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RESUMO 

A espécie Paullinia cupana originária da Amazônia, é dividida em duas 

variedades, P. cupana var. cupana (Venezuela e Colômbia) e P. cupana var. sorbilis 

(Brasil). Os poucos estudos com o guaranazeiro concentraram, principalmente, nos 

seus aspectos botânicos, no seu melhoramento e em testes experimentais sobre o 

efeito de seu extrato para fins terapêuticos. O objetivo principal do presente trabalho 

foi ampliar o conhecimento sobre as informações básicas do ponto de vista genético 

e molecular do guaranazeiro. Deste modo foi proposto: (1) determinar o cariótipo e o 

tamanho do genoma da planta (P. cupana var sorbilis); (2) caracterizar e validar 

seqüências expressas em seus frutos, e em especial as das enzimas relacionadas 

com a síntese de cafeína (N-metiltransferases); (3) determinar o seu número de 

cópias; (4) determinar o padrão de expressão em diferentes órgãos/tecidos. A var. 

sorbilis apresentaou elevado número de cromossomos (2n = 210) e conteúdo de 

DNA (2C = 22,5 pg DNA/células). A análise do cariograma mostrou que os 

cromossomos estão agrupados em dois conjuntos, um tetraplóide e outro 

hexaplóide. O seqüenciamento de transcritos gerou um banco com 15.387 ESTs, 

distribuídas em 2.628 contigs e 5.969 singletons. Entre estas estão as enzimas que 

participam das vias de síntese da cafeína sintase, sendo o melhor hit com as 

sequências de N-metiltransferases, aqui denominadas GNMT. As análises indicam 
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que a sequência GNMT é homóloga  as N-metiltransferases da via biossintética da 

cafeína de outras espécies tais como café (Coffea arabica and C. canephora), cacau 

(Theobroma cação), e chá verde (Camellia sinensis). O número de cópias gênicas 

da N-metiltransferase da GNMT presentes no genoma do guaranazeiro foi cerca de 

três vezes mais cópias que os espécimes selvagens (guaranarana, Paullinia sp). O 

fruto do guaranazeiro com 70 dias de desenvolvimento tem o maior nível de 

transcritos da GNMT, sendo que o número de transcritos aumentou gradualmente 

com o processo de maturação do fruto do guaranazeiro. Os resultados aqui 

discutidos são especialmente interessantes e podem colaborar com a 

experimentação científica que estão, aos poucos, comprovando as propriedades 

medicinais atribuídas ao guaraná e seu extrato obtido do pó de suas sementes. 
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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 guaraná 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 arábica 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. INTRODUÇÃO GERAL 

 

A espécie Paullinia cupana originária da Amazônia é dividida em duas 

variedades, P. cupana var. cupana (Venezuela e Colômbia) e P. cupana var. sorbilis 

(Brasil) (Lleras, 1992). As duas variedades foram cultivadas pelos indígenas, sendo 

a var. sorbilis cultivada no Baixo Rio Amazonas pelas tribos Maués e Andirás, 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 hábitos alimentares dos colonizadores e 

viajantes da região, não sendo difundida fora de seu habitat natural. No baixo Rio 

Amazonas, a variedade sorbilis teve ampla aceitação e disseminação de suas 

sementes, desde a chegada dos primeiros colonizadores, tornando-se uma das 

espécies nativas com maior importância socioeconômica para a região (Lleras, 

1992). 

P. cupana var. sorbilis (guaranazeiro) é uma planta perene arbustiva, 

trepadeira e lenhosa que pode atingir 10 metros de altura, embora quando cultivada 

em áreas abertas, cresce no máximo até três metros (Erickson et al., 1984). O 

guaranazeiro é uma espécie com crescente demanda devido às múltiplas e 

comprovadas propriedades medicinais do extrato do seu fruto (Henman, 1982). O 

extrato pode ser utilizado para diminuição da massa corpórea (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 afrodisíaco (Antunes et al., 2001), como bactericida e antioxidante 

(Mattei et al., 1998; Basile et al., 2005). Além disso, o extrato pode também inibir a 

hepatocarcinogenese (Fukumasu et al., 2006b), diminuir a agregação de plaquetas 
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(Bydlowski et al., 1991) e, proteger contra lesões gástricas induzidas por etanol 

(Campos et al., 2003).  

Os poucos estudos celulares e moleculares realizados com o guaranazeiro 

concentraram, principalmente, na análise da diversidade genética através da 

avaliação morfométrica e molecular. Os resultados reportam reduzida variabilidade 

molecular (Sousa, 2003) e alta diversidade morfométrica (Corrêa, 1989). Estudos 

citogenéticos de P. cupana var sorbilis reporta que a espécie apresenta 210 

cromossomos (Freitas et al., 2007). A poliploidia pode conduzir às diferenças 

imediatas no tamanho das células, no tamanho dos estômatos, no tamanho da 

planta. A aparência imediata destas novas características é indicativa de mudanças 

na expressão dos genes, embora as causas desta nova variação não sejam bem 

compreendidas (Osborn et al., 2003).  

O estabelecimento de um banco de dados contendo informações de estudos 

de transcriptomas tem proporcionado o desenvolvimento de métodos de análises 

globais para o estudo de mudanças na expressão gênica, associadas com 

importantes processos celulares nos organismos (Fukuda et al., 2008; Cánovas et 

al. 2004). Devido a grande importância socioeconômica e a carência de estudos 

genéticos e moleculares, P. cupana tem atraído considerável interesse científico, por 

exemplo, pela ―Rede da Amazônia legal de Pesquisas Genômicas – REALGENE‖ 

formado por um Consórcio de Instituições da Amazônia, apoiado pelo CNPq/MCT, 

que vem estudando o genoma funcional (transcriptoma do fruto) do guaranazeiro 

(Ângelo et al., 2008). 

