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RESUMO

O género Lippia pertence a familia Verbenaceae, inclusa no clado Asteridaee, ordem
Lamiales, compreendendo aproximadamente 175 géneros e 2800 espécies, onde
muitos géneros apresentam plantas com propriedades medicinais e ornamentais. A
espécie Lippia alba, originaria da América do Sul, também ocorre no Brasil e é uma
das mais estudadas do género Lippia. Ela floresce durante o ano todo e recebe
grande destaque no género, devido as suas inUmeras propriedades medicinais. O
Oleo essencial de Lippia alba é composto basicamente por sesqui € monoterpenos,
gue sao as substancias responsaveis por suas propriedades medicinais. O objetivo
central do presente trabalho foi clonar e analisar a expressao de dois potenciais
genes codificadores de terpeno sintases em Lippia alba. Através do alinhamento de
genes codificadores de monoterpeno sintases caracterizadas, primers degenerados
foram desenhados dentro de regides conservadas e utilizados para se obter a
clonagem de genes codificadores de terpeno sintases em Lippia alba. Dois
potenciais genes codificadores de terpeno sintases foram clonados, LaTPS12 e
LaTPS23. Apés a clonagem, técnicas de RT-PCR semiquantitativo foram
empregadas para analises de expressao desses dois genes em diferentes estagios
foliares e em trés diferentes quimiotipos de Lippia alba. Os resultados mostraram
gue em folhas situadas no quarto segmento nodal o gene LaTPS12 apresenta maior
nivel de expressdo. A diferenca na expressdao do gene LaTPS23 foi menos
acentuada nos trés quimiotipos analisados em relacdo ao gene LaTPS12, que
apresentou uma expressao diferencial. Analises filogenéticas foram realizadas
comparando-se as sequéncias desses dois genes com outros genes codificadores
de terpeno sintases ja caracterizadas de diferentes espécies de plantas. De acordo
com essas andlises, LaTPS12 e LaTPS23 pertencem a classe TPS-b, que é
composta principalmente por monoterpeno sintases de angiospermas.

Palavras chave: Lippia alba. Terpeno sintases. Clonagem génica. Monoterpenos.
RT-PCR.



ABSTRACT

The genus Lippia belongs to Verbenaceae family, Asteridaee, order Lamiales. This
family comprises about 175 genus and 2800 species, and many of them have
medicals and ornamentals proprierties. Lippia alba is native from South America, and
is also found in Brazil and is the most studied species of the genus Lippia. This plant
blooms throughout the year and has great importance due to its medicinal properties.
The Lippia alba essential oils are composed by sesquiterpenes and monoterpenes
conferring its medicinal properties. The aim of this work was to clone and to analize
gene expression of putative terpene synthases genes (TPS) in Lippia alba. Alignment
of TPS genes was used to design degenerate primers into conserved domains for
cloning of these genes in Lippia alba. We have cloned two putative TPS genes,
LaTPS12 and LaTPS23. After cloning, semiquantitative RT-PCR was employed to
expression analysis of these two genes in different leaf stages and among three
different chemotypes of Lippia alba. The result of expression level showed that
LaTPS12 occurred at higher level in leaves located in fourth nodal segment and
showed a marked differential expression among the chemotypes. The difference of
expression of the LaTPS23 was less prominent comparing the three studied
chemotypes. We performed a phylogenetic analysis in order to compare the
LaTPS12 and LaTPS23 to others TPS genes in different plant species. The results
showed that these LaTPS12 and LaTPS23 belong to the class TPS-b, which
comprises mainly angiosperms monoterpene synthases genes.

Keywords: Lippia alba. Terpene synthases. Gene cloning. Monoterpenes. RT-PCR.
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1 INTRODUCAO

O género Lippia pertence a familia Verbenaceae, pertencente ao clado
Asteridaee, ordem Lamiales (JUDD et al., 2002), compreendendo cerca de 175
géneros e 2800 espécies, onde muitos desses géneros apresentam plantas com
propriedades medicinais e ornamentais (BARROSO, 1991). De acordo com
Salimena (2000), espécies do género Lippia estdo distribuidas principalmente nos
neotropicos e subtrépicos, tendo o Brasil, México e Argentina como trés grandes
centros de diversidade.

O Brasil é uma das regides de maior biodiversidade do mundo e uma das
principais zonas de crescimento e diversificacdo de plantas do género Lippia,
contendo aproximadamente 75% das espécies desse género. Especificamente no
Estado de Minas Gerais encontra-se um grande nimero dessas espécies (SALIME-
PIRES, 1991; VICCINI et al., 2004; VICCINI et al., 2005). Estas plantas apresentam
padrdes evolutivos bastante peculiares tanto do ponto de vista cromossémico quanto
em andlises genético moleculares. Algumas dessas espécies fazem parte de um
grupo de plantas medicinais e aromaticas com prioridade para conservacdo de
germoplasma, pois estas se encontram ameacadas de extin¢cdo (VIEIRA, 1999).

