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Caracterizacdo genética e molecular do guaranazeiro (Paullinia cupana

“sorbilis”)
Autor: Danival Vieira de Freitas
Orientador: Dr. Spartaco Astolfi Filho
Co-orientador: Sérgio Ricardo Nozawa
RESUMO

A espécie Paullinia cupana originaria da Amazonia, € dividida em duas
variedades, P. cupana var. cupana (Venezuela e Colémbia) e P. cupana var. sorbilis
(Brasil). Os poucos estudos com 0 guaranazeiro concentraram, principalmente, nos
seus aspectos botanicos, no seu melhoramento e em testes experimentais sobre o
efeito de seu extrato para fins terapéuticos. O objetivo principal do presente trabalho
foi ampliar o conhecimento sobre as informacdes basicas do ponto de vista genético
e molecular do guaranazeiro. Deste modo foi proposto: (1) determinar o cariotipo e o
tamanho do genoma da planta (P. cupana var sorbilis); (2) caracterizar e validar
sequéncias expressas em seus frutos, e em especial as das enzimas relacionadas
com a sintese de cafeina (N-metiltransferases); (3) determinar o seu numero de
copias; (4) determinar o padrdo de expressdo em diferentes orgaos/tecidos. A var.
sorbilis apresentaou elevado numero de cromossomos (2n = 210) e conteudo de
DNA (2C = 22,5 pg DNA/células). A analise do cariograma mostrou que 0S
cromossomos estdo agrupados em dois conjuntos, um tetrapléide e outro
hexaploide. O sequenciamento de transcritos gerou um banco com 15.387 ESTSs,
distribuidas em 2.628 contigs e 5.969 singletons. Entre estas estdo as enzimas que
participam das vias de sintese da cafeina sintase, sendo o melhor hit com as

sequéncias de N-metiltransferases, aqui denominadas GNMT. As andlises indicam
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gue a sequéncia GNMT é homdloga as N-metiltransferases da via biossintética da
cafeina de outras espécies tais como café (Coffea arabica and C. canephora), cacau
(Theobroma cacéo), e cha verde (Camellia sinensis). O nimero de cépias génicas
da N-metiltransferase da GNMT presentes no genoma do guaranazeiro foi cerca de
trés vezes mais copias que os espécimes selvagens (guaranarana, Paullinia sp). O
fruto do guaranazeiro com 70 dias de desenvolvimento tem o maior nivel de
transcritos da GNMT, sendo que o numero de transcritos aumentou gradualmente
com o processo de maturacdo do fruto do guaranazeiro. Os resultados aqui
discutidos sédo especialmente interessantes e podem colaborar com a
experimentacdo cientifica que estdo, aos poucos, comprovando as propriedades

medicinais atribuidas ao guarana e seu extrato obtido do p6 de suas sementes.
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Genetic and molecular characterization of guaranazeiro (Paullinia cupana
“sorbilis”)

Author: Danival Vieira de Freitas

Advisores: Dr. Spartaco Astolfi Filho & Sérgio Ricardo Nozawa

ABSTRACT

Paullinia cupana is originary from Amazon and is divided in two different varieties, P.
cupana var. cupana (Venezuela and Colombia) and P. cupana var. sorbilis (Brazil),
this last one is the true guarana plant. The few studies on this plant are concentrated,
mainly, in its bothanical aspects and effects of its seed extract over some medical
experimentation. The main objective of this work was to amplify knowledgment over
those informations about the guarana plant, moreover by the means of genetic
molecular. Aiming the following propositions: (1) to determine the guarana plant (P.
cupana var sorbilis) caryotype and its genome size; (2) to characterize and validate
sequences expressing in the guarana berries, gathering especial information on
those related with caffeine synthesis (N-methil-transferases); (3) to determine its (N-
methil-transferases) copy number in the plant genome; (4) to determine its (N-methil-
transferases) expression patterns in different organs/tissues. The results showed an
elevated number of chromosomes (210) and DNA content (2C = 22.5 pg DNA/cell).
The caryogram analysis presented two sets of chromosomes, one tetraploid and
other hexaploid. The transcripts sequencing yield a 15,387 ESTs databank, grouped
in 2,628 contigs and 5,969 singletons. Among these are enzymes genes involved in
caffeine synthesis, the so called caffeine sintases. The analysis of these guarana
sequences (denominated GNMT) shows it is homologous to N-methyltransferases of

other species such as coffee (Cofea arabica and C. canephora), cocoa (Theobroma
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cacao), and green tea (Camellia sinensis). Regarding to the number of genome
copies, the guarana plant presented three times more than its native wild plants (the
guaranaranas, Paullinia sp) correlates. Fruits posses the highest level of GNMT
transcript expression when it reach 70 days of development age, increasing the rate
as berries ripening process occurs. These results are especially interesting and can
collaborate with the experimentations in progress course which are proving the

healing properties attributed to this plant and its seed powder extract.
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1. INTRODUCAO GERAL

A espécie Paullinia cupana originaria da Amazobnia é dividida em duas
variedades, P. cupana var. cupana (Venezuela e Colémbia) e P. cupana var. sorbilis
(Brasil) (Lleras, 1992). As duas variedades foram cultivadas pelos indigenas, sendo
a var. sorbilis cultivada no Baixo Rio Amazonas pelas tribos Maués e Andiras, e a
var. typica pelos Barés no Alto Rio Negro (Lleras, 1984). As duas variedades
diferenciam-se principalmente no tamanho, forma e cor do fruto. No alto Rio Negro,
a variedade cupana foi incorporada aos habitos alimentares dos colonizadores e
viajantes da regido, ndo sendo difundida fora de seu habitat natural. No baixo Rio
Amazonas, a variedade sorbilis teve ampla aceitacdo e disseminacdo de suas
sementes, desde a chegada dos primeiros colonizadores, tornando-se uma das
espécies nativas com maior importancia socioecondmica para a regido (Lleras,
1992).

P. cupana var. sorbilis (guaranazeiro) € uma planta perene arbustiva,
trepadeira e lenhosa que pode atingir 10 metros de altura, embora quando cultivada
em areas abertas, cresce no maximo até trés metros (Erickson et al., 1984). O
guaranazeiro € uma espécie com crescente demanda devido as multiplas e
comprovadas propriedades medicinais do extrato do seu fruto (Henman, 1982). O
extrato pode ser utilizado para diminuicdo da massa corporea (Boozer et al., 2001;
Andersen e Fogh, 2001), como estimulante do sistema nervoso central (Espinola et
al., 1997), para melhora do desempenho cognitivo (Espinola et al., 1997; Kennedy et
al., 2004), como afrodisiaco (Antunes et al., 2001), como bactericida e antioxidante
(Mattei et al., 1998; Basile et al., 2005). Além disso, 0 extrato pode também inibir a

hepatocarcinogenese (Fukumasu et al., 2006b), diminuir a agregacao de plaguetas

-12 -
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(Bydlowski et al., 1991) e, proteger contra lesdes gastricas induzidas por etanol
(Campos et al., 2003).

Os poucos estudos celulares e moleculares realizados com o guaranazeiro
concentraram, principalmente, na andlise da diversidade genética através da
avaliacdo morfométrica e molecular. Os resultados reportam reduzida variabilidade
molecular (Sousa, 2003) e alta diversidade morfométrica (Corréa, 1989). Estudos
citogenéticos de P. cupana var sorbilis reporta que a espécie apresenta 210
cromossomos (Freitas et al., 2007). A poliploidia pode conduzir as diferencas
imediatas no tamanho das células, no tamanho dos estdmatos, no tamanho da
planta. A aparéncia imediata destas novas caracteristicas é indicativa de mudancgas
na expressao dos genes, embora as causas desta nova variacdo nao sejam bem
compreendidas (Osborn et al., 2003).

O estabelecimento de um banco de dados contendo informacdes de estudos
de transcriptomas tem proporcionado o desenvolvimento de métodos de analises
globais para o estudo de mudancas na expressao génica, associadas com
importantes processos celulares nos organismos (Fukuda et al., 2008; Canovas et
al. 2004). Devido a grande importancia socioeconémica e a caréncia de estudos
genéticos e moleculares, P. cupana tem atraido consideravel interesse cientifico, por
exemplo, pela “Rede da Amazénia legal de Pesquisas Genbmicas — REALGENE”"
formado por um Consércio de Instituicbes da Amazoénia, apoiado pelo CNPg/MCT,
gue vem estudando o genoma funcional (transcriptoma do fruto) do guaranazeiro
(Angelo et al., 2008).

Muitos eventos relacionados aos fatores de crescimento e desenvolvimento
de plantas ou até mesmo em resposta a varios estimulos sdo resultantes da

alteracdo na expressdo génica. A analise da funcdo do gene necessita,

-13-
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consequentemente, da andlise temporal e espacial dos padrdes de expressdo
génica. A informagcdo mais conclusiva sobre mudancas nos niveis da expressao
génica pode ser obtida através da analise de mudancas qualitativas e quantitativas
dos RNAs mensageiros, proteinas e metabolitos. A determinacdo qualitativa e
guantitativa dos niveis de transcritos de células vegetais permite que genes,
diferencialmente expressos, possam ser identificados e, consequentemente, sua
funcdo metabdlica possa ser investigada. Portanto, o conhecimento da localizacao
celular dos transcritos é essencial, a fim de avaliar a fungdo do gene em um contexto
integrado (Pesquet et al., 2004).

Durante muitos anos, a vasta maioria dos estudos de expressao génica foi
realizada utilizando analises com gel-blots ndo quantitativas ou semi-quantitativas
(Bustin, 2002). A maximizacao da sensibilidade dos métodos de quantificacdo tem
levado ao desenvolvimento de técnicas cada vez mais avancadas, dentre elas o
PCR Quantitativo em Tempo Real (QRT-PCR), porém apenas nos ultimos anos esta
técnica tem sido utilizado como ferramenta nos estudos de expressao génica e
guantificacdo de sequéncias especificas com vegetais (Gachon, 2004). Comparado
aos outros métodos de PCR, o gqRT-PCR é mais especifico, sensivel e reprodutivel
(Freeman et al., 1999; Raeymaekers, 2000).

O objetivo do presente trabalho foi analisar o cariétipo e o conteddo de DNA
do guaranazeiro (Paullinia cupana var. sorbilis), identificar os genes expressos no
seu fruto e, estimar o nimero de copias da N-metiltransferase no genoma, principal
enzima na sintese de cafeina, do guaranazeiro (GNMT) e o nivel da sua expressao

em diferentes tecidos.

-14 -
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral
v' Analisar o cari6tipo e o contelido de DNA do guaranazeiro (Paullinia cupana
var. sorbilis), identificar os genes expressos no seu fruto, além de estimar o
namero de cépias de uma N-metiltransferase no genoma do guaranazeiro e 0

nivel de expresséo génica em diferentes tecidos.

2.2. Especificos

1. Desenvolver um protocolo para isolamento de nucleos do guaranazeiro
(Paullinia cupana var sorbilis);

2. Estimar o conteudo de DNA de Paullinia cupana var sorbilis;

3. Determinar o cariétipo de Paullinia cupana var sorbilis e apresentar um
cariograma com alta resolucéo;

4. Sequenciar, validar, ordenar e anotar as sequéncias expressas (EST’s) no
fruto de Paullinia cupana var sorbilis;

5. Identificar e caracterizar as EST s com homologia para N-metiltransferase
envolvidas na biossintese de cafeina do guaranazeiro (GNMT);

6. Estimar a variagdo do numero de coépias da GNMT no genoma do
guaranazeiro (Paullinia cupana var. sorbilis) e de espécimes selvagens
(guaranaranas - Paullinia sp);

7. Quantificar os niveis de transcritos da GNMT expressos em diferentes
orgaos/tecidos do guaranazeiro (Paullinia cupana var. sorbilis) e de

espécimes selvagens (guaranaranas - Paullinia sp);

-15-
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3. Capitulo I — Os seqgredos moleculares de uma planta lendaria

Artigo de apresentacédo do guaranazeiro publicado na Ciéncia Hoje (2009) 43:

31-35.

Indramara Lobo de Araudjo (Programa de Poés-graduacdo em Desenvolvimento Regional), Danival
Vieira de Freitas (Laboratério de Expressdo Génica, Centro Universitario Nilton Lins e Programa -
Multi-institucional de Po6s-graduacdo em Biotecnologia, Universidade Federal do Amazonas), Carlos
Gustavo Nunes-Silva (Laboratério de Expressédo Génica, Centro Universitario Nilton Lins), Spartaco
Astolfi-Filho (Laboratério de Tecnologia de DNA, Centro de Apoio Multidisciplinar - Universidade

Federal do Amazonas)

3.1. Sinopse

Quando os primeiros europeus chegaram ao Brasil, os indios jA consumiam o
guarana como alimento e em seus rituais religiosos. O guarana, natural da
Amazonia, era utilizado pelos povos indigenas como estimulante e revigorante. Hoje
em dia o uso da semente do Guarana se difundiu como fitoterapico rico em cafeina e
estimulante do sistema nervoso central. Além da cafeina, a semente do Guarana
contém amido, proteinas, 6leo fixo e matérias aromaticas, resinosas e pépticas. O
Guarana também é usado como tbnico geral e no combate ao estresse. As
propriedades terapéuticas e estimulantes do guarana descrito na farmacopéia
baseada no conhecimento indigena tradicional estdo sendo comprovadas
cientificamente por pesquisadores atraidos pela grande importancia socioecondmica

e medicinal dessa planta.