Muitos eventos relacionados aos fatores de crescimento e desenvolvimento 

de plantas ou até mesmo em resposta a vários estímulos são resultantes da 

alteração na expressão gênica. A análise da função do gene necessita, 
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conseqüentemente, da análise temporal e espacial dos padrões de expressão 

gênica. A informação mais conclusiva sobre mudanças nos níveis da expressão 

gênica pode ser obtida através da análise de mudanças qualitativas e quantitativas 

dos RNAs mensageiros, proteínas e metabolitos. A determinação qualitativa e 

quantitativa dos níveis de transcritos de células vegetais permite que genes, 

diferencialmente expressos, possam ser identificados e, consequentemente, sua 

função metabólica possa ser investigada. Portanto, o conhecimento da localização 

celular dos transcritos é essencial, a fim de avaliar a função do gene em um contexto 

integrado (Pesquet et al., 2004). 

Durante muitos anos, a vasta maioria dos estudos de expressão gênica foi 

realizada utilizando análises com gel-blots não quantitativas ou semi-quantitativas 

(Bustin, 2002). A maximização da sensibilidade dos métodos de quantificação tem 

levado ao desenvolvimento de técnicas cada vez mais avançadas, dentre elas o 

PCR Quantitativo em Tempo Real (qRT-PCR), porém apenas nos últimos anos está 

técnica tem sido utilizado como ferramenta nos estudos de expressão gênica e 

quantificação de sequências específicas com vegetais (Gachon, 2004). Comparado 

aos outros métodos de PCR, o qRT-PCR é mais específico, sensível e reprodutível 

(Freeman et al., 1999; Raeymaekers, 2000).  

O objetivo do presente trabalho foi analisar o cariótipo e o conteúdo de DNA 

do guaranazeiro (Paullinia cupana var. sorbilis), identificar os genes expressos no 

seu fruto e, estimar o número de cópias da N-metiltransferase no genoma, principal 

enzima na síntese de cafeína, do guaranazeiro (GNMT) e o nível da sua expressão 

em diferentes tecidos. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. Geral 

 Analisar o cariótipo e o conteúdo de DNA do guaranazeiro (Paullinia cupana 

var. sorbilis), identificar os genes expressos no seu fruto, além de estimar o 

número de cópias de uma N-metiltransferase no genoma do guaranazeiro e o 

nível de expressão gênica em diferentes tecidos. 

 

2.2. Específicos 

1. Desenvolver um protocolo para isolamento de núcleos do guaranazeiro 

(Paullinia cupana var sorbilis); 

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

3. Determinar o cariótipo de Paullinia cupana var sorbilis e apresentar um 

cariograma com alta resolução; 

4. Seqüenciar, validar, ordenar e anotar as seqüências expressas (EST‘s) no 

fruto de Paullinia cupana var sorbilis; 

5. Identificar e caracterizar as EST`s com homologia para N-metiltransferase 

envolvidas na biossíntese de cafeína  do guaranazeiro (GNMT);  

6. Estimar a variação do número de cópias da GNMT no genoma do 

guaranazeiro (Paullinia cupana var. sorbilis) e de espécimes selvagens 

(guaranaranas - Paullinia sp); 

7. Quantificar os níveis de transcritos da GNMT expressos em diferentes 

órgãos/tecidos do guaranazeiro (Paullinia cupana var. sorbilis) e de 

espécimes selvagens (guaranaranas - Paullinia sp); 
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3. Capítulo I – Os segredos moleculares de uma planta lendária 

Artigo de apresentação do guaranazeiro publicado na Ciência Hoje (2009) 43: 

31-35. 

Indramara Lobo de Araújo (Programa de Pós-graduação em Desenvolvimento Regional), Danival 

Vieira de Freitas (Laboratório de Expressão Gênica, Centro Universitário Nilton Lins e Programa - 

Multi-institucional de Pós-graduação em Biotecnologia, Universidade Federal do Amazonas), Carlos 

Gustavo Nunes-Silva (Laboratório de Expressão Gênica, Centro Universitário Nilton Lins), Spartaco 

Astolfi-Filho (Laboratório de Tecnologia de DNA, Centro de Apoio Multidisciplinar - Universidade 

Federal do Amazonas) 

 

3.1. Sinopse 

Quando os primeiros europeus chegaram ao Brasil, os índios já consumiam o 

guaraná como alimento e em seus rituais religiosos. O guaraná, natural da 

Amazônia, era utilizado pelos povos indígenas como estimulante e revigorante. Hoje 

em dia o uso da semente do Guaraná se difundiu como fitoterápico rico em cafeína e 

estimulante do sistema nervoso central. Além da cafeína, a semente do Guaraná 

contém amido, proteínas, óleo fixo e matérias aromáticas, resinosas e pépticas. O 

Guaraná também é usado como tônico geral e no combate ao estresse. As 

propriedades terapêuticas e estimulantes do guaraná descrito na farmacopéia 

baseada no conhecimento indígena tradicional estão sendo comprovadas 

cientificamente por pesquisadores atraídos pela grande importância socioeconômica 

e medicinal dessa planta. 

 

 

 

 



    ______________________________________________________________________ 

 

 - 17 - 

UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS PROGRAMA MULTI-INSTITUCIONAL 

DE PÓS-GRADUAÇÃO EM BIOTECNOLOGIA 

 



    ______________________________________________________________________ 

 

 - 18 - 

UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS PROGRAMA MULTI-INSTITUCIONAL 

DE PÓS-GRADUAÇÃO EM BIOTECNOLOGIA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



    ______________________________________________________________________ 

 

 - 19 - 

UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS PROGRAMA MULTI-INSTITUCIONAL 

DE PÓS-GRADUAÇÃO EM BIOTECNOLOGIA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



    ______________________________________________________________________ 

 

 - 20 - 

UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS PROGRAMA MULTI-INSTITUCIONAL 

DE PÓS-GRADUAÇÃO EM BIOTECNOLOGIA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



    ______________________________________________________________________ 

 

 - 21 - 

UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS PROGRAMA MULTI-INSTITUCIONAL 

DE PÓS-GRADUAÇÃO EM BIOTECNOLOGIA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



    ______________________________________________________________________ 

 

 - 22 - 

UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS PROGRAMA MULTI-INSTITUCIONAL 

