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RESUMO

Alguns grupos de plantas caracterizam-se por acumularem cafeina. Chd, café e
guarand, que acumulam cafeina, sdo algumas dessas plantas. As sementes de guarand possuem o
maior teor de cafeina ja descrito em plantas, entre 2,5 e 6%. A popularizacdo dos produtos a base
de guarand e a alta demanda por cafeina natural (obtida por descafeinacdo de plantas) destacam o
interesse comercial pela espécie. A biossintese de cafeina em plantas foi extensivamente estudada
em café e chd e ambas espécies tém as mesmas vias chave da biossintese da cafeina. O terceiro
passo da via ocorre na presenga de teobromina sintase (TS), enzima com atividade especifica na
conversdo de 7-metilxantina em teobromina, e/ou dependendo da espécie, na presenca de cafeina
sintase (CS), uma enzima bifuncional que atua nos dois ultimos passo da sintese de cafeina, na
conversdao da 7-metilxantina para teobromina e posteriormente desta para cafeina. O objetivo
desta tese foi caracterizar os niveis de metilxantinas, atividade e expressao de CS em frutos de
guarand, sendo que para isto foram realizadas anélises bioquimicas e moleculares nos tecidos de
cinco cultivares (BRS-Amazonas, BRS-CG372, BRS-CG611, BRS-Maués, BRS-Luzéia).
Teobromina acumulou preferencialmente em folhas (estddios jovem, intermedidria e madura),
caule (porc¢do apical e basal), inflorescéncia, pericarpo de frutos nos estddio verde, intermediario
e maduro. Nas sementes, a cafeina foi o alcaloide que acumulou em maior quantidade e atingiu
niveis entre 3,3 e 5,8%. Nos tecidos analisados, seja teobromina ou cafeina, a maior concentracao
do alcaloide foi em tecidos novos, reduzindo com o desenvolvimento. Enquanto que teofilina foi
encontrada em quantidades baixas em todos os materiais. A maior concentragdo de cafeina em
frutos imaturos foi confirmada pela maior atividade de CS e maior expressao de PcCS. A busca
do gene da CS de guarand no banco de sequéncias EST Realgene gerou uma sequencia de
nucleotideos (PcCS) com 1080 pb, que apresenta semelhanca filogenética com proteinas de CS
de cacau (BCS1) e cha (TCS1 e TCS2). A producdo da proteina recombinante permitiu a
caracterizacdo funcional de PcCS como uma CS bifuncional, capaz de catalisar os dois tltimos
passos de metilacdo da biossintese de cafeina. PcCS mostrou afinidade para 7-metilxantina e
teobromina (maior afinidade), diferindo das CS descritas para outras espécies acumuladoras de
cafeina, que possuem maior afinidade por paraxantina. Provavelmente isto se deve aos residuos
de aminodcidos presentes no sitio ativo da proteina predita, quando comparada com a de café.

Palavras-chave: Alcaloide, cafeina sintase, proteina recombinante.
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SUMMARY

Some plants are characterized by presenting high contents of caffeine. Tea, coffee
and guarana, which accumulate the alkaloid caffeine, are some of these plants. Guarana seeds
have the highest caffeine content (2.5 and 6%) among plants accumulating methylxanthine
alkaloids. The increase in popularity of products made from guarana and the high demand for
natural caffeine (obtained by decaffeination plant) justify the commercial interest for this species.
The biosynthesis of caffeine in plants has been extensively studied in coffee and tea and both
species present high similarity regarding the caffeine biosynthesis pathway. The third step of the
pathway occurs in the presence of the enzyme theobromine synthase (TS), which converts 7-
methylxanthine to theobromine but depending on the species, this step is also mediated by
caffeine synthase (CS), an bifunctional enzyme that in addition to convert 7-methylxanthine to
theobromine, also convert the later to caffeine. The aim of this study was to characterize the
levels of methylxanthine alkaloids, activity and expression of caffeine synthase in the guarana
fruit, and for this biochemical and molecular analyses were carried out in tissues of five cultivars
of guarana (BRS-Amazonas, BRS-CG372, CG611-BRS, Maués-BRS, BRS-Luzéia).
Theobromine was preferentially accumulated in the leaves (young, intermediate and mature
stages), stems (apical and basal sections), inflorescence, and pericarp of fruits (green,
intermediate and mature stages). However caffeine accumulated in the seeds as the main alkaloid
and reached levels between 3.3 and 5.8%. In all tissues analyzed, whether theobromine or
caffeine, the alkaloid concentration was higher in new tissues, reducing with the
development/maturation. While theophylline was found in low amounts in all materials. The
highest concentration of caffeine in immature fruits was confirmed by the highest activity of CS
and highest expression of PcCS. The search for the CS gene of guarana in the EST guarana
database Realgene generated a sequence of nucleotides (PcCS) with 1080 bp, which presented
phylogenetic similarity with proteins of caffeine synthase from cocoa (BCS/) and tea (TCS/ and
TCS2). The production of the PcCS recombinant protein allowed the functional characterization
of the enzyme as a bifunctional CS, able to catalyze the two last methylation steps in the
biosynthesis of caffeine. PcCS showed affinity for 7-methylxanthine and theobromine (highest),
differing from the CS described for other species accumulating caffeine, which have highest
affinity paraxanthine. This is probably due to the amino acid residues present in the active site of
the predicted protein when compared to coffee.

Keywords: Alkaloid, caffeine synthase, recombinant protein.
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1. INTRODUCAO

O guarand, guarani-da-amazOnia, guaranaina, guaranauva, uarana ou narana ¢ uma
espécie nativa da regido amazdnica, conhecida por seus beneficios estimulantes e medicinais,
usada hd séculos por comunidades indigenas da Amazdnia. O primeiro relato do uso do guarana
ocorreu em 1669, quando em expedi¢do jesuita pela Amazdnia, o missiondrio Jodo Felipe
Bettendorf registrou que os indios Sateré-Mawé consumiam uma bebida estimulante
constantemente. Ele também relatou os efeitos diurético, contra dores de cabeca, febre e caibras
(Maravalhas, 1965; Henman, 1986).

Paullinia cupana e Paullinia sorbilis foram os registros botanicos de guarand
mantidos por quase um século, de 1820 a 1897 (Schmidt, 1941). O primeiro refere-se a amostras
provenientes da regido do Alto Rio Negro, San Fernando de Atabapo - Venezuela, e foi mantido
por anterioridade. Paullinia sorbilis foi coletada na regido de Maués no Amazonas, Brasil, e
passou a ser designada como uma variedade, P. cupana var. sorbilis Kunth. (Ducke, 1937). Neste
trabalho serd feita referéncia a essa variedade de guarand, que € a unica explorada

comercialmente e a qual a maioria das pesquisas tem sido direcionada.

1.1 Caracterizacao da espécie e cultivo do guaranazeiro

A familia Sapindaceae estd entre as principais familias da vegetacao da regido
neotropical, com cerca de 140 géneros e duas mil espécies distribuidas em trés subfamilias, o
guaranazeiro pertence a subfamilia Sapindoideae. O género Paullinia, com cerca de 200 espécies,
estd quase em sua totalidade distribuido pela América tropical e subtropical, com excecdo de P.

pinnata presente também na Africa tropical (Gentry, 1991; Souza & Lorenzi, 2008).
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Existem controvérsias quanto a origem e distribuicao do guaranazeiro (P. cupana var.
sorbilis), mas aparentemente o seu habitat natural estd delimitado a regido da bacia hidrografica
do rio Maués-Acu, que coincide com o territério dos indios Sateré-Mawé (Schmidt, 1941;
Saldafia et al., 2002). O centro de origem filogenética do guarand seria, de acordo com Ducke
(1937), o Alto Rio Negro.

A palavra guarand significa “trepadeira” em diversos dialetos indigenas e estd
relacionada com o hébito de crescimento de liana dessa planta perene, provida de gavinhas, e ao

utilizar drvores como suporte pode atingir até 10 m de altura (figura 1A) (Lodewijks, 1986).

Figura 1: Planta de guarand com hébito de crescimento de liana (A); com habito de crescimento
de arbusto quanto plantado em drea aberta (B); inflorescéncia e frutos de guarand em diferentes
estadios de desenvolvimento na mesma riquis (C); detalhe do fruto de guarana semelhante a um
olho humano, caracteristica marcante de espécie (D).

O guaranazeiro € uma planta mondica, e¢ as flores pseudo-hermafroditas sdo
limitantes para a producdo de frutos. Embora sejam produzidas cerca de 95 flores por

inflorescéncia, a propor¢do entre flores masculinas e femininas (em média 4,5:1), afeta

diretamente a producdo do guaranazeiro, sendo que esta variacdo ocorre, principalmente, em



virtude de fatores ambientais e genéticos (Henman, 1982; Escobar, 1985; Pereira & Sacramento,
1987; Lunguinho, 2007).

A inflorescéncia do tipo cacho ocorre nas axilas das folhas ou nas gavinhas
(pedunculadas) e pode ultrapassar 20 cm de comprimento. Numa mesma inflorescéncia,
eventualmente ocorrem picos de floragdo masculina e feminina de forma dessincronizada
(Goldim, 1978; Pereira & Sacramento, 1987; Lunguinho, 2007). A ocorréncia de mais de um
periodo de floracao feminina faz com que sejam encontrados em uma mesma raqui flores e frutos
em diferentes estddios de desenvolvimento (figura 1C). Dessa forma, a colheita, feita
manualmente, pode se prolongar por até trés meses, se tornando dispendiosa (Atroch, 2009).

O fruto, pontiagudo na extremidade, é uma cédpsula com deiscéncia septicida e
pedunculo desenvolvido, possui de uma a quatro sementes envolvidas parcialmente por um arilo
branco e farinidceo, que se trata anatomicamente de uma sarcotesta, que aparentemente tem
funcdo de protecdo do embrido contra perda de umidade (Polo, 2006). A semente escura em
contraste da cor vermelha da casca lembra um olho humano, caracteristica marcante para o
reconhecimento do guarand (figura 1D) (Schmidt, 1941; Souza et al.; 1996; Embrapa, 2001;
Smith & Atroch, 2010). Quando secas ou torradas, as sementes, dao origem ao produto comercial
com alto teor de cafeina (2,5 a 6%), cerca de 2 a 5 vezes mais que as sementes de café (Coffea

arabica) (Cabral, 1932; Lyra, 1953; Souza, 2010).

1.2 Producao e comercializacao

Os indios Sateré-Mawé deram inicio ao processo de domesticagdo do guarand na

regido do rio Maués e seus afluentes em plantios controlados. Posteriormente, colonizadores



locais se interessaram pela a espécie, apds tomarem conhecimento das propriedades da bebida de
guarand, e passaram a explorar a planta comercialmente (Monteiro, 1965).

Até os anos 80, a cidade de Maués, no estado do Amazonas, era lider absoluta na
producdo do guarand, com 90% da pequena producdo brasileira. Porém, a ampliagdo do uso
comercial da semente, principalmente pela utilizacdo do extrato de guarand na formulacdo de
refrigerantes e pelas industrias farmacéutica e de beleza, estimulou a expansdo da producdo de
guarand em estados vizinhos como Acre, Pard e Mato Grosso, chegando até a regido cacaueira no
sul da Bahia, que atualmente é a maior produtora de guarand, conforme mostram os dados da

tabela 1(IBGE, 2011).

Tabela 1. Estados produtores de guarand no Brasil (ano de referéncia: 2011).

Estado Area plantada Area colhida  Produgdo Rendimento Participacdo na
(ha) (ha) (t) médio (kg/ha) producdo (%)

Acre 27 27 3 111 0,1
Amazonas 6743 3349 599 179 16,0
Para 41 41 21 512 0,6
Bahia 7054 6749 2907 431 77,4
Mato Grosso 600 517 224 433 6,0
Total 14465 10683 3754 351 100

Fonte: IBGE (http://www.ibge.gov.br/home/estatistica/indicadores/agropecuaria), acessado em
09/2012.

A Embrapa Amazonia Ocidental vem trabalhando no melhoramento do guaranazeiro
desde a década de 70 por meio de sele¢do clonal, a partir de um banco ativo de germoplasma.
Existem 18 cultivares destinadas as producdes no Amazonas com caracteristicas desejaveis,
resisténcia a pragas e doencas e alta produtividade. As mudas sdo produzidas a partir de
clonagem de estacas. Por outro lado, na Bahia os guaranazais sdo provenientes de pé franco, a

partir de material genético desconhecido (Embrapa, 2001, 2005; Ceplac, 2012) . No entanto, a



produtividade dos guaranazeiros do Amazonas € inferior aos da Bahia (tabela 1), o que pode estar
relacionado com o sistema de produgdo e baixa tecnificagdo dos agricultores amazonenses, em
sua maioria pequenos produtores, ainda que as préticas culturais recomendadas sejam as mesmas
nos dois locais ( Embrapa, 2005; Sebrae, 2006).

Apesar da diferenca de produtividade entre estes dois estados, o preco dos graos pago
ao produtor é maior no Amazonas, R$ 21,00 kg'1 contra R$ 11,75 kg'1 da Bahia (Conab, 2008).
Isso se deve ao fato dos produtores do Amazonas negociarem diretamente com as industrias de
beneficiamento de guarand localizadas exclusivamente no estado, e o produto baiano tem seu
custo aumentado pelo transporte até as industrias no Amazonas. Apds o processamento, parte do
extrato de guarand permanece nessas empresas para a produgdo de bebidas e parte € destinada ao
mercado interno e externo (Sagri, 2010; Albertino et al., 2012).

O processamento da semente de guarana desde a colheita até a obteng@o do po passa
por torrefacdo e trituracio, e esses processos variam entre pequenos € grandes produtores (figura
2). No beneficiamento manual a retirada das sementes do interior dos frutos € realizada apds trés
dias de fermentacdo, mas quando realizada por despolpadeira mecanica pode ser feito
imediatamente apds a colheita. Em seguida, as sementes sdo lavadas para remoc¢do do arilo e
secas em tachos de ferro ou de barro, durante trés a cinco horas, com movimentacdo constante
(Schmidt, 1941; Smith & Atroch, 2010).

Em escala industrial, a retirada de dgua da semente € realizada com secadores e ao
final do processo € obtido o guarand em ramas (sementes torradas). Nesse estado, as sementes

podem ser trituradas ou maceradas até a obtencdo do pd, e a partir dele é possivel obter o extrato,



o xarope e o bastdo, sendo esta dltima a forma como os indios Saté-mawé armazenam e
preservam as propriedades do guarand (Schmidt, 1941; Walker et al., 2000).

Aproximadamente 70% da producdo nacional de sementes de guarand é absorvida
pelas industrias de bebidas do estado do Amazonas. Deste valor, em média 45% vao para a
producdo de refrigerantes - o “Guarana”, e os 25% restantes sdo destinados a produgao de extrato
e xarope, comercializados principalmente para complementar o teor de cafeina de bebidas. O p6
de guarand também € comercializado, mas em menor quantidade (10% do total produzido) para
consumo em preparacdo caseira de uma bebida energética ou ingerido puro como tOnico

acondicionado em cédpsulas gelatinosas ou sachés. Os 20% restantes da producdo sdo absorvidos

pela industria farmacéutica e de cosméticos (Atroch, 2002; Kuri, 2008).

Figura 2. Processamento artesanal do produto de guarand. Fermentacdo dos frutos (A);
torrefacdo das sementes em tacho de ferro (B); P6 de guaranéd (C); Mistura do p6é e dgua para
moldagem de bastao (D); Bastdo moldado e defumado (E).



