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Resumo:

O objetivo deste estudo foi minerar os dados de seqliéncias expressas do café (ESTSs), depositadas na plataforma de bioinformatica do
Laboratorio de Genémica e Expressdo (LGE) da Universidade Estadual de Campinas, relacionadas & biossintese do tetrahidrofolato.
Devido as plantas serem a principal fonte de folatos na dieta humana, ha um grande esfor¢o para selecionar plantas que tenham uma alta
concentracdo desta familia de vitaminas ou para modificar seu metabolismo nas espécies vegetais, visando aumentar sua quantidade
inicial. N6s relatamos sete familias génicas que foram caracterizadas por seu envolvimento na producéo de folato em café. Folhas,
cultura de suspensdo de células, calos de tecidos embriogénicos (ou ndo) e botdes florais representaram os tecidos e 6rgaos que mais
acumulam transcritos relacionados ao folato. As informacgdes apresentadas neste trabalho serdo valiosas em futuros experimentos que
considerem a analise da biossintese do folato em café.
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IN SILICO ANALYSIS OF BIOSYNTHETIC PATHWAY OF TETRAHYDROFOLATE IN Coffea

Abstract:

The aim of this study was to mine the data from coffee expressed sequence tags (ESTS), at the bioinformatics platform of Laboratério de
Genbmica e Expressdo (LGE) of the State University at Campinas, concerning tetrahydrofolate biosynthesis. Due to the fact that plants
are the main source of dietary folates, there is great concern to breed plant feedstock with high concentrations of this vitamin or to
engineer folate metabolism to increase its initial amount. We have report seven gene families that are characterized as been involved in
coffee folate production. Leaves, cell-suspension cultures, embryogenic (or not) calli tissues and flower buds represented the coffee
tissues and organs accumulating higher contents of folate-associated transcripts. We believe that the information presented in this article
will be valuable for further approaches to analyze folate biosynthesis in coffee.
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Introducao

O Projeto Brasileiro do Genoma Café (PBGC) inaugurou uma nova fase da pesquisa em gendmica do café.
Diversas linhas de interesses estdo sendo investigadas a partir dos dados gerados pelo PBGC. A disponibilidade de 153.739
sequéncias expressas (ESTSs) de trés espécies de Coffea analisadas, agrupadas e anotadas (Vieira et a.l, 2006) por meio de
ferramentas de bioinformatica desenvolvidas pelo Laboratério de Gendmica e Expressdo (LGE -
http://www.lge.ibi.unicamp.br/cafe) permite o uso de diversas estratégias e ferramentas para o estudo funcional dos genes.
Em uma primeira fase, a principal estratégia investigativa é a andlise in silico da expressdo dos genes de interesse. Desta
forma elimina muitas etapas experimentais e auxilia no delineamento de experimentos futuros.

O interesse em agregar valores nutracéuticos a bebida do café motivou o estudo do metabolismo do folato. Os
folatos sdo vitaminas (B9) envolvidas na intermediacdo de vdrias reacfes de transferéncia do carbono-um (C1).
Suplementam unidades de C1 para vias metabdlicas que sdo de extrama importancia para a viabilidade celular (Hanson e
Roje, 2001). A deficiéncia desta vitamina na dieta humana pode causar doencas sérias.

Todas as enzimas envolvidas na biossintese do tetrahidrofolato (THF) em plantas foram identificadas ao longo dos
altimos dez anos (Rébeillé et al. 2006). A via metabdlica desta sintese apresenta uma organizacgao espacial complexa que
envolve trés compartimentos sub-celulares. No citosol ocorre a sintese da hidroximetildihidropterina a partir do GTP,
enquanto que no plastidio ocorre a sintese do acido p-aminobenzoico (pABA) e finalmente a Gltima etapa da sintese € a
formacdo do tetrahidrofolato (THF), na mitocondria. As respectivas enzimas participantes de cada etapa de sintese sdo:
aminodeoxychorismate (ADC) sintase e ADC liase; GTP ciclohidrolase I; nudix hidrolase; dihidroneopterina aldolase;
hidroximetildihidropterina pirofosfoquinase e dihidropteroato sintase (HPPK-DHPS) bifuncional; dihidrofolate sintetase
(DHFS) e folilpoliglutamato sintase (FPGS) e por ltimo dihidrofolate reductase (DHFR).

