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Resumo:

Neste trabalho foi estudada, a sacarose sintase (Susy: EC 2.4.1.13) ao nivel bioguimico e molecular durante o
desenvolvimento de frutos de café. Os resultados sugerem que Susy € a principal enzima responsavel pelo metabolismo da
sacarose em frutos de café. Na polpa e no endosperma de frutos nos estadios finais de maturacdo, um pico de atividade de
Susy foi observado e esté correlacionado com um aumento de sacarose. Ao nivel molecular, foram clonados cDNAS que
codificam para duas isoformas diferentes de Susy. Também foi mostrado que ambos genes sdo expressos de forma
diferente ao longo da maturaco dos frutos. Ainda, experimentos de marcagéo com **C- sacarose e incubagao de frutos com
¥C0, foram realizados. Estes experimentos mostraram que os aglcares ndo sdo transportados somente das folhas para os
frutos, mas também ha uma intensa comunicacao entre os tecidos que compdem os frutos.
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SUGAR METABOLISM DURING COFFEE FRUIT DEVELOPMENT

Abstract:

In this study, we investigated the sucrose synthase (Susy: EC2.4.1.13) at the biochemical and molecular levels
during the development of coffee fruits. Our results suggest that Susy is the main enzyme responsible for sucrose
metabolism in coffee fruits. In the pulp and endosperm of fruits at the last stage of maturation, a peak of Susy activity was
observed and correlates with an increase of sucrose. At the molecular level, we cloned two cDNAs encoding different Susy
isoforms. We also showed that both Susy-encoding genes were expressed in coffee fruits, with differences regarding their
spatial and temporal expression. In addition, feeding experiments with **C-sucrose and incubation of fruits with *CO, were
carried out. These experiments showed that sugars are not only transported from the leaves to the fruits, but also there is an
intense communication among the tissues composing the fruits.

Key words: bean development, cDNA cloning, coffee, gene expression, sucrose-synthase, sucrose metabolism

Introducao

Em frutos verdes, a fracdo de carboidrato representa aproximadamente metade do peso seco e participa de varias
transformagdes quimicas associadas a torrefacdo do café (Bradbury, 2001). Sacarose é considerada como o mais importante
precursor do aroma e do sabor do café, pois é rapidamente degradada durante a torrefacdo. Apesar disso, pouco é conhecido
sobre o metabolismo de aglcares em café, particularmente considerando que frutos de café demoram mais de 30 semanas
para chegar @ maturacdo. Portanto, o objetivo deste trabalho foi aumentar o conhecimento sobre o metabolismo de aglcares
em café, principalmente a compreensdo da relagdo fonte-dreno que ocorre entre os diferentes tecidos durante o
desenvolvimento dos frutos de café.

Material e Métodos

Material Vegetal

Frutos de Coffea arabica cv IAPAR 59 foram colhidos de plantas no campo a cada quatro semanas da floragao até
a completa maturacéo (Set. 2002/ Abril 2003). Tecidos do fruto (perisperma, endosperma, polpa) foram separados e usados
independentemente para extracdo do RNA total (Rogers et al., 1999) ou foram submetidas a analises para aglcares e
medidas de atividades enziméticas. Além disso, folhas ou ramos com frutos foram expostos ao **CO, (Carneiro et al., 1999
— veja esquema na Figura 2) por 4 h e entéo coletados ap6s 24 h. Frutos isolados foram marcados com **C-sacarose e
coletados ap6s 24 h (Vitdria e Mazzafera, 1999).

Determinacéo de AgUcar e Analises Enzimaticas



Extratos etanélicos foram utilizados para determinar aclcares sollveis por HPLC com deteccdo por pulso
amperométrico ou por colorimetria (Buysse e Merckx, 1993; Van Handel, 1968). Atividade de Susy e concentracfes de
proteina foram determinadas de acordo com Craig et al. (1999) e Bradford (1976), respectivamente. Atividade de Susy foi
medida por sintese de sacarose. Extratos etan6licos foram também obtidos em experimentos com **C para determinacéo da
radioatividade total. Para determinar a reparticdo da radioatividade, os acgUcares foram separados por HPLC usando um
monitor de radioatividade.

Acidos Nucléicos

Uma seqiiéncia parcial de cDNA de SUSL1 esta disponivel no GeneBank sob nimero de acesso AJ575256. Uma
sequéncia parcial de SUS2, ainda ndo depositada no GeneBank, foi também clonada. Para analises de expressdo, foram
realizados northern-blots com 15ug de RNA total (Rogers et al., 1999). Membranas foram hibridizadas independentemente
com sondas correspondentes aos cDNAs parciais de SUS1 e SUS2 marcadas com *2P.

Resultados
Desenvolvimento do Fruto, Concentrac&o de Agucar e Distribuicdo de **C

A Figura 1A mostra o desenvolvimento dos tecidos durante o crescimento do fruto. Em todos tecidos analisados,
acucares redutores (AR, principalmente frutose e glicose) estdo em quantidades maiores que a sacarose (Figura 1B e C),
exceto nos estadios finais de desenvolvimento do endosperma (205 e 234 dias apo6s a floragdo - DAF). A quantidade de AR
foi particularmente importante no perisperma a 90 DAF, quando o endosperma era muito pequeno para ser separado. Apés
90 DAF, a quantidade de AR no perisperma decresce rapidamente, concomitantemente com o crescimento do endosperma,
onde ndo foram detectados AR de 120 a 234 DAF. Sacarose acumula gradualmente em 6% do peso seco até que a
maturacdo esteja completa. AR foram detectados em baixas concentragcBes durante o desenvolvimento da polpa, mas
aumentam rapidamente nos estadios finais de maturagdo, particularmente quando os frutos mudam de verde para vermelho,
entre 205 e 234 DAF.

