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1. INTRODUCAO E OBJETIVOS

Os terpenos, também chamados de isoprenoides ou terpendides, constituem o maior grupo de
produtos secundarios em vegetais (revisado em Taiz & Zeiger, 2004). Tem sido estimado que
existem mais de 30.000 compostos isoprendides em plantas (revisado em Sacchettini & Poulter,
1997). Os terpendides desempenham pape! essencial em plantas como, por exemplo, hormonios
(4cido abscisico ou ABA, giherilinas ou GAg), pigmentos fotossintetizantes (carotendides, clorofilas),
comunicagdo e defesa (0leos essenciais como eucaliptol, cineol, citronelol) e também como agentes
antimicrobianos. Nas plantas, duas rotas levam a formag@ao de isoprenodides: a rota citoplasmatica
dependente de mevalonato (MVA) e a rota plastidica independente de MVA, ou rota do 2-C-metil-
D-eritritol-4-fosfato (MEP). Muitas bactérias, arqueobactérias, leveduras, fungos, alguns
protozoarios e animais utilizam a rota MV A Contudo, muitas bactérias (incluindo muitos patdgenos
humanos), algas verdes e possivelmente o parasita da malaria Plasmodium falciparum fazem uso
exclusivamente da rota MEP. Streptomyces, algumas algas, musgos, diatoméaceas marinhas ¢ plantas
superiores ulilizam ambas as rolas, Em plantas superiores a roia MVA opera no ciloplasma € na
mitocdndria onde esterdis, sesquiterpenos e ubiquinonas sdo formadas predominantemente via MVA.
Isoprendides sintetizados nos plastideos como hemiterpenos, monoterpenos (6leos essenciais),
diterpenos e carotendides sdo formados predominantemente via rota MEP. A separagio espacial das
duas diferentes rotas de biossintese de precursores de isoprenodides nao ¢ absoluta porque os
metabolitos podem ser irocados entre os compartimentos celulares. A natureza das trocas de
metabolitos entre os compartimentos e a regulagdo desse processo ainda ndo estd estabelecida
(revisado em FEisenreich ef o/, 2001)

Os monoterpenos, devido ao seu baixo peso molecular, costumam ser substancias voléteis, sendo,
portanfo denominados Oleos essenciais ou esséncias. Eles podem estar estocados em flores
(laranjeira), folhas (capim-limdo, eucalipto, louro) ou em cascas de caules (canelas), madeira
(sdndalo, pau-rosa) e frutos (erva-doce; revisado em Peres, 2000).

Os 6leos das folhas de eucalipto sfo formados por uma complexa mistura de 50 a 100
componentes, ou até mais, tratando-se de compostos organicos volateis, dentre os quais destacam-se
hidrocarbonetos, alcoois, aldeidos, cetonas, acidos e ésteres. Os oleos essenciais de eucalipto
ocorrem principalmente nas folhas, onde sao produzidos em pequenas cavidades globulares,
chamadas glandulas. Estas glindulas encontram-se distribuidas em todo parénquima foliar da maioria

das espécies de eucalipto (revisado em Doran, 1991),



No caso dos eucaliptos, especialmente, as referéncias so as de que a ocorréncia do 6leo essencial
estaria relacionada com a defesa da planta contra insetos, resisténcia ao frio quando no estagio de
plantula, ao efeito alelopatico ¢ a redugdo da perda de agua (revisado em Doran, 1991). Entre as
aproximadamente 600 espécies de Eucalypius descritas, pouco mais de 200 foram examinadas com
relacfio A produgfo e ao teor de Bleos essenciais, € menos de 20 t€m sido citadas como importantes 2
exploragio comercial. Os 6leos essenciais de eucaliptos estdo divididos, basicamente em trés grupos
principais, em fungdo do seu uso final, que sdo: oleos medicinais, Oleos industriais € oleos para
perfumaria (revisado em Penfold & Willis, 1991).

As principais espécies de Encalypius cultivadas no Brasil para a produgfio de dleo essencial sdo:
Eucalyptus citriodora, o Eucalyptus globulus e o Fucalyptus staigeriana. Segundo dados obtidos
junto a produtores nacionais, a estimativa nacional de produgdo anual de 6leos de E. staigeriana era
de 60 toneladas no final da década de 1990, sendo o mesmo comercializado por US$-6,00/kg. Para o
E. citriodora, a produgdo era estimada em 800 toneladas anuais, com prego no mercado nacional
variando de R$-8,00 a R$-10,00/kg de oOleo, e no mercado internacional variando entre US3-4,5 a
5,00/kg de Oleo (Vitti & Brito, 2003).

Em vista da relevincia do eucalipto para a economia brasileira e mundial, principalmente no
setor das empresas de celulose, papel € toras para os mais diversos fins comerciais, em fevereiro de
2002 foi iniciado um projeto visando o sequenciamento de todos os genes expressos de especies-
chave desta arbérea. Este Projeto foi intitulado GENOLYPTUS: Rede Brasileira de Pesquisa do
Genoma de Fucalyptus. Além do conhecimento do transeriptoma de Encalypfus, com igual énfase os
pesquisadores envolvidos no Projeto possuem como foco analises genéticas a partir de diversos
cruzamentos interespeciticos, marcadores moleculares e mapeamento genetico, analises quimicas e
fisicas da madeira, mapeamento fisico do genoiua, estudos moleculares, bioquimicos e fisiologicos da
expressdo génica e da resposta dos vegetais a diferentes sinais ambientais e artificiais, todos
integrados por ferramentas de bioinformética e anélises estatisticas. O Projeto GENOLYPTUS foi
financiado a partir de recursos dos Fundos Setoriais Verde-Amarelo e de Biotecnologia do Ministério
da Ciéncia e Tecnologia (80%), e por recursos de 14 empresas do setor de celulose, papel e carvao
(20%).

Junto ao Sub-projeto direcionado as andlises do transcriptoma, varias biblictecas de cDNA
foram construidas a partir de diferentes tecidos, érefios e plintulas de diferentes espécies de

Eucalyptus, permitindo a geragdo, a partir do seqiienciamento de clones de cDNA, de um banco com
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cerca de 100.000 seqiiéncias validas depositadas, as denominadas regides ou marcas de seqiiéncias
expressas ou ESTs (do inglés, Lxpressed Sequence 1ags). Na segunda fase do Projeto, o Laboratorio
de Biologia Molecular Vegetal do Centro de Biotecnologia da UFRGS, como um dos grupos
integrantes do GENOLYPTUS, e juntamente com diversos outros laboratorios, passou a exploragdo
dos dados disponiveis de segiiéncias nucleotidicas. Desta forma, genes potencialmente relacionados
com caracteristicas especificas, como a biossintese de Oleos essenciais, entre outras, puderam ser
identificados na colegdo de ESTs a partir da homologia de suas sequiéncias ou pelo padrao de suas
expressdes, e estudados para a comprovagao de suas fungdes. Us genes identificados poderdo ser,
futuramente, utilizados para diversas finalidades como, por exemplo, o melhoramento de plantas por

meio de suas super-express@es ou inibigdes por transgenia,

Nesse contexto, o presente trabalho teve como principal objetivo a identificacdo de genes
potencialmente relacionados a biossintese de Oleos essenciais em plantas de eucalipto e a
caracterizagio funcional de pelo menos um dos clones idenificados. Os objetivos especificos
propostos ao desenvolvimento das pesquisas que culminaram na redago desta Dissertagdo de
Bacharelado foram:

o A realizagio de um levantamento bibliografico e a selegdo, na literatura, de genes candidatos,
potencialmente relacionados a biossintese de Oleos essenciais;

e A recuperagdo, a partir da selegdo dos plasmideos de cionagem pSPORTIL (lnvitrogen)
purificados do projeto GENOLYPTUS, do(s) clone(s) selecionade(s), ¢ a obtengéio ¢ a
caracterizacio da seqiiéncia completa do(s) mesmof(s);

e A expressio heterbloga do gene selecionado, dxr, que codifica desoxixilulose-5-fosfato
reductoisomerase, fusionado a GST em £. coli;

e A obtengio de vetores binarios portando os cassetes de expressao de dxr em orientagoes
senso e anti-senso sob o controle do promotor do gene codificador do RNA 358§ do virus-do-
mosaico-da-couve-flor (CaMV 358) para a geragiio de plantas tranggnicas de tabaco;

e A anélise in silico da estrutura do gene dxr.

Assim, uma cuidadosa revisio bibliografica, que constitui o Capitulo 2 da presente
Monografia, foi realizada visando identificar as principais classes de genes vegelais potencialmente

relacionados com a biossintese de oleos essenciais. Entre diversos genes candidatos identificados,
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aquele que representou a melhor opgdo de estudo foi o gene codificador da enzima desoxixilulose-5-
fosfato redutoisomerase (DXR). Os resultados das analises do gene, dxr, constituem, assim, o foco

principal da presente Monogratia, conforme descritos nos Capitulos 3 e 4.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 O Metabolismo Secundario Vegetal

Devido & sua condigio séssil, as plantas precisam desenvolver estratégias para melhor
desempenhar suas fungoes ecologicas como, por exemplo, atrair animais polinizadores e dispersores
de sementes (passaros e insetos), proteger-se da radiagdo ultravioleta (UV) ¢ defender-se de
herbivoros, insetos, microrganismos e parasitas. Além disto, as plantas competem ativamente por
espaco, luz, Agua e nutrientes, As alternativas de que as plantas dispdem nestas situagdes estdo, entre
outras, baseadas na produg@o de metabolitos secundarios. Os metabolitos secundarios, portanto, séo
compostos fundamentais a adaptagdo, a sobrevivéncia ¢ a evolugao dos organisms vegetais como um
todo, porém nao sao cousiderados essenciais as celulas individualmente, para diferencia-los dos
metabolitos primarios que incluem (desoxi) ribonucleotideos, aminoacidos protéicos, acidos graxos ¢
aclicares, entre outros. Assim, os metabolitos secundérios sio representados pelos alcaldides,
terpendides, flavonoides, glicosinolatos, glicosideos cianogénicos, aminoacidos ndo-protéicos &
taninos, entre outros. Muitos destes metabolitos tém fungdes biologicas conhecidas como pigmentos
e aromas envolvidos na airagao de animais polinizadores € dispersoies, tbrorméniols, aleloquimicos,
ou como agentes antinutricionais e antimicrobianos (revisado em Roberts & Wink, 1998). Os
metabélitos secundarios estfio presentes em todas as espécies de plantas superiores apresentando uma
alta diversidade estrutural. Via de regra, alguns grupos destes compostos sdo dominantes dentro de
um certo taxon e, dentro de uma mesma planta, o padrdo de distribuigdo dos metabolitos secundarios
é complexo, variando entre diferentes Orgdos ¢ tecidos, estadios de desenvolvimento, entre
individuos e entre populagdes (revisado em Wink, 2003),

Virios compostos de origem vegetal e classificados como metabdlitos secundérios possuem
consideravel valor econdmico e sdo extensivamente utilizados na industria farmacéutica, em
alimentos na forma de flavorizantes, fragrancias em cosméticos e alimentos ou, ainda, como aditivos
alimentares. O uso de produtos naturais pelo ser humano pode ser considerado como uina expioragao
das propriedades que originalmente foram selecionadas e desenvolvidas pelas plantas em um contexto
ecoldgico e/ou evolutivo diferente. Desde os tempos antigos, as plantas vém sendo utilizadas nas
sociedades humanas com propésitos terapéuticos, sendo que suas propriedades toxicas ou curativas

foram descobertas pelo homem principalmente quando este buscava por alimento. O uso de plantas
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na medicina tradicional ainda engloba cerca de 85 % dos tratamentos utilizados em paises em
desenvolvimento (revisado em Pezzuto, 1997).

Estima-se que apenas cerca de 13.000 espécies de plantas tém sido utilizadas com fins
medicinais, constituindo-se uma parcela inferior a 10% do total de espécies conhecidas. Destas, cerca
de 25 % aproximadamente dos medicamentos de uso terapéutico s3o derivados de plantas e muitos
outros sdo utilizados como compostos puros ou como chas e extratos. Além disso, constituintes de
plantas tém também servido como modelos para drogas modernas como a atropina para tropicamida,

quinino para cloroguina € 4 cocaina para a procaina € a tetracaina (revisado Kutchan, 1995).

2.2 Os Terpenos

Os terpenos, também chamados de isoprenoides ou terpenoides, constituem o maior grupo de
produtos secundarios vegetais (revisado em Taiz & Zeiger, 2004). Tem sido estimado que existem
mais de 30.000 compostos isoprenoides em plantas (revisado em Sacchettini & Poulter, 1997).

Todos os terpenos derivam da unido e de unidades pentacarbonadas de isopreno ¢ sio
classificados pelo nimero de unidades de isopreno que possuem (Tabela 1). Os terpenos de 10
carbonos, que contém 2 unidades de Cs (isopreno), sdo chamados de monoterpenos; os de 15
carbonos (3 unidades de Cs) sdo os sesquiterpenos e os terpenos de 20 carbonos (4 unidades de Cs),
os diterpenos. Os maiores terpenos incluem o triterpenos (30 carbonos) séo o resultado da jungio de
duas moléculas de Cys, os tetraterpenos (C40) pela unido de duas moléculas de 20 carbonos, e o0s

polisoprenos ([Cs]n carbonos, onde n>8: revisado em Peres, 2000),

Tabela 1. Principais terpendides encontrados em plantas. Notar que os terpendides siio precursores de quairo classes
hormenais: as citocininas (CKs), o acido abscisico (ABA), as giberelinas (GAs) ¢ os brassinosieroides (BR). Adaptado
de Peres, 2000,

£ Isoprencs | # Atomos de C | Nome Exemplos
! i lzoorens Cagsia laeral das Tks
i G Mnoterpeno [Areioides & Oens #8LENCals
3 £ SesauiEpenn ABA actonas
20 Citerpenra GAs faxol
i TH Trizeperic Eswzroides i(ER: saporinas
i 41 Teraeroeno Carotenoides
B N Folisaprena Eaorrasha

13



Os terpendides desempenham papel essencial em plantas. Os monoterpenocs, devido ao seu
baixo peso molecular, sdo normalmente substancias voldteis € denominados Oleos essenciais ou
esséncias, € atuam na comunicagao ¢ defesa das plantas (revisado em Peres, 2000).

Os sesquiterpenos também s3o voléteis e estdo envolvidos na defesa a pragas e doengas. Dois
exemplos de sesquiterpenos incluem, o gossipo! (dimero de Ci5), o qual esta associado a resisténcia a
pragas em algumas variedades de algoddo, e as lactonas, presentes na familia Compositae e
responsaveis pelo gosto amargo de suas folhas. Alguns sesquiterpenos sdo considerados fitoalexinas
como a richitina de tomateiro. O hormonio ABA € um terpeno de Cys, produzido pela degradagao de
um precursor de carotendides e desempenha um importante papel na dorméncia de sementes e
gemas, bem como nas respostas ac estresse hidrico (revisado em Taiz & Zeiger, 2004),

Os diterpenos normalmente estdo associados as resinas de muitas plantas. Um exemplo € a
resina cicatrizante de Hymenaea courbaril. Contudo, o principal papel conhecido desempenhado por
um diterpeno seja ¢ das GAs, as quais sao importantes hormonios vegelais responsaveis pela
germinagdo de sementes, indugdo da floragio, alongamento caulinar e expansio dos frutos de muitas
espécies vegetais (revisado em Taiz & Zeiger, 2004),

Entre os triterpenos estd uma importante classe de substancia tanto para vegetais quanto para
animais. Trata-se dos esteroides, os quais sdo componentes dos lipideos de membranas € precursores
de hormonios esteroides em mamiferos (testosterona, progesierona), plantas (brassinosteroides) e
insetos (ecdiesteroides). Uma outra classe importante de triterpenos sdo as saponinas. Como o
préprio nome indica, as saponinas sfo prontamente reconhecidas pela formac3o de espuma em certos
extratos vegetais. Essas substdncias sio semelhantes ao sabdo porque possuem uma parte solivel
(glicose) e outra lipossoluvel (triterpenos). Nas plantas, as saponinas desempenham um importante
papel na defesa contra insetos € microrganisinos. Isso pode ocorrer de diversos modos. Umna delas é
a complexagio das saponinas com esterdides dos fungos, tornando-os indispensdveis. As plantas
também podem desenvolver saponinas como anélogos de hormdnios esterdides de insetos Esses
analogos, denominadas fitoecdisonas, interferem no desenvolvimento dos insetos, tomando-os
estéreis. Ha, inclysive, a possibilidade de plantas sintetizarem horménios animais a partir de
saponinas. Isso tem ocorrido com a saponina diosgenina, derivada de Dioscorea macrosiachya, ou
inhame, para a produgdo industrial da progesterona. A produg¢fo industrial de horménios animais a
partir de saponinas vegetais causou uma significativa mudanga no comportamento da sociedade

contemporanea, pois foi a base da producio dos anticoncepcionais. As saponinas vém sendo
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utilizadas pelo homem em diferentes aplicagdes como inseticidas naturais (azadiractina) e remédios
(protapanaxodiol e glicirrizina). Um outro exemplo de triterpeno € o colesterol, um importante
componente das membranas celulares e precursor de hormonios esterdides com efeiios marcantes em
animais vertebrados (revisado em Peres, 2000).

Os tetraterpenos mais famosos sfo, sem ditvidas, os carotenos e as xantofilas. Estes
componentes lipossoliiveis desempenham um importante papel tanto nas plantas quanto nos animais.
Nas plantas, os carotenoides fazem parte das antenas de captagdo de luz nos fotossistemas. Portanto,
ndo haveria fotossintese sem a interveniéncia marcante dos caroitenoides. Alem disto, esses
compostos sdo importantes antioxidantes e dissipadores de radicais livres gerados pela fotossintese.
Embora os vertebrados nfo sejam capazes de sintetizar carotendides, estes compostos desempenham
importantes papéis no metabolismo animal. Além do B-caroteno ser precursor da vitamina A (retinal),
outros carotenoides como licopeno sdo importantes dissipadores de radicais livres nos animais
(revisado em Peres, 2000).

Por fim, o dltimo grupo de terpendides é composto pelos polisoprenos. Entre estes
compostos estd a borracha: um terpeno formado por 1.500 a 15.000 unidades de isopreno. A
borracha esta presente no latex de diversas plantas, sendo a mais importante a seringueira (Evea

brasiliensis: revisado em Peres, 2000).

2.3 Existem duas Rotas de Biossintese de Terpendides

Os terpenos sdo biossintetizados a partir de metabolitos primarios por, no minimo, duas rotas
diferentes em plantas. Na rota do acido mevalonico (MVA), trés moleculas de acetil-CoA sio
ligadas, a partir de uma scrie elapas da roia para lonmar o MVA (Figura 1), bsse umporiante
intermediario de seis carbonos € entfo pirofosforilado, descarboxilado e desidratado para produzir
isopentenil difosfato (TPP). O TPP ¢ a unidade ativa basica na formac¢fo dos terpenos. Recentemente,
foi descoberto que o IPP também pode ser formado a partir de intermediarios da glicolise ou do ciclo
de reducgdo fotossintética do carbono, por meio de um conjunto de reagdes denominado rota do
metileritritol fosfaio (MEP), que ocorre nos cloroplastos ¢ em ouiros plastideos. Esta rota tambem ¢
chamada de “rota do desoxixilulose-5-fosfato™ (DXP ou DOXP), um importante intermediario da
rota, como também de “rota independente de MVA” (Figura 1). Embora nem todos os detalhes

tenham sido esclarecidos, o gliceraldeido-3-fosfato e dois 4tomos de carbono derivados do piruvato
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parecem combinar-se para formar um intermediario que, eventualmente, é convertido em IPP

(revisado em Dubey et al., 2003).

