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SILVA, Natacha. Passos iniciais do metabolismo de isoprenoides em
angiospermas: gendmica evolutiva e anélises moleculares em Coffea spp. 2020.
73 p. Tese (Doutorado em Ciéncias Biolégicas — Biologia Vegetal) — Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Rio Claro. 2020.

RESUMO

Os isoprenoides compdem uma classe de metabdlitos especializados em plantas, com
funcdes biologicas, ecologicas e fisiologicas. As plantas sintetizam milhares de
compostos derivados dos isoprenos, com fungdo associada a atracdo de
polinizadores, protecdo contra pragas, desenvolvimento e crescimento das plantas.
Além disso, eles sdo muito utilizados pelas industrias farmacéutica e de cosméticos.
Existem duas vias metabolicas capazes de produzir isoprenoides em plantas: a via
citoplasmatica do mevalonato (MVA) e a via plastidial do metileritritol fosfato (MEP).
Os objetivos do trabalho foram: i) identificar os genes iniciais da via de biossintese de
isoprenoides em Coffea spp.; ii) avaliar se o elicitor &cido hexanoico (Hx) é capaz de
modular o perfil transcricional dos genes da via MVA e MEP em C. arabica,; iii) analisar
a evolucao dos genes chave da via MVA (HMGR e MVK) e MEP (DXS e DXR). Plantas
de C. arabica cv. Catuai Vermelho (CaCV) e cv. Obata (CaOB) foram tratadas com
aplicacédo de acido hexanoico (Hx - 0,55 mM) em solugéo nutritiva aerada, e apos 48
h foram coletadas folhas e raizes para extracdo de RNA e analises de perfil
transcricional via RNA-seq e RT-gPCR. Foram identificados mais de uma copia para
cada gene da via MVA (HMGS, HMGR, MVK, PMK, MVD) e MEP (DXS, DXR, CMK,
MDS, HDS, HDR) em C. arabica. C. eugenioides apresentou mais de uma copia para
alguns genes da via MVA (AACT, HMGR, PMK, MVD) e da via MEP (DXS e HDR).
Em C. canephora, os genes da MVA (AACT, HMGS, MVK, PMK, MVD) e alguns da
MEP (DXR, MCT, CMK, MDS, HDS) foram de cépia unica. Os genes AACT, HMGS,
HMGR, MVK, PMK, MVD, DXS, DXR, CMK e MDS foram induzidos em folhas tratadas
com Hx em CaCV. Em CaOB, os genes MVK, DXS, DXR, CMK, MDS e HDS foram
induzidos em folhas tratados com Hx. Os genes AACT, HMGS, HMGR, MVK, PMK,
DXS e DXR foram reprimidos em raizes de CaCV e os genes AACT, HMGS, HMGR,
MVK, MVD, DXS, DXR e MDS reprimidos em raizes de CaOB tratadas com Hx. Os
nossos resultados indicam que o Hx é capaz de modular a expressdo dos genes das
vias MVA e MEP, em folhas e raizes de café de maneira genétipo e tecido-especifica,
evidenciando o poder reprogramador de Hx no metabolismo de isoprenoides.

Palavras-chave: Coffee, MVA, MEP, terpenoides, acido hexanoico



SILVA, Natacha. Initial steps of isoprenoids biosynthesis in angiosperms:
genomic evolution and molecular analysis in Coffea spp. 2020. 73 p. Thesis (PhD
in Biological Sciences — Plant Biology) — Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho”, Rio Claro. 2020.