Espécies do género Lippia vém sendo coletadas em diferentes regiées do
Estado de Minas Gerais, para compor um banco de germoplasma de Lippia spp da
Universidade Federal de Juiz de Fora. Devido aos potenciais de utilizacdo destas
plantas na area farmacéutica e a eminente ameaca de extincdo de algumas
espécies devido ao endemismo e utilizacdo na medicina popular, outros aspectos da
biologia destas plantas vém sendo estudados, principalmente relacionados a
genética e ao cultivo in vitro (VICCINI et al., 2004; VICCINI et al., 2005; PEIXOTO et
al., 2006).

1.1 DISTRIBUICAO E ASPECTOS MORFOLOGICOS DE Lippia alba

A espécie Lippia alba, originaria da América do Sul, é também conhecida

por diversos nomes populares, dentre os quais estdo erva cidreira do campo, erva
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cidreira de arbusto, alecrim do campo, alecrim selvagem, falsa melissa, erva cidreira
brasileira, cidro, cidrdo, entre outros (MARTINS et al.,, 1995). Em alguns paises
latino-americanos, é também conhecida como cidrila, salvia, salvia morada e
orégano (MATOS, 1998). A espécie também ocorre no Brasil e € uma das mais
estudadas do género Lippia. Ela floresce durante o ano todo e recebe grande
destaque no género, devido as suas inumeras propriedades medicinais (SALIMENA,
2000).

Lippia alba é uma planta com habito arbustivo perene, muito ramificado,
cujas brotagbes nascem eretas e tendem a ficar arqueadas com o crescimento,
chegando a encostar no solo, onde normalmente enraizam, chegando a atingir 1,5 a
2m de altura. Apresenta ramos finos, arqueados e quebradicos, com folhas opostas,
elipticas que variam na largura, tendo bordas serreadas e 4pice agudo. Possuem
inflorescéncias capituliformes de eixo curto portando diferentes tamanhos (MATOS,
1998) (Figura 1).

Figura 1: Foto dos quimiotipos de Lippia alba localizados na Estacdo Experimental de Plantas da
Universidade Federal de Juiz de Fora (A). Visualiza¢do aproximada de um dos quimiotipos de Lippia
alba (B).

1.2 UTILIZAGOES DE Lippia alba COMO PLANTA MEDICINAL E NA INDUSTRIA

Dos diversos estudos ja realizados envolvendo Lippia alba, muitos
abordam aspectos fitoquimicos e de fitomedicina. O dleo essencial dessa planta
apresenta, entre outras inumeras substancias, uma grande concentracdo de

compostos terpénicos, assim como na grande maioria de 6leos volateis que ocorrem
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em outras espécies de plantas. Dentre estes compostos, encontram-se
principalmente monoterpenos e sesquiterpenos (SIMOES et al., 1999). Terpendides
sao substancias biossinteticamente derivadas do isopreno, que por sua vez tem sua
origem derivada do &cido mevalbnico. No Oleo essencial de Lippia alba, séo
encontrados monoterpenos importantes como, por exemplo, o linalol, o mirceno e o
geraniol, que pertencem ao subgrupo dos monoterpenos aciclicos, além do limoneno
e da carvona. As propriedades fitoterapéuticas de L. alba, devem-se a presenca de
sesquiterpenos e monoterpenos, monociclicos e aciclicos presentes no seu 0leo
essencial, caracteristicos do género Lippia (VALE, 1999).

Dentre as inumeras propriedades medicinais de L. alba podem-se
destacar as atividades antiespasmaédicas; acdo no tratamento de dores estomacais,
de sintomas da gripe, bronquite, infec¢des cutaneas, diarréia, desordens menstruais,
além de propriedades antitérmicas e antiinflamatorias (PASCUAL et al., 2001).
Foram relatados ainda efeitos sedativos dependentes da dose, incluindo hipnose,
hipotermia e propriedades anticonvulsivas (ELIZABETISK, BRUM E SOUZA, 1999;
GHELARDINI et al., 1999; VALE et al., 1999).

No género Lippia, tem-se associado a secrecdo de 6leos essenciais a
presenca de tricomas na epiderme das folhas (BOLZANI et al., 1999). Sendo assim,
as folhas de L. alba séo utilizadas de diferentes maneiras na medicina popular,
como, por exemplo, na forma de infusdo pela acdo calmante, antiespasmadica,
digestiva, estomatica e até moluscocida (PACIONIRK, 1990). Também ¢é
freqientemente utilizada em substituicdo a Melissa officinalis em forma de cha,
macerados, compressas, banhos e extratos alcodlicos. As compressas podem ser
usadas para combater as hemorréidas. A folha macerada pode ser usada contra dor
de dente e os banhos sdo utilizados para amenizar a febre. Para o combate a
resfriados, utiliza-se a infus&o alcoolica friccionada (CORREA, 1992). Ainda n&o foi
verificado nenhum efeito toxico em animais tratados com extratos da planta.

