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RESUMO: O fitorregulador etileno est4 associado a varios eventos fisioldgicos em plantas. Em frutos
climatéricos, um aumento dramético na sintese de etileno promove 0s passos subsequentes do
amadurecimento. A enzima ACC oxidase catalisa o Ultimo passo de biossintese deste fitorregulador,
convertendo 1-aminociclopropano-1- acido carboxilico (ACC) em etileno. O objetivo deste trabalho foi
isolar e caracterizar genes de ACC oxidase de Coffea spp. para serem usados subsequentemente em
projetos de transformacdo genética visando o controle da maturacdo dos frutos. Oligonucleotideos
baseados em regifes conservadas de genes heterdlogos de ACC oxidase foram projetados para amplificar
o fragmento a partir de cDNA. Fragmentos de cDNA amplificados foram clonados no vetor pUC 18
através do SureClone™ Ligation Kit (Amershan Pharmacia Biotech). Um clone completo de 0,96 Kb de
C. arabica foi obtido. A sequéncia de nucleotideos e de aminoacidos demonstrou alta homologia com
ACC oxidase de Actinidia, Carica, Prunus e Betula. Para determinar o padréo de expressdo do gene em
diferentes tecidos e de frutos em diferentes estédios de maturagdo foi usada a técnica de RT-PCR. Houve
diferentes nivels de expresséo de ACC oxidase nos tecidos testados. Como esperado, a expresséo de ACC
oxidase foi elevada em frutos de café em fases iniciais de amadurecimento. O gene de ACC oxidase foi
clonado em orientacdo anti-senso em vetores para transformacdo direta e em vetores binérios, contendo
promotor e terminador 35S CaMV.
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IDENTIFICATION AND CHARACTERIZATION OF COFFEE ACC OXIDASE GENES

ABSTRACT: The phytohormone ethylene is associated with several physiological events in higher
plants. In climateric fruits, an increase in ethylene biosynthesis promotes the subsequent steps of fruit

ripening. The enzyme ACC oxidase catalyzes the last step of ethylene biosynthesis, converting 1-
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aminocyclopropane-1-carboxylic acid (ACC) to ethylene. Our objectives were to isolate and characterize
an ACC oxidase cDNA from Coffea spp, that will be used subsequently in experiments related to fruit
ripening control. Primers based in conserved regions from ACC oxidase sequences were designed to
amplify the ACC oxidase cDNA fragment. The fragments were cloned in pUC18 vector using the
SureClone™ Ligation Kit (Amershan Pharmacia Biotech). A full-length 0.96 Kb cDNA clone of Coffea
arabica was obtained. The nucleotide and the amino acids deduced sequences showed high homology
with ACC oxidase from Actinidia, Carica, Prunus and Betula. RT-PCR was used to determine the gene
expression pattern from different tissues and from fruits at different ripening stages. There were different
levels of ACC oxidase expression in all tested tissue. As expected, the expresson ACC oxidase was
higher in coffee fruits at initial stages of ripening. Meanwhile, fruits at the final stages of ripening (purple-
red colour) had lower expression, and fruits at pre-ripening stages (green colour) showed the lowest
expression. The ACC oxidase clone had been transferred in antisense orientation to transformation
vectors. Those vectors are being used in genetic transformation experiments for control of ripening

process in coffee fruits.

Key words: coffee, ACC oxidase, ethylene, ripening.

INTRODUCAO

A maturagdo desuniforme dos frutos associada com a colheita de derrica fazem com que hga
queda na quaidade do café produzido, devido principamente a presenca de frutos verdes ou secos
(Browning e Fischer, 1976; Camargo et al., 1985). Atualmente, para evitar que a baixa uniformidade na
maturacdo dos frutos prejudique a qualidade do produto, é necessério utilizar a colheita parcelada e
seletiva dos frutos maduros. Neste sistema, 0 nUmero de colheitas em uma mesma arvore pode variar de 3
a 5, dependendo do nuimero de floradas. Apesar de a colheita seletiva ser adotada em vérios paises
produtores de café, é improvavel que venha a ser empregada em larga escala no Brasil, em razéo do seu
alto custo. Uma das dternativas para uma maturacdo uniforme dos frutos é o controle da sintese do
fitorregulador etileno. No café, assim com nos demais frutos climatéricos, ocorre grande aumento da
sintese de etileno durante os estagios iniciais da maturacéo (Pereira et a., 2000). Hoje, j& se tem um bom
entendimento do metabolismo do etileno nas plantas, e os principais genes envolvidos na sua sintese, a 1-

