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RESUMO

O presente estudo analisa o perfil transcricional de genes associados a via biossintética do
tetrahidrofolato (vitamina B) nas variedades Obata e Catuai de Coffea arabica de duas
localidades e em diferentes fases de maturagao, visando determinar as etapas fundamentais
para a acumulacao de folatos e melhoria da qualidade da bebida. Utilizando a técnica de
PCR em tempo real, foi analisada a expressdo de genes relacionados A bioacumulagdo de
folatos, tendo sido observado diferengca de expressao entre os gendtipos, estadios de

maturacao e localidades.

ABSTRACT

This study examines the transcriptional profile of genes associated with the biosynthesis of
tetrahydrofolate (vitamin B) in Catuai and Obaté varieties of Coffea arabica in two places and
at different stages of fruit maturation to determine the critical steps to the accumulation of
folate. Using the technique of real-time PCR, was considered the expression of genes
related to bioaccumulation of folate and has been observed difference between the

genotypes, stages of maturity and localities.

INTRODUGAO

O Brasil € o maior produtor mundial de café, englobando de 20 a 35% da producédo e
exportacdo (EMBRAPA, 2007) e o principal exportador de café verde do mercado
internacional (SILVA, 2004).
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A qualidade da bebida é um aspecto cada vez mais relevante na medida em que agrega
valor substancial ao produto. Um dos principais fatores que contribuem para a qualidade do
café esta relacionado a constituicdo quimica presente nas sementes, como a cafeina e os
acidos clorogénicos (CLIFFORD, 1985; ASHIHARA et al., 2001).

Uma das maneiras para aprimorar a qualidade da bebida € agregar valores nutracéuticos a
mesma, podendo valorizar o produto no comércio externo e ao mesmo tempo, auxiliar para
a melhoria da alimentagao da populagédo consumidora de café. O acido folico (vitamina B9) e
seus derivados (juntos denominados folatos) ndo s6 aparecem como um problema

nutricional de paises pobres, como também & um problema epidemioldgico em paises ricos.

O Projeto Brasileiro do Genoma Café (PBGC) possibilitou a identificagdo de genes com
potencial utilizagdo de marcadores em programas de selegcido assistida; neste sentido, foi
realizada a prospecgado de genes da biossintese do tetrahidrofolato in silico presentes na
base de dados do PBGC.

Assim sendo, o presente projeto analisa o perfil transcricional de genes associados a via
biossintética do tetrahidrofolato (vitamina B) nas variedades Obata e Catuai de Coffea
arabica de duas localidades (Adamantina-SP e Ouro Fino-MG) em diferentes fases de
maturacao, visando determinar as etapas fundamentais para a acumulagao de folatos e

melhoria da qualidade da bebida.

MATERIAL E METODOS

Material Vegetal. Os frutos foram coletados de duas variedades de Coffea arabica (Obata e
Catuai) cultivados em condi¢gdes de campo de duas localidades diferentes, Adamantina-SP
(Janeiro e Abril) e Ouro Fino-MG (Fevereiro, Margo, Julho, Agosto e Setembro) no ano de
2007. A ultima coleta foi realizada com o propdsito de coletar o fruto no estadio cereja mais
maduro para andlise comparativa com o fruto cereja de Adamantina (AD), cujo
desenvolvimento foi precoce em relacdo a Ouro Fino (OF). As coletas foram realizadas em
tempos distintos para obtencdo de frutos em diferentes estadios de maturacao.
Posteriormente foi realizada a dissecagdo do material vegetal, separando os tecidos do fruto

do café, porém somente o endosperma foi utilizado para extragdo do RNA total.

Extracdo de RNA. Foi utilizado para extragdo do RNA total TRIzol® (Invitrogen), de acordo
com o protocolo adaptado para plantas (MONTE e SOMERVILLE, 2001). A qualidade de

todos os RNAs foi verificada em corrida eletroforética em gel de agarose 1%, corado com



brometo de etideo. Em seguida realizou-se a quantificagdo dos mesmo utilizando

espectrofotdbmetro com comprimento de onda 260-280 nm.