-16 -
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“ GENETICA NEGETAL
..

¥
Os,;segredos mol ecl

4
0 guarana (Paullinia cupana) & uma planta origindria da bacia amazonica,
Seu nome popular é uma derivagdo da palavra indigena wara'nd,
que significa ‘arvore que sobe apoiada em outra’, ja que, na flo-
resla, o guarana desenvolve-se como uma trepadeira. A espécie
tem duas variedades: P cupana variedade {ypica, que ocorre na
Venezuela, na Colombia e no Brasil (na regido do alto rio Ne-
gro), e P. cupana variedade sorbilis, conhecida como o guarand
verdadeiro e encontrada na drea central da Amazonia brasilei-
ra, principalmente na regidgo de Maués, municipio no leste do
Amazonas. As diferengas principais entre as duas estdo no ta-
manho, na forma e na cor do fruto. Ambas foram domesticadas
por grupos indigenas: a sorbilis pelos Maués e Andiras, no baixo

INOLSA TEOM R 004

rio Amazonas, e a tfypica pelos Barés, no alto rio Negro. ’

janeiro/fevereiro de 2009 * CIENCIA HOJE * 31

-17 -
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GENETICA YEGETAL

Fm seu estado natural, nas malas, o guaranazeim
cresce como uma trepadeira, apoiando-se nas drvores
para atingir a parte superior da cobertura florestal,
a cerca de 30-40 m do solo. Quando cultivado em
campo aberto, porém, é arbustivo, alcancando no
méximo 3 m de altura. A planta tem folhas grandes,
de um wverde escuro acentuado, e frutos arredonda-
dos, que surgem em cachos vermelhos ou amarelos,
parecidos com as ramas de café maduro. A semente
tnica, preta e brilhante, é o produto utilizavel da
planta. Quando o fruto amadurece, a casca rompe-
se espontaneamente e a semente, envolta em uma
polpa branca (o arilo), fica exposta, dando aos frutos
a aparéncia de um olho. Os frutos, depois de colhi-
dons, sao amontoados ou acondicionados em sacos
por trés dias, para que fermentem, o que facilita a
retirada da casca. Apds o despolpamento, as semen-
tes 580 torradas e moidas.

O Brasil é o tnico produtor comercial de gua-
rand do mundo, embora existam pequenas dreas
plantadas, para subsisténcia, na Venezuela e no

Plantagio de Peru. A produgio brasileira de améndoas (sementes)
guaranazeiras & atualmente de cerca de 3 mil toneladas anuais,
no Amazonas e hd possibilidade real de expansdo, o que repre-

sentaria um importante reforgo para a economia
regional. O guarand é exportado em forma de xa-
rope, pd, refrigerantes e outros subprodutos, e en-
tre os paises compradores estdo Japdo, Alemanha,
Italia, Inglaterra, Estados Unidos e Espanha. A
perspectiva de aumento nas exportagoes & otimis-
ta, porque é um produto natural e exdtico, apelos
fortes no mercado atual, somando-se a isso a com-
provagio cientifica de suas propriedades terapéu-
ticas e a determinagiao de empresas brasileiras de
difundir o consumo do refrigerante sabor puarana
em outros paises.

A lenda do guarana

Conta a tradigao oral dos indios da etnia Sateré-Mawé
que um casal de indios maués vivia ha muitos anos
sem ter filhos, mas desejava muito uma crianca. Um
dia, o casal pediu que Tupd, o ‘rei” dos deuses, lhe
daesse um filho, para completar sua felicidade. Tupa,
sabendo que o casal era cheio de bondade, atendeu
o desejo, e nasceu um lindo menino. O tempo passou
£ 0 menino cresceu bonito e peneroso.
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No enlanto, Jurupari, o deus da escuridéo, sen-
lia uma exlrema inveja do menino e da paz e fe-
licidade que ele transmitia. Um dia, o menino foi
coletar frutos na floresta e Jurupari aproveilou a
ocasido para lancar sua vinganga. Transformou-se
em uma serpenle venenosa e mordeu o menino,
malando-o instantaneamente. A (riste nolicia es-
palhou-se rapidamente. Nesse momento, Lrovdes
ecoaram e forles reldmpagos cairam sobre a aldeia.
A maée, que chorava em desespero, enlendeu que
os lrovoes eram uma mensagem de Tupa, dizen-
do que ela deveria plantar os olhos da crianca,
dos quais uma nova planla cresceria dando sabo-
rosos frutos. Os indios obedeceram aos pedidos
da méae e plantaram os olhos do menino. Nesse
lugar cresceu o guarand, cujas semenles sdo ne-
gras, cercadas pelo arilo branco, lembrando olhos
humanos.

Uma planta ‘milagrosa’

O primeiro relato escrito sobre essa planta e sua
importadncia é do jesuila Jodo Felipe Bellendorf
(1625-1698) por volta de 1669. Bettendorf chegou
ao Pard em 1661, enviado pelo também jesuita An-
lonio Vieira (1608-1697) para fundar uma missao
na lribo dos tapajés, na confluéncia dos rios Tapa-
jos e Amazonas. Essa missdo deu origem a cidade
de Santarém (PA). Ele dizia que o povo Andira fa-
zia uso da planla, tida como ‘milagrosa’, secando

e pisando o frulo, e fazendo com ele bolas, pelas
quais tinham o mesmo apreco que os brancos por
ouro. Com o auxilio de uma pedra, eles desfaziam
a bolinha (améndoa seca e pisada) em uma cuia
com Adgua e ingeriam o liquido. Essa bebida, nas
palavras do jesuila, “d4 tanla forga que, indo & caca,
um dia alé oulro, ndo sentem fome, além do que
tiram febres, cdibras e dores de cabega”.

Por volta de 1810, dois naturalistas europeus, o
aleméo Friedrich Alexander von Humboldl (1769-
1859) e o francés Aimé Jacques Bonpland (1773-
1858), foram os pioneiros a colelar o guarana para
estudos, ao passarem pela Venezuela. A descricdo
e a classificacdo cienlificas da espécie, porém, sé
foram feitas em 1823 pelo botanico alemao Karl S.
Kunth (1788-1855), com base em plantas coleladas
por Humboldt e Bonpland. Kunth incluiu o guara-
néd na familia Sapindaceae e deu a ele o nome
cientifico de Paullinia cupana. Em 1818, em suas
andancas pelo baixo Amazonas, naregido de Maués,
oultro alemdo, o botanico Carl Friedrich von Martius
(1794-1868), colelou novamenle o guarand e o
batizou, em livro também de 1823, como Paullinia
sorbilis, mas depois reconheceu como pioneiro o
nome dado por Kunth.

Martius isolou das sementes uma substancia
cristalina, amarga e branca, com propriedade fisio-
légica marcante. Essa substancia foi denominada
‘guaranina’ e, mais larde, renomeada como ‘cafeina’.
O guarand, porém, contém grande variedade de
substancias. O Institulo de Tecnologia de Alimentos,
do governo do estado de Sdo Paulo, analisou a se-
mente (améndoa) do guarand e delerminou sua
composicdo quimica (ver Allo teor de cafeina’).

A ciéncia confirma a tradicdo

O conhecimento acumulado pelos indios a respeilo
do guarand foi transmitido oralmenle aos coloni-

zadores e seus descendentes (comunidades ribeiri-
nhas] e posteriormente relatados em obras elnobo-
tAnicas, como, por exemplo, o Diciondrio das plan-
tas iteis do Brasil, langado em 1926 pelo botanico
portugués Manuel Pio Correia (1844-1934). Essas
informacgdes serviram de base para a realizagio de
inimeros estudos cienlificos sobre o guarand, que
comprovaram os conhecimentos tradicionais dos
povos indigenas da Amazoénia sobre as propriedades
de Faullinia cupana variedade sorbilis.

A suposicdo de que o sucesso na descoberla de
novos fdrmacos seria maior a parlir de pesquisas
etnodirigidas, ou seja, gue levassem em conla os
saberes e pralicas tradicionais, levou a um aumento
significalivo nos estudos sobre o guarand. Ja foram
comprovadas cientificamente propriedades antioxi-
dantes (reducdo de radicais ldxicos de oxigénio],
antimutagénicas (inibicdo de multacgdes) e antineo-
pléasicas (inibicdo do surgimento de lumores malig-
nos). Estudos confirmaram ainda que o guarand
melhora a atividade molora, retardando a fadiga e,
em consequéncia, aprimorando o desempenho fi-
sico, sobretudo em atividades de longa duracio;
ajuda a melhorar a performance cogniliva e a redu-
zir a perda de memdria em portadores do mal de
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ALTO TEOR DE CAFEINA

A anilise de uma amostra de améndoa de guara’né (ma-
téria seca) feita pelo Instituto de Tecnologia de :M_lmenfo«_::
de Campinas (SP), mostrou a seguinte compo?lgao m:;;\)
ca: amido (40%), proteina bruta (12,4%), tam‘no (10, ; =
umidade (6,82%), aclicares totais (6,2%), aglicares reé u
tores (4,4%), cafeina (2,97%), fibras (2,’87%‘], matéria
graxa (2,48%) e cinzas (1,55%), além das wtamlnads A (2:'&5-
Ul por 100 §) e B1 (ou tiamina, 0,57 mg/100 g), e d0S =
mentos potassio (609 mg /100 g), fésforo (144 mg/100 n,_
célcio (92,3 mg/100 g) e ferro (6,2 mg /100 g). Nas jseme a
tes, a cafeina pode variar de 2,5% a 5% da [naténa seca.
0 extrato do guarana contém, além da cafema,’a ’teobro-
mina e a teofilina, alcaldides com moléculas similares &
também com efeitos estimulantes (as sementes de r.ar.atu
tam maior teor de teobromina e o cha verde e ocl?é preto
tém maior teor de teofilina). O guarana contém am.d'a plo-
lifendis (substancias com agao antioxidante, antl\:'l r? e
bactericida), além de outros tipos de compostos quimicos
de interesse farmacoldgico. A cafeina é encontrada em
muitas plantas, varias delas consumidas pelos humanos;
como café, erva-mate, ché, coca e cacau, mas 0 guarant
& aque apresentaa maior concentracdo desse composto

- praticamente 3,5 vezes maior do que nos graos de café

da espécie arabica.

* CIENCIA HOJE » vol. 43 * n? 256

Alzheimer (propriedades neuroprotetoras); e reduz
em alé 31% a agregacdo de plaguelas que causam
lrombose, o que ajuda a proteger os vasos sangui-
neos da alerosclerose. A cafeina presenle no frulo
neulraliza o efeilo da adenosina no metabolismo das
células de gordura, inibindo a geracdo de mais gor-
dura (o que a lorna muile alil em produlos, por
exemplo, conlra a celulite). J4 o exlralo é capaz de
reduzir o apelile, contribuindo para a perda de peso.
A maioria desses efeilos era descrita, de forma indi-
rela, pelo conhecimenlo indigena.
As pesquisas vém sendo realizadas, no Brasil e
no exlerior (Estados Unidos, Reino Unido, llalia e
oulros locais), nos Gltimos 20 anos. Em 1988 e 1991,
por exemplo, o brasileiro Sérgio P. Bydlowski e equi-
pe revelaram que o exlralo de guarana previne a
alerosclerose e lem acdo anlicoagulanle em animais
de laboratério. Ouiros estudos utilizaram voluntarios
humanos, como os que confirmaram os efeilos con-
Ira a fadiga (em 1995, pelo norle-americano Lawren-
ce Spriel e equipe), conlra a perda de memdria (em
2003, pela brasileira Maria Teresa S. Trevisan e
equipe, e em 2004, pelo inglés David O. Kennedy
e equipe) e de inibicdo do apelile (em 2005, pelos
norte-americanos Aleda M. Hess e Donald L. Sulli-
van). Culturas de células também foram empregadas
em oulras invesligagdes sobre o guarana. Mais re-
cenlemente, em 2006, o brasileiro Heidge Fukumasu
e equipe descobriram, em animais de laboratério,
que o guarand previne o cancer de figado — proprie-
dade nédo prevista pelo conhecimento (radicional.
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Produg¢do de guarand no Brasil e nos trés principais
estados produtores, de 1999 a 2007,
segundo dados do IBGE e do Ministério da Agricultura

Os segredos genéticos

Os maiores desafios para o aumenlo na producio
sdo as doencgas que alingem o guaranazeiro e que,
de tlempos em lempos, assolam a regido de cultivo
no Amazonas. Essas doencas, que consliluem um
grande gargalo para a expansdo da cultura na regido,
alrairam a atencdo de cenlros de pesquisa, princi-
palmente a Embrapa Amaz6nia Ocidental, vincula-
da & Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria
(Embrapa). A Embrapa Amazonia Ocidental coor-
dena o programa de pesquisa dedicado ao guarana,
estruturado em duas linhas bésicas (recursos e me-
lhoramento genético e manejo cultural) e desenvol-
vido na sede da instituigdo, no Campo Experimental
de Maués (AM) e em oulras estagdes experimentais.
Esses projetos, incluidos no Programa Nacional de
Pesquisa, visam desenvolver sislemas sustentaveis
de producéo de matérias-primas, originarias de cul-
turas regionais ndo irrigadas. A énfase é dada na
criacdo de variedades com caracleristicas genéticas
que permitam melhor adaplagido aos ecossistemas
amazonicos, visando reduzir custos de producio e
conlrolar doencas e pragas.

