl S-200.
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Figura 2: Perfil de eluicdo de proteinas e de atividade da PFO na coluna phenyl

sepharose. Fluxo de 2,0 mL/min.
Na coluna sephacryl S-200 as formas da PFO foram eluidas em fragbes
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separadas (figura 3), sendo possivel recuperar, na fragdo de melhor resolugéo, 1,5%
da atividade total da PFO com fator de purificacao igual a 38,2 (tabela 1). Este valor
€ de fato muito maior, uma vez que 40% da atividade total foi recuperada na fragao
retida na coluna S-sepharose, a qual continha formas da PFO com massas menores
que 40 Kda (dados nao mostrados). Pode-se pensar num valor maior ainda quando

se considera a presenca de formas da PFO com massa acima de 45 Kda.
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Figura 3: Perfil de eluicao de proteinas e de atividade da PFO de folhas do cafeeiro na
coluna Sephacryl S-200. Fluxo de 0,8 mL/min.

A atividade da PFO foi acompanhada em todas as etapas, tanto pela
medicao através do consumo de oxigénio, como pelo registro do padrao de bandas
de atividade em gel de poliacrilamida semidesnaturante. Este procedimento serviu
como orientacao na selecao da forma da PFO a ser purificada.

O padrao de bandas de atividade em cada etapa da purificagcdo esta
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representado na figura 1. Como pode ser observado na figura 1, neste estudo,
também foram observadas formas da PFO com diferentes massas moleculares. O
acompanhamento da atividade da PFO, em gel de poliacrilamida, apdés cada etapa
do processo de purificacédo, entretanto, permitiu a selecdo de uma forma com massa
molecular entre 40 e 45 Kda para ser purificada. Em varias plantas onde a PFO foi
purificada a principal forma ativa da PFO apresentou massa molecular em torno 40-
45 Kda (Robinson & Dry,1992; Escribano et al., 1997; Constabel et al., 2000; Gandia-
Herrero et al., 2004). A ocorréncia de multiplas bandas de atividade da PFO tem sido
associada a presenca de isoformas da enzima (Wang & Constabel, 2003), a
modificagcdes ocorridas durante sua extragdo, tanto por protedlise, quanto por sua
associacdo com outras substancias (Ho,1999; Gooding et al., 2001) e ao processo
de ativacdo da enzima envolvendo protedlise (Koussevitzky et al.,1998; Robinson &
Dry,1992). Modificacdes durante a extracdo parecem nao ser a causa das multiplas
bandas de atividade aqui observadas uma vez que o uso de inibidores de proteases

e de protetores ndo impediu 0 aparecimento dessas bandas.

3.2 Caracterizacao da PFO
3.2.1 Massa molecular

A forma da PFO escolhida para purificagdo apresentou massa molecular
aparente de 43 Kda, determinada em gel SDS-PAGE semi-denaturante (figura 4B,
coluna 6). Em condicbes desnaturantes, essa mesma forma apresentou massa
molecular aparente de aproximadamente 60 Kda (figura 4A, coluna 6). A massa
molecular aparente determinada através de uma curva de calibragdo da coluna

Sephacryl S-200, foi de 44 Kda. A analise em espectrobmetro de massas resultou
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numa massa molecular de 40,5 Kda (figura 5).

96

66
45

28

Figura 4: SDS-PAGE denaturante corado com Comassie blue (A) e SDS-PAGE
semi-denaturante corado com Comassie blue apds revelado para atividade da
polifonoloxidase em folhas de caffeeiro (B). Colunas 1=Extrato Bruto, colunas
2=Precipitado com SA 80%, colunas 3=Fracao eluida da DEAE-Sepharose, colunas
4=Fracao eluida da S-Sepharose, colunas 5=Fracdo da coluna Phenyl Sepharose,
colunas 6=Fracao da coluna Sephacryl.
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Figura 5: Cromatograma (HPLC) da proteina polifenoloxidase purificada de folhas do
cafeeiro (A) e espectro de massas da corrida em HPLC aos 44 minutos (B).

A diferenga no valor da massa molecular observada entre a proteina
nativa e denaturada provavelmente se deve a presenca de residuos de cisteina em
sua estrutura. Robinson & Dry (1992) demostraram que a presenca desses residuos
na estrutura da PFO pode alterar sua mobilidade em gel, provavelmente pela

formacéao de pontes de dissulfeto que sao rompidas durante a denaturacao.
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3.2.2 Afinidade para substratos

A afinidade para substratos foi determinada para o acido 5-cafeoilquinico,
para 4-metil catecol e para o acido caféico. O Km determinado para esses
compostos foi de 1,5 mM, 1,92 mM e 5,34 mM, respectivamente.

Varios estudos tém demonstrado que a PFO pode oxidar varios
substratos com diferencas de afinidade dependendo da planta estudada e/ou da
isoforma da enzima. Em café o acido 5-cafeoilquinico pode representar cerca de
70% do total de fendis presentes (Clifford, 1985) e, em folhas de C. arabica, pode
atingir cerca de 1% da massa seca (vide capitulo 3, figura 10). Portanto é possivel

que este fenol seja o principal substrato da PFO de folhas do cafeeiro.

3.2.3 Seqliéncia de aminoacidos

No sequencimento da proteina purificada foram obtidas seqiéncias de 4
peptideos, sendo: QPNGEDMGNFYSAGR, EVPDPDWLNSSFIFYDENAQPVR,
MGYLYQK e VDLPWVK. Com o uso dessas sequiéncias em busca (Blast-P) no
banco NCBI (National ~ Center  for  Biotechnology  Information  —
http://www.ncbi.nlm.nih.gov) obteve-se homologia com PFO de Populus balsamifera
subsp. trichocarpa x Populus deltéides (acessso -gi|51872305|gb|AAU12257.1],
Triticum aestivum (acesso - Qi|46946552|gb|AAT06526.1|, Malus domestica (acesso -
0i|2293360|dbj|BAA21677.1|, Pyrus pyrifolia (acesso - gi|15487290|dbj|BAB64530.1|
e outras.

O alinhamento das seqiiéncias dos peptideos com a sequiéncia deduzida
de aminoacidos do clone COPO3 da PFO de C. arabica (Mazzafera & Robinson,

dados néo publicados) revelou uma alta identidade (figura 6).
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Figura 6: Alinhamento (Clustalw — 1.82) das seqiiéncias obtidas com o clone COPQO3
de PFO. * indica coincidéncia de residuo de aminoacido.

Este resultado indica que a PFO purificada provavelmente corresponde ao

gene COPQO3. Estudos posteriores de expressao desse gene poderdao revelar sua

importancia para plantas do cafeeiro, inclusive sua relagdo com mecanismos de defesa

da planta contra o ataque de herbivores e patégenos. Estudos recentes utilizando

outras plantas demonstraram de modo direto a importancia da PFO nestes mecanismos

(Li & Steffens, 2002; Thipyapong et al., 2004).
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CAPITULO Il

Expressao da atividade de polifenoloxidase em
folhas de cafeeiro e sua relacao com resisténcia a

pragas
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1. INTRODUCAO

Polifenoloxidase - PFO (EC 1.14.18.1 ou EC 1.10.3.2) € uma enzima de
ampla distribuicao entre as plantas, que catalisa a hidroxilagdo de monofendis a o-
difendis e a oxidacao destes para o-diquinonas (Mayer & Harel, 1979). Quinonas sao
moléculas altamente reativas e que espontaneamente podem complexar varios tipos
de moléculas, incluindo proteinas, lipideos, acidos nucléicos e carboidratos. Devido a
essas propriedades das quinonas, a funcdao da PFO em plantas tem sido relacionada
a mecanismos de defesa contra patégenos e pestes. Recentemente, Li & Steffens
(2002) obtiveram evidéncia direta desse papel da PFO em plantas. Estes autores
observaram que plantas transgénicas de tomate, superexpressando a PFO, tinham
uma maior capacidade oxidativa, sendo observado que elas eram mais resistentes a
infestacao pela bactéria Pseudomonas syringae pv. tomato.

O modo de acao proposto para a PFO é baseado na capacidade dessa
enzima oxidar rapidamente compostos fenélicos quando o tecido é danificado. Nesta
situacao, ha o rompimento de plastideos, compartimento celular onde se situa a
enzima, entrando entdo em contato com os compostos fendlicos liberados pelo
rompimento do vacuolo, principal organela de armazenamento desses compostos
(Mayer & Harel, 1979). As quinonas formadas, por sua vez, podem agir de varias
maneiras levando a protecao das plantas: 1) pela sua alta reatividade com outros
compostos celulares, podem limitar o desenvolvimento de doencas nos sitios
infectados acelerando a morte celular das células préximas ao local de infeccao,
impedindo seu avango e/ou por gerar um ambiente téxico que ird inibir o crescimento

do patdégeno dentro das células (Bi & Felton, 1995); 2) pela sua habilidade em
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alquilar proteinas, principalmente por se ligar covalentemente a aminoécidos mais
suscetiveis a alquilagéo, tais como lisina, histidina, cisteina e metionina, reduzindo a
biodisponibilidade dessas proteinas (Felton et al.,, 1989; Felton et al., 1992); 3) e
também podendo reagir com outros compostos fendlicos, aumentando a formagéo de
polimeros, de ligagbes covalentes e a condensacdo com mais proteinas,
promovendo, desse modo, barreiras adicionais que irdo impedir a entrada de
patdgenos.

O fato da atividade da PFO ser induzida por fatores abibticos e bibdticos,
tais como danos causados por herbivoros, infecgées por fungos e bactérias, danos
mecanicos, regurgitados de insetos e pelo tratamento com compostos sinalizadores
da via dos octadecanoides, € uma evidéncia adicional do seu envolvimento em
mecanismos de defesa em plantas. Esse tipo de resposta tem sido observado na
expressao de outros genes ligados a defesa das plantas (Corbin et al., 1987; Farmer
& Ryan, 1992; Warner et al., 1995), e constitui uma estratégia evolutiva das plantas
para se defenderam de predadores.

Poucos estudos relacionam a atividade da PFO a mecanismos de defesa
em plantas de café. Maxemiuc-Naccache & Dietrich (1985) e Mazzafera et al. (1989)
sugeriram o envolvimento dessa enzima na resisténcia do cafeeiro contra o fungo
Hemileia vastatrix, causador da ferrugem, e o nematdide Meloidogyne incognita.
Ramiro (2003), entretanto, ndo encontrou evidéncias do envolvimento de PFO em
interagdes com o inseto Perileucoptera coffeella, um minador de folhas do cafeeiro.

Em café, os niveis constitutivos da PFO sao relativamente altos quando
comparados a outras espécies (Mazzafera & Robinson, 2000). Associado a isso, a

atividade da PFO desta planta é induzida pelo tratamento com acido metiljasménico
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ou por dano mecéanico. Os niveis de acido clorogénico, um fenol de ampla
distribuicdo e principal substrato da PFO extraida de folhas do cafeeiro (Mazzafera &
Robinson, 2000), também s&o bastante elevados nesta planta, podendo representar
cerca de 11% e 1% da matéria seca de frutos e de folhas, respectivamente (Clifford,
1985; ver cap. 3). Para Felton et al. (1989), a co-ocorréncia de PFO e de difendis é
um indicio de que a oxidag&o fendlica mediada por esta enzima é um mecanismo
potencial de defesa das plantas.

O objetivo do presente estudo foi relacionar a atividade de PFO em café e
resisténcia a pragas e doengas nesta planta. Para isto, foram realizados ensaios
onde a atividade dessa enzima foi avaliada em diferentes genétipos, em interacées
compativeis e nao compativeis do café com o fungo H. vastatrix e com o inseto P.

coffeella e em resposta aos tratamentos com &cido metiljiasménico e dano mecanico.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Material vegetal
2.1.1. Atividade da PFO em folhas de diferentes gendétipos

As analises foram realizadas em folhas de cafeeiros adultos mantidos no
campo, e pertencentes ao Banco Ativo de Germoplasma do Instituto Agronémico de
Campinas, situado no Centro Experimental Central, na Fazenda Santa Elisa,
Campinas-SP. Foram utilizadas plantas de Coffea arabica var. Mundo Novo, C.
kapakata, C. dewevrei, C. salvatrix, C. racemosa, C. canephora cv. Conilon, C.
brevipes, C. excelsa, C. canephora cv. Guarini, C. liberica, C. eugenioides e C.
stenophylla. Também foram analisados o Hibrido do Timor (HT), um hibrido natural
entre as espécies C. arabica e C. canephora, e plantas de duas linhagens hibridas
resultantes do cruzamento de C. arabica x C. racemosa, aqui nomeadas de H1023 e
H1036.

Em cada gendtipo foram coletadas folhas do segundo e do terceiro pares
a partir da gema apical do ramo e os extratos protéicos foram obtidos no mesmo dia
da coleta. As avaliacOes foram feitas em triplicatas, sendo cada repeticdo constituida

de trés amostras de folhas. Todas as folhas foram coletadas de uma Unica planta.

2.1.2. Atividade da PFO em folhas submetidas a dano mecénico e tratadas com
acido metiljasménico

Folhas recém colhidas de C. arabica, C. racemosa, C. salvatrix e do HT
foram submetidas a dano mecanico e ao tratamento com &cido metiljasmdnico
(Meja). O dano mecanico foi causado com alfinete, provocando perfuracées em

ambas as faces das folhas perfazendo um total aproximado de 15 furos/cm?. As
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folhas danificadas e ndo danificadas (controle) foram colocadas em camaras umidas,
mantidas em condi¢cbes de luz e temperatura de laboratorio. As camaras umidas
foram confeccionadas com bandejas de plastico tampadas com uma placa de vidro
transparente e dentro das quais foram colocadas espumas molhadas para manter a
umidade. Quarenta e oito horas ap6s o0 dano mecénico, as folhas foram retiradas das
camaras e foram obtidos os extratos protéicos.