DE PÓS-GRADUAÇÃO EM BIOTECNOLOGIA 

4. Capítulo II – Cariótipo 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 análise do tamanho do genoma de Paullinia 

cupana var. sorbilis, fornecendo a caracterização morfológica dos cromossomos e o 

conteúdo de DNA. A quantificação do tamanho e estrutura do genoma são cruciais 

para a compreensão global de um organismo e, diante dos avanços biotecnológicos, 

estes estudos têm sido importantes para avaliar a cobertura de uma biblioteca 

genômica, estimar o número de cópias de um determinado gene no genoma, e 

desenvolver estratégias para a clonagem de genes baseado no mapeamento do 

genoma. Os resultados mostraram elevado número de cromossomos (2n = 210) e 

conteúdo de DNA (2C = 22,5 pg DNA/célula). Estudos citológicos na família 

Sapindaceae têm concentrado, principalmente, na diversidade do número (2n = 14 a 

96) e tamanho dos cromossomos. No gênero Paullinia, sete espécies tiveram o 

cariótipo estudado e todas apresentaram 2n = 24 cromossomos. Estes dados 

permitiram considerar que o cariótipo do guaranazeiro, em função do número e do 

tipo de cromossomos, é de origem complexa, que incluiu em sua gênese eventos de 

poliploidização e rearranjo do conjunto de cromossomos. 
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5. Capítulo III – Transcriptoma do fruto do guaranazeiro (Paullinia 

cupana var. sorbilis), um estimulante originário da 

Floresta Amazônica consumido tradicionalmente  

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

 

5.1. Sinopse 

O presente estudo permitiu identificar as seqüências gênicas envolvidas nas vias 

metabólicas que conduzem à biossíntese de compostos de elevado interesse 

econômico no guaranazeiro. O seqüenciamento de transcritos de três fases de 

desenvolvimento dos frutos (verdes imaturos, estádio intermediário e maduros) do 

guaranazeiro da cultivar BRS-Amazonas, gerou um banco com 15.387 EST‘s 

(expressed sequence tags) válidas distribuídas em 2.628 contigs e 5.969 singletons, 

com comprimento médio de 773 pares de bases. Algumas das ESTs são 

interessantes e podem explicar, pelo menos em parte, as propriedades medicinais 

atribuídas ao extrato do pó das sementes torradas e que estão sendo aos poucos 

comprovadas por experimentação científica. Entre estas estão às enzimas que 

participam das vias de síntese e catálise de flavonóides e carotenóides e as cafeína 

sintases. Foi identificado também um grupo de seqüências relacionadas com genes 

de vias de interação planta-patógeno, incluindo proteínas PR (pathogenesis related), 

inibidores de proteases de cisteína e seqüências relacionadas a endoquitinases.  
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6. Capítulo IV – N-metiltransferase do guaranazeiro (Paullinia 

cupana var. sorbilis) envolvida na biossíntese da 

cafeína 

 

6.1. Sinopse 

O Brasil é o único produtor mundial de guaraná 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 chá da Índia (tanto 

TCS1 quanto TCS2) e 60 com a do café (Coffea arabica). A sequência 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 sequência foi utilizada para a síntese química de iniciadores para a 

análise do número de cópias no genoma e dos níveis de transcritos da GNMT de 

vários órgãos/tecidos do guaranazeiro e espécimes selvagens. O número de cópias 

gênica no genoma do guaranazeiro apresentou cerca de 3,0 vezes mais cópias que 

os espécimes selvagens (guaranarana). O fruto do guaranazeiro com 70 dias de 

desenvolvimento apresentou o maior nível de transcritos (3,287) da GNMT, o qual 

aumentou gradualmente com o processo de maturação do fruto do guaranazeiro.  
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6.2. Introdução 

A cafeína é um dos principais alcalóide purina em Paullinia cupana. A 

primeira análise química no guaranazeiro foi realizada no século XVII pelo botânico 

alemão Theodore Von Martius, que isolou das sementes uma substância cristalina, 

amarga e branca, denominada ―guaranina‖, que foi mais tarde renomeada cafeína. 

A cafeína é conhecida por ter efeitos sensoriais e estimulantes quando 

consumida nas bebidas como o guaraná (Paullinia cupana), o café (Coffea arábica, 

Coffea canephora), o chá (Camellia sinensis) e a erva-mate (Ilex paraguaiensis). As 

ações farmacológicas provavelmente são relacionadas com o bloqueio dos 

receptores de adenosina A1 (Cauli e Morelli, 2005). O papel biológico exato da 

cafeína e dos alcalóides púricos relacionados é ainda obscuro, embora haja duas 

hipóteses principais: a) propõe-se que a cafeína realiza a função de proteção das 

folhas e frutos contra predadores (teoria da defesa química [Frischknecht, 1985; 

Hollingsworth et al., 2002]) e; b) a cafeína liberada pelo revestimento da semente 

impede a germinação de outras sementes (teoria alelopática ou autotóxica 

[Friedman e Waller, 1983]).  

A cafeína pode ser produzida por duas vias (Figura 1), a principal envolve a 7-

metilxantina → teobromina → cafeína (Suzuki 1972; Ashihara e Kubota 1987; 

Ashihara et al.  1996, 2004; Kato et al.  1996). Esta via ocorre no chá 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 alcalóides púricos de plantas 

(Ashihara 1993; Koyama et al.  2003; Yoneyama et al.  2006). A outra via metabólica 

envolve a xantosina → 7-metilxantosina → 7-metilxantina → paraxantina → cafeina, 

sendo esta mais elucidada no café. A taxa de biossíntese de cafeína parece ser 
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regulada, primeiramente, pela atividade da N-metiltransferase. O primeiro, o 

segundo e o quarto passo da principal via são catalisados pela N-metiltransferase 

que utilizam a S-adenosil-L-metionina (SAM) como o doador de metil (Kato,1996). 

Os dois passos finais são catalisados pela CS, uma enzima bifuncional no chá 

(TCS1 e TCS2) que compreende duas atividades N-metiltransferases dependentes 

de SAM (Yoneyama et al., 2006).  