A. Rota Citosdlica dependente de MVA || B. Rota plastidica independente de MVA

. , : =
2. Acetl-CoA [ Piruvato | I Gliceraldeido-3-P I

*ACC tiolase

| Acetoaceti-coa | ¥ DXP sintase

¢HMG-COA sintase | 1-desoxixilulose-5-P (DOXP) |
‘,DXF’ reductoisomerase

I 3-Hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA) l

*HMG—CQA reductase | 2-C-metil-D-eritritol-4-P (MEP)| l
[ Mevalonato (MvA) | ¥ CDP-ME sintase
4 MVA cinase | 4-(difosfociticii)-2-meti-D-eritrtol (COP-ME) |
I?osfameva[onato (MVAP) ' ¢ CDP-ME cinase
* MVAP cinase ou MDC | 4-(difosfocitidil)-2-metil-D-eritritol-2-fosfata (COP-MEZP) ]
| Difesfomevalonate (MVAPP) l ¢ MECP sintase

| 2-C-met-D-eritritl 2.4 ciclodifosfato (MECP) |

MVAPP descarboxilase
* HMBPP sintase

[ 1-hidroxi-2-C-metil-2-(E )-butenil-d-difosfato (HMBPP) |
+ HMBPP reductase

[Isopantenildifasfato (IPP) |-d_h-[ Dimetilalil difosfato [

Figura 1. Duas rotas independentes sfo conhecidas para a biossintese de isoprenéides em vegetais. A. Rota citosdlica
dependente de mevalonato (MVA). B. Rota plastidica independente de MVA, As seias solidas indicam converses

enzimaticas simples. Adaptado de Dubey ef /. (2003).

O IPP e seu isdmero, dimetilalil difosfato (DMAPP), sdo as unidades pentacarbonadas ativas
na biossintese dos terpenos que se unem para tormar moléculas maiores. Inicialmente, IPP e DMAPP
reagem e formam geranil difosfato (GPP), uma molecula de 10 carbonos a partir da qual sao
formados os monoterpenos (Figura 2). O GPP pode, entdo, ligar-se a outra molécula de IPP,
formando um composto de 15 carbonos, o farnesil difosfato (FPP), precursor da maioria dos
sesquiterpenos. A adigdo de outra molécula de IPP forma o geranilgeranil difosfato (GGPP),

composto de 20 carbonos, precursor dos diterpenos. Finalmenté, FPP ¢ o GPP podem dimerizar-se
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para formar triterpenos (Cso) e tetraterpenos (Cao), respectivamente (revisado em Taiz & Zeiger,

2004).
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Figura 2. Sintese de varias classes de terpencides em plantas. Adaptado de Mahmound & Croteau (2002).

2.3.1 Rota citosolica dependente de mevalonato (MVA)



No passado, assumia-se que todos os terpendides eram sintetizados a partir do acido
mevalonico ou mevalonato (MVA) no citosol (revisado em Chappell, 1995).

Em plantas superiores, a rota MVA esta localizada no citoplasma e nas mitocondrias. A rota
MVA é responséavel pela formagio de esterdis, triterpenos, ubiquinonas e sesquiterpenos {revisado
em Pang et al , 2006). A rota classica dependente de MV A envolve a condensagfo de trés unidades
de acetil-CoA para formar o éster de 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A (HMG-CoA). Este
produto € subseqiientemente reduzido para produzir MVA. A seguir, 0 MVA ¢ transformado a IPP
por 3 passos seqienciais envolvendo fosforilagao e descarboxilagao (Figura 1A). A redugao de
HMG-CoA a MVA € catalisada pela HMG-CoA reductase (HMGR), uma enzima-chave reguladora
dessa rota que esti sendo intensivamente estudada (revisado em Rodwel ¢ o/, 2000). Seguindo a
rota, a MVA cinase catalisa a fosforilagio de MVA a mevalonato-5-fosfato (MVAP) que ¢é
convertido a mevalonato-5- difosfato (MVAPP) pela agdo da enzima fosfomevalonato cinase (MVAP
cinase). A MVAPP descarboxilase (MDC) catalisa o ultimo passo da rota, convertendo MVAPP,
uma molécula de & carbonos, em IPP contendo 5 carbonos, o qual é o esqueleto basico para a
biossintese dos terpenos. A descarboxilagfio catalisada pela MDC ¢ acompanhada pela hidrélise de
uma molécula de ATP na presenca de Mg * (revisado em Pang et al., 2006).

O passo seguinte crucial para a biossintese de isoprendides € a isomerizagdo de IPP a
dimetilalil difosfato (DMAPP). Esta conversao € catalisada pela IPP isomerase (IPP1). A IPPI do tipo
I (IPPI 1) foi descoberta em 1950 e € encontrada em eucariotes e bactérias. Esta enzima requer um
cation - divalente e catalisa a isomerizagdo de TPP a DMAPP por um mecanismo de protonagHo-
desprotonagdo. A IPPI do tipo II (IPPI II) € encontrada em bactérias e arqueobactérias e requer a
redugdo de uma flavina € um metal divalente como cofatores para sua atividade (revisado em Pang et

al., 2006).
2.3.2 Rota plastidica independente de mevalonato (ndo-MVA)

Depois da descoberta de uma rota independente de MVA em plastideos, também denominada
de rota MEP ou rota DXP/DOXP como explicado a seguir, extensos estudos tém sido feitos para
elucidar os complexos passos enzimaticos envolvidos nessa rota em plantas. A existéncia de uma rota
alternativa para a biossintese de IPP foi primeiro demonstrado por Rohmer em diferentes espécies de

bactérias (revisado em Rohmer, 1000) Virios genes, enzimas e intermedi4rios envolvidos na rota de
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2-C-metil-D-eritritol-4-fosfato (MEP) foram primeiro descobertos em E. coli e extensivamente
estudados, mas alguns genes ortologos codificando varias enzimas da rota MEP também foram
demonstrados em especies de plantas (Tabela 2). A existéncia de uma rota MEP que sintetiza uma
variedade de terpendides tem sido demonstrada em diversas espécies de plantas como pode ser visto

na Tabela 3, (revisado em Durbey ef a/ | 2003),

Tabela 2. Enzimas da rota MEP caracterizadas em vérias espécies de plantas. Modificado de Dubey e al., (2003).

Enzima Espécie de plantas

DXP sintase A. thaliana, Capsicum annum, Catharanthus
roseus, Lycopersicon esculentum, Mentha

Diperita, Mendicago trunculata

DXP reductoisomerase A. thaliana, C. roseus, M. piperita
CDP-ME sintase A. thaligia, Capsicum annum
CDP-ME cinase L. esculentum, M. piperita

MECP sintase C rosens

HMBPP sintase A. thaliana

HMBPP reductase C. annum

Tabela 3. Terpenéides sintetizados a partir da rota MEP em viérias espécies de plantas. Modificado de Dubey et al.

(2003).

Terpenoides Espécies de Plantas

Hemiterpenos

Isopréno Chidonium  majus, Populus nigra, Salix
viminalis

Monoterpenos

Borneo! Conicum

Cineole Eucalyptus globulus

Geraniol Pelargonmum graveolens, Vitis vinifera

Linalil acetato Meniha ciraia

Mentona, Mentol, Mentofuram M. piperita
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Pulegone M. pulegium

Timol Thymus vulgaris
Diterpenos

Taxol Texus chinensis
p-Caroteno Capsicum annum

Catharanithus roseus

Licopeno Lycopersicum esculendiim

O primeiro passo da rota independente de MVA ¢€ a sintese de 1-desoxixilulose-5-fosfato
(DXP), o qual € catalisado por uma enzima dependente de tiamina difostato (TPP), a 1-
desoxixilulose-5-fosfato sintase (DXS ou DOXS). A DXS realiza uma descarboxilagdao do tipo
transcetolase a partir de piruvato e gliceraldeido-3-fosfato (Figura 1B). Pesquisas em bancos de
dados gendmicos revelaram supostos genes ortdlogos a dvs em certas espéeies de plantas. Diversos
grupos tém independentemente isolado e clonado genes que codificam DXS de varias plantas como
Mentha piperita (revisado em Lange e/ af., 1998), Capsicum annum (revisado em Bouvier ef daf.,

1998) e Catharanthus roseus (revisado em Veau el al., 2000). Em Arabidopsis thaliana, o gene clal

localizacio plastidica foi demonstrada (revisado em Araki e7 al, 2000) Estudos detalhados
demonstraram que DXS requer TPP e cations divalentes como Mg”' ou Mn > para sua atividade. Os
genes que codificam essas proteinas de varias espécies de plantas estdo no genoma nuclear. As
sequéncias protéicas codificadas sao precedidas por uma suposta sequéncia-alvo ou peptideo-lider N-
terminal que as direciona aos plastideos (revisado em Dubey ef ai., 2003 ).

" Diversos estudos apéiam o papel de DXS em controlar a biossintese de varias classes de
terpendides em plantas. Uma correlagdo positiva foi sugerida entre o nivel de transcritos e proteinas
DXS e a acumulagdo de varios produtos isoprenoides plastidiais em plantas de Arabidopsis
modificadas geneticamente pela superexpressao ou inibigao do gene dxs. (revisado em Esteves el al.,
2001). Outra correlagio positiva similar foi encontrada entre transcritos de dys e produgdo de
isoprendides especificos em vérias plantas, como a produc#o de licopeno em tomates (Lycopersicum
esculennum) durante o amadurecimento dos frutos (revisado em Lois et @/., 2000) e a produgdo de
alcaléides indolicos terpénicos em suspensdo de células de C.roseus sob indugdo hormonal (revisado

em Chahed er al., 2000).
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No segundo passo da rota independente de MVA, DXP é transformado em 2-C-metil-D-
eritritol-4-fosfato (MEP) ( Figura 1B). A formagdo de MEP a partir de DXP envolve um rearranjo
intramolecular ¢ um passo de redugdo catalisado pela enzima 1-desoxixilulose-5-fosfato

reductoisomerase (DXR) na presenga de NADPH (Figura 3).

o OXR 7 1
R g naDPH | o N\ ol
e I PGS £ o ‘ '{)F’Df - ‘ oro,”
OH Mg H  OH OH  On
nxe 2-C-menleritritol 4-fosfato WEP

Figura 3. Conversio de DXP a MEP mediado por DXR.

Em plantas, dois diferentes grupos clonaram ao mesmo tempo genes que codificam DXR de
A. thaliana (revisado em Schwender et al., 1999) ¢ M. piperita (revisado em Lange & Croteau,
1999a) e expressaram estes em E.coli. Mais recentemente, Carretero-Paulet e/ al. (2002) clonaram o
cDNA de um gene de cépia Unica de A. thaliana que codifica DXR, ¢ a analise da seqiiéncia de sua
proteina prevé a presenca de um peptideo N-terminal para localizagdo no plastideo, com um sitio de
clivagem conservado e uma regido conservada rica em prolinas na regido N-terminal da proteina
madura (revisado em Carretero-Paulet ez al., 2002). Em plantas trangénicas de menta (M. piperita), a
super-expressdo de DXR levou a um aumento em monoterpenos em folhas, comparado com plantas
do tipo selvagem e, de uma forma oposta, o silenciamento parcial do gene dxr levou a redugio do
acumulo de 6leos essenciais (revisado em Mahmoud & Croteau, 2001).

As propriedades cinéticas da enzima DXR de M. piperita tém demonstrado que a enzima
pode ser inibida por fosmidomicina, como documentado em outras espécies de plantas (revisado em
Zeidler et al., 1998).

O préximo passo da rota é a conversdo de MEP a 4-(difosfocitidil)-2-metil-D-eritritol (CDP-
ME) em uma reagdo dependente de citidina trifosfato (CTP) realizada pela CDP-ME sintase ( Figura
IB). Em plantas, o gene que codifica a CDP-ME sintase foi primeiro clonado a partir de
Arabidopsis, e um fragmento que codifica a seqiiéncia-alvo potencial de plastideo da proteina foi
expressa em E. coli recombinante. Estudos tém demonstrado que CDP-ME marcado radioativamente
¢ incorporado eficientemente em carotendides de pimenta vermelha (C.annum), demonstrando o
papel essencial desta enzima como similar a CDP-ME sintase de A.thaliana (revisado em Herz ef

al., 2000). A enzima de Arabidopsis requer um cation divalente. preferencialmente Mg e a analise
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seqiiéncia da proteina de Arabidopsis revelou uma suposta seqiiéncia de importagdo para o plastideo
(revisado em Dubey et af., 2003).

O passo mais distante da rota € a fosforilagao do grupo 2-hidroxi de CDP-ME para formar 4-
(difosfocitidil)-2-metil-D-eritritol-2-fosfato (CDP-ME2P) pela reagdo da enzima CDP-ME cinase
(Figura 1B). H4 poucos estudos em plantas que demonstram o possivel papel da CDP-ME cinase na
forma¢do de CDP-ME2P, e a completa enzimologia e analise molecular dessa enzima também ndo
esta disponivel. O Cy4 de CDP-ME (o substrato para CDP-ME cinase) fo1 eficientemente incorporado
a carotenoides em C. annuam, sugerindo um possivel papel dessa enzima. A enzima parciaimente
purificada a partir de M. piperita exibiu a fosforilagdo de isopentenil monofosfato (IMP) para TPP.
Isto permitiu concluir que esta enzima realiza o passo final na biossintese de TPP. Da mesma forma, a
mesma CDP-ME cinase de tomate e F.coli, ndo demonstraram esse passo catalitico (revisado em
Rhodich ef al, 2000b). Genes ortologos de tomate e A piperita carregam uma suposta seqlieéncia
alvo para plastideo e um suposto sitio de ligagao para ATP (revisado em Dubey et al., 2003).

O proximo passo da rota MEP ¢ a transformag3o de CDP-ME2P em um intermediario ciclico
denominado 2-C-metil-D-eritritol 2.4 ciclodifosfato (MECP), catalisada pela MECP sintase. O gene
que codifica esta enzima foi isolado de Arabidopsis, mas a enzima ndo foi completamente
caracterizada, sugerindo que a cinase de M. piperita, que catalisa a fosforilagdo de IMP para IPP,
seria a enzima {inal que completa a rota IPP. De qualquer forma, dois passos de desidratagdo ¢ dois
passos de redugio podem ser requeridos na formagio de IPP e DMAPP . Poucos estudos em E. coli
sugerem a conversdo de MECP para TPP e DMAPP por meic de um intermediario 1-hidroxi-2-C-
metil-2-(E)-butenil-4-difosfato (HMBPP), envolvendo passos subseqiientes catalisados por duas
enzimas a HMBPP sintase ¢ a HMBPP reductase. A analise da sequeéncia de aminoacidos revelou um
gene ortologo codificando HMIBPP sintase em A. thaliana que ¢ allamente homologo ao gene ispl
de E. coli o qual catalisa a reagio de conversdo de MECP para HMBPP por agdo da HMBPP sintase.
Adam et al, (2002) demonstraram que a baixa atividade catalitica de cromoplastos isolados de
pimenta vermetha (C. annum) foi aumentada pela adigdo da proteina HMBPP reductase purificada a
partir de £. coli.

Um detalhado conhecimento sobre os genes, enzimas ¢ intermediarios das reagoes da rota
independente de MVA pode conduzir ao desenvolvimento de novas drogas derivadas de plantas de
origem terpendide e producio de vérios terpenos importantes comercialmente em plantas por meio

da biotecnologia moderna (revisado em Dubey et al., 2003). Pesquisas futuras devem direcionar-se
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para elucidar passos enzimaticos individuais entre DXP e IPP, caracterizando os genes e enzimas
correspondentes e avaliar a regulagdo da rota DXP com respeito a outras rotas metabolicas no
cloroplasto. Finalmente, também deve ser examinada a possibilidade de uma cooperagdo parcial das
duas rotas celulares de produgdo de TPP. MVA ¢ DXP na biossintese de terpenodides em plantas.
Enzimas da rota DXP representam alvos para novos inibidores. Pode-se antecipar o desenvolvimento
de novos herbicidas contra plantas e algas assim como substancias antimicrobianas contra bactérias
patogénicas que possuem a rota DXP (revisado em Lichtenthaler, 1999). Adicionalmente, o rapido
aumento da resisiéncia de patogenos humanos as drogas disponiveis gera urgencia na demanda por
novas substdncias terapéuticas. A rota DXP € empregada por muitos microrganismos patogénicos,
assim como pelo Plasmodium falciparum. Esta rota ndo ocorre em humanos e animais. Isto torna a
rota DXP de biossintese de isoprenoides um alvo ideal para o desenvolvimento de novos antibi6ticos
e drogas anti-malaria. Em plantas, a imibigao da rota DXP pode ser a base para o desenvolvimento de
novos herbicidas. O conhiecimento detalhado do mecanismo ¢ da regulagao dessa rola podera
beneficiar a produg@o biotecnologica de isoprendides de interesse comercial como 6leos essenciais,

carotendides, clorofila e horménios vegetais (revisado em Eisenreich ¢f o/ | 2001),

2.3.3 Controle da rota plastidica independente de MVA

Embora a matoria dos genes ¢ das enzimas da rota DXP tenham sido identiticados em plantas, seus
papéis no controle do fluxo de metabolitos permanecem nao esclarecidos. Resultados tém
demonstrado que DXS, DXR ¢ HMBPP reductase podem contribuir para ¢ controle dessa rota
metabolica. Conforme descritoanteriormente, Estévez ef al., (2001) manipularam a expressdo do
gene dxs em Arabidopsis e descreveram que a super-expressao de DXS leva a um aumento na
produgdo de isoprendides, enquanto que a supressao de oy leva a diminuigdo da quaniidade de
produtos terpendides finais. Assim, DXS é uma enzima limitante na produgdo de TPP plastidial.
Durante o desenvolvimento de frutos de tomate, o padrio de expressfio de DXS foi quase idéntico ao
padrdo de acumulacdo de carotenoides, exceto no ultimo estagio de amadurecimento. Experimentos
com adigdo de DXP promoveram um aumento da atividade de DXS, resultando em super-regulagio
da expiessao de fitoeno sintase (PSY1), a primeira enzima da biossintese de caroienoides, e,
eventualmente, de DXS, e o aumento de carotendides em frutos. Estes resultados indicam que a
atividade de DXS ¢ realmente o primeiroc passo potencialmente regulador da biossintese de

carotenoides em frutos (revisado em Lois ef al., 2000).
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A DXR demonstrou ser uma enzima comprometida com a rota MEP em Arabidopsis. O
padrao de expressdo do gene dxr, avaliado por ensaios histoquimicos de plantas transgenicas
coniendo o promotor de dxr unido ao gene codificador da p-glicuronidase (gusA), demonsirou uma
distribuigdo de transcritos e da proteina DXR com regulagdo pelo desenvelvimento e condigdes
ambientais. O bloqueio da rota MEP por fosmidomicina levou a uma rapida acumulagfio da proteina
DXR, o qual é consistente com o papel regulatoério de DXR na rota MEP (revisado em Liu ef al.,
2005).

A HMBPP reduciase catalisa a sintese simultanea de IPP e DMAPYP no ultimo passo da rota
MEP. Botella-Pavia ef ¢l., (2004) demonstraram que a HMBPP reductase desempenha um papel
chave no controle da producio de precursores derivados de MEP para a biossintese de isoprendides
plastidiais. Durante o desenvolvimento de frutos de tomate e de Arabidopsis, transcritos de HMBPP
reductase foram rapidamente ¢ fortemente acumulados. A super-expressao em Arabidopsis do cDNA
de tomate que codifica a HMBPP reductase demonstrou altos niveis de carotendides ¢ um aumento
na dorméncia de sementes, o qual foi provavelmente causado pelo aumento no nivel de ABA. Plantas
duplo-trangénicas de Arabidopsis super-expressando ambes os genes codificadores de HMBPP
reductase e taxadieno sintase demonstraram um forte efeito da HMBPP reductase em aumentar o0s

niveis de taxadieno. A taxadieno sintase catalisa a producao de taxadieno a partir de GGPP.,
2.3.4 Distribuiciio das rotas de biossintese de terpendides na natureza

Muitas bactérias, arqueobactérias, leveduras, fungos, alguns protozoarios e animais utilizam a
rota MVA. Contudo, muitas bactérias (incluindo muitos patogenos humanos), algas verdes e
possivelmenie o parasita da malania F. jalciparun fazem uso exclusivamenie da rota MEP.
Streplomyces, algumas algas, musgos, diatomaceas marinhas e plantas superiores utilizam ambas as
rotas. Finalmente, a capacidade para biossintetizar precursores de isoprendides estd ausente em
alguns microrganismos parasitas que podem ser capazes de utilizar terpendides a partir dos seus
hospedeiros (tabela 4; revisado em Lichtenthaler, 1999).