No tratamento com Meja, as folhas foram colocadas em camaras umidas
confeccionadas conforme descrito anteriormente, entretanto, sem a tampa de vidro.
Essas camaras foram colocadas dentro de sacos de plastico, que em seguida foram
vedados. O Meja (50 uL) foi aplicado em um pequeno pedaco de algodao, que foi
fixado com fita adesiva na parede interna do saco plastico. Meja foi aplicado no
inicio do experimento e 24 h depois (também 50 pL). Apds 24 h da segunda
aplicacao de Meja, ou seja, 48 horas apds inicio do tratamento, as folhas foram
retiradas para obtencdo dos extratos protéicos. Como controle, folhas foram
submetidas as mesmas condi¢cées, ou seja, em camaras Umidas, mas sem a
aplicacdo de Meja. Neste ensaio, foram feitas quatro repeticbes, cada uma

constituida de 3 folhas. Todas as folhas foram coletadas de uma unica planta.

2.1.3. Atividade da PFO em interacoes com o fungo H. vastatrix

A atividade de PFO em interacées com o fungo da ferrugem do cafeeiro,
(H. vastatrix), foi avaliada em folhas do Hibrido de Timor (considerado resistente a
ferrugem) e em folhas de C. arabica cv. Mundo Novo (considerado suscetivel). Para
isso, folhas pertencentes ao segundo e terceiro pares completamente expandidos,

foram coletadas de plantas adultas crescendo no campo e inoculadas com esporos
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(1mg/mL) do fungo apresentando 60% de germinacao em agua destilada.

O teste de germinacao foi feito misturando uma pequena quantidade de
esporos em cerca de 100 puL de agua destilada colocados em cima de uma lamina
microscoépica. A lamina foi colocada no escuro por 24 h e em seguida avaliou-se a
geminacgao dos esporos pela contagem em microscépio. Considerou-se germinado o
esporo com emissao de tubos germinativos bem desenvolvidos.

A inoculacgéo foi feita pulverizando os esporos misturados em agua na face
abaxial das folhas, local onde estédo localizados os estdmatos em folhas do cafeeiro.
Apés inoculagdo as folhas foram colocadas em cémaras umidas (descritas
anteriormente), mantidas no escuro durante as primeiras 24 h (Mazzafera &
Magalhaes, 1989) e a partir dai colocadas sob fotoperiodo de 12 h em temperatura
ambiente. Durante o periodo do ensaio, as folhas foram pulverizadas diariamente
com agua destilada e a umidade da camara mantida por adicdo de 4gua na espuma.

Controles foram feitos com folhas ndo inoculadas submetidas as mesmas
condicoes das inoculadas. Amostras para obtencdo de extratos protéicos foram
retiradas nos tempos 0, 2, 3, 4, 6 e 8 dias apds inoculacao. Foram feitas quatro
repeticdes, sendo cada repeticdo constituida de trés folhas. Todas as folhas foram

coletadas de uma unica planta.

2.1.4. Atividade da PFO em interacoes com P. coffeella

Para as interagcdes com P. coffeella, folhas recém colhidas de plantas
crescendo em condi¢cdes de campo, de C. arabica cv. Mundo Novo e das linhagens
hibridas H1036 e H1023, resultantes do cruzamento entre as espécies C. arabica e

C.racemosa, foram colocadas em gaiolas de crescimento do inseto durante uma
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noite para oviposi¢ao (Guerreiro Filho et al., 1999). No dia seguinte as folhas foram
retiradas das gaiolas e colocadas em camaras umidas, mantidas sob fotoperiodo de
12 h em temperatura ambiente por todo periodo do ensaio. Os controles foram feitos
com folhas ndo submetidas a infestacdo. Para a exposigcdo das folhas ao bicho
mineiro, foi utilizada a criacado do inseto mantida pelo Dr. Oliveiro Guerreiro Filho, no
Instituto Agronémico de Campinas.

As extracbes de proteinas dessas folhas foram feitas em amostras
coletadas nos tempos 0, 2, 6, 8 e 11 dias ap6s a oviposicdo. Foram feitas cinco
repeticdes, cada uma constituida de uma folha. Todas as folhas foram coletadas de

uma unica planta.

2.2. Extracao e determinacao da atividade da PFO

A extracdo e os ensaios de atividade da PFO foram feitos segundo
metodologia descrita por Mazzafera & Robinson (2000). Para obtencédo dos extratos
protéicos, as folhas foram picadas com tesoura em pequenos pedacos e trituradas
em Polytron, em meio de extracao (5 mL para 1 g de folhas) contendo 100 mM de
fosfato de sodio pH 7, acido ascérbico 2% , 5 mM de dithioeritritol (DTE) e 20 % de
PVPP (p/p). Apéds centrifugacdo (25.000 g, por 20 min, a 4°C); 2,5 mL do
sobrenadante foram filtrados em mini-colunas PD-10 Sephadex G25 (Pharmacia),
usando-se fosfato de sédio 50 mM, pH 6, como tampao de elui¢cdo. As concentragdes
de proteinas nos extratos foram determinadas pelo método de Bradford (1976)
utilizando-se reagente pronto da Amersahn-Pharmacia. Como padréo utilizou-se
albumina do soro bovino (BSA).

A atividade da PFO foi determinada pelo consumo de oxigénio, medido em
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eletrodo a 25°C. A mistura de reagao, com volume final de 1,0 mL, continha 1 mM de
acido 5-cafeoilquinico (5-cga), 3,5 mM de SDS e 50 mM de fosfato de sddio pH 6. A
reacao foi iniciada com a adicdo de 5-cqa e a taxa de consumo de oxigénio no
primeiro minuto foi usada para calcular a atividade da enzima.

Também foram feitas reagdes com os substratos acido caféico, 4-
metilcatecol, catecol, L-DOPA (3-(3,4-dihidrofenil)-L-alanina), tirosina, acido p-
cumarico e hidroquinona, .todos na concentracdo de 1mM. A atividade foi expressa
em unidades/mg de proteina, sendo cada unidade igual a 1 pmol de O
consumido/min.

Também foi feita a atividade da PFO em gel de poliacrilamida
semidesnaturante (Mazzafera & Robinson, 2000). Quantidades iguais de proteinas
dos extratos protéicos foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida 12%
contendo 0.1% SDS. Apoés eletroforese o gel foi lavado em tampéao fosfato de sodio
50 mM, pH 6,0, por 5 min e em seguida foi feita a reagdo no mesmo tampao

contendo 2 mM de 5-cqa e 0,5 mM de p-fenilenodiamino.

2.3. Extracao e analise de compostos fendlicos totais e de acido 5-
cafeoilquinico

Os niveis de compostos fendlicos sollveis totais e de 5-cga foram
analisados nas folhas dos 15 gendtipos e nos ensaios com dano mecanico e acido
metiljasmdnico. Para extracdo, as folhas recém colhidas foram trituradas em Polytron
usando-se metanol 70%, na proporcao de 5 ml para 1 g de folha. Os extratos foram
deixados por 24 h em temperatura ambiente (20-25°C) e em seguida centrifugados a

15.000 g por 10 min. A 1,0 mL do sobrenadante adicionou-se reagente de Carrez (Ky
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et al., 1997) e o sobrenadante utilizado para as determinagdes apos centrifugacao
da mistura.

A concentracao de fendis totais foi determinada usando o método descrito
por Swain & Hills (1959). A 10 uL do extrato foram adicionados 3,6 mL de H>O e 0,25
mL de reagente de Folin Ciocalteau. Ap6s agitagcdo e transcorridos 3 min, foi
adicionado a mistura 0,5 ml de Na,COg3 saturado (17,59/50 mL) e 0,75 mL de H:O.
Foi feita nova agitacdo e apdés 1 h a mistura foi centrifugada (2.000 rpm, 10 min) e
entdo procedeu-se a leitura de absorbancia a 725 nm. Como padrao foi utilizado 5-
cqga.

Os niveis de 5-cqa nas amostras foram determinados em HPLC. O extrato
acima foi diluido em agua e 50 uL foram injetados em sistema de fase reversa
usando uma coluna Microsorb C18 (5 um, 4,6 x 250 mm). A detecgéao foi feita com
detector de UV a 326 nm. Para calculo das concentragdes utilizou-se como padrao 5-
cqa. Todas as corridas cromatograficas foram realizadas em gradiente de acido
acético 0,5% tendo agua como solvente A e metanol puro como solvente B. O
gradiente utilizado foi de 0 a 80% de solvente B em 40 min. Durante toda corrida o
fluxo foi de 1,0 mL/min.

Amostras extras foram secas em estufa e foi calculado um valor relativo
da massa seca em relacdo a massa fresca. Esse valor foi usado para calcular a
massa seca de cada amostra analisada multiplicando-se 0 mesmo pela massa fresca
usada em cada amostra.

O perfil cromatografico de compostos fendlicos totais foi registrado em

corridas extras utilizando o gradiente de 10 a 80% de solvente B em 15 min.
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3. RESULTADOS

A atividade da PFO foi analisada em folhas de diferentes gendtipos de
café com caracteristicas diferenciadas quanto a resisténcia as principais pragas
doenca dessa cultura. Dos genétipos analisados, C. dewevrei, C. salvatrix, C.
brevipes, C. stenophylla, C. kapakata, C. racemosa, C. liberica e C. eugenioides sao
referidos como resistentes ao bicho mineiro (Guerreiro Filho et al., 1991; Guerreiro
Filho & Mazzafera, 2000). Estes mesmos autores citam C. arabica cv. Mundo Novo
e C. canephora como susceptiveis a essa praga. C. arabica cv. Mundo Novo também
€ referido como sendo susceptivel ao fungo da ferrugem e a nematéides (Maxemiuc-
Naccache & Dietrich, 1985; Mazzafera et al., 1989). HT é considerado resistente a
ferrugem (Bonomo et al., 2004) e, das linhagens hibridas (C. arabica x C. racemosa),
H1023 é susceptivel e H1036 € resistente ao bicho mineiro (Oliveiro Guerreiro Filho,
comunicacao pessoal).

O nivel constitutivo de atividade da PFO observado para os quinze
genotipos (Figura 1), variou de 3,8 (C. salvatrix) a 88,0 unidades/mg de proteina (C.
canephora cv. Guarini).

A atividade da PFO também foi avaliada quanto ao padrao de bandas em gel
de poliacrilamida semidesnaturante. Pelo menos quatro padrdes diferentes de
bandeamento foram observados: a) duas bandas nitidas, em C. arabica, H1023, H1036
e em C. salvatrix; b) trés bandas nitidas, em C. canephora (Conilon e Guarini), C.
liberica, C. eugenioides, C. stenophylla, HT, C. kapakata, C. dewevrei e C. excelsa; C)
quatro bandas nitidas, observadas em C. racemosa; d) cinco bandas, observado em C.

brevipes (Figura 2). Maior tempo exposi¢ao do gel ao substrato permitiu 0 aparecimento
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de bandas menos intensas.

Un/mg de proteina
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Figura 1: Atividade de PFO em folhas de cafeeiro. Médias de trés repeticdes. Barras
representam o desvio padrao.
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Figura 2: Bandas de atividade da PFO de folhas de cafeeiro em gel de poliacrilamida
semidesnaturante. MM = marcacao de massa molecular em Kda.

Na analise da atividade de PFO através do consumo de oxigénio,
diferentes substratos foram testados com os 15 gendtipos. Dentre estes, o 5-cqa
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apresentou-se como melhor substrato, destacando-se também 4-metilcatecol (4MC),

acido caféico e catecol (Tabela 1).

Tabela 1: Afinidade de PFO de folhas de cafeeiros a diferentes substratos. A atividade é
expressa em unidades/mg de proteina. Médias de trés repeticdes. Trago indica
atividade nao detectada.

Gendtipo 5-cqa 4MC Ac.caféico Catecol DOPA Tirosina Ac. p-cumarico Hidroquinona
Guarini 88.0 712 13.8 44.3 3.2 1.0 0.6 -
Excelsa 50.0 39.2 7.8 35.0 3.8 0.6 0.4 0.4
Racemosa 499 297 6.0 221 - - - -
H1036 26,3 24.8 5.6 10.1 2.3 - - -
Conilon 255 179 41 7.5 0.5 - - -
Stenophylla 16.9 199 3.8 6.4 1.9 - 0.6 -
Arabica 155 189 45 5.9 0.9 - - -
H. de timor 142 135 5.7 9.9 21 - - -
H1023 136 10.2 2.0 41 0.7 - - 0.7
Eugenioides 12.1 8.1 1.9 4.4 0.6 - - -
Liberica 11.2 8.2 1.4 6.2 0.4 - - -
Kapakata 7.8 225 6.2 15.6 1.7 0.8 - -
Dewevrei 6.9 6.6 1.2 3.4 - - - -
Brevipes 4.6 3.2 0.4 2.2 - - - -
Salvatrix 3.8 2.1 0.2 0.2 - - - -

Nestas mesmas plantas também foram analisados os niveis de compostos
fendlicos totais e de 5-cqa. Os niveis de compostos fendlicos totais foliares
observados variaram entre 92,9 mg/g (C. racemosa) e 235,5 mg/g (C. liberica)
(Figura 3A) e os niveis de 5-cqa variaram de 1,39 mg/g (C. salvatrix) a 21,01 mg/g
(C. eugenioides) (Figura 3B).