A grande imporlancia socioeconomica do guara-
nazeiro na regido atraiu também o interesse cien-
tifico da Rede da Amazénia Legal de Pesquisas
Genomicas (Realgene), formada por um consércio
de instituicoes de pesquisa e apoiada pelo Minis-
tério da Ciéncia e da Tecnologia e pela Fundacao
de Amparo a Pesquisa do Eslado do Amazonas. Re-
centemente, a Realgene finalizou os estudos sobre
o tamanho do genoma (quantidade de DNA) de P
cupana sorbilis, o nimero de cromossomos (0s ‘pa-
cotes’ em que o genoma se divide) e seu genoma
fundional (o conjunto de genes expressos no fru-
lo, ou seja, que contém as informacdes necessirias
para a producio de proleinas e oulras moléculas —
também chamado de transcriptoma).

O objetivo principal da Realgene, com o sequen-
ciamento do genoma funcional do guarand, foi o de
ampliar o conhecimento basico sobre essa planta,
do ponto de vista genético e molecular, incluindo a
descoberta de genes responsdveis por processos
melabdlicos importantes. O trabalho, do qual parti-
ciparam trés dos autores deste artigo, foi publicado
na revista cientifica Plant Cell Reports, e idenlifica
08 genes expressos em lrés diferenles fases de ma-
turacgdo do fruto. Esse estudo possibilitou a desco-
berta da expressdo de genes importantes, como os
de resisléncia a inselos e ao estresse hidrico, e os
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que contém informacdes para a producdo de enzi-
mas-chave de rolas metabdlicas relevanles, como as
de sintese da cafeina, do belacaroleno (composto
precursor da vitamina A) e da chalcona (substéncia,
segundo alguns autores, com efeilo cicalrizanle e
anliinflamaltério), entre outras.

O conhecimento da estrutura de genomas é cada
vez mais importante para a compreensio da evolu-
cido dos genes e para a sua modificacdo, visando
obter plantas mais resistentes e/ou produtivas. O
estudo sobre a estrutura do genoma do guarana re-
velou um conjunto de cromossomos (caridtipo) com
210 unidades e cerca de 23 milhdes de pares de
bases — qualro vezes o tamanho do genoma humano.
Esse grande nimero de cromossomos do guarana,
no entanto, conlrasta com o cariétipo das oulras
plantas do género Paullinia, pois todas as sele es-
pécies ja estudadas (ém apenas 24 cromossomos. O
guarand, porlanto, apresenta poliploidia (multipli-
cacido do nimero de cromossomos), fendmeno que
talvez seja resultado do longo processo de domesti-
cacdo dessa planta pelos nativos.

Os antigos conhecimentos a respeito do guarana,
muitos deles comprovados em estudos cientificos,
somados as novas informacdes sobre seu genoma,
podem direcionar a pesquisa no sentido de descobrir
os principios ativos de Paullinia cupana e possibi-
litar a descoberta ou o desenvolvimento (a parlir
dos compostos presentes na planta) de novos fito-
farmacos. Também podem facilitar o melhoramento
genélico da espécie, tanto para aumentar sua pro-
dutividade quanto para reforgar sua resisténcia a
doencas, pragas e estresses ndo biolégicos (periodos
de falta de dgua, por exemplo). A descoberta de
novas propriedades e a comprovacdo das proprie-
dades descritas na farmacopéia popular nos fazem
entender por que os indigenas consideram a plan-
la ‘magica’, a ponto de utiliza-la em alguns de seus
principais rituais e de, ao longo do tempo, terem
promovido a domesticagdo e o melhoramento gené-
lico da espécie. o
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4. Capitulo Il — Cariétipo com 210 cromoSSOmos No guaranazeiro

(Paullinia cupana var. sorbilis)

Artigo publicado na Journal Plant Research (2007) 120:399-404.

4.1. Sinopse

Este trabalho reporta o cariograma e a analise do tamanho do genoma de Paullinia
cupana var. sorbilis, fornecendo a caracterizagdo morfolégica dos cromossomos e 0
contetudo de DNA. A quantificacdo do tamanho e estrutura do genoma séo cruciais
para a compreensao global de um organismo e, diante dos avancos biotecnologicos,
estes estudos tém sido importantes para avaliar a cobertura de uma biblioteca
genbmica, estimar o niamero de coépias de um determinado gene no genoma, e
desenvolver estratégias para a clonagem de genes baseado no mapeamento do
genoma. Os resultados mostraram elevado niumero de cromossomos (2n = 210) e
conteitdo de DNA (2C = 22,5 pg DNA/célula). Estudos citologicos na familia
Sapindaceae tém concentrado, principalmente, na diversidade do nimero (2n =14 a
96) e tamanho dos cromossomos. No género Paullinia, sete espécies tiveram o
cariotipo estudado e todas apresentaram 2n = 24 cromossomos. Estes dados
permitiram considerar que o cariotipo do guaranazeiro, em funcdo do numero e do
tipo de cromossomos, € de origem complexa, que incluiu em sua génese eventos de

poliploidizac&o e rearranjo do conjunto de cromossomos.
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Abstract The genus Pawllinia includes the economi-
cally important P. cupana, known as guarana in Brazil
and more recently in the world market. Native Amer-
icans of the Maué and Andird tribes cultivated P. cu-

pana ‘Sorbilis’ in central Amazon, and the Barés
cultivated the ‘“Typica’ variety in the upper Negro River
(Brazil). Cytological studies in the Sapindaceae family
have concentrated on the diversity in number (from
2n = 14 to 96) and size of the chromosomes. In Paulli-
nia, seven species have been karvotyped and all show
2n = 24, Meristem maceration, cellular dissociation and
air-dryving techniques were used for cytogenetic prep-
arations and DNA content was determined by flow
cytometry. Chromosome characterization and DNA
content of Paullinia cupana Kunth ‘Sorbilis® (Mart.)
Ducke (Sapindaceae) were studied. The high chromo-
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some number (2n = 210) fall into two cytomorpholog-
ical groups: (a) a metacentric and submetacentric group
showing 25 sets of three pairs of chromosomes (2-76);
(b) a group containing only acrocentric showing 12 sets
of two pairs of chromosomes (82-105), a homologous
submetacentric pair (1) and an acrocentric pair (81).
Mean nuclear DNA  content of guarand was
2C = 22.8 pg. A karyogram was set up showing a high
chromosome number complement.

Keywords Chromosome number - C value -
Flow cytometry - Guarana - Polyploidy -
Paullinia cupana *Sorbilis’

Introduction

Sapindaceae is a tropical and subtropical family with
140 genera and approximately 1,800 species (Judd
et al. 2002). Radlkofer (1931-1934) recognized 14
tribes, among which Paullinieae (6 genera with 430
species) is the only one with a climbing habit. The
genus Paullinia includes 180 species of neotropical li-
anas, except for Paullinia pinnata, which also occurs in
the African tropics. This genus contains the economi-
cally important P. cupana Kunth, known as guarana in
Brazil and more recently in the world market. The
species originated in the Amazon and is divided in two
varieties, which differ mainly in fruit size, shape and
colour: P. cupana “Typica’ Ducke (Venezuela and
Colombia) and P. cupana “Sorbilis® (Martius) Ducke
(Brazil), the true guarand (Radkofer 1895; Lleras
1992). Native Americans of the Mau¢ and Andira
tribes cultivated ‘Sorbilis’ in central Amazon. and the
Barés cultivated *Typica’ in the upper Negro River in

@ Springer
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northwestern Amazon. In the latter area. the variety
‘Typica’ was incorporated into the food habits of col-
onizers and travellers, without spreading outside of its
original distribution. In central Amazon, the *Sorbilis’
variety became much more widely accepted, and is
now a native species with great social and economic
importance (Lleras 1992).

Paullinia cupana *Sorbilis’ (guarand) is a climbing,
woody, perennial vine that can reach 10 m in height,
although it grows only to 3 m in the form of a
spreading shrub when cultivated in open areas. The
native people of central Amazon prepare a stimulating
beverage from the caffeine-rich seeds (Henman 1982).
Nowadays, guarand is increasingly on demand for the
multiple and medically proven properties of its seed
extract, used as a weight reducer (Boozer et al. 2001), a
memory enhancer and stimulant of the central nervous
system (Espinola et al. 1997), an aphrodisiac {(Antunes
et al. 2001), a bactericide, an antioxidant (Basile et al.
2003) and for protection against gastric injuries caused
by ethanol (Campos etal. 2003). The short-term
medicinal effects of guarana in humans and other

mammals are generally due to its high concentration of
caffeine and other alkaloids., as well as considerable

amounts of tannin (Sombra et al. 2005).

To date, cytological studies in the Sapindaceae
family have concentrated on the diversity in number
and size of the chromosomes (Ferrucci 2000). Re-
ported numbers vary from 2n = 14 in Cardiospermum
integerrimum Radlk. (Ferrucci 1989) to 2Zn =96 in
Melicoccus lepidopetalus Radlk. (Ferrucci and Solis
Neffa 1997). The Paullinieae tribe presents an almost
complete ancuploid series from x = 7 to 13, and some
higher basic numbers (e.g.. x = 15 and 16). In Paullinia,
seven species have been karyotyped and all show
2n = 24, The genome size of these Paullinia species
was not determined. In the Sapindaceac family
only four species have been analyzed: Blighinia
sapida Kon. (2C = 1.8 pg DNA), Sapindus trifoliatus
L. (2C = 1.1 pg DNA), Hemigyrosa canescens Thew.
(2C=18 pg DNA) and Litchi chinensis Sonn.
(2C = 14 pg DNA). In this study we report the kary-
ogram of Paullinia cupana *Sorbilis’, provide a mor-
phological characterization of its chromosomes and its
DNA content.

Materials and methods
Plant material

Seeds from clones of P. cupana *Sorbilis’ kept at the
Embrapa Amazbdnia Occidental germplasm bank in

@ Springer

Manaus { Amazonas, Brazil) were used. At the Federal
University of Vigosa (Minas Gerais, Brazil), the seeds
were sown in a greenhouse at 28°C with appropriate
irrigation routine until germination. Seeds of Vicia faba
ssp. faba ‘Inovec’ (2C = 26.90 pg) and Pisum sativim
L. ecv Citrad (2C =9.09 pg). kindly donated by
Dr. Jaroslav Dolezel (Experimental Institute of
Botany, Czech Republic), were germinated in condi-
tions similar to those of guarand and used as standards
for the DNA content analysis.

Cytogenetic preparations

Roots of guarand secedlings were treated with 3 uM
Oryzalin solution for 3 h at 30°C plus 15 min at
=20°C. They were then washed in distilled water for
15 min and fixed in methanol/acetic acid {Mcrckg)
solution (3:1) at =20°C. After 24 h, the roots were
washed and digested in a Flaxzyme (NOVO
Ferment®)/distilled water solution (1:10) at 35°C for
120 min. Root tips were washed in distilled water for
20 min and again fixed and stored at =20°C. The slides
were propared oy die collwlar dissociatian af appical
meristems and air-drying techniques. The slides were
stained with Giemsa 5% solution in phosphate buffer
(pH 6.8) for 5 min, washed twice in distilled water,
and air-dried at 50°C, as described by Carvalho and
Saraiva (1997).

Image analysis

The images were captured with a video camera
(CoolSnap-PRO™) connected to an Olympus™
BX60 microscope, using a x100 immersion objective,
and processed with the software IMAGE PRO-
PLUS™ version 4.51 (Media Cyhcrncticsg). Chro-
mosome morphology analyses were also carried out
using the Image SXM program (Rasband 1997), and
the karyogram was assembled in a nonconventional
way, with two cytomorphological groups: a metacen-
trics/submetacentrics group and another containing
only acrocentrics separated in the kariogram, in order
to enhance the visual aspects of the unusual karvotype.