aminociclopropano-1-carboxilato (ACC)-sintase e a ACC-oxidase, ja foram isolados em vérias espécies,
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possibilitando a manipulagdo da producdo de etileno em frutos durante a maturagdo (Oeller et a., 1991,
Ayub et al., 1996). O objetivo deste trabalho foi isolar e caracterizar genes de ACC oxidase de Coffea spp.

para uso subseqguiente em projetos de transformagdo genética visando o controle da maturacéo dos frutos.

MATERIAL E METODOS

Clonagem molecular do cDNA de ACC oxidase de Coffea spp.

Dois oligonucleotideos baseados em seqliéncias de genes de ACC oxidase foram usados para
amplificacdo, utilizando como molde cDNA proveniente de RNA mensageiro extraido de frutos de Coffea
arabica IAPAR 59 em fases iniciais de amadurecimento. Através do “ SureClone Ligation Kit” (Amershan
Pharmacia Biotech), o cDNA amplificado foi clonado no sitio Sma | do vetor pUC 18, dando origem ao
clone denominado pIBI 11. Similarmente, fragmentos de cDNA amplificados por RT-PCR a partir do
RNA total de folhas maduras de Coffea canephora e Coffea racemosa foram clonados em pUC 18.

Analise da seqliéncia do cDNA de ACC oxidase de C. arabica

A sequiéncia completa do clone pIBI 11 foi determinada. A sequéncia de amino&cidos da proteina
ACC oxidase de Coffea arabica foi deduzida a partir da sequéncia codificante do cDNA clonado,
utilizando-se 0 programa “Six Frame Trandation of Sequence’. O dinhamento das sequéncias de
aminoécidos de diferentes ACC oxidases foi executado pelo CLUSTAL W (1.81) “Multiple Sequence
Alignments’.

Construcao de vetores para transformacao contendo ACC oxidase de C. arabica

O fragmento Kpn I/Bam HI de 0,96 Kb do clone pIBI 11 foi subclonado no vetor pFF 19. Esta
subclonagem deu origem ao clone pIBI 21, que contém o cDNA “anti-senso” de ACC oxidase de Coffea
arabica unido a seqUéncias promotora e terminadora 35S derivadas do CaMV. O fragmento Eco RI/Hind
Il de 1,9 Kb deste plasmideo foi inserido no vetor pCAMBIA 3300, dando origem ao vetor binario plBI
23, que contém na regido de transferéncia o cDNA anti-senso de ACC oxidase de Coffea arabica e o gene

bar que confere tolerancia ao herbicida Glufosinato de Amonio.

Anélise da expressao de ACC oxidase em C. arabica por RT-PCR
Com objetivo de estudar o padréo da expressdo do gene ACC oxidase em plantas de C. arabica,