O objetivo deste trabalho foi identificar e caracterizar as seqiiéncias disponiveis no banco de dados do PBGC
homologas as seqiiéncias funcionalmente caracterizadas em organismos modelos na biossintese do tetrahidrofolato, além de
avaliar a expressdo dos genes de interesse in silico de acordo com a freqtiéncia proporcional (normalizacéo) encontrada em
cada uma das 35 bibliotecas de cDNA que representam diferentes tecidos, estadgios de desenvolvimento e condigdes
ambientais.



Material e Métodos

Busca em Bancos de dados e alinhamentos

Foram identificadas ESTs (sequiéncias expressas) homologas a genes caracterizados funcionalmente envolvidos na
biossintese do tetrahidrofolato (THF) por busca no BLAST (Altschul et al., 1997) contra contigs e EST do bando de dados
PBGC, constituido aproximadamente de 122.274 ESTs obtidas de 35 bibliotecas e disponibilizadas pelo Laboratorio de Ge
Gendmica e Expressdo (LGE - http://www.lge.ibi.unicamp.br/cafe) (Vieira et al., 2006). A validacdo dos dados foi obtida
pela busca tBLASTx e tBLASTn com matrix de pontuacdo BLOSUMSO0 da seqiiéncia recuperada do PBGC contra o banco
de dados do NCBI (National Center for Biotechnology Information http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/), construido pelo
LGE. Os resultados de alinhamento foram filtrados por um limite de corte de e-value de 1e-15 para a selecdo das ESTs e
posterior analise. As sequéncias validadas foram traduzidas (amino-acido deduzido) e alinhadas usando o ClustalX
(Thompson et al., 1997).
Analise de dominios e caracterizagéo in silico

A identificagcdo dos genes homologos foi posteriormente investigada pela presenca de seqiiéncia conservada de
dominios funcionais reconhecidos e descritos em diversas analises de funcdo de genes em banco de dados (European
Bioinformatics Institute-European Molecular Biology Laboratory —-EMBL-EBI www.ebi.ac.uk/interpro/; Expert Protein
Analysis System - ExPaSy do Swiss Institute of Bioinformatics - SIB http://www.expasy.org/prosite/ e
http://www.us.expasy.org/sprot/; Protein Families database — Pfam http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/).
Analise de expressao de genes in silico

O perfil quantitativo de expressao dos genes foi avaliado por analise in silico do banco de dados de EST, gerando
uma matriz de relagdo entre o nimero de ESTs correspondentes para um determinado gene dado em uma biblioteca e
normalizando-o ao nimero de ESTs de uma biblioteca. O padrdo de expressdo do gene dos contigs, EST e bibliotecas
foram determinados por agrupamento hierarquico, baseado na matriz de correlacdo de Spearmn e o0s resultados de
agrupamento mostrados como sua média de expressdo padrao.

Resultados e Discussao

Foram identificadas sete familias génicas que participam da biossintese do THF em plantas (Tabela 1). Ndo foram
encontradas seqiiéncias significativamente similares ao gene homologo codificante da nudix hidrolase, que participa da
sintese da hidroximetildihidropterina. No total, foram identificadas 84 ESTs com similaridade significativa aos genes em
estudo e, apds a caracterizagdo dos dominios e a andlise de alinhamento, foram selecionadas 45 ESTs para a andlise de
expressdo in silico, distribuidas em 12 contigs e 2 singlets (Tabela 1).

A identificacdo de duas ESTs no bando de dados PBGC, que formaram um contig, homdlogas ao GTP
ciclohidrolase | (GCHI) (Tabela 1) merece atencdo, uma vez que esta enzima catalisa o primeiro passo da biossintese de
derivados de pterina, sendo considerada como controle de fluxo da producdo de THF, como foi demonstrado em dois
trabalhos. No primeiro, a expressdo do gene GCH de E. coli em Arabidopsis aumentou 3,3 vezes o total de folato e 1250
vezes a pterina (Hossain et al., 2004). No segundo, fruto maduro de tomate durante a fase de consumo para a alimentagéo
humana foi modificado para o aumento do nivel de expressdo do GCHI, por meio da transformacdo com o gene sintético
GCHI, em cassete com o promotor ripening-specific E8. O impulso do aumento de suplemento de pABA somado ao
aumento da producéo de pterina produziu ganhos adicionais na producéo de folato (Diaz de la Garza et al., 2004).

