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RESUMO: O Brasil € o maior produtor e exportador de café no cenario mundial, além de ser o segundo maior mercado
consumidor da bebida, atrds apenas dos Estados Unidos. Pesquisas estdo em desenvolvimento para aumentar o
conhecimento genético de cafeeiros relacionada com a qualidade do produto. A qualidade da bebida é diretamente
influenciada pelos compostos quimicos presentes no gréo de café, como por exemplo, &cidos clorogénicos (CGAS) que
sdo relacionados a adstringéncia da bebida. Visando uma maior compreensdo dos mecanismos moleculares e genéticos
associados a producdo dos CGAs, os objetivos deste trabalho sdo: i) identificar dos genes da via de biossintese dos
CGAs; i) caracterizar o perfil transcricional in silico para alguns genes candidatos. Neste estudo foi utilizada uma
montagem de Novo do transcriptoma de C. arabica e 0s seus respectivos 65,480 unigenes obtidos através de RNA-Seq
de folhas, flores e de persiperma de frutos em diferentes fases de desenvolvimento. Foram identificados 45 genes
candidatos para a via de biossintese dos CGAs, os quais incluem todos os principais genes descritos para esta rota
metabolica (fenilalanina amonialiase, cinamato 4-hidroxilase, 4 couramato CoA ligase, 4-couramato 3-hidroxilase,
hidroxicinamoil quinato transferase e cafeoil-CoA O-metilttransferase).
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IDENTIFICATION AND CHARACTERIZATION OF GENES RELATED TO
CHLOROGENIC ACIDS BIOSYNTHESIS IN Coffea arabica L.

ABSTRACT: Brazil is the largest producer and exporter of coffee worldwide. It is also the second largest coffee
consumer market. Several studies are underway in order to increase the genetic knowledge related to coffee quality.
Cup quality is directly influenced by biochemical compounds present in coffee beans, such as chlorogenic acids (CGAS)
that infer astringency properties to the beverage. In order to better understand the molecular and genetics mechanisms
involved in the CGAs production, the main goals of this work are to: i) identify CGAs candidate genes; ii) characterize
the transcriptional profile of these candidate genes In this study, we used a panel of 65,480 unigenes generated by an de
Novo Assembly of C. arabica transcriptome data (RNA-Seq) obtained from leaves, flowers and fruit perisperm in
several development stages. 45 candidate genes were identified as being related to CGAs biosynthesis, which includes
all genes already describe in the literature for this metabolic pathway (phenylalanine ammonyaliase, cinnamate 4-
hydroxylase, 4-coumarate CoA ligase, hydroxycinnamoyl-Coenzyme A shikimate/quinate, p-coumaroyl
shikimate/quinate 3'-hydroxylase and Caffeoyl-CoA O-methyltransferase).
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INTRODUCAO

O estudo molecular de genes envolvidos em rotas metabolicas dos principais componentes quimicos do café, visa
identificar genes candidatos e aumentar o conhecimento sobre as suas influéncias na qualidade da bebida. Esse estudos
podem gerar marcadores seja para caracterisiticas relacionadas a bebida ou para rastreabilidade do produto. Uma maior
qualidade ou mesmo um diferencial rotas metabdlicas podem agregar valor ao produto final, visando beneficiar o
produtor e o consumidor (Shi et al., 2011).

Os acidos clorogénicos (CGASs) sdo precursores da sintese de lignina e estdo relacionados com a protecdo da planta
contra estresses hioticos e abidticos (Kochko et al., 2003; McCarthy et al., 2007). Eles estdo também relacionados com
a salde humana devido as suas propriedades antioxidantes (Bakuradze et al., 2011).

Para identificar genes de interesse agrondmico e caracterizar 0s seus respectivos perfis de expressdo, uma das
estratégias utilizadas é acessar as informacdes obtidas por um sequenciamento de alto desempenho de RNAs (Dudareva
et al., 2013). Esta tecnologia gera um grande volume de informacgdes e pode ser obtido a um baixo custo e em um curto
periodo de tempo. O objetivo desse trabalho € a identificacdo e caracterizagao do perfil transcricional in silico dos genes
relacionados aos CGAs em C. arabica.



IX Simpésio de Pesquisa dos Cafés do Brasil
24 a 26 de junho de 2015, Curitiba - PR

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados um painel de 65,480 unigenes gerados pela montagem de Novo de um transcriptoma de C. arabica
(Pereira & Ivamoto et al., 2015).