Flow cytometry

Tests with Pisum sativum L. cv Citrad (2C = 9.09) as
internal standards were carried out with guarana.
Vigorous young leaves were rinsed in distilled water at
4°C and simultanecously cut into 2 cm?® fragments in
1 mL of modified NIB (Nucleus [solation Buffer,
Saxena and King 1989) solution (0.14 M Dextran

=24 -



,()\ UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS PROGRAMA MULTI-INSTITUCIONAL
N DE POS-GRADUAGAO EM BIOTECNOLOGIA
UFAM

J Plant Res
Fig. 1 Mitotic metaphase of ’
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Pharmacia®, 10 mM MES Sigmaﬁ, 10 mM  NaCl,
10 mM KCI, 0.1 mM spermine Sigmag, 25 mM EDTA
Sigma®, 2.5 mM PVP Sigma®, 0.01% Triton-X 100
Sigma®) at 4°C. The suspension was filtered through a
nylon filter with a 40 wm mesh diameter. then centri-
fuged (100 g for 5 min) and the pellet transferred to
2 mL tubes, and stained with 1.5 mL OTTO Il solution
(Otto 1990) 04 M Na,HPO,12H,0 + 15 uM propi-
dium iodide (PI) + 50 uM RNase (Sigma®), for 10~
15 min in the dark, and analyzed with a Partec PASE
flow cytometer (F'Elrtcl:::g Gmbh, Munster, Germany).
equipped with a Laser source and a series of filters (TK
420, TK 560 and RG 610). The equipment was cali-
brated and aligned using microbeads and standard
solutions according to the manufacturer's recommen-
dations (Partec®). The FlowMax® software (Partec®)
was used for the data analyses. More than 5,000 nuclei
in the foliar samples were analyzed and those with
coefficients of variation above 3% were discarded.
Three independent replications were analyzed on dif-
ferent days and average values of the 2C DNA content
are reported in picograms (pg). The histogram peak of
P. sativum nuclei Gy/(G; was set up for channel 100.

Results
Cytogenetic analysis

Associating cytogenetic techniques of enzymatic
digestion, cellular dissociation and air-drying with
digital image-analysis tools, metaphases with appro-
priate quality for morphological characterization and
karyogram assembly were obtained. Considering the

large number of chromosomes in this species, dozens of
slides were prepared, of which 13 metaphases allowed
unambiguous counting of 210 chromosomes, even
though most of them showed 11-14 overlapping chro-
mosomes, and two exceptionally good metaphases

Table 1 Morphological characterization of the 2n = 210 mitotic
chromosomes of guarand (Pauliinia cupana ‘Sorbilis’)

Chromosomes

Pairs Length® Arm Class® Pairs Length® Arm Class®
ratio” ratio”
1 5.08 1L.77  SM 62-64 1.91 222 SM
24 318 .55 SM 65-67 1.89 207 SM
7 307 .16 M 68-70 1.89 1.84 SM
810 3.03 L2000 M 71-73 1.70 1.56 SM
11-13 3.03 .35 SM T4-Th 1.51 2,19 SM
14-16 2.93 .38  SM 77-78 1.20 1.71 SM
17-19 2.82 .88 SM 79-80 239 1.24 M
-22 2.81 .24 M 81 2,43 1948 A
23-25 2.80 .02 M 82-83  2.08 19.87 A
28 2.79 .56  SM 84-85  2.05 693 A
20-21 2.87 112 M 8687 1.97 1018 A
32-34 2.64 .95 SM 8889 1.94 710 A
35-37 2.61 L M 90N 1.88 211 A
3840 2.61 Lo2 M 92493 1.84 1213 A
41-43 2.43 Loz M 94-95 1.83 0.14 A
H-46 2.34 L34  SM 96-97 1.75 3.681 A
4749 2.30 L6 M 98-99 1.72 706 A
50-52 2.18 224 SM 100-101 1.63 531 A
53-55 2.11 224 SM 102-103 1.61 5.66 A
56-358 2.01 213 SM 104-105 1.20 641 A

59-61 1.97 l.e4  SM

* Mean value of pairs in micrometers
b Arm ratio (long/short)
¢ Class: M metacentric, §M submetacentric, A acrocentric
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Fig. 2 Karyogram of .
cupana "Sorbilis’ assembled
from metaphase
chromosomes shown in Fig. 1.
The assembly was done so as
to highlight relations between
a metacentrics/
submetacentrics group (2-76)
and an acrocentrics group
(82-103). Several pairs
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laps that was disjointed digitally in the image (Fig. 1).

The chromosomes were characterized according to
the arm ratio (long/short) criteria described by Levan
et al. (1964) and revised by Guerra (1986a, b) (Ta-
ble 1). The karyogram was assembled so as to highlight
morphological relations and composition among
groups of chromosomes (Fig. 2). The 210 chromo-
somes appear to be divided into two main groups: (a) a
group containing long (1.5-3.2 um) metacentrics and
submetacentrics (25 sets of three pairs of chromo-
somes, pairs 2-76 in Figs. 2, 3): (b) a group containing
only acrocentrics (12 sets of 2 pairs of chromosomes,
pairs 8§2-105). A homologous submetacentric pair
(1) and an acrocentric pair (81) were distinguished by
their length and for not participating in these two main
groups. Two smaller submetacentric pairs (77 and 78)
and two densely stained metacentric pairs (79 and 80)
were distinguished for forming two pairs of chromo-
somes groupings without being acrocentric (Figs. 2, 3).

Flow cytometry analysis

Flow cytometry of nuclei stained with propidium
iodide generated a histogram of the relative DNA
contents of guarana and the comparative standard. The
histogram presented two dominant peaks correspond-
ing to nuclei in G,/Gy of P. cupana cells (Channel 251)
and Pisum sativum (Channel 100, internal standard
2C =9.09 pg) (Fig. 4). The 2C DNA content of gua-
rana was determined by the peaks relative positions to
standard. The three repetitions using Vicia faba as
standard vielded a mean nuclear DNA content of
2C = 22.8 pg for this guarand species.

@ Springer

The 2n = 210 chromosome number found in this study
is the first report for this species and contrasts dra-
matically with other species of Paullinia reported in the
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Fig. 3 Idiogram showing groups with representative sets of three
pairs of chromosomes (2-76) and sets of two pairs of chromo-
somes (82-105), and the non-grouped chromosomes (1, 77-80
and 81). Bar =35 um
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Fig. 4 Histograms of the relative DNA content analyzed by flow
cytometry of nuclei stained with propidium iodide (FPI). Paullinia
cupanag (2C =22.8 pz) and Pisum sarivum (internal standard,
2C = 9.09 pg). Note that the peak corresponding to Pisum
sativiemn nuclel Go/Gy was calibrated for channel 100

literature, all of which presented 2n = 24 chromosomes
(Mangenot and Mangenot 1958; Semple 1974: Ferrucci
1981; Guerra 1986b: Ferrucci and Solis Neffa 1997;
Ferrucci 2000). Although the cytology of the Sapind-
aceae is poorly known, the presence of plants with high
chromosome number is thought to be rare (Ferrucci
2000). Polyploidy is a key feature in plant evolution,
especially in cultivated plants (Hancock 2005). The
Native Americans who discovered the medicinal and
stimulant properties of guarana would have noticed
these characteristics in a new plant during domestica-
tion and propagated it. creating the “Sorbilis’. In fact,
the legend of the origin of guarand describes exactly
this episode of interest by natives (Pereira 1974).

The number and types of chromosome groups found
in guarand suggest a complex origin for this karyotype
with high chromosome number, followed by numerical
chromosomal rearrangements. For example, the first
pair of chromosomes (1), which have secondary con-
strictions and a submetacentric morphology, may sug-
gest an origin by fusion between metacentric and
acrocentric sources. It has long been recognized that
chromosomic fusion, i.e., the occurence of Robertso-
nian translocations, plays a major role in karyotype
evolution, however, in plants this changes have been
detected in relatively few taxa (Jones 1998). Admitting
that this fusion may have occurred. it is possible to
argue that this event happened after the formation of

the complements with high chromosome number, since
polyploidization can act as a trigger and/or facilitator
to speed up evolution (Feldman and Levy 2005).

The DNA content of guarana (2C = 22.8 pg DNA)
is much higher than the 2C values of other species of
the Sapindaceae family, which vary from 1.1 to 1.8 pg,
but was expected given the large number of chromo-
somes. The DNA content of guarana can be classified
as a high € value, since Levin (2002) considers that the
majority of the species present less than 10 pg of DNA.
The very large chromosome complement of guarana
suggests that future research should concentrate on
identifving the Paullinia species that participated in the
hybridization(s) at the high-chromosome-number ori-
gin event, as well as determining the chromosome
complement of the “Typica® variety in northwestern
Amazon. This variety and the species involved in the
origin of guarand are part of the primary gene pool of
this crop and need to be collected and evaluated for
use in guarand improvement.
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5. Capitulo Il — Transcriptoma do fruto do_guaranazeiro (Paullinia

cupana var. sorbilis), um estimulante originario da

Floresta Amazonica consumido tradicionalmente

Artigo publicado na Plant Cell Report (2008) 27:117-124.

5.1. Sinopse

O presente estudo permitiu identificar as sequéncias génicas envolvidas nas vias
metabolicas que conduzem a biossintese de compostos de elevado interesse
econdmico no guaranazeiro. O sequenciamento de transcritos de trés fases de
desenvolvimento dos frutos (verdes imaturos, estadio intermediario e maduros) do
guaranazeiro da cultivar BRS-Amazonas, gerou um banco com 15.387 EST’s
(expressed sequence tags) validas distribuidas em 2.628 contigs e 5.969 singletons,
com comprimento meédio de 773 pares de bases. Algumas das ESTs sé&o
interessantes e podem explicar, pelo menos em parte, as propriedades medicinais
atribuidas ao extrato do p6 das sementes torradas e que estdo sendo aos poucos
comprovadas por experimentacdo cientifica. Entre estas estdo as enzimas que
participam das vias de sintese e catalise de flavonoéides e carotendides e as cafeina
sintases. Foi identificado também um grupo de seqiiéncias relacionadas com genes
de vias de interacdo planta-patdgeno, incluindo proteinas PR (pathogenesis related),

inibidores de proteases de cisteina e sequéncias relacionadas a endoquitinases.
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Abstract Guarana (Paullinia cupana var. sorbilis) is a
plant native to the central Amazon basin. Roasted seed
extracts have been used as medicinal beverages since pre-
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Colombian times, due to their reputation as stimulants,
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testinal tract. Guarana plants are commercially cultivated
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exclusively in Brazil to supply the national carbonated soft-
drink industry and natural product stores around the world.
In this report, we describe and discuss the annotation of
15,387 ESTs from guarana seeded-fruits, highlighting
sequences from the flavonoid and purine alkaloid path-
ways, and those related to biotic stress avoidance. This is
the largest set of sequences registered for the Sapindaceae
family.

Keywords Guarana - Oxidative stress - Caffeine -
Flavonoids - Disease resistance

Introduction

The genus Paullinia is classified as the Sapindaceae
tamily, which includes maples (Acer spp.), horse chestnuts
(Aesculus spp.), and lychee (Lirchi chinensis). There
are approximately 195 species of Paullinia (http://
www.mobot.org/ 2006) distributed in the American tropics
and subtropics. Of these, at least nine species are described
as native to Brazil, including P. cupana (Kunth) var. sorbilis
[(Mart.) Ducke]. This cultivated variety is a liana that
becomes a shrub under cultivation (Erickson et al. 1984),
and was recently demonstrated to possess 210 chromo-
somes, which accounts for 22 pg of DNA per nucleus
(Freitas et al. 2007). Its fruits, called “guarana”, are dehis-
cent capsules that contain one to three dark brown seeds.
Guarana is commercially cultivated only in Brazil where
Embrapa Western Amazon maintains a breeding program.
Annual production is about 4,000 tons of roasted seeds
(IBGE 2006), of which 70% are consumed by soft drink
industries to produce non-alcoholic carbonated beverages.
Drugstores and alternative natural products stores sell the
remainder, mainly in the form of roasted seed powder.
The popular motivations for consuming guarana extracts

as dietarv supplements are: weight loss. energv boost.
mprovement of fitness and sexual performance, and

increase of cognitive capacity (O'Dea 2003; Oliveira et al.
2005; Ray et al. 2003).

Scientific support is forthcoming for some of these
motivations. Kennedy et al. (2004) reported an improve-
ment in cognitive performance in humans, possibly due to
the combination of caffeine with other components of the
extract. Relaxation of isolated rabbit cavernous tissue was
reported by Antunes et al. (2001) and increases in blood
glucose level with decreases in liver glycogen content were
observed in mice fed guarana water extracts (Miura et al.
1998). In addition, inhibitory effects on induced hepatho-
carcinogenesis were reported in mice (Fukumasu et al.
2006a), gastro-protective properties were demonstrated in
rats (Campos et al. 2003), anti-oxidant effects associated
with a reduction in lipid peroxidation were also observed in

@ Springer

rats (Mattei et al. 1998), and platelet anti-aggregation
action was observed in cells treated with water extracts of
guarana seeds (Bydlowski et al. 1991).