A quantidade relativa de ESTs por biblioteca foi avaliada para a analise de expressdo de genes in silico. Em dez
bibliotecas das 35 disponiveis no LGE ndo houve nenhuma seqiiéncia que fosse significativamente similar aos genes em
estudo por comparacdo utilizando o tBlastn e Blastn. Em geral, estas bibliotecas apresentaram um nimero menor de ESTs
que as demais bibliotecas depositadas no LGE, sendo que cinco delas ttm menos que 400 ESTs cada uma. Este resultado
corrobora o fato de que, em geral, ha uma concentracdo baixa de THF em plantas (Cossins, 1984). As 25 bibliotecas que
apresentaram pelo menos uma sequiéncia com elevada similaridade aos genes de interesse foram categorizadas de acordo
com os tecidos e ou 6rgaos de origem. As categorias das bibliotecas e 0s respectivos percentuais da expressao das ESTs
normalizadas envolvidos na biossintese do THF foram: Suspensdo de Células (SC) com diferentes tratamentos- 19%;
Folhas (FL) em diferentes estdgios de desenvolvimento- 27% Botdo Floral (BF) em diferentes estagios de
desenvolvimento- 16%; Frutos em diferentes estagios de desenvolvimento, Botéo floral e “pinhead” frutos (FR/BF)- 8%;
Calos (CL) embriogénicos ou ndo- 17%; uma biblioteca (SI3) de germinacdo de semente- 4% e outras categorias
misturadas (OT) que abrangem LP1, RX1 e SH2, respectivamente, plantulas e folhas tratadas com acido araquiddnico,
nervuras inoculadas com patoégeno e pool de tecidos de plantas tratadas com estresse hidrico- 9% (Figura 1).

Para melhor compreensdo do perfil de expressdo das familias génicas envolvidas na sintese do THF, os genes
foram agrupados de acordo com a participacdo dos mesmos nas vias de sintese do THF (Figura 2A). A primeira via da
sintese da hidroximetildihidropterina (producdo de pterinas) e a segunda via da sintese da pABA apresentaram um nivel
bem menor de expressdo de genes quando comparadas a Ultima via da sintese do THF na mitocondria
(hidroximetildihidropterina, pABA e glutamato sdo combinados para produzir H;F-Glu;). Nesta Gltima etapa, a familia
génica da proteina bifuncional dihidrofolate reductase (DHFR), que é responsavel pela reducao do (dihidroxifolato) H,F-
Glu; em H4F-Glu; (tetrahidroxifolato), destacou-se pelo nimero de contigs formados (Tabela 1) bem como pelo nivel de
expressdo (Figura 2B). Em Arabidopsis foram identificados trés genes que codificam as proteinas DHFR-TS. Outra enzima
presente nesta Gltima etapa, e de interesse em estudo funcional, ¢ a HPPK-DHPS, pois apresenta o nivel de expressao



diretamente e comprovadamente relacionado com o aumento dos niveis de folato (Jabrin et al., 2003). Esta enzima s6 foi
encontrada nas bibliotecas de fruto e botdo floral (FR2) e ramos infectados com Xylella (RX1).

As folhas em diferentes fases de desenvolvimento (FL) formaram a categoria de destaque quanto aoc maior nivel de
expressdo dos genes THF. Segundo Rébeillé et al. (2006), em folhas hd uma maior quantidade de THF devido ao
envolvimento no ciclo fotorrespiratério.

O fato dos niveis de folato serem bastante varidveis em diferentes espécies de plantas implica que ha um potencial
natural para o melhoramento do folato. A biofortificagdo do folato pode ser atingida explorando as variagdes naturais ou
por meio de engenharia metabolica. Uma vertente para esta Ultima estratégia seria modificar a biossintese do folato.

Conclusédo

A andlise in silico do presente estudo revelou os genes especificos de café presentes na base de dados do PBGC e
envolvidos na biossintese do tetrahidrofolato. Este trabalho também contribuiu para inferir sobre o nivel de expressdo
destes genes nos 6rgaos e tecidos do café, o que esta relacionado com o nivel de folato produzido. Novas perspectivas em
agregar valores nutracéuticos a bebida do café estdo sendo vislumbradas a partir do estudo funcional do metabolismo do
folato em frutos de café.

Tabela 1- ESTs de Coffea homologas a genes caracterizados funcionalmente, envolvidos no metabolismo do folato de
Arabidopsis thaliana e outras espécies modelos.