Os produtos finais de maior difusdo e aceitacdo pelos mercados brasileiro e
estrangeiro ainda sdo os refrigerantes a base de guarand e bebidas energéticas. Em 2008 foram
consumidos cerca de 3 bilhdes de litros de refrigerante sabor guarand no Brasil, e o consumo de
bebidas energéticas a base de guarand (com adi¢do de extrato, sabor e aroma) cresceu mais de
300% em quatro anos (ABIR, 2008). O alto consumo nacional de bebidas gaseificadas contendo
extrato de guarand abre perspectivas mercadoldgicas para investidores com foco no crescente
mercado, bem como o surgimento de novos produtos baseados em evidéncias dos beneficios a
saude humana causados pelas substancias presentes nessa planta podem levar a maior aceitacao e,
consequentemente, maior demada por guarana.

Mazzafera (2012) discute que para o caso do café, a cafeina, que é normalmente
considerada como subproduto do processo de descafeinagdo, pode ter importancia maior do que
se imagina, pelo fato de que existe alta e crescente demanda por cafeina natural (obtida por
descafeinacio de plantas), enquanto que a demanda por café descafeinado apresenta crescimento
muito lento. Um aspecto interessante é que o mercado pode demandar diferencialmente cafeina
sintética ou natural, dependendo do produto ao qual o alcaloide serd adicionado. Assim, o
esperado € que produtos alimenticios ou cosméticos tenham adicdo preferencial de cafeina
natural. A cafeina do guarand, se extraida e comercializada, certamente seria adequada a este

mercado. Porém, informacdes a este respeito ndo estdo disponiveis.

1.3 Composicio quimica da semente

A primeira andlise quimica de guarand foi realizada por Theodoro Peckolt, em 1867

(Laemmert & Laemmert, 1868), que fez a descri¢do de alguns constituintes organicos e minerais



na massa da semente e testa. Outros trabalhos complementaram os dados de composicdo
centesimal, e contribuiram para a elucidagao da composi¢ao e nomenclatura de outros compostos
encontrado por Peckolt (tabela 2).

Tabela 2. Composicao quimica de sementes de guarand coletadas em Maués-AM, de acordo com
Angelucci et al. (1978).

Substancia g 100g™”
Amido 60,88
Taninos 9,60

Proteinas 8,56
Acucares soldveis totais 7,97
Actucares redutores 4,89
Cafeina 3,79

Fibra 3,15
Pentosana 0,21
Cinzas 1,46

Com base no uso tradicional indigena, Cadet de Gassicourt (1817) em Paris,
descreveu pela primeira vez o guarand como medicamento, e suas propriedades terapéuticas
como estimulante, tonico e afrodisiaco foram difundidas mundialmente. Atualmente o guarana é
considerado uma planta medicinal. Os alcaloides purinicos do tipo metilxantinas sdo as principais
substancias a que se atribui o efeito estimulante causado pelo consumo do guarand (Henman,
1982; 1986; Kofink et al., 2007).

Além da acao estimulante no sistema nervoso central, estudos indicam que a cafeina é
responsavel por efeitos como a melhora do estado de alerta, tempo de reacdo, velocidade de
processamento de informacdes, memoria, melhora do humor, melhora do desempenho em
exercicios fisicos, efeito termogénico associado a perda de peso e secre¢do de dcido gastrico. A
teofilina € apontada como responsavel pelo efeito broncodilatador do guarand, além de contribuir,

mesmo que fracamente, para o efeito estimulante. O efeito diurético associado ao consumo do



guarand tem sido relacionado a presenca da teobromina (Alves & Bragagnolo, 2002; De Maria &
Moreiras, 2007; Heckman et al., 2010).

O elevado teor de cafeina em plantas de guarand desperta o interesse da comunidade
cientifica desde seus primeiros relatos até os dias de hoje e varia¢des no seu conteddo continuam
sendo encontradas. Na tabela 3 estdo listados diferentes trabalhos que analisaram o teor de
cafeina em diferentes tecidos do guaranazeiro e em material de diferentes locais de cultivo. Tais
variacOes certamente estdo relacionadas a variabilidade genética, mas também devido as
condig¢des edafocliméticas dos locais de cultivo. De qualquer forma, o alto conteudo de cafeina
tem sido uma caracteristica importante no processo de sele¢do de variedades para melhoramento
e lancamento de cultivares para cultivo comercial (Angelucci et al., 1978; McCusker et al., 2003;
Nascimento Filho et al., 2007; Heckman & Mejia, 2010; Heckman et al., 2010).

A cafeina € a substancia responsavel pela maioria os estudos destinados ao guarand,
no entanto, recentemente houve uma iniciativa brasileira de se obter informacdes genOmicas a
fim de expandir o conhecimento sobre a espécie (Angelo et al., 2008). Foram anotadas 15.387
ESTs (etiquetas de sequencias expressas) de amostras compostas por frutos de guarand em
diferentes estddios de maturacdo, das quais cerca de 4% estdo relacionadas com genes do
metabolismo secunddrio, incluindo vias metabdlicas de flavondides (da sintese de catequinas e
antocianinas) e da cafeina, sendo feitas 94 anotacdes referente a genes homodlogos que codificam
para a cafeina sintase (CS) em outras espécies, enzima que atua no ultimo passo da via de

biossintese de cafeina (Ashihara et al., 2008).



Tabela 3. Teor de cafeina em diferentes amostras de guarand.

Tecido Cafeina (%) Local Referéncia
Folha 1,6 Maués-AM Pires, 1949
Caule (madeira) 0,2 Maués-AM Pires, 1949
Caule (casca) 1,8 Maués-AM Pires, 1949
Pericarpo 0,0 Costa Rica Baumann et al., 1995
Pericarpo 0,5* Pres. Figueiredo-AM Oliveira, 2010
Septo 0,7 Costa Rica Baumann et al., 1995
Sarcotesta (arilo) 0,0 Costa Rica Baumann et al., 1995
Testa 1,1 Pariquera-Acu-SP Spoladore, 1987
Testa 1,6 Costa Rica Baumann et al., 1995
Testa 2,0% Pres. Figueiredo-AM Oliveira, 2010
Testa 2,9 Maués-AM Maravalhas, 1965
Semente 2,3 Pariquera-A¢u-SP Spoladore, 1987
Semente 2,3 Maués-AM Pires, 1949
Semente (secagem industrial) 3,0 Maués-AM Meurer-Grimes et al., 1998
Semente 3,1 Maués-AM Maravalhas, 1965
Semente (torrefagio tradicional) 3,7 Maués-AM Meurer-Grimes et al., 1998
Semente 4,3 Costa Rica Baumann et al., 1995
Semente 6,1 Alta Floresta- MT Antonelli Ushirobira et al., 2004
Semente 7,8 Maués-AM Antonelli Ushirobira et al., 2004
Cotilédones 4,3% Pres. Figueiredo-AM Oliveira, 2010

*valor médio para as cultivares. 1: BRS-608; 2:BRS-300; 3:BRS-619; 4:BRS-87. Cotilédones: se
refere ao conjunto cotilédones e embrido, também chamado de améndoa.

Como resultado das anotagdes de ESTs, Figueiredo et al. (2011) identificaram in
silico trés sequéncias completas de possiveis genes homologos que codificam CS em guarana e
que tiveram as sequéncias confirmadas por sequenciamento. Adicionalmente, estudos de
protedmica durante a maturagdo do fruto revelaram pouca variacdo no perfil de proteinas
expressas a medida que o tecido amadurece, exceto na condi¢cio de sementes madura, que
apresentou um perfil bastante caracteristico. No entanto, ndo foi identificada nenhuma proteina
envolvida com o metabolismo secunddrio (Souza, 2010).

Embora existam informacdes sobre sequéncias génicas relacionadas a biossintese de
cafeina em guarand, a elucidacdo da via ainda ndo foi alcangada para esta espécie (Ashihara &

Suzuki, 2004; Ashihara et al., 2008;). Assim, ainda com pequenas variagdes, em plantas
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acumuladoras de cafeina, a rota principal da sintese € bastante conservada (Ashihara & Suzuki,

2004; Mazzafera, 2004; Ashihara et al., 2008).

1.4 Cafeina

Os metabolitos secundarios de planta sdo classificados em trés grupos quimicamente
distintos: terpenos, compostos fendlicos e compostos nitrogenados. No dltimo grupo encontram-
se os alcaloides, representando cerca de 20% de todos os produtos do metabolismo especializado
vegetal (Ogawa et al., 2001). A cafeina juntamente com outras metilxantinas e dcidos metiltricos
sdo alcaloides derivados de bases nitrogenadas, as purinas adenina e guanina, sendo denominados
alcaloides purinicos (figura 3) (Anaya et al., 2006; Ashihara et al., 2008).

Alcaloides purinicos estdo presentes em mais de 80 espécies vegetais, sendo
preferencialmente acumulados &4cidos metiliricos ou teobromina. A presenca de cafeina ¢é
relatada em 13 ordens de plantas, a maioria eudicotiledoneas. Café (Coffea arabica), cha
(Camellia sinensis), mate (llex paraguariensis) e cola (Cola acuminata), acumulam
majoritariamente cafeina com concentragdes em média de 1% da matéria seca (Mazzafera et al.,
1991; Ashihara & Crozier, 1999b; Ogawa et al., 2001). Outras espécies como Camellia
irrawadiensis (Nagata & Sakai, 1985; Ashihara & Kubota, 1986), Camellia ptilophylla (Ashihara
et al., 1998) Theobroma cacao (Hammerstone et al., 1994; Pura Naik, 2001; Koyama et al.,

2003) acumulam mais teobromina.
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Metilxantinas Acido Urico e 4cidos metildricos
Composto Nome comum R1 R3 R7 RO 02 a¥
Metilxantinas
Xantina H H H - - -
1-Metilxantina CH; H H - - -
3-Metilxantina H CH; H - - -
7-Metilxantina H H CH; - - -
1,3-Dimetilxantina Teofilina CH; CH;i H - - -
1,7-Dimetilxantina Paraxantina CH; H CH; - - -
3,7-Dimetilxantina Teobromina H CH; CH;, - - -
1,3,7-Trimetilxantina Cafeina CH; CH; CH; - - -
Acido iirico e dcidos metiliiricos
Acido trico H H H H - -
1,3,7-Acido trimetildrico CH; CH; CH; H - -
1,3,7,9-Acido tetrametiltirico Teacrina CH; CH; CH; CH;, - -
0(2),1,9-Acido trimetilirico Liberina CH; H H CH; CH; A*
0(2),1,7,9-Acido tetrametildrico Metiliberina CH;, H CH; CH; CH; A*

Figura 3. Esqueletos e estruturas de metilxantinas e 4cidos udrico e metildricos. Adaptado de

(Ashihara et al., 2008).

O guarana € a espécie na qual foi encontrado o maior conteudo de cafeina ja descrito

em vegetais. Suas sementes podem conter de 2,5 a 6% de cafeina (Spoladore, 1987; Heckman et

al., 2010; Oliveira, 2010). As outras metilxantinas, como teobromina e teofilina, também foram

encontradas em tecidos de guarand, mas em menor propor¢do, abaixo de 0,3% (Wisniewski,

1955; Oliveira, 2010).

A cafeina destaca-se entre os alcaloides pela sua aplicacdo industrial, estando

presente na composi¢do de diferentes produtos (café, chd, chocolates, refrigerantes de cola,

produtos de beleza, medicamentos, etc.) e por consequéncia dessa diversidade de produtos,
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estima-se que cerca de 80% da populacdo em geral faz uso dessa substincia diariamente, embora
seja muito dificil quantificar seu consumo (Juliano & Griffiths, 2004; Mazzafera et al., 2009).

O primeiro isolamento de cafeina foi feito em 1820 por Friedlieb Ferdinand Runge a
partir do chd (C. sinensis) e do café (C. arabica), junto com outras metilxantinas, incluindo
teobromina (3,7 dimetilxantina), paraxantina (1,7-dimetilxantina) e 4cido metildrico (Anaya et
al., 2006; Mazzafera et al., 2009). Na mesma década (1826), Theodor Martius realizava o
primeiro estudo quimico em guarand e descrevia a massa do guarana como constituida por 6leo
graxo verde, resina, goma, amido, celulose e uma matéria cristalina, branca e amarga, a qual
denominou guaranina (Martius, 1840; Corréa, 1926). Mais tarde, Berthemot & Dechastelus
(1840) revelaram que guaranina, na verdade era a cafeina, mas a associa¢do da molécula com
taninos haviam levado Theodor Martius a crer se tratar de uma substincia nova.

A maioria dos estudos sobre a cafeina em plantas se concentra no chd ou no café
(Ashihara & Crozier, 1999b). No Brasil, o cafeeiro € quem recebe destaque, por este ser um dos
principais produtos agricolas na pauta das exportacdes do pais. Por outro lado, a cafeina do
guarand ainda € pouco investigada, apesar de ser a fonte vegetal mais rica desse alcaloide

(Spoladore, 1987; Mehr et al., 1996; Ashihara et al., 2011; Oliveira, 2010;).

1.4.1 Metabolismo de cafeina

A via de biossintese de cafeina em plantas foi extensivamente estudada em café e cha
e ambas espécies t€ém as mesmas vias chave da biossintese da cafeina (Figura 4). Estudos
indicam que a mesma via € encontrada em cacau e mate (Mazzafera et al., 1991; Ashihara, 1993;

Mazzafera, 1994; Koyama et al., 2003; Ashihara et al., 2011).
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Quatro possiveis rotas iniciais atuam na biossintese de cafeina, na formacdo de
xantosina: AMP (adenosina-5-monofosfato), IMP (inosina-5-monofosfato, de novo), XMP
(xantosina-5-monofosfato), e GMP (guanosina-5-monofosfato). As evidéncias sugerem que a rota
mais importante é a da IMP, que € derivada da biossintese de novo de nucleotideos purinicos
(Fujimori & Ashihara, 1993; Ashihara et al., 2011).

A formagdo de cafeina estd intimamente associada com o ciclo de S-adenosil-L-
metionina (SAM). Nos trés passos de metilacio da formacdo de cafeina SAM € usado como
doador de grupo metil. Ao transferir o radical metil, SAM € convertido em S-adenosil-L-
homocisteina (SAH), que em seguida € hidrolisado para L-homocisteina e adenosina. A
adenosina € utilizada como intermedidrio para a biossintese de cafeina, enquanto L-homocisteina
€ reciclado para repor os niveis de SAM (Ashihara et al., 2008).

A elucidagdo da biossintese de cafeina foi possivel a partir de estudos com
precursores marcados com is6topos radioativos (Suzuki & Waller, 1984b, 1988; Mazzafera et al.,
1991; Ashihara et al., 2008). Posteriormente, as enzimas da via foram identificadas e algumas
purificadas e, mais recentemente os genes codificando estas metiltransferases foram isolados e
clonados (Mazzafera et al., 1994b; Kato et al., 1996; 1999; 2000; Mizuno et al., 2003a,b; Ogita et
al., 2003; Uefuji et al., 2003; Yoneyama et al., 2006).

O primeiro passo, a conversdo da xantosina em 7-metilxantosina, € catalisada pela
enzima 7-metilxantosina sintase (XMT - xantosina 7-N-metiltransferase, EC 2.1.1.158), os genes
que a codificam em café foram isolados em 2003 por dois grupos japoneses paralelamente.
CmXRS1 (AB 034699) e CaXMT1 (AB048793) tiveram a atividade in vitro comprovada depois

de produzidas as proteinas recombinantes (Mizuno et al., 2003a; Uefuji et al., 2003).
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Figura 4. Metabolismo de cafeina em diferentes espécies. Rotas SAM, AMP, de novo e GMP sao
diferentes caminhos de biossintese de xantosina. SAM: S-adenosil-L-metionina; SAH: S-
adenosil-L-homocisteina. Adaptado de (Yoneyama et al., 2006; Mazzafera et al., 2009).

15



O segundo passo da biossintese de cafeina, uma hidrdlise, é catalisada por uma N-
metilnucleosidase (7-metilxantosina, EC 3.2.2.25) que ainda ndo teve o gene isolado (Ashihara et
al., 2008).