Dano mecanico e tratamento com Meja em C. arabica cv. Mundo Novo,
HT, C. racemosa, e C. salvatrix, levaram a respostas variadas nos niveis de atividade
de PFO. Essas espécies foram escolhidas para tratamentos de inducao
primeiramente por C. arabica ser susceptivel tanto a ferrugem (H. vastatrix) quanto

ao bicho mineiro (P. coffeella), HT ser resistente a ferrugem e C. salvatix e C.
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racemosa serem resistentes ao bicho mineiro. Em segundo, pelos perfis
cromatograficos dos extratos fendlicos, que sdo semelhantes em C. arabica cv.

Mundo Novo e HT, diferindo bastante em C. racemosa e C. salvatrix (Figura 4).
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Figura 3: Niveis de compostos fendlicos totais e de 5-cqa em folhas de cafeeiros.
Médias de trés repeticdes. Barras representam o desvio padrao.
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Figura 4: Perfil cromatografico em HPLC para compostos fendlicos totais extraidos
de folhas de cafeeiro.

Em C. arabica cv. Mundo Novo, nenhuma variacao significativa foi

observada na aplicacdo de Meja ou por dano mecénico (Figura 5A). Em HT e C.



racemosa a atividade da PFO foi induzida significativamente em pelo menos um dos
tratamentos (Figura 5B e 5C). A variagdo em relacdo ao controle atingiu cerca de
45% para folhas de HT tratadas submetidas a dano mecanico e cerca de 30% para
folhas de C. racemosa submetidas ao tratamento com meja. Em C. salvatrix a
variacao de atividade atingiu cerca de 85% para folhas danificadas e cerca 225% em

folhas tratadas com Meja (Figura 5C).
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Figura 5: Atividade de PFO em folhas de cafeeiros submetidas a dano mecéanico
(Dano) e ao tratamento com acido metiljasmdnico (Meja). Controles = colunas em
branco. Médias de quatro repeticdes. Barras representam o desvio padrao.
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As bandas de atividade da PFO em gel de poliacrilamida
semidesnaturante observadas para essas quatro plantas ndo foram diferentes no
bandeamento, mas apenas na intensidade das bandas entre folhas induzidas e néo
induzidas (dados nao apresentados).

Os niveis de compostos fendlicos totais foram diferentes dos controles

apenas em folhas C. racemosa tratadas com Meja, sendo maior que o controle

(Figura 6).
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Figura 6. Niveis de compostos fendlicos totais em folhas de cafeeiros submetidas a
dano mecanico (Dano) e ao tratamento com acido metiljasménico (Meja). Controles =
colunas em branco. Médias de quatro repeticdes. Barras representam o desvio padrao.

Em folhas de C. arabica cv. Mundo Novo e HT inoculadas com esporos do
fungo H. vastatrix, a atividade da PFO foi induzida significativamente apenas em folhas

do HT (Figura 7B), apés o quarto dia apds a inoculagao.
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Figura 7. Atividade de PFO em folhas de café inoculadas ( A ) e ndo inoculadas ( m )
com esporos de H. vastatrix. Médias de quatro repeticdes. Barras representam o desvio
padrao.

Os padrées de bandas de atividade da PFO em gel de poliacrilamida nao
foram diferentes quanto aos tratamentos dentro de cada genétipo avaliado (dados nao

apresentados).
A infestagdo de folhas de C. arabica cv. Mundo Novo e das linhagens
hibridas H1023 e H1036 com bicho mineiro causou maior nivel de atividade da PFO

apenas em H1036 no oitavo dia ap6s ovoposicao (Figura 8).
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Figura 8. Atividade de PFO em folhas de café infestadas ( A ) e nédo infestadas ( m )
com P. coffeella. Médias de cinco repeticoes. Barras representam o desvio padrao.
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4- DISCUSSAO

Em vaérios estudos, niveis mais elevados de atividade da PFO tém sido
associados a resisténcia das plantas contra insetos e patdégenos (Thipyapong et al.,
1995; Constabel et al., 2000; Haruta et al., 2001; Li & Steffens, 2002; Shimizu, 2004).
Isso tem sido discutido tanto em termos dos niveis constitutivos de atividade, como
também em relagdo a sua indugéo.

Nos gendtipos de café aqui analisados foi observada grande variacdo nos
niveis constitutivos da atividade da PFO. Do menor ao maior valor de atividade
observado, houve variacdo da ordem de 10 vezes (Fig. 1). Considerando as
caracteristicas desses genétipos em relagcdo a resisténcia a pragas e doencas,
nenhuma relacao pode ser feita quanto aos niveis de atividade da PFO. Ou seja, 0s
gendtipos C. dewevrei, C. salvatrix, C. brevipes, C. stenophylla, C. eugenioides, C.
liberica, C. kapakata e C. racemosa, HT e linhagem H1036, que apresentam
resisténcia relatada para algum tipo de praga, tém valores de atividade da PFO tanto
entre os menores valores como entre os valores mais elevados. Isso também &
valido para C. arabica cv. Mundo Novo, C. canephora cv Guarini, C. canephora cv
Conilon e a linhagem H1023, considerados susceptiveis.

Para a maioria das espécies aqui estudadas, foram usadas as mesmas
plantas usadas por Guerreiro Filho & Mazzafera (1999) em seu estudo sobre o papel
da cafeina na resisténcia do cafeeiro ao bicho mineiro. Numa analise de correlacao
entre atividade da PFO aqui observada e dano causado pelo bicho mineiro (dados
retirados do trabalho de Guerreiro Filho & Mazzafera, 2000), o valor de r (Pearson)

foi de 0,44, p=1749. Esses resultados sugerem que, nesses gendtipos, a PFO nao
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esta envolvida na resisténcia ao bicho mineiro.

O modo de agao proposto para a PFO, no entanto, é baseado na capacidade
dessa enzima em oxidar rapidamente o-dihidroxifendis a o-quinonas quando o tecido é
atacado. As quinonas por sua vez, podem agir de varias maneiras levando a protecao
das plantas. Assim, a agéo eficiente da PFO depende de outros fatores, como de niveis
satisfatdrios de seus substratos a serem oxidados e da quantidade e qualidade de
proteinas presentes na planta, o que em ultima analise levara a um maior efeito das
quinonas (Felton et al., 1992).

Considerando, portanto, o nivel de compostos fendlicos totais dos
genotipos resistentes e dos gendtipos susceptiveis, observa-se que, neste caso,
existe uma relagéo inversa entre nivel de compostos fendlicos totais e dano causado
pelo bicho mineiro, ou seja, uma relacao direta entre nivel de compostos fendlicos
totais e resisténcia a essa praga. As plantas resistentes, salvo C. racemosa e
H1036, apresentaram maiores niveis e plantas susceptiveis apresentaram menores
niveis (Figura 3A). O coeficiente de correlagdo - r (Pearson) - entre o nivel de
compostos fendlicos totais observado e a o dano causado pelo bicho mineiro (dados
retirados do trabalho de Guerreiro Filho & Mazzafera, 2000) foi de -0,443, p=0,1726.
Desconsiderando C. racemosa na analise o r foi de -0,746, p=0,0132, o que indica
um comportamento diferenciado desse gendtipo. Como os niveis constitutivos de
atividade da PFO em café sdo relativamente superiores a outras espécies
(Mazzafera & Robinson, 2000), o nivel de atividade de PFO, em si, pode ser
irrelevante para a resisténcia em café. Entretanto, a acdo de PFO torna-se
importante quando se analisa a capacidade oxidativa do tecido, o que pode ser

visualizado pela relagéo direta entre os niveis de compostos fendlicos totais e a
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resisténcia.

Apesar da maior preferéncia pelo 5-cqa como substrato, houve uma
grande variagdo na especificidade de substratos da PFO (Tabela 1). Por outro lado,
ndao houve relacdo entre os niveis de compostos fendlicos totais e de 5-cqa (r
(Pearson)=0,38, p=0,1618). Isto sugere que outros fendis podem ter importancia
maior que CQA na oxidagéo de fenois por PFO no processo de resisténcia a pragas.
Os diferentes perfis cromatrograficos de fendis obtidos em HPLC sugerem isto, ou
seja, ainda que 5-cqa, seja o melhor substrato de PFO, outros fendis presentes em
maiores quantidades podem ter maior importancia relativa na resisténcia. A
identificacdo desses compostos como, por exemplo, no caso de C. salvatrix, que
mostrou um pico quase unico nos extratos, poderia comprovar ou aprofundar esta
hipbtese.

Os diferentes padrées de bandas de atividade de PFO observados entre
0s gendtipos (Figura 2) sugerem a presenca de formas diferentes entre alguns deles.
Entretanto, outros fatores podem levar a formagao de bandas de diferentes massas
moleculares de PFO. A PFO é codificada no nucleo, sendo sintetizada no citoplasma
como uma pré-proteina com massa molecular de 60-66 Kda, e durante seu
transporte até os plastideos e/ou sua ativagdo, parte desta pré-proteina é removida
pela acdo de proteases especificas da membrana do envelope, gerando uma
proteina massa aproximada de 45 Kda (Robinson & Dry, 1992; Koussevitzky et al.,
1998). Para a maioria das plantas a forma ativa da PFO tem massa molecular
aproximada de 45 Kda. No entanto, a pré-proteina também pode apresentar
atividade em algumas plantas.

A obtencdo de bandas diferentes também pode ser devida a agédo de
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proteases durante a obtencao dos extratos protéicos e/ou pela associacdo da PFO com
outras moléculas, como os taninos, alterando suas propriedades, inclusive a sua
mobilidade no gel (Mazzafera & Robinson, 2000). Harel et al. (1973) demostraram que
multiplas bandas de atividade da PFO podem ser reproduzidas pela agao de proteases
comerciais adicionadas ao meio de reacao.

Estudos mais detalhados poderao confirmar a distingdo de formas da PFO
entre 0os gendtipos de café, se os diferentes padrdes de bandas observados sdo devido
a formas diferentes ou simplesmente resultado de processos proteoliticos. Também
poderao ser feitas associagdes entre a presenca e 0 padréo de expressao de formas
diferentes da PFO, caso elas existam, e respostas fisioldgicas da plantas.

Geralmente a PFO é codificada por mais de um gene (Newman et al,,
1993; Thygesen et al.,, 1995) e isoformas desta enzima sdo observadas em varias
plantas (Constabel et al. 2000; Wang & Constabel, 2003). Dentre as diferencas
destacadas entre elas, a especificidade de substrato pode ser uma caracteristica
marcante e, conforme ressaltaram Wang & Constabel (2003), esta caracteristica
pode estar associada a diferengas funcionais da enzima, inclusive no envolvimento
em mecanismos de defesa da planta. Estes autores estudaram a expressao de duas
isoformas da PFO de folha de Populus tremuloides e observaram diferencas na sua
especificidade de substrato. Foi observado que uma das formas, de menor
especificidade, somente era expressa apds indugdo por dano mecanico.

Foi observado que a atividade da PFO de folhas do café pode ser induzida
em alguns gendtipos e em outros ndo. Observou-se também que a indugcédo €
dependente do tipo de fator utilizado (Fig. 5). Em C. racemosa, HT e C. salvatrix,

genodtipos que apresentam resisténcia ao bicho mineiro ou a ferrugem, houve
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inducdo da PFO por pelo menos um tratamento. Em C. arabica cv. Mundo Novo,
genotipo caracteristicamente susceptivel a pragas e doengas, nenhuma resposta foi
observada.

A inoculacao de folhas do cafeeiro com esporos do fungo H. vastarix ou a
infestacdo com o inseto P. coffeella, também levou a respostas diferenciadas na
inducdo da PFO. A inoculagdo com o fungo levou a indugcdo da PFO somente no
genotipo resistente (HT). Ja a infestagcdo com o bicho mineiro causou aumento na
atividade de PFO apenas no oitavo dia apdés a ovoposi¢cdo e somente no gendtipo
resistente.

A inducao da atividade da PFO por fatores abiéticos e/ou bidticos tem sido
considerada como evidéncia da agdo da PFO em mecanismos de defesa das plantas
(Mayer & Harel, 1979; Felton et al., 1989; Thipyapong et al., 1995; Constabel & Ryan,
1998; Constabel et al., 2000; Haruta et al., 2001). A ndo inducdo da PFO ou a inducao
dependente do fator, como aqui observadas, pode estar refletindo a especializagdo de
mecanismos de defesa em plantas do café.

Constabel & Ryan (1998) analisaram a indugéo de PFO por dano mecéanico e
por Meja em 18 espécies de plantas cultivadas e também observaram grande variagao
das respostas entre as espécies. Para os autores isso € indicativo de especializagao de
mecanismos. Por exemplo, plantas de pimenta (Capsicum annum) e de alfafa
(Medicago sativa) acumularam niveis significativos de inibidores de proteases, um fator
de defesa, quando danificadas ou tratadas com Meja. Entretanto, a atividade da PFO
nessas especies nao foi induzida sob estes tratamentos.

A variacao de respostas na inducao da PFO pelos fatores abibticos e bidticos

aqui testados sugere que, se a PFO esta envolvida na resisténcia apresentada pelos
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genodtipos avaliados, provavelmente existe mecanismos diferenciados de acao
envolvendo essa enzima. Os valores de atividade de PFO e de compostos fendlicos
totais observados para C. racemosa e H1036 podem ser um indicio disso. Ao contrario
dos demais genotipos resistentes avaliados, esses dois gendtipos apresentaram niveis
elevados de PFO e baixos niveis de compostos fendlicos totais.