Em plantas superiores, a rota MVA opera no citoplasima ¢ na mitocondria onde ester6is,
sesquiterpenos e ubiquinonas sdo predominantemente formadas via MVA. Tsoprendides sintetizados
nos plastideos como hemiterpenos, monoterpenos, diterpenos e carotendides sio formados

predominantemente via DXP. A separacio espacial das duas diferentes rotas de biossintese de IPP
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ndo é absoluta porque os metabolitos podem ser trocados entre os compartimentos celulares. A
natureza das trocas de metabolitos entre os compartimentos € a regulagao desse processo ainda nao

esta estabelecida (Eisenreich, 2001).

Tabela 4. Formagio de isoprendides em plantas e organismos fotossintetizantes pela rota dependente de MVA ou pela
rota DOXP ou independente de MV A, Adapiade de Lichtenthaler (1999},

Organismo Isoprenoides Rota IPP
Cianobactéria (Synechocystis) Fitol, B-caroteno DXP
Algas verdes (Scenedesmus Fitol, B-caroteno, luteina, DXP

obliquus,  Clorelia  fusca, plastoquinona-9, ubiquinona-10

Chamydomonas reinhardtii)

Algas vermelhas (Cyanidium Fitol, ergosterol DXP

caldarium, Euglena gracilis)

Plantas superiores (Lemna Fitol, B-caroteno, PQ-9, DXP, MVA
gibba, Daucus carota, sitosterol, stigmasterol,
Hordeum vulgare) camipesierol

2.3.5 Engenharia metabodlica da biossintese de isoprendides plastidiais

A recente elucidagdio da rota DXP e a clonagem dos genes envolvidos tém permitido a
manipulagdo geneética dessa rota plastidial. O gene que codifica a primeira enzima da rota, DXS, tem
sido constitutivamente super-expiesso em Arabidopsis (Esievez e al., 2001). Outro exemplo de
sucesso da engenharia metabolica de isoprenodides plastidiais € a modificagiio genética da rota de
monoterpenos em Mentha x piperita I.. Croteau ef al  (2001) desenvolveram com sucesso um
sistema modelo para a investigagdo do metabolismo e regulagio de monoterpenos em Mentha x
piperita. Como ja descrito a conversdo de DXP em MEP catalisada por DXR € um passo importante

na biossintese de monoterpenos. A super-expressdo de DXR pode aumentar a produgao de oOleos

25



essenciais, principalmente monoterpenos. O mentofurano ¢ um indesejdvel componente de
monoterpenos e influencia na qualidade de 6leos essenciais. Mahmoud & Croteau (2001) relataram
que o cDNA de DXR e um cDNA anti-senso da mentofurano sintase foram transferidos para Mentha
x piperita, independentemente. Dois diferentes grupos de plantas trangénicas foram regeneradas nos
experimentos de reductoisomerase. Um grupo com aparéncia normal cresceu ¢ acumulou mais 6leos
essenciais (aproximadamente um aumento de 50%) sem mudar a composi¢éio de monoterpenos. O
outro grupo foi deficiente na produgfo de clorofila, cresceu vagarosamente e produziu menos 6leos
essenciais devido a co-supressdo do gene dxr. Plantas expressando o cDNA anti-senso da
mentofurano sintase exibiram aparéncia normal e produziram menos que a metade destes
monoterpenos indesejaveis que compdem os dleos. Estes experimentos demonstram que a super-
expressdo de um gene importante da rota de biossintese de isoprenoides plastidial pode melhorar o
fluxo de produtos finais e a supressdo anti-senso de um passo selecionado de biossintese pode
melhorar a composi¢@o dos produtos de interesse comercial.

Nos 1ltimos anos, 0 metabolismo de plantas com alto potencial de beneficiar a satide humana
esta sendo modificado com sucesso. A maioria dos trabalhos tem sido apresentada com foco na rota
de sintese de carotendides, primariamente devido & facil sele¢do pela cor e, também, por ser esta
uma rota de sintese de carotendides bem conhecida. A modificagdo do metabolismo vegetal para
altos niveis de B-caroteno no endosperma de arroz ¢ um dos exemplos de sucesso. O B-caroteno
(pro-vitamina A) € o principal precursor do retinol. A avitaminose A pode levar a cegueira total e é
um mal amplamente distribuido em paises em desenvolvimento. Os humanos n#o sintetizam
carotendides, e, por isto, dependem da ingestdo didria para fabricar os retindides. Em arroz, os
carotendides acumulam-se junto com as clorofilas nos cloroplastos das folhas, mas nfo nos
cromoplastos de sementes. O endosperma imaturo de arroz € livre de carotendides, mas é capaz de
sintetizar estes compostos a partir do intermedidrio geranilgeranildifosfato (GGPP). Contudo, quatro
novas enzimas sio necessdrias para a sintese de B-caroteno no endosperma: PSY, fitoeno desaturase,
caroteno desaturase (Crtl), e licopeno P-ciclase. Plantas transformadas com os genes psy e cril
acumularam maiores niveis de B-caroteno e também de luteina e zeaxantina (Fray ef al., 1995).

A rota plastidica DXP também foi modificada para aumentar o aroma e o sabor de frutos em
amadurecimento. O linalol ¢ um dos dez mais importantes compostos volateis que influenciam a
qualidade do sabor de tomates. Lewinsohn ef al., (2001) especificamente expresaram uma S-linalol

sintase em frutos de duas variedades de tomates, distituidas de linalol. Os frutos das plantas
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trangénicas produziram relativamente altos niveis de linalol e 8-hidroxilinalol e o aroma das mesmas
fol aumentado.

Todos os exemplos de engenharia metabolica da biossintese de isoprendides plastidiais acima
relatados configuram uma recente revelagdo desta rota e representam exemplos (feis na engenharia

metabolica de isoprendides (Liu ef al | 2005).

2.4 Oleos Essenciais (Monoterpenos)

Os monoterpenos, devido ao seu baixo peso molecular, costumam ser substancias volateis,

sendo portanto denominados Oleos essenciais ou esséncias. Os monoterpenos podem ocorrer em
pélos glandulares (Lanuaceae), celulas parenquimaticas diferenciadas (Lauraceae, Piperaceae,
Poaceae), canais oleiferos (Apiaceae) ou bolsas lisigenas ou esquizolisigenas (Pinaceae, Rutaceae).
Fles podem estar estocados em flores (laranjeira), folhas {capim-lim3o, eucalipto, louro), ou nas
cascas dos caules (canelas), madeira (sdndalo, pau-rosa) e em frutos (erva-doce; revisado em Peres,
2000).
Os Oleos essenciais apresentam reconhecidas propriedades como repelentes de insetos, sendo
freqiientemente encontrados em tricomas glandulares que se projetam da epiderme € agem como
adverténcia sobre a toxicidade do vegetal, repelindo potenciais herbivoros mesmo antes que estes
ataquem. Nos tricomas glandulares, os terpenos sio armazenados em um espago extracelular
modificado na parede celular. Os oleos essenciais podem ser extraidos dos vegetais por meio de
destilagdo por arraste a vapor, sendo inportanies comercialmente como aromatizantes de alimentos e
na mdustria de perfumes (revisado em Taiz & Zeiger, 2004).

" Pesquisas recentes revelaram um aspecto interessante na fungdo protetora dos terpenos
volateis. Em milho, algoddo, tabaco selvagem e outras espécies, certos monoterpenos e
sesquiterpenos séo produzidos ¢ liberados somente apos o inseto ter iniciado a ingestdo da planta.
Tais substancias repelem herbivoros ovopositores ¢ atraem inimigos naturais, incluindo insetos
predadores e parasitas, que matam os insetos herbivoros e, assim, minimizam danos adicionais.
Assim, os terpenos voldteis s6 nfio agem diretamente na protecio. como também propiciam que os
vegetais que os produzem obtenham auxilio de outros organismos para sua defesa. A capacidade das
plantas em atrair inimigos naturais de insetos herbivoros surge como uma nova aiternativa ecologica

para controle de pragas (revisado em Taiz & Zeiger, 2004).
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Uma gama de constituintes quimicos podem ser identificados nos 6leos essenciais, havendo
referéncias de presenga de hidrocarbonetos terpénicos, alcoois simples e terpénicos, aldeidos,
cetonas, fendis, ésteres, 6xidos, peroxidos, furanos, 4cidos orginicos, lactonas, cumarinas, etc. Entre
os constituintes dos 6leos essenciais, alguns apresentam maiores concentragdes, ¢ sdo conhecidos
como “componentes principais”. Aqueles que se apresentam em baixissimas concentragdes sdo
conhecidos por “componentes-trago”. Como exemplo, pode-se citar o 1,8-cineol ou eucaliptol
(Figura 4) que é o componente principal do 6leo de Eucalyptus globulus, apresentando uma
concentragdo média de 80 % entre os extrativos da folha, No entanto, este componente também esta
presente no 6leo de bergamota como componente-trago, com concentragdo em torno de 0,002%. O
componente principal € o constituinte desejado € o fator pelo qual ocorre a exploragdo econdmica

das plantas produtoras de dleo (revisado em Peres, 2000).
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Figura 4. Estrutura de alguns leos volateis (monoterpenos). A. 1,8-cineol ou eucaliptol; B. citral; C. citronelal; D.

mentol.

2.4.1 Oleos essenciais de eucalipto

Os 6leos das folhas de eucalipto sdo formados por uma complexa mistura de componentes,
envolvendo de 50 a 100 ou até mais compostos organicos volateis, dentre os quais destacam-se
hidrocarbonetos, dlcoois, aldeidos, cetonas, dcidos e ésteres (revisado em Peres, 2000). Os 6leos
essenciais de eucalipto ocorrem principalmente nas folhas, onde sdo produzidos em pequenas
cavidades globulares chamadas glandulas. Estas encontram-se distribuidas em todo o parénquima
foliar da maioria das espécies de eucalipto. Em algumas espécies, estas glandulas, podem ser
visualizadas como pequenos pontos translicidos quando a folha é observada contra a luz. A origem
biossintética dos 6leos essenciais de eucalipto relaciona-se com seu metabolismo secundério, o qual
como discutido anteriormente, nfio é considerado como fundamental para a manuten¢do da vida

celular, porém, confere &s plantas a capacidade de adaptagfio as condigBes do meio em que vive. No
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caso dos eucaliptos, especialmente, as referéncias sdo as de que a ocorréncia do 6leo essencial estaria
relacionada com a defesa da planta contra insetos, resisténcia ao frio quando no estadio de plantula,
ao efeito alelopatico e a redugao da perda de agua, conclusGes estas que dependem ainda da
realizagfo de estudos mais comprobatorios (revisado em Doran,1991).

Entre as aproximadamente 600 espécies de eucaliptos descritas, pouco mais de 200 foram
examinadas com relagdo 4 produg@o e ao teor de Oleos essenciais, ¢ menos de 20 tém sido citadas
como uteis a exploragdo comercial, Os oleos essenciais de eucaliptos estdo divididos, basicamente em
trés grupos principais, em fungao do seu uso final, os quais sio: Oleos medicinais, oleos industriais €
¢leos para perfumaria (revisado em Doran,1991). As principais espécies de eucalipto produtoras de
¢leo estdo relacionadas na Tabela S,

Os Oleos medicinais sdo aqueles que apresentam como componente principal o cineol, em
quantidades minimas de 70 %, e sao destmados a fabricagdo de produtos farmaccuticos como
inalantes, estimulantes de secregdo nasal, produtos de higiene bucal ou, simplesinente com fungao de
dar sabor e aroma aos medicamentos. A principal espécie produtora deste tipo de Oleo no Brasil € o
E. globulus, havendo também algumas referéncias de extragBio a partir de FE. smithii. Os 6leos
industriais tém como componentes principais o felandreno e a piperitona. O primeiro ¢ usado como
solvente e matéria prima na producao de desinfetantes e desodorizantes. A partir da piperitona €
fabricado o timol, um preservalivo para gomas, pastas, colas, etc e 0 mentol usado coumo
aromatizante de produtos medicinais. No Brasil, nfio ocorre uma exploragio intensiva de espécies
que produzem este tipo de 6leo. Os éleos de eucalipto também estdo presentes nas industrias de
perfumarias, fazendo parte da composi¢do de perfumes para diversos fins, sendo mais usados nos
produtos de limpeza, como sabdes e desinfetantes. O £. cifriodora ¢ a principal especie explorada no
Brasil para a produgao deste tipo de oleo, apresentando como compouente principal o citronelal. O
L. staigeriana também pertence a este grupo e € cultivado em pequena escala no pals, sendo o citral

o seu principal componente quimico (revisado em Vitti & Brito, 2003),

Tabela 5. Principais espécies de Eucalyptus utilizadas na para produgio de 6leos essenciais. Adaptado de Vitti et al.,

20035
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_Espécies Componente Principal Rendimento

Noms Teor (%) (o)
Oleos medicinais
E camaidiiensis Cineo! gi-40 0,328
E cnechfola Cineoi 40-20 28
E divas (var. cinen Cineoi G-TE 3,080
E dumasa Cineol 1.0-2.0
E g Cineol 1,525
E i Cineo! 0,724
E I Cineot 0525
E @ Cineo 1.0-2.1
E Cineol C,7-54
E radiaia subesp, racizty {var. el Cineol 25356
E sidercxeon Cineo! C5256
E s Cineo! 1,0-2.2
ot Cineol 0510
E Cineo! 70-80 1.0-1.6
Oleos industriais
E dives ivar. felandrenod Felardrero &0-50
E dives ivar. pinantona) Piperitona 40-24
E elata [var pip ] Fiperitona 4085
E radiata subesp, radiala (var, felandrena) =elandreno 3540
Oleos para perfumaria
E citvocora (var, citranelal) Citronzia Gh-g0 0520
E macathud Ac de geran G0-70 C2-1.0
L. stagerana Citral {a+b) [ 3-40 1,2-15

Y Rendimants base ds pesc ds foka fresca

2.4.2 Principais espécies de Eucalyptus produtoras de éleo essencial no Brasil

As principais espécies de Eucalyptus cultivadas no Brasil para a produgdo de dleo essencial
sdo: Eucalyptus citriodora, Eucalyptus globulus e Eucalyptus staigeriana. A seguir, uma breve

descricio destas espécies é apresentada.

Eucalyptus citriodora

O E. citriodora é uma éarvore de médio porte e de bonita aparéncia, com as procedéncias de origem
norte-australiana apresentando cascas rosadas e as de origem sul-australiana apresentando manchas
em suas cascas e a copa espalhada. A espécie ocorre em varios tipos de solo, em florestas abertas
juntamente com outras espécies, sendo facilmente diferenciada destas em fungdo do forte aroma de

citronelal de suas folhas.
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No Brasil, o E. citriodora foi introduzido juntamente com outras espécies de eucalipto, com o
objetivo inicial de produgdo de madeira. Hoje, ela ¢ muito utilizada para a produgdo de carvao
vegetal, postes, madeira para serraria, mourdes de cercas ¢ também como lenha. Além dessas
aplicagdes, atualmente ¢ o eucalipto mais cultivado no pais para produgio de dleos essenciais. Com
relacdo a estes, os rendimentos variam de 1 a 1,6%, ou seja, a cada tonelada de biomassa foliar
destilada pode-se extrair de 10 a 16 kg de 6leo. A concentragio do seu componente principal, o
citronelal, varia entre 65 a 85 %. No Brasil, o oleo de £. citriodora ¢ comercializado bruto ou entao,
tendo como base o citronelal para se obter o citronelol, o hidroxicitronelal ¢ o mentol (revisado em

Vitti & Brito, 2003).

Eucalyptus globulus

Existem 4 subespécies de E. globulus produtoras de oleo essencial: o E. globulus bicostata, o E.
globuius globulus, o k. globulus maidenii e k. globulus pseudoglobulus (revisado em Boland e? al.,
1991). O £. globulus bicostata ocoire de Nova Gales do Sul a Victoria, na Australia, ¢ sua forma
varia de pequenas arvores arbustivas em mata aberta a arvores altas com troncos retos em florestas
densas. Esta espécie é muito usada como arvore ornamental, sendo sua madeira dura e resistente,
geralmente usada para construgdo. O rendimento em o6leo das folhas desta subespécie varia de 1,7 a 2
% e o seu componente principal, o 1,8-cineol, varia de 33 a 80 % (revisado em Vitti & Brito, 2003).
O E. globulus globulus tem sua origen piincipalinenic na Tasmania, mas ocorre tambem no sul do
estado de Victoria, na Australia. Sua forma varia desde arbustos, em locais abertos, a arvores de até
70 m de altura em florestas densas, com copa grande e aberta. A madeira ¢ dura e pouco resistente,
mas pode ser usada para construgao, postes, dormentes ¢ lenha, sendo considerada uma das melhores
espécies de eucalipto parta produgdo de papel. A espécie ¢ muito usada na Peninsula Ibérica, na
China, em Portugal € no Chile para a produgio de madeira, celulose ¢ 6leo essencial. O rendimento
em 6leo das folhas desta subespéeie é de 1.4 2 2,4 % com teor de 1 8-cineol variando de 61 a 69 %
(revisado em Vitti & Brito, 2003).

O £ globulus maidenii é caracterizado como uma arvore de medio a grande porte,
encontrada na aérea costeira ¢ sub-costeira do sul do estado de Nova Gales do Sul,ua Australia. Esta
mais adaptada a vales com solos férteis e imidos, embora cresga em locais pouco favordvels se

houver chuva em quantidade adequada. A madeira desta subespécie também € usada para a
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constru¢do em geral. O rendimento em 6leo de sua folhas varia de 2,2 a 2,8 % e o teor de 1,8-cineol
varia de 46 a 70 % do dleo (revisado em Vitti & Brito, 2003).

O E. globulus pseudoglobulus € caracterizado como arvore de medio porte nas florestas abertas e
nas terras de altitude sobre solos aluviais, sendo também conhecida com E. pseudoglobulus. Esta é a
tnica subespécie de E. globulus ainda nfio cultivada em outros paises. O rendimento em 6leo
essencial de suas folhas varia de 4,0 a 5,6 %, com teor de 1,8-cineol situado entre 47 a 69 %
(revisado em Vitti & Brito, 2003).

O L. globulus toi a primeira especie de eucalipto introduzida no Brasil, em 1855, mas foi
somente em 1973 que grandes plantagfes de eucalipto foram imiciadas pela antiga Companhia
Paulista de Estradas de Ferro, visando a produgfio de madeira. No entanto, o inicio da extragio de
6leo desta espécie ocorreu somente durante a Segunda Guerra Mundial, devido as dificuldades de
importagao deste tipo de oleo essencial (revisado em Braga, 2001).

Geralmente, o & globulus € explorado em pequena escala, uma vez que esta espécie esta
mais adaptada a climas mais frios e o Oleo produzido em nosso pais sofre grande concorréncia
daquele importado da China. A madeira desta espécie em sua forma pura, apesar das referéncias
favoraveis para a produgdo de celulose e papel, € usada apenas como lenha. Hibridos de cruzamentos
de £. globulus com outras especies mais adaptadas e de mais rapido crescimento sao ampiamente
exploradas no Brasil para tal fim. O rendimento em 6leo essencial observado no Brasil, varia de 1,6 a

2 %, com teor de cineol de 70 a 80 % (revisado em Vitti & Brito, 2003).