O terceiro passo da via, e o segundo de metilacdo, pode ocorrer na presenga de uma
enzima com atividade especifica na conversao de 7-metilxantina em teobromina, a teobromina
sintase (TS ou MXMT) (CTS1 e CaMXMT, EC 2.1.1.159). Estudos realizados com espécies
acumuladoras de teobromina, 7. cacao (Yoneyama et al., 2006), Camellia ptilophylla e Camellia
irrawadiensis (Yoneyama et al., 2006) foram encontrados genes homologos de TS com apenas
atividade 3-N-metiltransferase. Em café a formacdo de teobromina a partir de 7-metilxantina
acontece tanto na presenca de TS como de CS (Mizuno et al., 2003b; Uefuji et al., 2003),
enquanto que em cha ndo foram encontrados genes que codificassem TS.

Cafeina sintase (CS ou DXMT, EC 2.1.1.160) é uma enzima bifuncional que atua nos
dois ultimos passo da sintese de cafeina, na conversdo da 7-metilxantina em teobromina e de
teobromina em cafeina. Dois genes que codificam a CS foram clonados de folhas de chda CTS1 e
CTS2 (AB031280 e AB054841) (Kato et al., 2000).

A CS recombinante de café (CCS1 e CaDMXTI1) e de chd (TCS1) apresentam
afinidade pelos substratos paraxantina, teobromina e 7-metilxantina (Kato et al., 2000; Mizuno et
al., 2003b; Uefuji et al., 2003). Embora a afinidade por paraxantina seja maior que para as
demais metilxantinas, at¢ o momento ndo foi detectada a presenca desse metabdlito no tecido
vegetal. Assim, in vivo a CS estd envolvida principalmente na conversdao de 7-metilxantina a

cafeina através de teobromina (Kato ef al., 1999; Ashihara et al., 2011).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Caracterizar os niveis de metilxantinas em diferentes tecidos do guaranazeiro e
determinar a atividade e a expressdo da cafeina sintase em frutos de clones selecionados de

Paullinia cupana var. sorbilis.

2.2 Objetivos especificos

- Determinar o nivel de metilxantinas nos diferentes tecidos do fruto do guarana;

- Determinar a atividade da cafeina sintase em frutos de guarand;

- Analisar as sequéncias dos genes de cafeina sintase presentes no banco do projeto EST-

Guarani;
- Validar a sequéncia isolada através da producgdo da proteina heteréloga;

- Conduzir estudos de cinética enzimética em cafeina sintase extraida de tecidos de guarana

e a proteina heter6loga;

- Detectar a localiza¢do dos transcritos de cafeina sintase em frutos do guarand através de

hibridizacdo in situ.

17



3. MATERIAL E METODOS

3.1 Material vegetal

O material vegetal foi coletado na Fazenda da Agropecudria Jayoro Ltda, municipio
de Presidente Figueiredo, AM (01°57°24” S, 60°08°31” W) a 120 km de Manaus-AM. Cinco
cultivares dentre as 18 comercialmente disponiveis pela Embrapa foram selecionadas de acordo
com a importancia econdmica (mais plantadas) e com a disponibilidade no local de coleta.
Diferentes tecidos em diferentes estddios de desenvolvimento foram coletados de plantas adultas
das cultivares BRS-Amazonas, BRS-Maués, BRS-Luzéia, BRS-CG372, BRS-CG611 em
triplicata bioldgica: frutos verdes, intermedidrios e maduros (separados em semente e pericarpo),
folha nova, intermedidria e madura, inflorescéncia (com botdes florais até flores complemente
abertas, sendo excluido eventuais frutos ja em formacdo) e caule apical (por¢ao de 20 cm
coletada a 10 cm abaixo do dpice) e caule basal (por¢do de 20 cm coletada a 20 cm acima do
solo). Os tipos de tecidos coletados sdo mostrados na figura 5.

Logo apds a coleta e divisdo do material, as amostras foram entao congeladas em
nitrogénio liquido e estocadas a -80°C no Laboratério de Fisiologia e Bioquimica Vegetal no
Instituto Nacional de Pesquisas da Amazoénia (CPST-INPA). O transporte até Campinas, SP, foi
realizado em gelo seco, com posterior armazenamento a -80°C até o momento das andlises. Para
andlises bioquimicas (conteido de metilxantinas) foram utilizados todos os tecidos de todas as
cultivares. As cultivares mais contrastante para o contetido de cafeina em sementes foram

utilizadas para as andlises de expressao molecular (tabela 4).
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Figura 5. Ilustracdo do material bioldgico coletado para andlises bioquimicas e moleculares.

Tabela 4. Identificacdo do material vegetal coletado para andlises bioquimicas (por HPLC) e
moleculares (QRT-PCR).

Tecido Sigla Cultivar coletada para Cultivar coletada para
analise em HPLC analise de qRT-PCR

Caule basal CB Todas -
Caule apical CA Todas -
Folha nova FN Todas -
Folha madura FM Todas -
Folha senescente FS Todas -
Inflorescéncia IL Todas -
Gavinhas GV Todas -

Pericarpo — fruto verde BRS-Amazonas

PV Todas BRS-Maués
Pericarpo — fruto BRS-Amazonas
intermediario Pl Todas BRS-Maués
. BRS-Amazonas
Pericarpo — fruto maduro PM Todas BRS-Maugs
BRS-Amazonas
Semente — fruto verde SV Todas BRS-Maugs
Semente — fruto S Todas BRS-Amazonas
intermediario BRS-Maués
BRS-Amazonas
Semente — fruto maduro SM Todas BRS-Maugés
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3.2 Quantificacdo de metilxantinas

Parte do material vegetal coletado foi seco em estufa a 50°C até massa constante e
triturado finamente em moinho de facas tipo Willey. Cerca de 100 mg de material pulverizado foi
homogeneizado com 5 mL de metanol a 80% em tubos de vidro com tampa rosqueada e mantido
em banho térmico a 50°C durante 2h, com agitacio ocasional. Apds resfriamento em temperatura
ambiente, as amostras foram centrifugadas a 15000 xg durante 20 min e 100 pL. do sobrenadante
foi diluido em dgua destilada, na proporcao de 1:10 para sementes e 1:2 para os demais tecidos. A
partir destes extratos, procedeu-se as andlises de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
com detector de diodo (Shimadzu Inc., Kyoto, Japao) operando em 272 nm. A separacdo foi feita
em coluna de fase reversa C18 (25 cm x 4,6 mm x 5 pm, Supelco™) sendo a fase mével (A) dgua
e (B) metanol, ambos com 4acido acético a 0,5 %, sob um fluxo de 1,2 mL min!. O gradiente
utilizado foi: 0 min 10% B, 18 min 45% B, 19 min 100% B e 20-30 min 10% B. Para a
determina¢do das quantidades dos alcaloides foram feitas curvas padrdo com cafeina, teofilina e

teobromina (Sigma).

3.3 Anatomia dos frutos

Para se obter conhecimento prévio as analises de hibridizacdo in situ foram
observadas caracteristicas anatdmicas do fruto de guarand. Pericarpo e sementes da cultivar BRS-
Amazonas em diferentes fases de desenvolvimento, a saber: verde, intermediario e maduro,
foram fixadas em solu¢do de FAA 50 (etanol 50%, formaldeido, acido acético; 18:1:1 v/v/v)
(Johansen, 1940), por 12 h a 4°C, levadas a bomba de vacuo, desidratadas em série etilica e

estocadas em etanol a 70% a 4°C. Em seguida as amostras foram infiltradas com resina plastica
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(Leica Historesin®), seguindo as instru¢des do fabricante. Este material foi seccionado em
micrétomo rotativo manual (Leica®) com navalha do tipo C e sec¢des com 7 um de espessura
foram coradas com azul de toluidina a 0,05 % (Sakai, 1973) em tampao fosfato e citrato pH 4,5

® (Merck®). Foi realizado um teste

(Mcllvaine, 1921) e montadas em resina sintética “Entellan
com Reagente de Wagner para evidenciar a presenca de alcaloides (Furr & Mahlberg, 1981). A
andlise das laminas procedeu-se em microscépio Olympus BX 51, com a captura das imagens por

camera de video Olympus DP71 acoplada. As escalas micrométricas foram obtidas nas mesmas

condig¢des Opticas utilizadas.

3.4 Atividade da cafeina sintese

Para a atividade de CS, sementes de guarand da cultivar BRS-Amazonas coletadas e
mantidas a -80°C foram maceradas em mortar com auxilio de um pistilo e extraidos (1 g) com 5
mL de tampao fosfato de sodio (PBS) 200 mM, pH7,3, a 4°C, contendo 5 mM EDTA, 10 mM 2-
B-mercaptoetanol, 0,5% de éacido ascorbico, 0,5% triton X-100 e 4% de polivinilpolipirrolidona)
e centrifugado por 15 min a 30.000 xg (4°C). O sobrenadante recuperado foi saturado a 80% com
sulfato de amonio e centrifugado por 15 min a 30.000 xg (4°C). O precipitado recuperado foi
solubilizado em tampao PBS 200 mM, pH7,3 contendo 5 mM de EDTA, 10 mM 2-B-
mercaptoetanol e imediatamente dessalinizado e concentrado por ultra filtracio (Amicon® Ultra-4
Centrifugal Filter Devices, Millipore), usando o mesmo tampao da ressuspensao para as lavagens.
A concentracdo de proteinas no extrato foi determinada com reagente pronto da BioRad
(Bradford, 1976).

A determinagdo da atividade da CS foi baseada na transferéncia de *H marcado de um
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grupo metila a partir de [metil->’H]SAM para o substrato. As rea¢des foram montadas em tubos
Eppendorf de 1,5 ml contendo 0,11 puCi [metil->H]SAM, 100 p g de proteina, 10 pL de substrato a
3,5 mM e tampao tris-HCI 100 mM, pH 8,0 para o volume final de 200 pL. As rea¢des foram
incubadas a 28°C por 30 min e interrompidas por adi¢do de 1 mL de cloroférmio, seguido de
agitacdo em vortex por 30 s. Apds rdpida centrifugacio para separagdo de fases, a fracdo organica
foi coletada e transferida para frascos de cintilagdo, sendo em seguida seca no fluxo de ar em
capela. Em seguida foram adicionados 5 mL de liquido de cintilacio e a radioatividade
incorporada em cafeina foi determinada em contador de cintilacdo (Kato er al., 1996). Uma
reacdo sem o substrato foi usada como controle. A atividade foi expressa em Katal, que
corresponde a quantidade de enzima que € capaz de transformar 1 mol de substrato por segundo.
Os parametros cinéticos Km e Vp,x foram calculados por ajuste da curva (1/V x
1/[S]) no modelo de Lineweaver-Burk, para reacdes usando seis concentracdo diferentes de

teobromina como substrato.

3.5 Analise de sequéncias no banco de dados Forest e desenho de primers
3.5.1 Cafeina sintase

Os bancos de sequencias expressas (ESTs) de frutos de guarand da Rede da
Amazonia Legal de Pesquisas Gendmicas - Realgene (Angelo er al., 2008) e o GeneBank do
NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) foram utilizados para a busca de sequéncias MXS, TS e CS.
A busca foi realizada através de palavras-chaves.

A partir das sequéncias identificadas como cafeina sintase no banco de ESTs de

guarand, foram selecionadas aquelas com maior niimero de pares de bases e menor e-value com o
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alinhamento de sequéncias publicas dos genes que codificam a CS de café (Coffea arabica:
CCS1, AB086414, 1203 pb) e chd (Camellia sinensis, TCS1, AB031280, 1438 pb), disponiveis
no GeneBank, usando a ferramenta BLAST (Altschul et al., 1990).

Com os ESTs selecionados foi montado um contig com 1487 pb utilizando a
ferramenta ClustalW dentro do ambiente do software BioEdit (Thompson et al., 1994). O
mesmos contig foi utilizado para desenho de primers nas regides 5'UTR, 3'UTR e internos a CDS
(figura 6) para amplificagdes por RT-PCR, resultando em dois fragmentos para clonagem e

sequenciamento.

ARAAGCAGGCTGETAACGETCCGEAAT TCCCEG GATATCETCCACCCA A - . TTTCAA TATC

2TGGRATGGAT GTGARAGATGTGCTTTGTAT G_G CTACTTGCTCAATTCTAAAGTCTC

GATAATAACAGCAGT CAAATCARTCCCAACCCTARAGAGGGCAAT TGAATCACTCTTCARRGAAGAATCACCACCATTT
GAACACCTCCTAAATGTGECAGATTTGGGEE TG TGCTTCAGGCTTAACTTCAAATACCATARTG TCARCCGTAGTC CARR
CAGTGGTCAACAMATGCAGAGANTTGAATCACARAATCCCAGAGTTTCAAT TCTACT TGARTEATCTACCATCTAATGR
CTTCAACACACTCTT CAAGGG AT TGAACGGTTT TATGEG TAGT GG TEETGAAGAATT TGCARAA TACTTCATGTCT TG TG
ATGGETECTCCTGGTTCTTTT CATGGGAGGUTCTTTCCT TTGAATACAATTCATCTTGTTTACTCTAATTATTCTGTTC
ATTGGCTCTCCRARAGG TACCGGATCTTAGAGATGAAARMAGGTAATCCARATAAACARAGGAACATTTTACCTATCGARARC
GAGTCCTAGTGCTGTAAGAGARGCGTACCTTGCTCAATT TCGACAAGACTT CACATT TTTTCTARAGTCACGTGU TGAG
GAGATGGTGTCCAATGETCGAGTTGEE TTGGTTCTCCAT GEAAGACTCTCTCAAGAT TTCTCCAGCGARARRAGRACTTC
AATTACCTTGGTTACTTCTCTCCCAAGCCATAT CTCGC T TEGTTTCCAAGE GATTGATAGATGAAGAGAARTTGGATTC
ATTTGAGGTACCATACTACGCACCATCAGAGCAAGARNGTGAAAGARATTAGTAGAGGLGAGAGGGGTUGTATGTGET GLAL
CTCATGGARACATTTACAATCAAGATCGCAGTCGGAGAT GAGGGUATCTGEAGTGAT GCCCGAGGGTTTGTGAACAATC
TCAGATCAATCACTGAGACAT TGATTTCACATCACTTTGGACCTCAAATTC TTGATGARTTGTATGGTGAGATTCATGR

TCTGCCTCTACAAGATTTTGC TACTCAATETAGCTTTGT TGTTCG TTTGAG GAGARAT TAARCARG CARAGE GUCTAL
TeCTTACTTGTATGUTTTGTT TGATAT CAATTTACATTARAAATAAATAAATAAATANATCGAGAATAAAGATCGTAGTARS
CTGETCTATCCC T TACCAGGU CCGAAG TCCTGAGTTCGATTCTCAAGGGGE TTGEEEGATGTE TGTTCTAAGGGG GUTA
ATAGTGCCAATTGTCGAARARAA A TARAA AR TAANTAMAGCTAGARAGGTTATATTCAGTGARAANAAA M ANMANAAGGE
CEGCCGCTCTAGAGTATCCCTCGAGGGGUCCARGCTTACGUGTACCCAGCT TTCTTG TACAARAGTGG

Figura 6. Contig gerado no banco de ESTs de guarand. Regido codificadora (1080 pb) é
identificada pelo cédon de metionina (ATG) até spot c6don (TAA). A confirmacdo do contig foi
feita pelo sequenciamento de dois fragmentos, que foram gerados pela amplificagdo dos primers
identificados por sublinhado (fragmento 1) e sublinhado duplo (fragmento 2).
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3.6 Extracao de RNA total e sintese de cDNA

A extracdo de RNA foi realizada pelo método de perclorato de sédio (Rezaian &
Krake, 1987). Apds a extracdo, o RNA foi tratado com DNAse “Turbo DNA-free” (Ambion,
Inc.) e quantificado em espectrofotdmetro a 260 nm. A determinacdo da concentracdo de RNA,
em pg pL™, foi obtida a partir da equacio: RNA = (Abs260 x diluicdo)/25. A qualidade do RNA
foi verificada em eletroforese em gel de agarose a 1 % com brometo de etidio, com visualizacao
sob luz UV em fotodocumentador (Gel Doc 2000, BIO RAD). Um volume referente a 2 pg de
RNA total foi utilizado para sintetizar a primeira fita de cDNA com kit SuperScript III First-

Strand (Invitrogen), de acordo com as instrucdes do fabricante.