foram realizados ensaios de RT-PCR a partir do RNA total, livre de DNA, extraido de diferentes tecidos e
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de trés estédios distintos de maturacéo de frutos. Os cDNAs foram sintetizados utilizando-se o “ T-Primed
First Strand Kit” (Amershan Pharmacia Biotech) a partir de 1 ng de RNA total de folhas jovens, folhas
maduras completamente expandidas, ramos e frutos em trés estadios de maturagdo: verde, avermelhado e
cergja. Quantidades equivalentes de cDNA foram usadas como molde para reactes de PCR, utilizando os
oligonucleotideos para ACC oxidase citados anteriormente. Além dos oligonucleotideos para 0 cDNA de
ACC oxidase foram utilizados também nas reacdes de RT-PCR oligonucleotideos para 0 RNA ribossomal
18S, gue apresenta expressao constitutiva em todos os tecidos, servindo, portanto, para comprovar que as
quantidades de cDNA contidas nas reagoes estavam normalizadas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A técnica empregada na clonagem de seqiiéncias de cDNA de ACC oxidase de Coffea spp.
produziu sete clones distintos (Figura 1), sendo um de C. arabica, dois de C. canephora e quatro de C.
racemosa. Provavelmente, os clones provenientes de C. racemosa ndo estdo completos, devido ao seu
tamanho reduzido. O fragmento de 965 pb correspondente ao clone derivado do cDNA de frutos de Coffea
arabica teve sua sequiéncia completamente determinada (Figura 2) e analisada no “Gene Bank” através do
programa “Basic Local Alignment Search Tool” (BLAST). O cDNA clonado apresentou dta identidade
com sequiéncias de ACC oxidase de outras espécies vegetais. O alinhamento da sequéncia deduzida da
proteina ACC oxidase de C. arabica com as seqiiéncias homdlogas de outras espécies mostrou um nivel
maximo de identidade entre as seqliéncias alinhadas de 83% (Figura 3). A maior identidade de seqiiéncia
foi observada com a sequéncia da enzima ACC oxidase de Actinidia. As regides mais divergentes
correspondem aquel as situadas nas extremidades do cDNA.

Visando os experimentos de transformacdo genética de plantas de café, foi construido um vetor
binario para a transformacdo mediada por Agrobacterium (Figura 4). Neste vetor, aregido de transferéncia
possui 0 cDNA de ACC oxidase de Coffea arabica na orientagdo anti-senso sob o controle de sequéncias
promotoras e terminadoras 35S de CaMV e 0 gene bar, que confere tolerancia ao herbicida Glufosinato de
Amonio.

Nos ensaios de RT-PCR para analise do padrdo da expressao nos tecidos mostrado na Figura 5A,
foi observado que folhas maduras e frutos em estadios intermedi&rios de maturagdo apresentam maior
expressdo, seguida pelas folhas jovens e pelos ramos que apresentaram baixa expressdo. Em relacdo a
expressao em diferentes estadios de maturag@o de frutos (Figura 5B), frutos em estédios intermediérios de

maturagdo apresentaram forte indugdo da expressdo de ACC oxidase, comparada com 0 gque ocorre em
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frutos verdes. Em frutos cereja, observa-se diminuicdo da expressdo em relacdo ao estadio anterior. Esse
resultado vem reforcar a idéia de que a inibicdo deste gene podera acarretar diminuicdo na producédo da
enzima e, consequentemente, na producao de etileno na planta.

CONCLUSOES

Através de técnicas de RT-PCR foi possivel identificar diferentes genes de ACC oxidase de Coffea
spp. O gene clonado de C. arabica foi inserido em orientacdo anti-senso em vetores de transformacéo. A
expressdo do gene de ACC oxidase de C. arabica em frutos fortalece a hip6tese de que a inibicdo deste
gene podera produzir plantas com maturacdo dos frutos mais uniforme.
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Figura 1 - Clones de cDNA de ACC oxidase de Coffea spp. O DNA plasmidia dos clonesfoi digerido com asenzimasEco RI
e Bam HI, que proporcionam a liberagdo completa do inserto.1 - pIBI 11 - Coffea arabica IAPARS9, 2 - pIBI 13 -
Coffea canephora, 3 - pIBI 14 - Coffea canephora, 4 - pIBl 16 - Coffea racemosa, 5 - pIBI 17 - Coffea racemosa, 6-
pIBI 18 - Coffea racemosa, 7 - pIBI 19 - Coffea racemosa e M - Marcador de peso molecular.
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>ACC oxi dase Coffea arabica