We have screened more than 15,000 ESTs from guarana
seeded-fruits to identify sequences involved in several
metabolic pathways that may contribute to the knowledge
of this plant, beginning to unveil its biological properties
and mechanisms of protection against biotic stress.

Materials and methods
Construction of cDNA library and sequencing

Healthy fruits containing seeds were collected at three
developmental stages (green immature fruit, intermediary,
and mature) from BRS-Amazonas plants maintained at

Embrapa Western Amazon (Manaus, Amazonas State,
Brazil). Total RNA was extracted with Concert Plant RNA

Reagent (Invitrogen) and 123 pg of total RNA from each
developmental stage were used for Poly A+ RNA purifi-
cation with Fast Track Kit (Invitrogen). cDNA synthesis
and cloning were performed using the Super Script Plasmid
System with Gateway Technology (Invitrogen). Fragments
from 600 to 1,000 bp were selected for insertion into
pCMV.SPORT6 vectors. Escherichia coli XL1-Blue cell
transformation resulted in 1.6 x 10° tansformants/pg
cDNA. Recombinant plasmids were prepared by the alka-
line lysis method (Birnboim 1983) and EST sequences
(Sanger et al. 1977) were determined by the DYEnamic ET
dye terminator® cycle sequencing procedure using a
MegaBACE 1000 capillary sequencer (GE-Amersham
Pharmacia Biotechnologies).

EST assembly and analysis

Electropherograms were base called using PHRED (Green
1996). Vector sequences were trimmed by Cross-Match.
Accepted sequences had at least 100 bases with a PHRED
quality equal to or better than 20, and these were used to
feed the CAP3 program (Huang and Madan 1999).
Assembled groups and singletons were submitted to an
automatic EST annotation procedure (Brigido et al. 2005).
Each group was compared to three databases using
the Blast X (Altschul et al. 1997) program: GenBank NR
(http://www.ncbi.nih.gov), KOG (http://www.ncbi.nth.gov/
KOG), and Swissprot release 44 (ftp.ebi.ac.uk/pub/
databases/swissprot/release/). The annotation pipeline
automatically captured the gene descriptions and EC
numbers from Swissprot best hits and the product name
and functional category from KOG libraries using 107" as
the e-value cut off. Annotation was inspected manually by
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comparing Blast results and the automatically annotated
EC numbers and functional classifications.

Due to the caffeine contribution to the stimulant, and
most popular effect of guarana drinks, ESTs for caffeine
synthases (CSs) were reassembled separately and reexam-
ined in search of the best organization and putatively
complete ORFs. The more complete ORFs found in the
reassembled sequences were translated and aligned using
clustal W program (Thompson et al. 1994). A neighbor-
joining phylogenetic tree was developed, grouping these
sequences and methyltransferases from other sources using
PHYLYP with the Jones—Thornton substitution matrix
(Felseinstein 1998).

Results and discussion

The sequencing effort generated 15387 guarana ESTs
from the seeded-fruit cDNA clones. These sequences were
deposited in GenBank (http://www.ncbi.nth.gov) under the
accession numbers EC763506-EC778393. The CAP3
assembly yielded 8,597 groups, with 5,969 singletons and
2,628 contigs composed of 9,418 ESTs. The average contig
contained two to three sequences (73% of the total). KOG
entries to A. thaliana sequences were found to be the best
hits for 5,685 guarana EST groups (contigs and singletons)
using 10~'" as the e-value cut off (overview in Table 1).
The classification of 3,380 sequences into KOG cate-
gories (Fig. 1) indicated that 14% of the classified EST
groups were categorized as involved in posttranslational
modification, protein turnover, and chaperones. The next
category was ribosomal structure, biogenesis and transla-
tion, and signal transduction mechanisms. Carbohydrate
and energetic metabolism were also significantly found.
The contigs assembled from 20 or more ESTs are shown
in Table 2, representing the most abundant transcripts.

Table 1 Summary of guarana seeded-fruit EST project results

Descriptive category No. of ESTs
Total cDNAs sequenced 15,387
Number of clusters (contigs) 2,628
Number of singletons 5.969
Rcdundancy* 61%
Average EST length 773 bp
EST group matches with e-value <107'°
All organisms 5.956
Arabidopsis thaliona 5.685
No matches 2,641
KOG classified transcriptional units 3,380
G + C content 45.1
(number of ESTs assembled in clusters/total number of

ESTs) x 100

Most of them are distributed in either carbon fixation or
carbohydrate related functions and storage protein
metabolism.

Metallothioneins produced two of the most populated
contigs holding 65 ESTs (Table 2). A high frequency of
metallothioneins and other anti-oxidant related sequences
was similarly found in the transcriptomes of other maturing
fruits (Moyle et al. 2005; Davies and Robinson 2000;
Grimplet et al. 2005). These enzymes have been implicated
in reducing hydroxyl radical induced-DNA damage in
watermelons (Akashi et al. 2004). A similar DNA protec-
tive effect was pointed out for guarana extracts (Fukumasu
et al. 2006b).

Orthologues of late embryogenesis abundant (LEA)
proteins were also found among the most abundant
sequences. LEA proteins have been related to drought and

salt resistance (Orabv et al. 2005).
Transcripts related to secondary metabolism and pro-

tection against biotic stress is highlighted in Table 3 and
discussed below. These transcripts are targets for further
investigation into the unique guarana biological properties
and desirable agronomical characteristics.

Secondary metabolism transcripts

Secondary metabolism accounted for 4% of the EST
groups according to KOG classification (Fig. 1). The
P. cupana transcriptome included at least 129 sequences
related to flavonoid metabolism, including all the key
enzymes regulating the central pathway of its biosynthesis
(Table 3), which indicates that this is a very active
pathway in seeded-fruits. This is in agreement with the
phytochemical evidence for this genus (Abourashed et al.
1999).

Flavonoids are powerful anti-oxidants. The health ben-
efits of tea consumption are imputed to its high
concentrations of flavonol dimers and polymers (Frei
and Higdon 2003). Orthologues to enzymes involved in
catechin and epicatechin biosynthesis, dihydroflavonol
4-reductase and anthocyanidin synthase, respectively, were
found (Table 3). Catechins are believed to contribute to
weight reduction (Murase et al. 2002) and to increase, in
concert with caffeine, energy expenditure, as observed in
men who received encapsulated guarana (Berube-Parent
et al. 20035). Isolated tannins were found to exert anti-
mutagenic and anti-inflammatory effects (Tobi et al. 2002;
Sugisawa et al. 2004).

The stimulant properties of guarana drinks are reputedly
due to the seeds’ richness in caffeine, 2.7-5.8% of the dry
weight compared to 1.0-2.4% reported for coffee seeds
(Escobar et al. 1985; Weckerle et al. 2003). The high
number of orthologues to enzymes of the caffeine
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Fig. 1 Distribution of guarana
ESTs based on the KOG
functional categories
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Table 2 The most populated contigs found in the guarana seeded-fruit transcriptome
ESTs Annotation e-value Organism
83 Chlorophyll a/b-binding protein (cab proteins) 1.0 ¥ Nicotiana sylvestris
75 25 albumin precursor 3.0e7" Ricinus communis
57 RUBISCO small chain, chloroplast precursor 1.0¢ %8 Fagus crenata
49 Oleosin isoform B 9.0e7 Glycine max
43 Metallothionein 2b 1.0e7'8 Populus trichocarpa
42 Mannose/glucose-specific lectin 3.0e7'° Parkia platveephala
36 Fructose-bisphosphate aldolase 1.0g!1? Manihot esculenta
34 unspecific monooxygenase 1.0e77 Nicotiana tabacum
28 RUBISCO activase 1 0.0 Larrea tridentate
27 Legumin type B precursor 1.0e7*® Anacardium occidentale
26 Late embryogenesis abundant (LEA) M17 protein 1.0e”™" Arabidopsis thaliana
26 Seed tetraubiquitin 1.0e”' % Helianthus annuus
25 ADP-ribosylation factor 50877 Gossypium hirsutum
24 Plant invertase/pectin methylesterase inhibitor 1.0 Nicotiana tabacum
2 Metallothionein-like protein 2077 Carica papaya
21 Putative deoxycytidine deaminase 1.0e ™ Oryza sativa
21 Predicted protein 10712 Magnaporthe grisea
21 Aquaporin 1.0g 110 Ricinus communis
20 Putative histone H2A 5.0e 8 Oryza sativa

The contigs are represented by the number of reads, the annotation, e-value, and the orthologue source species

biosynthesis pathway (94 ESTs, Table 3) is in accordance
with the abundance of caffeine in guarana seeds. This
pathway is better understood in Coffea arabica (cotfee;
Mazzafera et al. 1994; Ogawa et al. 2001; Uefuji et al.
2003) and Camellia sinensis (tea, Kato et al. 1999, 2000),
where it involves three N-methylation steps (xanthine—7-
methylxanthosine —theobromine —caffeine), all of them
performed by S-adenosine-L-methionine (SAM)-dependent
methyltransferases or caffeine synthases (CSs). Guarana
ESTs showed the highest similarity to two C. sinensis

@ Springer

enzymes named TCS1 and TCS2 (Yoneyvama et al. 2006).
TCS1 is a dual-function methylxanthosine/theobromine
methyltransferase (Kato et al. 1996; 1999),

A phylogenetic tree based on the distances among dif-
ferent CSs from C. arabica, C. sinensis, T. cacao, and CS
contigs from guarana is shown in Fig. 2. Caffeine pathway
methyltransferases have been demonstrated to group pref-
erably according to the source plant rather than to their
catalysis (Yoneyama et al. 2006) and this was confirmed in
this work.
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Table 3 Guarana ESTs related to secondary metabolism and biotic stress

Annotated product Gl Organism ESTs Identity (%)
Secondary metabolism
Flavonoid pathways
Flavonoel synthase 2,465,434 Petunia hybrida 34 47-81
Flavonoid hydroxylase 5,921,647 Petunia hybrida 30 46-72
Chalcone synthase 567.937 Camellia sinensis 17 70-94
Isoflavone reductase 3,243,234 Pyrus communis 17 53-87
Anthocyanidin synthase 296,844 Malus sp 13 47-82
Dihydroflavonol 4-reductase 33,313474 Malus domestica 8 68-80
UDP-glucese: flavoneid 3-o-glucosyltransterase 13,620,873 Vitis vinifera 6 51-61
UTP-glucose glucosyltransferase 453,251 Manihot esculenta 3 52-56
UDP rhamnose: anthocyanidin-3-glucoside rhamnosyltransferase 397.567 Petunia hybrida 1 55
Purine alkaloid pathways
Caffeine synthase (TCS2) 51,968,288 Camellia sinensis 73 45-62
Caffeine synthase (TCS1) 9,967,143 Camellia sinensis 21 43-60
Carotenoid pathways
Beta-carotene hydroxylase 11,245,486 Citrus unshiu 6 51-79
O-cis-Epoxycarotenoid dioxygenase 38,112,198 Vitis vinifera 5 42-84
Carotenoid cleavage dioxygenase | 49,659,726 Lycopersicon esculentum 5 65-92
Zeta-carotene desaturase ZDS2 33313474 Malus domestica 1 88
Biotic stress
Pathogenesis-related proteins 7,269,429 Arabidopsis thaliana 86 47-61
Endechitinase precursors 168,440 Zea mays 28 53-75
Cystein protease inhibitor 288,188 Vigna unguiculata 19 51-74
WRKY transcription factor 48,686,707 Vitis vinifera 17 34-85
Avr9/Cf-9 rapidly elicited protein 53,857,147 Nicotiana tabacum 9 37-75
Wound-induced protein WINI precursor 21,617 Solanum tuberosum 8 69-70
Hevamine A precursor 3,452,146 Hevea brasiliensis 4 55-71
Basic endochitinase precursor 166,665 Arabidopsis thaliana 3 51
Wax synthase 5.020,219 Simmondsia chinensis 3 50-55

Gene index number and source species for the best hit in the NR GenBank are listed as well as total guarana EST counts (including ESTs grouped
in contigs and singletons) and amino acid identity percentages to the GenBank product (the lowest and the highest identities are displayed for

each EST group). A minimum e-value of 10710

The metabolic pathway for carotenoid biosynthesis is
also activated in guarana fruits since 17 reads, including
those involved in the synthesis of carotenoids, such as
lvcopene and zeta-carotene (Sun et al. 1996), were identi-
fied (Table 3). Class IV small heat shock proteins, which
support carotenoid deposition into the cell membrane
during the chloroplast (green plastids) to chromoplast (red
plastids) transition (Lawrence et al. 1997), were found to
represent 14% of the identified chaperones.