3.7 Clonagem e sequenciamento

O cDNA de sementes verdes, produzido conforme descrito no item 3.6., foi utilizado
para amplificagdo de fragmentos de CS por RT-PCR, usando-se os pares de primers descritos na
figura 6, em reacdo com a enzima Platinum® Pfx DNA Polymerase (Invitrogen). A partir do
produto amplificado, 3uL foram utilizados para a ligagdo ao vetor de clonagem “pGEM®-T easy
Vector System” (Promega). Bactérias Escherichia coli da cepa DHS5a termocompetentes
(Novagen) foram transformadas com o plasmidio recombinante, plaqueadas em meio LB semi-
sélido contendo 100 pg ml™" de ampicilina, 0,5 mM de IPTG e 80 pg ml”"' de XGal (pGEM®-T
easy Vector System, Promega), e incubadas a 37°C overnight. Colonias transformadas de
colorag@o branca foram selecionadas para a minipreparacdo de plasmidios pelo método de lise
alcalina (PureLink Quick Plasmid Miniprep Kit, Invitrogen). A presenca do inserto foi

confirmada por uma reacio de restri¢io com EcoRI (Promega), que corta o vetor pPGEM®-T easy em
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ambas as extremidades, liberando o fragmento inserido, visualizado em gel de agarose. A identidade
do fragmento clonado foi verificada pelo sequenciamento usando primers flanqueadores do vetor
(T7 promoter e SP6 promoter) e primers internos descritos na figura 6. As reacdes de
sequenciamento foram realizadas com BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems) de acordo com as instrucdes do fabricante, seguidas de precipitagdo com etanol a
70%, e os produtos analisados pelo sequenciador ABI Prism 377 (Applied Biosystems). Todos os
processos relativos ao sequenciamento foram realizados no Laboratério de Andlise Genética
Molecular, do Centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética (CBMEG) da UNICAMP. A

sequéncia obtida foi comparada com as sequéncias originais para confirmac¢do de identidade.

3.8 Alinhamento miiltiplo e analise filogenética

Sequéncias de aminodcidos de N-metiltransferases de café (C. arabica e C.
canephora) cha (Camellia sinensis, C. ptilophylla e C. irrawie), cacau (T. cacao) e guarana
(presente trabalho) foram alinhadas pelo programa ClustalW (Thompson et al., 1994) e tiveram a
predi¢dao da estrutura 2D realizada no programa ESPript (Gouet et al., 1999), utilizando como
referéncia a estrutura da CS de C. canephora (CcDMXT1, PDB ID: 2EF]J).

Sequéncias de aminodcidos de N-metiltransferases de café (C. arabica e C.
canephora) cha (C. sinensis), cacau (T. cacao) e guarana (presente estudo) foram alinhadas pelo
programa ClustalW (Thompson et al., 1994), e o alinhamento foi inserido no software MEGA 5
(Tamura et al., 2011) e utilizado para a constru¢do da arvore filogenética utilizando o algoritmo
Neighbor-Joining (Saitou & Nei, 1987). Regides de Gap foram excluidos por ajustes manuais.

Valores de bootstrap foram obtidos apds 10.000 repeticdes.
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3.9 Anadlise da expressao por RT-PCR quantitativo

Andlises de expressdo de PcCS foram realisadas por PCR em tempo real (QRT-PCR)
utilizando amostras de cDNA (diluidas 50x) sintetizadas a partir de 2 ug de RNA total. As
reacdes (processdas em triplicata) foram preparadas com o QuantiFast™ SYBR® Green PCR Kit
(Quiagen). As PCRs foram analisadas em iCycler iQ™5 Multicolor Real-Time PCR Detection
System (Bio-Rad) nas condi¢des: 95°C por 3 min, seguidos por 40 ciclos de 95°C por 10 s e 60°C
por 30 s. Um valor de Ct (Cycle threshould) foi criado, sendo Ct definido como o nimero de
ciclos no qual a taxa de amplificacdo do gene alvo torna-se exponencial.

Para as andlises de qPCR foram feitos primers em regides nao conservadas (gene
especifico) para a familia génica das metilxantinas com a utilizacdo do programa Primer3
(http://frodo.wi.mit.edu/primer3/) para o gene de CS (senso: 5'-AGATTTGGGGTGTGCTTCAG-3' e
antisenso: 5-TAAAACCGCTCAATCCCTTG-3') e genes referéncia (tabela 5). A confirmacdo de
especificidade do amplicon foi baseada na curva de dissociacdo no final de cada ensaio e foi
gerada uma curva de eficiéncia de amplificacdo para cada par de primers, em que foi determinada
eficiéncia entre >90% e <110% para todos os primers. A quantificacdo relativa da expressao foi
determinada comparando a expressao transcricional entre genes alvo e referéncia pelo método 2°
At onde: 2 representa a eficiéncia do primer do gene alvo (eficiéncia é calculada como a % de
eficiéncia x 0.01 + 1); ACt = (Ctayo - Ctrer) Ct = ciclo limiar, alvo = gene alvo, e ref = gene

referéncia (Livak & Schmittgen, 2001).
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3.9.1 Genes referéncia

Para controle interno da expressdo génica de CS nos tecidos de guarand por RT-PCR
quantitativo foi realizada sele¢cdo de genes normalizadores. Foram utilizadas sequéncias “iscas”
de genes de referéncia de Arabidopsis thaliana para a busca de genes no banco de EST de
guarand. Os genes constitutivos selecionados estdo entre aqueles conhecidos como atuarem em
processos celulares estdveis e permanentes - house-keeping - entre os diferentes tipos de células
(Czechowski et al., 2005). Os primers utilizados para os 13 genes normalizadores estdo listados
na tabela 5. A escolha dos melhores genes de referéncia foi determinada a partir de valores de

quantificacdo relativa de expressdo de cada gene comparados por dois algoritmos diferentes, o

geNorm (Vandesompele et al., 2002) e NormFider (Andersen et al., 2004).
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Tabela 5. Identificacdo dos genes referéncias e sequéncia de primers usados nas anélises de RT-qPCR.

Nome

Banco

A. thaliana

Tamanho do

Eficiéncia de

do gene Descricao do gene RealGene gene Primer forward/reverse (5'-3") fragmento (pb) ampl(ltl;z(;agao
. . TGACGGAGAATTAGGGTTCG
18s 18s Ribossomal RNA Contig2420 At3g41768 CTTGGATGTGGTAGCCGTTT 61 99,0
ACCATCACCAGAATCCAACACAATA
. . CcC
ACT Actin7 Contigl017 At5g09810 ACCATCACCAGAATCCAACACAATA 122 99,4
CcC
. GTTGCAGCATCAGGTCAAGA
ADH Alcohol dehydrogenase Contigl193 At5g43940 ACGTCCATTTTCAGCACACA 248 95,2
. . CACACAGCACGCTGTACCTT
a-TUB Alpha-tubulin 6 Contigl517 At4g14960 AAGGACCGTTCAATTCGTTG 92 90,0
. . TCCCAACAACGTGAAGTCAA
b-TUB Beta-tubulin 3 Contig2535 At5g62700 CTTICGGCCTCAGTGAACTC 197 110,0
. . . CGGACCTGGTATTCTCTCCA
Ciclof Cyclophilin (ROC3) Contigl?2 At2g16600 TGGAGGTCCTICCAGAGCTA 182 98,3
Translation elongation factor . AAGGAGGCAGCTGAGATGAA
EFla a Contig2542 At5g60390 AGGGGCATCAATAACAGTGC 150 102
Translation elongation factor . ACAGATCTCCACACCGAAGC
EF1b Contig499 At5g19510 CAGCAGCTTTACCAGGGAAG 208 99,7
Glyceraldehyde-3-phosphate . CTCATTTGAAGGGTGGTGCT
GAPDH dehydrogenase Contig644 Atlgl3440 GTCTTITGGGTGGCTGTGAT 232 99,8
. . AAAGGTGGCCGCTTTATCTT
ICDH Isocitrate dehydrogenase Contig496 At1g65930 GCTAGGAAATCGCTCTGCAC 238 104,4
40S ribosomal protein . TCATCCTGGAAGGCCTAATG
S24 $04-1 Contig2137 At3g04920 CAACCTTGGTGTCAAGTCCA 221 106
. . TAAGGAAGGCATTCCACCTG
uQT Ubiquitin 11 Contigl1935 At4g05050 TAATCCGCTCAATGGTGTCA 212 95,1
Ubiquitin-conjugating . GCGGATCTTGAAGGAGTTGA
UQT-C Contig140 At5g53300 TGGGTGGCTIGAAAGGATAG 185 90,3

enzyme E2
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3. 10 Hibridizacoes in situ

A sintese de sondas de hibridizagdo in situ teve como molde o produto da amplificacao
por RT-PCR clonado em vetor pGEM®—T easy Vector System (Promega). Para reacdo de RT-PCR
foi utilizado cDNA de semente verde sintetizados conforme item 3.6 e primers desenvolvidos a
partir de regides ndo conservadas (gene especifico) para a familia génica das metilxantinas com a
utilizacdo do programa Primer3plus (http://http://primer3plus.com/) para o gene de CS (senso: 5'-
AGATTTGGGGTGTGCTTCAG-3' e antisenso: 5'-TAAAACCGCTCAATCCCTTG-3"), nas condi¢des: 95°C
por 3 min, seguidos por 40 ciclos de 95°C por 10 s e 60°C por 30 s. O fragmento de CS clonado fo1
confirmado por sequenciamento. Escherichia coli da cepa DH10B foi transformada com o produto
da clonagem e selecionada por meio seletivo contendo o antibidtico ampicilina, XGal e IPTG, para
a identificacdo das colonias que integraram o plasmideo contendo o inserto. A confirmacio da
clonagem foi realizada por sequenciamento.

Os plasmideos contendo o fragmento de CS foram linearizados com a enzima EcoRI (a
37°C por 1h). As sondas foram obtidas por transcri¢do in vifro dos plasmideos linearizados, com
emprego da transcritase SP6, em reagdo contendo uracila marcada com digoxigenina (DIG-UTP),
segundo as instru¢des do fabricante do kit de marcacdo (Roche). Para o controle negativo, sondas
senso foram sintetizadas como descrito acima, no entanto com o emprego da enzima T7
polimerase.

As amostras coletadas para as hibridiza¢Oes in situ foram fixadas a vacuo, em 4% de
paraformaldeido em tampao fosfato (130 mM NaCL, 7 mM Na2HPO4, e 3 mM NaH2PO4), por 12
horas a 4°C. O material fixado foi desidratado em série butilica tercidria, ABT-EtOH (Alcool
Butilico Tercidrio: Etanol) (70, 85, 95 e 100%) (Johansen, 1940) e mantidas por 48 horas em cada

solu¢do. Em seguida, as amostras foram mantidas por 48 horas em ABT 100%, com a repeticdao
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dessa etapa por trés vezes. As amostras em % ABT 100% foram invertidas em recipientes
contendo % de Paraplast® X-tra (Fisher, cat. n° 23-021-401) solidificado e posteriormente
mantidos em estufa a 58°C para a liquidificacdo do Paraplast® e evaporagcdo do dlcool butilico.
Foram realizadas trés trocas de Paraplast® em intervalos de 12 horas e por fim, as amostras foram
colocadas em formas para a solidificacdo do Paraplast®. As amostras seccionadas em micrétomo
rotativo manual (Leica®) com navalha do tipo C ou descartdvel e as sec¢des, com 10 a 12 pum de
espessura, foram distendidas em placa aquecedora a 48°C com dgua DEPC em laminas Probe-On
Plus® (Fisher).

Paraplast® foi removido por imersao das laminas em xilol, posteriormente em etanol 100%
e secas em temperatura ambiente. Para aumentar a permeabilidade dos tecidos e assim a exposi¢ao
dos 4acidos nucléicos as sondas, as laminas foram incubadas por 10 minutos a 37°C em tampao de
digestdo contendo Proteinase K (lug/ml em 50mM Tris-HCl pH 7.5). Em seguida, as laminas
foram lavadas por 10 minutos em agua DEPC e incubadas por 10 minutos em 0,1M
Trietanolamina-HCI, pH 8.0 e 0,5% anidrido acético [v/v], para neutralizar fons livres e prevenir
hibridagdes inespecificas.

As laminas foram hibridadas com 300uL de solucdo de hibridagdo (3mL de formamida
deionizada, 132puL of 1M Tris-HCl pH: 7.5; 720uL NaCl 5M, 120puL de EDTA; 144uL de
denharts, 1,44 mL de dextran sulfate -solucdo estoque a 50%) contendo cerca de 600 ng das sondas
sense ¢ antisense especificas para o gene de CS por 14-16 horas a 42°C. Para remover as fitas
simples de RNA e aumentar a especificidade da sonda, foi aplicado Sug/ml de RNase em NTE (2.5
M NaCl, 50 mM Tris-HCI, pH 8.0, 5 mM EDTA) por 30 min.

O resultado da hibridacdo foi visualizado por meio de anticorpo anti-DIG conjugado com
fosfatase alcalina (Anti-Digoxigenin-AP, Fab fragments; Roche) diluido 1000 vezes em 100 mM

Tris-HCI pH 7.5, 150 mM NaCl por 1 hora. Posteriormente as 1aminas foram incubadas por 10
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minutos em tampao de detec¢do (100 mM Tris pH 7,5; 100 mM NaCl; 5 mM MgCl2) e depois
aplicados 300 uL de BCIP/NBT (Sigma) prosseguindo overnigh) no escuro. A documentagdo dos
resultados foi realizada a captura de imagens usando camera de video Olympus DP71 acoplada ao

microscopio Olympus BX 51.