Ramos com frutos a aproximadamente 120 DAF foram incubados com **CO,. Os resultados mostraram que, além
das folhas, o 'CO, é ativamente assimilado em frutos verdes devido & fotossintese. Fotoassimilados (sacarose) sdo
ativamente trocados em todos tecidos do fruto (Figura 2A). O maior acimulo no perisperma mostra sua importancia como
um tecido de transferéncia. Frutos marcados com '*C-sacarose mostram que, de fato, ha um transporte da polpa para o
endosperma (Figura 2B). Ja na polpa, uma grande fracdo de sacarose foi convertida em AR (Figura 2C), o que confirma os
dados apresentados na Figura 1. O mesmo foi observado em frutos incubados com **CO, (dado n&o mostrado).
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Isolamento de Seqiiéncias de cDNA e gene de Susy

Uma sequéncia parcial de cDNA de Susy (SUS1) foi clonada usando primers degenerados em experimentos de
RT-PCR com RNA total de frutos de café. A proteina deduzida apresenta 97% de similaridade com a proteina SUS2 de S.
tuberosum (P49039). Através da analise de Southern-blot foi possivel observar que SUS1 é membro de uma pequena
familia de genes, contendo pelo menos dois genes (dado ndo mostrado). O cDNA inteiro (= 3kb) correspondente de C.
arabica e o gene equivalente de C. canephora (= 4kb) foram recentemente clonados e estdo sendo seqiienciados. Outra



sequéncia parcial de cDNA (= 1kb), que codifica para sacarose sintase (nomeada SUS2), também foi identificada pelo
Projeto Genoma Café e apresenta somente 59% de identidade com SUS1 a nivel nucléico e 74% a nivel protéico.
Atividade de Susy durante o Desenvolvimento do Fruto

Em todos os tecidos analisados, Susy parece ser sempre mais ativa que as invertases acidas (dado ndo mostrado).
Entretanto, como as analises de aglcar mostraram que ndo ha acimulo de sacarose durante a maior parte do
desenvolvimento do fruto de café, por exemplo no perisperma, presume-se que a Susy funciona, provavelmente, como uma
enzima que degrada a sacarose in vivo. O aumento da atividade da Susy nos estadios finais (205-234 DAF) de
desenvolvimento da polpa e do endosperma foi simultaneamente acompanhado pelo aumento do teor de sacarose nestes
tecidos. Isso sugere que essa enzima é responsavel pelo acimulo de sacarose nestes tecidos (Figura 3).

Expressdo dos Genes de Susy

A expressao dos genes que codificam para as duas isoformas de Susy foi analisada em tecidos de frutos usando
cDNA parciais de SUS1 e SUS2 como sondas (Figuras 3 e 4). RNAs mensageiros de SUS1 foram detectados no
perisperma aos 90 DAF e ndo foram mais observados neste tecido. Para o endosperma, o pico de expressdo de SUS1 ocorre
aos 150 DAF e para polpa, dois picos de expressdo sao observados (aos 60 e 150 DAF). Além do mais, o gene de SUS2
somente se expressa nos estadios finais do desenvolvimento da polpa (200-230 DAF), sobrepondo o pico de atividade de
Susy detectado neste tecido (Figura 4).
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Figura 3. Atividades de Susy em tecidos Figura 4. Expressio dos genes de SUE1 & SUS2 e
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Discusséo

ConcentracOes de AR e sacarose medidas nos tecidos do fruto confirmam as informages prévias obtidas em café
(Rogers et al., 1999). O dado apresentado de *C também mostra que a polpa tem um papel importante na fixagio de CO, e
que 0 perisperma parece se comportar como um tecido importante no transporte dos acglcares. Portanto, o decréscimo de
AR no perisperma pode, também, ser devido & translocacio para o endosperma. De fato, frutos incubados com **C-frutose
mostraram uma rapida transferéncia para o endosperma (dado ndo mostrado).

Os resultados obtidos permitem deduzir que o acimulo transitério de AR no perisperma e no endosperma &,
provavelmente, mais uma conseqiiéncia da funcdo de degradacdo da sacarose sintase que da acdo das invertases. Isto é
sustentado pelo fato que ndo foi detectada expressdo dos genes de invertase na polpa, no endosperma e no perisperma,
enquanto que a expressao dos genes para Susy foi observada nesses tecidos. Também foi mostrado que pelo menos duas
isoformas de Susy estdo implicadas no metabolismo de sacarose em frutos de café. Neste sentido, propde-se que a forma
SUS1 funciona principalmente como uma enzima de degradacdo da sacarose no perisperma e no endosperma e que a SUS2
poderia controlar o acimulo final de sacarose encontrada tanto na polpa quanto em frutos maduros de café.
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