AAGAGAGATGGCTACATTCCCCCTAAT CGACAT GGAGAAGCTTGACGGCCCNNAGAGGAAAT TNACTATGGGAGT CATAAAAGATGCTT
GTGAAAGCTGGGGCTTCTTTGAAGT GTAGAATCATGGGATATCTAATGAGCTCATGGACACAGT GGAGAGGCTAACAAAGGAGCATTAC
AAGAAAT GTATGGAACTAAAGT TCAAGCAAAT GGT GGAGAGCAAGGAAT TGGAAGCT GT TCAGACT GAGATCAATGATTTGGACT GGGA
AAGTACCTTCTTCTTGCGCCATCTTCCTGT TTCCAACAT CTCAGAAGT CCCTGATCTTGATGATGAATACAGAAAGGT TATGAAGGAAT
TTGCGTTGCAACTTGAGAAACTAGCAGAGCTCCTGT TGGACT TGCTAT GCGAGAACCT TGGCCTAGAGAAAGGCTATCTGAAGAAAGCC
TTCTATGGCACCAAAGGACCAACCT TTGGCACCAAAGT CAGCAAT TACCCT CCAT GCCCT CGT CCAGAACT GAT CAAGGGCCTCCGGEL
ACACACCGAT GCCGGCGGCATCATCCTGCTGI TCCAGGAT GACAAGGT CAGCGGT CTCCAGCT CCTCAAGGATGGTGAATGGGT GGATG
TTCCGCCTATGCGCCACT CCATTGTAAT CAACAT CGGCGACCAACT TGAGGT AAT CACAAAT GGAAAATACAAGAGT GTGATGCACCGG
GTGATAGCT CAACCAGAT GGGAACAGAAT GTCACTAGCATCATTCTACAAT CCAGGAAGT GATGCAGT GATCTATCCAGCACCGGCATT
GGT TGAGAAAGAGGCAGAGGACAAGCAGATATATCCCAAGT TTGT GT TCGAGGACT ACATGAAGCTCTATGCTGGCCTTAAGT TCCAAG
CTAAAGAGCCCAGATTTGAAGCCAT GAAGGCCGT GGAAAGCACCGTAAACTTGGGTCCATCGCACTGATAACA

Figura 2 - Seguéncia completa do cDNA de ACC oxidase de Coffea arabica. Em negrito, nas extremidades da seqiiéncia,
estéo destacadas as seqliéncias dos oligonucleotideos utilizados no RT-PCR. Em negrito sublinhado est&o indicados
um sitio Hind Il (AAGCTT) e dois sitios Sac | (GAGCTC).

Betula -- MATFPVI DVEKLNGEERGATMELI EDACENWGFFELVNHG SHDLLDTVEKLNKEHYR
Carica --MENFPVI DLSKLNGEERASTMEL | HDACENWGFFELVNHG SHDLMDTVERL TKEHYK
Prunus -- METFPWDLSQ TGEKREAAMEKMNDACENWGFFELVNHG SHEL MDTVEKL TKEHYK
Actinidia ----TFPVI DVEKLTGKERSPTMEKI NDACENWGFFELMNHG SHEL MDTVERL TKEHYK
Cof fea - - MATFPLI DVEKL DGPXRKXTMGVI KDACESWGFFEVN- HE SNELMDTVERL TKEHYK

Kokeke ek ok sk o kkkk kkkkk kkkke ke kkkke ok kkkk.

Betul a KCOVEERFKDMWASKGL EAAQSEVRDVDWESTFFL RHLPASNIVSEI PDL DEDYRKAMKEFA
Carica KCMVEQRFKEMVESNGLEAVQSEI NDVDWESTFFLRHLPASNVHEI PDLEDDYRKAVKEFA
Prunus KCVEQRFKEMVASKG.EAVQSEI HDLDWESTFFLRHLPVSNI SQ PDLDEDYRKVIVKEFA
Actini di a KOVEQRFKEMVATKGLEAVQSEI DDLDWESTFFLRHLPVSNI SEI PDLEQDHRKAMKEFA
Cof fea KCMELKFKQWESKELEAVQTEI NDLDWESTFFLRHLPVSNI SEVPDL DDEYRKVIVKEFA

khkkk o ckkekk oo kkk keke ke kkkkkkhkkhhkk kke o okkke oo kk Khkkkk

Betul a GNLEKLAEQLLDLLCENLG.EKGYLKKSFYGSKGPNFGTKVSNYPPCPKPELI QGLRAHT
Carica VGQKLAEQWLDLLCENLGLEKGYLKKVFYGSKGPNFGTKVSNYPPCPKPDLI KGLRAHT
Prunus VELEKLAEQLLDLLCENLG.EKGYLKKAFYGSKGPNFGTKVSNYPPCPKPDLI KGLRAHT
Actini di a EKLEKLAEQLLDLLCENLG.EKGYLKKAFSGSKGPTFGTKVSNYPPCPLPELI KGLRAHT
Cof fea LQLEKLAELLLDLLCENLG.EKGYLKKAFYGTKGPTFGTKVSNYPPCPRPEL | KGLRAHT