3. 11 Expressao de PcCS recombinante
3.11.1 Clonagem da PcCS

A partir do cDNA de sementes verdes de guarand foi realizada RT-PCR para
amplificacdo do gene da CS utilizando Platinum® Pfx DNA Polymerase (Invitrogen) e os primers
Senso: 5’-GGATCCATGGATATGAAAGATGTGCTTTG-3' e antisenso: 5’-
GTCGACTTAATTTCTCTTCAAACCAACAACA-3' (contendo os sitios de restri¢do das enzimas
BamHI e Sall, respectivamente). O fragmento amplificado foi purificado do gel de agarose por
meio de “GeneJET Gel Extraction Kit” (Fermentas). Posteriormente prosseguiu-se a etapa de adi¢do
da cauda poli-A conforme recomendagdes do manual técnico para clonagem no vetor pGEM®—T
easy Vector System (Promega). ApOs clonagem, a transformagdo de E. coli DH5a
termocompetente a clonagem foi confirmada por sequenciamento. A digestdo dos vetores e do
fragmento clonado em pGEM®—T easy foi realizada com enzimas BamHI e Sall (Fermentas) a 37°
C por 1 hora e os produtos foram separados por eletroforese em gel de agarose. Os fragmentos
referente a PcCS foram purificados do gel de agarose por meio de “GeneJET Gel Extraction Kit”

(Fermentas).
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3.11.2 Subclonagem e transformagdo na bactéria de expressdo

Os produtos da digestdo de BamHI e Sall purificados foram ligados com T4 DNA ligase
(Promega) no vetor de expressdo procaridtica pET28a (Invitrogem) a 4°C “overnight” e suas
identidades confirmadas por sequenciamento. Os vetores foram ent@o utilizados para transformar
células eletrocompetentes de E. coli DH10B, plaqueadas em LB semi-s6lido contendo kanamicina a 50
ug ml™ e cloranfenicol na concentragio final de 34 ug mL™" e incubadas a 37°C “overnight”. A selecio
das coldnias transformantes foi feita através de minipreparacdo por lise alcalina (miniprep). Apds a
confirmacdo da clonagem, a constru¢do pET28a-PcCS foi utilizada para transformar células de E. coli

BL21(pRil) por eletroporacdo, e plaqueadas nas mesmas condi¢des que DH10B.
3.11.3 Expressdo da PcCS

Um teste em pequena escala foi realizado para avaliar a capacidade e eficiéncia da
expressdo. As bactérias foram crescidas em meio Luria-Bertani (LB) durante a noite, sob agitagdo de
200 rpm a 37°C, contendo 50 pg ml™" de kanamicina e, 34 pg ml™" de cloranfenicol. No dia seguinte
este in6cuo inicial foi utilizado para inoculagdo em meio de cultura fresco (1:100, v/v), onde
continuaram crescendo até Aecoonm = 0,4 a 0,8. Ap0s este periodo, uma aliquota de meio foi coletada e
centrifugada a 5000 rpm, 4°C, durante 10 min para constituir a fracdo ndo induzida (controle). Ao
restante de meio, aplicou-se o indutor de expressdo IPTG (isopropyl-B-thiogalactopyranoside) em
concentracdo final de 1 mM, seguido de incubacdo a 37°C, sob agita¢do de 200 rpm durante 4 h.

O nivel de expressdo foi checado através de eletroforese desnaturante em gel 12,5% de
poliacrilamida (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970). Para tanto, o meio de cultura foi centrifugado e o pellet
solubilizado em tampdao PBS (50 mM, pH 7,3 100 mM NaCl, 5% de glicerol) e tratado com lisozima
(concentragdo final: 1mg ml™") durante 30 min. Para garantir o rompimento das células, a solucio foi

sonicada (Ultrasonic Homogeneizer 4710, Cole-Parmer Instruments) utilizando ponteira fina e pulsos
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de 3 s, separados por intervalos de 5 s, somando 5 min de sonicacdo. Seguiu-se com a centrifugacao a
15000 rpm, 4°C, durante 20 min, para separacdo da fracio soltivel (sobrenadante) e da fracdo insoldvel
(pellet). Amostras do sobrenadante foram desnaturadas pela adicdo de igual volume de tampao de
desnaturag¢do (Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8, 45% glicerol, 2-B-mercaptoetanol 2%, azul de bromofenol
0,001g ml" e SDS 0,02 g ml™") e incubagio em dgua fervente por 5 minutos. Ao final da corrida, o gel
foi corado em solugdo de Comassie Blue 2,7% durante30 min e posteriormente descorado em solugdo

de metanol 30% e acido acético 10%.

3.11.4 Purificacdo da PcCS

O vetor pET28a confere a proteina produzida a cauda de 6 histidinas fusionada na posicao
N-terminal, o que possibilitou sua purificagdo pelo método de cromatografia liquida de afinidade com
resina de metal imobilizado (IMAC - Imobilized Metal Affinity Chromatography). Utilizou-se resina de
niquel Ni-NTA agarose (Qiagen), cujo principio de funcionamento baseia-se na afinidade dos residuos
de histidina pelo niquel imobilizado na resina. Desse modo, cerca de 1 ml da respectiva resina foi
homogeneizada por 1 h & 4°C com a fragdo soltivel obtida como descrito no item 3.10.3. A mistura foi
empacotada em coluna especifica para purificacdo por gravidade e o flow through (fragdo ndo ligada)
foi coletado. Quantidades crescentes de imidazol (de 10 mM a 500 mM) um competidor pelo niquel da
resina, em tampao PBS (20 mM, pH 6.0 contendo 500 mM NaCl), foram usadas para eluir as proteinas

fusionadas.

3.11.5 Estudos cinéticos da PcCS

O extrato protéico proveniente da purificagdo (item 3.10.4) foi submetido a didlise por
24h a 4°C contra tampdo PBS 25 mM, pH 7,3, | mM EDTA e 1 mM DTT. As rea¢des enziméticas
se procederam como descrito no item 3.4., com a diferenca de que ao invés de se usar SAM

marcado com tritio utilizou-se SAM “frio” e a formagao do produto da reagdo foi analisada por
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UPLC (Ultra Performance Liquid Chromatography) acoplada a um espectrometro de massas
triplo-quadrupolo, TQD (Micromass-Waters, Manchester, England). A identificagdo/quantificacio
do metabdlito foi baseada em seus tempos de retengdo, m/z e MS/MS. A separacdo cromatogréfica
foi realizada utilizando uma coluna Waters Acquity C18-BEH (2,1 mm x 50 mm 1,7 pum) em um
gradiente de eluicdo de 5% a 100% de acetonitrila (solvente B) em 8 min, e dgua Milli-Q com
0,1% de acido férmico como solvente A. Foi utilizado fluxo de 0,200 ml min” e temperatura da
coluna de 30°C. A ionizac@o por eletrospray em modo de fon positivo foi utilizado sob as seguintes
condigdes: capilar 3,0 kV e do cone 50 V, temperatura da fonte de ions de 150°C, temperatura de
dessolvatacdao 300°C. Os espectros MS/MS foram obtidos por dissocia¢do induzida por colisdo
com energia de colisdo de 20 V.

Para determinar a afinidade de CS por diferentes substratos foram realizadas reacoes
utilizando-se 1-metilxantina, 3-metilxantina, 7-metilxantina, paraxantina, teofilina e teobromina na

concentragdo de 600 pM.

3.12 Analises estatisticas

As andlises bioquimicas do teor de metilxantinas e atividade da CS e de expressao
molecular foram feitas em triplicata biolégica e cada uma dessas em triplicatas técnicas.
Previamente as andlises estatisticas, foram aplicados testes de Lilliefors e Levene para verificacao
do cumprimento as premissas de normalidade e homogeneidade de variancias, respectivamente.

No caso das andlises de quantificacdo de metilxantinas, devido a discrepancia dos
dados ndo paramétricos, efetuou-se a transformacdo dos dados para raiz quadrada. Mesmo com a
transformacdo dos dados, as premissas continuaram nao sendo atendidas, portanto, optou-se por

realizar apenas estatistica descritiva. Para as demais andlises, atividade e expressdo de CS, que
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satisfizeram as premissas, utilizou-se o teste paramétrico de Tukey em fatorial a 5% de
probabilidade (p<0,05).

Todas as andlises foram feitas no programa Statistica (versdo 7.0 para Windows -
STATSOFT INC., 2004) e os gréficos elaborados em SigmaPlot (versdo 11.0 para Windows -
STATSOFT INC., 2008), com os resultados expressos como média seguidas de barras de erro

padrdo.
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4. RESULTADOS

4.1 Quantificacao do teor de metilxantinas

Os teores das metilxantinas cafeina, teobromina e teofilina entre os tecidos em
diferentes estadios de desenvolvimento sdo bastante varidveis. Em todas as cultivares, teobromina

¢ a metilxantina encontrada em maior quantidade nas folhas e nos caules (figuras 7 e 8).
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Figura 7. Teores de teobromina (Tb), cafeina (Cf) e teofilina (Tf) em folhas em trés estadios de
desenvolvimento de cultivares de guaranazeiros.

Com exceg¢do da cultivar BRS-CG611, o maior conteudo de teobromina foi observado

em folhas jovens. Nessas folhas, os teores desse alcaloide estdo entre 3,47 e 4,18%, ao passo que
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cafeina € encontrada em niveis muito baixos e apenas nas folhas mais intermedidrias e maduras
(Figura 7).

No caule, o padrdo de distribuicdo de metilxantinas observado foi semelhante ao das
folhas, sendo que entre os tecidos analisados foi aquele com os menores teores (figura 8). Caules
mais novos, apicais, tiveram maior teor de metilxantinas. Os niveis de teobromina no caule apical

variaram de 0,10 a 0,76% e no caule basal entre 0,04 € 0,38%.
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Figura 8. Teores de teobromina (Tb), cafeina (Cf) e teofilina (Tf) em caules apical e basal de
cultivares de guaranazeiros.
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A teobromina também foi o alcaloide mais encontrado nas inflorescéncias de todas as

cultivares estudadas, chegando a ser até 60 vezes maior que cafeina e oito vezes maior que

teofilina (Figura 9).
@ Teobromina
S O cafeina
[@ Teofilina

Metilxantinas (%)

BRS- BRS- BRS- BRS- BRS-
Amazonas CG372 CG611 Maués Luzéia

Figura 9. Teores teobromina , cafeina e teofilina em inflorescéncias de cultivares de
guaranazeiros.

Da mesma forma que em folhas, caules e inflorescéncias, teobromina foi o alcaloide
encontrado em maior quantidade no pericarpo, sendo seguida de cafeina e teofilina (Figura 8).
Apenas nas sementes o conteido de cafeina foi superior ao de teobromina, sendo encontrados
valores 3,3 e 5,8% da massa seca (Figura 10). Tal qual em folhas e caule, sementes de frutos novos
acumularam mais cafeina, havendo redu¢do com a maturagdo. Quanto ao teor de teofilina, os
valores encontrados em sementes e pericarpo foram inferiores a 0,04% em todos os estadios das

cultivares (Figura 10).

Dessa forma, de maneira geral verificou-se que teobromina € o alcaloide predominante
em tecidos vegetativos, flores e pericarpo, e cafeina predomina apenas nas sementes, assim como
os teores dos dois alcaloides sdo mais elevado nos tecidos mais jovens, ocorrendo decréscimo no

decorrer do desenvolvimento.
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Figura 10. Teores de teobromina (Tb), cafeina (Cf) e teofilina (Tf) nas semente e pericarpo de
frutos de cultivares de guaranazeiros em diferentes estddios de maturagdo.
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4.2 Analises anatomicas

Os frutos de Paulinia cupana sdao do tipo cadpsula e a deiscéncia ocorre por fendas
longitudinais (Polo, 2006), conforme evidenciado na Figura 11A-C. As camadas de células mais
internas do pericarpo sdo arranjadas longitudinalmente e apresentam parede celular espessa e
lignificada (Figura 11D-F). A reacdo com o reagente de Wagner no pericarpo ndo detectou
alcaloides (Figura 11G-I), o que provavelmente se deve a sensibilidade do método, cafeina,
teobromina e teofilina foram detectadas nas andlises por HPLC. Porém, foi o tecido com menor
quantidade de metilxantinas, entre aqueles analisados.

No decorrer do desenvolvimento do embrido, o endosperma € consumido e o tecido de
reserva na semente quiescente sdo os cotilédones, que ocupam a maior parte do volume da semente
(Figura 11N-O). A andlise com o reagente de Wagner revelou a presenga de graos de amido e
alcaloides (colorac@o castanha) no interior das células do cotilédone. Entretanto, diferencas ao
longo do desenvolvimento ndo puderam ser notadas, o que é esperado em uma técnica qualitativa,
como a histoquimica (Figura 11M-0O).

O envoltério da semente imatura apresenta células com nucleos evidentes, conteudo
celular denso, presenga de amido e paredes celulares delgadas (Figura 11J e M). Nas fases
seguintes até a semente madura, a camada mais externa do envoltério seminal (exotesta) torna-se
extremamente lignificada e rigida, enquanto as outras camadas celulares tornam-se colabadas. Na
regido do envoltério seminal proximo ao arilo, varias camadas externas tornam-se lignificadas
(Figura 11J-O). Graos de amido foram observados no arilo das sementes em fase verde e

intermediaria de desenvolvimento.
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Figura 11. Frutos de guarani verde (A), intermedidrio (B) e maduro (C); Cortes histoldgicos
longitudinais do pericarpo (D-F) e semente (J-L); teste histoquimico com reagente de Wagner em
corte longitudinais do pericarpo (G-I) e semente (M-O). As figuras em coluna sdo de estddios de
desenvolvimento referentes aos frutos em A-C. ¢l =célula lignificada, es = envoltério seminal, co =
cotilédone, ar = arilo, fv = feixe vascular. Barras: A-C = 1 cm; D-1 = 300 um; J-L = 50 um; M-O
=100 pm; O em detalhe = 20 pm.
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4.3 Atividade da cafeina sintase

A atividade da enzima CS foi determinada em sementes de guarand em diferentes
estddios de desenvolvimento (tabela 6). A atividade € significativamente maior no estddio verde,

reduzindo com o decorrer do desenvolvimento do fruto.

Tabela 6. Atividade de cafeina sintase em sementes de frutos de guarand em diferentes estddios de
desenvolvimento.

Estadio Atividade
de desenvolvimento (fkat mg”' proteina)
Verde 20,9 +2.,4*
Intermediario 6,6+1,0
Maduro 3,8+0,9

Os valores sdo médias de triplicatas com desvio padrdo. * indica diferenca significativa pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

Parametros cinéticos foram determinados em extratos de sementes de frutos verdes
pelo método de ajuste de curva de Lineweaver-Burk. Os valores do Km e da V,,,, da CS tendo

teobromina como substrato foram 259 uM e 87 umol min™, respectivamente.

4.4 Alinhamento multiplo e analise filogenética

A partir da busca de reads de CS no banco de EST de guarand foi gerado um contig
(PcCS) com 1080 pares de bases da regido codificadora do gene (CDS). Utilizando-se primers
flanqueadores e internos da CDS foram feitas amplificacdes por RT-PCR e os fragmentos obtidos
foram sequenciados. A sequéncia foi entdo alinhada com a sequéncia do contig, confirmando sua
identidade. A sequéncia foi traduzida e depois alinhada com as sequéncias traduzidas das enzimas
que catalisam em outras espécies a metilacdo de 7-metilxantina para teobromina, TS e da

teobromina para cafeina, CS (figura 12).