As NMT que estão envolvidas na biossíntese da cafeína podem ser divididas 

em três tipos, de acordo com a especificidade do substrato. Estes três tipos de 

enzimas e os genes correspondentes já foram caracterizados no café e no chá. A 

primeira etapa de metilação na via biossintética da cafeína do xantosina a 7-

metilxantosina é catalisado pelo 7-metilxantosina sintase (Mizuno et al., 2003b; 

Uefuji et al., 2003). O único substrato que é disponível para a 7-metilxantosina 

sintase é a xantosina. Recentes  estudos da estrutura química desta proteína têm 

mostrado que ela é uma enzima bifuncional: realiza a transferência de metil e cliva 

os nucleosídeos (McCarthy e McCarthy, 2007). As últimas duas etapas da 

biossíntese da cafeína são catalisadas pela cafeína sintase (Kato et al., 1999, 2000; 

Mizuno et al., 2003a; Uefuji et al., 2003). A primeira NMT da via de biossíntese da 

cafeína a ser caracterizada bioquimicamente foi clonada de folhas novas do chá (C. 

sinensis); esta descoberta permitiu o isolamento subseqüente de muitos genes de 

NMT que são envolvidos na biossíntese da cafeína (Kato et al., 1999, 2000).  

Por muitos anos, Paullinia cupana foi o foco das atenções devido à presença 

da cafeína (Henman, 1982; Belliardo et al., 1985; Bempong & Houghton, 1992). Nas 

sementes do guaranazeiro são encontradas elevadas concentrações de cafeína, 

assim como ―teofilina‖ e o ―teobromina‖ (em quantidades bem menores) (Weckerle et 

al., 2003). Embora o guaranazeiro seja a planta que mais acumula cafeína, no que 
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se refere a via biossintética desse alcalóide é a menos estudada. O presente 

trabalho apresenta os resultados da caracterização molecular in silico de EST`s com 

homologia para N-metiltransferases do guaranazeiro (GNMT), a quantificação do 

seu número de cópias no genoma e os níveis 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 Cafeína. As setas sólidas indicam a principal rota de 

biossíntese. 7-metilxantosina sintase e teobromina sintase catalizam apenas a 

conversão de xantosina para 7-metilxantosina e metilxantina para teobromina, 

respectivamente. A cafeína sintase possui amplo substratos específicos. A 

primeira (1), a terceira (3), e a quarta (4) etapa da via principal são reações de N-

metilações (Ishida et al., 2009). 
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6.3. MATERIAL E MÉTODOS  

6.3.1.  Material vegetal e isolamento de ácidos nucléicos 

Material vegetal de diferentes acessos e tecidos foi coletado no Banco de 

Germoplasma de Paullinia sp., existente na sede da Empresa Brasileira de 

Agropecuária - Amazônia Ocidental (EMBRAPA – CPAA) no município de Manaus, 

Amazonas, Brasil (Tabela 1). Os tecidos coletados foram transportados em gelo 

seco e armazenados a -80oC para extração de ácidos nucléicos.  A extração do DNA 

foi feita pelo método CTAB (Doyle e Doyle, 1987) utilizando o protocolo modificado 

por Ferreira e Grattapaglia (1998). O material vegetal (folíolo expandido do 

guaranazeiro (acesso BRS 300) e de duas espécimes selvagem - guaranaranas) foi 

macerado com nitrogênio líquido. O RNA total foi extraído a partir de 

aproximadamente 100 mg de diferentes tecidos utilizando o kit de extração  Concert 

Plant RNA da Invitrogen (Invitrogen, San Francisco, CA), de acordo com as 

recomendações do fabricante. Ao final deste processo foi gerado um volume de 40 

µL de solução (RNA total + 40 µL de água RNAse free). As amostras de DNA e RNA 

extraídas foram quantificadas pelo espectrofotômetro Nanodrop (Thermo Scientific 

NanoDrop™). 

Uma quantidade de aproximadamente 5 µg de RNA total de cada tecido 

estudado foi tratada com DNAse I utilizando o kit da Ambion, em uma reação com 

volume final de 20 µL, segundo o protocolo do fabricante. Posteriormente, foi 

realizado PCR convencional utilizando os iniciadores para o gene da GNMT para 

confirmar a ausência de DNA.  

A síntese de cDNA  foi realizada a partir de 1 µg de RNA total pela utilização 

da transcriptase reversa com primers hexâmeros randômicos (5 µM) utilizando o kit 
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First Strand cDNA Synthesis ® (Fermentas, Hanover, MD) em uma reação com 

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

 

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

Os experimentos foram conduzidos utilizando clones da biblioteca de cDNA 

de três fases de maturação 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 cafeínas sintase e 

catalase (gene normalizador da qRT PCR), assim definidos pela anotação 

automática, foram selecionados para caracterização in silico. As sequências da 

catalase e de outras N-metiltransferases da via de biossíntese da cafeína do chá, do 

cacau e do café foram acessadas no banco de dados de plantas (Uniprot - 

www.uniprot.gov ) e utilizadas como drivers na análise filogenética. As sequências 

foram alinhadas usando o programa ClustalW (Thompson et al., 1994). O 

alinhamento da catalase e da GNMT foi manualmente ajustado para preservar 

subdomínios conservados. O alinhamento foi ajustado para remover gaps na maioria 

das sequências. EST‘s com sequências inferiores a 100 pb e com e-value menores 

que 1e-10 foram descartadas. O alinhamento foi analisado pelo programa Phylip 

(Felsenstein, 1995) e pelo programa de livre domínio (CLC Sequence Viewer – 6.1 / 

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

como critérios. O bootstrap foi executado com 1.000 repetições usando NJ/UPGMA. 

