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Resumo:

O objetivo do estudo foi caracterizar funcionalmente genes-chave expressos durante o crescimento e a maturacao de
frutos de cultivares de Coffea arabica L, pois a planta apresenta varias floradas, fato que resulta na maturacdo desigual de
frutos, inclusive na mesma florada. Para o estudo foram utilizadas frutos em desenvolvimento das cultivares: Mundo Novo IAC
388-17, Catuai Vermelho IAC 144, Icatu Vermelho IAC 4045, Obata IAC 1669-20 e Icatu Precoce IAC 3282. Os genes
escolhidos para analise foram: o fator de transcricdo Leafy Cotyledon (LEC1) e as enzimas alcool acyl transferase e acido
1-carboxilico 1-aminociclopropano (ACC) oxidase, os quais estdo relacionados com os processos de desenvolvimento do
embrido, composicdo quimica da semente e maturacdo do fruto, respectivamente. A expressdao dos genes foi avaliada
através da metodologia de RT-PCR, utilizando RNA total extraido dos frutos. Os resultados apresentados evidenciam que o
padrdo de expressdo dos genes ACC oxidase, LEC1 e alcool acyl transferase sdo compativeis com o esperado em frutos
climatéricos e, as variages na expressdo dos genes observada entre as cultivares sugerem que a composi¢do quimica e a
maturacéo dos frutos podem diferir ao longo do desenvolvimento dos frutos.
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Characterization of genes expressed during growth and maturation of coffee fruits

Abstract:

The objective of this study was to characterize functionally key genes expressed during growth and maturation of
fruits of Coffea arabica L cultivars. Once the coffee trees exhibit several continuous flowering bursts, fruits frequently
have a non-uniform maturation. Therefore, Fruits at different developmental stages of the cultivars Mundo Novo IAC 388-
17, Catuai Vermelho IAC 144, Icatu Vermelho IAC 4045, Obatd IAC 1669-20 and Icatu Precoce IAC 3282 were collected
and evaluated regarding the expression of selected genes. These were: the transcription factor Leafy Cotyledon (LECL), the
enzymes alcohol acyl transferase and acid 1-aminociclopropano 1-carboxilico (ACC) oxidase, related to physiological
processes of embryo development, seed chemical composition and fruit maturation, respectively. Results showed that the
expression patterns of evaluated genes are compatible with those expected for climateric fruits. Also, differences in the
expression pattern observed among cultivars suggest that the chemical composition and the maturation time of coffee fruits
may differ during development.
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Introducao

O cafeeiro arabica apresenta varias floradas em raz&o da variagao climética e da variabilidade genética (Rena e Maestri,
1987), fato que resulta na maturagdo desigual de frutos, inclusive da mesma florada. A diferenga de maturacdo entre e na mesma
florada dificulta e onera a colheita, além de poder prejudicar a qualidade da bebida.

Durante o ciclo fenolégico do cafeeiro ocorrem concomitantemente as fases vegetativa e reprodutiva, sendo esta Gltima
dividida nas seguintes etapas: gema dormente, gema intumescida, abotoado, florada, pés-florada, chumbinho, expansao dos
frutos, gréo verde, verde cana, cereja, passa e seco (Pezzopane, et al., 2003).

Durante a frutificacdo do café varios genes sdo ativados, promovendo alteracdes fisioldgicas e metabdlicas. Genes
ativados nessa fase de desenvolvimento estdo relacionados com a sintese de fendis, oligossacarideos, lipideos, trigonelina, acidos
clorogénicos, acidos alifaticos, cafeina, polissacarideos, aminoacidos, proteinas e acidos huimicos (Clarke e Macrae, 1985).
Apesar da importancia desses genes para a maturagdo dos frutos, sdo poucos os estudos disponiveis com relacdo ao controle da
expressdo dos mesmos e, seu papel na maturagdo dos frutos e no desenvolvimento da qualidade final da bebida, ndo é conhecida.

A compreensdo funcional de funcional de genes envolvidos no crescimento e na maturagdo dos frutos de café pode
subsidiar estudos de melhoramento de caracteristicas agron6micas importantes como: a uniformidade de maturagdo dos frutos e a
duracéo do ciclo (precoce, médio e tardio).

O objetivo do estudo foi caracterizar funcionalmente genes-chave expressos durante o crescimento e a maturacéo de
frutos de cultivares de Coffea arabica L.