Baseando nos resultados aqui observados, conclui-se que a resisténcia do
cafeeiro pode estar relacionada ao potencial oxidativo do tecido e ndo simplesmente a
uma maior atividade da PFO; que o tipo e quantidade de substrato da PFO encontrado
no tecido podem ser importantes na resisténcia do cafeeiro e que entre os gendtipos

pode existir a especializagdo de mecanismos de resisténcia envolvendo a agao da PFO.
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CAPITULO llI

Controle da sintese de acido clorogénico em folhas e

em frutos de Coffea arabica
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1. INTRODUCAO

Acidos clorogénicos (CGAs) sao produtos do metabolismo de
fenilpropanos e compreendem um grupo de ésteres formados entre certos acidos
trans-cindmicos e o acido quinico, sendo eles os acidos cafeoilquinico, feruloilquinico
e p-coumaroilguinico, bem como seus isdmeros. Dentre estes isdmeros, o acido 5-
cafeoilquinico é o de mais ampla distribuicdo em plantas superiores e por isso
comumente é tratado pelo nome genérico de acido clorogénico. Os CGAs séo
referidos como compostos de reserva de importancia durante o crescimento inicial da
planta e provavelmente estdo envolvidos nos processos de lignificagcao (Schoch et
al., 2001; Aerts & Baumann, 1994). Também estdo envolvidos em mecanismos de
interacdo das plantas com outros organismos, podendo ter ligacdo com mecanismos
de resisténcia ao ataque de herbivoros e patégenos (Felton & Duffey, 1991;
Summerss & Felton, 1994; Kranthi et al., 2003; Shadle et al., 2003). Mais
recentemente, vém ganhando importancia para a saude humana, sendo ressaltada
sua capacidade antioxidante e seu efeito antagonista a opidédes e ao transporte de
glicose e, portanto, no combate ao diabetes (Flores et al., 2000; Daglia et al., 2000;
Nardine et al., 2002; Paulis et al., 2002; Sotillo & Hadley, 2002; Chun et al., 2003;
Lee et al., 2003; Frank et al., 2003).

Os CGAs tém importancia bastante grande para a industria cafeeira.
Quantitativamente, sdo importantes constituintes dos graos de café, podendo
representar de 5-8% e 7-11% nas espécies Coffea arabica e Coffea canephora,
respectivamente (Clifford, 1985; Balyaya & Clifford, 1985; Ky et al., 2001). Estas duas
espécies representam quase que a totalidade do café consumido no mundo, sendo

que a primeira representa mais de 75% e é tida como o padrao de referéncia para o
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café como bebida, sendo a segunda de bebida neutra e nao existindo até o momento
um sistema de classificacao para a bebida resultante dos seus graos (Séndahl &
Lauritis, 1992). Ohiokpehai et al. (1982) ressaltaram que isto por si s6 seria suficiente
para sugerir que os CGAs tém influéncia na bebida do café e explicaria a diferenca
de seu sabor nessas duas espécies.

Vérios isdmeros de CGAs sdo encontrados nas sementes de café, sendo
0s mais abundantes 3-cqga (acido 3-cafeoilquinico), 4-cqa (acido 4-cafeoilquinico), 5-
cqa (acido 5-cafeoilgquinico), 3,4-dicga (acido 3,4-dicafeoilquinico), 3,5-dicga (acido
3,5-dicafeoilquinico), 4,5-dicga (acido 4,5-dicafeoilquinico), 3-fqa (acido 3-
feruloilquinico), 4-fqa (acido 4-feruloilquinico) e 5-fga (acido 5-feruloilquinico)
(Clifford, 1985).

Variagdes qualitativas e quantitativas no conteddo de CGAs ocorridas
durante o desenvolvimento do fruto também parecem ser importantes na qualidade
final do aroma e sabor do café. Clifford e Kazi (1987) e Menezes e Cliford (1987)
observaram que durante o desenvolvimento do fruto ocorre uma redugao nos niveis
de CGAs nas sementes com o0 avanc¢o da maturagdo. Também observaram que
ocorre alteracao na proporcao dos isbmeros presentes na semente de café. Menezes
(1994) encontrou que a proporcao de monoisémeros em relacao aos diisdmeros é
maior nos frutos com maturagéo mais avangada e observou que a proporg¢ao final
desses isdmeros no café a ser processado pode influenciar na qualidade da bebida.
Para a planta, entretanto, essas alteracées podem estar relacionadas a
caracteristicas adaptativas, como por exemplo, com o0 modo de dispersao das
sementes, como sugerido por (Bertrand et al., 2003), com o estabelecimento das
plantas (Aerts & Baumann, 1994), ou com a resisténcia a herbivoros e patégenos.

Bertrand et al. (2003) analisaram o conteudo de CGAs em folhas e frutos
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de C. pseudozanguebariae em desenvolvimento e observaram que as alteragdes sao
mais acentuadas no final da maturagao. Em C. arabica e C. canephora, Clifford e
Kazi (1987) também mostraram alteragcdes ocorridas nos ultimos estadios do
amadurecimento. Esse tipo de comportamento sugere que essas alteragcdées podem
estar sob regulagcdo. Neste sentido, estudos envolvendo o controle da expressao de
genes codificando para enzimas envolvidas na biossintese de CGAs tornam-se
promissores, sobretudo como auxilio para a compreensao do padrdao de acumulo
desses compostos nas plantas.

A biossintese do 5-cqga foi estudada em algumas plantas (Levy & Zucker,
1966; Kojima et al., 1961; Kojima & Uritani, 1973; Steck, 1968; Stdckigt & Zenk,
1974; Rhodes & Wooltorton, 1976; Ulbrich & Zenk, 1979; Schoch et al., 2001;
Hoffmannn et al., 2003), sendo conhecidas as enzimas envolvidas na sua formagao.
Resumidamente (figura 1), a biossintese do 5-cga inicia-se com a desaminacao da
fenilalanina pela enzima fenilalamina amoénia-liase (PAL) para formar o acido trans-
cinamico. Este é hidroxilado por um citocromo P450, a cinamato 4-hidroxilase (C4H),
para formar acido p-cumarico, que por sua vez pode ser hidroxilado para formar o
acido caféico, através da acao da enzima p-cumarato 3-hidroxilase (C3H), ou sofrer
esterificacdo mediada pela enzima 4-cumaroil-CoA ligase (4CL). Neste passo, essa
enzima também pode ter como substrato o acido caféico (Rhodes & Wooltorton,
1976). Numa etapa final, um ou os dois tioesteres (cumaroil-CoA e cafeoil-CoA) sédo
transesterificados com o acido quinico, por acao de uma transferase, a
hidroxicinamoil-CoA:quinato hidroxicinamoiltransferase (CQT), formando assim os
acidos 5-coumaroilquinico ou 5-cafeoilquinico, respectivamente. De acordo com
Hoffmann et al. (2003), o acido coumaroilquinico pode ser convertido a acido

cafeoilquinico pela acdo de uma hidroxilase similar a C3H.
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Figura 1: Esquema da via biossintética do acido clorogénico. PAL- fenilalanina
amoénia-liase, C4H — cinamato 4-hidroxilase, C3H — coumarato 3-hidroxilase, 4CL —
Hidroxicinamoil-CoA ligase, CQT—Hidroxicinamoil-CoA:D-quinato hidroxicinamoil
transferase,

Com o término do programa brasileiro de sequenciamento de EST’s do
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café (Coffee Genome Project - www.lge.ibi.unicamp.br/cafe) cresceram
significativamente as possibilidades de estudos de expressado das enzimas do
metabolismo do acido clorogénico no cafeeiro. Portanto, o objetivo do presente
estudo foi identificar possiveis mecanismos de regulacao das enzimas da via
biossintética do 5-cqa e melhor entender as alteragdes e o padrao de acumulo desse
composto em café. Para isto, foram feitas buscas de sequéncias codificando essas
enzimas no banco do projeto genoma café e foi estudada a sua expressao durante o

desenvolvimento de folhas e frutos de C. arabica var. Mundo Novo.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Pesquisa do banco de ESTs do projeto genoma do café

Foram realizadas pesquisas no banco de seqliéncias expressas do projeto
genoma do café (Coffee Genome Project - www.lge.ibi.unicamp.br/cafe) utilizando
palavras chave que identificam as enzimas: fenilalanima amédnia-liase (PAL),
cinamato 4-hidroxilase (C4H), coumarato 3-hidroxilase (C3H), 4-coumaroil-CoA
ligase (4CL) e hidroxicinamoil-CoA:quinato hidroxicinamoil transferase (CQT). Para
esta Ultima enzima, a pesquisa também foi feita utilizando a seqiéncia do gene de
tabaco (Hoffmann et al, 2003). As sequUéncias de ESTs localizadas foram
clusterizadas (programa Clustal) e dos contigs formados para cada enzima, foram
selecionados aqueles com maior numero relativo de seqiiéncias provenientes de
duas bibliotecas feitas a partir de frutos. Esses contigs foram traduzidos e a
seqUéncia deduzida de aminoacidos de cada proteina foi utilizada para uma nova
busca (Blast-P) no banco NCBI (National Center for Biotechnology Information —

http://www.ncbi.nlm.nih.gov) para confirmar a identidade dos mesmos.

2.2. Desenho de primers

Partindo dos contigs selecionados, foram feitas combinac¢des de primers
(“sense” e “antisense”) dentro de cada seqliéncia de maneira a se obter fragmentos
de tamanhos diferentes na amplificagéo via PCR. Como para cada contig foram
desenhados 4 ou 5 primers, isto permitia pelo menos 4 combinacgdes, ou quatro
fragmentos a serem amplificados. Uma vez que se tinha conhecimento do niumero de
pares de bases dos fragmentos esperados, esta foi uma primeira maneira utilizada
para certificar de que estavamos trabalhando com as sequiéncias previstas. Os

primers desenhados foram denominados:
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para PAL - PAL-OR, PAL-4R, PAL-OL e PALA4L,

para C4H > C4H-0R, C4H-1R, C4H-OL e C4H-1L;

para C3H - C3H-OR, C3H-1R, C3H-0L e C3H-1L;
para4CL - 4CL-OR, 4CL3R, 4CL-4R, 4CL-0OL e 4CL-4L;

para CQT > CQT-0R, CQT-1R, CQT-0L e CQT-1L.

R indica os primers “sense” e L os primers “antisense”.
2.3. Material vegetal
2.3.1. Busca de um modelo de estudo

Para verificar o controle da biossintese de 5-cga procuramos por um
modelo de estudo, uma vez que o desenvolvimento de frutos de café poderia tomar
muito tempo, dado que o periodo decorrido entre o florescimento e a maturacao leva
em torno de 34 semanas. Na busca de um modelo de estudo, onde as expressdes
das enzimas pudessem ser correlacionadas com a sintese do 5-cqga, foram
realizados alguns ensaios:

Ensaio 1 - Infiltracdo com intermediarios da via biossintética dos CGAs em
discos foliares. Neste ensaio, discos foliares foram infiltrados com &cido cinamico,
acido coumarico, acido caféico e acido quinico, e em seguida foram colocados numa
camara umida e expostos a luz branca (lampadas incandescentes). Apo6s 12, 24 e
48 h, analisou-se o conteddo de 5-cqa nos discos.

Ensaio 2 - Efeito da luz. Folhas, em expansao, de um planta adulta foram
envolvidas com papel aluminio, de maneira que ficassem completamente no escuro.
Apb6s 20 dias, retirou-se o papel aluminio e analisou-se o conteudo de 5-cqa em

comparagado com uma folha ndo coberta. Também analisou 5-cqa apds 12 e 24 h da
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retirada do papel aluminio;

Ensaio 3 - Exposicdo a luz de plantas germinadas no escuro. Sementes
foram germinadas em vermiculita e mantidas no escuro por sessenta dias. As
plantulas estioladas obtidas foram expostas a luz branca (lampadas fosforescentes)
e nos tempos 0, 12, 24 e 48 h de exposicao foram coletadas amostras para analise
do conteudo de 5-cqa.

Os trés ensaios foram realizados com material de C. arabica var. Mundo

Novo.

2.4. Estudos de expressao

Estudos de expressdao foram conduzidos através de analise semi-
quantitativa por RT-PCR (transcricdo reversa seguida de reacdo em cadeia pela
polimerase) utilizando o material listado abaixo:

1 - Do ensaio de exposicdo a luz de plantas germinadas no escuro,
descrito no item 2.3.1, foram feitas coletas de plantulas estioladas com 60 dias de
idade e que foram expostas a luz por 0, 12, 24 e 48 h. Dessas plantulas foram
separados os hipocotilos e as folhas para analises. As raizes foram descartadas.

2 - Folhas em desenvolvimento foram coletadas de um cafeeiro de C.
arabica var. Mundo Novo com 8 anos de idade, crescendo na area experimental do
Departamento de Fisiologia Vegetal da Unicamp. Foram utilizadas folhas em 4
estadios de desenvolvimento, coletadas num mesmo ramo da planta. Foram
considerados os estadios: 1 = folhas do primeiro par, 2 = folhas do segundo par, 3 =
folhas do terceiro par e 4 = folhas do quinto par.

3- Frutos em desenvolvimento foram coletados de um cafeeiro de C.

arabica var. Mundo Novo, com 8 anos de idade, crescendo na area experimental do
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Departamento de Fisiologia Vegetal da Unicamp. Foram coletados frutos em varios
estadios de desenvolvimento e destes foram separados os endospermas. Os
seguintes estadios foram considerados: 1 = frutos verdes com endosperma em inicio
de desenvolvimento e ainda com perisperma visivel e ocupando a maior parte da
loja; 2 = frutos verdes com endosperma ocupando toda loja, mas ainda de
consisténcia gelatinosa; 3 = frutos verdes com endosperma ocupando toda loja e
com consisténcia rigida e 4 = frutos maduros (cereja) com endosperma
completamente desenvolvido. Para melhor caracterizar cada estadio, também foi

quantificada a massa do endosperma em relagdao a massa total do fruto.