ABSTRACT

Isopropenoids comprise a class of specialized metabolites from plants comprising
important biological, ecological and physiological functions. Plants synthesize
thousands of isoprene compounds, which are related to pollinators attraction, anti-
herbivory properties, plant growth and development. In addition, they are widely used
by the pharmaceutical and cosmetic industries. There are two metabolic pathways
responsible for isoprenoid biosynthesis in plants: the cytoplasmic mevalonate pathway
(MVA) and the plastidic metileritritol phosphate pathway (MEP). In this study our main
goals were: i) to identify genes related to the initial steps of isoprenoid biosynthesis in
Coffea spp.; ii) evaluate if hexanoic acid (Hx) can transcriptionally modulate genes of
MVA and MEP pathway in C. arabica; iii) analyze the evolution of selected MVA
(HMGR and MVK) and MEP (DXS and DXR) genes. C. arabica cv. Catuai Vermelho
(CaCV) and cv. Obatd (CaOB) plants were treated with exogenous application of
hexanoic acid (Hx - 0.55 mM) in an aerated nutrient solution, and after 48 h, leaves
and roots were collected for RNA extraction and transcriptional analyses using RNA-
seq and RT-gPCR. More than one copy were observed for several MVA pathway
genes (HMGS, HMGR, MVK, PMK, MVD) and MEP pathway genes (DXS, DXR, CMK,
MDS, HDS, HDR) in C. arabica. C. eugenioides presented more than one copy of some
genes from MVA (AACT, HMGR, PMK, MVD) and MEP (DXS, HDR) pathways. In C.
canephora, some genes from MVA (AACT, HMGS, MVK, PMK, MVD) and MEP (DXR,
MCT, CMK, MDS, HDS) pathways were classified as single copy. AACT, HMGS,
HMGR, MVK, PMK, MVD, DXS, DXR, CMK and MDS genes were induced in leaves
under Hx-treatment in CaCV. In CaOB, MVK, DXS, DXR, CMK, MDS and HDS genes
were induced in leaves by Hx exogenous application. AACT, HMGS, HMGR, MVK,
PMK, DXS and DXR genes were repressed in CaCV roots and AACT, HMGS, HMGR,
MVK, MVD, DXS, DXR e MDS repressed in CaOB roots under Hx treatment. Our
results indicated that Hx can modulate the expression of genes involved in MVA and
MEP pathways in coffee in a genotype and tissue-specific way, emphasizing that Hx
is able to reprogram isoprenoid metabolism.

Keywords: Coffee, MVA, MEP, terpenoids, hexanoic acid
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1. INTRODUCAO

1.1 A viade biossintese de isoprenoides

Os isoprenoides ou terpenoides compdem uma classe de metabdlitos
especializados em plantas, com funcdes bioldgicas, ecologicas e fisioldgicas (TAIZ et
al., 2017). Os vegetais sintetizam mais de 40 mil compostos de terpenos relatados na
literatura (GALATA; MAHMOUD, 2012; ZHOU; PICHERSKY, 2020). Estes compostos
nos vegetais tém funcdes de protecdo contra predadores, atracdo de polinizadores,
controle da taxa transpiratéria, protecdo a luz ultravioleta, desenvolvimento e
crescimento (TAIZ et al., 2017; PICHERSKY; RAGUSO, 2018).

Todos os tipos de isoprenoides derivam de precursores de cinco carbonos (Cs).
Essas unidades geram moléculas de comprimento de cadeia de carbono definido (Cao,
Cis, C20, ... Csn), que servem como ponto de partida para a produgdo de toda a
variedade de isoprenoides (ZI et al., 2014; PICHERSKY; RAGUSO, 2018). Assim,
isoprenoides séo classificados como: os isoprenos - Cs, que podem originar o
horménio citocinina (VRANOVA et al., 2013); os monoterpenos (C1o), que formam os
compostos volateis dos 6leos essenciais de algumas plantas (horteld, lavanda e
citronela) e os piretroides presente nos crisantemos (repelente natural de insetos —
PICHERSKY; RAGUSO, 2018); os sesquiterpenos (Cis), que originam alguns
fitormbnios como o &cido abscisico (ABA) e a estrigolactona (AL-BABILI;
BOUWMEESTER, 2015); os diterpenos (Czo), que formam o hormaonio giberelina (GA),
o fitol presente na clorofila e estdo presentes nas resinas em pinus (CHEN et al., 2011,
Zl et al., 2014); os triterpenos (Cso), que fazem parte da composi¢cédo dos hormoénios
brassinosteroides, dos esteroides (lipidios) presentes nas membranas vegetais e as
saponinas relacionadas a defesa aos insetos (VRIET et al., 2013; ZHOU et al., 2015);
os tetraterpenos (Caso), que originam os carotenoides, pigmentos fotossintético,
presentes em cenoura, morango com propriedades antioxidantes (PICHERSKY;
RAGUSO, 2018); os poliisoprenos (Cn) possuem mais de 40 carbonos em sua
composicdo e sdo encontrados no latex da borracha, presente nas seringueiras
(Figura 1. QU et al., 2015).
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Figura 1. Estruturas quimicas de exemplos de isoprenoides.
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Fonte: Adaptado de Pichersky e Raguso (2018).