Em paises como Brasil, Guatemala e Venezuela a infuséo de L. alba tem
sido usada para remediar gripe, resfriado, tosse, bronquite e asma. Suas folhas
podem ser utilizadas também como tempero para alguns alimentos. No México tal
planta € também usada para abrandar dores na vesicula (ZAMORA-MARTINEZ e
DE PASCUAL POLA, 1992). L. alba pode ser aplicada externamente em casos de

queimaduras e doencas cutaneas, como € observado em alguns lugares do Brasil e
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na Guatemala. Verificou-se também que extratos etandlicos de L. alba podem ter
efeito antihipertensivo e vasodilatador (GUERRERO et al., 2001).

De acordo com Abad et al. (1995), substancias produzidas por essa
planta podem apresentar atividade antiviral, como por exemplo, no tratamento da
sifilis. A infusdo de L. alba é bastante empregada no combate a disfuncdes
respiratérias, como bronquite e asma, ja acima citados, além de infec¢bes
respiratorias bacterianas.

Algumas caracteristicas de L. alba podem torna-la uma excelente fonte
industrial de linalol e outros monoterpenos. Além de ser facilmente cultivada por
propagacdo vegetativa (BIASI e COSTA, 2003), foi também demonstrado que por
destilacdo do 6leo essencial dessa planta obtém-se a forma dextrogera do linalol,
gue € a mais utilizada industrialmente, com quase 100% de pureza (SIANI et al.,
2002). Os diferentes aromas apresentados por essa planta estdo relacionados com
0s constituintes majoritarios dos 6leos essenciais, que podem variar qualitativamente
e quantitativamente em funcao de fatores como idade da planta, época de floracéo,
estacdes do ano, clima, fatores geograficos, disponibilidade de agua, entre outros
(CORREA, 1992; MATOS, 1998). Futuramente, o contetido do 6leo essencial dessa
planta poderd ser melhorado por uma padroniza¢do do seu cultivo, bem como por
manipulacdo genética ou, preferencialmente, por associagdo de ambos.

A sintese de diversos farmacos, a utilizacdo na indastria de cosméticos e
de perfumaria, além do uso no tratamento de muitas disfuncdes organicas, justificam
a grande utilizacdo de plantas medicinais e aromaticas e a grande demanda por
seus produtos, sendo L. alba umas das mais utilizadas. Como apresentam uma
grande diversidade em seus constituintes, os fitoterapicos possuem um abrangente
espectro de acao, e, seus efeitos colaterais sdo mais brandos ou até inexistentes
guando comparados aos medicamentos sintéticos (PINTO e BERTOLUCCI, 2002).

Os estudos supracitados mostram o potencial medicinal e industrial de L.
alba. Consequentemente, essa € uma planta que apresenta um grande potencial
econdmico, além de sua tradicional utilizacdo na medicina popular. Ainda assim, néo
ha estudos de diferentes aspectos da biologia molecular dessa planta, nem
tampouco sobre melhoramento genético a fim de melhorar a qualidade de seu 6leo
essencial (SIANI et al., 2002). E importante ressaltar que a utilizacdo de plantas
medicinais, tanto devido a seus efeitos terapéuticos quanto a pesquisa e producao

de novos farmacos, vem ganhando cada vez mais destaque.
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Além do mais, estudos genéticos adicionais sdo fundamentais para um
melhor entendimento da natureza dos quimiotipos, visando futura manipulagcdo dos
mesmos. Em vinca, Dutta et al. (2005) através de analise da expressao de trés
genes que codificam enzimas relacionadas ao metabolismo de vincristina e
vinblastina, dois importantes alcaldides do metabolismo secundéario, mostraram que
0 acumulo destes compostos esté relacionado ao nivel de expressdo dos genes
estudados.

Apesar da potencial importancia de L. alba e outras plantas do mesmo
género para a industria farmacéutica, genes relacionados ao metabolismo de
terpendides e outros compostos ndo foram ainda clonados e caracterizados nesta
espécie, tampouco em outras plantas da familia Verbenaceae. Portanto, a clonagem
e a caracterizacdo de genes que codificam enzimas terpeno sintases em L. alba é

uma importante linha de pesquisa e o principal alvo desse trabalho.

1.3 OCORRENCIA DE DIFERENTES QUIMIOTIPOS DE Lippia alba

Diferentes quimiotipos de L. alba podem ser encontrados na natureza,
devido principalmente a variedade genética dessa espécie (MATOS, 1996).
Quimiotipos sdo também chamados de racas quimicas e ocorrem freqiientemente
em plantas ricas em 6leos volateis (PASCUAL et al., 2001; TAVARES et al., 2005).
Em alguns casos, trata-se de vegetais morfologicamente idénticos, mas que diferem
na constituicdo quimica do 6leo essencial. As designacfes de cada quimiotipo sao
dadas de acordo com o0s constituintes majoritarios encontrados no 6leo essencial de
cada um. Em alguns casos, a variacdo dos quimiotipos também pode ser atribuida a
fatores ambientais, como por exemplo, a influéncia do clima, do solo, do teor de
salinidade, disponibilidade de 4gua, entre outros (MATOS, 1996).