A busca de genes candidatos para as vias de biossintese dos acidos clorogénicos foi realizada através de comparacdes
nucleotidicas e proteicas através da ferramenta BlastN e BlastX, respectivamente. Foram utilizadas como parametros de
selecdo os seguintes parametros: i) e-value menor que 1e-30; ii) pontuacdo de score maior do que 400; iii) Tamanho da
sequéncia proteica maior do que 300 aminoacidos. Os perfis transcricionais foram determinados utilizando valores
normalizados de RPKM, e as imagens foram obtidas com o software Genesis.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram identificados 45 genes candidatos para a via de biossintese dos acidos clorogénicos (tabela 1). Os resultados
incluem os genes: fenilalanina amonialiase (PAL), cinamato 4-hidroxilase (C4H), 4 couramato CoA ligase (4CL), 4-
couramato 3-hidroxilase (C3°H), hidroxicinamoil quinato transferase (CQT) e cafeoil-CoA O-metiltransferase
(CCoAMOT).

Tabela 1: Genes Candidatos identificados para a biossintese de CGAs

Nome do Gene NuUmero de Genes Descricao da Proteina Ndmero EC
CaPAL 3 Fenilalanina amonialiase 4.3.15
CaC4H 3 Cinamato 4-hidroxilase 1.14.13.11
Ca4CL 5 4 couramato CoA ligase 6.2.1.12
CaCQT 14 Hidroxicinamoil quinato transferase 2.3.1.133

C3'H 17 4-couramato 3-hidroxilase 1.14.13.36

CaCCoAMOT 3 Cafeoil-CoA O-metilttransferase 2.1.1.104

Os genes candidatos identificados possuem fung¢Bes importantes para as etapas de biossintese dos CGAs, as quais
podem ser observadas na figura 1.

HgN  ©

C)j_e Phenylalanine
OH
o
Cinnamate
OH
o

can l C3'H

o
3 aH Caffeic Acid
_DJ—?OH Coumarate ©H

OH
oA
ACL l
l acL
< (o)
Coumaroyl-CoA Caffeoyl-CoA
©OH SCoa OH SCoa
+ OH +
Quinic Acid Quinie Acid

cQr lg \\ car

OH—D—ﬂG-QuinIGMd CS‘H -~

OHpﬂG—Quinln Acid
H CGAS

Figura 1: Biossintese dos acidos clorogénicos (CGAs). Fenilalanina amonialiase (PAL), cinamato 4-hidroxilase (C4H), 4 couramato
CoA ligase (4CL) 4-couramato 3-hidroxilase (C3’H) and hidroxicinamoil quinato transferase (CQT). Ivamoto et al., 2013.
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O padréo de atividade transcricional encontrada para os 45 genes candidatos ao longo do desenvolvimento dos frutos de
café podem ser observados na figura 2. Os érgaos analisados por este trabalho foram flores, folha e perisperma de frutos
nos cinco primeiros estadios de desenvolvimento (30, 60, 90, 120 e 150 dias ap6s a floradas-DAF).

O perfil de expressao génica observado para todos genes de PAL e 2 C4H, em flores, folhas e frutos nas etapas iniciais
de desenvolvimento foram elevados. Além destes, os genes CaC4H2 e CaC3H14 apresentaram um padrdo de expressao
estavel e alto em todos os o6rgdos/tecidos analisados. Ca4CL1 e CaC3H13 apresentaram um padrdo interessante de
expressdo, eles foram expressos em folhas e perisperma, porém, apresentaram uma baixa atividade transcricional em
flores.

Por outro lado alguns dos genes apresentaram maior atividade de acordo com o érgao analisado, por exemplo, para os
genes CaC3H9, CaC3H11, CaCQT3 e CaCQT10 foram detectados um numero maior de transcritos em flores. Os genes
CaC3H2, CaC3H3, CaC3H6, CaC3H15 e CaCQT5 foram trancritos pricipalmente em folhas. E para o gene CaC3H17
foi observado uma maior atividade transcricional na fase inicial de desenvolvimento do persiperma dos frutos .
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Figura 2: Padrdo de atividade transcricional dos 45 genes candidatos identificados para a via de biossintese dos CGAs. A cor
vermelha indica que o gene estava transcrionalmente ativo, e a cor preta indica que o gene estava transcricionalmente inativo neste
determinado 6rgéo e/ou tecido analisado.

CONCLUSAO

Foram identificados 45 genes relacionados com a foram¢édo de CGAs em flores, folhas e frutos. O padrao transcricional
permitiu identificar genes com atividades especificas assim como constitutiva.
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