A formacéo dos variados tipos de isoprenoides pode ocorrer por duas rotas
metabolicas: a via do acido mevalonico (MVA), que ocorre predominantemente no
citosol e a via metileritritol 4-fosfato (MEP), que ocorre nos plastidios (RODRIGUEZ-
CONCEPCION; BORONAT, 2015). As duas vias sdo distintas e compartimentadas
separadamente para construir unidades de isopreno (HEMMERLIN et al., 2012). A
coexisténcia dessas vias no citosol e nos plastidios pode permitir a sintese de muitos
tipos de isoprenoides essenciais para um organismo séssil como as plantas, além
disso as duas vias podem estar ativas em paralelo ou separadamente (HEMMERLIN
et al., 2012). Por exemplo, a via MVA produz terpenos que estdo diretamente
relacionados ao crescimento e desenvolvimento vegetal, e a via MEP esta relacionada
aos pigmentos que realizam a fotossintese, estas funcdes podem ser realizadas por
ambas as vias em paralelo ou ativadas separadamente dependendo da necessidade
fisiologica vegetal (HEMMERLIN et al., 2012).

Assim, o inicio da via MVA (Figura 2) se da pela enzima AACT (Acetoacetil-
CoA tialose) responsavel pela condensacdo de duas moléculas de acetil-CoA,
formando uma molécula intermediaria, a acetoacetil-CoA. Em seguida, a enzima 3-
hidroxi-3-metilglutaril-CoA sintase (HMGS) realiza a condensac¢ao de uma molécula

de acetoacetil-CoA com uma molécula de acetil-CoA, formando o 3-hidroxi-3-metil-
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glutaril-CoA (HMG-CoA). A enzima HMG-CoA redutase (HMGR) reduz a molécula de
HMG-CoA e a converte em acido mevalonico (MVA) a partir da oxidacdo de duas
moléculas de NADPH. As enzimas mevalonato quinase (MVK), fosfomevalonato
quinase (PMK) e mevalonato difosfato descarboxilase (MVD) realizam a converséo de
MVA em isopentenil difosfato (IPP). A MVK fosforila 0 MVA, com o consumo de ATP,
e produz o fosfomevalonato (MVP) e adenosina trifosfato (ADP). Em seguida, a PMK
catalisa a fosforilacdo de MVP a partir de ATP, produzindo difosfato de mevalonato
(MVPP) e ADP. Finalmente, a MVD catalisa uma reagédo descarboxilativa, e elimina
um grupo carboxila do mevalonato com a hidrélise de ATP, formando o IPP.
Posteriormente, o IPP é convertido em dimetilalil difosfato (DMAPP) pela enzima
isopentenil difosfato isomerase (IDI) e, em seguida, s&o biossintetizados o0s
sesquiterpenos e triterpenos, especificos da via MVA (THOLL et al.,, 2011,
RODRIGUEZ-CONCEPCION; BORONAT, 2015; ZHOU; PICHERSKY, 2020).