Muitos quimiotipos de L. alba podem ser enumerados. Matos (1996)
descreveu quimicamente trés quimiotipos de L. alba, que distinguem-se de acordo
com variagdes quantitativas e qualitativas dos teores de limoneno, carvona, mirceno
e citral. Tais substancias estdo associadas a caracteristicas organolépticas da
planta. O quimiotipo 1 apresenta uma predominancia de citral (55,1%), p-mirceno

(10,5%), e limoneno (1,5%). O quimiotipo 2 apresenta cerca de 63% de citral e
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23,2% de limoneno. Ja o quimiotipo 3 apresenta carvona (54,7%) e limoneno
(12,1%).

Tavares et al. (2005) também caracterizaram outros trés quimiotipos:
carvona, linalol e citral. O citral € encontrado como uma mistura racémica de geranial
e neral, dispostos na propor¢do de 3:2 (geranial, neral). Adicionalmente, nos
diferentes quimiotipos de L. alba varios outros terpendides foram identificados,
variando entre 29 e 42 tipos destes compostos. Alguns destes sdo encontrados
apenas em determinados quimiotipos e constituem um total aproximado de 90% da
composicdo do oOleo destas plantas (TAVARES et al, 2005).

Nos Estados Brasileiros encontram-se espalhados uma gama de
gumiotipos, como por exemplo, no Parana (y-terpineno), em Sao Paulo (citral), no
Ceara e no Maranhao (B-cariofileno) (CASTRO, MING E MARQUES, 2002). No Rio
Grande do Sul e em outros estados (linalol) (ATTI-SERAFINI e PANSERA, 2002),
varios quimiotipos em Minas Gerais e Goias, entre outros. Diversos outros estudos ja
foram realizados abordando as diferencas nos componentes do 6leo essencial em

quimiotipos de L. alba.

1.4 BIOSSINTESE, CLASSIFICACAO E IMPORTANCIAS DOS COMPOSTOS
TERPENICOS

Os terpenos sdo substancias derivadas da via do acetato-mevalonato a partir
de uma unidade isopreno. Essas substancias sdo constituintes do metabolismo
secundario, sendo freqlientemente encontrados nos 0leos essenciais de inUmeras
plantas. A classificacdo dos terpenos é feita de acordo com a “regra do isopreno”,
baseada na quantidade de unidades isopreno contidas na molécula. Cada molécula
de isopreno é constituida por 5 carbonos. Assim sendo, um hemiterpeno apresenta 5
carbonos em sua molécula, os monoterpenos, 10 carbonos; sesquiterpenos, 15
carbonos; diterpenos, 20 carbonos; sesterpenos, 25 carbonos; triterpenos, 30
carbonos; tetraterpenos, 40 carbonos e politerpenos, acima de 40 carbonos
(SIMOES et al., 1999).

Os terpenos apresentam funcdes variadas nos vegetais. Os

monoterpenos sao constituintes dos oOleos volateis, atuando, por exemplo, na



19

atracdo de polinizadores. Os sesquiterpenos, em geral, apresentam funcdes
protetoras contra fungos e bactérias, enquanto muitos diterpenos déo origem a
determinados horménios de crescimento vegetal. Os triterpenos e seus derivados,
0s esteroides, apresentam uma gama de funcdes. Muitos tém funcbes de protecao
contra herbivoros, alguns sdo antimitoticos, e outros atuam na germinacdo das
sementes e na inibicdo do crescimento da raiz (VICKERY e VICKERY, 1981;
HARBONE e BAXTER, 1995).

Os compostos terpénicos mais freqientemente encontrados nos 6leos
volateis sdo os moterpenos (cerca de 90% dos 0leos volateis) e 0s sesquiterpenos.
Os monoterpenos sao divididos em trés subgrupos: aciclicos, como por exemplo, o
linalol, geraniol e o mirceno; monociclicos, tais como o terpinoleno e biciclicos, como
a canfora, alfa-pineno e a fenchona (Figura 2). Dentro desses subgrupos, existem
ainda outras classificacbes, que variam de acordo com a fungdo organica
apresentada pelo terpendide tais como: hidrocarbonetos insaturados (limonemo),
alcoois (linalol), lactonas (nepatalactona), aldeidos ou cetonas (mentona, carvona),
entre outros. Os sesquiterpenos também apresentam classificacbes semelhantes
aos monoterpenos. Os componentes terpénicos descritos em 6leos volateis chegam
a centenas para 0s monoterpenos e ultrapassam mil para os sesquiterpenos
(SIMOES et al., 1999).

{+)-Linalool
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d-Cadinene {=)-Limonene

Figura 2: Representacdo de compostos terpénicos aciclicos (linalol), monociclicos (limoneno) e
biciclicos (8- cadieno).