42



CcDXMT1 0000 0000000000000 00000 —_—
Motif A
59 69
CCDKMT1 F| lc ML PNINKC[FK
CaDXMT1 F| C NILPNINKC|I K
cesi JFIL ¢ NL PNINKC[FK
TCS1 4 A .[RIDFH.LQALN
TCS2 v|T AV .[KIDFHLLQA[LN|
*PcCS «+....MDMKDV T Al E|SPPFEHL|LN|V
BCS1 .ve....MEVKEM K[V 2 1\ RINSCSYQV|LN|V
cTS2 ......MELQAV| A s NILPNINNC|IK
CaMXMT1 AlL 2 (¢l NLPNINKC[IK
CaMXMT2 AL 2 C NLPNINKC|IK
PCS1 K|V A .KIDFHLLQA[LT
CaxMT1 \Y C NLPNINKC|IK
CCXMT1 V|L 2 C INL PNINKC|IK
p2 B3
CcDXMT1 — S
Motif B’
79 89 99 0 129 13(?
CcDXMT1 ITIF[STVRID[IVOS IDKVIGOEK K NELER|P[T T[T F i F OBBERE VB3 P s F YRINL EK ENGR[K T|G[SEIL[T]
CaDXMT1 LIL TVR|D|T VQ S I|D|K V|G|of]K K N E L|E R[P VIBSSMP SFY[RIKLEKENGCJK I(G[s[®LiT
ces1 F|STVR[D|T VO S I|DK VIGIORK KN E L{E R[P|T T{6] T F#SEs3AF Q)SEs¥dN VISALMP S F Y|RINL EKENG RK T|G|S[®L|T
TCS1 T|FIAV I S|T|TI KRMMEKK|ICRBJLN . . ClQT|LIEL IBIGHS SEV|IGN. . . . KCEE[V|P[Y[V
TCS2 T{F[TV I S|T|T KRMME[K KC[RILN . . CloT|LIE L{S]v v}ASSs3A p GRSFRINIT 1 }BICHP SKVIVIGN . . . . KC[EEV|S[8Y|V]
*PcCS NIT IMP|T[VVQTVIVINKICIRIJLN . . H[K I|P|E F[&]F v)#8sA P SEsBNIIT [ JBIGHMNG F VIG|SGGE . . EF|EN|T|S[L[V]
BCS1 FITVMS|T|VIESTIRIDK|CISIELN . . wioMP|E T[] viMSheddy GISeeBdNIT LIBAGHS . . V|T|OD. . . . KY[KN|[V|S[EF/A]
cTs2 LIL TVRID|T VO S I|DK V|GIOJE KN E L|E R[P|T T[§] T FjBSsdAr OSEsdadSls VIBILMP S F Y[RIK L EK ENGR[K I(G[S[®L|T
CaMXMT1 L|{L TVR|D|T VO S I|D|K V|G|OJJE K N E L|E R[P VIBSLMP SFY[RIKLEKENGR[K I(G[S[®L|T
CaMXMT2 I TIL{L TVRID|T VO S IDK VGO EXKNELIER|P) BT MP SFYRKLEKENGR[K T|G[S[eL|T
PCS1 FIAV I S|T|I KRMMEKK|CRBILY . . CloT|L| IRNRAE GBI LIBIGHS SQVVIGN . . . . KCEEV[S[®YV
CaXMT1 T|L|L TV R|D|T VO S I|D|K V|GORK KN E L{E R[P|T T[] 1 Fi#Ssba - PREsFBNIS VIBJLMP S F Y|RK L EK ENGRK I/G|S{eL(1
CCXMT1 |LIL T VRID|I VQ S I|DK VIGIQIK KN E L{E R|P| IBALMP SFYRKLEKENGRK I|Gls[L1]
B4 o5
CCcDXMT1 =% e '
Motif C YFFF-region
169 170 19(?
CCDXMT1 ] G Is . il VB s KBNS K
CaDXMT1 L GlL IS . B v [&l s KRS K
cesi L G 1S . S K
TCS1 \Y G|t LA . TN B3t S E
TCS2 \ GIL LA . TS E
*PcCS Vi 8 NP . 'S K
BCS1 \Y M1 LS TS E
cTs2 F G IS . Y[ s KBNS K
CaMXMT1 V] G 1G. THsERsGC K
CaMXMT2 V] G|L IG. TMSERYA S K
PCS1 \Y G LA. ThTRRST S E
CaXMT1 L S|G I|S . IF4SERSA S K
CCXMT1 L Gl IG . SKENS K
CcDXMT1 £00000000000000
0 239 24_
CCDXMT1 TH[SEQL]I SRERMIPTIF ICKED. . . . . [E[FDHPNSMD| Y]
CaDXMT1 TH|SERL{I SRERMLATWICKED. . . . . EFENPNSID Y
ces1 THIS|ERLIT SRERM L TIFICKIED . . . . . E[FDHPNSMD Y
TCS1 AR|SIO V|V PNECcM VI TILRGRIOCSDPS . [DMQSCFTWE Y|
TCS2 sRris|ofviv PN[lcM VTILRGRILSSDPS . [DIMGSCFTWE Vi
*PcCS SRIAERMV S N[ER[V VIVILHGRIL SQDF SCE[KELQLPWLT V|
BCS1 CRIS|PIL{V P D[gRMVIAT|T HGRKSADPT .[IRESCYTWE V|
CcTs2 TH|SKBLIF SRERMLMTICICKVD. . . . . E[YDEPNPLD F
CaMXMT1 TH[SKBLIF SR[ERM L TIC ICK[VD. . . . . E[FDEPNPLD F
CaMXMT2 TH|SKBYLF SREERMLATICIClKIVD. . . . . E[YDEPNPLD F
PCS1 AR|S|O V|V PNECM VI TILHGRIOS SDPS . |[EMESCFTWE Y|
CaxMT1 TH|SEERLF SHgRMLTICIClKIGV . . . . . E[LDARNAID Y
CCXMT1 THISEELF sH[grRMLMTIC ICKGV . . . .. [ELDARNAID| ]
o8 B6
CcDxMT1 000 200G ——
279 29(? 309 319 0
CCDXMT1 A R LY[LEJTFNAPYDRIGFSTIDDDYQGRSHSPVSCDEHRRAMR]
CaDXMT1 A c LY|LE[TFKVPYDRAGFS|IDDDYQGRSHSPVSCD|EH[ARAM
ces1 All R LY[LETFYAPYD[AGF S|IDDDYQGRSHSPVSCD|E[HARAA
TCS1 F| D] DH|I EGFDLDSV[EMOQ . [EN K|W[VIR GIE]
TCS2 F D DHME(GFELDSP|EMQ . [EN]| WVIRGIE]
*PcCS T E ELMETFT.IRIGAR.NE W|SIDA[R
BCS1 I D EFVD. .... TIEVE.[LE I|W|T|G P|E
cTs2 ) dc| LYLETFKAHYDRAGFS[IDDDYPVRSHFQVYGD|EH|T|KA[E
CaMXMT1 T C LY|LE[TFKAHYDAAFSIDDDYPVRSH. . . . .. EIQ|T/K AlE]
CaMXMT2 T C LY[LE[TFKAHYDAGF S|I DIDDYPVRSHFQVYGD|E[H|I[KAlE]
PCS1 W D DHLEGFELDSLEMQ.EDD. . v v v v v v, K|W[VIRG|DIK FJAKM VA FITIP T I
CaXMT1 T (¢l LYLETFKVLYDAGFSIDD . « « v v v v v e vnnn EH|[IKAEYVASSVIAVIYRPI L
CCXMT1 T lo] LYLETFKVLYDRAGFSIDD. . ... ........ [EH[I/K A[ElY VA S SVIRA V]

43



—  c—
360 370 380
KN VLREGKGFYD. . PEKADM
KN VLR|SGKGFYD. .| PEKADM
KN VLR|SIGKGFYD. .| PEKADM
HIVVSDLEAKLPKTT. . Jo /NP,
HI DFEAKIPKIT VG
DI DFATQC......[SFVVGHKRN. .....
DI DCK|QEKQSTRGV| ESHLS.
KH VLHLGKGCYN. . [PEKSDM
KH VLHMGKGCYN. . PEKSDV
AIKH VLHLGKGCYN. .| PEKSDV
HI DLERAELPKTT. .| VG 56
KH VLPLIGKGFYN. .|N {KIPEKSDV
KH VLPLGKGFYN. . PEKSDM

Figura 12. Alinhamento de cafeina sintase de guarand (PcCS) com sequéncias representantes de
N-metiltransferases de outras espécies. Estruturas secunddria moldadas a partir de CcDXMTI1
(cafeina sintase de café). O nicleo de ligagdo do dominio de SAM estd colorido em verde,
enquanto que o dominio de enovelamento helicoidal estd colorido em laranja. Os motivos de
ligacdo de SAM (A, B', e C) e a regidao conservada YFFF sdo mostrados YFFF por caixas em
preto. Numeros de acesso: CcDXMT, DQ422955; CaDXMT1, AB084125; CCS1, AB086414 ;
TCS1, AB031280: TCS2, AB031281: PcCS (este estudo); BCS1, AB096699; CTS2, AB054841;
CaMXMTI1, AB084794; CaMXMT2, AB084126; PCS1, AB207819; CaXMT1, AB048793;
CcXMT1, DQ422954.

A proteina do gene isolado de guarana (PcCS) € altamente conservada nos dominios de
reconhecimento da familia das metiltransferases, ou seja os motivos A, B' e C, especificos para a
ligacdo com S-adenil-metionina (SAM) e a regido conservada YFFF (figura 12).

A predicao da estrutura bidimensional da enzima a partir de CcDXMT1 (CS de Coffea
canephora) mostra que PcCS possui residuos de aminodcidos diferentes nas posi¢oes 27 (T =
treonina), 239 (L = leucina) e 266 (Y = tirosina), consideradas cruciais para reconhecimento do
substrato especifico 7-metilxantina ou teobromina da enzima de café (figura 12) (McCarthy &
McCarthy, 2007).

PcCS mostrou maior identidade com sequéncias de aminodcidos de N-metiltransferases
de espécies acumuladoras de teobromina, 7. cacao (BCS1), Camellia irrawadiensis (ICS1) e C.
ptilophylla (PCS1), sendo ID = 0,483, 0,455 e 0,449, respectivamente. Para as demais espécies a

identidade ndo passou de 0,350. As similaridades entre as sequéncias é evidenciada quando

organizadas na arvore filogenética (figura 13).
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A drvore filogenética ramificou-se claramente em dois clados. O clado onde se
posicionou PcCS encontram-se sequéncias de N-metiltranferases de chd e cacau, espécies

acumuladoras tanto de teobromina como de cafeina. O outro clado agrupou sequéncias de MXS,

TS e CS de café (C. arabica e C. canephora).
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Figura 13. Arvore filogenética de N-metiltransferases de guarani PcCS (presente estudo), C.
arabica (CaXMT1: AB048793, CTS2: AB054841, CaMXMTI1: AB084794, CaMXMT?2:
AB084126, CaDXMT1: AB084125, CCS1: AB086414), C. canephora (CcXMT1: DQ422954,
CcDXMT: DQ422955), C. sinensis (TCS1: AB031280, TCS2: AB031281), C. irrawadiensis
(ICS1: AB056108), C. pitophila (PCS1: AB207819) e T. cacao, (BCS1, AB096699). Iniciais

seguidas de XMT indicam metilxantosina sintase, MXMT e TS indicam teobromina sintase e
DXMT e CS indicam cafeina sintase.
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4.5 Expressao do gene de cafeina sintase (PcCS) em frutos de guarana
4.5.1 Selecdo do gene referéncia

A fim de normalizar a expressdo do gene de CS de guarand foram testados 13 genes de
referéncia, que tem sido relacionados a processos celulares basais presentes em diferentes tipos
celulares. O perfil de transcricdo desses 13 genes foi analisado por qRT-PCR em seis tipos de
amostras (diferentes tecidos e cultivares), sendo que o gene ribossomal 18s apresentou o menor
valor médio de Ct (11,2), sugerindo que € altamente expresso nos tecidos analisados (figura 14).
Dentre os demais genes candidatos, os valores médios de Ct variou de 21,3 a 27,1, sendo que
Ciclof, EFla GAPDH tiveram os menores valores, e b-tub junto com actina tiveram o menor valor
médio de expressao.
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Figura 14. Valores de Ct de RT-qPCR de cada gene referéncia nas condi¢des analisadas. A caixa
indica os percentis 25 e 75, as barras verticais representam os valores minimos € maximos € a barra
no interior da caixa representa a mediana. Asteriscos representam os valores outliers.
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Os genes candidatos Eflb, UQT e s24 apresentaram o menor coeficiente de variagao,
sendo 0,15%, 0,17% e 0,18%, respectivamente. O gene 18s também foi 0 que apresentou maior
coeficiente de variagdo (CV=0,73), o que seria esperado pois sendo altamente expresso, pode
apresentar mais variagcdes de expressdao em diferentes condi¢oes (figura 14).

Para analisar de forma mais detalhada a expressdo desses 13 genes, os dados de
expressdo foram avaliados em seis tipos de amostras, sendo um conjunto geral, compostos por
frutos (semente e pericarpo) de trés cultivares de guaranazeiro (BRS-Amazonas, BRS-Maués,
BRS-Luzéia), dois conjuntos compostos por tecidos diferentes do fruto (semente e pericarpo) das
trés cultivares, e outros trés conjuntos de frutos de cada cultivar individualmente. A estabilidade de
expressdo dos genes foi avaliada utilizando os algoritmos NormFinder (tabela 7) e geNorm (tabela

8).

Tabela 7. Estabilidade de expressdo de candidatos a genes referencia calculada pelo algoritmo
NormFinder, em seis condi¢des analisadas.

Valor de estabilidade
Fruto Fruto Fruto Fruto Semente Pericarpo
Nome do gene

todas as BRS- BRS- BRS- todas as todas as

cultivares Amazonas Maués Luzéia cultivares cultivares
18S 0,168 0,140 0,164 0,171 0,197 0,112
ACT 0,078 0,098 0,063 0,063 0,078 0,064
ADH 0,105 0,100 0,082 0,101 0,117 0,075
a-TUB 0,122 0,103 0,110 0,146 0,127 0,101
b-TUB 0,114 0,104 0,131 0,098 0,124 0,093
Ciclof 0,087 0,067 0,088 0,089 0,099 0,066
EF1-a 0,124 0,102 0,118 0,082 0,111 0,099
EF1-b 0,128 0,133 0,076 0,107 0,154 0,082
GAPDH 0,113 0,108 0,097 0,126 0,117 0,055
ICDH 0,091 0,092 0,095 0,084 0,129 0,045
S24 0,096 0,064 0,102 0,106 0,133 0,051
UBQT 0,095 0,075 0,087 0,062 0,111 0,071
UBQT-C 0,131 0,125 0,093 0,127 0,122 0,096

Melhor combinacao de ACT Ciclof ICDH ACT EFla GAPDH

genes UBQT S24 UBQT-C UBQT UBQT S24
Estabilidade (melhor 0,054 0,039 0,044 0,046 0,052 0,033
combinacio)

47



Por se tratar de algoritmos diferentes, os valores de estabilidade também sao diferentes.

NormFinder se baseia nas variagdes inter e intra-grupo para determinar o fator de normalizacao,

assim, ao escolher o melhor par de genes, é também calculado o valor de estabilidade para a

melhor combinagdo (Andersen et al., 2004). O geNorm calcula a média da variacdo de expressdao

dos genes em pares, em comparacio com a estabilidade de expressdo média (M) de todos os outros

genes a serem testados (Vandesompele et al., 2002). Assim, a eleicdo do melhor par de gene é

variavel entre os dois algoritmos, baseado na classificagcdo (ranking) gerada por cada um.

Tabela 8. Estabilidade de expressdo de candidatos a genes referencia calculada pelo algoritmo
geNorm apds a exclusdao gradual de cada gene referéncia menos estavel, em seis condigdes

analisadas.

Valor de estabilidade (M)

Nome do gene Fruto Fruto Fruto Fruto Semente Pericarpo
todas as BRS- BRS- BRS- todas as todas as
cultivares Amazonas Maués Luzéia cultivares cultivares
18S 0,7544 0,7339 0,6568 0,6693 0,7919 0,5542
ACT 0,5933 0,5500 0,5396 0,4617 0,296 0,3971
ADH 0,4343 0,3398 0,2653 0,4185 0,4898 0,3587
a-TUB 0,8412 0,6498 0,7760 0,7023 0,8788 0,6629
b-TUB 0,9969 0,9053 0,964 0,971 1,0927 0,7629
Ciclof 0,5502 0,5638 0,4710 0,5772 0,5699 0,4931
EF1-a 0,6473 0,5380 0,6046 0,5372 0,3801 0,5227
EF1-b 0,6981 0,8201 0,3144 0,3119 0,7153 0,4303
GAPDH 0,5653 0,4766 0,4326 0,6102 0,296 0,4772
ICDH 0,5762 0,4950 0,5585 0,5124 0,538 0,4107
S24 0,4343 0,3398 0,2653 0,3119 0,6178 0,3587
UBQT 0,5063 0,4489 0,3628 0,4907 0,5938 0,4571
UBQT-C 0,6257 0,5778 0,5168 0,5542 0,4530 0,3897
Melhor combinagio de ADH ADH ADH EF1-b ACT ADH
genes S24 S24 S24 S24 GAPDH S24
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Nenhum dos conjuntos experimentais estudados obteve o mesmo par de genes
referéncia selecionado pelo geNorm e NomFinder. De acordo com o NormFinder, UQT foi
selecionado mais vezes como um dos dois genes mais estaveis, enquanto que no geNorm $24 foi
selecionado em quatro das seis condi¢gdes analisadas, sendo que para o tltimo algoritmo, em quatro
dos seis conjuntos experimentais (frutos de diferentes cultivares; pericarpo de diferentes cultivares;
frutos de BRS-Amazonas; frutos de BRS-Maués) S24 e ADH foram indicados.