2.5. Extracao de RNA

A extracao de RNA foi feita com uso de perclorato de sédio (Rezaian &
Krake, 1987). Aproximadamente 2 g do material vegetal foram macerados em
nitrogénio liquido e homogeneizados por 30 min em 9 mL da solugédo: perclorato de
so6dio 5 M, Tris-HCI 300 mM, pH 8,3, EDTA 20 mM, SDS 1%, PVPP 8,5% e 2-
mercaptoetanol 1%. O homogeneizado foi filtrado em 1a de vidro e precipitado com
2,5 volumes de etanol absoluto a —20°C, por 20 min, e em seguida centrifugado a
8.000 rpm, 4°C, por 15 min. O precipitado foi dissolvido em 1,0 mL de Tris-EDTA, pH
8,0, e foram realizadas duas extracdes com fenol:cloroférmio:alcool isoamilico
(25:24:1, v/v/v) e uma extragdao com cloroférmio:alcool isoamilico (24:1, v/v). O RNA
foi precipitado durante 30 min pela adi¢cdo de 0,2 volumes de acetato de sddio 3 M,
pH 5,2, e 2,5 volumes de etanol absoluto gelado a —20°C. Apéds centrifugacao a
8.000 rpm, 4°C, por 20 minutos, o precipitado foi lavado duas vezes com etanol
70%. Depois de seco brevemente, o RNA precipitado foi solubilizado em 300 uL de

agua DEPC autoclavada. Para remocao de residuos de DNA, o RNA foi em seguida
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tratado com DNase livre de RNase, conforme protocolo do fabricante (Promega,
2000). A quantificacao do RNA foi feita através da absor¢ao a 260 nm, usando-se a

formula:

RNA total (g/uL) = (A260 x F) /25

onde F = fator de diluigao, (ex: 5 uL RNA + 595 pL H.O -> F = 120)

A qualidade do RNA total extraido foi verificada através de eletroforese por 30
min em gel de agarose 1% (p/v) na presenca de brometo de etidio com posterior

visualizagédo sob luz ultravioleta.

2.5. Sintese da primeira fita de cDNA

A primeira fita do cDNA foi sintetizada a partir de 2,5 ug de RNA total, num
meio de reacdo com volume final de 20 pL, contendo uma unidade de transcriptase
reversa (AMV-RT, Promega), dNTP 0,5 mM e 1 mM de B26 (oligodT — Primer). Antes
da adicao da transcriptase reversa, a reacao foi incubada a 80°C por 5 min e resfriada
no gelo por 2 min. Em seguida, foram adicionados a enzima e o tamp&ao de reagéo e
incubou-se a 42°C por 60 min. A reacao foi paralisada incubando-se o meio a 80°C por
15 min. O cDNA foi diluido para 200 uL com agua destilada estéril e armazenado a -
20°C.

2.6. RT-PCR semi-quantitativo
Os estudos por RT-PCR semi-quantitativo foram feitos conforme (Berdy et

al., 2001). Igual volume (5 pL) de cDNA de cada material foi utilizado na reacao de RT-
PCR, que foi conduzido com 25 ciclos, numero empiricamente definido como condi¢éo

ndo saturante dos niveis de amplificagéo.
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Para amplificacdo foram utilizados os primers:

para PAL

PAL-4R (5’ — acc gtc aag gar gca gtt ctc — 3’)

PAL-4L (5’ — agg cct tac atg gtg gca ac — 3’);
para C4H

CH4-0R (5’ — gcc tca aga tgg gaa tga aat cc — 3))

C4H-0L (5’ —tcg caa cct cac tga cta cge — 3');
para C3H

C3H-1R (5’ — tcg gtc aag ttc cte ttg cge — 37)

C3H-1L (5’ — tta cag cca tgg ttg att cc — 3);
para 4CL

4CL-4R (5’ — aac ctt ggg taa acg ggt tc — 3)

4CL-4L (5’ —tcc gac tcc gac tca aag atc — 3');
para CQT

CQT-1R (5’ —tcacatcaaggccacgg—3°)

CQT-0L (5’ — aaa atc gag gtg aag gaa tcg — 3’);

Como controle, primers degenerados de actina, gentiimente cedidos pela

Dra. Miriam Peres Maluf, foram usados em reacdes paralelas usando os mesmos

cDNAs. A actina é produto de um gene constitutivo que é expresso constantemente

expresso. Ap6s adicao de Tag DNA polymerase e de tampao de reacao (Promega),

0,5 mM dNTPs e 2,5 mM de MgCl,, as reacdes foram aquecidas a 94°C por 2 min. A

amplificagdo consistiu de 30 s de desnaturagdo a 94°C, seguido de 30 s de

anelamento a 52°C e 1 min de extensdo a 72°C. O volume total de cada reacao foi
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analisado por eletroforese em gel de agarose 1% (p/V) na presenca de brometo de
etidio e visualizado com luz ultravioleta.

Uma duplicata de cada reacado de PCR foi utilizada para seqiienciamento
dos fragmentos. Apods eletroforese, os fragmentos foram extraidos do gel usando um
kit de extracao de DNA em gel de agarose (Montage Gel Extraction Kit — Millipore). O
sequenciamento foi feito no Hemocentro da Unicamp, utilizando um sequenciador

MegaBace (Amersham Biosciences).

2.7. Extracao e Quantificacao do acido 5-cafeoilquinico

Folhas e endospermas foram triturados em N liquido e 50 mg foram
extraidos com 1 mL de metanol 70%. A mistura foi agitada por uma hora na
temperatura ambiente, centifugada (15.000 rpm, 10 min) e o sobrenadante coletado
para quantificacao do 5-cqa.

As quantificagdes do 5-cqa foram feitas em sistema HPLC Shimadzu,
equipado com autoinjetor SIL-AVP, detector de diodo PDA-10AVP, coluna Microsorb
C18 (5um, 4,6 x 250 mm) e sistema controlador Class-VP. Para isso, foram
injetados 10 uL do extrato e registrou-se a absor¢do com leituras na faixa de 190-390
nm. Para célculos, construiu-se uma curva padrao utilizando o 5-cqa puro (Sigma)
com leituras de absorcao a 326 nm. As analises cromatograficas foram realizadas
em gradiente de 20 min de 10-80% de metanol em solucédo aquosa de 0,5% de acido

acético 0,5%, com fluxo constante de 1 mL/min.
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3. RESULTADOS
3.1. Analise do banco de EST do projeto genoma do café

Para estudar a expressao da PAL, C4H, C3H, 4CL e CQT em folhas e
frutos de café, informagdes sobre as seqUéncias dos genes codificando estas
enzimas foram obtidas pela analise do banco de EST do projeto genoma do café.

Ap6s a busca por palavras-chave nas varias bibliotecas usadas neste
projeto, foram obtidas 74 seqliéncias com identidade significativa com PAL (valor de
e entre 0 e 3e-13), 51 seqgliéncias com identidade significativa com C4H (valor de e
entre 0 e 5e-11), 42 seqliéncias com identidade significativa com C3H (valor de e
entre 0 e 3e-9), 53 seqliéncias com identidade significativa com 4CL (valor de e entre
0 e 8e-34) e 45 sequéncias com identidade significativa com CQT (valor de e entre 0
e 8e-34). Essas seqliéncias foram clusterizadas (Clustal) e os contigs formados
comparados entre si através do alinhamento global das seqtiéncias usando o
programa LALIGN (http://www.ch.embnet.org/software/LALIGN_form.html) (tabela 1).

Desses contigs, foram selecionados aqueles formados com maior nimero
relativo de sequiéncias expressas oriundas de frutos. Assim, era possivel que mesmo
um contig com predominancia de ESTs provenientes de folhas fosse escolhido. No
projeto duas bibliotecas foram feitas a partir de frutos, uma com frutos ainda verdes e
outra com frutos maduros. Sequéncias provenientes da biblioteca de frutos maduros
de Coffea racemosa foram excluidas. A proporcao de seqliéncias oriundas de frutos
dentro dos contigs selecionados foi de 6/21, 5/36, 4/16, 12/26 e 2/3 (EST de
frutos/total de ESTs no contig), respectivamente para a PAL, C4H, C3H, 4CL e CQT
(tabela 2).

Tabela 1: Identidade entre os contigs formados. Asteriscos identificam os contigs
usados nos estudos.
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Origem dos ESTs mais

Contig Identidade (%) entre os contigs abundantes nos contigs
PAL 1 2 3 4 5 -
1 - - - - - - Frutos
2 46,1 - - - - - Folhas
3 65,1 452 - - - - Folhas
e 452 67,8 452 - - - Folhas (7) e Frutos (6)
5 56,5 414 525 414 - Folhas
C3H 1 e 3 4 5 6
1 - - - - - BP1
2 30,5 - - - - - Frutos
3 47,8 46,5 - - - - Folhas
4 47,2 46,0 939 - - - RM1, FR1, FB1
5 41,3 415 449 440 - - CS1, RX1
6 343 604 389 392 459 - RT8
7 445 373 473 473 67,9 40,3 RTS8
C4H bl 2 - - - -
b - - - - - - Folhas
2 39,0 - - - - - Folhas (14) Calos ou
Células (11) Frutos (5)
4CL 1 2 3 4 5 Sl
1 - - - - - - Folhas
2 30,9 - - - - - LP1, FB4
3 65,9 43,7 - - - - Folhas
4 25,7 43,6 28,0 - - - CS1
5 376 439 415 383 - - Folhas
e 48,8 339 484 26,3 39,0 - Frutos
caT bl el 2 3 4 - -
Bl - - - - - - Frutos
2 46,7 - - - - -
3 475 474 - - - - Folhas
4 481 493 895 - - Folhas

Tabela 2: Resumo da andlise no banco de EST’s do projeto genoma do café

Gene N? de contigs formados N° de EST’s no contig % de EST’s de
escolhido biblioteca de fruto

PAL 5 21 28,57

C4H 2 36 13,88

C3H 7 16 25,00

4CL 6 26 46,15

caQT 4 3 66,66

Estes contigs

foram

traduzidos e as sequéncias deduzidas de
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aminoacidos foram alinhadas com seqiéncias de outras plantas depositadas em
banco publico de dados (NCBI - blastp nr), apresentando identidade significativa
(tabelas 3, 4, 5, 6 e 7). Nas figuras 2, 3, 4, 5 e 6, sdo mostrados os alinhamentos

entre os contigs selecionados e as sequiéncias mais significativas.

Tabela 3: Identidade entre a seqiéncia de aminoacidos do contig PALCAC1 e seqiiéncias de outras espécies.

Gene/Espécie % /n2 de aminoacidos Acesso
Nicotiana tabacum 88,4/597 P45733
Catheranthus roseus 89,6/597 BAA95629
Ipomea nil 89,8/597 AAG45585
Citrus limon 87,8/597 Q42667
Nicotiana tabacum 89,3/597 P25872
Coffea canephora 84,0/597 AAN32866.1

Tabela 4: Identidade entre a seqliéncia de aminoacidos do contig C4HCACS e seqliéncias de outras espécies.

Gene/Espécie % /n2 de aminoacidos Acesso
Catharanthus roseus 89,8/284 P48522
Populus balsamifera subsp. Tricocarpa x P. destoides 85,1/288 AAG50231
Capsicum annuum 85,7/286 AAG43824
Gossypium arboreum 83,4/289 AAG10197
Helianthus tuberosus 83,3/287 Q04468

Tabela 5: Identidade entre a seqiiéncia de aminoacidos do contig C3HCAC2 e seqliéncias de outras espécies.

Gene/Espécie % /n? de aminoacidos Acesso
Ammi majus 76,1/507 AAT06912
Glycine max 73,7/513 048922
Arabidopsis thaliana 73,8/508 NP_850337
Lithospermum erythrorhizon 75,5/510 BAC44836
Sesamum indicum 74,0/504 AAL47545

Tabela 6: Identidade entre a seqliéncia de aminoacidos do contig 4CLCAC12 e seqliéncias de outras espécies.

Gene/Espécie % /n2 de aminoacidos Acesso

acil-CoA sintetase de Capsicum annuum 79,7/533 AAL29212
sintetase AMP-dependente de Arabidopsis thaliana 77,5/519 NP_190468
Coumarato-CoA ligase Arabidopsis thaliana 77,3/519 AAMB5672
OSJNBO0088H09.2 de Oryza sativa 67,8/525 CAC03444

Tabela 7: Identidade entre a seqiiéncia de aminoacidos do contig CQTCAC1 e seqiiéncias de outras espécies.