A cada ano, diversos estudos envolvendo terpendides sdo realizados.
Esses por sua vez, buscam elucidar propriedades terapéuticas, bem como a
aplicacdo dessas substancias na induastria, principalmente na de cosméticos.
Inimeras aplicacdes séo atribuidas a diversos compostos terpénicos. O limoneno é
utilizado de maneira industrial como solvente para produtos a base de resina e
Oleos, aromatizante em produtos de limpeza, cosméticos e alimenticios. A carvona
também é muito usada em produtos cosméticos. Entretanto existem estudos que
ressalvam atividades fungicidas e bactericidas dessa substancia (BADIES, 1992).
Apresenta também acdo nematicida, bacteriostatica, bactericida e fungicida.
(TAVARES et al., 2005).

O citral possui atividade fungicida e nematicida (TAVARES et al., 2005);
ansiolitico e hipotérmico em cobaias (VALE et al, 1999); calmante e espasmolitica,
analgésico e antidematogénico (MATOS, 1998). A acado analgésica de L. alba pode
também ser atribuida devido a atividade do mirceno (MATOS, 1998). O linalol pode
ser utilizado na industria de perfumaria, além de apresentar efeitos sedativos
atuando sobre o sistema nervoso central, propriedades hipotérmicas e
anticonvulsivantes, pode ainda exercer atividades antiinflamatoria, analgésica,
bactericida, antifungica e inseticida (TAVARES et al., 2005). Pode apresentar
também atividade contra linhagens de células de leucemia e linfoma humano
(Chiang et al., 2003).

Dentre os diversos estudos ja citados sobre os efeitos dos terpendides no
combate de doencas, os estudos contra o cancer vém ganhando amplo destaque.
Os terpenos podem ser biossintetizados naturalmente por diversos organimos, entre
eles plantas, animais, fungos e bactérias. Recentemente foi constatado que um

triterpeno denominado jaspolideo B, sintetizado pela esponja Jasper sp, induz
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atividade apoptética em células de hepatoma humano Bel-7402 e Hep-G2. Essa
substancia pode desencadear diferentes processos que irdo induzir a apoptose,
como, por exemplo, afetando a permeabilidade seletiva da célula ou por
desmontagem do citoesqueleto (WEI et al., 2008).

Além da pesquisa de terpenos utilizados como quimioterapicos, existem
pesquisas com terpenos de atividade antimicrobiana em bactérias resistentes a
antibioticos, que € um grande e atual problema na satude mundial. Este é o caso, por
exemplo, de dois diterpenos isolados de Cladonia rangifera, uma espécie de liquen
muito encontrado no Japéo. A atividade desses diterpenos foi aprovada contra dois
tipos de bactérias que demonstram resisténcia a varios antibioticos, Staphylococcus
aureus e Enterococci sp (YOSHIKAWA et al., 2008).

Os terpendides apresentam as mais variadas utilizacdes, dentre as quais,
sdo responsaveis por muitas das propriedades organolépticas dos alimentos. Em
algumas variedades de vinho, o linalol € um dos principais constituintes do bouquet
(PECTKA et al., 2006). Em morangos, altos teores de linalol e nerolidol nos frutos
cultivados devem-se a presenca e a expressao do gene FaNES1 (Fragaria spp
nerolidol sintase), o que torna o fruto mais atrativo e provavelmente direciona a
selecdo pelo homem na domesticacdo das plantas produtoras de morangos
(AHARONI et al., 2004).

Um dos monoterpenos mais utilizados pela indlstria e bastante
encontrado no Oleo essencial de L. alba € o linalol (3,7-dimetil-1,6-octadien-3-ol).
Ocorre mais frequentemente na natureza em duas formas isoméricas, o 3R-(-)-linalol
e 0 3S-(+)-linalol, cada um apresentando odores especificos (Figura 3). O isémero
levogero, conhecido como licareol, tem um aroma “doce” semelhante a lavanda;
enquanto o isbmero dextrogero, conhecido como coriandrol, tem um aroma citrico
(KOPPENHOEFER et al, 1994).

H3C  HpC=, OH HiC  HyC— OH
| >_\:> !
H3C CH3  gyc ‘CH3

3R-(-)-linalool 35- (+) -linalool

licareanl coriandrol

Figura 3: Formas isoméricas do linalol (3,7-dimetil-1,6-octadien-3-ol). Retirado de Siani et al, 2002.
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Uma importante fonte de linalol é a planta conhecida como pau-rosa
(Aniba sp). Entretanto essa € uma espécie ameacada de extin¢do e, além disso,
apresenta altos teores de cénfora na constituicdo do seu Oleo essencial. Uma
alternativa ao pau-rosa que tem sido utilizada € uma Lauracea chinesa denominada
Ho (Ciannamomum camphora). O éleo dessa planta também apresenta altos indices
de canfora. Somado a isso temos a constituicdo isomérica de linalol presente nos
Oleos essenciais dessas duas plantas. O Oleo de pau-rosa apresenta
especificamente a forma levégera e o 6leo de Ho apresenta uma mistura racémica.
A industria perfumista, por exemplo, busca preferencialmente a forma dextrogera do
linalol e que seja obtido de um 6leo essencial com o0 menor teor de canfora possivel,
visto que essa substancia interfere na fragrancia das esséncias produzidas (OHASHI
et al., 1997).