Eucalyptus staigeriana

A espécie E. staigeriana ocorre naturalmente na peninsula de Cape York, no estado de
Queensland, na Australia, em altitudes de 40 a 600 m. O £. staigeriana ¢ caracterizado, como uma
arvore de tamanho medio, podendo chegar a 22 m de altura, onde a copa reduzida ¢ espalhada,
exceto quando crescendo com outras espécies, onde a copa pode ser t&o ampla como alta, Esta
espécie esta adaptada a zonas climéticas quentes e subiimidas, sobre solos nobres e bem drenados,
em matas ou florestas abertas. As folhas desta espécie apresentam aroma caracteristicamente citrico,
proveniente do citral, que ¢ uma mistura dos componentes neral e geranial. O rendimento em o6leo

desta espécie varia de 1,2 a 1,5 %, com teor de ciiral entre 16 a 40 %, tendo um aroma muito
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agradavel, utilizado nas industrias de perfumaria. N3o existem muitas referéncias sobre os usos desta
madeira, sabendo-se apenas que ela apresenta cor vermelha sendo resistente e duravel (revisado em
Vitti & Brito, 2003).

No Brasil, o plantio de E. staigeriana é feito basicamente para a produgio de Oleo essencial e
a madeira obtida nestes plantios € vendida como lenha. Na década de 1970 um estudo mostrou a
relacdio de E. staigeriana com a produgo de oleo essencial na regido de Torrinhas, estado de Séo
Paulo. Foi observada uma variagdo de rendimento de 0,07 a 2,53 %, e de teor do componente
principal de 13 a 62,96 %. A partir desses resultados foram selecionadas plantas que apresentavam
alto rendimento e/ou concentragdo de citral para a producio de sementes, as quais foram usadas para
plantios comerciais em que a média de rendimento em d&leo atingin 1,4 % (revisado em Pinto ef af ,
1976).

O oleo de £. staigeriana nao € explorado comercialmente na Australia. Os plantios desta
espécie para a producao de Sleos essenciais sdo conduzidos principalmente no Brasil, Afiica do Sul,
Seychelles e na Guatemala. O odor caracteristico do 6leo desta espécie despertou o interesse para a
utilizacfio em sabonetes, fragrncias de detergentes e outros No entanto, a sua estabilidade nos
sabonetes néo ¢ muito boa, a menos que seus componentes principais sejam cuidadosamente fixados.
Outro aspecto € o de que o oleo de £. staigeriana sofre concorréncia direta do citral produzido
sinteticamente ¢ com boa qualidade e pregos atrativos (revisado em Vitti & Brito, 2003).

Em visita realizada a maior empresa produtora de dleo essencial desta espécie no Brasil, a
Dierberger Oleos Fssenciais S A, Siveira (1995) constatou que as areas cultivadas com o FE.
staigeriana estavam sendo reduzidas em fun¢io de um aumento no consumo do citral sintético. No
entanto, atualmente, esta havendo uma retomada do interesse pelo 6leo desta espécie em fungio de
que o citral obiido do seu Gleo estd tendo maior aceitagdo na aromatizagdo de alimentos frente ao

citral produzido sinteticamente.
2.5 Mercado Mundial do Oleo Essencial de Eucalipto

No panorama mundial, as principais espécies de Ewucalyptus cultivadas para a producio de
oleo medicinal incluem £. globulus, E. australiana, k. smithii, e k. drives var. “C”. Para o
atendimento do ramo da perfumaria, o oleo ¢ obiido principalmente de L. citriodora ¢ L. macarthuri.

O dleo de E. siaigericma ¢ produzido apenas no Brasil, para a obtengo do l-limoneno, geraniol e
i3
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acetato de geranila. O dleo desta espécie nfio é considerado muito interessante em fungéo de
apresentar usos especializados e limitados, sendo bastante vulneravel a competigao com produtos
sintéticos. Os oleos industriais, ricos em felandreno, sdo produzidos por £. drives “Tipo” e var. “A” ¢
E. australiana var, “B”. A avaliagio do mercado mundial dos 6leos de eucalipto aponta para um
aumento no consumo dos dleos ricos em cineol, e um decréscimo do consumo dos dleos destinados a
perfumaria e industrias, devido as competitivas solugdes alternativas para os seus derivados (revisado
em Vitti & Brito, 2003).

Mundialmente, os Oleos de eucalipto para fins medicinais representam o maior volume
produzido e comercializado. Dos éleos de eucalipto utilizados em perfumaria, aquele obtido do £
citriodora é produzido em escala muito maior que o 6leo extraido do E. staigeriana. O mercado do
6leo industrial, obtido principalmente do E. drives é muito reduzido (revisado em Vitti & Brito,
2003).

No caso especifico dos oleos ricos em cineol, a China exerce amplo dominio, detendo 70 %
da comercializagio mundial. Os demais paises sdo Portugal, India, Afiica do Sul, Austrilia, Chile e
Espanha. Na América do Sul, além do Chile, o Brasil ja foi um importante produtor de 6leo de E.
globulus. Em escala bem menor, podem ainda ser citados ainda a Bolivia, o Uruguai e o Paraguai
(revisado em Vitti & Brito, 2003).

A China também detém o dominio da produgdo e comercializagao de oleo de L. citriodora.
Sua producdo, em 1991, foi estimada em 1.000 toneladas, quantia que representa 2/3 da produgdo
mundial deste tipo de 6leo. O 6leo de E. citriodora produzide no Brasil e na ndia foi estimado, para
aquele mesmo ano, em 50 a 500 toneladas, respectivamente. O Brasil ¢ citado como o unico
fornecedor de oleo de £. staigeriana para o mercado mundial, com produgdo estimada em 60
toneladas/ano (revisado em Vitii & Brito, 2003).

Os principais consumidores de 6leo essencial so os paises da Comunidade Européia, sendo a
Franga, a Alemanha e a Inglaterra os maiores compradores. Em 1990, estes paises importaram a
quantia de 1.840 toneladas de Oleo de eucalipto. Os Estados Unidos da América € também
considerados um grande consumidor, tendo importado no ano de 1990 cerca de 378 toneladas de
oleo (revisado em Braga, 2001).

A China, por deter a maior parte da produgio mundial de ¢éleo de eucalipto, exerce grande
influéncia sobre os pregos praticados no mercado mundial, sobretudo induzindo a fortes quedas nos

precos internacionais. No inicio de 1994, o prego do ¢leo rico em cineol oferecido pelos chineses néo
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ndo ultrapassava US$ 3,00/kg, enquanto o prego médio praticado no mercado internacional cinco
anos antes era de US$ 6,00/kg. Também no inicio do ano de 1994, o dleo de E. citriodora era
oferecido pelos revendedores em Londres a US$ 3,35/kg. Atualmente, parece haver uma recuperacdo
internacional nos pregos de 6leo, especialmente o do E. citriodora, que tem atingido US$ 6,00/kg
(revisado em Vitti & Brito, 2003).

2.6 Oleo Essencial de Eucalipto no Brasil

A produgéo de 6leos essenciais no Brasil teve inicio em 1927, tendo como base o puro e
simples extrativismo do pau-rosa (4dniba rosaeodora), cuja produgdo de 6leo, na época, aproximou-
se de 200 toneladas. Segundo dados obtidos junto a produtores nacionais, no final da década de 1990
a estimativa nacional de produgdo anual de éleos de E. staigeriana era de 60 toneladas, sendo o
mesmo comercializado por US$ 6,00/kg. Para E. citriodora, a produgdo era estimada em 800
toneladas anuais, com prego no mercado nacional variando de R$ 8,00 a R$ 10,00/kg de dleo, € no
mercado internacional variando entre US$ 4,5 a 5,00/kg de 6leo (revisado em Vitti & Brito, 2003).

A retrospectiva de 6leos essenciais no Brasil tem demonstrado que o mercado ndo € estavel.
Por se tratar de uma cultura florestal, no entanto, a extragdo de folhas pode ser associada a praticas
de manejo que realizam o uso multiplo da area. No caso do E. citriodora, por exemplo, além do
6leo, pode-se produzir madeira para ser usada como lenha, mourdes, postes e até toras para serrarias.
As folhas depois de destiladas podem ser utilizadas como adubo orgénico ou entdo como fonte de
energia para caldeiras. Outra possibilidade, ja4 comentada anteriormente, € de se manter um sistema
silvopastoril nas 4reas onde o E. citriodora ¢ cultivado. Utilizando-se este tipo de sistema que visa o
uso multiplo da érea florestal, tem-se a possibilidade de receitas adicionais as de comercializa¢do do
6leo, 0 que pode minimizar os riscos decorrentes das eventuais flutuagdes deste mercado (revisado

em Vitti & Brito, 2003).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Seleciio de Clones

Uma cuidadosa revisdo bibliografica, a qual constitui o Capitulo 1 da presente Dissertagao de
Bacharelado, foi realizada visando identificar as principais classes de genes vegetais potencialmente
relacionadas com a biossintese de Oleos essenciais. As classes de genes dos principais clones
candidatos selecionados codificam potencialmente proteinas relacionadas com a sintese de
isoprendides como monoterpenos (6leos essenciais), hormdnios (ABA, GAg, Cks, BR) e pigmentos
fotossintetizantes (clorofilas, carotendides) em plantas. Os principais clones de cDNA selecionados
potencialmente representam os genes codificadores das enzimas DXS, DXR, MDC e IPPI. Maiores
informagoes sobre estas classes de enzimas ¢ genes encontliam-se 1o Capitulo 1.

A partir dos resultados finais de depdsitos de ESTs, agrupamentos por similaridade de
seqiiéncias (clusfering) e de anotacfio automatica da potencial identidade fiuncional das seqiiéncias
presentes nos bancos de dados do Projeto GENOLYPTUS, disponiveis pelo Laboratorio de
Gendmica e  Expressaio  Geénica da  Universidade  Estadual de  Campinas
(bito/fararwe | cono oo cucsionas ) e pelo Laboratorio de Bioinformética da Universidade
Catolica de Brasilia, (http://www.genoma.uch.br/SistemaGenoma/), foram identificadas seqiiéncias
tinicas (singlets) de ESTs ou grupos de seqiiéncias (clusters) potencialmente codificadores de
proteinas de Eucalyptus relacionadas as classes acima apresentadas. Apos a reunido de todas estas
seqiiéncias disponiveis no banco de dados do GENOLYPTUS, foram selecionados clones de cDNA
potencialmente completos, isto €, caracterizados pela presenga do codon de inicio de tradugao, ATG
(Anexo 1). Considerando que os cDNAs foram gerados a partir de oligonucieotideos com
complementaridade as caudas de poli(A), subentende-se que todos os produtos de sintese, ou a sua
maioria, possuem a regido 3’-terminal e, por conseguinte, os codons de terminagdo da tradug@o.
Finalmente, o clone representante de uma das classes desses genes, o gene DXR, foi investigado em
maioi profundidade por ser o Guico contendo codon de inicio de tradugdo ¢, portanto, ser 0 Unico
representante completo encontrado nc banco de dados do GENOLYPTUS. Sua clonagem molecular
e caracterizagio funcional constituem o foco principal da presente Dissertacfio, descritos nos

Capitulos 3,4 ¢ 5.
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3.2 Novos Segiienciamentos dos cDNAs Ligados ao Plasmideo pSportl

Os cDNAs identificados que potencialmente codificam cada um dos genes DXR, MDC, IPPI
I e IPPI 1l foram localizados nas microplacas-estoque ,que contém os produtos gerados pelas
construgbes das biblictecas de cDNA de L. grusdis, com excegao da scqiicncia de DXS que nédo foi
localizada. Estes cDNAs estdo inseridos no plasmideo pSport1 (Invitrogen; Anexo 4) .

Para a confirmagiio da identidade molecular de cada uma das seqiiéncias, os cDNAs foram
resseqiienciados. Para isto, 1 pL da preparagdo plasmidial estoque do ¢cDNA de cada gene foi
utilizado para transformar £. coli DH10B e as colonias resuitantes foram inoculadas em meio LB
liquido para a pieparagao de plasmideos e pequena cscala (“minipreparagao plasmidial”), gerando,
assim um volume maior de DNA plasmidial. Amostras do DNA plasmidial de cada gene foram
resseqiienciadas usando o seqiienciador automético ABI-PRISM 3100 Genetic Analyser (Applied
Biosystems) armado com capilares de 50 ¢cm e polimero POP6 (Applied Biosystems). Os DNAs-
moldes (30 a 45 ng) foram marcados utilizando-se 3,2 pmol do primer GlyptsRevl (5'-
ATAGGGAAAGCTGGTACGC-3Y) ou M13-40 Forward (5'-
GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTA-3", GE Healthcare) e 2 pL do reagente BigDye Terminator
v3.1 Cycle Sequencing RR-100 (Applied Biosystems) em um volume final de 10 uL. As reagBes de
marcagio foram realizadas em termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems) com
uma etapa de desnaturagdo inicial a 96 °C por 3 mim seguida de 25 ciclos de 96 °C por 10 seg, 55 °C
por 5 seg € 60 °C por 4 min. ApOs maicadas, as amosiias foram purificadas pela precipitagao com
isopropanol e lavagem com etanol 70 %. Os produtos precipitados foram diluidos em 10 pL de
formamida Hi-Fi (Applied Biosvstems), desnaturados a 95 °C por S min, resfriados em gelo por 5 min
e eletroinjetados no seqiienciador automatico. Os dados de seqiienciamento foram coletados
utilizando-se o programa Data Collection v.10.1 (Applied Biosystems) com os parametros: Dye Set
“Z°; Mobility File “DI3100POP6{BDv3)v.lmob”; BioliMS Projeci “3100 Projecil”. O
seqiienciamento foi realizado no Laboratorioc ACTGene (Centro de Biotecnologia, UFRGS, Porto
Alegre, RS),

Apbs o seqiienciamento, as seqiiéncias geradas foram analisadas utilizando-se os programas
BLASTn e tBLASTx disponiveis pelas paginas do National Centre for Biotechnology Information
(NCBL, hitp//www.nvbinih.gov) na internet, ¢ alinhadas com as sequcncias obtidas do banco de

dados do Projeto GENOLYPTUS e com as segiiéncias dos mesmos genes de outras plantas a fim de
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confirmar sua identidade molecular. Para essas analises utilizou-se o programa ClustalW 1.8

(www.ebi.ac.uk/clustal W#; Anexo 5).

3.3 Construgdo do Vetor Plasmidial Contendo o Gene dxr para Expressdo em E. coli

3.3.1 Ligacio de inserto de cDNA e transformacdo de células termocompetentes de E.coli

Os protocolos de praticas laboratoriais gerais de biologia molecular fundamentalmente foram
desenvolvido conforme preconizado em Ausubel et al. (2003)._Inicialmente, foi verificada a
presenga de sitios de restrigdo no plasmideo pSportl para a liberagdo do gene dxr mantendo o cédon
de inicio de tradugo, ATG, em fase de leitura para inser¢do do gene no vetor de expressio pGEX-
4T-2 (GE Healthcare; Anexo 6). O sistema pGEX, possui um sitio de multiclonagem o qual estd
fusionado na sua porgdo N-terminal a uma proteina, a glutationa-S-transferase (GST). A expressdo
de insertos clonados em vetor pGEX € controlada pelo promotor do gene /ac induzido por IPTG.
Todos os vetores pGEX s#io construidos com um gene /acl’. O produto deste gene é uma proteina
repressora que se liga a regido operadora do promotor Jac, prevenindo sua expressdo até a indugdo
com IPTG.

As enzimas selecionadas foram Sall a qual cliva o vetor pSportl antes da inser¢do do gene
dxr e Notl que cliva o vetor apés a cauda poli(A). Ambas as enzimas possuem sitios de restrigio
presentes no sitio de multiclonagem do vetor pGEX-4T-2. A digestio enzimatica foi realizada com
40 U das enzimas de restrigdo Sall (Jena Bioscience) e Nofl (Fermentas), empregando-se o Tamp#o
O (Fermentas) na concentragfio de 1x, 20 ng de RNAse (Invitrogen), 10 pg do DNA plasmidial de
pSport1 ligado a dxr e 4gua ultrapurificada por osmose reversa (Mili Q, Milipore) para completar o
volume da reagdo de 100 pl. A reagdo foi incubada a 37 °C durante 1,5 horas. Os produtos da
digestdo foram resolvidos por eletroforose em gel de agarose a 0,8%, sendo que os tamanhos
esperados de fragmentos seria de 4.900 pb e 1.800 pb. O fragmento do gene dxr foi purificado do gel
pelo uso do kit GFX Gel Band Purification (GE Healthcare).

O vetor de expressdo pGEX-4T-2 foi digerido com as mesmas enzimas de restrigio, Sall e
Notl, o que permitiu a ligagdo do gene dxr em um tUnico sentido, ou seja em sua versdo senso. A
reagdo de ligagdo foi realizada com 54 ng do produto do gene dxr purificado do gel ¢ 50 ng do vetor
pGEX-4T-2, 5 U da enzima DNA ligase (Invitrogen) e tamp#o da enzima na concentrago final de

40



1x. Procedeu-se a incubagdo a 16 °C por 2 horas. Células competentes de E. coli DH10B foram

transformadas com metade do volume da reagdo de ligagdo por choque termico.

3.3.2 Sele¢dio das colonias transformadas

A selegfio das colonias de E. coli DH10B contendo o vetor pGEX-4T-2 foi realizada por meio da
resisténcia a ampicilina. Desta forma, as bactérias transformadas foram inoculadas em placas de Petri
contendo meio LB-agar (10 g de triptona, 5 g de extrato de leveduras, 10 g de cloreto de sodio, em 1
L de agua destilada, pH 7, e 1,5% &gar bacterioldgico) e 100 pg/mL de ampicilina. Somente as
hactérias contendo o vetor formaram coldnias nestas condicBes Para confirmar a presenca do inserto
de dr, foi realizada a extragio de DNA plasmidial de 12 colbnias pelo método de lise alcalina
(Ausubel ef af., 2003) e digestdao com as enzimas de restrigio £coR1 (Promega) que cliva o vetor
pGEX-4T-2 e HindIll que cliva internamente a seqiiéncia de dxr na posigao 1.193 pb. A reagdo de
digestdo foi realizada utilizando-se o tampdo Tango 2x (Fermentas), 2 pg do DNA plamidial, 20 ng
de RNAse (Invitrogen) e 10 U de ambas as enzimas FcoRY e HindITl. As reacdes foram incubadas a
37 °C durante 1,5 horas. Os produtos de digestdo foram resolvidos por eletroforese em gel de

agarose a 0,8 %, sendo que os fragmentos esperados possuem 1.200 pb e 5.300 pb.

3.4 Expressio de DXR Recombinante em E.coli

3.4.1 Transformacdo de células competentes para expressio

Células termocompetentes de E.coli BL21 (DE3) (Stratagene) foram preparadas segundo o
protocolo de tratamento com cloreto de calcio segundo Ausubel ez al. (2003). Adicionou-se, 100 pL
dessas celulas, 1 pg do vetor de expressao pGEX-4T-2::dvi ¢ a nustura foi incubada no gelo por 30
min. Realizou-se o choque térmico por 50 seg a 42 °C. As células foram colocadas no gelo por mais
2 min e adicionou-se 900 I de meio LB liguido A seguir, as células foram colocados sob agitacio
de 180 rpm durante 1,5 horas a 37 °C. Apods este periodo de recuperagdo, as células foram
distribuidas em placas de Petri contendo meio LB-agar adicionado de 100 pg/mL de ampicilina.

