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Resumo:

Os diterpenos cafestol e caveol, presentes na fragdo lipidica em grdos de café, originam-se da via de sintese de
isoprendides. Estes compostos sdo sintetizados em todos os organismos, sendo abundantes em plantas com cerca de 10 mil
componentes relatados. Apesar da diversidade de funcBes e estruturas todos os isoprendides derivam de cinco comuns
atomos de carbono, o isopentenil difosfato (IPP) e do isdmero dimetilalil difosfato (DMAPP). Em vegetais superiores, duas
vias localizadas em compartimentos intracelulares separados estdo envolvidas na biossintese de IPP e DMAPP. No citosol,
IPP é derivado da via do acido mevaldnico (MVA) e no plastideo, IPP é formado pela via do metileritritol fosfato (MEP ou
ndo mevalonato). Com a disponibilidade das seqiiéncias dos genes expressos (ESTs) pelo Projeto Genoma Café tornou-se
possivel a identificagdo in silico e o estudo funcional dos genes que codificam para as enzimas 3-hidroxi-3metilglutaril-
CoA reductoisomerase (HMGR) e mevalonato difosfato decarboxilase (MPDC) para a via MVA e 1-deoxi-D-xilulose 5-
fosfato reductoisomerase (DXR) e isopentenil difosfato sintase (IDS) para a via MEP. Foram obtidas 13 ESTs de HMGR,
gue originaram trés contigs incompletos, resultando em duas isoformas. Para o0 gene MPDC foram encontradas 7 ESTs que
clusterizaram em somente uma isoforma, diferentemente de A. thaliana onde duas isoformas sdo encontradas. Para 0s
genes da via MEP foram encontrados 22 ESTs para DXR e 47 ESTs para IDS que formaram apenas um contig para cada
um destes genes. Southern blots dos genes HMGR e DXR também demonstraram a presenca de duas isoformas para HMGR
e uma para DXR em C. arabica. Analise da expressao por Northern blots detectou transcritos do gene DXR no comeco de
desenvolvimento do perisperma e nas fases finais de desenvolvimento de endosperma e polpa. Transcritos da isoforma
HMGR?2 foram detectados em polpa, perisperma e endosperma, em todas as fases de desenvolvimento do fruto. Entretanto,
HMGR1 apresentou transcritos apenas em polpa e fase inicial do desenvolvimento de perisperma e endosperma.
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In silico and in vivo analysis of the isoprenoid pathway in Coffea arabica

Abstract:

The diterpenes khaweol and cafestol, which are present in the coffee lipid fraction, are originated from the
isoprenoid pathway. Despite their diversity in functions and structures, all isoprenoids derive from the common-five carbon
building unit isopentenyl diphosphate (IPP) and its isomer dimethylallyl diphosphate (DMAPP). In higher plants, there are
two independent pathways located in the cytosol (mevalonic acid or MVA pathway) and in the plastids (methylerythritol
phosphate — MEP pathway). Through the data mining of the Brazilian Coffee Genome Project we studied the genes that
code for the enzymes 3-hydroxy-3-methyglutaryl-CoA reductase (HMGR) and mevalonate diphosphate decarboxylase
(MPDC) for the MVA pathway, and 1-deoxy-D-xylulose 5-phosphate reductoisomerase (DXR) and isopentenyl
diphosphate synthase (IDS) for the MEP pathway. The search for HMGR resulted in 13 ESTs that originated three
incomplete contigs, forming two isoforms. For MPDC 7 ESTs formed only one isoform, differently in A. thaliana that has
two isoforms. The search for the genes in the MEP pathway resulted in 22 ESTs for DXR and 47 ESTs for IDS. In each
case only one contig was formed, similar to found in A. thaliana as well. Southern blots of genes HMGR and DXR
demonstrated the presence two isoforms for HMGR and one for DXR. Northern blot analysis detected transcripts of DXR at
the beginning of the perisperm development and at the late stages of endosperm and pulp development. Transcripts of the
isoform HMGR2 were detected in pulp, perisperm and endosperm, in all the stages of development of the fruit. On the
other hand, HMGR1 transcripts were observed only in pulp and initial stage of the development of the perisperm and
endosperm.
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Introducao

Apesar da qualidade ser um dos aspectos mais importantes para 0 mercado consumidor de café, o conhecimento
sobre varios componentes que afetam o aroma e sabor do café, como os lipideos, ainda é escasso. Cerca de dez a vinte por
cento da fracdo lipidica do café corresponde a diterpenos que além da provavel relagdo com a qualidade também sdo
considerados anti-cancerigenos. Os principais diterpenos em café sdo o cafestol (CogH2g03) e o caveol (CpgH2603)