No inicio da via MEP (Figura 2) a enzima 1-Desoxi-D-xilulose 5-fosfato sintase
(DXS) é responsavel pela condensacéao de gliceraldeido 3-fosfato (GAP) e piruvato,
para produzir uma molécula 1-Desoxi-D-xilulose 5-fosfato (DXP). Em seguida, a
enzima DXP redutoisomerase (DXR) catalisa a conversdo de DXP em 2-C-metil-D-
eritritol 4-fosfato (MEP), por uma reducdo utilizando uma molécula de NADPH. A
enzima MEP citidiltransferase (MCT) entéo catalisa a reacdo de conversao do MEP a
4-difosfocitidil-2-C-metil-D-eritritol (CDP-ME). A enzima CDP-ME quinase (CMK) é
responsavel, em seguida, pela reacao de fosforilagdo de CDP-ME com o consumo de
ATP, e produz a molécula 4- difosfocitidil-2-C-metil-D-eritritol 2-fosfato (CDP-MEP) e
ADP. A enzima 2-C-metil-D-eritritol-2,4-ciclodifosfato sintase (MDS) converte CDP-
MEP & 2-C-metil-D-eritritol-2,4-ciclodifosfato (MEcPP) e CMP. A enzima 4-hidroxi-3-
metilbut-2-enil difosfato sintase (HDS) catalisa a conversao de MEcPP em 4-hidroxi-
3-metilbut-2-enil difosfato (HMBPP) com a oxidacdo de um NADPH. Logo depois, a
enzima HMBPP reductase (HDR) é responsavel pela reagédo de reducdo da HMBPP
em IPP e/ou DMAPP com oxidagdo de um NADPH. IPP e DMAPP sédo as moléculas
precursoras da biossintese dos monoterpenos, diterpenos e tetraterpenos, especificos
da via MEP (THOLL et al., 2011; RODRIGUEZ-CONCEPCION; BORONAT, 2015;
ZHOU; PICHERSKY, 2020).
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Figura 2. Via de biossintese de isoprenoides citosélica (MVA) e plastidica (MEP) em
lantas.
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redutase. MVA, acido mevalbnico. MVK, mevalonato quinase. MVP, fosfomevalonato. PMK,
fosfomevalonato quinase. MVPP, difosfato mevalonato. MVD, mevalonato difosfato descarboxilase.
IPP, isopentenil difosfato. DMAPP, dimetilalil difosfato. GAP, gliceraldeido 3-fosfato. DXS, DXP sintase.
DXP, 1-desoxi-D-xilulose 5-fosfato. DXR, DXP redutoisomerase. MEP, 2-C-metil-D-eritritol 4-fosfato.
MCT, MEP citidiltransferase. CDP-ME, 4- difosfocitidil-2-C-metil-D-eritritol. CMK, CDP-ME quinase.
CDP-MEP, 4- difosfocitidil-2-C-metil-D-eritritol 2-fosfato. MDS, 2-C-metil-D-eritritol-2,4-ciclodifosfato
sintase. MEcPP, 2-C-metil-D-eritritol-2,4-ciclodifosfato. HDS, 4-hidroxi-3-metilbut-2-enil difosfato
sintase. HMBPP, 4-hidroxi-3-metilbut-2-enil difosfato. HDR, HMBPP reductase. Fonte: Rodriguez-
Concepcion e Boronat (2015).
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1.2. A importancia dos genes HMGR e DXS

Os genes que codificam as enzimas HMGR e DXS sao considerados genes
chave para a regulacdo da biossintese de isoprenoides e essenciais para as vias MVA
e MEP (LI et al., 2014; PAN et al., 2019). Por exemplo, em Artemisia annua, gene
chave HMGR apresentou maiores niveis de atividade transcricional em folha jovem e
flor comparado aos niveis vistos em folhas velhas, caule e raizes (OLOFSSON et al.,
2011), o que demonstra que a via MVA esta ativa no desenvolvimento dos tecidos da
planta jovem. Além do elevado numero de transcritos detectados para esse gene,
andlises evolutivas sugeriram que a funcdo de HMGR sao conservadas em todo o
reino vegetal (LI et al., 2014), isso mostra que HMGR na via MVA permanece com as
mesmas funcdes na biossintese de terpenos.

A expresséo génica de DXS foi caracterizada em Oryza sativa, e observou-se
um elevado numero de transcritos em folhas, sugerindo que esse gene tem funcéo
relevante nos tecidos fotossintéticos (YOU et al.,, 2020). Analises realizadas em
linhagens transgénicas de Arabidopsis thaliana mostraram que a inducdo na
expressdo do gene DXS, aumentou os niveis de compostos derivados de moléculas
de isoprenos, como por exemplo, clorofila, tocoferol, carotenoides, acido abscisico
(ABA) e giberelina (GA) (CARRETERO-PAULET et al., 2013). Os mesmos autores
observaram que o oposto ocorreu quando os niveis de DXS foram suprimidos, houve

uma reducdo na quantidade desses mesmos compostos.

1.2. Aimportancia dos genes MVK e DXR

Os genes MVK e DXR também séo considerados genes importantes na via de
biossintese de isoprenoides (THOLL, 2015). Entretanto, diferentemente de outros
genes dessa via, estas enzimas sdo codificadas por genes de coOpia Unica em
Arabidopsis thaliana (HEMMERLIN et al., 2012), mostrando que o0 gene nao precisa
de mais outras cépias pra realizar suas fun¢gdes nas vias de terpenos.