Material e Métodos

O estudo foi realizado em um campo de cultivares de café do Centro Experimental do Instituto Agronémico,
Campinas, SP, na safra de 2005/2006. Foram utilizadas cinco cultivares de C. arabica: Mundo Novo IAC 388-17, Catuai
Vermelho IAC 144, Icatu Vermelho IAC 4045, Obatd IAC 1669-20 e Icatu Precoce IAC 3282.

A caracterizacdo génica incluiu as seguintes etapas: (i) busca de ESTs (expressed sequence tags) em banco de
dados de café, oriundos do projeto genoma do café, relacionados aos processos de crescimento e maturagdo dos frutos,
utilizando-se o algoritmo BLAST (Altschul et al., 1990); (ii) sintese de oligonucleotideos com base nas seqiiéncias
especificas dos locos de ESTs avaliados; (iii) coleta dos frutos em diferentes estadios de desenvolvimento, de acordo com
escala fenoldgica proposta por Pezzopane, et al., 2003: ovério fecundado, chumbinho, expanséo, verde, verde cana, cereja e
endosperma; (iv) extracdo de RNA; (v) sintese de cDNA (DNA complementar) a partir do RNA total, feita pela técnica de
transcricdo reversa; (vi) amplificacdo por PCR (RT-PCR, Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction) e separacdo
dos produtos de amplificacéo por eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo.

Resultados e Discussao

Na busca de ESTs em banco de dados de café foram identificados varios genes como os que codificam para: o
fator de transcricdo Leafy Cotyledon (LEC1) e as enzimas &lcool acyl transferase e acido 1-carboxilico 1-
aminociclopropano (ACC) oxidase, relacionados a processos de desenvolvimento do embrido, composicdo quimica da
semente e maturacdo do fruto, respectivamente. O gene da Actina foi utilizado como controle.

Fragmentos correspondentes aos transcritos génicos foram avaliados visualmente apds separacdo em gel de
agarose (Figura 1). A quantificacdo da expressdo foi feita por comparagdo da intensidade das bandas coradas com brometo
de etideo. A escala obtida a partir dessa avaliacdo é apresentada na Tabela 1.

Tabela 1. Padrdo de expressao de genes de crescimento e maturacdo de frutos de Coffea arabica em diferentes cultivares, sendo o sinal
(-) auséncia de transcritos, (+/-) baixa expressao, (+) expressdo normal e (++) alta expressdo.

Cultivares - Genes
Leafy Cotyledon Alcool Acyl Transferase ACC oxidase
Mundo Novo IAC 388-17
Ovario +/- +- ++
Chumbinho +/- +/- +/-
Expansdo + +/- ++
Verde +/- ++ +/-
Verde cana +/- ++ ++
Cereja + ++ ++
Endosperma +- ++ +
Catuai Vermelho IAC 144
Oviério +/- +/- ++
Chumbinho +/- +/- +/-
Expansdo + +/- ++
Verde +/- +/- +/-
Verde cana + ++ ++
Cereja + ++ ++
Endosperma +/- ++ +
Icatu Vermelho IAC 4045
Oviario +/- +/- +
Chumbinho + +/- +
Expansdo +/- +- +
Verde +/- +/- +/-
Verde cana +/- ++ ++
Cereja + ++ ++
Endosperma +/- ++ +
Obata IAC 1669-20
Ovario +/- +- +
Chumbinho +/- +/- +
Expansdo +- +/- +/-
Verde +/- + +/-
Verde cana +/- ++ +
Cereja +/- ++ ++
Endosperma +- ++ +
Icatu Precoce IAC 3282
Oviério +/- +/- +/-
Chumbinho +/- +/- +/-
Expanséo +/- +/- ++
Verde +/- +/- +
Verde cana + ++ ++
Cereja +/- ++ ++

Endosperma +l- ++ ++
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Figura 1. Amplificacdo por RT-PCR dos genes (1) Leafy Cotyledon, (2) Alcool Acyl Transferase, (3) ACC oxidase e (4) Actina -
controle, nas cultivares (A) Mundo Novo IAC 388-17, (B) Catuai Vermelho IAC 144, (C) Icatu Vermelho IAC 4045, (D)
Obata IAC 1669-20 e (E) Icatu Precoce IAC 3282 nas fase ovario (ov.), chumbinho (ch.), expanséo (ex.), verde (v.), verde cana

(v.c.), cereja (c.) e endosperma (en.), sendo o peso molecular (PM) de 100 pb e os fragmentos apresentaram aproximadamente 300 pb.