Arabidopsis thaliana EST de Coffea Motifs de proteina’ e
Nome? Gene EST %" e value processo bioldgico Referéncias
Sintese Tetrahidrofolate em mitocondria
DHFR Atl1g78680 C2 (At4g34570) 70.4 le-121 Dihidrofolato redutase bifuncional, timidilato Orsomando et al.,
Read(At1g78680)  60.2 1le-103 reutase-sintase, glutamine amido transferase 2005

C4 (At4g34570)°  60.0  1e-133
C5 (At4g34570)° 450  1e-154
C1 (Atlg78680)" 425 9e-70

DHFS- At3g10160 C5 (At5g05980)° 53.9 le-72 Di-hidrofolato sintase, folipoliglutamato di- Ravanel et al., 2001
FPGS C4 (At5g05980)° 40.4 4e-72 hidropeteroato sintase
C2 (At3g10160)°  39.8 1le-55

HPPK- At1g69190 C1 (At4g30000)" 72.8 le-125 Di-hidropeteroato sintase Talarico et al., 1992
DHPS

Sintese Hidroxymethtldihydropterin por meio do GTP
DHNA At3g11750 Read (At5g62980)  39.7 le-20 di-hidropterina aldolase Thomas et al., 1998

GTP *Lel7979018  C1(Le17979018) 71 e-118 Hidrolase de ligagds carbono-nitrogénio Basset et al 2002
Sintese pABA- p-aminobenzoate no plastideo
ADC *Le40218381  C3(Le40218381)! 62 2e-100 Aminodeoxicorismato sintase dominios PabA e Basset et al, 2004a
synthase PabB

ADC At5g57850 coX 59.8 le-120 Atividade 4-amino-4-deoxicorismato, biossintese de  Basset et al., 2004b
lyase c1 44.8 3e-92 THF, localizada no cloroplasto

®Abreviacdes de nome de genes: DHFS-FPGS: dihydrofolate synthetase- folylpolyglutamate synthetase; DHNA:
dihydroneopterin aldolase; HPPK-DHPS: hydroxymethyldihydropterin pyrophosphokinase-dihydropteroate synthase;
DHFR: dehydrofolate reductase; GTP: GTP cyclohydrolase I; ADC: aminodeoxychorismate. °Percentagem de identidade
em nivel de amino-4cido. “Abreviacdes do domino de proteinas: THF: tetrahydrofolate. *Contig2- 5 reads, "Contig4 - 7
reads, “Contig5- 3 reads, YContigl- 3 reads, °Contig5- 2 reads, ‘Contigd- 7 reads, °Contig2- 2 reads, "Contigl- 2 reads,
'Contigl- 2 reads , 'Contig 3- 2 reads, “Contig2- 3 reads, 'Contigl- 5 reads. *Lycopersicon esculentum
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Figura 1 — Percentagem de ESTS funcionalmente caracterizadas na biossintese do THF a partir dos dados de uma matriz
de relacdo entre o nimero de ESTs correspondentes para um determinado gene ou familia génica e normalizando-o ao
nimero de ESTs de uma biblioteca, agrupadas em categorias de acordo com o tecido e érgdos oriundos do café. FL- folhas



em diferentes estagios de desenvolvimento; BF- Botdo floral em diferentes estagios de desenvolvimento, Frutos em
diferentes estagios de desenvolvimento e botdo floral; SC- Suspensédo de células submetidos a diferentes tratamentos; Cl-
Calos embriogénicos ou ndo, SI3- germinacdo de semente e OT- outros .
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Figura 2 — Gréfico da distribuicdo da expressdo das ESTs correspondentes a familias génicas em diferentes tecidos e
orgdos do café. Os eixos estdo representando, respectivamente, y - nimero de ESTs normalizadas, x - categorias das
bibliotecas e z- familias génicas. A- Expressdo das ESTs divididas em trés grupos constituidos pelas familias génicas que
se seguem: 1- hidroximetilhidropterina- GTP ciclohidrolase | e dihidroneopterina aldolase; 2- pABA-
aminodeoxychorismate (ADC) sintase e ADC liase e 3- THF- hidroximetildihidropterina pirofosfoquinase e
dihidropteroato sintase (HPPK-DHPS) bifuncional; dihidrofolate sintetase (DHFS) e folilpoliglutamato sintase (FPGS) e
por ultimo dihidrofolate reductase (DHFR). B- Analise da expressdo de ESTs pertencentes a familia génica da dihidrofolate
reductase (DHFR). As categorias das bibliotecas sdo: FL- folhas em diferentes estagios de desenvolvimento; BF- Botéo
floral em diferentes estagios de desenvolvimento, Frutos em diferentes estagios de desenvolvimento e botdo floral; SC-
Suspensdo de células submetidos a diferentes tratamentos; Cl- Calos embriogénicos ou ndo, SI3- germinacéo de semente e
OT- outros .
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