Como controle negativo, foram utilizadas celulas de L.coli BL21 (DE3) transformadas apenas com o
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plasmideo pGEX-4T-2 parental. A transformagdo foi realizada nas mesmas condi¢des descritas

anteriormente.

3.4.2 Selecdio de colonias recombinantes para expressio da proteina de fusio GST-DXR

Col6nias isoladas de E. coli BL21 (DE3):pGEX-4T-2::dxr ¢ E. coli BL21 controles foram
inoculadas em tubos contendo 2 mL de meio YT 2x (16g de triptona, 10 g de extrato de levedura, 5
g de cloreto de sodio, em 1L de agua destilada, pH 7) contendo ampicilina (100 mg/L), com excegdo
de E.coli BL21 (DE3) controle, para verificar a expressdo da proteina de fusdo GST-DXR. As
bactérias foram multiplicadas a 37 °C, 150 rpm até atingir ODgy de 0.8 e, em seguida, adicionou-se 1
mM de IPTG em metade das amostras para verificar a inducdo da expressdo. Apos 150 min de
indugdo, aliquotas de | mL foram retiradas, centrifugadas e o sobrenadante descartado. Aos
sedimentos foi adicionado uma quantidade de tampao de amositra suficiente para alingir a
concentragdo final de 2x (tampdo 6x: 0,35 M de Tris-HCL, pH 6,8, 10 % de SDS, 36 % de glicerol, 5
% de B-mercaptoetancl, 0,012 % de azul de bromofenol) e as amostras foram incubadas a 95 °C
durante 5 min para a lise das células bacterianas. Foram aplicados em gel de poliacrilamida a 12 %
(SDS-PAGE) 15 pl de cada amostra durante 120 min a 100 V. Posteriormente, o gel foi corado com
azul de Coomassie o/n. As bacterias controles sem plasmideo nao deverao expressar quaisquer novas
proteinas, mas somente proteinas constitutivas. Esse mesmo teste foi realizado sob diferentes
condigbes de expressdo, isto €, com inducfio da expressfo por 240 min com PTG na concentragio

de 0,1 mM a 30 °C e indugZio a 20 h com 0,1mM de IPTG a 26 °C (Yamakawa, et al., 2004).

3.4.3 Seqiienciamento do plasmideo pGEX-4T-2::dxr ¢ andlise da seqiiéncia

A fim de confirmar a presenga do cddon de inicio da tradugdo, verificar se ha algum stop
codon na regido 5’ ndo traduzida da seqiiéncia e confirmar se a seqiiéncia realmente permaneceu em
fase correta de leitura apos as clonagens foi realizado o sequenciamento das exiremidades do vetor
pGEX-4T-2 ligado a dwr. Como descrito anteriormente, o seqlienciamento foi realizado usando o
seqiienciador automatico ABI-PRISM 3100 Genetic Analyser (Applied Biosystems) nas mesmas
condi¢Bes. Foram utilizados 30 a 45 ng de DNA plasmidial (pGEX-4T-2::dxr) resultantes das

minipreparagOes plasmidiais utilizadas nos experimentos de expressdo, e estes foram marcados
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utilizando-se 3,2 pmol dos primers pGEX alternativo 5’ (5’- CCT GGA TGT GTT CCC AAA A 3’)
e pGEX aiternativo 3 (5’- CGA CAC CCG CCA ACA AA 3’). Apos o sequienciamento, as analises
de todas as sequéncias geradas de dxr foram realizadas para verificar se haviam codons de terminagio
que pudessem comprometer a expressdo da proteina recombinante, se o codon de inicio realmente
estava presente e se a seqiiéncia estava em fase correta de traducBo como previa-se pela seqiiéncia

gerada do seqiienciamento de pSport1::dxr.

3.5 Obtencdo das Construcdes Senso e Anti-senso do Gene dxr para Expressido em Plantas

3.5.1 Ligacfo do inserto e transformaciio de células de E.coli termocompetentes

Para a construgio do vetor binario pUESC28::dxr senso/anti-senso, o fragmento de dxr foi removido
do vetor pSportl utilizando-se as enzimas Sa/l € BamHl. O produto da reagdo fo1 aplicado em gel e,
apOs eletroforese, o fragmento correspondente ao gene dir foi purificado do gel pelo uso do kit GFX
Gel Band Purification. O ¢cDNA do gene dxr purificado foi submetido a uma reagdo com a T4 DNA
Polimerase (Invitrogen) na presenca de desoxirribonucleotideos (dNTPs) de modo a preencher a
extremidade 5’ e degradar a 3’ sobresselente formadas pela clivagem com Sall e BamHI. Em
seguida, o fragmento foi ligado ao vetor pUESC28 (gentilmente cedido pelo Prof. Dr. Julio C.M.
Cascardo, Universidade Estadual de Santa Cruz, Ilhéus, BA) clivado com Smal (Fermentas) e
desfosforilado com fosfatase alcalina de intestino de bezeiros (CIP, Q-biogene). A reagdo de ligagdo
foi realizada com 35 ng do produto do gene dyr purificado do gel e 50 ng do vetor pUESC28
tratado, 5 U da enzima T4 DNA ligase (Invitrogen) e tampao da enzima na concentragéo final de 1x.
Procedeu-se a incubagdo a 16 °C o/n. Células competentes de £. cofi DH10B foram transformadas

com metade do volume da reagao de ligacao por chogue terimico.

3.5.2 Selecdo das colonias transformadas contendo os vetores bindrios para A. fumefaciens

A selegdo das col6nias contendo o vetor pUESC::dxr foi realizada por meio da resisténcia a
canamicina. Desta forma, as bactérias transformadas foram distribuidas em placas de Petri contendo
meio LB-agar e 50 pg/mL de canamicina (Sigina). Somcnie as baciéias contendo o vetor plasmidial

formaram colGnias nestas condicOes. Para confirmar a presenca do inserto de dr foi realizada a
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extracdo de DNA plasmidial de 17 coldnias pelo método de lise alcalina e digestdo com as enzimas
de restricdo EcoRI (Promega), que hidrolisa o vetor pUESC28, e Hindlll que cliva internamente a
seqiiéncia do gene dxr e também o vetor pUESC28. A reagfio de digestdo foi realizada utilizando-se
o tampio Tango 2x (Fermentas), 2 pg do DNA plamidial, 20 ng de RNAse (Invitrogen) e 10 U de
ambas as enzimas Eco RI e Hind 11l. As reagBes foram incubadas a 37 °C durante 90 min. Os
produtos de digestdo foram resolvidos por eletroforese em gel de agarose a 0,8 %, sendo que os
fragmentos esperados para a versdo senso deveriam apresentar tamanhos de 8.860 pb, 2.000 pb e
500 pb, ¢ para a versdo anti-senso esperaria-se os tamanhos de 8.860 pb, 1.300 pb e 1.200 pb.
Finalmente, para pUESC parental, os tamanhos esperados seriam de 8.860 pb e 804 pb (Anexo 7
mapa de pUESC28).

3.6 Analises in silico da seqiiéncia de DXR ¢ Evolu¢io Molecular

A seqiiéncia de dxr obtida foi analisada usando ferramentas de bioinformatica presentes nos

sitios do NCBI na internet (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/; http://www.expasy.org/) e Translate a

DNA sequence (www.expasy.ch/tools/dna.html). Os alinhamentos das seqiiéncias de nucleotideos e
de aminoacidos foram realizados por meio de ferramentas do pacote Vector NTI 7 (Invitrogen), bem
como pelo ClustalW 1.8. Na anlise filogenética da seqiiéncia deduzida de DXR de E. grandis e das
seqiiéncias de DXR de outras espécies de plantas e bactérias obtidas pelo GenBank, as mesmas
foram alinhadas com o programa CLUSTAL W. Subsegiientemente, a arvore filogenética foi
construida usando o programa MEGA 4 pelo método de Neighbor-Joining (NJ) com distancia-p. A
confianga da arvore foi medida pela analise Bootstrap com 1.000 replicagdes.

Para caracterizar a regido N-terminal da proteina DXR de E. grandis, foi realizado um
alinhamento desta regido com as regides equivalentes de outras DXRs de plantas conhecidas e com a
DXR de E. coli. A andlise dos dados foi realizada utilizando-se o programa ChloroP que prediz a
presenca de peptideos de transito para cloroplasto (¢'TP) na seqiiéncia de proteinas € a localizagdo do

potencial sitio de clivagem do cTP.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAQO

4.1 Seleciio de Clones ¢ Resseqiienciamento

A selecio de genes candidatos que codificam proteinas relacionadas com a sintese de
isoprendides como monoterpenos (oleos essenciais) em eucaliptos foi realizada por meio de uma
anotagdo automatica para identificar a potencial identidade funcional das seqiéncias-conscnso
depositadas nos bancos de dados do Projeto GENOLYPTUS. Para isso, utilizaram-se seqiiéncias
consenso conhecidas desses genes conforme descritos para outras plantas como Catharanthus rosens
e Arabidopsis thaliana. Estas seqiiéncias heterologas serviram como “iscas” para identificar, dentro
do banco de dados do GENOLYPTUS, as sequéncias similares (Anexo 1). Depois de localizadas as
sequéncias correspondentes de cada gene, estas foram comparadas por meio do programa BLASTn ¢
tBLASTx disponiveis no NCBI. As seqiiéncias que apresentaram identidades em nucleotideos e/ou
amino4cidos maior que 70% foram selecionadas para o estudo. Os genes selecionados a partir desta
busca potencialmente codificam as enzimas DXR, MDC, IPPI1, IPPI II e DXS (Anexo 2).

A partir dos resultados da anotagdo automatica foram localizadas seqiiéncias unicas de ESTs
de cada um dos genes selecionados potencialmente codificadores de proteinas de Lucalyplus.
Somente os clones de ¢cDNA potencialmente completos foram selecionados, isto €, aqueles
caracterizados pela presenca do codon de inicio de tradugdo, ATG foram selecionados. Assim, no
presente trabalho, o tnico clone escolhido foi o do gene codificador de DXR, por ser o Unico
representante completo encontrado nos bancos de dados do Projeto GENOLYPTUS (Anexo 3).
Qutros genes com o codificador de MDC, IPPI 1 e IPPI Il ndo apresentam clones completos no
banco de dades do GENOLYPTUS, faltando, em todos os candidatos, partes da porgdo 5'-terminal.
O gene dxs nio foi localizado nas microplacas-estoque do Laboratério e, portanto, nfio foi estudado.
Os demais cDNAs que potencialmente codificam cada uma das enzimas DXR, MDC, IPP1 1 e IPPI II
foram localizados nas microplacas-estoque que contém os produtos gerados pelas construgoes das
bibliotecas de cDNA de L. grandis. Um pl do DNA plasmidial contendo o cDINA de cada gene foi
utilizado para transformar de E. coli DH10B. Plasmideos derivados de 6 colnias resultantes da
transformacio de cada clone foram minipreparadas e a presenca de cada gene foi confirmada pela
clivagem do vetor pSportl com EcoRI e HindlIl (Anexo 4). Os produtos da digestio podem ser

visualizados na Figura 5. Todos os plasmideos resultaram positis‘ros, pois todos apresentaram, além
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utilizado para transformar de E. coli DH10B. Plasmideos derivados de 6 colonias resultantes da
transformacio de cada clone foram minipreparadas e a presenca de cada gene foi confirmada pela
clivagem do vetor pSportl com EcoRI e Hindlll (Anexo 4). Os produtos da digestio podem ser
visualizados na Figura 5. Todos os plasmideos resultaram positivos, pois todos apresentaram, além
do fragmento referente ao vetor plasmidial de 4.109 pb, um inserto que, possivelmente, representa o

inserto de cDNA em estudo.

‘M1 2 34 56 7 8 9101112 N 13 14 15 16 17 18 Tm o190 20 21 22 23 2
b i:Ilr

4108 pb
—
1800 pb

Figura 5. Eletroforese em gel de agarose 1% contendo os fragmentos resultantes da digestdo do vetor pSportl contendo
0 cDNA dos genes DXR, MDC, IPPI 1 e IPPI II. O plasmideo foi digerido com as enzimas de restrigo EcoRI e HindIII,
para verificar a presenga do inserto. M. DNA do bacteriéfago lambda clivado com EcoRl ¢ Hindll como marcador de
tamanhos de DNA. O tamanho dos insertos de cada gene varia dependendo do mesmo ser completo ou néo.

Os produtos das preparagdes plasmidiais 5, 11, 15 ¢ 24 mostrados na Figura 5 foram
utilizados para o resseqiienciamento das amostras para a confirmagdo da identidade molecular das
seqiiéncias. Esta andlise foi realizada utilizando-se os programas BLASTn e tBLASTx disponiveis
pelo NCBI. Todas as seqiiéncias foram confirmadas pela alta similaridade com essas mesmas
enzimas de outras espécies de plantas. Isso pode ser observado pelo alinhamento dessas seqii€éncias

com as seqiiéncias dos mesmos genes de outras plantas realizado pelo ClustalW 1.8 (Anexo 5).

4.2 Construc¢iio do Vetor Plasmidial Contendo dxr para Expressido em E. coli

O resultado da clivagem do vetor pSportl::dxr utilizando-se as enzimas de restrigdo Sal/l e
Notl foi o esperado, com fragmentos observados em tamanhos de 4.109 pb ¢ 1.800 pb (Figura 6A).
Estas endonucleases foram selecionadas por manterem a fase de leitura do cddon de iniciagdo do
gene DXR para expressdo no vetor pGEX-4T-2. Estas mesmas enzimas estio presentes no sitio de

multiclonagem do vetor e foram utilizadas para a digestdo do mesmo permitindo somente a ligagdo
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no sentido senso do gene dxr em pGEX-4T-2 (Anexo 6). O fragmento do gene dxr foi purificado do
gel (Figura 6B), ligado ao vetor pGEX-4T-2 e o produto da ligagio foi utilizado para a
transformacdio de células termocompetentes de E. coli BL21 (DE3). Muitas colonias resultaram
dessa transformagfo e 12 tiveram seus DNAs plasmidiais extraidos e digeridos com EcoRI e HindlIl

para confirmacdo da presenga do inserto de dxr (Figura 7).

4109 pb
—

1300 b
R
2000 pb

1000 pb

500 b

A B.

Figura 6. A. Eletroforese em gel de agarose 1% contendo os fragmentos resultantes da digestdo do vetor pSport!::dxr. O
plasmideo foi digerido com as enzimas de restrigdo Sa/ 1 e Not 1. M. DNA do bacteriéfago lambda clivado com EcoRlI e
Hindll como marcador de tamanhos de DNA. 1. Padrio de tamanho de DNA esperado 4.109 pb e 1.800 pb B. M. One
kb DNA Ladder (Fermentas) como marcador de tamanhos de DNA. Eletroforese em gel de agarose 1% mostrando o
fragmento de 1.800 pb de dxr purificado.
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Figura 7. Eletroforese em gel de agarose 0,8% contendo os fragmentos resultantes da digestdo do vetor pGEX-4T-
2::dxr. Padrio de tamanhos de DNA esperado 1.200 pb e 5.300 pb. M. DNA do bacteriofago lambda clivado com
EcoRl e Hindll como marcador de tamanhos de DNA

4.3 Expressio de pGEX-4T-2::dxr em E. coli

Ap6s a confirmagdo dos insertos de dxr em pGEX-4T-2 (Figura 7), foram selecionadas 4
coldnias de E. coli BL21 (DE3) transformadas com o plasmideo pGEX-4T-2::dxr. Assim como 2
colonias de E. coli BL21 (DE3)::pGEX-4T-2 parental e 2 colénias de E. coli BL21 (DE3) controle.
Todas foram inoculadas em tubos contendo 2 mL de meio 2x YT contendo ampicilina (100 mg/L),
com excecdo a E. coli BL21 (DE3) controle, na presenga e auséncia de | mM de IPTG a 37 °C, com
0 objetivo de selecionar clones para a expressio da proteina de fusdo GST-DXR. Além da banda de
27 kDa correspondente a proteina GST nas colbnias contendo pGEX-4T-2::dxr e pGEX-4T-2
parental na presenga de IPTG, nenhuma banda visivel diferente do padrdo constitutivo de proteinas
da bactéria E. coli BL21 (DE3) controle foi visualizada no perfil da eletroforese do extrato de c€lulas

induzidas, como pode ser visualizado na Figura 8.
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Figura 8. Eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) a 12% em condigdes desnaturantes (SDS) para andlise da
expressio de dvr recombinante a partir de colénias de E. coli BL21 (DE3) transformadas com o plasmideo pGEX-4T-
2::dxr (colbnia 1, 2, 3e 4), E. coli BL21 (DE3) transformada com pGEX-4T-2 parental (pGEX-parental) ¢ E. coli BL21
(DE3) controle (BL21 cont). M. Marcador de massa molecular (GE Healthcare).
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Diversas outras condi¢des de inducdo da expressdo foram testadas, como poder ser
visualizado na Figura 9 (a e b). Em quaisquer delas, ndo houve diferenga no padrio de bandas de
proteinas produzidas pelas colonias recombinantes

em relagdo aos controles, sendo que somente a GST continuou a ser expressa nas colénias
contendo pGEX-4T-2::dxr e pGEX-4T-2 parental na presenga de IPTG, e a banda esperada de 74
kDa (~27 kDa da GST + ~47 kDa da DXR) continuou ndo sendo visualizada nos extratos protéicos

totais de células de E. coli.

+ + 4+ o+ 4+ o+ + 4+ B2

- A = - - - pGEXAT-2:parental

o w o -+ +  F F aGEXAT-2:DXR
0.1 mM IPTG

+
L
:
L
1

Figura 9 A. Anilise em SDS-PAGE a 12% da dxr recombinante a partir de colénias de E. coli BL21 (DE3)
transformadas com o plasmideo pGEX-4T-2::dxr (nimeros 3 ¢ 4), E. coli BL21 (DE3) transformada com pGEX-4T-2
parental (ntimero 2) e E. coli controle BL21 (DE3) (nimero 1) na presenga de 0,1 mM de IPTG durante 20 ha26°C
(Adaptado de Yamakawa ef al., (2003). M. marcador de massa molecular (GE Healthcare). As setas indicam a posigéo
prevista da proteina GST que esta sendo expressa na presenga de [PTG a 27 kDa.
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Figura 9 B. Anilise em SDS-PAGE a 12 % de DXR recombinante a partir de colénias de E. ecoli BL21 (DE3)
transformadas com o plasmideo pGEX-4T-2::dxr (numero 3), £ coli BL21 (DE3) transformada com pGEX-4T-2
parental (niimero 2) e E. coli BL21 (DE3) controle (niimero 1) na presenga de 0,1 mM de IPTG durante 4 h a 30 °C. M.
marcador de massa molecular (GE Healthcare). As setas indicam a posigéo prevista da proteina GST que esta sendo

expressa na presenga de IPTG a 27 kDa.

As seqiiéncias geradas pelo seqiienciamento das extremidades do vetor pGEX-4T-2 ligado ao
cDNA de DXR foram novamente analisadas para verificar se havia algum cédon de terminagido que
pudesse justificar a auséncia de produtos da expressdo da proteina recombinante, ou se o cddon de
inicio realmente estava presente ¢ em fase correta de tradugdo como havia-se previsto pela seqii€ncia
gerada do seqiienciamento de pSportl::dxr. Pela andlise das seqiiéncias geradas (Figura 14), pode-se
perceber a presenga de uma regido 5’ ndo traduzida menor nestas seqiiéncias quando comparada com
a regifio 5’ da seqiiéncia gerada pelo seqiienciamento de dxr ligado a pSportl (Figura 13). Essa
diferenca de nucleotideos modificou a fase de leitura e pela anélise notou-se que o ATG na
seqiiéncia de dxr esta fora de fase em pGEX-4T-2, o que explica a auséncia de expressio da proteina

DXR recombinante em qualquer uma das condi¢des testadas (Figuras 8 € 9).

