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Resumo

Os diterpenos, como o cafestol e o kahweol, sdo compostos relevantes na qualidade do café, mas seus
genes biossintéticos sdo pouco explorados. Este trabalho realizou a anotagdo genémica e a analise da
familia de genes Terpeno Sintase (TPS) no genoma de Coffea canephora. Foram identificados 45
genes TPS, classificados em seis subfamilias (TPSa, TPSb, TPSc, TPSe, TPSf e TPSg) por meio de
analise filogenética. O grupo TPSb foi o mais representativo, com 24 genes (53,33%). A andlise de
localizagao subcelular indicou que 88,89% das proteinas atuam no citoplasma e cloroplastos. A partir
da filogenia, foram identificados os genes CDP03636.1, CDP07883.1 e CDP07895.1 como fortes
candidatos na via de biossintese de diterpenos, por sua proximidade com genes ja caracterizados em
C. arabica. O estudo fornece base para futuros programas de melhoramento genético do cafeeiro
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Os genes da familia de Terpenos Sintase (TPS) s&o divididos em sete subfamilias. As
subfamilias relacionadas ao metabolismo secundario, TPS-a (sesquiterpeno), TPS-b (monoterpeno) e
TPS-g (mono, sesqui e diterpenos aciclicos), que sao trés subfamilias especificas presentes em
angiosperma. A subfamilia TPS-d (mono-, sesqui-, diterpenos) que é especifica para gimnospermas, e
a subfamilia TPS-h especifica para o musgo-espinho Selaginella moellendorffii (diterpenos bifuncionais
putativos). Além disso também podemos observar os membros associados ao metabolismo primario,
as subfamilias TPS-e e TPS-f que normalmente sdo encontrados de forma combinados no grupo de
TPS-e/f (kaurene, mono-, sesqui- e diterpenos), conservados entre plantas vasculares, e a subfamilia
TPS-c (diterpenos) de difosfato copal synthases das angiospermas(Chen et al., 2011).

No metabolismo geral, as diterpeno sintases (diTPS) estdo envolvidas na biossintese do
fitohormdnio da giberelina. Os diTPS também estado envolvidos na biossintese de uma ampla gama de
terpenos especializados com papéis na defesa das plantas (Mafu et al., 2018; Zerbe; Bohimann, 2015)e
outras interagdes ecoldgicas (Wang et al., 2016). A enzima ent-copalyl difosfato sintase (CPS) por
exemplo, é responsavel pela ciclizagdo do geranilgeranil difosfato (GGPP) em difosfato de ent-copalyl
(ent-CPP), e o ent-CPP ¢é ainda ciclizado por uma kaurene sintase (KS) para ent-kaurene (Keeling et
al., 2010; Zerbe et al., 2013). ent-Kaurene é um precursor comum de varios diterpenos produzidos nos
plastideos por reacdes de ciclizagdo consecutivas de GGPP (Keeling et al., 2010; Mafu et al., 2016).
As diTPS, pertencentes principalmente aos grupos TPSc, e TPS-e/f, sdo responsaveis pela produgéo
de compostos como as giberelinas (hormdnios vegetais) e metabdlitos de defesa especializados (Chen
et al., 2011). No cafeeiro (Coffea arabica), uma das culturas de maior importancia econdmica global,
os diterpenos cafestol e kahweol sdo particularmente relevantes. Eles sdo encontrados nos 6leos do
grao de café e contribuem principalmente para o corpo e aroma da bebida (lvamoto-Suzuki et al., 2023).

XXIX Encontro Latino Americano de Iniciagédo Cientifica, XXV Encontro Latino Americano de P6s-Graduagaoe 1
XV Encontro de Iniciagao a Docéncia - Universidade do Vale do Paraiba — 2025



A caracterizagdo de genes de relevancia agronbmica em café é fundamental para o
desenvolvimento de variedades com caracteristicas desejaveis. No entanto, os genes TPS
responsaveis pela biossintese de diterpenos especificos do café ainda sao pouco explorados. Neste
trabalho, objetivou-se realizar a anotagéo estrutural e filogenia dos genes TPS em coffea canephora,
com foco em identificar os candidatos envolvidos na via dos diterpenos, visando gerar conhecimento
para futuros programas de melhoramento genético.

Metodologia

A anotagdo dos genes TPS foi realizada utilizando o genoma de Coffea canephora (Accession
PRJEB4211). Para a anotagao, sequéncias das proteinas pertencentes as familias TPS de Arabidopsis
thaliana, e Vitis vinifera foram usadas para realizar busca local usando BLAST (e-value 10-%%) no
genoma de Coffea canephora. A presenga dos dominios alvo caracteristicos, nas sequencias
identificada foi verificada utilizando o banco de dados InterPro (https://www.ebi.ac.uk/interpro/).

As sequéncias de proteinas anotadas foram alinhadas no programa MAFFT v. 7.4 (Katoh et al.,
2002), juntamente com sequencias de A. thaliana, Eucalyptus grandis e Vitis vinifera, com os
parametros blossum 62 e thread 20. O alinhamento de sequéncias, foi utilizado para construir uma
arvore arvore filogenética com o método de maxima verossimilhanga (ML) no programa IQ-TREE com
1000 bootstrap (Nguyen et al., 2015) posteriormente foram editadas usando o programa iTol (Letunic;
Bork, 2021). O tamanho da sequéncia de aminoacidos (a.a.), o ponto isoelétrico tedrico (pl) e o peso
molecular (kDa) das sequencias foram estimados pela ferramenta compute pl/Mw no ExPASy (Artimo
et al,, 2012). A predicdo de localizagdo subcelular obtida no banco de dados WoLF PSORT
(http://wolfpsort.hgc.jp/) (Horton et al., 2007).