(Speer; Kolling-Speer, 2001). A concentragdo destes diterpenos pode variar de acordo com o tecido e/ou espécie analisada
(Ross et al., 1997). A producdo de diterpenos ocorre a partir dos isoprendides que séo sintetizados pela via biossintética do
mevalonato (MVA) no citossol ou pela via independente do mevalonato — metileritritol 4-fosfato (MEP) nos plastideos
(Taiz; Zeiger, 2002) (Figura 1). A principal enzima para a via MVA ou citosélica em plantas foi identificada como a 3-



hidroxi-3-metilglutaril-Coenzima A redutase (HMGR). Em plantas HMGR é codificada por duas familias de genes
(Weisscn Born; 1995). Essas isoformas de HMGR sédo diferencialmente expressas dependendo das condicdes fisioldgicas
Para a via MEP a enzima 1-deoxi-D-xilulose redutase (DXR), representa o primeiro passo especifico para a biossintese de
isoprenoides em plastideos, pois a DXP, primeira enzima da via, & um intermediario ndo somente da biossintese de IPP,
mas também de tiamina e piridoxol na via plastidica de biossintese (Julliard; Douce, 1991; Julliard, 1992).0 gene que
codifica para DXR possui apenas uma isoforma (Carretero-Paulet et al., 2002). Visando um entendimento maior da sintese
de diterpenos de café, o objetivo deste trabalho foi caracterizar a expresséo in silico e in vitro dos genes HMGR e MPDC
para a via MVA e DXR e IDS para a via MEP.

in MED

MVA - citoeol \fia MIED - Dlactidan
VA - citosol Via MEP - Plastideo

o Acetil-CoA Piruvato + Gliceraldeido 3-P

Acetoacet!-CoA 1-deoxi-D-Xilulose-5-P (DXP)

Hidroxi-3-metiiglutaril-CoA 2 C-Metil-D-Eritritol-4-P(MEP)
| HMGR 4-2-C-metil-D-eritritol (CDP-ME)
Mevalonato

4-2-C-metil-D-eritritol 2-P (CDP-MEP)
Mevalonato-P
4-2-C-metil-D-eritritol 2, 4 ciclo 2-P (cMEPP)

Mevalonato-PP
NI 1-Hidroxi-2-metil-2-(E)-butenil 4-2-P (HMPP)

Isopentenil-PP— DMAPP
) = ~
/ \ ~
Monoterpenos 7 \
/ X
’ -
Triterpenos  Sesquiterpenos

Diterpenos

Figura 1 - Via plastidica (MEP) e citosolica (MVA) de sintese de isoprendides.
Material e Métodos

A partir do banco de dados do Genoma Café (www.lge.ibi.unicamp.br/café/) foram realizadas buscas por palavras-
chave dos genes das vias biossintéticas de isoprendides, DXR e IDS (via MEP), e HMGR e MPDC (via MVA). As
sequéncias obtidas foram clusterizadas para formacdo de contigs. Cada contig foi analisado e/ou comparado
individualmente  com  sequéncias de proteinas  depositadas no banco de dados do NCBI
(http://Avww.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html).

Para verificar a complementariedade entre os contigs de HMGR, foi feita PCR utilizando diferentes combinacGes
de oligonucleotideos. Foi realizado Southern Blot para confirmar a presenca e o ndmero de isoformas de DXR e HMGR em
Coffea eugenoides, Coffea canephora e Coffea arabica. Para analise de expressdo dos genes foram utilizados frutos C.
arabica cv . IAPAR 59, da safra 2005/2006. RNA total de polpa, perisperma e endosperma de fruto em diferentes estagios
de maturacdo foi extraido para analise de expressdo dos genes. CondicOes de extracdo de DNA e RNA, assim como de
hibridizacéo para Southern e Northern blots foram descritos previamente (Geromel et al. 2006; Pereira et al. 2005).

Resultados e Discussao

Andlise in silico

A partir da busca realizada no banco de dados do Genoma Café, para a via MEP foram obtidas 22 ESTs de DXR,
formando apenas um contig completo, isto é, apenas uma isoforma para este gene. O Northern eletrénico mostrou maior
expressdo em bibliotecas de sementes germinando (Tabela 1). A busca por IDS resultou em 47 ESTs formando apenas um
contig. As seqliéncias foram originadas principalmente de hipocétilos induzidos com acilbenzolar-S-metil. A maioria das
ESTs obtidas de outros genes da via MEP ¢ de bibliotecas de cultura de células em suspensdo ou bibliotecas de estresse
induzido (Tabela 1).