Plant resistance ESTs
At least 177 guarana reads showed significant similarity to

plant resistance proteins. From these, 86 ESTs for patho-
genesis related (PR) proteins which biological functions in

was set as the threshold to identify putative orthologous sequences

defense reactions could not be clearly defined, followed by
chitinases that are known to degrade N-acetyl-glucose
polymers in the chitin of insect exoskeletons and fungal
cell walls. Biotic stress control is apparently enhanced by a
cysteine-proteinase inhibitor known as cystatin that
exhibits anti-fungal activity (Soares-Costa et al. 2002).
WRKY factors that induce PR protein transcription
(Eulgem et al. 1999) were found. Finally, some ESTs
corresponding to a dual-function chitinase/lysozyme hev-
amine (Potter et al. 1993) were identified.

Final considerations

EST analyses have proven to be a cost-effective method to
reveal targets for future works attempting to access the

@ Springer
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Fig. 2 Phylogenetic
relationships ameng caffeine
synthase (CS) sequences
annotated from guarana seeded-
fruits, Coffea arabica (coffee),
Camellia sinensis (tea) and
Theobroma cacae (cacao). CS
related ESTs from guarana
transcriptome were grouped and
translated and the predicted
polypeptides were aligned to
various CSs identified in the
GenBank. Maximum likelihood
tree was obtained with Phylip
{Felsenstein 1998) and relevant
neighbor joining bootstraps
(1,000 replicates) were shown.
Numbers above species names
refer to the GI (gene index),
except for Paullinia cupana that
refers to grouped ESTs

complete structure and expression patterns of genes that
contribute to the biological properties of guarana extracts
(Henman 1982; Espinola et al. 1997).

Additionally, many ESTs are related to valuable agro-
nomical characteristics, such as the PR related transcripts,
which can be considered a starting point for a large range
of investigations.

A GenBank search using Sapindaceae as the key word
resulted in 548 hits for proteins and 2,087 for nucleotide
sequences. More than 8,000 transcriptional units (Unique
Sequences) were analyzed by the REALGENE consortium,
comprising the largest set of sequences for this botanical
family.
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6. Capitulo IV — N-metiltransferase do _quaranazeiro_(Paullinia

cupana var. sorbilis) envolvida na biossintese da

cafeina

6.1. Sinopse

O Brasil € o unico produtor mundial de guarana e atende ao mercado nacional
e internacional. O guaranazeiro é essencialmente uma planta em processo de
melhoramento genético que possui propriedades medicinais e estimulantes. A partir
da biblioteca de cDNA do fruto do guaranazeiro foram caracterizados 89 EST’s com
homologia com N-metiltransferase (CS) do cacau, 68 com a do cha da india (tanto
TCS1 quanto TCS2) e 60 com a do café (Coffea arabica). A sequéncia de cDNA do
fruto do guaranazeiro com maior similaridade com as N-metiltransferases das outras
espécies estudadas foi a analisada neste estudo, tem 755 pb e foi denominada
GNMT. Esta sequéncia foi utilizada para a sintese quimica de iniciadores para a
analise do niamero de copias no genoma e dos niveis de transcritos da GNMT de
varios orgaos/tecidos do guaranazeiro e espécimes selvagens. O numero de copias
génica no genoma do guaranazeiro apresentou cerca de 3,0 vezes mais copias que
0s espécimes selvagens (guaranarana). O fruto do guaranazeiro com 70 dias de
desenvolvimento apresentou o maior nivel de transcritos (3,287) da GNMT, o qual

aumentou gradualmente com o processo de maturacdo do fruto do guaranazeiro.
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6.2. Introducéao

A cafeina € um dos principais alcaldide purina em Paullinia cupana. A
primeira analise quimica no guaranazeiro foi realizada no século XVII pelo boténico
alemao Theodore Von Martius, que isolou das sementes uma substancia cristalina,

amarga e branca, denominada “guaranina”, que foi mais tarde renomeada cafeina.

A cafeina é conhecida por ter efeitos sensoriais e estimulantes quando
consumida nas bebidas como o guarana (Paullinia cupana), o café (Coffea arébica,
Coffea canephora), o chd (Camellia sinensis) e a erva-mate (llex paraguaiensis). As
acOes farmacologicas provavelmente sao relacionadas com o bloqueio dos
receptores de adenosina A; (Cauli e Morelli, 2005). O papel biologico exato da
cafeina e dos alcaldides puricos relacionados é ainda obscuro, embora haja duas
hipéteses principais: a) propde-se que a cafeina realiza a funcdo de protecédo das
folhas e frutos contra predadores (teoria da defesa quimica [Frischknecht, 1985;
Hollingsworth et al., 2002]) e; b) a cafeina liberada pelo revestimento da semente
impede a germinacdo de outras sementes (teoria alelopatica ou autotoxica

[Friedman e Waller, 1983]).

A cafeina pode ser produzida por duas vias (Figura 1), a principal envolve a 7-
metilxantina — teobromina — cafeina (Suzuki 1972; Ashihara e Kubota 1987
Ashihara et al. 1996, 2004; Kato et al. 1996). Esta via ocorre no cha e no café, e é
apoiada por experimentos utilizando N-metiltransferases (NMTs) recombinantes e
naturais destas espécies (Kato et al. 1999, 2000; Mizuno et al. 2003a, b; Uefuji et
al. 2003). A via principal parece ser universal nos alcaldides puricos de plantas
(Ashihara 1993; Koyama et al. 2003; Yoneyama et al. 2006). A outra via metabdlica
envolve a xantosina — 7-metilxantosina — 7-metilxantina — paraxantina — cafeina,

sendo esta mais elucidada no café. A taxa de biossintese de cafeina parece ser
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regulada, primeiramente, pela atividade da N-metiltransferase. O primeiro, 0
segundo e o quarto passo da principal via sdo catalisados pela N-metiltransferase
gue utilizam a S-adenosil-L-metionina (SAM) como o doador de metil (Kato,1996).
Os dois passos finais sdo catalisados pela CS, uma enzima bifuncional no cha
(TCS1 e TCS2) que compreende duas atividades N-metiltransferases dependentes
de SAM (Yoneyama et al., 2006).

As NMT que estédo envolvidas na biossintese da cafeina podem ser divididas
em trés tipos, de acordo com a especificidade do substrato. Estes trés tipos de
enzimas e 0s genes correspondentes ja foram caracterizados no café e no cha. A
primeira etapa de metilagdo na via biossintética da cafeina do xantosina a 7-
metilxantosina € catalisado pelo 7-metilxantosina sintase (Mizuno et al., 2003b;
Uefuji et al.,, 2003). O Unico substrato que € disponivel para a 7-metilxantosina
sintase € a xantosina. Recentes estudos da estrutura quimica desta proteina tém
mostrado que ela € uma enzima bifuncional: realiza a transferéncia de metil e cliva
0s nucleosideos (McCarthy e McCarthy, 2007). As Ultimas duas etapas da
biossintese da cafeina sao catalisadas pela cafeina sintase (Kato et al., 1999, 2000;
Mizuno et al., 2003a; Uefuji et al., 2003). A primeira NMT da via de biossintese da
cafeina a ser caracterizada bioquimicamente foi clonada de folhas novas do cha (C.
sinensis); esta descoberta permitiu o isolamento subseqiente de muitos genes de

NMT que sao envolvidos na biossintese da cafeina (Kato et al., 1999, 2000).

Por muitos anos, Paullinia cupana foi o foco das atencdes devido a presenca
da cafeina (Henman, 1982; Belliardo et al., 1985; Bempong & Houghton, 1992). Nas
sementes do guaranazeiro sdo encontradas elevadas concentracdes de cafeina,
assim como “tecfilina” e o “teobromina” (em quantidades bem menores) (Weckerle et

al., 2003). Embora o guaranazeiro seja a planta que mais acumula cafeina, no que

- 40 -



() UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS PROGRAMA MULTI-INSTITUCIONAL

DE POS-GRADUAGCAO EM BIOTECNOLOGIA
UFAM

se refere a via biossintética desse alcaldide é a menos estudada. O presente
trabalho apresenta os resultados da caracterizacdo molecular in silico de EST's com
homologia para N-metiltransferases do guaranazeiro (GNMT), a quantificacdo do
seu numero de cOpias no genoma e o0s niveis de transcritos expressos em diferentes
tecidos do guaranazeiro (Paullinia cupana var. sorbilis) e de espécimes selvagens

(guaranaranas - Paullinia sp) pelo método qRT-PCR.
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Figura 1. Rota biossintética da Cafeina. As setas soélidas indicam a principal rota de
biossintese. 7-metilxantosina sintase e teobromina sintase catalizam apenas a
conversao de xantosina para 7-metilxantosina e metilxantina para teobromina,
respectivamente. A cafeina sintase possui amplo substratos especificos. A
primeira (1), a terceira (3), e a quarta (4) etapa da via principal séo reacdes de N-

metilacdes (Ishida et al., 2009).
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6.3. MATERIAL E METODOS
6.3.1. Material vegetal e isolamento de acidos nucléicos

Material vegetal de diferentes acessos e tecidos foi coletado no Banco de
Germoplasma de Paullinia sp., existente na sede da Empresa Brasileira de
Agropecuéria - Amazonia Ocidental (EMBRAPA — CPAA) no municipio de Manaus,
Amazonas, Brasil (Tabela 1). Os tecidos coletados foram transportados em gelo
seco e armazenados a -80°C para extracdo de acidos nucléicos. A extracdo do DNA
foi feita pelo método CTAB (Doyle e Doyle, 1987) utilizando o protocolo modificado
por Ferreira e Grattapaglia (1998). O material vegetal (foliolo expandido do
guaranazeiro (acesso BRS 300) e de duas espécimes selvagem - guaranaranas) foi
macerado com nitrogénio liquido. O RNA total foi extraido a partir de
aproximadamente 100 mg de diferentes tecidos utilizando o kit de extracdo Concert
Plant RNA da Invitrogen (Invitrogen, San Francisco, CA), de acordo com as
recomendacdes do fabricante. Ao final deste processo foi gerado um volume de 40
pL de solucdo (RNA total + 40 pL de agua RNAse free). As amostras de DNA e RNA
extraidas foram quantificadas pelo espectrofotometro Nanodrop (Thermo Scientific
NanoDrop™).

Uma quantidade de aproximadamente 5 ug de RNA total de cada tecido
estudado foi tratada com DNAse | utilizando o kit da Ambion, em uma rea¢cdo com
volume final de 20 pL, segundo o protocolo do fabricante. Posteriormente, foi
realizado PCR convencional utilizando os iniciadores para o gene da GNMT para
confirmar a auséncia de DNA.

A sintese de cDNA foi realizada a partir de 1 pg de RNA total pela utilizacdo

da transcriptase reversa com primers hexameros randémicos (5 uM) utilizando o kit

-43-



() UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS PROGRAMA MULTI-INSTITUCIONAL

DE POS-GRADUAGCAO EM BIOTECNOLOGIA
UFAM

First Strand cDNA Synthesis ® (Fermentas, Hanover, MD) em uma reacdo com

volume final de 20 pL, conforme o protocolo do fabricante.

6.3.2. Caracterizagéo in silico de uma N-metiltransferase do guaranazeiro

Os experimentos foram conduzidos utilizando clones da biblioteca de cDNA
de trés fases de maturacao do fruto do guaranazeiro (15, 45 e 70 dias) (Angelo et
al., 2008). Os contigs e singletons (GeneBank: EC 763506 até EC 778393,

www.ncbi.nlm.nhi.gov) que apresentaram homologia com cafeinas sintase e

catalase (gene normalizador da gRT PCR), assim definidos pela anotacao
automatica, foram selecionados para caracterizagcdo in silico. As sequéncias da
catalase e de outras N-metiltransferases da via de biossintese da cafeina do cha, do
cacau e do café foram acessadas no banco de dados de plantas (Uniprot -

www.uniprot.gov ) e utilizadas como drivers na analise filogenética. As sequéncias

foram alinhadas usando o programa ClustalwW (Thompson et al., 1994). O
alinhamento da catalase e da GNMT foi manualmente ajustado para preservar
subdominios conservados. O alinhamento foi ajustado para remover gaps na maioria
das sequéncias. EST’s com sequéncias inferiores a 100 pb e com e-value menores
que 1e™ foram descartadas. O alinhamento foi analisado pelo programa Phylip
(Felsenstein, 1995) e pelo programa de livre dominio (CLC Sequence Viewer — 6.1 /

www.clcbio.com), utilizando o algoritmo neighbor-joining (NJ) e a distancia genética

como critérios. O bootstrap foi executado com 1.000 repeticdes usando NJ/UPGMA.
Os iniciadores para a quantificacdo do numero de cépias no genoma e do

namero de transcritos da CS e os da catalase foram construidos a partir da

sequéncia com melhor hit no alinhamento acima citado. Os iniciadores para GNMT

(GNMT-F/1 CTCTTCAAAGAAAAATCACCACCAT e GNMT-R/1
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CCTGAAGCACACCCCAAATCT) e para catalase (Cat-F/1
TGCCGAATCTTTGCTTATGGT e Cat-R/I1 GAGCATCAGGTAGTTTGGTCCAA)
foram desenhados utilizando-se o software Primer Express (Applied Biosystems). A
especificidade dos iniciadores foi avaliada verificando a formagéo de banda Unica
em gel de agarose e pela curva de dissociacdo na gRT-PCR. Para verificar a
especificidade dos iniciadores, todos os DNA/cDNA foram submetidos a PCR
convencional para verificar o fragmento amplificado. A reagdo ocorreu em
termociclador Veriti® (Applied Biosystems) com 35 ciclos, iniciando com uma
temperatura de 94°C por 1 minuto, anelamento de 60°C por 45 segundos e
alongamento a 72°C por 1 minuto. Os amplicons foram purificados utilizando o kit
Wizard PCR Preps DNA Purification System (Promega, Southampton, UK), de
acordo com as recomendacdes do fabricante. Parte do amplicon purificado foi
clonado para construcdo da curva padréo para quantificacdo do numero de copias

génicas.