Resultados

Foram anotados 45 gemes da familia de TPS. Na arvore filogenética construida dos genes TPS
de Coffea canephora, os ortoldgos de A. thaliana, E. grandis e V. vinifera (Figura 1), auxiliou na
classificagdo dos grupos de genes da familia. As 45 proteinas TPS de C. canephora foram
categorizadas em seis grupos (grupos TPSg, TPSf, TPSe, TPSc TPSb e TPSa), (Figura 1). O grupo
que apresentou maior quantidade de representantes foi TPSb com 53,33% (24 genes) e o com menor
foi os grupos TPSf e TPSe com 4,44% (2 genes).

Os menores numeros de aminoacidos preditos nas proteinas foram de 119 (CDP11852.1,
grupo TPSg); 160 (CDP21731.1, grupo TPSa) e 191 (CDP16458.1, grupo TPSg). O maior numero de
aminoacidos (843) foi detectado no gene (CD099598.1, grupo TPSf). O gene como o menor numero
de exon foi CDP11852.1 (TPSg) com 2 exons e o maior com 15 exons foi o gene CDP03636.1 (TPSc).
Pela predigdo da localizagdo subcelular, 17 genes da familia de TPS de C.canephora apresentam
localizagao cloroplastidial, dois genes nucleares, um gene com expressao no reticulo endoplasmatico,
dois extracelulares e os demais (23) com localizagdo citoplasmatica indicando que a familia
desempenha um papel importante no controle do crescimento e desenvolvimento das plantas,
principalmente no citoplasma e no cloroplasto com aproximadamente 88,89% dos genes. Os pesos
moleculares estimados variaram entre 96,444 (CD099598.1) e 27,711 (CDP11841.1) kDa. Os pontos
isoelétricos variaram de 4,87 (CDP11852.1) no grupo TPSg a 6,51 (CDP11851.1) no grupo TPSb.
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Figura 1. Filogenia dos genes de TPS de Coffea canephora. Arvore filogenética reconstruida pelo método de maxima
verossimilhanca (ML). Genes TPS (marcados em vermelho), Arabidopsis thaliana, Eucalyptus grandis e Vitis vinifera. Todos o
TPS foram agrupados em 6 clados, marcados com cores diferentes.

Discussao

O café é uma bebida popular que tem sido cultivada em todo o mundo e fabricada desde os
tempos antigos devido aos seus multiplos efeitos estimulantes e bioativos (Esquivel; Jiménez, 2012).
A composicéo bioquimica dos gréos de café determina a qualidade da xicara de café (4) Pesquisas
determinar a cafeina, (Jeszka-Skowron et al., 2016; Scholz et al., 2016) acido clorogénico (Jeszka-
Skowron et al., 2016; Scholz et al., 2016), Oligossacarideo (lvamoto et al., 2017b; Joét et al., 2014), e
lipidio (Ivamoto et al., 2017a; Sant’Ana et al., 2018) contetido em graos de café ja foram realizadas. Os
diterpenos sao encontrados em muitas familias de plantas, e seus precursores sdo geralmente
biossintetizados pela via do fosfato de metileritritol plastidial (MEP) (Gutensohn; Dudareva, 2016).
Cafestol (CAF) e kahweol (KAH) sao diterpenos encontrados exclusivamente em plantas de café. CAF
e KAH exibem anticancerigeno, antiangiogénico, antioxidante e anti-inflamatério (lwamoto et al., 2019;
Moeenfard et al., 2016).

Os genes CDP07883.1 e CDP07895.1 sdo filogeneticamente préximos do gene CaKS3, assim
como o gene CDP03636.1 e proximo de CaCPS1, em Coffea arabica os perfis de expressdo de
transcricdo de CaCPS7 e CaKS3 combinavam melhor com os perfis de metabdlitos CAF e KAH em
diferentes tecidos. As proteinas CaCPS1 e CaKS3 tambem foram expressas heterologicamente e
funcionalmente caracterizadas. O CaCPS1 catalisa a ciclizagédo do difosfato de geranilgeranil (GGPP)
para difosfato de ent-copalyl (ent-CPP), que é convertido em ent-caureno por CaKS3. (lvamoto-Suzuki
etal., 2023)
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Conclusao

A anadlise gendbmica permitiu a identificagdo e anotagdo de 45 genes da familia Terpeno Sintase
(TPS) em Coffea canephora, que foram categorizados em seis subfamilias distintas. A analise
filogenética foi crucial para identificar os genes CDP03636.1, CDP(07883.1 e CDP07895.1 como
potenciais responsaveis pela sintese de precursores dos diterpenos cafestol e kahweol, dada sua
homologia com as sequéncias CaCPS1 e CaKS3 de Coffea arabica. Esses achados representam um
avancgo significativo no entendimento da base genética da produgcdo de importantes metabdlitos
secundarios no café, oferecendo alvos moleculares promissores para o desenvolvimento de variedades
com perfis quimicos desejaveis por meio de programas de melhoramento genético.
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