4.4 Expressao do Gene dxr em Plantas
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Com o objetivo de verificar a habilidade da seqiiéncia gendomica codificadora da enzima
DXR de E. grandis em alterar a sintese de terpenos como 6leos essenciais, carotenoides, clorofilas,
ou hormonios vegetais, foi construido um vetor binario de expressdo em plantas contendo o
promotor CaMV 358 seguido do cDNA de dxr na orientagdo senso visando a sua super-expressao,
como também a versdo anti-senso deste cDNA, para a sua inibigdo.

No presente trabalho, a seqiiéncia completa do cDNA de dxr foi removida do vetor pSport]
utilizando-se as enzimas Sall e BamHI. O fragmento foi purificado do gel apés eletroforese, tratado
com enzimas para tornar suas extremidades cegas, e ligado ao vetor pUESC28 clivado com Smal ¢
desfosforilado (Figura 10). O pUESC28 ¢ um vetor binario de expressdo em plantas modificado a
partir do pPCAMBIA1390 e, por esta origem, apresenta o promotor CaMV 358, as bordas direita e
esquerda do T-DNA e a marca de resisténcia para sele¢do de plantas frente a higromicina (Anexo 7).
O produto da ligagdo do gene dxr a pUESC28 foi utilizado para transformar E£. coli DHIOB e a

selegdio das colonias contendo o vetor foi realizada por meio da resisténcia a canamicina (50 pg/mL).

M 1

—»
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Figura 10. Eletroforese em gel de agarose a 1% contendo os fragmentos resultantes da digestdo do vetor pSportl::dxr. O
plasmideo foi digerido com as enzimas de restrigdo Sall e BamHI. M. DNA do bacteriéfago lambda clivado com £coRI

e HindIl como marcador de tamanhos de DNA. 1. Padrio de tamanhos de DNA esperado 4.109 pb e ~1.800 pb.

Para confirmar a presenga e orientagdo do inserto, foi realizada a extragdo de DNA
plasmidial de 17 colénias pelo método de lise alcalina e digestdo das mesmas com as enzimas de
restricdo EcoRlI, que cliva o vetor pUESC28, e HindlIlI, que cliva internamente a sequiéncia do gene

dxr na posi¢do 1.193 pb e, também, o vetor pUESC28. Assim, o padrdo esperado para pUESC28
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parental inclui fargmentos de 8.860 pb e 804 pb, para pUESC28::dxr senso € 2.000 pb, 500 pb e
8860 pb, e para pUESC28::dxr anti-senso é 1.300 pb, 1.200 pb e 8.860 pb. Como mostrado na
Figura 11, somente a minipreparacdo resultante da colénia 14 apresenta o padrdo senso do gene dxr.

Todas as outras preparagdes plasmidiais apresentam padrdo similar ao pUESC parental.

M 1 p 2 3 4 5 67 8 9 10 11 12 13|15 16 17

Figura 11. Eletroforese em gel de agarose 0,8 % contendo os fragmentos resultantes da digestio das 17 minipreparacdes
plasmidiais de pUESC28::dxr. O plasmideo foi digerido com as enzimas de restrigio EcoRl e HindIll. M. DNA do
bacteri6fago lambda clivado com EcoRI e HindIl como marcador de tamanhos de DNA. Somente a colonia 14, que esta
marcada, apresenta a insercéo senso do gene dxr, todas as outras apresentam o mesmo padrdo do controle (p), isto €,

pUESC parental.

O vetor pUESC28 armado com a versdo senso de dxr serd transferido por choque-térmico
para A. tumefaciens, bactérias estas utilizadas na infecgfo e transformacdo de discos foliares de
tabaco. Espera-se que plantas transgénicas de tabaco sirvam para analisar a influéncia da super-
expressdo de dxr na sintese de terpenos como 6leos essenciais, carotendides, clorofila e hormonios

vegetais.

4.5 Analises in silico da Seqiiéncia de DXR e Evolucio Molecular

A seqiiéncia deduzida de aminoacidos de DXR de E. grandis foi submetida ao Psi-Blast no
NCBI e o resultado demonstrou que a DXR de E. grandis tem alta homologia com as seqiiéncias
DXR de outras espécies de plantas, com 89% de identidade com a DXR de Hevea brasiliensis. A

DXR também foi altamente similar com a DXR de Lycopersicum esculentum (87% de identidade,
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95% positivos), Catharanthus roseus (86% de identidade, 93% positivos), Antirrhinum majus (85%
identidade, 93% positivos), Camprotheca accuminata (85% de identidade, 91% positivos), Oryza
sativa (85% de identidade, 89% positivos), Zeu mays (85% de identidade, 90% positivos), Mentha x
piperita (84% de identidade, 89% positivos), Arabidopsis thaliana (82% de identidade, 90%
positivos), Artemisia anmia (81% de identidade, 89% positivos) e Ginkgo biloba (78% de
identidade, 84% positivos), o que sugere que a DXR de E. grandis pertence ao grupo das DXRs.

Para caracterizar a regido N-terminal da DXR de £. grandis, a seqiiéncia de aminoacidos de
oito DXRs de plantas foram alinhadas utilizando-se a ferramenta de alinhamento do Vector NTL7. O
resultado demonstrou que estas DXRs tém alta similaridade em toda a regido codificante. Porém, no
sfitio N-terminal, a seqiiéncia é pobremente conservada, mas enriquecida de residuos de serina,
caracteristica que ¢é tipica de peptideos de transito para plastideos.

Trés dominios foram encontrados em todas as DXRs de plantas. O dominio I esta no
peptideo de transito na regidao N-terminal da DXR de E. grandis e € o provavel sitio de clivagem
desse peptideo-sinal, possuindo o motivo conservado Cys-Ser-(Ala/Met/Val/Thr). O segundo
dominio contém um extenso motivo rice em prolinas PP(P/S)AWPG(R/T) A (posichio 85-91 AA na
seqiiéncia de E. grandis) também na regido N-terminal (Anexo 8). Um terceiro dominio altamente
conservado de ligagdo a NADPH (GSTGSIGT) foi encontrado também na regido N-terminal pelo
alinhamento das sequéncias de aminoacidos tanto de plaatas quanto de plantas ¢ bacierias (Anexos 8
e 9). O cofator NADPH ¢ utilizado pela DXR para a conversio de DXP a MEP. Assim, estes
residuos conservados em todas as seqiiéncias DXR podem funcionar como importantes dominios
cataliticos da enzima (Yao et al., 2007).

Todas as DXRs clonadas a partir de plantas possuem um peptideo de transito para plastideos
(cTP) identificado pelo programa ChloroP, e este apresenta uma extensa regido rica em prolinas na
regiao N-terminal da proteina madura. Esta regido nfo esta presente em DXR de procariotos,
representados no alinhamento pela seqiiéncia de 7. coli (Anexo 9).

O cDNA de dxr de E. grandis representa a primeira seqiiéncia génica de DXR clonado a
partir de espécies da familia Myrtaceae e, por isso, € interessante investigar sua posi¢ao ou relagdo
evolutiva dentro de uma arvore filogenética contendo varias sequéncias de dir. Usando a versao 4 do
programa MEGA e a partir do alinhamento de nucleotideos de cada seqiiéncia pelo ClustalW, a
arvore filogenética de dxr foi construida a partir de diferentes organismos inchiindo plentas (14

seqiiéncias de diferentes espécies de plantas) e bactérias (sequiéncia de E. coli; Figura 12). O
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resultado demonstra que o gene dxr derivou-se a partir de um gene ancestral e evoluiu em dois
grupos, incluindo o grupo de dxr de plantas e o dxr de bactéria. De acordo com a arvore filogenética,
a sequéncia de dir de L. grandis pertence ao grupo de dir vegetais e € mais ancestral que muitos
genes drr como a de M. piperita & C. roseus, e mais derivada que yr de monocotileddneas (O.
sativa e Z. mays), Todos esses resultados das analises moleculares por intermédio de bioinformatica,
in silico, sugerem que a seqiiéncia estudada de E. grandis codifica uma proteina DXR de planta

envolvida na biossintese de isoprenoides.

41
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Figura 12. Arvore filogenética demonstrando a relagio evolutiva de dxr de plantas ¢ bactérias utilizando alinhamento
de nucleotideos pelo ClustalW e analise peio MEGA versao 4. O método neighbor-joining foi usado para construir a
drvore. As seqiiéncias génicas de dr usadas para andlise da drvore foram as das plantas Mentha x piperita (nimero de
acesso no GenBank AF116825), Catharanthus roseus (AF250235), Camptotheca acuminata (DQ355159.1), Hevea
brasiliensis (DQ437514.1), Arabidopsis thaliana (AF148852), Owyza sativa (AF367205), Arienisia annua
(AF182287). Taxus cuspida (AYSTS140. 1), Antivrhinum majus (AYTT0A06 1), Plectranthus bovhatus (AYS15699.1),
Ginkgo biloba (AY494186.1), Lycopersicon esculentum (AF331705), Zea mays (AJ297566.1) e Escherichia coli
(ABO13300.1).
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5- CONCLUSOES GERAIS E PERSPECTIVAS

A identificagdo de genes envolvidos na biossintese de isoprenoides plastidiais de grande valor
econdémico como Os Oleos essenciais (monoterpenos), os carotenoides ou o taxol tem aberio as
portas para a sua produgdo biotecnologica por meio da engenharia metabolica. A recente elucidagao
da rota plastidial DXP e a clonagem dos genes da rota tém permitido a manipulagfio genética dessa
via plastidial em plantas. No presente trabalho, uma ampla revisfo bibliografica foi apresentada no
Capitulo 2 visando direcionar a busca por genes candidatos em eucalipto que apresentassem potencial
relagdo com a biossintese de Oleos essenciais. Apos o levantamento de dados bibliograficos, alguns
genes foram selecionados tendo por base suas importancias estratégicas na rota de sintese de
monoterpenos, sendo eles os codificadores das enzimas DXS, DXR, MDC e IPPI. Utilizando-se
ferramentas de bioinforméatica e tendo por base as suas altas homologias com as seqiiéncias
disponiveis no banco de dados do Projeto GENOLYPTUS, seqiiéncias heterologas potencialmente
codificadoras destas enzimas foram identificadas em £. grandis. Somente os cDNAs potencialmente
completos foram selecionados, sendo que somente o do gene dxr foi investigado em maior
profundidade por ser o Gnico contendo o codon de inicio de tradugio (Anexo 3).

Assim, com vistas a confirmar a identidade hioguimica e melhor caracterizar o produto do
gene dxr, o inserto de cDNA foi removido do plasmideo pSportl e ligado ao vetor de expressdo
pGEX-4T-2, € essa construgdo foi utilizada para transtormar Lscherichia coli utilizando um sistema
de expressdo com fusdo a GST. Por meio desie sistemas, seria esperada a expressao de dxi' € a
obtengio de quantidades suficientes da proteina recombinante para sua caracterizagdo bioguimica.

Para isso, inicialmente foi estudada a seqiiéncia resultante do seqiienciamento do ¢cDNA de
dxr ligado a pSport1, onde foi verificado o inicio do cDNA a partir da identificagio de um segmento
do plasmideo pSportl (Figura 13). A partir de entdo, foi analisada a presenga de codon de inicio de
tradugao, ATG, no cDNA de dxr, que foi localizado no nucleotideo 78, nao sendo verificada a
presenga de stop-codons na regido 5° ndo traduzida, Em seguida, foi verificada a presenca de sitios
de restricio no plasmideo pSportl para a liberacio do gerne dvr mantendo o cédon de inicio de
tradugdio, ATG, em fase de leitura para inser¢do do gene no vetor de expressdo pGEX-4T-2. Apesar
da clonagem do gene axr em pGEX-4T-2 ter sido confirmada (Figura 7), ndo houve expressao da
proteina DXR recombinante ligada a GST em quaisquer das condigOes de expressao testadas. A
razdo para esse resultado foi encontrada apos o seqiienciamento das extremidades do vetor pGEX-
AT-2 ligado a dyr, onde a anélise da seqiiéncia gerada demonstron a presenga de uma regifio 5° ndo
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seqiienciamento de dxr ligado a pSportl. Essa diferenca de nucleotideos (39 pb) modificou a fase de
leitura e, dessa forma, o0 ATG na seqiiéncia de nucleotideos do cDNA de DXR esta fora de fase em
pGEX-4T-2, o que explica a auséncia de expressdo da proteina DXR recombinante em qualquer uma
das condi¢des testadas (Figura 14).

Com o resultado do seqiienciamento de pGEX-4T-2::dxr, confirmamos a inser¢éo do gene
DXR neste vetor, esclarecemos a auséncia da expressdo desta proteina recombinante em E. coli e
podemos, agora, estudar novas condi¢des de expressdo para esse gene, permitindo-se, assim, a
continuagio de sua caracterizagdo bioquimica. Assim, mais especificamente, os proximos passos a
serem dados neste sentido incluem: (i) Repetir os experimentos de expressdo heterologa de dxr
fusionado ao gene de GST em E. coli, utilizado-se desta vez o plasmideo pGEX-4T-1 que mantém a
fase de leitura da seqiiéncia desse gene; (ii) Gerar plantas transgénicas de tabaco, transformadas com
a versdo senso e anti-senso do gene dxr para analisar a influéncia de sua super-express@o ou inibigdo
na sintese de terpenos, como 6leos essenciais; (iii) Obter a seqiiéncia completa dos genes de E.
grandis codificadores de DXR, MDC, IPPI I e IPPI II para futuros estudos e caracterizagdo dos
mesmos; (iv) Investigar outros genes-chave da rota de biossintese de 6leos essenciais como aqueles

codificadores de GTT (geraniltranstransferase) e GPP (geranildifosfato sintase).
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161 R ¥ E &8 L VvV D EL KEATUL S DV E DX P
481 AGGAATGAGTCACTAGTTGATGAACTCAAGGAGGCTCTATCTGATGTTGARGACAAGCLT

181 E I I P G E R &6 VvV I BV A R HPFD A V.T
541 GAGATCATTCCAGGGGAACAAGGEAGTTATTGAGGTGGCCCGCCATCCAGACGCTGTARCT

201 ¥y v T 6 I vV 6 € A G L K ?2 T"™ V A A I E A
601 GTAGTTACAGGTATAGTTGGTTGETGCAGGACTRARAGUCTACAGTGGCTGCCATTGARAGCA
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G K D I AL A N K ETULTIATGTG?PF V L
GGCAAGGACATAGCTTTGGCCAATARGGAGACCCTCATTEGCAGGAGGTCCTTTTGTGCTC

P L. A H K HEKEVWV EK I L P ARATD S EWHR s & I
CCCCTTGCACACAAGCATAAAGT GAAGATTCTTCCGGCTGATTCTGAACATTCTGCCATA

F @ T @ 8 ¥ B E 6 & L. B B T I L T A 8
TTTCAGTGTATTCAGGGTTTACCAGAAGGTGCACTTCGGCGAATTATTTTGACTGCATCG

G G A F R DW P V DRKLEKEWVEK VWV ATD A
GOTGEGECTT TCAGEGATTGGCCAGTACATAARATTARARGANCTCAARGTTGCTGATGCT

L K H P N WWNMGZXZX I T VDS aTTULF
TTGAAGCATCCTAACTGGAATAT GGGGAARARGATTACTGTTGACTCTGCTACCCTTTTC

N K 6 L E Vv I E A H Y L Y 6 A D Y D H I
AATAAGGGTCTTGAAGTCATTGRAGCGCATTATCTCTATGGAGCAGACTATGACCATATT

E I vV I BR P O 5 I I B 5 M VvV ET Q D 8 5
GAGATTGTGATTCATCCCCAATCTATCATTCACTCGATGGTGGAGACACAGGATTCATCC

¥y L. A Q L G WP DMERETLZ?P?IULYTMMSEW
GTTCTCGCACAATTAGGGTGGCCCGATATGCGATTGCCGATCCTCTACACGATETCATGG

P ER I YCS E I TWPERILDILUGECIEKTLSG
CCAGAGAGGATTTACTGCTCTGAAATAACTTGGCCTCGACTCGACCTTTGCARGCTTGGET

8 L T P K A P DN WV K Y P 8 NG 8§58 C L C
TCACTAACATTCAAAGCTCCTGACAATGTGAAATATCCATCCAATGGATCTTGCCTATGC

C W T G
TGCTGGACGGGCT

Figura 13. Seqiiéncia de ¢cDNA de dxr utilizada para expressdo em E. coli. Na figura, esté representada a seqiiéncia de

1.250 nucleotideos de dxr obtida a partir do seqiienciamento de plasmideo pSportl. Em rosa estd o fragmento do

plasmideo pSportl, em cinza esta a regido 5’ néo traduzida de dxr (78 pb) e, em verde, o ATG, codon de inicio da

traduc@io. Como pode ser observado, o ATG esta na fase correta de leitura e ndo ha a presenga de sfop-codons na regido

5’ ndo traduzida de dxr.