A atividade da MVK esta envolvida na regeneragdo e crescimento das plantas,
e também esta relacionada ao rebrote e formacdo de raizes em Pinus strobes
(HEMMERLIN et al., 2012). A DXR também é uma enzima importante envolvida na
biossintese de terpendides pela via plastidica do MEP, ela catalisa a segunda etapa
da biossintese dos terpendides no cloroplasto (THOLL, 2015). A inativacdo de DXR
resulta na parada do desenvolvimento e plantas albinas em Arabidopsis (XING et al.,
2010).
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As algas, plantas basais e superiores sdo capazes de sintetizar
simultaneamente terpenoides pelas vias MEP e MVA em paralelo. A manutencao da
presenca dos genes de terpenoides em plantas indica que estes compostos
provavelmente proporcionaram vantagens evolutivas para as espécies vegetais mais
antigas e foram mantidas ao longo da evolugdo (KUMARI et al., 2013). Desta forma,
o estudo sobre a evolucdo torna-se interessante para essas familias génicas
(RODRIGUEZ-CONCEPCION; BORONAT, 2015). A duplicacdo de genes, mutacéo e
selecao natural sdo processos essenciais que aumentam a diversidade genética das
plantas e podem facilitar a sua adaptacao entre a planta e o ambiente (PANCHY et
al., 2016; QIAO et al., 2019).

A analise evolutiva de genes especificos destas vias, ainda € incipiente e
necessita de estudos mais aprofundados, especialmente em cafeeiros (PICHERSKY;
RAGUSO, 2018). Apesar de ter sido estudados em plantas modelos, dado o grande
namero de terpenoides especializados produzidos por varias espécies vegetais, as
principais funcbes da grande maioria dos genes envolvidos nestas vias ainda néo
foram bem determinadas para o género Coffea spp. Os estudos filogenéticos séo
importantes para uma compreensao dos processos evolutivos que moldaram o

metabolismo de isoprenoides em cafeeiro.

1.3. Os isoprenoides no género Coffea spp

O género Coffea (Rubiaceae) possui grande importancia alimentar e
agrondmica (FAOSTAT, 2017). Embora existam 124 espécies descritas para esse
género (DAVIS et al., 2011), apenas duas possuem maior interesse econémico: C.
canephora e C. arabica. A espécie C. canephora é diploide e apresenta 22
cromossomos (2n = 2x = 22), enquanto que a C. arabica € alotetraploide e possui 44
cromossomos (2n = 4x = 44). C. arabica provavelmente originou-se de uma
hibridizagao natural que ocorreu entre C. canephora e C. eugenioides no continente
africano (LASHERMES et al., 1999; LASHERMES et al., 2016). Nos ultimos anos, a
sequéncia dos genomas de C. canephora (DENOEUD et al., 2014), C. arabica (NCBI
SRA acession number PRINA497895) e C. eugenioides (NCBI SRA acession number
PRJINA497891) passou a ser disponivel em bancos de dados publicos, trazendo uma
oportunidade Unica de estudos bioquimicos, evolutivos e gendmicos.

Por exemplo, os estudos bioquimicos relacionados aos lipidios (triterpeno

formado a partir da via MVA) sdo de grande interesse para a qualidade do grdo em



18

cafeeiro (PEREIRA; IVAMOTO, 2015). Os lipidios representam aproximadamente 10-
20% de os compostos quimicos totais que sdo encontrados em Coffea arabica
(SPEER; KOLLING-SPEER, 2006; PEREIRA; IVAMOTO, 2015). Os lipidios
desempenham um papel importante na qualidade da bebida quanto ao sabor e aroma,
principalmente por causa da hidrélise de triglicerideos e o liberagdo de &cidos graxos
gue sdo oxidados e inferem sabores caracteristicos para bebidas de café (CZECH, et
al., 2016; MAHMUD; SHELLIE; KEAST, 2020).