Desenho de primers. As sequéncias das cinco familias génicas selecionadas para o
desenho de primers foram encontradas no banco de dados PBGC (NOBILE et al., 2007),
sendo elas: ciclohifrolase | (GCHI), aminodeoxichorismate sintase (ADCS),
hidroximetildihidropterina pirofosfoquinase-dihidropteroato sintase (HPPK-DHPS), formil-
tetrahidrofolato sintetase (FTHFS) e o methileno-tetrahidrofolate reductase (MTHFR2). Os
primers foram desenhados a partir do programa Primer Express (Applied Biosystems) e a
analise de estruturas possiveis secundarias, foi feita pelo programa GeneRunner v. 3.05.

Sintese de cDNA. A partir de dois ug do RNA total de cada amostra, tratado com DNAse, foi
sintetizado o cDNA, utilizando a Superscript Il First-Strand Synthesis Kit (Invitrogen) de

acordo com a recomendacéao do fabricante.

Teste de primers. O teste foi feito por eletroforese em gel de poliacrilamida corado com
prata. As reacbes foram realizadas em termocicladores PT-100 (MJ Research, Inc.) de
acordo com a seguinte programagéao: 94°C por 10 minutos, seguidos de 38 ciclagens (94°C
por 15 segundos, 60°C por 30 segundos e 72°C por 30 segundos) e finalizando em 72°C por

15 minutos.

Reacédo da PCR em tempo real. As reacbes da PCR-RT foram preparadas com SYBR®
Green PCR Master Mix (Applied Biosystems). Cada amostra foi processada em triplicata e
em adicao foi realizada uma reagcao sem cDNA (branco). As PCRs foram analisadas em ABI
PRISM 7500 Sequence Detection System (Applied Biosystems). A especificidade dos
produtos amplificados foi analisada pelo programa LinReg, que possibilitou a criagao de um
valor especifico de Ct (Cycle throushould), através de analise da curva de dissociagao
gerada pelo equipamento. A quantidade das moléculas alvos relativas ao calibrador, foi
calculada a partir do método 24 (LIVAK e SCHIMITTGEN, 2001). Os genes constitutivos
utilizados como controle endégeno foram GPDH, S19 (NOBILE et al., 2007), RP139 e
Ubiquitina.



RESULTADOS E DISCUSSAO

O resultado da expressao diferencial de trés dos cinco genes selecionados para estudo de

expressao em endosperma de café encontram-se resumidos na figura 1.
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FIGURA 1. Analise de expressao diferencial nas variedades Catuai e Obata de C. arabica dos
genes Tetrahidrofolato sintase (THFS) (A e B), Amino-4-desoxichorismato liase C2 (ADL) (Ce D) e
Hidroximetildihidropterina pirofosfoquinase (HPPK) (E e F), respectivamente.

Os valores de andlise de expressédo das figuras foram obtidos pela férmula 2-2A¢t (Livak and
Schimittgen, 2001).

OB - Obata; CT — Catual; OF — Ouro Fino; AD — Adamantina. V1 — gréo verde com endosperma
mole, V2 — grao verde com endosperma quase duro, CR1 — grao cereja coletado com um més antes
do estadio final de maturagéo, CR2 — grao cereja em estadio final de maturagao.

Portanto, para o gene THFS (Figuras 2-A e 2-B), nota-se maior diferenca de expressao
entre os estadios de maturacdo, sendo no Catuai mais expresso no Cereja 1 e em Obat3,
no estadio Verde 1. Para o gene ADL (Figuras 2-C e 2-D), nota-se uma grande diferencga de
expressao entre as variedades, sendo mais expresso nos primeiros estadios de maturagao
em Catuai e no ultimo estadio em Obata. Por ultimo, o gene HPPK (Figuras 2-E e 2-F)

apresentou grande diferenga de expressao entre os cultivares; sendo em todos os estadios



mais expresso na variedade Catuai; entre as localidades a maior diferenca esta no cultivar

Obata no estadio Cereja 2.

CONCLUSAO

Podemos concluir que, embora parciais, os dados revelam que o estadio de maturacao, a
variedade e as condi¢des climaticas do local de coleta interferem na expressao dos genes

analisados envolvidos na biossintética do Tetrahidrofolato.
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