Os iniciadores para a quantificação do número de cópias no genoma e do 

número de transcritos da CS e os da catalase foram construídos a partir da 

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

(GNMT-F/1 CTCTTCAAAGAAAAATCACCACCAT e GNMT-R/1 

http://www.ncbi.nlm.nhi.gov/
http://www.uniprot.gov/
http://www.clcbio.com/
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CCTGAAGCACACCCCAAATCT) e para catalase (Cat-F/1 

TGCCGAATCTTTGCTTATGGT e Cat-R/1 GAGCATCAGGTAGTTTGGTCCAA) 

foram desenhados utilizando-se o software Primer Express (Applied Biosystems). A 

especificidade dos iniciadores foi avaliada verificando a formação de banda única 

em gel de agarose e pela curva de dissociação na qRT-PCR. Para verificar a 

especificidade dos iniciadores, todos os DNA/cDNA foram submetidos a PCR 

convencional para verificar o fragmento amplificado. A reação 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 recomendações do fabricante. Parte do amplicon purificado foi 

clonado para construção da curva padrão para quantificação do número de cópias 

gênicas. 

 

6.3.3. Análise do número de cópias e transcritos do gene GNMT por PCR em 

Tempo Real usando o sistema SYBR Green 

Para as análises do número de cópias no genoma e do número de transcritos 

utilizou-se a metodologia de quantificação por PCR tempo Real (qRT PCR), 

utilizando-se o equipamento ABI Prism 7300 Sequence Detection System (Applied 

Biosystems). As reações foram realizadas com volume de 5 µl de ―SYBR® Green 

PCR Master Mix‖ (Applied Biosystems), 1 µl do iniciador GNMT – F/1 (1 pmol/ µl) e 1 

µl do iniciador GNMT – R/1 (1 pmol/µl), 1 µl de DNA/cDNA e água (RNAse free). As 

condições 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 reações foram realizadas em triplicata, permitindo a detecção de 

possíveis erros. Quando os resultados das triplicatas apresentaram uma variação 

maior que 1 ciclo, novas repetições foram feitas. Reações sem cDNA também foram 

utilizadas como uma forma de detectar possíveis contaminações (controle negativo).  

A quantificação do número de cópias de cafeína sintase presentes nos 

genomas estudados foi realizada pelo método da curva padrão externa (Hernandez 

et al., 2004; Lee et al., 2006). A construção desta curva foi feita a partir da clonagem 

do produto da amplificação da cafeína sintase e da catalase no plasmídeo pGEM®-T 

Easy Vector. Os plasmídeos com os insertos foram obtidos por meio de mini-

preparação, linearizados com a enzima PstI e quantificados utilizando 

espectrofotometria (Nanodrop). A partir de alíquotas de concentrações conhecidas 

dos plasmídeos recombinantes, com cinco diluições seriadas do DNA (50 ng/µl até 5 

pg/µl), foi realizada a qRT PCR. O ciclo no qual foi detectado um aumento 

significativo da fluorescência (Crossing point - CP), foi considerado para quantificar o 

produto inicial em cada amostra e utilizado como referência para a curva-padrão. A 

curva padrão foi obtida plotando os valores de Cp versus o logaritmo da 

concentração. Os valores dos pontos de amplificação do Cp do GNMT foram 

utilizados para calcular o número de cópias dos genomas, estimado pela equação: 

N=NoxE, onde N é o número de cópia após n ciclos e E é a eficiência de 

amplificação. No pode ser calculado pela equação assumindo que o número de 

ciclos equivale ao Cp. logarithm of the concentration. A eficiência da reação (E) foi 

calculada pela formula: 10 (–1/slope) -1 (Pfaffi, 2002).Os resultados do Cp obtidos da 

qRT-PCR para análise do número de cópias no genoma foram analisados no 

Microsoft Excel. A Análise de Variância – single-factor (ANOVA) foi realizado pelo 

método estatístico descritivo no programa SSP versão 2.75.  
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O método ΔΔCt (Pfaffl et al., 2002) foi utilizado para determinar a expressão 

do gene da GNMT. A taxa de expressão deste transcrito de interesse foi estimada 

em diferentes tecidos (Tabela 1), sendo a expressão da catalase foi utilizada como 

calibrador e o número de transcritos da GNMT do tecido foliar do guaranazeiro foi 

utilizado como amostra referência. Os valores ΔΔCt, a média e o erro padrão foram 

calculados pelo software de domínio livre Rest 2008 V2.0.7 (Pfaffi et al., 2002). A 

regressão linear dos valores de Cp também foi utilizada para avaliar a expressão da 

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

 
6.4.1. Caracterização 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 chá da Índia (tanto 

TCS1 quanto TCS2) e 60 para a do café (Coffe arabica). A sequência de cDNA do 

guaranazeiro que apresentou melhor hit com as sequências de N-metiltransferases 

depositada no Uniprot possui 755 bp e foi denominada GNMT. Esta sequência foi 

traduzida pelo programa Clustal W (Thompson et al., 1994) e utilizada para o 

alinhamento e análise filogenética com as sequências de aminoácidos da 

teobromina sintase e cafeina sintase classes I e II do café (Coffea arábica e C. 

canephora), cacau (Theobroma cacao), e chá da Índia (Camellia sp), todas já 

caracterizadas (Figura 2). Os resultados mostraram que a GNMT é mais 

estreitamente relacionada a enzima de cacau classe I (Figura 2).  

A sequência gênica da GNMT compartilha com as demais N-metiltransferases 

conecidas quatro regiões altamente conservadas, motif A, motif B', motif C e a região 

de YFFF. As seqüências consenso dos motifs da região A e C, e da região YFFF da 

GNMT foram idênticas as das espécies comparadas. Entretanto, o motif B‘ situado 

entre o motif A e o motif C, que apresenta a seqüência ‗LNDLPSNDFN‘ com elevado 

número de aminoácidos hidrofílicos, apresentou variações.  