Siani et al. (2002) fez diferentes analises cromatograficas de diferentes
acessos de L. alba do quimiotipo linalol oriundos de varias partes do Brasil. Em tais
andlises constatou-se, além do alto teor de linalol presente nas folhas de todos
esses acessos, a determinacdo de quais isbmeros estavam presentes através de
cromatografia quiral. Os resultados mostraram que em todos 0S acessos
pesquisados apenas 0 3S-(+)-linalol foi encontrado, justificando a propriedade
dextrorrotatdria dos 6leos analisados. Sendo assim, em contraste com Ho e o pau-
rosa, esse quimiotipo de L. alba produz especificamente linalol dextrégero,
independente do local de crescimento da planta.

Estudos em cobaias demonstraram que o linalol com alto grau de pureza
nao apresenta propriedades sensibilizantes, ao passo que sua forma oxidada pode
causar problemas se sensibilizacdo (SKOLD et al., 2002). O linalol tem se mostrado
um produto de alta cotacdo no mercado externo, sendo comercializado por cerca de
160 a 220 ddlares o quilo do linalol purificado. A busca por fontes de linalol que
atendam a demanda comercial e a0 mesmo tempo a preservacao da flora nativa
levam a investigagao do potencial de L. alba na produgé&o de linalol, especialmente o
quimitipo linalol.

Outro monoterpeno também bastante encontrado na constituicdo do 6leo
essencial de L. alba, o geraniol, apresenta propriedades odoriferas que compde o
blend de aromas nos chéas verde e preto (SCHUH e SCHIEBERLE, 2006). Estudos
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utilizando o geraniol tém demonstrado que a acdo desse monoterpeno pode
promover a reducao de colesterol em cultura de células animais, além de alterar a
divisdo celular (POLO e DE BRAVO, 2006). Durante a fase inicial de
hepatocarcinogénese em ratos, o geraniol inibiu a proliferacdo de células,
provocando danos ao DNA e induziu apoptose, evidenciando propriedades
anticarcinogénicas (ONG et al.,, 2006). Resultados como estes supracitados
reforcam a importancia de estudos de genes relacionados a sintese de terpendides

em plantas.

1.5 BIOQUIMICA E EVOLUCAO DAS TERPENO SINTASES

Os terpenos sédo biossintetizados por organismos representantes de todos
0S reinos e apresentam as mais variadas funcdes. Nas plantas, os terpenos nao
estdo envolvidos apenas no metabolismo secundario, eles estdo presentes também
no metabolismo primério. Um importante exemplo € o caroteno, um terpeno de
cadeia longa, derivado do geranil geranil difosfato que est4d envolvido na
pigmentacdo e captura de fétons nas plantas. Outro exemplo, também derivado do
geranil geranil difosfato € o kaureno, um terpeno precursor dos horménios tipo
giberelina e sintetizado pela enzima kaureno sintase (YAMAGUSHI et al., 1996).

Como ja anteriormente citado, os terpendides sdo derivados do isopreno,
considerado o precursor universal dessa classe de moléculas. Eles apresentam
peso molecular variado, devido as diferentes associacdes que o isopreno pode
realizar, uma vez que este pode formar esqueletos carbdnicos mdultiplos de 5 de
acordo com a regra do isopreno. Os terpendides sdo substancias volateis, a maioria
com baixo peso molecular, derivados diretamente do geranil difosfato (GDP), farnesil
difosfato (FDP) ou do geranil geranil difosfato (GGDP), que sdo precursores
imediatos de monoterpenos, sesquiterpenos e diterpenos, respectivamente (Figura
4). Praticamente todos os terpendides sdo derivados desses trés precursores
(CROTEAU, KUTCHAN, LEWIS, 2000). A liberacdo destes compostos pelas plantas
tem funcdes variadas como atrair predadores durante o ataque de herbivoros,
atrairem polinizadores ou mesmo agir diretamente nos ovos e larvas dos herbivoros;
embora saiba-se que os primeiros compostos terpénicos produzidos deveriam ter
essencialmente fungéo antioxidante (KESSLER e BALDWIN, 2002).
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O desenvolvimento de técnicas de clonagem e ferramentas de
bioinformatica permitiram a identificagdo de motivos conservados de diferentes
enzimas envolvidas na sintese dos terpendides. Esta classe de enzimas € conhecida
como terpeno sintases (TPS), ou quando o produto formado é um composto ciclico
essas sdo também chamadas de terpenos ciclases (AHARONI et al., 2003). Ainda
assim existem relativamente poucos trabalhos que caracterizam a expressdo de
genes responsaveis pela producao de enzimas TPS (MARTIN, FALDT, BOHLMANN,
2004; HOSOI et al., 2004).