A categorizacdo das andlises em diferentes conjuntos experimentais, mostrou ser
eficiente, uma vez que os genes selecionados como referéncia, foi de maneira geral, diferente entre
os conjuntos. Nos valores dados pelo geNorm (tabela 8) nota-se que a estabilidade de expressdo €
afetada principalmente pelos tecidos em relacdo as cultivares, pois para frutos os genes S24 e ADH
foram os mais estdveis quando avaliadas todas as cultivares, e também as cultivares BRS-
Amazonas e BRS-Maués, individualmente.

Apesar do NormFinder ser preferencialmente mais utilizado, pelo fato de fazer andlises
inter e intra genes, sendo considerado mais robusto, o geNorm avalia o niimero minimo de genes
que devem ser utilizados para a normalizacdo de um determinado conjunto de amostras. Este
algoritmo indica um valor de variacdo em pares (Vx/y) entre dois genes referéncia (fatores de
normalizacdo), sendo aceito o valor de corte de 0,15, abaixo do qual a inser¢do de um gene de
referéncia adicional ndo € necessdria (utilizando o nimero de gene referencia representado por x

em Vx/y) (figura 15) (Vandesompele et al., 2002).
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Figura 15. Variacdo pairwise (V) para determinacdo do ndmero 6timo de genes referéncia para
normalizacdo em cada condi¢do analisada. As setas indicam o nimero ideal de genes para
normalizagdo.

Neste trabalho investigou-se a expressao de PcCS em frutos de guarand das cultivares
BRS-Amazonas e BRS-Maués, para isso foram utilizados como genes normalizadores aqueles
eleitos os mais estdveis do conjunto experimental de frutos para todas as cultivares, como também
analisou-se a expressdo de PcCS em tecidos vegetativos de BRS-Amazonas, para essas amostras
adotou-se os mesmos genes de referencias indicados para normalizar a expressio em frutos.
Apesar de Vy3 para o conjunto ser abaixo de 0,150, o que indica ser necessario uso de apenas dois
genes referencias (figura 15), optou-se por utilizar genes eleitos tanto por NormFinder como por
geNorm (tabela 9), totalizando quatro genes de referéncia.

Tabela 9. Genes referéncia selecionados pelos programas NormFinder e geNorm utilizados para a

normaliza¢cdo da expressao do gene de cafeina sintase (PcCS) em pericarpo e semente de diferentes
cultivares de guaran4.

Fruto Pericarpo Semente
ACT EFla
Genes normalizadores uor G%IZ)?H uor
ADH ADH ACT

S$24 GAPDH
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4.5.2 Expressdo relativa de PcCS

PcCS é expresso em todos os tecidos analisados nas cultivares testadas, sendo
significativamente mais elevado em semente verde. Nota-se maior expressdo em tecidos verdes,
com reducdo nos estddios mais avancados de desenvolvimento em folhas, sementes, e pericarpo
(Figura 16). A expressdo de PcCS nos tecidos verdes foi 7 a 20 vezes maior que nos demais

estadios em sementes e 2 a 2,5 vezes maior em pericarpo.

Tecidos vegetativos
Verde

Intermediario
Maduro

]
[
O
]

1.2 -

1.0

0.8

0.6 -

04 -

Quantidade relativa (dCt)

02 b

Folha Folha Caule Raiz
nova madura Pericarpo Semente Pericarpo Semente

BRS-Amazonas BRS-Maués

Figura 16. Expressdo relativa de PcCS em tecidos vegetativos de BRS-Amazonas e sementes e
pericarpo de guarand em diferentes estddios do fruto para BRS-Amazonas e BRS-Maués. Médias
seguidas de letras maiusculas indicam diferencas estatisticas entre cultivares para um mesmo
tecido; letras minudsculas indicam diferencas entre tecidos de uma mesma cultivar. Andlise pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

4.5.3 Andlise de expressdo por hibridizagdo in situ

Na hibridizacdo in situ a expressdo do gene € indicada indiretamente pela deteccdo da

cor purpura. A marcacio da sonda do gene PcCS nas sementes e frutos de P. cupana apresentou
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variagdo na localizacio do sinal e de acordo com o estadio de desenvolvimento. Na semente verde
a marcacao foi evidenciada nas células do cotilédone (figura 17A, setas); nas sementes em fase
intermedidria (figura 17E) e madura (figura 17F), a intensidade do sinal foi reduzida e sua
visualizacdo dificultada pela presenca de muitos granulos de amido e pela presenga de substancias
que apresentam naturalmente coloracdo laranja. Nao foi observado o sinal positivo de hibridizacio
in situ no tegumento da semente (figura 17C), no arilo (figura 17D) e no pericarpo em nenhum dos

estadios de desenvolvimento.

Figura 17. Hibridizacdo in situ em secgdes longitudinais do fruto e semente de guarand com a
sonda antisense para o gene PcCS. A: Cotilédone da semente verde, coloragcdo purpura indica a
deteccdo de transcritos (indicada pelas setas). B: Controle (cotilédone verde), hibridizacdo com a
sonda sense. C: Tegumento da semente verde. D: Arilo da semente verde. E: Cotilédones da
semente em fase intermedidria, coloracdo purpura indica a deteccao de transcritos (indicada pelas
setas) F: Cotilédones da semente madura. Barras = 50 um.
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4.6. Clonagem e expressao da cafeina sintase recombinante

A expressio de PcCS em E. coli BL21-pRil foi eficiente a 37°C (dados néo
apresentados), sendo que a indu¢@o por 4 h com IPTG a 0,1M foi suficiente pra induzir a expressao
de quantidades substancias da proteina (figura 18). Uma banda intensa em gel de eletroforese foi
observada no extrato total induzido na posi¢do esperada de massa tedrica de 43,7 Kda,
considerando a cauda de histidina 6xHis caracteristica da expressdo em pET28a (figura 18 -
canaleta 2), em comparac¢do com o extrato total de células ndo induzidas (canaleta 1). A maior

parte da proteina recombinante produzida é encontrada no pellet (figura 18 - canaleta 4).
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Figura 18. Andlise de expressdao de PcCS em pET28a e purificacdo da proteina, por SDS-PAGE
12,5%, corado com Coomassie Blue. M = Marcador de massa molecular; 1 = Extrato bruto da
bactéria sem indugdo (controle); 2 = Extrato bruto da bactéria com indugdo da expressdo com
IPTG por 4h a 37°C; 3 = Fragdo induzida soldvel. 4. Fra¢do induzida insoldvel. 5 = Frag¢do de
extrato soldvel purificada por cromatografia de afinidade com a resina Ni-NTA agarose.

A producido excessiva de proteinas pode ocasionar a formagao de corpos de inclusdo, neste
caso, a capacidade da maquinaria das células, responsavel pelo enovelamento proteico na forma nativa,
fica comprometida (Patra et al., 2000). Como o trabalho com reenovelamento de proteinas pode ndo

restaurar a atividade enzimadtica, optou-se por utilizar a por¢do solivel encontrada no sobrenadante
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(figura 18 - canaleta 3) e que se mostrou suficiente para purificacio da proteina e ensaios de
andlise funcional.

A proteina PcCS semipurificada por cromatografia de afinidade observado pela intensidade
de banda na regido esperada possui Km de 470 uM para teobromina e Vp,x de 0,02 uM min™".

Nos estudos de funcionalidade (tabela 10), a PcCS produzida em E. coli se mostrou capaz
de catalisar a reagdo de metilacdo de 7-metilxantina para teobromina (3,7-dimetilxantina), bem
como de teobromina para cafeina (1,3,7-trimetilxantina). A proteina codificada possui uma massa

molecular tedrica de 40,1 kDa e pl tedrico de 5,14 (http://ca.expasy.org/).

Tabela 10. Especificidade por substratos de PcCS recombinante.

Enzima Substrato/posi¢ao de metilagao N
: Referéncia
recombinante  1-mX/3N  3-mX/IN 7-mX/3N pX/3N Tf/IN  Tb/IN
Teobromina sintase Atividade relativa (%)
CaMXMT1 ND ND 100 5.0 ND ND Uefuji et al., 2003
CaMXMT?2 ND ND 100 5.3 ND ND Uefuiji et al., 2003
CTS1 ND ND 100 1.4 ND ND Mizuno et al., 2003b
BTS1 ND ND 100 ND ND ND Yoneyama et al., 2006
ICS1 ND ND 100 ND ND ND Yoneyama et al., 2006
PCS1 ND ND 100 11 ND ND Yoneyama et al., 2006
Cafeina sintase
CCS1 0.53 0.82 24 100 ND 25 Mizuno et al., 2003b
CaDXMT1 ND ND 1.0 100 ND 3.8 Uefuji et al., 2003
TCS1 52 0.4 43.5 100 0.0 7.8 Kato et al., 2000
PcCS ND ND 53 ND ND 100 Este estudo
Produto Tf Tf Tb Cf Cf Cf

Atividade relativa apresentada em porcentagem da maior atividade. ND = ndo detectado. mX =
metilxantina, pX = paraxantina, Tf = teofilina, Tb = teobromina. A atividade PcCS recombinante
para teobromina é 9 fkat mg™' proteina. Os valores representam médias de triplicatas. Enzimas de
C. arabica = CTS1, CCS1, CaDXMTI1, C. sinenesis = TCS1, C. irrawadiensis = ICS1, C.
ptilophylla = PCS1 e T. cacao = BTS1.
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Os produtos da atividade de PcCS foram identificadas e espectrometro de massa. A
formacdo de cafeina a partir de 7-metilxantina e teobromina confirma a bifuncionalidade de PcCS.
Também ficou demonstrada sua maior afinidade por teobromina como substrato, uma vez que na
reacao utilizando 7-metilxantina como substrato nao foi observado actimulo de teobromina, que foi

convertida em cafeina (figura 19).
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Figura 19. Cromatogramas de andlises em UPLC-MS dos produto da reacdo enzimadtica de PcCS
com 7-metilxantina como substrato. A = Controle da reacdo enzimdtica (sem substrato, 7-
metilxantina) com auséncia de sinal do ion m/z = 195 de cafeina. B = Reagdo enzimdtica com
auséncia do ion m/z =181, caracteristico de teobromina. C = Rea¢do enzimatica com sinal do ion
m/z =195 de cafeina. D = Padrio de cafeina - ion m/z = 195, E = Padrao de teobromina - ion m/z
=181.
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5. DISCUSSAO

Distribuicao de cafeina nos tecidos de guarana

Em todos os tecidos e estddios analisados foi detectada a presenca de metilxantinas,
que mostrou-se varidvel entre tecidos e estidios de desenvolvimento. Em caule e folha, a
teobromina foi a metilxantina majoritdria, confirmando estudos prévios em P. cupana (Weckerle et
al., 2003). Esses autores investigaram o conteido de metilxantina em 34 espécies de Paullinia, das
quais em apenas trés foi detectada a presenca desses compostos. Das trés espécies, P. cupana e P.
pachycarpa apresentam teobromina em maior quantidade no tecidos vegetativos, enquanto que P.
yoco cafeina era o alcaloide predominante para os tecidos do caule (cortex apical, cortex basal e
lenho basal).

Em geral, a biossintese da cafeina ocorre em tecidos mais novos, como folhas e frutos
jovens e botdes de florais (Ashihara et al., 2011). Nenhuma cultivar apresentou valores expressivos
de cafeina em folhas, mesmo nas mais jovens (figura 7). Deve-se notar porém que teobromina
tanto € precursor de cafeina como também produto de degradacdo desse alcaloide (ver figura 4)
(Ashihara et al., 2011; Suzuki & Waller, 1984a, b). O actimulo de teobromina entdo poderia estar
relacionado ndo sé ao balancgo entre biossintese ou degradacdo, mas também em relacdo a medida
que cafeina se degradaria, ou seja, via teofilina ou teobromina, como mostrado ocorrer em C.
dewevrei, que acumula teobromina durante a degradacdo de cafeina (Mazzafera et al., 1994a).

Ashihara et al. (2011) destacam que o acdmulo transiente de teobromina ¢€
frequentemente observada no tecido jovem de espécies acumuladoras de cafeina em fun¢do da alta
taxa de sintese desse tltimo alcaloide. Com o amadurecimento do tecido ocorre diminui¢do da taxa
biossintética, diminuindo o teor de ambos os alcaloides (Mazzafera et al., 1994a). Porém chama

atengc@o em nossos estudos que a expressdao de PcCs fol muito baixa nos tecidos vegetativos, sendo
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possivel que apenas esta enzima esteja envolvida na biossintese de cafeina em guarand, e que
nesses tecidos o acimulo de teobromina seja consequéncia de maior expressio de uma TS,
conforme discutiremos adiante.

A tendéncia de maior actimulo de teobromina em folhas jovens de guarand também foi
detectado por Weckerle et al. (2003), em que folhas jovens apresentaram 1,3% desse alcaloide
contra 0,028% em folhas adultas. O mesmos padrdoes de distribuicio de metilxantinas em
diferentes estddios de desenvolvimento de folhas também foram encontrados por Oliveira (2010).

O perfil de metilxantinas no caule ndo foi muito investigado para espécies
acumuladoras de cafeina, e 0 que se observou aqui, tal como em folhas, o teor de teobromina é
maior. Mas chama atencdo o fato de populacdes indigenas da Colombia e Equador consumirem
uma bebida rica em cafeina feita preferencialmente a partir do cortex da por¢do basal do caule de
P. yoco. Para essa espécie, o conteudo de cafeina da por¢do basal € cerca de cinco vezes maior que
na porcao apical (Weckerle et al., 2003), indicando que assim como observado para sementes de
café, com o amadurecimento ocorre o acimulo de cafeina (Mazzafera et al., 1991; Ashihara et al.,
2011). Adicionalmente, em P. yoco o cortex da porcao basal com 0,450% de cafeina apresenta
quase o dobro do que o lenho (Weckerle et al., 2003), corroborando com os dados de Mazzafera
(1994) para mate e de Pires (1949) para P. cupana, na qual a casca do caule apresenta 1,75%,
enquanto que a madeira apenas 0,19%. No caso de P. cupana, observamos que apesar do caule
acumular preferencialmente teobromina, das cinco cultivares estudas, quatro apresentaram algum
teor de cafeina apenas na parte basal do caule, demonstrando comportamento semelhante ao de
café e P. yoco.

Em relacdo a inflorescéncia, pouco se sabe a respeito da presenca de alcaloides
purinicos nesse tecido. Em café foram encontrados altos teores de cafeina em flores (Raju &

Gopal, 1979). Em Citrus foram encontrados alcaloides purinicos apenas nos 6rgaos masculinos da
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flor, o estame. Durante o desenvolvimento das flores de diferentes espécies desse gé€nero o
momento da antese é o que acumula o maior contetido de cafeina e em menores propor¢des
teofilina, em Orgdos especificamente masculinos, filete, antera e no pdlen, em contraste com o
botao floral onde ndo detectada a presenca desses metabdlitos (Kretschmar & Baumann, 1999).