6.3.3. Analise do numero de cdpias e transcritos do gene GNMT por PCR em
Tempo Real usando o sistema SYBR Green

Para as analises do numero de cépias no genoma e do niumero de transcritos
utilizou-se a metodologia de quantificacdo por PCR tempo Real (qRT PCR),
utilizando-se o equipamento ABI Prism 7300 Sequence Detection System (Applied
Biosystems). As reacdes foram realizadas com volume de 5 ul de “SYBR® Green
PCR Master Mix” (Applied Biosystems), 1 pl do iniciador GNMT — F/1 (1 pmol/ ul) e 1
pl do iniciador GNMT — R/1 (1 pmol/ul), 1 pl de DNA/cDNA e agua (RNAse free). As
condicbes de termociclagem foram: um passo inicial de 95°C por 10 minutos,

seguidos por 40 ciclos de 95°C por 15 segundos, 60°C por 30 segundos e 72°C por
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20 segundo. As reacgOes foram realizadas em triplicata, permitindo a detecgao de
possiveis erros. Quando os resultados das triplicatas apresentaram uma variagédo
maior que 1 ciclo, novas repeticdes foram feitas. Reacées sem cDNA também foram
utilizadas como uma forma de detectar possiveis contaminagdes (controle negativo).

A quantificacdo do numero de coOpias de cafeina sintase presentes nos
genomas estudados foi realizada pelo método da curva padrdo externa (Hernandez
et al., 2004; Lee et al., 2006). A construcéo desta curva foi feita a partir da clonagem
do produto da amplificacdo da cafeina sintase e da catalase no plasmideo pGEM®-T
Easy Vector. Os plasmideos com os insertos foram obtidos por meio de mini-
preparacdo, linearizados com a enzima Pstl e quantificados utilizando
espectrofotometria (Nanodrop). A partir de aliquotas de concentragbes conhecidas
dos plasmideos recombinantes, com cinco diluicbes seriadas do DNA (50 ng/ul até 5
pg/ul), foi realizada a gRT PCR. O ciclo no qual foi detectado um aumento
significativo da fluorescéncia (Crossing point - CP), foi considerado para quantificar o
produto inicial em cada amostra e utilizado como referéncia para a curva-padrao. A
curva padrdo foi obtida plotando os valores de Cp versus o logaritmo da
concentracdo. Os valores dos pontos de amplificacdo do Cp do GNMT foram
utilizados para calcular o nimero de coOpias dos genomas, estimado pela equacao:
N=NoxE, onde N é o numero de coépia ap6és n ciclos e E é a eficiéncia de
amplificacdo. No pode ser calculado pela equacdo assumindo que o nuamero de
ciclos equivale ao Cp. logarithm of the concentration. A eficiéncia da reacao (E) foi
calculada pela formula: 10 ©¥51®) _1 (Pfaffi, 2002).0s resultados do Cp obtidos da
gRT-PCR para andlise do numero de cépias no genoma foram analisados no
Microsoft Excel. A Analise de Variancia — single-factor (ANOVA) foi realizado pelo

método estatistico descritivo no programa SSP verséo 2.75.
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O método AACt (Pfaffl et al., 2002) foi utilizado para determinar a expressao
do gene da GNMT. A taxa de expressao deste transcrito de interesse foi estimada
em diferentes tecidos (Tabela 1), sendo a expressédo da catalase foi utilizada como
calibrador e o nimero de transcritos da GNMT do tecido foliar do guaranazeiro foi
utilizado como amostra referéncia. Os valores AACt, a média e o erro padrdo foram
calculados pelo software de dominio livre Rest 2008 V2.0.7 (Pfaffi et al., 2002). A
regressao linear dos valores de Cp também foi utilizada para avaliar a expressédo da

catalase entre os tecidos e os experimentos de gRT-PCR.
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6.4. RESULTADOS

6.4.1. Caracterizagéo in silico das N-metiltransferases

A partir da biblioteca de cDNA do fruto do guaranazeiro foram caracterizados
89 EST’s com homologia para a CS do cacau, 68 para a do cha da india (tanto
TCS1 quanto TCS2) e 60 para a do café (Coffe arabica). A sequéncia de cDNA do
guaranazeiro que apresentou melhor hit com as sequéncias de N-metiltransferases
depositada no Uniprot possui 755 bp e foi denominada GNMT. Esta sequéncia foi
traduzida pelo programa Clustal W (Thompson et al., 1994) e utlizada para o
alinhamento e analise filogenética com as sequéncias de aminoacidos da
teobromina sintase e cafeina sintase classes | e Il do café (Coffea arabica e C.
canephora), cacau (Theobroma cacao), e cha da india (Camellia sp), todas ja
caracterizadas (Figura 2). Os resultados mostraram que a GNMT €& mais
estreitamente relacionada a enzima de cacau classe | (Figura 2).

A sequéncia génica da GNMT compartilha com as demais N-metiltransferases
conecidas quatro regides altamente conservadas, motif A, motif B', motif C e a regiéo
de YFFF. As sequiéncias consenso dos motifs da regido A e C, e da regido YFFF da
GNMT foram idénticas as das espécies comparadas. Entretanto, o motif B’ situado
entre o motif A e o motif C, que apresenta a sequéncia ‘LNDLPSNDFN’ com elevado
numero de aminodacidos hidrofilicos, apresentou variacdes.

Em seu conjunto, as analises indicam que a sequéncia escolhida (GNMT) é

homéloga as N-metiltransferase da via biossintética da cafeina de outras espécies.
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Figura 2: Comparacado de aminoacidos da GNMT, da teobromina sintase e cafeina sintase

CNMT
CTCS 2(TB)

o

classes | e Il do café [Coffea arabica (cafeina sintase classe 1 - CaMTL 1) e C.
canephora (cafeina sintase classe 1 — CCS1, N-metiltransferase — CcNMT,
teobromina sintase classe 1 — CTS 1, teobromina sintase classe 2 — CTS 2)],
cacau [Theobroma cacao (cafeina sintase classe 1 - TcCS1)- ), e espécies do
género Camellia [C. cinensis (cafeina sintase classe 1 — CsCS 1, cafeina sintase
classe 2 — CsCS 2, teobromina sintase classe 1 — CsTS 1, teobromina sintase
classe 2 — CsTS 2), C. granthamiana (cafeina sintase classe 1 — CgTS 1, cafeina
sintase classe 2 — CgTS 2), C. lutchuensis (teobromina sintase classe 2 — CITS
2), C. kissi (teobromina sintase classe 1 — CKTS 1), C. japonica (teobromina
sintase classe 1 — CjTS 1), C. chrysantha. Os boxes representam residuos de
aminoacidos idénticos. Os motifs que interagem com a SAM (A, B’ e C) e da
regido conservada denominada de “regiao YFFF” s&o apresentados pelos boxes
vermelhos fechados. As sequéncias conservadas na familia das

metiltransferases séo indicadas pelas linhas pontilhadas (1,111l e IV).

-50 -



() UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS PROGRAMA MULTI-INSTITUCIONAL

DE POS-GRADUAGCAO EM BIOTECNOLOGIA
UFAM

6.4.2. Estimativa do numero de cépias do gene GNMT no genoma do

guaranazeiro

Para determinar o nimero de copias do gene da GNMT do guaranazeiro e de
outras duas espécimes selvagens (guaranaranas), utilizou-se PCR em tempo real. A
especificidade foi checada pela analise da curva de melting e gel de agarose. A
curva de melting apresentou apenas um pico e o tamanho estimado do amplicon foi
de cerca de 70 pb correspondendo ao tamanho esperado. A curva padréo foi linear
na escala testada (R*= 0,9800) para as reagdes em triplicatas. A partir do valor do
slope da curva padrdo (-2,8849) foi possivel verificar uma elevada eficiéncia da
amplificacdo, que foi determinada na linha investigada e utilizada para quantificacéo
da taxa de expressdo da GNMT. O numero médio de copias génicas da GNMT no
genoma do guaranazeiro foi estimado em cerca de 3,0 vezes o numero de coOpias da

guaranarana - Il e 1,5 vezes o da guaranarana - | (Tabela 1).
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Figura 3: Andlise filogenética das sequéncias de aminoacidos da GNMT, da teobromina
sintase e cafeina sintase classes | e Il do café [Coffea arabica (cafeina sintase
classe 1 - CaMTL 1) e C. canephora (cafeina sintase classe 1 — CCS1, N-
metiltransferase — CcNMT, teobromina sintase classe 1 — CTS 1, teobromina
sintase classe 2 — CTS 2)], cacau [Theobroma cacao (cafeina sintase classe 1 -
TcCS1)-), e espécies do género Camellia [C. cinensis (cafeina sintase classe 1 —
CsCS 1, cafeina sintase classe 2 — CsCS 2, teobromina sintase classe 1 — CsTS
1, teobromina sintase classe 2 — CsTS 2), C. granthamiana (cafeina sintase

classe 1 — CgTS 1, cafeina sintase classe 2 — CgTS 2), C. lutchuensis
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(teobromina sintase classe 2 — CITS 2), C. kissi (teobromina sintase classe 1 —
CKTS 1), C. japonica (teobromina sintase classe 1 — CjTS 1), C. chrysantha

(teobromina sintase classe 2 — CjTS 2).

Tabela 1: Estimativa da expressao génica da cafeina sintase (CS). A estimativa da variacéo
do numero de copias no genoma e o0 nivel de transcritos de CS foram
estabelecidos por PCR em Tempo Real no guaranazeiro (acesso BRS) e de

espécies afins (guaranaranas).

Acesso RNCEG" Tecido (amostra) Expresséao relativa Std. Error
Guaranazeiro 2,98 X (3) (l) Foliolo expandido 1,0 0,95-1,05
(1) Peciolo 0,10 0,06 - 0,17
(111 Inflorescéncia 0,74 * 0,50-1,10
(IV) Fruto 15 dias 0,13 0,07 -0,22
(V) Fruto 45 dias 2,07 1,37-3,13
(V1) Fruto 70 dias 3,29 2,98 - 3,64
Guaranarana-1 1,79 X(2) (VIl) Foliolo expandido 0,21 0,13-0,32
Guaranarana -1l 1,00 X (1) (VIHI) Inflorescéncia 0,36 0,24 - 0,52
(IX) Fruto inicio maturacéo 1,11* 0,88-1,40
(X) Fruto final maturagéo 0,53 * 0,32-0,89
(X) Foliolo expandido 0,70 * 0,47-1,03

RNCEG' — Raz&o do nimero de cépias da GNMT estimada no genoma dos acessos estudados por
gRT PCR. Entre parénteses os valores arredondados.
* Ndo diferem estatisticamente da amostra de referéncia (foliolo expandido do acesso BRS) a 5% de

probabilidade.

6.4.3. Quantificacdo do numero de transcritos da N-metiltransferase do
guaranazeiro

Para analisar a expressédo do gene GNMT a acumulacao relativa de mRNA foi
guantitativamente examinada em varios tecidos do guaranazeiro e espécimes
selvagens, incluindo foliolo, inflorescéncia, fruto em diferentes fases de

desenvolvimento (Tabela 1). O gene escolhido para normalizar (controle interno) as
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analises da expressdo da GNMT foi o da catalase. Os niveis de mRNA foram
calculados cruzando os valores de cada tecido com os niveis de expressao do tecido
de referéncia (foliolo do guaranazeiro - padrdo). A expressao do controle interno,
catalase, foi relativamente estavel nos seis tecidos do guaranazeiro examinados,
com uma variacdo de até 58% do numero de transcritos detectada entre o0s
diferentes tecidos. Os valores de Cp variaram entre 27 e 35 ciclos nos diferentes
orgaos/tecidos, indicando um poder de deteccdo de até quatro ordens de magnitude
para os niveis de expressao do gene.