Para a via MVA, a busca resultou em 13 ESTs para HMGR que originaram trés contigs incompletos chamados de
HMGR6749, HMGR6175 e HMGRO000. Andlise destes contigs através de PCR demonstrou amplificagdo entre os contigs
HMGRO000 e HMGR6749 que foi denominado CAHMGR1. O contig HMGR6175 foi denominado de CAHMGR2. O
Northern eletrdnico das duas isoformas de HMGR mostrou maior expressdo em flores e frutos (Tabela 1). Para
MPDC,somente 7 ESTs foram encontradas formando apenas um contig, apresentando maior nimero de ESTs em cultura de
tecidos e células. O ndmero de isoformas dos genes obtidos através de dados in silico foi o mesmo relatado para
Arabidopsis thaliana, com excecgéo para MPDC que possui duas isoformas em A. thaliana e somente uma foi obtida através
da anéalise do banco de dados do Projeto Genoma Café.



Analise in vivo de DXR e HMGR

As membranas de Southern blot obtidas por digestdo com as enzimas Dral, Xhol e Hindlll foram hibridizadas com
as sondas correspondentes aos genes CaDXR e CaHMGRL1 (Figura 2). Como esperado, quando as membranas foram
hibridizadas com CaDXR obteve-se uma banda com cerca de 2 Kb. A banda com menor tamanho é devido a sitios de
restricdo de Hind Il no gene produzindo fragmentos menores. Quando as membranas foram hibridizadas com a sonda de
CaHMGR1, observou-se a presenca de duas bandas correspondentes a duas isoformas de HMGR com cerca de 3,3Kb e
2,0Kb. Membranas que serdo hibridizadas com a isoforma CaHMGR2 deverdo confirmar esses resultados.

As membranas de Northern blot, contendo RNA de polpa, perisperma e endosperma de trés espécies de Coffea
foram hibridizadas com DXR e com as duas isoformas de HMGR. Transcritos do gene CaDXR foram detectados no comego
de desenvolvimento do perisperma e nas fases finais de desenvolvimento de endosperma e polpa (Figura 3). Transcritos do
CaHMGR2 foram detectados em polpa, perisperma e endosperma, em todas as fases de desenvolvimento do fruto; ja a
isoforma HMGR1 apresentou transcritos apenas em polpa e fase inicial do desenvolvimento de perisperma e endosperma
(Figura 3 e 4). Os resultados sugerem uma expressdo mais constitutiva da isoforma CaHMGRZ2, enquanto a isoforma
CaHMGRL1 teria indugdo especifica.

Tabela 1. Northern eletrénico dos principais genes das vias de sintese de isoprendides. Bibliotecas do Genoma Café foram
agrupadas de acordo com tecidos ou condigdes fisioldgicas.
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Figura 2— Andlise por Southern blot do DNA gendmico de C.arabica (CA), C. canephora (CC) e C. eugenioides (CE),
digerido com HindlIl Dral e Xhol,e hibridizados com as sondas de DXR e CAHMGRL.
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Figura 2— Analise por Southern blot do DNA genémico de C.arabica (CA), C. canephora (CC) e C. eugenioides (CE),
digerido com Hindlll Dral e Xhol,e hibridizados com as sondas de DXR e CAHMGR1. Nimeros de 11 a 06 representam
respectivamente os meses de coleta de material (novembro a junho). RNA Total: gel das amostras para comparagdo da
concentragdo utilizada.
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Figura 3 — Analise por Northern blot do RNA de polpa, perisperma e endosperma de C. arabica safra 2005/2006.
Membranas hibridizadas com sondas de CAHMGR1 e de CAHMGR2. Numeros de 11 a 06 representam respectivamente 0s
meses de coleta de material (novembro a junho). RNA Total: gel das amostras para comparacgdo da concentracdo utilizada.

Conclusoes

Apesar dos resultados de expressdo in vivo serem consistentes com dados bioquimicos obtidos na analise da
concentracdo de diterpenos em tecidos de café (dados ndo mostrados), os genes estudados apresentaram um sinal de
hibridizacdo fraco, o que dificulta a analise do padréo de expressao destes genes via Northen blot. Técnicas mais sensiveis
para deteccdo da expressdao, como RT PCR poderdo auxiliar para elucidar melhor a acdo destes genes na biossintese de
isoprenoides e de diterpenos.
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