Pyruvate
Glyceraldehyde-
Acetyl-CoA |Cytosol and Plastid | 3-phosphate
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Figura 4: Biossintese de terpendides em plantas. As substancias precursoras dos compostos
terpénicos isopentenil difosfato (IPP) e dimetialil difosfato (DMAPP) e seus derivados geranil difosfato
(GPP), farnesil difosfato (FPP) e geranil geranil difosfato (GGPP) estao representados na figura. Nota-
se que a sintese de monoterpenos, diterpenos e tetraterpenos ocorrem nos plastideos, ao passo que
a sintese de sesquiterpenos e triterpenos ocorre no citoplasma. Retirado de Trapp e Croteau (2001).
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As reacfes das enzimas terpeno sintases com seus respectivos
substratos sdo bastante variadas. O linalol € uma molécula pertencente a classe dos
monoterpenos e deriva-se do geranil difosfato (GDP) por reacéo da linalol sintase
(LIS) que converte GDP diretamente em linalol de maneira especifica (lijima et al.,
2004). A reacédo de enzimas linalol sintases, por exemplo, com seu substrato geranil
difosfato € muito mais simples do que a reacdo de monoterpenos ciclases com esse
mesmo substrato, visto que essas Ultimas precisam superar a barreira topologica
existente entre o carbono 2 e o carbono 3 da molécula de geranil difosfato para que
ocorra sua ciclizacdo. Apés a ionizacdo do geranil difosfato, ocorre uma reacéo
direta com a &agua, resultando em R ou S linalol, dependendo do lado da molécula
onde ocorrera o ataque nucleofilico (LANDMANN et al, 2007) (Figura 5).

O sitio ativo modelado de duas terpeno ciclases em Menta citrata mostrou
que existe a presenca de uma “alga” de aminoacidos que previne 0 acesso a agua
para a formacao carbocationica do geranil difosfato nessa fase (Figura 6). Essa
“alca” estd ausente na linalol sintase de M. citrata. Tal estrutura compreende trés
aminoacidos na regido C-terminal presente nas terpeno ciclases, que nao estao
presentes na linalol sintase de M. citrata (CROWELL et al., 2002). Essa mesma
delecdo é encontrada na linalol sintase de Lavandula angustifolia (LANDMANN et
al., 2007).

As enzimas terpeno sintases sao subdividades atualmente em sete
subfamilias ou classes, TPS-a até TPS-g (DUDAREVA et al., 2003). Essas
subdivisdes sdo baseadas na filogenia dessas proteinas, nas suas sequéncias de
aminoacidos ou nas suas funcdes em diferentes partes do metabolismo ou mesmo
em quais organismos elas estdo presentes. As poucas enzimas linalol sintases ja
caracterizadas até o momento se encaixam em diferentes grupos, 0 que mostra a
diversidade entre elas (LANDMANN et al, 2007).

Alguns autores definem que genes codificadores de TPS fazem parte de
uma superfamilia (AUBORG, LECHARNY e BOHLMANN, 2002). Em Arabdopsis
thaliana, Auborg, Lecharny e Bohlmann (2002) constataram que genes codificadores
de enzimas TPS situavam-se em todos 0s cromossomos dessa planta. Muitos deles
formavam clusters e estavam distribuidos em tandem. Os genes codificadores de
TPS também recebem classificacdes. Trapp e Croteau (2001) dividiram o0s genes
codificadores de terpeno sintases em plantas nas classes I, Il e Ill. Tal divisdo

baseou-se na estrutura gendémica desses genes. Os critérios para classificacao
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foram o tamanho e quantidade de éxons e introns; as posi¢cdes em que esses se
encontravam; as fases dos introns; na presenca ou auséncia do dominio CDIS,
relativo a uma diterpeno sintase encontrada em gimnosperma e segundo os autores,
comum nas sequéncias génicas de terpenos sintases mais primitivas. De acordo
com os autores, além da perda do dominio CDIS, os introns de genes codificadores
de TPS mais derivadas também séo perdidos com o passar do tempo.

H.0O
/ Ve OH

PP v [l O
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Figura 5: Ataque nucleofilico prematuro da 4gua ao substrato geranil difosfato impedindo que o
produto formado seja ciclico. A estrutura em “alga” presente em proteinas como, por exemplo, em
limoneno sintases gera uma barreira fisica, impedindo que esse ataque ocorra prematuramente,
permitindo que o produto formado seja um terpendide ciclico. Retirado de Crowell et al. (2002).

Figura 6: Esquema de uma limoneno sintase (A) e uma linalol sintase (B), destacando a presenca e
auséncia respectivamente de uma estrutura em “alca” devido a presenga de trés aminoacidos em
posicdes conservadas. Essa estrutura em alca presente nas terpeno ciclases que é responsavel pela
barreira fisica que impede o ataque nucleofilico prematuro da dgua ao substrato geranil difosfato.
Figura retirada de Crowell et al. (2002).