Em seu conjunto, as análises indicam que a sequência escolhida (GNMT) é 

homóloga  as N-metiltransferase da via biossintética da cafeína de outras espécies.  
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Figura 2: Comparação de aminoácidos da GNMT, da teobromina sintase e cafeina sintase 

classes I e II do café [Coffea arábica (cafeína sintase classe 1 - CaMTL 1) e C. 

canephora (cafeína sintase classe 1 – CCS1, N-metiltransferase – CcNMT, 

teobromina sintase classe 1 – CTS 1, teobromina sintase classe 2 – CTS 2)], 

cacau [Theobroma cacao (cafeína síntase classe 1 - TcCS1)- ), e espécies do 

gênero Camellia [C. cinensis (cafeína sintase classe 1 – CsCS 1, cafeína sintase 

classe 2 – CsCS 2, teobromina sintase classe 1 – CsTS 1, teobromina sintase 

classe 2 – CsTS 2), C. granthamiana (cafeína sintase classe 1 – CgTS 1, cafeína 

sintase classe 2 – CgTS 2), C. lutchuensis (teobromina sintase classe 2 – ClTS 

2), C. kissi (teobromina sintase classe 1 – CkTS 1), C. japonica (teobromina 

sintase classe 1 – CjTS 1), C. chrysantha. Os boxes representam resíduos de 

aminoácidos idênticos. Os motifs que interagem com a SAM (A, B‘ e C) e da 

região conservada denominada de ―região YFFF‖ são apresentados pelos boxes 

vermelhos fechados. As seqüências conservadas na família das 

metiltransferases são indicadas pelas linhas pontilhadas (I,II,III e IV).  
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6.4.2. Estimativa do número de cópias do gene GNMT no genoma do 

guaranazeiro 

Para determinar o número de cópias do gene da GNMT do guaranazeiro e de 

outras duas espécimes selvagens (guaranaranas), utilizou-se PCR em tempo real. A 

especificidade foi checada pela análise 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 padrão foi linear 

na escala testada (R2 ≥ 0,9800) para as reações em triplicatas. A partir do valor do 

slope da curva padrão (-2,8849) foi possível verificar uma elevada eficiência da 

amplificação, que foi determinada na linha investigada e utilizada para quantificação 

da taxa de expressão da GNMT. O número médio de cópias gênicas da GNMT no 

genoma do guaranazeiro foi estimado em cerca de 3,0 vezes o número de cópias da 

guaranarana - II e 1,5 vezes o da guaranarana - I (Tabela 1).  
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Figura 3: Análise filogenética das sequências de aminoácidos da GNMT, da teobromina 

sintase e cafeina sintase classes I e II do café [Coffea arábica (cafeína sintase 

classe 1 - CaMTL 1) e C. canephora (cafeína sintase classe 1 – CCS1, N-

metiltransferase – CcNMT, teobromina sintase classe 1 – CTS 1, teobromina 

sintase classe 2 – CTS 2)], cacau [Theobroma cacao (cafeína síntase classe 1 - 

TcCS1)- ), e espécies do gênero Camellia [C. cinensis (cafeína sintase classe 1 – 

CsCS 1, cafeína sintase classe 2 – CsCS 2, teobromina sintase classe 1 – CsTS 

1, teobromina sintase classe 2 – CsTS 2), C. granthamiana (cafeína sintase 

classe 1 – CgTS 1, cafeína sintase classe 2 – CgTS 2), C. lutchuensis 
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(teobromina sintase classe 2 – ClTS 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 expressão gênica da cafeína sintase (CS). A estimativa da variação 

do número de cópias no genoma e o nível de transcritos de CS foram 

estabelecidos por PCR em Tempo Real no guaranazeiro (acesso BRS) e de 

espécies afins (guaranaranas). 

 

 

 

 

 

 

 

 

RNCEG
1
 – Razão do número de cópias da GNMT estimada no genoma dos acessos estudados por 

qRT PCR. Entre parênteses os valores arredondados. 

* Não diferem estatisticamente da amostra de referência (folíolo expandido do acesso BRS) a 5% de 

probabilidade. 

 

6.4.3. Quantificação do número de transcritos da N-metiltransferase do 

guaranazeiro 

Para analisar a expressão do gene GNMT a acumulação relativa de mRNA foi 

quantitativamente examinada em vários tecidos do guaranazeiro e espécimes 

selvagens, incluindo folíolo, inflorescência, fruto em diferentes fases de 

desenvolvimento (Tabela 1).  O gene escolhido para normalizar (controle interno) as 

 

  

Acesso RNCEG
1
 Tecido (amostra) Expressão relativa Std. Error 

Guaranazeiro  2,98 X (3) (I) Folíolo expandido  1,0 0,95 - 1,05 

  (II) Pecíolo  0,10 0,06 - 0,17 

  (III) Inflorescência 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 

  (VI) Fruto 70 dias 3,29 2,98 - 3,64 

Guaranarana - I 1,79 X (2) (VII) Folíolo expandido 0,21 0,13 - 0,32 

Guaranarana - II 1,00 X (1) (VIII) Inflorescência 0,36 0,24 - 0,52 

  (IX) Fruto início maturação 1,11 * 0,88 - 1,40 

  (X) Fruto final maturação 0,53 * 0,32 - 0,89 

  (X) Folíolo expandido 0,70 * 0,47 - 1,03 

  

Acesso RNCEG
1
 Tecido (amostra) Expressão relativa Std. Error 

Guaranazeiro  2,98 X (3) (I) Folíolo expandido  1,0 0,95 - 1,05 

  (II) Pecíolo  0,10 0,06 - 0,17 

  (III) Inflorescência 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 

  (VI) Fruto 70 dias 3,29 2,98 - 3,64 

Guaranarana - I 1,79 X (2) (VII) Folíolo expandido 0,21 0,13 - 0,32 

Guaranarana - II 1,00 X (1) (VIII) Inflorescência 0,36 0,24 - 0,52 

  (IX) Fruto início maturação 1,11 * 0,88 - 1,40 

  (X) Fruto final maturação 0,53 * 0,32 - 0,89 

  (X) Folíolo expandido 0,70 * 0,47 - 1,03 
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análises da expressão da GNMT foi o da catalase. Os níveis de mRNA foram 

calculados cruzando os valores de cada tecido com os níveis de expressão do tecido 

de referência (folíolo do guaranazeiro - padrão). A expressão do controle interno, 

catalase, foi relativamente estável nos seis tecidos do guaranazeiro examinados, 

com uma variação de até 58% do número de transcritos detectada entre os 

diferentes tecidos. Os valores de Cp variaram entre 27 e 35 ciclos nos diferentes 

órgãos/tecidos, indicando um poder de detecção de até quatro ordens de magnitude 

para os níveis de expressão do gene. 