No guarand, entre as metilxantinas analisadas, a teobromina foi encontrada em maior
concentragdo na inflorescéncia, chegando a valores até seis vezes maior que de cafeina (figura 9).
Como essas andlises foram realizadas em toda a inflorescéncia, esta inclui botdes florais até flores
completamente aberta e os vdrios tipos de flores encontrados em guaranazeiro, como flores
pseudo-masculinas (6rgdo femininos rudimentares) e pseudo-femininas (6rgdos masculinos
rudimentares), ndo sendo possivel relacionar a presenca desses metabdlitos com tecidos/orgaos ou
estadios de desenvolvimento especificos.

Devido a elevada quantidade de cafeina, a semente de guarand recebe maior atencao no
que se refere a estudos de conteudo de metilxantinas. Os niveis de cafeina encontrados nos frutos
de guarana das cultivares aqui estudadas (figura 10) estdo de acordo com a literatura, que descreve
teores entre 2,5 a 6% para sementes e de zero a 1% no pericarpo (Pires, 1949; Maravalhas, 1965;
Spoladore, 1987; Baumann et al., 1995; Oliveira, 2010; Ashihara et al., 2011). A predominéncia
de cafeina nas sementes de guarand em contraste com o acimulo de teobromina nos demais tecidos
sugere uma adaptacdo a condicdes de pressdo do ambiente, podendo ser uma especiacdo para
defesa de predadores especificos desse tecido (Mithofer & Boland, 2012; Weckerle et al., 2003).
Baumann et al. (1995) sugeriram que o fato de aves engolirem as sementes de guarand sem
quebra-las e, portanto, passarem pelo trato digestivo intactas, estaria relacionado ao alto teor de
cafeina. Por outro lado, o arilo, que € rico em acticares ndo tem tracos de cafeina, é digerido.

Os contetidos de metilxantinas, de maneira geral, foram elevados no estddio imaturo,

tanto em sementes quanto no pericarpo (figura 8). Os testes com o reagente de Wagner nas anélises
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anatomicas (figura 9) confirmaram a presenca maior de alcaloides nas sementes de frutos imaturos.
Concordante com os dados do teor de metilxantinas em sementes, a atividade de CS foi intensa no
estddio verde quando comparada com os demais (tabela 6). Actiimulo de cafeina em tecidos mais
novos tem sido observado em folhas e frutos de café (Clifford & Kazi, 1987; Fujimori e Ashihara,
1994; Mazzafera et al., 1994a; Ashihara et al., 1996a) e tem sido relacionado a uma alta atividade
de sintese em comparacdo a de degradagdo. Com o amadurecimento, a taxa de biossintese diminui
em propor¢do a de degradacdo, caindo os teores de cafeina, conforme também observado aqui. No
pericarpo, onde teobromina foi o alcaloide encontrado em maior quantidade, também se observou
queda com o amadurecimento, assim como em cacau, o decorrer do desenvolvimento dos frutos
coincide com o decréscimo acentuado contetido de teobromina em pericarpo (Zheng et al., 2004;
Pereira-Caro et al., 2013).

Os baixos valores de teofilina nos frutos de guarand também foram encontrados por
Baltassat et al. (1985), que encontraram valores de zero a 0,25% em sementes. No presente
trabalho, no pericarpo o contetido de teofilina variou entre zero e 0,035%, superando aqueles
apresentados por Baumann ez al. (1995), que ndo encontraram valores maiores que 0,001%. Uma
vez que a degradacdo de cafeina € bastante efetiva, teofilina € eliminada no sistema (Suzuki &
Waller, 1984a, b).

Em folhas de chd, essa degradacdo ocorre efetivamente em folhas maduras, enquanto
que em folhas jovens, quantidades consideraveis de teofilina sdo recuperadas em turnover ativo
através da via 3-metilxantina — teobromina — cafeina (Ashihara et al., 1997; Mazzafera, 2004).
Uma vez que teofilina é degradada muito mais rapidamente do que a conversdo de cafeina em
teofilina, essa etapa € limitante para a via, e por isso alta concentracdo de cafeina ¢ acumulada em
tecidos de C. sinensis e C. arabica (Mazzafera et al., 1994a; Ashihara et al., 1996b; Ashihara

eCrozier, 1999a; Ashihara et al., 2011).
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Isolamento e caracterizaciao do gene de cafeina sintase em guarana

A biossintese de cafeina em plantas € mediada pela atividade de N-metiltranferases que
atuam nos tré€s passos da via biossintética (Figura 4). A inducdo e repressdo dessas enzimas, sem
ddvida, agem como mecanismos de controle primdrio da via que, por sua vez, possuem um
controle secunddrio, imposto pela disponibilidade de substratos, tais como xantosina ¢ SAM
(Ashihara et al., 2011).

Genes codificando para N-metiltransferases do metabolismo de metilxantinas foram
identificados e isolados principalmente de café e chd (Kato & Mizuno, 2004; Ashihara et al.,
2008). Estas metiltransferases apresentam alta similaridade entre si. Teobromina e CS de café (C.
arabica) possuem mais de 80% de identidade, no entanto, CS de café e cha tem apenas 34% de
identidade. Por outro lado a similaridade € quase total entre as MXS. Dessa forma, a similaridade é
maior entre enzimas pardlogas de uma mesma espécie do que ortologas para espécies diferentes.

Utilizando informag@o disponivel no programa de sequenciamento de ESTs de guarana
(Angelo et al., 2008) foi possivel montar um contig e com base nesta sequéncia isolamos a
sequéncia génica de uma metiltransferase de guarand. A funcionalidade desse gene, denominado
PcCS, que a caracterizou como uma CS, foi comprovada através da producdo de uma proteina
heter6loga e testes enzimdticos com diferentes substratos. A enzima € bifuncional, mostrando
atividade para 7-metilxantina e teobromina, sendo esta ultima metilxantina o principal substrato.
PcCS ¢é expressa predominantemente em frutos imaturos, conforme mostrado por ensaios de qPCR
e hibridizagao in situ. Frutos maduros tem reduzida expressdo, assim como folhas, caule e raizes.

Os motivos A, B, C e regides conservadas da PcCS sdo caracteristicas de O-
metiltransferases dependentes de SAM (Joshi & Chiang, 1998). O motivo B' e a regido YFFF sdo

especificos de uma familia especifica de metiltransferases, incluindo a CS (Kato & Mizuno, 2004).
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A maioria dos membros da familia que apresentam o motivo B' catalisa a formacdo de ésteres
metilicos de moléculas pequenas utilizando o SAM como um doador de metil e substratos com um
grupo carboxila passivel de metilacdo. Entre outras metiltransferases, também fazem parte desse
grupo a dcido salicilico carboxi-metiltransferase, a dcido benzdico carboxi-metiltransferase, dcido
jasmonico carboxi-metiltransferase (Mizuno et al., 2003b; Yoneyama et al., 2006; Ishida et al.,
2009).

Com base na comparagdo da sequéncia traduzida de aminoécidos de PcCS com a CS
de C. canephora (CcDXMTI1- DQ422955), que teve sua estrutura cristalografica definida
(McCarthy & McCarthy, 2007), foi possivel descartar a possibilidade de PcCS estar envolvida no
primeiro passo de metilacdo da via de biossintese de cafeina (ver figura 4). Dois aspectos
importantes para a discrimina¢do de substrato entre xantosina metiltransferase (XMT, metilxantina
- 7-metilxantina) e dimetilxantina metiltransferase (DXMT, teobromina = cafeina) podem ser
identificados. O primeiro € a presenca de Ser-316 em XMT, a qual faz uma ponte de hidrogénio
com o grupo hidroxila (O5) de xantosina, sendo que nos demais genes esta serina (Ser-316) é
substituida por uma valina (Val) ou asparagina (Asn). O segundo aspecto estd relacionado com
diferencas conformacionais entre as metiltransferases, com destaque para Tyr-321 em XMT, que é
importante para a ligacdo do hidrogénio com o grupo carboxi de xantosina, enquanto que Tyr-333
em DXMT ndo contribui diretamente para a ligagdo do substrato (McCarthy & McCarthy, 2007).
Em PcCS o residuo 333 € uma treonina.

Adicionalmente, as sequencias de xantosina sintase (XMT) apresentam quase 100% de
identidade entre si, enquanto que PcCS € apenas 34% semelhante a elas, o que seria 0 menor valor
de identidade de PcCS para outra N-metiltransferase.

Ainda seguindo a caracterizacdo tridimensional de CcMXMT1, McCarthy & McCarthy

(2007) consideraram que os residuos de aminodcidos sdo cruciais nas posi¢oes 27, 237 e 266 de
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MXMT e DXMT de café para o reconhecimento 7-metilxantina ou teobromina. Para o
reconhecimento de 7-metilxantina por MXMT os residuos nestas posi¢oes sdo: Ala-27, Pro-237 e
Phe-266; para o reconhecimento de teobromina por DXMT os residuos sdo: Phe-27, Ser-237 e Ile-
266. Em PcCS o aminoécidos encontrados nas posicdes 27 (T =treonina), 237 (P = prolina) e 266
(Y = tirosina) ndo se assemelham com os descritos para MXMT nem DXMT (figura 12). Por outro
lado, em chd, TS (PCS1) e CS (TCS1) nao apresentam diferengas nestes residuos, que sao 27-V,
237-T e 266-S. Logo, € pouco provavel que diferencas nessas posicao explique a seletividade entre

o substrato para as MXMT e DXMT de diferentes espécies.

De acordo com Andrew McCarthy (comunica¢do pessoal) PcCS “it's quite different
around the active site, especially around Leu-236/Pro-237/Trp-238, but it's hard to say if this is
significant?” Em DXMT de café estes residuos s@o representados por asparagina (236-N), serina
(237-S) e metionina (238-M em C. arabica) ou isoleucina (238-1 em C. canephora). Portanto, se a
posicdo 238 € diferente nestas duas espécies de café, eventualmente as outras duas posi¢des podem
ser determinantes no reconhecimento de teobromina. Isto, no entanto, s6 podera ser confirmado
com a determinacdo estrutural de PcCS por cristalografia.

A identidade da proteina deduzida PcCS foi maior com TS (entre 44 e 48%) quando
comparada com CSs (menores que 35%), o que ndo possibilita distinguir sua funcdo em relacdo
aos substratos utilizados, pois andlises filogenéticas mostraram que as N-metiltransferases
apresentam maior similaridade entre si dentro de um mesmo género do que entre classes funcionais
entre espécies diferentes (figura 13) (Yoneyama et al., 2006; Ashihara et al., 2008; Figueiredo et
al., 2011). A arvore filogenética obtida com PcCS mostrou seu agrupamento com sequéncias de N-

metiltranferases de chd e cacau, espécies acumuladoras tanto de teobromina como de cafeina.

62



A confirmacdo de que PcCS codifica para uma CS foi obtida através da producao da
proteina heteréloga e sua aplicacdo em ensaios enzimdticos com diferentes substratos. PcCS
heter6loga apresentou especificidade por 7-metilxantina e teobromina, comprovando ser uma CS
bifuncional, como DXMT1 e CCS1 de C. arabica e TCS1 de C. sinensis. Porém, PcCS destaca-se
das demais CSs até hoje estudadas por ser a tinica enzima com maior afinidade por teobromina do
que paraxantina, conforme determinado em ensaios enzimaticos in vitro. Tanto TCS1 como CCS1
e DXMT1 apresentam maior afinidade para paraxantina como substrato (Kato et al., 2000; Mizuno
et al., 2003b; Uefuji et al., 2003). A explicacdo para tal especificidade poderia ser a diferenca
encontrada na substituicao de alguns aminodcidos posicionados no sitio ativo da enzima, com base
na comparacdo feita com a estrutura da CcDXMT]1. Curiosamente, paraxantina ndo € encontrada
em tecidos de café e chd, plantas nas quais o metabolismo de cafeina foi mais estudado. Além
disso, uma vez que até o momento nao se tem relatos de alguma paraxantina sintase, pode-se se
afirmar que in vivo cafeina é produzida exclusivamente tendo 7-metilxantina e teobromina como
precursores.

Em café, sdo conhecidas pelo menos dois genes codificando para CS, CaDXMTI e CCSI,
mediando tanto a formagdo de teobromina a partir de 7-metilxantina, como de cafeina a partir de
teobromina (Mizuno et al., 2003b; Uefuji et al., 2003). Enquanto CCS! € mais expresso em frutos
imaturos, mas também em folhas novas (Mizuno et al., 2003b), CaDXMTI € expresso
exclusivamente em frutos imaturos (Uefuji et al., 2003). Por outro lado, genes identificados MXS e
TS sdo expressos tanto em frutos como em folhas (Uefuji et al., 2003). Complementando, outros
sequéncias com alta homologia para metiltransferases foram isoladas de café, sem que fossem
detalhadamente estudadas, mas mostrando que metiltransferases formam uma familia numerosa de
genes em café e que, portanto, podem ocorrer vdrias isoformas atuando na biossintese de cafeina

(Uefuji et al., 2003; Kato & Mizuno, 2004;). Logo, a biossintese de cafeina em plantas poderia ser
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controlada diferencialmente nos vérios tecidos em funcao do gene de CS expresso e certamente em
func¢do da disponibilidade e concentracio dos substratos (Ashihara et al., 2008).

Assim como as CSs de café, PcCS parece ter maior especificidade de expressdo para
sementes imaturas, sendo que nos outros tecidos analisados (folhas, caule e raizes) o nivel de
transcritos € baixo (figura 16). No entanto, ainda assim existe um contraste muito grande entre
guarand e café, que € o fato do primeiro acumular cafeina apenas nas sementes, enquanto cafeina
acumula em todos tecidos de café, provavelmente em funcdo da expressdo de genes codificando
paras isoformas de CS. Isto, portanto, seria evidéncia de que uma TS estaria atuando nos outros
tecidos de guarand que ndo as sementes, € muito pouco PcCS, levando ao acimulo de teobromina.
Porém, para se chegar a uma conclusao definitiva sobre as enzimas da via de biossintese de cafeina
em guarand, seria necessdria uma caracteriza¢do maior dos genes disponiveis no banco de EST de
guarand e das especificidades aos substratos a partir de proteinas heter6logas, como também
através de estudos com precursores de cafeina marcados com isOtopos, permitindo estabelecer
como se da o balanco entre a biossintese e degradacdo desse alcaloide. De forma complementar,
uma abordagem de repressao de PcCS poderia contribuir na avalia¢do de alteracdes no conteudo de

cafeina e indicar sua real participacdo no controle de cafeina nos tecidos da planta de guarana.
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6. CONCLUSAO

A partir dos dados observados no presente trabalho, pode-se concluir que a planta de
guarand apresenta maior acimulo de teobromina em diferentes O6rgdos (folhas, caules,
inflorescéncia e pericarpo). Ja nas sementes das cinco cultivares de guarand aqui estudadas (BRS-
Amazonas, BRS-CG372, BRSCG-611, BRS-Maués e BRS-Luzéia), cafeina foi o alcaloide
encontrado em maior quantidade. Também se observou que tecidos jovens, independente do 6rgao
analisado, foram aqueles que apresentaram maior conteido de metilxantinas, havendo decréscimo
ao longo do desenvolvimento dos tecidos e 6rgaos analisados.

Neste trabalho foi possivel isolar o gene PcCS, cuja expressao € maior em sementes
verdes, consonante com a maior atividade da CS neste 6rgao. Propriedades enziméticas do produto
do gene PcCS permitem sua classificacdo como pertencente a familia das N-metiltransferases.
Ainda, esta enzima € caracterizada como uma CS bifuncional, ao atuar nos dois ultimos passos de
metilacdo da biossintese de cafeina. Embora seja especifica para apenas dois substratos, deve-se
ressaltar que PcCS apresenta maior afinidade enzimatica pela teobromina, sendo menor quando se
utiliza a 7-metilxantina como substrato. Ainda, o fato de PcCS ndo ter afinidade por paraxantina

sugere que esta enzima revela-se diferente de qualquer outra CS j4 antes caracterizada.
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