A analise da expressdo da GNMT dos tecidos do guaranazeiro apresentaram
elevados niveis de transcritos quando comparado com 0s mesmos tecidos das
guaranaranas (Tabela 1). Por outro lado, o nivel de transcritos na inflorescéncia do
guaranazeiro, nos frutos e nos foliolos expandido da guaranarana - Il néo
apresentaram diferencas estatisticas. O peciolo e o fruto (15 dias) do guaranazeiro,
o foliolo da guaranarana - I, e a inflorescéncia da guaranarana - |l apresentaram
numeros menores de transcritos quando comparados com o padrdo. Ja os frutos
com 45 e 70 dias do guaranazeiro apresentaram valores superiores de transcritos
comparado com o padréo. O fruto do guaranazeiro com 70 dias de desenvolvimento
apresentou 0 maior numero de transcritos (3,287). Os valores de transcritos
aumentaram gradualmente com o processo de maturacdo do fruto do guaranazeiro.
Este quadro ndo foi observado nas guaranaranas, que diminuiram os niveis de

transcritos com o avanco do processo de maturacao.
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6.5. DISCUSSAO

O Brasil é o unico produtor mundial de guarané e atende ao mercado nacional
e internacional. O guaranazeiro € uma planta em processo de melhoramento que
possui propriedades medicinais e estimulantes (O’Dea, 2003; Oliveira et al., 2005;
Ray et al., 2005; Campos et al., 2003; Fukumasu et al., 2006a), sendo considerada a
maior fonte natural de cafeina na semente seca. P. cupana var. sorbilis apresenta
valores entre 2,7 a 5,8 % de cafeina (Mazzafera 1994a; Baumann et al., 1995); o
cha da india (C. sinensis var. sinensis) 2,8% (Nagata and Sakai, 1984); o café (C.
arabica e C. canephora) cerca de 1,0 a 2,4 % (Koshiro et al., 2006); e o cacau
(Theobroma cacao) 2,5% (Senanayake e Wijesekera, 1971; Athayde et al., 2000).

A identificacédo no fruto do guaranazeiro de um elevado niumero de EST’s que
codificam N-metiltransferase da via de biossintese da cafeina é coerente com o alto
contetdo de cafeina na planta (Tabela 1). A comparacdo da GNMT com outras N-
metiltrasferase esta sumarizada na Figura 2. A analise da sequéncia parcial da
GNMT sugere que este gene € bastante similar ao gene da CS do cacau, do cha e
do café. Os resultados foram, também, consistentes com o relacionamento
taxondmico das espécies analisadas, sendo a GNMT mais similar a enzima do
cacau (cafeina sintase classe ).

Os quatro motifs caracterizados e conservados [(A, B" e C) e YFFF] na GNMT
podem ter papéis importantes tanto na reacao catalitica de transferéncia de N-metil,
guanto no posicionamento da N-metilacdo do anel da purina (Anaya et al., 2006).
Acredita-se que o motif A seja um sitio de ligacdo de SAM (Kagan e Clarke, 1994;
Joshi e Chiang, 1998), que comumente inicia um importante papel na sintese de

cafeina como doador de metil (Kishiishi et al.,, 2001). Yoneyama et al. (2006)
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reportaram duas classes de genes envolvidos na sintese da cafeina. As enzimas da
classe | sdo genes que participam da sintese da cafeina e teobromina, enquanto que
as funcgdes das enzimas da classe Il ainda néo foram reportadas (Ishida et al., 2009).
A GNMT deve pertencer a classe I, uma vez que apresentou alta similaridade com a
CS classe do cacau.

Um protocolo foi estabelecido para quantificacdo do ndmero de cépias no
genoma e da expressao em nivel transcricional do gene GNMT por PCR em tempo
real. O elevado numero de copias do gene GNMT no genoma do guaranazeiro em
relacdo as de guaranaranas (espécimes selvagens) ja era esperado, visto que o
guaranazeiro apresenta elevada ploidia, com 210 cromossomos, estruturados em
um conjunto hexaploide e um grupo tetrapléide de cromossomos (Freitas et al.,
2007), enquanto Paullinia tem 24 cromossomos como numero base.

Os niveis de expressédo de transcritos da via da biossintese da cafeina do
guaranazeiro foi quantificado nas folhas, na inflorescéncia e nos frutos de diferentes
estagios de desenvolvimento, tanto no guaranazeiro, quantos nos espécimes
selvagens (guaranaranas) por qRT PCR. A atividade de biossintese da cafeina
depende acima de tudo, da quantidade e atividade das enzimas, da disponibilidade
de substratos, tais como o xantosina e o SAM, do estagio de desenvolvimento e do
tecido, e da variacdo sazonal (Kato et al.,, 2000). Os transcritos de GNMT foram
detectados em todos os tecidos usados no experimento, sendo a expressao génica
mais marcante nos frutos, seguida pelo foliolo, inflorescéncia e por fim no peciolo.
Estes resultados foram similares tanto no guaranazeiro quanto nas guaranaranas.
No género Paullinia, os alcaldides purinas séo preferencialmente alocados no fruto e
outros tecidos mais velhos, e ndo em brotacdes e tecidos novos como na planta de

ch&a (Weckerle et al., 2003). Estudos da expressao dos genes que codificam a CS no
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cha (TCS1 e TCS2) nas folhas novas e maduras, caule e raizes de mudas de cha
(Camellia sinensis), com quatro meses, apresentaram quantidades mais elevadas de
transcritos de TCS1 e TCS2 nas folhas novas do que em outras partes da planta (Li
et al.,, 2008). A rota biossintética da cafeina do café, envolvendo a adenina e
guanina foi encontrada apenas nas folhas jovens, mas a conversao de teobromina e
cafeina foi encontrada em folhas maduras e velhas (Ashihara et al., 1996). Por este
motivo, a atividade da CS parece estar presente nas folhas de café até mesmo apos
a maturagdo. Isto € diferente das folhas de cha, em que a atividade da CS
desapareceu apos completo desenvolvimento das folhas (Fujimori et al., 1991).

Os niveis de expressao da GNMT, possivelmente, relacionada com a sintese
de cafeina no guaranazeiro e guaranaranas foram mais elevados no endosperma,
assim como no café. Os elevados niveis de expressao quantificados nos frutos do
guaranazeiro apresentaram padrdes sincronizados de aumento da expressao,
acompanhando o desenvolvimento dos frutos. No endosperma do café os genes que
participam da sintese da cafeina também apresentaram semelhantes padrbes
sincronizados de expressao, com alta atividade de sintese de cafeina nas sementes
em desenvolvimento (Mazzafera et al, 1991; Mazzafera et al, 1994).

No tecido foliar do guaranazeiro e das guaranaranas o indice de expresséao da
GNMT ndo apresentou diferenca estatistica dos niveis de expressdo da
inflorescéncia, embora em ambas as espécies os valores estimados nos tecidos
foliares foram duas vezes maiores. Nos estudos fitoquimicos foi reportado que o
foliolo do guaranazeiro apresenta maior acumulo de teobromina (0,139 % do peso
seco de teobromina) (Weckerle et al., 2003). No café, as folhas também
apresentaram elevada atividade de sintese de teobromina (teobromina sintase) e

reduzida atividade da CS (Mizuno et al., 2003a).
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Os valores observados do contetudo de alcal6ides purinas nas folhas (1,27
%), no peciolo (0,14 %), inflorescéncia (0,160 %) e no fruto (4,55 %) sé&o
correspondentes as taxas de expressdo da GNMT nos respectivos érgaos/tecidos do
guaranazeiro (Weckerle et al., 2003). As guaranaranas apresentaram baixos niveis
de expressédo de transcritos da GNMT comparado com guaranazeiro. Uma das
possiveis explicacdes para este fato poderia ser devido ao menor niumero de copias
do gene GNMT no genoma das guaranaranas.

O alto niumero de EST s identificadas no transcriptoma e o elevado nivel de
transcritos de GNMT detectados no fruto do guaranazeiro podem ser consequéncia
do grande numero de genes da GNMT e reponsavel pelo alto teor de cafeina
acumulado.

No guaranazeiro, dando continuidade a este trabalho, ha necessidade de
obter-se a sequéncia completa dos cDNAs (MRNAs) das GNMTs, compara-las in
silico com as sequéncias desse tipo de enzima das outras espécies e, com isso,
inferir o nimero e classe dessas enzimas do guaranazeiro. Por outro lado,
pesquisas referentes ao isolamento e caracterizacao bioquimca dessas enzimas sao
necessarias para compreensao mais precisa da(s) via(s) metabdlica(s) de sintase da
cafeina e dos outros alcal6ides puricos do guaranazeiro. Estudos de biologia
molecular envolvendo a clonagem e sequenciamento dos genes da GNMTs e
estudos das forcas de seus promotores nos diferentes tecidos do guaranazeiro
também serdo de relevancia para a melhor compreenséo da atividade de sintese de

cafeina nos diferentes érgéos/tecidos do guaranazeiro.
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8. CONSIDERACOES FINAIS E PESPECTIVAS

Atualmente, o guaranazeiro (Paullinia cupana) €, indubitavelmente, uma das
espécies com caracteristicas medicinais que tem despertado interesse mundial.
Importantes propriedades fitoterdpicas foram descritas nesta espécie, que vao desde
um  simples  estimulante (fisicos e cognitivos) até  antitumorais
(antihepatocarcinogénico). Devido a sua grande importancia socioecondémica, 0
guaranazeiro tem atraido a atencdo tanto da comunidade técnico-cientifica quanto
da empresarial. A possibilidade de se obterem novas moléculas do guaranazeiro, ou
mesmo, em grandes quantidades, purificadas, destinadas ao desenvolvimento de
bioprodutos torna a biotecnologia um instrumento imprescindivel para o
desenvolvimento econémico-social da regido Amazénica. Este trabalho teve como
objetivo principal ampliar o conhecimento sobre as informacfes do ponto de vista
genético e molecular desta espécie, pois genomas decifrados sdo abundantes fontes
de genes e informagdes de seus produtos de expressdo com valor biotecnoldgico.

As analises do tamanho do genoma e da organizagcdo cromossdmica do
guaranazeiro sao importantes: 1) para avaliar a cobertura de uma biblioteca
genbmica; 2) na estimativa do numero de cOpias de um gene no genoma; 3) no
desenvolvimento de estratégias futuras para a clonagem e expressdo de genes
baseado no seu mapeamento; 4) no apoio a programas de melhoramento genético.

A andlise do caribtipo de outras espécies de Paullinia, especialmente as que
poderiam ter contribuido para a origem da variedade sorbilis, bem como da cupana
observada por Humboldt e Bonpland, poderia contribuir para a compreensédo da

origem evolutiva do guaranazeiro cultivado. Estes resultados podem, ainda, permitir
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outros tipos de andlises genético-moleculares para apoiar o programa de
melhoramento.

Entre as estratégias oferecidas pela biotecnologia para a producdo de
compostos bioativos oriundos de espécies amazobnicas, a gendbmica funcional tem
sido aplicada com sucesso na identificacdo de genes que codificam para as enzimas
envolvidas no metabolismo secundéario. Muitas vias metabdlicas que conduzem a
biossintese de compostos de elevado interesse econdmico sdo freqientemente mal
caracterizadas, principalmente em funcdo da limitada informacdo gendomica das
plantas. A identificacdo dos genes expressos no fruto do guaranazeiro, como 0S
genes que codificam enzimas envolvidas na biossintese da cafeina, resultou na
geracdo de informacdes, seja do genoma ou do transcriptoma. Este estudo tem
permitido acelerar as investigacdes que buscam compreender o metabolismo celular
em tecidos especializados ou o0 seu papel no desenvolvimento do guaranazeiro. O
desenvolvimento prévio da biblioteca de cDNA permite, ainda, a utilizacdo de
tecnologias como os microarrays para a analise da alteracdo na expressao génica
relacionada a producdo de metabdlitos secundarios, e a estresse biotico e abiotico
em resposta a varios estimulos. As analises da funcdo dos genes caracterizados no
fruto do guaranazeiro necessitam, conseqiientemente, serem complementados pela
analise temporal e espacial dos padrdes de sua expressao.

Em seu conjunto, as andlises indicam que a sequéncia escolhida (GNMT) é
homéloga as N-metiltransferases da via biossintética da cafeina de outras espécies.
A informacdo mais conclusiva sobre o0s niveis de expressdo génica da N-
metiltransferase do guaranazeiro envolvida na biossintese de cafeina foi obtida por
meio da analise de mudancas quantitativas do mensageiro RNAs em diferentes

orgaos/tecidos. A determinacdo quantitativa dos niveis de transcritos da GNMT
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permitiu conhecer que o gene é diferencialmente expresso, sendo marcante sua
atividade no fruto em desenvolvimento. O conhecimento da localizagéo celular da
GNMT foi essencial, a fim de avaliar a fungcdo do gene em um contexto integrado.
Diante dos resultados parciais faz-se necessario: o sequienciamento completo do(s)
cDNA das N-metiltransferase; (2) o desenvolvimento de trabalhos que decifrem de
forma mais detalhada a expressao génica e o estudo dos padrbes de expresséo
espacial de todos o0s genes envolvidos na biossintese da cafeina; (3) expresséo
funcional das N-metiltransferases do guaranazeiro em plantas modelos, como

Arabdopsis para elucidar suas fungdes biologicas.
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