A análise da expressão da GNMT dos tecidos do guaranazeiro apresentaram 

elevados níveis de transcritos quando comparado com os mesmos tecidos das 

guaranaranas (Tabela 1). Por outro lado, o nível de transcritos na inflorescência do 

guaranazeiro, nos frutos e nos folíolos expandido da guaranarana - II não 

apresentaram diferenças estatísticas. O pecíolo e o fruto (15 dias) do guaranazeiro, 

o folíolo da guaranarana - I, e a inflorescência da guaranarana - II apresentaram 

números menores de transcritos quando comparados com o padrão. Já os frutos 

com 45 e 70 dias do guaranazeiro apresentaram valores superiores de transcritos 

comparado com o padrão. O fruto do guaranazeiro com 70 dias de desenvolvimento 

apresentou o maior número de transcritos (3,287). Os valores de transcritos 

aumentaram gradualmente com o processo de maturação do fruto do guaranazeiro. 

Este quadro não foi observado nas guaranaranas, que diminuíram os níveis de 

transcritos com o avanço do processo de maturação.  
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6.5. DISCUSSÃO 

 

O Brasil é o único produtor mundial de guaraná e atende ao mercado nacional 

e internacional. O guaranazeiro é 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 cafeína na semente seca. P. cupana var. sorbilis apresenta 

valores entre 2,7 a 5,8 % de cafeína (Mazzafera 1994a; Baumann et al., 1995); o 

chá da Índia (C. sinensis var. sinensis) 2,8% (Nagata and Sakai, 1984); o café (C. 

arábica 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 identificação no fruto do guaranazeiro de um elevado número de EST‘s que 

codificam N-metiltransferase da via de biossíntese da cafeína é coerente com o alto 

conteúdo de cafeína na planta (Tabela 1). A comparação da GNMT com outras N-

metiltrasferase está sumarizada na Figura 2. A análise da sequência parcial da 

GNMT sugere que este gene é bastante similar ao gene da CS do cacau, do chá e 

do café. Os resultados foram, também, consistentes com o relacionamento 

taxonômico das espécies analisadas, sendo a GNMT mais similar a enzima do 

cacau (cafeína sintase classe I).  

Os quatro motifs caracterizados e conservados [(A, B` e C) e YFFF] na GNMT 

podem ter papéis importantes tanto na reação catalítica de transferência de N-metil, 

quanto no posicionamento da N-metilação do anel da purina (Anaya et al., 2006). 

Acredita-se que o motif A seja um sitio de ligação de SAM (Kagan e Clarke, 1994; 

Joshi e Chiang, 1998), que comumente inicia um importante papel na síntese de 

cafeína como doador de metil (Kishiishi et al., 2001). Yoneyama et al. (2006) 
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reportaram duas classes de genes envolvidos na síntese da cafeína. As enzimas da 

classe I são genes que participam da síntese da cafeína e teobromina, enquanto que 

as funções das enzimas da classe II ainda não 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 quantificação do número de cópias no 

genoma e da expressão em nível transcricional do gene GNMT por PCR em tempo 

real. O elevado número de cópias do gene GNMT no genoma do guaranazeiro em 

relação as de guaranaranas (espécimes selvagens) já era esperado, visto que o 

guaranazeiro apresenta elevada ploidia, com 210 cromossomos, estruturados em 

um conjunto hexaplóide e um grupo tetraplóide de cromossomos (Freitas et al., 

2007), enquanto Paullinia tem 24 cromossomos como número base.  

Os níveis de expressão de transcritos da via da biossíntese da cafeína do 

guaranazeiro foi quantificado nas folhas, na inflorescência e nos frutos de diferentes 

estágios de desenvolvimento, tanto no guaranazeiro, quantos nos espécimes 

selvagens (guaranaranas) por qRT PCR. A atividade de biossíntese da cafeína 

depende acima de tudo, da quantidade e atividade das enzimas, da disponibilidade 

de substratos, tais como o xantosina e o SAM, do estágio de desenvolvimento e do 

tecido, e da variação sazonal (Kato et al., 2000). Os transcritos de GNMT foram 

detectados em todos os tecidos usados no experimento, sendo a expressão gênica 

mais marcante nos frutos, seguida pelo folíolo, inflorescência e por fim no pecíolo. 

Estes resultados foram similares tanto no guaranazeiro quanto nas guaranaranas. 

No gênero Paullinia, os alcalóides purinas são preferencialmente alocados no fruto e 

outros tecidos mais velhos, e não em brotações e tecidos novos como na planta de 

chá (Weckerle et al., 2003). Estudos da expressão dos genes que codificam a CS no 
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chá (TCS1 e TCS2) nas folhas novas e maduras, caule e raízes de mudas de chá 

(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 cafeína do café, envolvendo a adenina e 

guanina foi encontrada apenas nas folhas jovens, mas a conversão de teobromina e 

cafeína 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 após 

a maturação. Isto é diferente das folhas de chá, em que a atividade da CS 

desapareceu após completo desenvolvimento das folhas (Fujimori et al., 1991). 

Os níveis de expressão da GNMT, possivelmente, relacionada com a síntese 

de cafeína no guaranazeiro e guaranaranas foram mais elevados no endosperma, 

assim como no café. Os elevados níveis de expressão quantificados nos frutos do 

guaranazeiro apresentaram padrões sincronizados de aumento da expressão, 

acompanhando o desenvolvimento dos frutos. No endosperma do café os genes que 

participam da síntese da cafeina também apresentaram semelhantes padrões 

sincronizados de expressão, com alta atividade de síntese de cafeína nas sementes 

em desenvolvimento (Mazzafera et al, 1991; Mazzafera et al, 1994).  