Os estudos moleculares sobre a via de isoprenoides no género Coffea ainda é
incipiente. Um estudo anterior avaliou o gene CaHMGR1 em C. arabica e observou
atividade transcricional em folha, botéo floral, polpa e no inicio do desenvolvimento do
perisperma (TISKI et al., 2011). Genes relacionados a biossintese de monoterpenos
em café ja foram funcionalmente validados para a via MVA (DEL TERRA et al., 2013).
Os niveis transcricionais dos genes das vias dos isoprenoides (MVA e MEP) ja foram
estudados em cafeeiros utilizando dados de sequenciamento em larga escala de
RNAs mensageiros (RNA-seq), sem genoma de referéncia, e foi observado que esses
genes apresentavam diferentes padrdes de expressao de acordo com o 6rgao e tecido
de C. arabica analisado (PEREIRA; IVAMOTO, 2015). Quantificagdes bioquimicas e
de atividade transcricional de genes relacionados com a biossintese de diterpenos em
C. arabica, em diferentes 6rgaos e tecidos de cafeeiro, demonstraram que existe uma
modulacdo genética envolvida na producdo desses compostos (KITZBERGER et al.,
2013; IVAMOTO et al., 2017). Porém, ainda é necessario que mais estudos sejam
realizados para definir um nimero mais preciso de cépias existentes para cada um
dos genes das vias MVA e MEP, agora que sao disponiveis dados do genoma
completo. Arealizacdo de analises evolutivas e a determinacgéo do perfil transcricional
desses genes nas espécies que deram origem a espécie C. arabica (C. canephora e
C. eugenioides) irdo aumentar o conhecimento sobre 0s processos evolutivos que

possivelmente moldaram o metabolismo de isoprenoides em cafeeiros.

1.4. A utilizacdo de elicitores para a inducdo da biossintese de compostos
especializados

Atualmente, sabemos que elicitores podem induzir a producéo de terpenoides
(ARANEGABOU et al., 2014; MANIVANNAN et al., 2016). Os elicitores sdo compostos
organicos produzidos pelas plantas ou animais que atuam como um sistema de alerta

da planta (ex: fitorménios) para induzir compostos relacionados a defesa contra
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predadores ou patégenos (FINITI et al., 2014). Os elicitores também podem ser
sintetizados artificialmente e aplicado na planta, e agem como sinalizadores celulares
(ARANEGABOU et al., 2014). O acido hexanoico (CsH1202), derivado do hexano, é
reconhecido como elicitador (SCALSCHI et al.,, 2013). Estudos realizados em
Arabidopsis e tomateiros mostram que o acido hexanoico (Hx) pode proteger as duas
espécies vegetais contra o fungo Botrytis cinerea (VICEDO et al., 2009; KRAVCHUK
et al., 2011). Além disso, ja foi observado que o Hx pode atuar na inducao de vias da
producéo de terpenoides, contribuindo com o aumento da expresséo de genes de
terpenoides em 6rgaos de Citrus e cafeeiro. (LLORENS et al., 2016; SILVA et al.,
2020).
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5. CONSIDERACOES FINAIS

O atual estudo apresentou informacgdes e dados fundamentais para as futuras
pesquisas, que ainda sao incipientes em termos da gendémica evolutiva e a biologia
molecular das vias de isoprenoides em Coffea.

Ao identificar os genes e as copias codificantes das enzimas dos passos iniciais
da via MVA e MEP em C. arabica mostrou-se um maior embasamento sobre os genes
responsaveis pela producao e a diversidade de terpenoides. Os levatamentos genicos
poderdo ser utilizados como dados comparativos para futuras pesquisas sobre
terpenoides em angiospermas. Porém, nossas analises ainda levantam a necessidade
de mais estudos sobre silenciamento dos quatros genes caracterizando o impacto que
possivelmente poderia ter sobre o fenotipo e a producédo de terpendides em cafeeiro
ou em plantas modelos.

Os estudos evolutivos dos genes-chave das vias de isoprenoides HMGR, DXS,
MVK e DXR reforgcam que estes genes sao importantes na manutencdo das funcdes
enzimaticas de plantas.

O elicitor Hx podera ser utilizado em futuros trabalhos, pois apresenta um
potencial modulador do padréo transcricional dos genes iniciais das vias MVA e MEP,
principalmente em folhas e raizes.

Por fim, o estudo gendmico evolutivo e a biologia molecular de Coffea gera
maior compreensao sobre o metabolismo de isoprenoides e a relagdo que integra a

diversidade de terpenos e suas fun¢gées com o meio ambiente.
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