kekkhkk kKK hkKkkkhAkhhkkhhkd * ko kkk Khhkkkhkkkhhkd k- kke khkkk*

Betul a DAGG.I LLFQDDKVSGLQLLKDGKVWDVPPVRHSI VI NLGDQLEVI TNGKYKSVLHRVLA
Carica DAGAH | LLFQDDKVSGLQLLKDDQWDVPPMKHSI VI NLGDQLEVI TNGKYKSVMHRVI A
Prunus DAGGE | LLFQDDKVSG.QLLKDGQW DVPPMHHSI VI NLGDQLEVI TNGKYKSVMHRVI A
Actini di a DAGGE | LLFQDNKVSGLQLLKEGEW DVPPMVKHSI VI NI GDQLEVI TNGKYKSVIVHRVI A
Cof fea DAGA | LLFQDDKVSGLQLLKDGEWDVPPVRHSI VI NI GDQLEVI TNGKYKSVMHRVI A

hhkhkk o kkhhkhkh - khhkhhkhhhkhk- k- khkhkk- hkhkhhhk- khkhhkkhhkhhhhdhkh. khkk. *

Betul a QPDGNRVSBLASFYNPGSDALI YPAPVLVEKEAEK- GQVYPKFVFEDYMKL YAGLKFQAKE
Carica QTDGNRVSLASFYNPGDDAVI YPAPSLVEKEAEK- NQ YPKFVFDDYMKL YVGLKFQAKE
Prunus QPDGTRVSI ASFYNPGDDAFI CPAPALLEKETEN- | SAYPKFVFDDYMKL YSGLKFHAKE
Actini di a QTDGNRVSI ASFYNPGSDAVI YPAPAL VDKEEDQOKQVYPKFVFEDYMKL YAGLKFQAKE
Cof fea QPDGNRVSLASFYNPGSDAVI YPAPALVEKEAED- KQ YPKFVFEDYMKL YAGLKFQAKE

*okk kkkekkkkkkk Kk Kk kkk keoookk - Kokkkkk kkkkkk kkkk kkk

Betul a PRFEAMKAMESTVKLGPI ATA
Carica PRFEAMKAMESTVTPGAI ATV
Prunus PRFEAMKAMESTVNLDPVATV
Actini di a PRFEAMKAMESAVKLGPI STI
Cof fea PRFEAMKAVESTVNLGPSH- -

Kok kkkkokk e kko ok

Figura 3 - Alinhamento da seqiiéncia da proteina ACC oxidase de Coffea arabica. A seqiiéncia deduzida de aminoacidos da
proteina ACC oxidase de Coffea arabica foi alinhada a seqiiéncias homdlogas derivadas de outras espécies de
plantas (dos géneros Betula [acesso Y 10749], Carica [acesso U68215], Prunus [acesso AF129074] e Actinidia
[acesso AB003514]) disponiveis no “Gene Bank”.
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Figura 4 - Mapadaregido de transferéncia do vetor binério de transformagdo contendo o cDNA anti-senso de ACC oxidase de
Coffea arabica. O plasmideo pIBI 23 é derivado do vetor binario pPCAMBIA 3300, que contém o gene bar
(Fosfinotricina) como gene de selecdo para transformagdo genética de plantas. A diregdo da seta representa a
orientacdo dos genes.
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Figura 5 - Andlise da expressao génica de ACC oxidase em Coffea arabica. Quantidades equivalentes de cDNA de diferentes
tecidos (A) e de frutos em diferentes estadios de maturacdo (B) foram utilizadas em ensaio de RT-PCR com
oligonucleotideos especificos para amplificar um fragmento de 965 pb correspondente a ACC oxidase. Para
comprovar que as quantidades de cDNA empregadas foram normalizadas, oligonucleotideos baseados na seqiiéncia
do RNA 18S foram utilizados para amplificar um fragmento de 450 pb.
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