21
61
41

121

61
181

Bl
241

101
301

121
361

141
421

lel
481

181
541

= L ¥ - K R K 6 8 %¥ B I 8 = = ¢ ‘I E T 0
Q ¥ 8 §8 M A F A B L B 58 HNV W W W R B B
5 K 1 6 8 6 §8 A w I EF R N 8 R V b F E ¥
g F P P L V L G K F L F §8 R W L L I € C

TCTTAATTTGCTGT

R BE P B 5SS B P FR 38 W I 1L R S8 QI TTE
CECCGGCCGAGATCAAGGCCETTTCETTCTTGCGATTCTACGAAGTCARATCACCACCTTC

T T 8 I &€ @ ¥ ¥ R - R 66 BRI ¥ E R H
ACCACCTCAATAAGTTGCCAGGTGTATATACGTTGARGAGGAAGGATTGTGGRACGAGAA

E ¥ I v B 58 KL H @ P G666 L OE L F F R
GAATACATTGTTCAGCACAGCCGCCTCCACCAGCCTGCCCTGGACGAGCTGTTCCCGAGA

Q I v ¥ CG6MARGSUERP¥ L L L DL L V P
CAAATCGTARATTGIGGGATGGCCCCARGCCEATTTCTATTGTTGEATCTACTGETTCCA

L B B E L ® T - — BT L I NS ESBRW L
TTGGAACACAGACTTTGGACATAGTAGCAGAGAACCCTGATAAATTCAGAGTCGTGELTC

L § L D O M L H F ¥ L IT B L R D S 8§ L N
TTGCAGCTGGATCARATGTTACACTTCTATCTGATCAGGTTARGAGATTCAAGCCTCAAT
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L vV A2V RN E § L VD ETL EKEG G 85 I ~- C
TTGGTCGCAGTTAGGRATGAGTCACTAGTTGATGAACTCARGGGAGGCTCTATCTGATET

- R g A - D EBE SBREGQS®GSY - 66 P P B
TGARGACAAGCCTGAGATCATTCCAGGGARCAAGGAAGTTATTGAGGTGGCCCGLCATCC

R P €C ¥ ¢ 8 ¥ K ¥ 8 66 L ¢ R T K A Y 8§ &
AGACCCTGTTACTGTAGTTACAAGTATAGTGGGTTGTGCAGGACTAARGCCTACRGTGET

X I B A G K D I &4 F 6 K B R P 85 L O E V¥V
GCCATTGAAGCAGGCRAGGACATAGCTTTTGGCARAAGGAGACCCTCATTGCAGGAAGTC

L L 6L P L P R @Q KV K ITL S A EF - N
CTTTTGGGGCTCCCCTTGCCACAGCAARAAGTGARAATCCTTTCCGCTGARTTCTGARAT

F G LE @ F g% ¥ E &G GF BRI F =¥
TTCGGCCTTTTTCAGGTTTTCCAGGTTAACGAAGGGGGEGCCTCCGCGAATTTTTIGAGTG

P R 6 G F Q D G P & K I K E P 58 B V Ao -
CCTCGGEGEGGCTTTCAGGATGGLCCGEGARAARATARRAGAGCCAAGTGCCGTAGCTTGA

T L N W D G G K b 858 ¥V L A P L KV WDN L
ACTCTTAACTGGGATGGGEGAAAAGATAGTGTACTCGCTCCCCTTAAGGTTTGGRAACCTAG

Figura 14. Seqiiéncia resultante do seqiienciamento de dxr ligado ao vetor pGEX-4T-2. Em azul esta representado o

plasmideo pGEX-4T-2. Sublinhado esta o sitio de Sall (GTCGAC), o qual foi utilizado para clivar o gene dxr do

plasmideo pSportl (em rosa), e foi restabelecido pela ligagdo de dxr a pGEX-4T-2 também clivado com essa mesma

enzima. Em cinza esta a regido 5 nfo traduzida de dxr (39 pb) e. em verde, o ATG, cédon de inicio da tradugio. Como

pode-se observar a partir do resultado desse seqiienciamento, a regido 5’ ndo traduzida do gene dxr ¢ menor do que a

representada pela na Figura 13. Essa diferenca de nucleotideos (39 pb) modificou a fase de leitura e, dessa forma, 0 ATG

na seqiiéncia de nucleotideos do gene dxr esta fora de fase em pGEX-4T-2, o que explica a expressdo de GST nas

coldnias testadas e a auséncia de DXR recombinante.
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Anexo 1

Query= C.roseus
(1650 lecceras)

Distribution of 55 Blast Hits on the Query Sequence

|Mouse-over to show defline and scores. Click to show alignments

Color Key for Alignment Scores

4=50

250 0 10 0 15

Anexo 1. Resultado grifico da comparagio da seqiiéncia nucleotidica consenso de dxr de Catharanthus roseus com o
banco de dados do Projeto GENOLYPTUS pelo programa BLASTn na pagina de Servicos do Genolyptus
(www.lge.ibi.unicamp.br/eucalyptus). Na figura estdio representadas todas as potenciais seqiiéncias similares 4 seqiiéncia
de dxr de C. roseus na populagdo de cDNA do banco de dados do Projeto GENOLYPTUS. A seta indica a seqii€ncia

escolhida para trabalhar por incluir o cédon ATG de inicio da tradugfo.
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Anexo 2

Anexo 2. Tabela contendo os gene candidatos e o resultado da comparagdo com a seqii€ncia consenso de cada um

através do programa BLASTn e tBLASTx disponiveis no NCBIL

Nome da Enzima

Nome do

Gene

Seq. Consenso

Seq. Genolyptus

Blastn

tBlastx

Rota Plastidica Independente de Mevalonato (MEP)

1-Desoxixilulose 5-
fosfato sintase
1-Desoxixilulose 5-

fosfato
reductoisomerase

dxps ou dxs

dxr

>AJ011840.2 C. roseus

mRNA for DXS

>AF250235 C.roseus
(dxr) mRNA, complete

cds

EUGR-FL-001-
043-H08-GO

EUGR-PU-003-
042-FO7-MG.R

126/155 (81%)

683/830 (82%)

406/543 (74%)

310/341 (90%)

Rota Citosolica Dependente de Mevalonato

Difosfomevalonato
descarboxilase

Isopentenildifosfato
delta-isomerase |

Isopentenildifosfato
delta-isomerase Il

mde

ippi 1

ippi Il

>AK228357.1| A.

thaliana mRNA for MDC

complete cds

>ref|INM_121649.4| A.

thaliana IPPI |
mRNA,complete cds

>refINM_111146.2| A.
thaliana IPPI Il mRNA,

complete cds

EUGR-TS-001-
037-B08-AF.R

EUGR-TS-002-
019-BO5-CN.R

EUGR-SE-001-
006-E07-RS.S

214/257 (83%)

384/488 (78%)

435/545 (79%)

125/147 (85%)

191/221 (86%)

2041241 (84%)
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Anexo 3

[

Seniéncia consenso

A 4

DXR 1623 pb

X

Seqiéncia consenso

Seqgliéncia consenso

el

PRI 791 ph

@ TGA
EI TAA
@ MDC 850 ph @

Segléncia consenso

v

PRI 799 ph

Anexo 3. Esquema demonstrando o posicionamento da seqiiéncia de cada um dos genes candidatos da sintese de
monoterpenos obtida no banco de dados do Projeto GENOLYPTUS na seqiiéncia consenso e os codons de inicio e

término de traducéo.
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Anexo 4

NgoA IV 3978 ;
Dra IIl 3872 o Aatll 191 j:;::l':'e
= ! pstigo 4 Goe
e Nar 1552
SP& promoter Esp3 1582
1 intergenic .. Hpa | 687
Xmn13329 _ / region 17 t s
ﬁ/ PR _ 7 EcoR V743
Scalz2t2._f wons \1
]
| ! , Apa 084
| PSPORT 1 =
|
l'x 4109 bp | BstE Il 1009
\ "Bl | 177
Bsa | 2801 ) lacl promoter
Earm1105 12729 ori
“‘“‘-..__\___ ___.‘/
7 ) PEIM 11610
AlwN | 2252 Sap | 1718
PSPORT 1 muitiple cleningsite and primer binding reglons: 125-372
4 $PS transeription start 230
BApUIC Forword 23-Boss Saquancing Primar SPE Promater Primar = A
5 COCAGT CACBADGTTG TAUMOSS — 5 ATTTI6H TRACACTATA 63 — . L
5 CUBAGT CACGAUGTT TAMMCSAS GOCAGTGANT TBATTTAGS TRADACTATA GMGAGCTAT GACSTOSCAT GLADGOGTAC GTAMGETIGE ATOCTOTAGA GOGGOCHCO: [ cONA hser | CHGACGOST
[——-8PE prometar ——1 AR "ﬁﬁ‘r" B TaT e
 N—
Sun | Sl
am
ca-pegtide start ¢

°
F——T7 preswter— |
GEETCGACTE GHAMTTCLG GACCABTACC TECAGGCGTA DCABCTITCC CTATAGTGAG TORTATTAG GCTTGGCGTA ATCATGGTCA TAGCTETTTC CTRTGRTGAM TTGTTATCCS 6T-3

3 -GG GATATCACTC AGCATAAT-9 i~ § -G GACACACTTT AACAATAGGC GA-5
i) T7 Promater Prmr WH3UG Raverss 25-Bass Saquencing Primer
K21 Pk | SsegaET | &=
T7 transcripion stait

*Raquires inzrasad snzyme:DHA for complats digestion.
* The A | restriction sit is containad within the Sarl adaptar intsodessd o the vector upen Baadion of the cONA inssr,

Anexo 4. Mapa esquematico do vetor pSportl (Invitrogen). Estd sendo mostrado também o sitio de multiclonagem

utilizado na remogéo do fragmento de dxr.
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Anexo 5

Anexo 5. Alinhamento das seqiiéncias resultantes do resseqiienciamento dos cDNA dos genes codificadores de DXR,
MDC, IPPI I e IPPL 11 de £ grandis com as sequéncias consenso de C. roseus ou A. thaliana, uulizando o programa
ClustalW disponivel em http://www .ebi.ac uk clustalw/#. A seqiiéncia de dvr de C. rosens estd disponivel no GenBank
sob o codigo de acesso AF250235, a seqiiéncia de mde de A. thaliana AK228357.1A, a seqiiéncia de ippi 1 de A.
thaliana NM_121649.4 e a seqii€ncia de ippi 1l de A. thaliana sob o codigo de acesso NM_ | 11146.2.

Alinhamento DXR:

DXRCrosesus e e e e e e e e e e e e e ———
DXRGenolyptus CACGCGTCCGGCTCGCGCTTPCGCTTCTCCTTTCCTCTCAAGTTCCCTCCTTTTCCCTCC 60

RIRCrosens =00 eemssssseossmenmise ——ATGCECTTTGAATTCGCTGTCCCCACCTARA 30

DXRGenolyptus TTTGETTTTGGEGCARATTTTTGTTTTCCCGATGGCTCTTAATTTGCTGTCGCCGGLCGAG 120

CRECRT & RRUE EYRERER A N W

DARCroseus ATCARGACTATTTCGTTCTTGGATTCCTCCRAGTCGAAT TATAATCTTAATCTTCTCAR— 89

{RGenclyptus ATCAHGGCFGTTTCGTTCTTGGRTTCTR?GRAGTCHAATCACCACCTTCACCACCTCRRT 180
DXRCroseus ==GCTCCCAGGRGGATTTGCT T T TAAGAAGAARAGATTTTGGAGCAAGT GECGGRAARAGRARAA 147
DERGenoclyptus AAGTTGCCAGGTGTATATACGT TGAAGAGGARGGAT TET GGAACGAG=—~—————= ARGA 231
DERCroseus ATTCAATGTTCAGTACAGCCACCTCCACCGGCATGGCCGGGEAGEGCTGTTGCAGAGCCT 207
DXRGenolyptus ATACRTTGLLLHGCHCAGLLhLLiCCACPAGCCTGGCCTGGACGAGCTGTTCCCGAGACR 291
DXRCrossus GETTATAAGACTTGGGAAGGTCAGAAGCCCATTTCAATAGT TGECT CTACAGGCTCAGTR 267
DERGenolyptus AATCGTRARTTGTGGGRTGWCCCGAAPCCGATTTFTATTGTTGGRTCTACTGGTTLCATT 351
DXRCroseus GGEAACTCAGACACTAGATATAGTTGCTGAGAARTCCAGACARATTTAGAGTTGTTGCACTT 327
D¥RGenolyptus GGHPCACAGACTTTGGHCHTAGTRGCAURGAACCCTGRTRAATTCRGAGTCGTGGCTCTT 411
DXRCroseus GUTGCCEETTCARACGTGACTCTTCTTGCTGATCAGGTCAAAACAT TCAAGCCTCAGTTA 387
DERGenolyptus GCAGCTGGATCAAATGTTACACTTCTRTCTGATCAGGTTHRGHGRTTCHAGCCTCHHTTG 471
DXRCroseus GTTTCTETCAGAAATGAGTCATTGGTTAAT GAACTCAAAGAGGCTTTATCTGATGTTGAT 447
D¥RGenolyptus GTCGCRGTTRGGAATGRGTCHCT&GTTGATGAACTCAAGGHGGCTCTATCTGATGTTGAA 521
DXRCroseus GACARACCTCAAATTATTCCTGGCGARCARGETGT TGTTGAGGTTCTCCETCACTCAGAT 507
DXRGenolyptus GACRRGCCTGHGRTCRTTCCAGGGGAACAAGGAGITATTGAFGTGGCFCGCCATCCRGRC 591
DXRCroseus GCTGTCACCGTTGTTACTGEAATAGTCGRCTETECAGETCTAAAGCCTACAGTGGECTGCC 567
D¥RGenolyptus GCTGTAACTGTAGTTACAGGTRTAGTTGGTTGTGCRGGACTHAAGCCTRCRCTGGCTGCC 651
DXRCroseus ATAGARAGCTGGAARAGACATTGCCTTGECCAATAAAGAGACACTAATCECTGETGAWCCT A27
DXRGenolyptus hTTFRAGCHGGCARGGRCRTRGCTTTCGCCRATAAGGAGACGCTCATTGCAGGRGGTCCT 711
DXRCroseus TTTGTGCTTCCTCTTGCACACAAGCATAAAGTGARGAT TCTTCCTGCTGATTCAGARCAT 687
DXRGenolyptus TTTGTGCTCCCCCTTGCRCACREGCATAAAGTGHAGR1ibilLbbGCTGAilLluHACRT T71
DXRCroseus TCTGCTATATTCCAGTGTATCCAAGGTTTGCCGGAGGGTGCTCTTAGGCGCATARTTTTA 747
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DXRGenolyptus

DERCroseus
D¥RGenolyptus

DXRCroseus
D¥RGenolyptus

DARCroseus
DXRGenolyptus

DXRCroseus
DXRGenolyptus

DXRCroseus
DXRGenolyptus

DXRCroseus
DXRGenolyptus

DXRCroseus
DXRGenoclyplus

DXRCroseus
DXRGenolyptus

DARCroseus
DXRGenolyptus

DXRCroseus
D¥RGenolyptus

DXRCrossus
¥RGenalyptus

DXRCrosens
D¥RGenolyptus

CXRCroseus
DXERGenolyptus

DXRCroseus
DXRGenclyptus

DARCroseus
DXRGenolyptus

D¥XRCroseus
DXRGenolyptus

TCTGCCATATTTCAGTGTATTCAGGEGTTTACCAGAAGGTGCACTTCGGCGAATTATTTTG

Ehkdkkd dhdkk kkkkdkhkR Rk khddkd kk bk hkhkk kdbit bRk hk hhkdkdk

ACAGCTTCTGGCGGTGCTTTCAGGGATTGGCCAGTCGAGRART TGARAGAAGTTAAAGTA
ACTGCATCGEGTGLEECTTTCAGGGATTGGCCAGTAGAT TTAAARGRAGTCAARGTT

GCCGATGCTTTGARGCATCCCAACTGCAATATGGEAAAGAAGAT TACGGTGGATTCTGCT

ACTCTCTTTAATAAGGETCTGGARAGTTATTGAAGCTCACTATCTTTTTGECGCTGARTAT
ACCCTTTTCAATAAGGETCTTGAAGTCATTGAAGCGCATTATCTCTATGGAGCAGACTAT

O T T T T TR T T T U O P H e

GACRACATCGATATAGTAATTCATCCCCAATCTATCATACACTCAATGGTTGAGACACAG

GATTCATCGGTCTTGGCACAATTGEGETGGCCTGATATGCGTTTGCCTATTCTTTACACC
GATTCATCCGTTCTCGCACAATTAGGGTEGCCCGATATGCGATTGCCGATCCTCTACACG

TTATCCTGGCCAGACAGAATTTCTTGTTCTGAGATTACT TGGCCCCGCCTTGATCTTTGC

BAGCTTGGATCTCTGACATTTAARACCCCCGATAATGTCAAGTACCCATCCA-TGGACTT
AAGCTTGGTTCACTAACATTCARAGCTCCTGACARTGTGARATATCCATCCARTGGATCT

R AT 3 L S i I ¢ L 4 L 1 8 4 OO OO ERE TR R R (SR
GGCATATGCTGCTGETCEAGCAGGAGGGACAATGACGGGAGT TCTARGTGCAGCARRTGR
TGCCTATGCTGCTGEACGEECT - —=mmmmm = e e =

b e e e

GAAGGCAGTTGAGTTGTTTATTGATGAGAAAATTAGCTACTTGGATATTTTCARGGTCGET

TGACCTCACATGCGCCGAAGCATCARGCAGRACTGETAACTTCACCATCACTCGACGARAT

CATACATTACGACTTGEEEECARAGEEACTATGCTECARGTTITCAGAACAGTCTTGETTT

GAGCCCTGCCOTTATATGACGATGAACGAGAT TTATARGT TEGGTTTTCTT TGTATTEET

ACARTCTTTGCCTAAATTCAGCAGATGGETTGATSCARARAGTGTCATATTCRAGARAAT

GRAAAGATGT GATCAATCAAATATTGGTCCATCATTATAGGCTATAATACATGTCTTGATG

TCTTTTTGCTTTATAGT TCTTTATARGATCARATARARCAGTGATGETTTCCTTARRRAA

AARR 18650

Alinhamento MDC:

MOCAthaliana
MOCGenolyptus

MDCAthaliana
MDCGenolyptus

ATTTCTATT TGARTCTTCICARRGCTACACAGATCTCTGAAAT COARARAGCT TGARBLTG

TGTTAATGGGAGGAGARATEGETGETEATGETGACGECECAGACTCCARCGRATATCGCC

831

BO7
891

B67
951

927
1011

987
1071

1047
1131

1107
1191

1166
1251

1226

1273

1286

1346

1406

1466

1526

1586

1646

Go
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MDCAthaliana
MDCGenolyptus

MDCAthaliana
MDCGenolyptus

MDCAthaliana
MDCGenolyptus

MDCAthaliana
MDCGenolyptus

MDCALthaliana
MDCGenolyptus

MDCAthaliana
MDCGenolyptus

MDCAthaliana
MDCGenolyptus

MDCAthaliana
MOCGenolyptus

MDCAthaliana
MDCGenolyptus

MDCAthaliana
MDCGenolyptus

MDCAthaliana
MDCGenolyptus

MOCAthaliana
MOCGenolyptus

MDCAthaliana
MDCGenolyptus

MDCARthaliana
MDCGenolyptus

MDCAthaliana
MDCGenolyptus

MDCAthaliana
MDCGenolyptus

MDCAthaliana
MOCGenolyptus

MDCRthaliana
MDCGenolyptus

MDCAthaliana
MDCGenolyptus

GTGATTRAGTATTGGGGAAAGAGRGATGEGGTTCGGATTCTTCCCATTHATGATAGCRTT

AGCGTCACGCTTGHTCCTGHTCACCTCTGTRCTCTCACCACCGTCGCTGTTRGTCCTTCC

ATCRAGATTGCGAAGAARGATTGGGAGRAGCTGCATCTGCACATTGCTTCTCATAACRAC

TTCCOTACTEGCTGCTEGCTTAGCATCTTCTGCTGCTGGTTTTGCTTGCT TAGT TTTTGCT
————————————————————————————————— CCTGGCGGT
SRR

CTTGCCAAGTTGATGAATGTAAATGAAGATCCAAGCCAACTTTCTGCTATAGCAR-GGCA
ACGGTCCGGRTTCCGG—~GTCGRT—RGCGTCCGRGAPA CTTTCTGCTATTGCTCCGGCR

AGGTTCAGGAAGTGCT TGCCGTAGTTTAT TTGGGGGATTTGTCAAGTGGARTATGGGARA
AGGTTCAGGTRCCGCTTGTCGCAGCTTATATGGTGGBTTCGTAAAGTGGATRATGGGAAA

CAARGAAGATGGAAGTGACAGTGTTGCAGTTCAACTGGTAGATGATAAGCACTGGGATGA
AGRAGGARAATGCARAGTGACAGCCTTGCTGT TCAGCTAGCAGAT GAAAAACACTGEGATGA

TCTTGTTATCATTATTGCTGTGGTTAGT TCACGACAGRAGGAARCARGCAGCACCTCEGEE
ACTTGTTATTATCATTGCTGTGGETAAGTTCCCGGCARRRGGARACARGTAGCACCTCAGE

ARTGCGTGAGAGTGTTGAGACAAGTTTGCTTTTACAGCATAGAGCRAAGGAAGTTGTCCC
AATGCGTGARAGTGTTGRAACRAGT TTGCTTTTGCARCATAGAGCGAAGGAGGTGGTECC

AGTRACGGATTTTGCAAATGEAAGAAGCTATAAAGARTCGAGATTTCACATCTTTTACARA
CAAGCGGATTCTAAAGATGGAAGAAGCCATTCAGAATCGCGACTTTGCATCTTTTGCRGC

ATTGRCGTGTTCAGRACAGTARTCAGTTTCATGCTGTTTETATEGATACATCTCCACCCAT
ACTAGCCTGTGCTGACAGTAATCAGTTCCATGCAGTGTGCCTCGATACATCTCCTCCAAT

ATTCTACATGAATGACACCTCCCACAGEATAATCAGCTTAGTTGARAAGTGGARCCGETTC
TTTCTRCHTGAATGRCRCRTCPCACAGGATAATTHRCTGTGTTGAGHﬂATGGAATCGCTC

o' T A T S LY S R

TGCCEGTACACCAGAGATTGCTTATACAT TTGATGCTGGCCCAAATGCAGTCATGATTGT
AGAAGARGCGCCTCRG-TTECATACACTT TTGATGCGEGAC~RAAATGCAGTTCTTATCGS