A primeira fase do ciclo de desenvolvimento do fruto é caracterizada por um rapido crescimento do ovario. O
crescimento inicial ocorre em funcdo do aumento de ndmero de células pela divisdo celular. Posteriormente ocorre o
alongamento celular, responsavel pelo aumento do volume e peso do fruto (Castro, Kluge e Peres, 2005). Apos essas fases
inicia-se 0 processo de maturacdo, que € marcado pelo aumento da producdo autocatalitica de etileno e &cido abscisico e da
diminuic&o na producdo de giberelinas em frutos climatérico (Castro, Kluge e Peres, 2005), como o café.

O gene LEC1 é requerido para a especificacdo da identidade cotiledonar e a completa maturagdo do embrido. O
LEC1 é acumulado somente durante o desenvolvimento da semente em células do embrido e em tecidos do endosperma
(Lotan et al., 1998). Para estes autores, o gene LEC1 é um importante regulador do desenvolvimento do embrido que ativa
a transcricdo de genes necessérios para a morfogénese do embrido e a diferenciacdo celular (Figura 1.1 e Tabela 1).

A enzima alcool acyl transferase esta relacionada ao desenvolvimento do aroma dos frutos (Beekwilder et al.,
2004), por isso espera-se a maior expressdo no final da maturacdo, quando os frutos se encontram na fase de maturacao e
prontos para a germinacdo (Figura 1.2 e Tabela 1).

A enzima ACC oxidase é a enzima da via biossintética do etileno e que dara origem ao mesmo. A atividade dessa
enzima pode aumentar durante eventos do desenvolvimento vegetal, como na fase de maturacdo de alguns frutos,
principalmente nos frutos climatéricos (Castro, Kluge e Peres, 2005).

Como o fruto de café é climatérico, espera-se que ocorra aumento de expressao do gene da ACC oxidase nas fases
de maturagdo (verde cana e cereja), fato constatado na Figura 1.3 e Tabela 1.

De acordo com a figura 1, as cultivares apresentam diferencas na expressdo dos genes avaliados.

Para o LEC1, observa-se um aumento de expressdo na fase de expansao e cereja para a cultivar Mundo Novo, na
fase de expansdo e verde cana mantendo-se em cereja na cultivar Catuai. Na cultivar Icatu Vermelho ocorre uma maior
expressdo na fase de chumbinho e cereja. Na cultivar Icatu Precoce esse aumento apenas ocorre na fase de verde cana,
inicio da maturacdo, enquanto na cultivar Obatd apresenta uma expressdo uniforme (Tabela 1 e Figura 1.1).

O gene da enzima alcool acyl transferase aumenta sua expressao apenas nas fases de maturacdo (verde cana,
cereja e endosperma). No entanto, as cultivares Mundo Novo e Obaté o nivel de transcritos € maior ja na fase de verde, a
qual representa o tamanho méaximo do fruto (Tabela 1 e Figura 1.2).

Como o etileno esta presente em toda a planta e em todas as fases de desenvolvimento, principalmente do fruto,
observa-se a expressdo do gene da enzima ACC oxidase em todas as fases de desenvolvimento dos frutos em todas as
cultivares. O que ocorre sdo aumentos no nivel de transcritos em diferentes fases das cultivares.

Para as cultivares Mundo Novo e Catuai, 0 aumento de expressdo ocorre no Ovario, expansao e verde cana
mantendo-se até o final do desenvolvimento. Na cultivar Icatu Vermelho o nivel de transcritos é uniforme, apresentando
apenas uma queda na fase verde. A cultivar Obata tem diminui¢do de expressdo apenas nas fases expansao e verde e, na
cultivar lcatu Precoce ocorre aumento no nivel de transcritos para o gene apenas na fase de expansdo mas, este é mantido
alto até o final do desenvolvimento.

Conclusoes

Conclui-se que o padrdo de expressdo dos genes ACC oxidase, LEC1 e alcool acyl transferase sdo compativeis
com o esperado em frutos climatéricos e, as variagdes na expressao dos genes observada entre as cultivares sugerem que a
composic¢ao quimica e a maturacéo dos frutos podem diferir ao longo do desenvolvimento dos frutos.
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