Gene/Espécie % /n2 de aminoacidos Acesso

Hidroxicinamoil transferase (Nicotiana tabacum) 87,5/168 CAD47830
Anthranilato N-benzoiltransferase (Arabidopsis thaliana) 77,8/167 AAM61215
Anthranilato N-benzoiltransferase (Arabidopsis thaliana) 77,8/167 NP_199704
OSNBa0029H02.14 (Oryza sativa) 73,1171 CAE01632
Hidroxiantranilato hydroxicinamoiltransferase (Avena sativa) 69,0/171 BAC78635
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PALCL

PALCC

PALNT1 131 SIGIAF|

PALNT2 Ger
PALIN GeFla
PALCR DeLy
PALCAC1

PALCL Q

PALCC [HRRTI0/GGALQMEL T RF LNAGME GNGTEMCH T LPEISATRABMLVRMNTLLQGY SGIRFE I LEM I TRIMINNNETP CLP LRGT I TASGDLVPLSY IMGLMT GRPNS KA GRINGIIVNARN:A/fShi A GRINNNG 3|
1:Nh ST 1 OB KEGLALVNGTAVGS AN

PALNT2

PALIN (Ale) 3% ENDP LOKPKQDRYALRT SPOWLGP@IEVIR

PALCR AHKL

PALCAC1

PALCL JOKL

PALCC ELQR

PALNT1 391 [EADUZHN A

PALNT2 NSVNDNPLID SRNKALHGGNFQGTPIGVSMDN‘RLALASIGKL*FAQFSELVNDYYNNGLPSNLT

PALIN NSVNDNPLID ‘RSKALHGGNFQGTPIGVSMDNERL‘LASIGKLHFAQFSELVNDYYNNGLPSNLT

PALCR NSVNDNPL1DVERNKALHGGNF QGTP 1GVSMDNERLAGAS T GKLEF AQRSELVNDYYNNGLE SNLEEBRNP S LY GFKGRE 1 AMAQY CSELOLANP VINHVOS AEQHNODVNSLGLYSERKTAR AR
PALCAC1 NSVNDNPLID D]
PALCL NSVNDNPLID VDI,
PALCC NSVNDNPLID VDI
13N A\ RGPS < 1S S TMLVALCOATDLRHLEENLN Ve VAKRE L TN GEINGE LHPERF CEK LIS VD REMYE ! ‘DDACS‘EYPL\QKLRQ I HESHEIN GINE K NENELS T F@KRMA FEGE LK) AR
PALNT2 KLMSSTMLVALCQATDLRHLEENL/AN VEVAKEEL TVGIINGE LHPIARF CEKIMLIR8vDRENIE LY IADDP C SENMP LMOK LROVIVINHAUNN GIHSE KINWNES T FOKIEAF EDE LKL AR
PALIN KLMSSTMLVALCQAIDLRELEENL/N V] Gl 2 N 0o/ GiafSIF: K \iNelv's T FiK\A F EDE LK

PALCR KLMSSTMLVALCQAIDLRHLEENL/AN ?=SQVAK'TLT GiNGELHPSRFCEKDLIR E IO GIHfSE KNS T F(OKIW\A F EDE LKINYT.PKEVESAR
PALCAC1 KLMSSTMLVALCQATIDLRELEENL/AN I A 2 DO AR FEDE LK

PALCL KLMSST§LVALCOAIDLRHLEENLIN jiDDRCSINSEP LMOK LROWAM piler FEDE KR PKEVERAR
PALCC KLMSSTMLVALCQAIDLRELEENLEEE BiD DB C SIETNP LMeK LROW e FEDE LKL PKEVESAR
PALNT1 651 NPATANR IRSICRS YBL Yi:ly j5/C LISEWNGAPME T R

PALNT2 INPATBNR I@CRS YBL Y VRINIGuad J3{C NSV GA PP T Cl

PALIN INPATBNRIRNSCRS YBLYig VRIS Gayahd J2C 1)NSNGAPMP T Cl

PALCR NPATBNRIRSCRS YBL YRS VRN G J3iC )MENGA PP T CEl

PALCAC1 NPATPNRINNCRS YBL YiNgVRAwIGHeT jzC LOEWNGAPME T CR

PALCL INAATBNRIRSICRS YBL YRSIVRIMGESH j3(C LISEWINGAPHIE I CloN

PALCC PCTANRIRBICRS YSL YR VREBIGEING F TAMCIHERIMIDPIILIDIC LIEWNGAP --

Figura 2: Alinhamento das sequéncias mais representativas. PALCAC1, sequéncia de Coffea arabica identificada neste trabalho;
PALNT1, fenilalanina aménia-liase de Nicotiana tabacum (acesso: P45733); PALCR, fenilalanina amoénia-liase de Catheranthus roseus
(acesso: BAA95629); PALIN, fenilalanina aménia-liase de Ipomea nil (acesso: AAG45585); PALCL, fenilalanina aménia-liase de Citrus
limon (acesso: Q42667); PALNTZ2, fenilalanina amoénia-liase de Nicotiana tabacum (acesso: P25872); PALCC, fenilalanina aménia-liase de
Coffea canephora (acesso: AAN32866.1). Em preto, residuos conservados em todas as sequiéncias.
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C4HPB FKLPPGP FGNWLQ)YGDDLNHRNL, LLRMGQRNLVV]

C4HHT FKLPPGP FGNWLQYGDDLNHRNL, LLRMGQRNLVV]
C4HCA FKLPPGP FGNWLQ)YGDDLNHRNT, LLRMGQRNLVV]
C4HGA FKLPPGP FGNWLQ)YGDDLNHRNL, LLRMGQRNLVV]
C4HCR FKLPPGP FGNWLQ)YGDDLNHRNL, LLRMGQRNLVV]

C4HCAC3 FKLPPGP FGNWLOEGDD LNHRNLEDMAK] LLRMGORNLVV]

C4HPB VLHTQGVEFGSRTRNVVEFDIFTGKGQDMVFETVYGEHWRKMRRIMTVPEFEF TNKVVQQYRMGWE LOLMMYNNMMRIMFDIRREFESEDDPIRFIN
C4HHT VLHTQGVEFGSRTRNVVEFDIFTGKGQDMVE TVYGEHWRKMRRIMTVPEF TNKVVQQYRMGWE) LOLMMYNNMEIRIMFDIRRFESEDDPI®
C4HCA VLHTQGVEFGSRTRNVVEFDIFTGKGQDMVETVYGEHWRKMRRIMTVPEFFTNKVVQQYREGWER] LOLMMYNNMIARIMFDIRRFESEDDPIS
C4HGA VLHTQGVEFGSRTRNVVFDIFTGKGQDMVFEF TVYGEHWRKMRRIMTVPFEFF TNKVVQQYREIGWE]S LOLMMYNNMMRIMFDRRFESEDDPI®
C4HCR VLHTQGVEFGSRTRNVVEFDIFTGKGQDMVFETVYGEHWRKMRRIMTVPFEFEF TNKVVQQYRMGWEN LOLMMYNNMMRIMEFDRRFESEDDPI®

C4HCAC3 VLHTQGVEFGSRTRNVVFDIFTGKGQDMVFEFTVYGEHWRKMRRIMTVPFEF TNKVVQQYRIZGWE] LOLMMYNNMMRIMFDMREESEDDPIRFIN

C4HPB 241 YNYGDFIPILRPFLREYL, GCIRNO:NE):ERID AOKKGEEINEDNVLY IVENINVAATETTLWS IEWGIAELVNHPE
C4HHT YNYGDFIPILRPFLRINYL, QIO NN RRE AKEKGEEINEDNVLY IVENINVAATETTLWS IEWGIAELVNHPE
C4HCA YNYGDFIPILRPFLREYL AN RRRE A OOKGETINEDNVLY IVENINVAAIETTLWS IENGIAELVNHPH

C4HGA ALNEERSRLAQSFIHYNYGDFIPILRPFLREYL AN NENRID AORKGETINEDNVLY IVENINVAAIETTLWS IEWGIAELVNHPE
C4HCR ALNEERSRLAQEFIHYNYGDFIPILRPFLREYLIX SINSONRNRFEAOOKGEINEDNVLY IVENINVAAIETTLWSIEWGIAELVNHPE
C4HCAC3 ALNEERSRLAQBFIHYNYGDFIPILRPFLREYLIH SILKCATIDHI LizjsiSiNeln) -

C4HPB 361 IQKKLRHELDTLLGPGHQITEPDTYKLPYLNAVIKETLRLRMAIPLLVPHMNLHDAKLGGFDIPAESKILVNAWWLANNPAHWKNPEEFRPERFLEEEAKVEANGNDFRYLPFGVGRRSC
C4HHT IQAKLRHELDTKLGPGVQITEPDVQONLPYLQAVVKETLRLRMAIPLLVPHMNLHDAKLGGFDIPAESKILVNAWWLANNPDQWKKPEEFRPERFLEEEAKVEANGNDFRYLPFGVGRRSC
C4HCA IQOKLREEIDAVLGPGVQVTEPDTHKLPDLQAVIKETLRLRMATPLLVPHMNIHDAKLAGYDIPAESKILVNPWWLANNPAHWKKPEEFRPERFLKEEKHVDANGNDFRFLPFGVGRRSC
C4HGA IQQKLRNEIDTVLGPGVQVTEPDTHKLPYLQAVIKETLRLRMAIPLLVPHMNLHDAKLGGYDIPAESKILVNAWWLANNPAHWKNPEEFRPERFFEEESKVEANGNDFRYLPFGVGRRSC
C4HCR IQKKLRDELETVLGPGVQITEPDTYKLPYLQAVIKETLRLRMAIPLFLPHMNLHDAKLGGYDIPAESKILVNAWF LANNPEHWKKPEEFRPERFLEEESKVEANGNDFRYLPFGVGRRSC
CAHCACS  mmm e
C4HPB 481 PGIILALPILGITLGRLVONFELLPPPGQSKIDTAEKGGQFSLHILKHSTIVAKPRSFE

C4HHT PGIILALPILGITIGRLVONFELLPPPGQSKIDTDEKGGQF SLHILKHSTIVAKPRSF

C4HCA PGIILALPILGITLGRLVONFELLPPPGQSKLDTTEKGGQFSLHILKHSTIVMKPRSF

C4HGA PGIILALPILGITLGRLVONFELLPPKGQSKLDTSEKGGQFSLHILKHSTIVAKPRVFEF

C4HCR PGIILALPILGITIGRLVONFELLPPPGKSKIDTSEKGGQFSLHILKHSTIVLKPRTF

C4HCAC3

Figura 3: Alinhamento das sequiéncias mais representativas. C4HCACS, seqiéncia de Coffea arabica identificada neste
trabalho; C4HCR, cinamato 4-hidroxilase de Catharanthus roseus (acesso: P48522); C4HPB, cinamato 4-hidroxilase de
Populus balsamifera subsp. Tricocarp x P. destoides (acesso: AAG50231); C4HCA, cinamato 4-hidroxilase de Capsicum
annuum (acesso: AAG43824); C4HGA, cinamato 4-hidroxilase de Gossypium arboreum (acesso: AAG10197); C4HHT,
cinamato 4-hidroxilase de Helianthus tuberosus (acesso: Q04468). Em preto, residuos conservados em todas as sequéncias.
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C3HCAC2

C3HLE ELAKEVLK|
C3HAM YLIIP-CTIILL ELAKEVLK
C3HGM IIPISLVTLWLG ELAKEVLK
C3HAT IAVAT-IAAVVS ELAKEVLK
C3HSI LILS-FLTIFI ELAKEVLK|

C3HCAC2 DYGPHYVKVRK|

C3HLE DYGPHYVKVRK| A V]
C3HAM DYGPHYVKVRK] \Y
C3HGM DYGPHYVKVRK] V]
C3HAT DYGPHYVKVRK] \Y
C3HSI DYGPHYVKVRK V]

C3HCAC2 G HEVDALLTL IGLLWDMI

C3HLE T HEVDALLTL IGLLWDMI

C3HAM G HEVDALLTL IGLLWDMI

C3HGM G HEVDALLTL IGLLWDMI

C3HAT G HEVDALLTL IGLLWDMI

C3HSI G HEVDALLTL IGLLWDMI

C3HCAC2 TE A A HPPTPLMLPH GGYDIPKG RLLPFG

C3HLE TERDWRINLPYLOC HPPTPLMLPH GGYDIPKG RLLPFG CPGAQLM:
C3HAM TEEDFSNLPYLQC HPPTPLMLPH GGYDIPKG PIREFRPERFIBEED RLLPFG CPGAQL(€
C3HGM TERDIFSINLP YLOC HPPTPLMLPH GGYDIPKG| PIEFRPERFIBEED RLLPFG CPGAQL{e]
C3HAT HPPTPLMLPH GGYDIPKG PREFRPERFIREED RLLPFG CPGAQL(e]
C3HSI HPPTPLMLPH GGYDIPKG PIEFRPERF@EED RLLPFG CPGAQLME
C3HCAC2 481 JIHESIP Gy

C3HLE SIEINP Gy

C3HAM NIESIP G

C3HGM [EF NP GV TYM:ENP

C3HAT SIEINP GV T Y MIS¥NP

C3HSI 1€ TARQVIR TIJTORRY P TIJIPP — AD

= A .