No tecido foliar do guaranazeiro e das guaranaranas o índice de expressão da 

GNMT não apresentou diferença estatística dos níveis de expressão da 

inflorescência, embora em ambas as espécies os valores estimados nos tecidos 

foliares foram duas vezes maiores. Nos estudos fitoquímicos foi reportado que o 

folíolo do guaranazeiro apresenta maior acúmulo de teobromina (0,139 % do peso 

seco de teobromina) (Weckerle et al., 2003). No café, as folhas também 

apresentaram elevada atividade de síntese de teobromina (teobromina sintase) e 

reduzida atividade da CS (Mizuno et al., 2003a).  
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Os valores observados do conteúdo de alcalóides purinas nas folhas (1,27 

%), no pecíolo (0,14 %), inflorescência (0,160 %) e no fruto (4,55 %) são 

correspondentes as taxas de expressão da GNMT nos respectivos órgãos/tecidos do 

guaranazeiro (Weckerle et al., 2003). As guaranaranas apresentaram baixos níveis 

de expressão de transcritos da GNMT comparado com guaranazeiro. Uma das 

possíveis explicações para este fato poderia ser devido ao menor número de cópias 

do gene GNMT no genoma das guaranaranas.  

O alto número de EST`s identificadas no transcriptoma e o elevado nível de 

transcritos de GNMT detectados no fruto do guaranazeiro podem ser consequência 

do grande número de genes da GNMT e reponsável pelo alto teor de cafeína 

acumulado. 

No guaranazeiro, dando continuidade a este trabalho, há necessidade de 

obter-se a sequência completa dos cDNAs (mRNAs) das GNMTs, compará-las in 

silico com as sequências desse tipo de enzima das outras espécies e, com isso, 

inferir o número e classe dessas enzimas do guaranazeiro. Por outro lado, 

pesquisas referentes ao isolamento e caracterização bioquímca dessas enzimas são 

necessárias para compreensão mais precisa da(s) via(s) metabólica(s) de síntase da 

cafeína e dos outros alcalóides púricos do guaranazeiro. Estudos de biologia 

molecular envolvendo a clonagem e seqüenciamento dos genes da GNMTs e 

estudos das forças de seus promotores nos diferentes tecidos do guaranazeiro 

também serão de relevância para a melhor compreensão da atividade de síntese de 

cafeína nos diferentes órgãos/tecidos do guaranazeiro. 
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8. CONSIDERAÇÕES FINAIS E PESPECTIVAS 

 

Atualmente, o guaranazeiro (Paullinia cupana) é, indubitavelmente, uma das 

espécies com características medicinais que tem despertado interesse mundial. 

Importantes propriedades fitoterápicas foram descritas nesta espécie, que vão desde 

um simples estimulante (físicos e cognitivos) até antitumorais 

(antihepatocarcinogênico). Devido a sua grande importância socioeconômica, o 

guaranazeiro tem atraído a atenção tanto da comunidade técnico-científica 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 imprescindível para o 

desenvolvimento econômico-social da região Amazônica. Este trabalho teve como 

objetivo principal ampliar o conhecimento sobre as informações do ponto de vista 

genético e molecular desta espécie, pois genomas decifrados são abundantes fontes 

de genes e informações de seus produtos de expressão com valor biotecnológico.  

As análises do tamanho do genoma e da organização cromossômica do 

guaranazeiro são importantes: 1) para avaliar a cobertura de uma biblioteca 

genômica; 2) na estimativa do número de cópias de um gene no genoma; 3) no 

desenvolvimento de estratégias futuras para a clonagem e expressão de genes 

baseado no seu mapeamento; 4) no apoio a programas de melhoramento genético. 

A análise do cariótipo de outras espécies de Paullinia, especialmente as que 

poderiam ter contribuído para a origem da variedade sorbilis, bem como da cupana 

observada por Humboldt e Bonpland, poderia contribuir para a compreensão da 

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

melhoramento. 

Entre as estratégias oferecidas pela biotecnologia para a produção de 

compostos bioativos oriundos de espécies amazônicas, a genômica funcional tem 

sido aplicada com sucesso na identificação de genes que codificam para as enzimas 

envolvidas no metabolismo secundário. Muitas vias metabólicas que conduzem à 

biossíntese de compostos de elevado interesse econômico são freqüentemente mal 

caracterizadas, principalmente em função da limitada informação genômica das 

plantas. A identificação dos genes expressos no fruto do guaranazeiro, como os 

genes que codificam enzimas envolvidas na biossíntese da cafeína, resultou na 

geração de informações, seja do genoma ou do transcriptoma. Este estudo tem 

permitido acelerar as investigações que buscam compreender o metabolismo celular 

em tecidos especializados ou o seu papel no desenvolvimento do guaranazeiro. O 

desenvolvimento prévio da biblioteca de cDNA permite, ainda, a utilização de 

tecnologias como os microarrays para a análise da alteração na expressão gênica 

relacionada à produção de metabólitos secundários, e a estresse biótico e abiótico 

em resposta a vários estímulos. As análises da função dos genes caracterizados no 

fruto do guaranazeiro necessitam, conseqüentemente, serem complementados pela 

análise temporal e espacial dos padrões de sua expressão.  

Em seu conjunto, as análises indicam que a sequência escolhida (GNMT) é 

homóloga  as N-metiltransferases da via biossintética da cafeína de outras espécies. 

A informação mais conclusiva sobre os níveis de expressão gênica da N-

metiltransferase do guaranazeiro envolvida na biossíntese de cafeína foi obtida por 

meio da análise de mudanças quantitativas do mensageiro RNAs em diferentes 

órgãos/tecidos. A determinação quantitativa dos níveis 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 localização celular da 

GNMT foi essencial, a fim de avaliar a função do gene em um contexto integrado. 

Diante dos resultados parciais faz-se necessário: o seqüenciamento completo do(s) 

cDNA das N-metiltransferase; (2) o desenvolvimento de trabalhos que decifrem de 

forma mais detalhada a expressão gênica e o estudo dos padrões de expressão 

espacial de todos os genes envolvidos na biossíntese da cafeína; (3) expressão 

funcional das N-metiltransferases do guaranazeiro em plantas modelos, como 

Arabdopsis para elucidar suas funções biológicas.  

 

 