ARAGAAACAGGARAGTAGCAGTTGAATTGCTGCAGEGECTGCTCTACTGCTICCCTCOTAR
ACGCARTAGAAAGGCAGCTTCRCTGTT CTTCAGPGACTGCTRTACTAPTTCCCTCCCRA

Lt 4 Ll e bl b

GCCTGACACAGACATGAAGAGTTACGTACT GGGGGATACATCGATAGTARARGAGGCAGG
CCCARHAACCGACATGRHCAGTTATGTTCTTGGTGACHhGTCAATCCTGAﬂRGATGCTGG

CITGEAAGG—~————————-——RAGAGCTTCCACAR————————— GGAATTARAGACARA
ARTCCAAGGGATAGATGAATGTARRACCT TTGCCACCGCCCT CCOGAAATCAAGGAATAR

ATTGGAAGTCAGGATCAARAAGGTGAACSTGAGTTATTTTATATGCAGCAGACCTGGAAGA
AATTCCCGCCARAARARCAGRGGTGAAGTTAGTTACTTCCTCTGCCCARAACT TGGGAG-

180
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300

360

420
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659
185
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245
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839
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899
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1139
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1176
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MDCAthaliana
MDCCenol yptus

MDCAthaliana
MDCGenolyptus

MDCAthaliana
MDCGenclyptus

MDCAthaliana
MDCGanol yvptus

MDCAthaliana
MDCGenol yptus

GGTCCTGTGGTGCTTCARGACCARACTCAAGCTCTTCTCCATCCTCAARCTGECCTCCCC 1296
GGTCOGGET—-TGCCTCCAAA~--GRAAGCTACGGCTT TAT TGGUCCCTARAC G-~ ~ = === 829

EaT

AAATAACCATITCTATGTCTTGTTGTTACTTCAACTCTGAGAT TTGCARCAGCTTCATCT 1356

CAAMCGAATARGATCTTGATGCCAAARAAAARA 1509

Alinahmento IPPI I:

IPPIIAthaliana
TPPIIGenoclyptus

IPPITAthaliana
IPPIIGenolyptus

IPPIIAthaliana
IPPIIGenolyptus

IPPIIAthaliana
IPPIIGenolyptus

IPEIIAthaliana
IPPIIGenolyptus

IPPIIAthaliana
IPPIIGenolyptus

IPPITAthaliana
IPPIIGenolyptus

IPPIIAthaliana
IPPIIGenclyptus

IPPITAthaliana
IPPIIGenclyptus

IPPITAthaliana
IPPIIGenclyptus

IPPITAthaliana
IPFIIGenolyptus

IPPIIAthaliana
IPPIIGenolyptus

IPPIIAthaliana
IPPIIGenolyptus

ARGAGAAACRARGACGTAATCCARAATGTCTACTGCTTCACTATTTAGCTTCCCTTCATT 60

TCATCTCAGATCCCTCCTTCCTTCTCTCTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCCTCTTCCCGATT 120

—— —— - o/ e

TGECCCCTCCCCGTCTTTCTCCGATCCGATCTCCGGC-GCCGAGGACTCAGETGTCTGT-T 178
TECAGAACGGTCCGEATTCCCGEETCGACTAGCETCCGCTCCCTCCTCEGTCCCTCTCTCT 62

e

CGCGCTTTCTCAGCCG-TCACCATGACCGATTCTAACGATGCTGGARTGGATGCTGTTCA 237
CTCTCTCTGTCGATCGACCGCCATGGCCGACGETGCOGALCGLCGECATGGACGCCGTCCA 122

TS T TR K L B T S T T U B

GAGACGACTCATGTTTGAAGACGAATGCATTCTCGTTGATGARARATGATCGTGTEGTGEG 297
GCGGCGCCTCATGTTCGAGGACGAATGCATCTTGGTGGATGAGAACGACAATGTCGTCGE 182

ACATGACACTAAGTATAACTGTCATCTGATGGARARGATTGARGCT GAGAATTTACTTCA 357
TCACGAGTCGARGTATAACTGTCATT TGATGGAGARPATCGAGTCCTTGAATCTGTT 242

[ R T e

CAGAGCTTTCAGTGTGTTTTTATTCAACTCCAAGTATGAGTTGCTTCTCCAGCAACGGTC 417
TAGGGCATTCAGTGTGTTTTTGTTCAACTCARAATATGAGCTACTGCTTCAGCAACGCTC 302

AAARRCAAAGGTTACTTTCCCACTTGTGTGGACARACACT TGTTGCAGCCATCCTCTTTA 477
TGCCRCAAAGGTAACATTCCCCCTTGTGTGGRCARACACCTGCTGCAGCCATCCATTGTA 362

CCGTGAATCCGAGCTTATTGAAGAGAATGTGCTTGETGTARGARATGCCECACAAAGGAR 537
CCGGGAGTCCGAGCTCATTGCTGAGAACGCCCT TGGGGCEAGGAATCCTGCACAAAGGAR 422

GCTTTTCGATGAGCTCGGTATTGTAGCAGAAGATGTACCAGTCGATGAGTTCACTCCCTT 537
GCTCTTGGACGAACTGGGCATTCCTGCTGAAGATETGCCGETTGATGAATTCATTCCTCT 482

I

GGEACGCATGCTTTACAAGGCACCT TCTGATCGGARATGEGGAGAGCACGAAGTTGACTA 657
GEGETCGAATGCTGTATAAGGCACCTTCTGATGGARARAGTGEGGAGAGCACGAACT TGATTA 542

TCTACTCTTCATCGTGCGGGAT GTGAAGCT TCAACCARACCCAGATGRAGTGGCTGAGAT 717
CTTGCTGTTCATCGT TCGAGACGTGARGGTCAATCCCARCCC-GACGAGGTCGCCGRARAT 601

CAAGTACGTGAGCAGGEARGAGCTTAAGGAGCTGETGAAGAARGCAGATGCTGGCGATGA 777
CRAGTATGTCARCCAGGACA-——~TTGARGGACTGTTGA-GARAGCR—-TGCGGGCGARGE 655
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IFPIIAthaliana
IPPTIGenclyptus

IPPIIAthaliana
IPPIIGenolyptus

IFPIIAthaliana
IPPIIGerolyptus

IPPIIAthaliana
ITPPTIIGenolyptus

IPPIIAthaliana
IPPIIGenoclyptus

AGCTGTGARACTATCTCCATGGTTCAGATTGGTGGTGGATAATTTCTTGATGARGTGGTG 837
GGEUCTGEARA-CTGTCCCC——TETCAAT TATGE T GACACTTCTGTTCATETTGR—————~— 708
4 O &AL w b el & ¥ . ot e = i A% e R
GGATCATGTTGAGARAGEARCTATCACTGAAGCTGCAGACATGARAARACCATTCACRAGCT 897
——————— TTAGCAAAGEGA——-—--ACTGAGAGCCCTG-TATGAARA-CCATCCARGCTGA 750

A 4000 & e e Bk e R T R T

CTGAACTTTCCATARGTTTTGGATCTTCCCCTTCCCATAATAAAAT TAAGAGATGAGACT 857
CTGAATTTGTCGGTAGA: e s CGCACATARAGAGGCAAATGGACC—=~—~ 781

TTTATTGATTACAGACRAAACTGGCARCAARATCTATTCCTAGGATTTTTTTTTGCTTTT 1017

TATTTACTTTTGATTCATCTCTAGITTAGTTTTCATCTTTITGTT 1061

Alinhamento IPPI II:

IPPIIIAthaliana
IPPIIIGenalyptus

IPPIITIAthaliana
IFPPIIIGenolyptus

IPPIITIAthaliana
IPPIIIGenolyptus

IPPIIIAthaliana
IPPIIIGenclyptus

IPPIITAthaliana
IPPIIIGenclyptus

IPPIIIAthaliana
IPPITIIGenolyptus

IPPITIIAthaliana
IPPIIIGenolyptus

IPPIITAthaliana
IPPIIIGenolyptus

IPPITIAthaliana
IPPIIIGenolyptus

IPPIITAthaliana
IPPIIIGenolyptus

IFPIIIAthaliana
IPPITIGenclyptus

IPPIIIAthaliana
IPPIIIGenolyptus

IBPIITAthaliana
IPPIIIGenolyptus

ATCACCACATGCGACACACCAACACCAATGTCTGCTTCTTCTTTATTTRATCTCCCATTG 60

ATTCGCCTCRGATCTCTCGCTCTTTCGTCTTCTTTTTCTTCTTTCCGATTTGCCCATCGET 120
AT e ] CCTGCAGGTACGGETCGEA--TTCCGEETCGRACAGCET 37

o b

CCTCTGTCATCGATTTCACCGAGRAAGTTACCGAATTTTCGTGCTTTCTCTGGTACCGCT 180
CCGCCTTCCCCTCTCCCTCCTCEGTCCCTCTCT——-CTCTCTCTCTGTCGATCG-RCCGEC 93

ATGACAGATACTAARGATGCTGGTAT GGATGCTGTTCAGAGACGTCTCATGTTTGAGGAT 240
ATGGCCGACGETGCCEACGCCGECAT GGACGCCEGTCCAGCGELGCCTCATGTTCGAGGAC 153

GRATGCATTCTTGTTGATGARACTGAT CGTETTGTGGEEC-TGACAGCAAGTATAATTGT 299
GAATGCATCTTGGTGGATGAGAACGACAATGTCGTCGETCACGAGT CGAAGTATAACTGT 213

CATCTGATGGAARATATTGARGCCAAGAATTTGCTGCACAGGGCTTTTAGTGTATTTTTA 359
CATTTGATGGAGAAAATCGAGTCCTTGARTCTGTTGCATAGGGCATTCAGTGTGTTTTTE 273

b e ! A theile b [ I (B o

TTCARCTCGAAGTATGACTTGCTTCT CCAGCAARGGTCARACACAAAGGTTACGTTCCCT 419
TTCAHCTCHAAGTATGAGCTACTGCTTCRGCARCGCTCTGCCACAHAGGTRACATTCCCC 333

e A

CTAGTGTGGACTARCACT TGTTGCAGCCATCCTCT T TACCGTGAATCAGAGCTTATCCAG 479
CTTGTGTGGACAAACACCTGCTGCAGCCATCCATTGTACCGGGAGTCCGAGUTCATTGCT 3493

Bl e e alik

GRCAATGCACTAGETGTGAGGAATECTGCACAAAGAAAGCTTCTCGATGAGCTTGGTATT 539
GAGAARCGCCCTTGEGECEAGGARTGCTGCACAARAGGAAGCTCTTGGACGAACTGGGCATT 453

w b bk ea

GTAGCTGAAGATGTACCAGTCGATGAGT TCACTCCCTTGEGACGTATGCTGTACAAGECT 599
CCTGCTGAAGATGTGCCGETTGATGAATTCATTCCTCTGRGTCGARTGCTGTATAARAGCA 513

CCTTCTGATGECARATGEGEAGAGCAT GAACTTGATTACTTGCTCTTCATCGTGCGAGAC 659
CCTTCTGATGGARRGTGGGGAGAGCACGAACTTGATThCTTGCTGTTCATCGTTCGAGRC 573

........ s

GTGAAGGTTCAACCARACCCAGATGARAGTAGCTGAGATCAAGTAT GTGAGCCGGGARGAG 719
GTGARGGTCRAATCCCAACCCCGACGAGGTCGCCGATATCARGTATGTGAACCAGBAGCAG 633

VR O b . el i %

CTGAAGGAGCTGGT GARGARAGCAGATGCAGGTGAGGARGETTTGARACTGTCACCATGE 779
TTGAAGGAGCTETTGAGGAARGCCEATGCGGECGAGGGGEGCT-~GAACTGTC-CCCTGE 690
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IPPIITAthaliana
IPPITIGenolyptus

IPPIIIAthaliana
IFPIIIGenolyptus

IPPITIIAthaliana
IPFIIIGenolyptus

IPPITIIAthaliana
IPPITIGenalyptus

IPFIITAthaliana
TPPITIGenolyntus

TTCAGATTGGTGGTGGACAATTTCTTGATGAAGTGGTGGGATCATGT TGAGAARAGGAACT
TTCATT—-ATGGTGGACA-CTTCTTETTCA~-~-TGETGGEACC-TGTC-AGAAGGGARACT

5 b4 1

TTGGTTGARGCTATAGACATGARAACCATCCACARACTCTGRACATCTTTTTTTAARAGTT
GRAGGAGCAGCTG————— ATTGARACATTCCCAGCTGACCGGAATTTTGECEGEACCGTA

ko v

TTTAAATCAATCAACTTTCTCTTCATCATTTTTATCTTTTCGATGATARTAATTTGGGAT

CATARAGGCGGGAAR

ATGTGAGACACTTACARAACTTCCAAGCACCTCAGGCAATAATARAGTTTTCGTTTTTAT

oy b LA

L

T

CTTRATT 1026

B39
T43

BO9
To8

959
812

1019
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PGEX-4T-2 (27-4581-01)
Thrombin

[Leu val Pro Argt@ly SerlPro Gly lle Pro Gly Ser Thr Arg Ala Ala Ala Ser
CTG GTT GCG CGT, GGA TCC,CCAGRA ATT CCC GBG TCG ACT CGA GCR GOT GCA TCG T6A

I o . | ¢
BamH | EcoR | —gma7 Sall = ¥ho| Mot Stopcodon

Anexo 6. Mapa esquematico do vetor pGEX (GE Healthcare) de fusdo a glutationa-S-transferase. Esta sendo mostrado o

sitio de multiclonagem na versdo do pGEX-4T-2 além do sitio de clivagem proteolitica por trombina.
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Anexo 7

Aihel
Spe
=
fico |
EcoR |
Sma |

Aami Hnod

Camy3ss
polyA

Borda T direita
Borda T esquerda a04

Anexo 7. Desenho esquematico do vetor de expressdo binario pUESC28, contendo a seqiiéncia do gene dxr na versio

senso. A ligagdo do gene no vetor foi realizada no sitio da enzima de restrigio Smal (em vermelho).
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Anexo 8. Alinhamento da regido N-terminal de seqiiéncia de aminoacidos de DXRs de plantas utilizando o programa
vector NTI 7. Trés dominios altamente conservados foram encontrados em todas as DXRs de plantas e estdo
sublinhados. O dominio I (em vermelho) € o provavel sitio de clivagem do peptideo-sinal, e possui o motivo conservado
Cys-Ser-(Ala/Met/Val/Thr). O segundo dominio (em preto) contém um extenso motivo rico em prolinas
PP(P/S)AWPG(R/T)A (posigio 81-91 pb) na seqiiéncia de DXR de E.grandis) também na regido N-terminal. O terceiro
dominio (em azul) é um dominio altamente conservado de ligagdio a NADPH (GSTGSIGT), encontrado também em
procariotos, como pode ser visto no Anexo 9. O provavel sitio de clivagem do peptideo de trénsito para plastideos foi
predito pelo programa ChloroP e estd indicado pela seta. As DXRs usadas para analise foram as das plantas Mentha x
piperita (nimero de acesso no GenBank AF116825), Catharanthus roseus (AF250235), Camptotheca acuminata
(DQ355159.1), Hevea brasiliensis (DQ437514.1), Arabidopsis thaliana (AF148852), Artemisia annua (AF182287) ¢
Cistus incanus (AY297794.2).
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Anexo 9

Croseus e e o e e e  rom ree MALNSLSPPEIKTISFLDSSKSNYNL-N 27
Mpigerita = @ =emoasesmomeseeermesTmmeere e e MAPTEIKTLSFLDSSKSNYNL-N 22
Athaliana = - e i i s i e | MMTLNSLSPAESKATSFLDTSRFNP-—-— 25
Cacuminata =  ——scm—meemmc e e smmemeem e m——————— MALNLLSPTEIKAISFLDSSKSNNS--Y 26
E.grandis XXHASGSRFRFSFPLEFPPFPSFGFGOIFVFPMALNLLSPAETIKAVSFLDSTKSNHHELHA 60
Booli 000 e e e
Croseus LLELPGGFAFEEKKDFGASGGKET VOP————~ AEPGYKTWEGQKPISI 82
Mpiperita PLEFQGGFAFERKDSGCTARKRV QSQ5—- FPEPGRMTWEGPEPISV 79
Athaliana IPELSGGFSLRRRNQGRGFGRGVE KVQQQQ PEAPRQSWDGPKEPISI 85
Cacuminata LLELOGGIALKREDYGATFGRRIHGET QP ————— VAEPGREIWDGPRPIAV 81
E.grandis LNELPGVYTLERKDCG——-TRRI QP———— VPETNRKLWDGPRPISI 112
BEOlli = 0 e e e i e e e e i e e i e e e MEQLTI 6
* e as
Croseus VGSTGSVGTQTLDIVAENPDKFRVVALAAGSNVTLLADQVKTFKPQLVSVRNESuVNELK 142
Mpiperita IGSTGS GTQTLDIVAENPDKFRIVALAAGSNVTLLADQVEAFKPELVSVKDESLISELK 133
Athaliana VGSTGSIGTQTLDIVAENPDKFRVVALARGSNVTLLADQVRRFKPALVRVRNESLINELK 145
Cacuminata VC STGBQTLDIVAEHPDKFRUVALAAGSNVALLADQVRQFKPKLVAIRNESLITELK 141
E.grandis v SIGTQTLDIVAENPDKFRUVALAAGSNVTLLSDQVKRFKPQLVAVRNESLVDELK 172
Ecoli LGSTGEIGCSTLDVVRHNPEHFRVVALVRGKNVTRMVEQCLEFSPRVRVMDDEASBKLLK 66
**i** * *** * l:*: ** *** * % ** 4 3 y .

Croseus EALSDVODEPEITPGEQGVVEVVRHSDAVIVVTGIVGCAGLEPTVAAIEAGEDIALANEE 202
Mpiperita EALAGFEDMPEIIPGEQGMIEVARHPDAVTVVTGIVGCAGLEPTVAAIEAGKDIALANKE 199
Athaliana EATLADLDYELEITIPGEQGVIEVARHPEAVTVVTGIVGCAGLEPTVAAIEAGEKDIALANEE 205
Cacuminata BALSDFEPEPEIISGEEGIAEVARHPEAVSVMTGIVGCAGLKPTVALIEAGKDIALANKE 201
E.grandis EALSDVEDKEPEIIPGEQGVIEVARHPDAVIVVTGIVGCAGLEPTVAAIEAGEDIALANKE 232

Ecoli TMLQQQGSRTEVLSGQQAACDMAALEDVDQVHAAIVGAAGLLPTLAAIRAGKTIJLRNKE 126

*** * ke *k ** *’* *kk *k Hhkkkk
sk P .

Anexo 9. Alinhamento da regiio N-terminal de seqiiéncia de aminoacidos de DXRs de plantas e E. coli utilizando o
Programa ClustalW 1.8, Trés dominios altamente conservados foram encontrados em todas as DXRs de plantas e estdo
destacados. O dominio I (em verde) e o dominio II (em azul) ja foram descritos na legenda do Anexo 8 e somente estdo
presentes em DXRs de plantas. O terceiro dominio (em cinza) ¢ um dominio altamente conservado de ligagdo a NADPH
(GSTGSIGT) encontrade também em procariotos, aqui representado pela seqiiéncia de E. coli. O peptideo-sinal para
plastideo, que é a seqiiéncia anterior ao primeiro dominio, ndo esta presente na seqiiéncia de E. coli. As DXRs usadas
para andlise foram as derivadas de Mentha x piperita (nimero de acesso no GenBank AF116825), Catharanthus roseus
(AF250235), Camptotheca acuminata (DQ355159.1), Hevea brasiliensis (DQ437514.1), Arabidopsis thaliana
(AF148852) e Escherichia coli (AB013300.1).
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