Figura 4: Alinhamento das sequiéncias mais representativas. C3HCAC2, sequéncia de Coffea arabica identificada neste
trabalho; C3HAM, citocromo P450 de Ammi majus (acesso: AAT06912); C3HGM, citocromo P450 de Glycine Max (acesso:
048922); C3HAT, citocromo P450 de Arabidopsis thaliana (acesso: NP_850337); C3HLE, citocromo P450 de Lithospermum
erythrorhizon (acesso: BAC44836); C3HSI, coumarato 3-hidroxilase de Sesamum indicum (acesso: AAL47545). Em preto,
residuos conservados em todas as seqléncias.
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4CLCAC12

TRPIFPHSSSFRSLLFSTFFLCPFLSNIENI NS

IF T KVAA

4CLCA CLyn¥ IFKHVAE

4CLAT1 SDjne IFENVAK! FLAVIRARAAAPLNEAYHN
4CLAT2 ~ —————————— | SDju# IWENVAK! FLAVIRA"TAAPLNHAYT
4CLOS INKAAVAT

4CLCAC12 INPSDISILE LHTSGTTSRPKGVPL)

4CLCA IXPEIDYELFLHTSGTTSRPKGVPL

4CLAT1 ADSDSVVDSATE LELHTSGTTSRPKGVPL

4CLAT2 ADSDSVVDSATE PR DEALFLHTSGTTSRPKGVPL

4CLOS ALFLHTSGTTSRPKGVPL

4CLCAC12 VTLPAAGRF SA INNNATWYTAVPTIHQI EAYAMTEA

4CLCA VTLPAAGRF SA] ISINATWYTAVPTIHQT EAYAMTEA

4CLAT1 VTLPAAGRF SA] ISINATWYTAVPTIHQT EAYAMTEA

4CLAT2 JIAL.P LEHVHGL VTLPAAGRFSA ISINATWYTAVPTIHQT EAYAMTEA

4CLOS VTLPAAGRF SA] @ONEATWYTAVPTIHQI EAYAMTEA]

4CLCAC12 [EKP OEANANE:AYS AFOF GWEHTGD LVGRIKELINRGGEKISPIE VAFGVPDBK]
4CLCA [€F .OGPNAKE:AYS RFQFGWFHTGD LVGRIKELINRGGEKISPIE QR\WVAFGVPDIBK]
4CLAT1 [€F T OEPNNKE@AYe EF 1 GWEHTGD) LVGRIKELINRGGEKISPIE QEVAFGVPDIHK]
4CLAT2 [eF I OEPNNKE&AYe EF 1 GWEHTGD) LVGRIKELINRGGEKISPIE QEVAFGVPDI¥K]
4CLOS [ERRVEAGKS[€RYe AFINFGWEHTGD) LVGRIKELINRGGEKISPIE QIR\WVAF GVPDINK]
4CLCAC12 481 pqeNmuNenNARINAE SRHGK TNIWAGIR AV NKNY I8/ SINSWVAS @GN NNT\PAEIIFLA QT STAKFPKFGA

4CLCA YGEEINCAVIPREGEI\SS LREGKKINIAA IR KLY I8/ SINSWVAS @GN NATAPAEIFTAO T STAKVPKFGA

4CLAT1 MENRNONSIINAE T TV TIHEDTKAF|G KNLARFKVPK V] DNLPKTAEGKIQRRIVAGHE IF1HN

4CLAT2 YGEEINCAVIPREGMN KAF GKKINIAAIR QI ARLY DINLPKTAEGKIQRRINVAGHE IfiNe

4CLOS YGEEINCAVIPREGWYS] LAY 'NLARFKVPK V| DILPKTANGKIQRRINVAGHE |AVAAVANZNNE:N

Figura 5: Alinhamento das sequéncias mais representativas. 4CLCAC12, sequéncia de Coffea arabica identificada neste
trabalho; 4CLCA, acil-CoA sintetase de Capsicum annuum (acesso: AAL29212); 4CLAT1, sintetase AMP-dependente de
Arabidopsis thaliana (acesso: NP_190468); 4CLAT2, coumarato-CoA ligase Arabidopsis thaliana (acesso: AAM65672);
4CLOS, OSIJNB0088H09.2 de Oryza sativa (acesso: CAC03444). Em preto, residuos conservados em todas as seqiéncias.
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CQTOS 0 IANNT PREFHTPSVYFYRINE
CQTAS IKITVRS FHTPSVYFYRINE
CQTAT1 IKEANTR D FHTPSVYFYRIZEN
CQTAT2 ~ =  ——————————— IKEANTRD| FHTPSVYFYR|ZNN
CQTNT IKINEVKE) PNEFHTPSVYF YRIZNN
CQTCAC1 PRVRSDSFRLKSNPLRTTPYLQHHCPYHFSHPACHLLLLLLLFLFEFLIPPPNILLPSQLFSCCTCQARIIQLSTKEMKE PNEFHTPSVYF YRI=MN

CQTOS PEGGGAPEG IAT.VPFYPMAGRL) GDFAPT GMQHH‘
CQTAS ——GDGDACC| IAT.VPFYPMAGRL) GDFAPT GMQHHYADGIH
CQTAT1 GDFAPT GMQHHIAADG|¥
CQTAT2 GDFAPT GMQHHIAADGJ¥
CQTNT ALVPFYPMAGRLS GDFAPT GMQHHIAADGIE
CQTCAC1 NALVPEFYPMAGRLIN GDFAPT

CQTOS 241 GNSWSDLCRGTQIAIMPFIDRT RARDPPTPSYPHIEYQEAPAMLSSVPQSVTANKTTPPPTAVDIFKLTRSDLGRLRSQLPSGEGAPRFSTYAVLAAHVWRCVSLARGLPSEQ
CQTAS SIGIRIPINSWSDLCRGVP IAVMPF IDRTIMERARDPPVP THPHIEYQIJAPAMLGSEEPQALAGKPESPPTAVDIFKLSRSDLGRLRAQLPTGEGAPREF STYAVLGAHVWRCASLARGLAPEQ
CQTAT1 NSIGIR RN TWSDMARGLDLTIPPF IDRTIMERARDPPQPAFHHMEYQIJAP SMKIPLD-———-PSKSGPENTTVSIFKLTRDQLVALKAKSKEDGNTVSYSSYEMLAGHVWRSVGKARGLPNDQ
CQTAT2 SIGIN:INTWSDMARGLDLTIPPF IDRTIBERARDPPQPAFHHVEYQIJAP SMKIPLD———-PSKSGPENTTVSIFKLTRDQLVALKAKSKEDGNTVSYSSYEMLAGHVWRSVGKARGLPNDQ
CQTNT SIGIN:INTWSDMARGLDLTIPPF IDRTIBERARDPPQPQFPHVEYQIHPPTLKVTPEN--TPISEAVPETSVSIFKLTRDQINTLKAKSKEDGNTVNYSSYEMLAGHVWRSTCMARGLAHDQ
CQTCAC1 SISINPITHG ITWP LMIZCH

CQTOS 361 PTKLYCATDGRQRLQPPLPEGYFGNVIFTATPLAEAGKVTISG-LADGAAVIQEALDRMNDSYCRSALDYLELQPDLSALVRGAHTFRCPNLGLTSWVRLP IHDADFGWGRPVFMGPGGIA
CQTAS PTKLYCATDGRQRLTPTLPDGYFGNVIFTATPLAEAGKVIGS-LADGATTIQDALEKMDDEYCHSALDYLELQPDLSALVRGAHTFRCPNLGLTSWVRLPIHDADFGWGRPVFMGPGGIA
CQTATL ETKLYIATDGRSRLRPQLPPGYFGNVIFTATPLAVAGDLLSKPTWYAAGQIHDFLVRMDDNYLRSALDYLEMQPDLSALVRGAHTYKCPNLGITSWVRLPIYDADFGWGRP IFMGPGGIP
CQTAT2 ETKLYIATDGRSRLRPQLPPGYFGNVIFTATPLAVAGDLLSKPTWYAAGQIHDFLVRMDDNYLRSALDYLEMQPDLSALVRGAHTYKCPNLGITSWVRLPIYDADFGWGRP IFMGPGGIP
CQTNT ETKLYIATDGRSRLRPSLPPGYFGNVIFTTTPIAVAGDIQSKPIWYAASKLHDALARMDNDYLRSALDYLELQPDLKALVRGAHTFKCPNLGITSWSRLP IHDADFGWGRPIFMGPGGIA
CQTCAC1 -
CQTOS 481 YEGLAFVLPSANKDGSLSIAISLQAEHMEKFRKLIFEV

CQTAS YEGLAFVLPSANRDGSLSVAISLQAEHMEKFRKMIFDF

CQTAT1 YEGLSFVLPSPTNDGSLSVAIALQSEHMKLFEKFLFEI

CQTAT2 YEGLSFVLPSPTNDGSLSVAIALQSEHMKLFEKFLFEI

CQTNT YEGLSFILPSPTNDGSQSVAISLQAEHMKLFEKFLYDF

CQTCAC1

Figura 6: Alinhamento das seqUéncias mais representativas. CQTCAC1, sequéncia de Coffea arabica identificada neste
trabalho; CQTNT, hidroxicinamoil transferase de Nicotiana tabacum (acesso: CAD47830); CQTAT1, anthranilato N-
benzoiltransferase de Arabidopsis thaliana (acesso: AAM61215); CQTAT2, anthranilato N-benzoiltransferase de Arabidopsis
thaliana (acesso: NP_199704); CQTOS, OSNBa0029H02.14 de Oryza sativa (acesso: CAE01632); CQTAS, hidroxiantranilato
hydroxicinamoiltransferase de Avena sativa (acesso: BAC78635). Em preto, residuos conservados em todas as seqgléncias.
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Cada contig foi utilizado para desenhar primers (“sense” e “antisense”)
para amplificar fragmentos dos transcritos. Para certificar de que o fragmento
amplificado correspondia ao gene esperado, os primers foram combinados dois a
dois, de modo que fossem obtidos fragmentos com numero de pares de bases

esperados (tabela 8).

Tabela 8: Tamanho esperado de fragmentos dos transcritos apés amplificacéo

Gene Combinacao de primers N? de bases esperados
Primer 1 Primer 2 na amplificacao
PAL-OL PAL-OR 593
PAL PAL-OL PAL-4R 257
PAL-4L PAL-OR 839
PAL-4L PAL-4R 503
C4H-0L C4H-0R 533
C4H C4H-0L C4H-1R 605
C4H-1L C4H-0R 693
C4H-1L C4H-1R 765
C3H-0L C3H-0R 586
C3H C3H-0L C3H-1R 850
C3H-1L C3H-0R 275
C3H-1L C3H-1R 554
4CL-0L 4CL-OR 570
4CL-0L 4CL-4R 743
4CL 4CL-0L 4CL-3R 1238
4CL-4L 4CL-OR 373
4CL-4L 4CL-4R 566
4CL-4L 4CL3R 1061
CQT-0L CQT-0R 500
cat CQT-0L CQT-1R 528
CQT-1L CQT-0R 678
CQT-1L CQT-1R 757

Nas quatro combinacbes de primers utilizadas para cada gene, o
tamanho do fragmento observado numa amplificacéo teste, utilizando cDNA obtido a
partir de RNA folha, foi coincidente com o tamanho esperado. Na figura 7, séo

apresentados os resultados de ensaios de RT-PCR com duas combinagbes de
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primers para cada gene. Algumas destas combinagées foram escolhidas e os

fragmentos isolados do gel e enviados para sequenciamento, confirmando serem as

seqUéncias esperadas, conforme comentaremos no item 3.3.

Figura 7: Gel de agarose 1% ilustrando amplificacbes obtidas.. M = Marcador
(bandas de 1000, 750, 500, 250 pb); 1, 2,3, 4, 5,6, 7,8, 9 e 10 = fragmentos
amplificados com primers 4CL-R3/4CL-L4, 4CL-4R/4CL-4L, PAL-4R/PAL-4L, PAL-
4R/PAL-OL, C4H-0R/C4H-0L, C4H-1R/C4H-1L, C3H-1R/C3H-1L, C3H-1R/C3H-0L
CQT-0R/CQR-0L e CQT-1R/CQT-0L, respectivamente.

3.2. Determinacdo de um modelo para modular a biossintese de acido
clorogénico

Para estudar a expressédo dos genes codificando para enzimas da via de
biossintese do 5-cga procurou-se inicialmente um modelo no qual pudessem ser
observadas variacdes significativas do conteddo desse composto, como o
fornecimento de compostos intermediarios na via de biossintese e através da
inducdo da via biosintética do 5-cga por uma condicao estimulante. Somente em
folhas de plantulas estioladas, obtidas a partir de sementes germinadas no escuro e
expostas a luz foi possivel observar alteracbes significativas nos niveis de 5-cqa.
Houve aumento no conteddo de 5-cqa apds 24 hs de exposicdo e com 48 h de
exposicao a luz o conteudo de 5-cga era 2 vezes maior do que 0s niveis iniciais
(figura 8). Apds 72 e 96 h, o conteudo de 5-cqa tendia aos niveis iniciais. Nao foram

analisados os niveis dos outros CGAs. De acordo com Clifford (1985), ha um
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predominio de 5-cqa nas espécies de café e em C. arabica, sendo que o conteldo
desse acido representa aproximadamente 80% do total de CGAs presentes no fruto

(Clifford, 1985; Ky, et al., 2001).
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Figura 8: Conteudo de &cido 5-cafeoilquinico em folhas do café crescidas no escuro
por sessenta dias e expostas em diferentes tempos a luz.

3.3. Analises de expressao por RT-PCR semi-quantitativo

Inicialmente o estudo do controle da biossintese de 5-cqa em café foi
realizado através da dosagem das atividades enzimaticas de PAL, C4H, C3H, 4CL e
CQT, conforme métodos descritos na literatura. Exceto para PAL, ndo detectamos
atividade das outras enzimas. Os tecidos do cafeeiro sdo conhecidos por possuirem
grande quantidade de compostos fendlicos, que poderiam estar interferindo nas

dosagens, através da formacdo de quinonas reativas, processo mediado pela
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polifenoloxidase (Mazzafera & Robinson, 2000). Mesmo a adi¢cdo de inibidores de
proteases (PMSF), complexadores de fendis (PVPP), antioxidantes (acido
ascérbico), EDTA e DTT nao possibilitaram sucesso nas dosagens. Foi por esta
razdo que se decidiu estudar a expressao dos genes codificando para as enzimas,
através de RT-PCR.

As expressdes dos genes (contigs) identificados para PAL, C4H, C3H,
4CL e CQT foram estudadas em folhas e frutos em desenvolvimento, coletados de
uma planta adulta, e em folhas de plantulas estioladas de C. arabica cv. Mundo
Novo, obtidas a partir de sementes germinadas no escuro e posteriormente expostas
a luz. Para os ensaios de RT-PCR foi escolhida uma combinacao de primers para
cada gene, sendo para PAL, PAL-4R e PAL-4L; para C4H, CH4-0R e C4H-0L; para
C3H, C3H-1R e C3H-1L; para 4CL, 4CL-4R e 4CL-4L; para CQT, CQT-1R e CQT-0L.
Como controle utilisou-se primers de actina. Os tamanhos esperados para 0s
fragmentos a serem amplificados eram de 503, 533, 554, 566 e 528 pares de bases,
respectivamente para a PAL, C4H, C3H, 4CL e CQT (tabela 8). No seqtienciamento
desses fragmentos, foram obtidas sequéncias que alinhadas (programa — LALIGN)
com as seqlUéncias esperadas resultaram em identidades de 98,3/464, 95,3/528,
98,6/488, 98,0/508 e 99,6/465, (percentual/nimero de nucleotideos),
respectivamente para os fragmentos da PAL, C4H, C3H, 4CL e CQT.

Em folhas e em frutos de cafeeiro coletados em estadios de
desenvolvimento, a abundancia dos transcritos dos genes analisados € mais intensa
nos primeiros estadios e decresce nos estadios representativos de tecidos mais
velhos (figuras 9 e 10). No endosperma, o decréscimo de expressao observado para
0s 5 genes, foi acentuado do estadio 3 para o estadio 4. A expressao desses genes,

em folhas de plantas germinadas no escuro e posteriormente expostas a luz,
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aumentou em niveis significativos apds 12 h de exposi¢ao e posteriormente retornou
a niveis basais de folhas sem exposi¢ao a luz (figura 11).

Concomitantemente a analise de expressao, foi observado que o contetido
de 5-cga também € maior em tecidos mais jovens e diminuiu nos tecidos mais velhos
(figuras 9 e 10). Nas folhas expostas a luz, foi observado que o conteldo de 5-cga
aumentou apds 24 h de exposicdo e em 48 h era aproximadamente duas vezes
maior do que o0s niveis iniciais (figura 11). De maneira semelhante aos dados

apresentados na figura 8, os niveis de 5-cqa reduziram ap6s 72 h.

83
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4- DISCUSSAO

A biossintese de 5-cga, o principal acido clorogénico em café, envolve a
via dos fenilpropandides e tem a participacao direta de cinco enzimas: PAL, C4H,
CHS3, 4CL e CQT (Schoch et al., 2001; Bushman et al., 2002). Com o projeto genoma
do café, foram geradas aproximadamente 150.000 seqliéncias expressas, ampliando
muito as possibilidades de estudos moleculares com essa planta. Na analise aqui
realizada, apesar de nao ter sido encontrada no banco de ESTs do café nenhuma
seqUéncia completa para os genes da PAL, C4H, CH3, 4CL e CQT, foi possivel
identificar seqiiéncias com identidade significativa para os genes e, portanto, permitir
a realizagcao de estudos de expressao através de ensaios de RT-PCR.

Estudos anteriores mostraram que o conteudo dos CGAs em café varia ao
longo do desenvolvimento das folhas (Bertrand et al., 2003), e frutos (Clifford & Kazi,
1987; Bertrand et al., 2003). A concentracdo desses compostos é geralmente mais
elevada em tecidos jovens, e a medida que o tecido envelhece ocorre reducao com
posterior estabilizacdo em um determinado patamar. Acompanhando essa reducéo,
também ocorrem alteragdes na composicao dos CGAs no endosperma durante o
desenvolvimento dos frutos (Menezes, 1994; Bertrand et al., 2003). Em C. arabica e
C. canephora, inicialmente ocorre predominio dos acidos 3,4 e 3,5-dicafeoilquinicos
e posteriormente ocorre reversdo no sentido de maior acumulo dos &cidos 3-
cafeoilquinico, 4-cafeoilquinico e 5-monocafeoilquinico. Nao é conhecido como se
processa o controle dessas ultimas alteracdes da via de biossintese dos CGAs. Esse
tipo de comportamento, no entanto, condiz com idéia de que existe algum tipo de
regulacdo envolvendo a biossintese desses compostos e, conseqlentemente, o
padrao de acumulo dos mesmos em café.

O controle do fluxo de metabdlitos na via de fenilpropandides tem sido
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objetivo de varios estudos (Nugroho et al., 2002; Costa et al., 2003; Ro & Douglas,
2004). Particularmente, no que diz respeito a biossintese de 5-cqa, o primeiro passo
da via, que envolve a enzima PAL, tem sido bem estudado tanto sob o aspecto
bioquimico quanto molecular. As evidéncias sugerem que esta enzima é fundamental
na regulacao da biossintese do 5-cqa (Howles et al., 1996; Shadle et al., 2003),
porém, a reagdo catalisada pela PAL é um passo comum a biossintese de muitos
outros compostos, tais como flavondides, lignina, xantonas, etc, o que sugere a
existéncia de outros pontos importantes na regulacdo dessa via (Anterola et al.,
2002). Bushman et al. (2002) observaram em milho que a chalcona sintase (CHS), a
enzima que catalisa o passo inicial da ramificacdo da via de fenilpropanos para a
formacgéao dos flavonéides, estava associada ao controle do fluxo de carbono entre a
sintese dos flavonéides e de 5-cqa, sendo o acumulo de 5-cqa favorecido em certas
situacoes. A CQT, enzima que catalisa o passo final da biossintese de 5-cqga,
compete por substrato com a CHS e com enzimas envolvidas na sintese de lignina
(Bushman et al., 2002; Hoffmann et al., 2003), podendo ser, também, um possivel
ponto de regulacédo na biossintese de 5-cqa. Niggeweg et al. (2004) e Hoffmann et al.
(2004) mostraram através da alteracdo da expressado (silenciamento ou
superexpressao do gene) que a CQT tem efeitos diretos no acumulo de 5-cga em
plantas de tomate e de tabaco. Hoffmann et al. (2004) silenciaram CQT em tabaco
para estudar a influéncia de 5-cga na biossintese de lignina e observaram que o
silenciamento do gene de CQT levou, ao contrario do esperado, a aumento da
quantidade de 5-cqga no caule de tabaco, ndo sendo alterado nas folhas. As
justificativas dadas pelos autores para isto € que o silenciamento, de alguma
maneira, poderia estar afetando a atividade reversa (no sentido de degradacéo de 5-

cga) ou que outra aciltransferase, caracterizada em tomate por Niggeweg et al,,
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(2004), poderia estar atuando nestes tecidos. Ainda, levantaram a possibilidade de
pools diferentes de 5-cqa nos diferentes tecidos, ou melhor, um no caule que seria
ativo metabolicamente, sendo “responsivo” as alteracdes ocorridas, e outro na folha
que seria quantitativamente importante, mas que seria vagarosamente mobilizado
para a sintese de lignina.

De acordo com Anterola et al. (2002), as enzimas C4H e C3H também
podem exercer controle na biossintese de CGA. Em estudos com Pinus taeda, o
padrdao de transcricdo observado indicou que a alocacdo de carbono na via de
fenilpropandides pode ser controlada pela modulagao da atividade dessas enzimas.
Para os autores, o controle exercido por essas enzimas pode ser mais importante no
controle da via do que aquele exercido pela PAL. Howles et al. (1996) observaram
que a reacao catalisada pela C4H pode ser limitante na biossintese de 5-cga, sendo,
portanto, um ponto de controle da via.

Para estudar a regulacdo de uma via metabdlica, alguns fatores devem
ser considerados, incluindo a regulacédo da atividade das enzimas por fatores como
competicao, disponibilidade e afinidade pelo substrato, presenca de inibidores e/ou
ativadores, pH no meio, associacao entre as enzimas, quantidade de moléculas das
enzimas presentes e compartimentalizacdo das reacdes (Anterola et al., 2002).
Associado a alguns desses fatores, estdo aspectos genéticos como a presenca ou
auséncia de regulacao génica.

No presente estudo, analises dos niveis de transcricdo génica das cinco
enzimas envolvidas na biossintese do 5-cga foram associadas ao acompanhamento
dos niveis de 5-cga em folhas e frutos de café em desenvolvimento, confirmando a
existéncia de regulacao génica dessa via e que essa regulacao pode estar associada

ao padrao de acumulo observado. Foi observada uma reducdo na concentracao de
87



5-cga ao longo do desenvolvimento que combinou com os niveis de transcricdo dos
genes das enzimas, que também foram menores em tecidos mais velhos.

O padrao de expressao em folhas de plantulas estioladas, expostas a luz,
também confirma a existéncia de regulacao génica na biossintese do 5-cqa. Houve
alteracbes nos niveis de expressao em resposta ao tratamento, e estas estiveram
coordenadas com as alteracdes nos niveis de 5-cga, também sugerindo que os
niveis de 5-cqa dependem da manutencgao dos niveis de expressao génica.

No endosperma, o nivel de expressdo observado no estadio 4 (fruto
maduro) foi evidentemente menor que no estadio anterior (estadio 3), indicando uma
queda acentuada de expressdo. Entretanto, essa queda acentuada né&o foi
observada nos niveis de 5-cga entre estes dois estagios. Esse fato, no entanto, pode
ter relacdo com as alteragdes qualitativas no conteido de CGAs que ocorre no final
da maturacao dos frutos relatadas por Clifford e Kazi (1987) e Bertrand et al. (2003).
Estes autores relataram mudancas na proporcao de isdmeros no final da maturagao
de frutos. Portanto, seria bastante interessante expandir o presente estudo para
avaliar o papel de CQT na biossintese dos outros CGAs. O completo
sequenciamento do gene codificando para esta enzima e sua expressdao em bactéria
poderia propiciar estudos sobre a afinidade aos substratos e qual sua importancia na
formacao dos isdmeros. Niggeweg et al. (2004) observaram que o silenciamento da
CQT em plantas de Nicotiana benthamiana causa alteracdes nos niveis de 5-cqga e
de 3cga, sugerindo a importancia dessa enzima na sintese de mais de um isémero.
Por outro lado, ndo poderia ser excluida a participacao de outras enzimas, uma vez
que varios sao os isébmeros de CGAs. Também, temos que considerar que aqui se
estudou os contigs formados com maior proporcéao de sequiéncias provenientes de

bibliotecas de frutos (tabela 1 e 2) e que & muito provavel que os outros contigs
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possam codificar para enzimas que tenham especificidade diferente para os
substratos. Apenas um estudo completo de expressao e dosagem dos varios tipos de
CGAs poderiam responder esta questao.

Analisando o padrao geral de expressao génica, observa-se que houve
uma coordenagao de expressao das cinco enzimas analisadas. Este resultado foi
encontrado tanto ao longo do desenvolvimento de folhas e frutos, como na inducéao
da expressao por luz. Isso sugere a existéncia de mecanismos de controle da
expressdao em comum para as enzimas estudadas. Este de tipo de associacao é
comum em vias metabdlicas associadas a respostas induzidas nas plantas (Loake et
al.,, 1992; Logermann et al., 1995; Martin & Paz-Ares, 1997; Takeda et al., 1999;
Hahlbrock et al, 2003; Whitored & Schuler, 2000). Resposta induzida é uma
estratégia encontrada nas plantas contra o ataque de herbivoros e patégenos,
inclusive naquelas onde o 5-cqa € indicado como antagonista ao ataque desses
agentes (Felton & Duffey, 1991; Summerss & Felton, 1994; Kranthi et al., 2003;
Shadle, et al., 2003). Isso sugere, portanto, que a regulacdo coordenada da
expressao de genes envolvidos na biossintese do 5-cqa acontegca em no cafeeiro.
Além disso, mostra a possibilidade de manipulacao dessa via no sentido de modular
a quantidade de 5-cga em plantas de café e com isso intervir de forma concreta nas
caracteristicas organolépticas da bebida produzida. O uso de promotores
especificos para sementes, como é caso do estudo com proteinas 11S da semente
de café (Marraccini et al., 1999; Rogers et al., 1999), permitiriam controlar o nivel de

5-cqa nas sementes.
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CONSIDERAGCOES FINAIS

Sao varias as evidéncias que indicam que a enzima polifenoloxidase pode
estar envolvida em mecanismos de defesas das plantas contra o ataque de pragas e
doengas. Estudos recentes com o uso de transgénicos tém confirmado este papel da
polifenoloxidase em algumas plantas e, de maneira geral, a resisténcia tem sido
associada a um maior nivel de expressao de atividade dessa enzima.

Neste estudo, a atividade da PFO foi correlacionada com resisténcia ao
ataque de um herbivoro (Perileucoptera coffeella) e de um fungo patogénico
(Hemileia vastatrix) de folhas do cafeeiro. Os resultados observados indicam que, se
a PFO de fato tem envolvimento na resisténcia a essa praga e doencga, a quantidade
e o tipo de substrato da enzima presente nas folhas podem ter maior importancia
para a resisténcia do que simplesmente uma maior atividade da enzima.

Para uma melhor caracterizacdo da PFO, foram feitas determinagdes de
algumas caracteristicas dessa enzima. Dentre essas caracteristicas, a especificidade
e preferéncias para substratos foi averiguada para a enzima semi-purificada e
purificada. A enzima tem uma baixa especificidade para substratos, entretanto, uma
maior preferéncia para o acido 5-cafeoilquinico. Apesar dessa preferéncia por este
acido, que também parece ser o principal substrato da PFO em café, a analise de
correlacdo entre a quantidade desse substrato presente em folhas e a resisténcia
mostrou que outros substratos podem ser importantes, sugerindo uma
especializacdo de mecanismos que pode envolver a especificidade para substratos.

A andlise de expressdo de enzimas da via de sintese do acido 5-
cafeoilquinico demonstrou a existéncia de controle da sintese desse composto em

plantas de café. Demonstrou também, que podem existir mecanismos de controle em
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comum para as cinco enzimas estudadas. Estes resultados abrem novas
perspectivas de estudos, uma vez que sugerem que a formacdo de CGA pode ser
manipulada pela alteracao da expressao desses genes. Além disso, este poderia ser
um caminho para melhor entender se o CGA tem importancia no potencial oxidativo
do tecido, fator que parece ser importante no envolvimento da enzima PFO na

resisténcia em plantas de cafeeiro as pragas.
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