Trapp e Croteau (2001) propdem que as enzimas terpeno sintases de

plantas tiveram um gene ancestral que em um dado momento evoluiu
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separadamente nas gimnospermas e em angiospermas, e, que as terpeno sintases
do metabolismo secundario provavelmente derivaram das terpeno sintases do
metabolismo primario. Eles também reforcam a teoria de que genes codificadores de
terpeno sintases de origem recente, como por exemplo, o gene da linalol sintase,
provavelmente surgiu a partir de duplicacéo seguida de posterior recombinacgéo de
genes codificadores de outra enzimas TPS. No caso especifico de enzimas linalol
sintase, essa recombinacdo seria entre genes codificadores de enzimas tipo
limoneno sintases (LMS) e copalil difosfato sintases (CPS). Entretanto, os proprios
autores consideram que essas classificagcdes ainda s&o controversas e que um
maior numero de sequéncias génicas de terpeno sintases ainda precisam ser
clonadas e caracterizadas para se chegar a resultados mais conclusivos.

Curiosamente, o nivel de identidade de sequéncias nucleotidicas e de
aminoacidos entre o mesmo tipo de terpeno sintase, isto é, enzima com o0 mesmo
substrato e 0 mesmo produto, pode ser menor do que entre duas terpeno sintases
diferentes em espécies distintas. A sequéncia nucleotidica da 3R-(-)-linalol sintase
de Menta citrata € similar a seqiéncia de varias outras monoterpenos ciclases da
famila Lamiacea (62-72% de identidade). Entretanto, ela se difere substancialmente
da sequéncia da 3S-linalol sintase de Clarkia sp, apresentando 41% de identidade e
da 3R-linalol sintase de Artemisia, com cerca de 52% de identidade (CROWELL et
al., 2002). Algumas enzimas terpeno sintases também ja foram caracterizadas em
Lavandula angustifolia, entre elas uma R-(+)-linalol sintase. Ela mostrou ter cerca de
60% de identidade entre aminoacidos com a R-(+)-limoneno sintase dessa mesma
espécie (LANDMANN et al., 2007).

Existem alguns motivos protéicos bastante conservados entre enzimas
terpeno sintases. Um dos principais é o motivo DDXXD, localizado na regidao C-
terminal, responsavel pela ligagdo a um cofator ion metalico e catalise. O motivo
(N,D)D(L,ILV)X(S,T)XXXE também €& conservado e aparentemente apresenta as
mesmas funcbes de DDXXD (WHITTINGTON et al., 2002; CHRISTIANSON, 2006).
Outro motivo frequentemente encontrado em enzimas terpeno sintases é
LQLYEASFLL, e parece fazer parte do sitio ativo de algumas dessas enzimas
(MCGEADY e CROTEAU, 1995; WISE et al, 1998).

Uma outra sequéncia de aminoacidos também é muito conservada em
terpeno sintases. E um peptideo encontrado na regido N-terminal de algumas TPS,

cuja sequéncia é RR(X)8W, que parece ser essencial para atividade enzimatica.
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Adjacente a essa sequéncia é encontrada uma sequéncia com cerca de 26
aminoécidos na linalol sintase e de 58 aminoé&cidos na limoneno sintase, ambas da
espécie Lavandula angustifolia (LANDMANN et al.,, 2007). As analises dessas
sequéncias confirmam que essas enzimas, assim como a grande maioria de
proteinas localizadas em compartimentos celulares, apresentam um peptideo sinal
em sua porcao N-terminal. Essas duas enzimas de lavandula foram classificadas de
acordo com sua estrutura genémica na Classe lll, definida por Trapp e Croteau
(2001), apresentando 6 introns e 7 éxons cada em posi¢cdes conservadas
(LANDMANN et al., 2007).

No caso das duas enzimas supracitadas, elas atuam nos plastideos, mais
precisamente nos leucoplastos em regifes de glandulas de 6leo, assim como todas
as monoterpeno sintases, onde € produzido o geranil difosfato que € o substrato
dessas enzimas (TURNER et al., 1999) (Figura 4). Uma vez dentro do plastideo, o
peptideo sinal é clivado e a enzima assume entdo sua forma madura, ja que em sua
forma imatura, isto é, com o petideo sinal, enzimas monoterpeno sintases exibem
propriedades cinéticas diferentes (WILLIAMS et al., 1998). Enzimas terpeno sintases
também atuam em outras partes da célula, dependendo de onde esta localizado o
pool de seu substrato. E o caso, por exemplo, da enzima trans-alfa-bergamoteno
sintase, que atua no citoplasma, onde seu substrato farnesil difosfato é encontrado
(LANDMANN et al, 2007).

Como ja citado, a diversidade de sequéncias tanto nucleotidica quanto de
aminoacidos entre terpeno sintases é bem grande. As enzimas 3R-(+)-linalol sintase
de Lavandula angustifolia e Menta citrata apresentaram cerca de 63% de identidade
entre aminoacidos. Por outro lado, entre enzimas linalol sintase de outras espécies,
tais como a 3R-(+)-linalol sintase de O. basilicum e de A. annua, assim como a 3S -
(-)-linalol sintase de C. breweri e A. thaliana, essa identidade foi muito mais baixa
(LANDMANN et al 2007). Apesar de toda essa Vvariabilidade, todas elas
apresentaram apenas o geranil difosfato como substrato e o linalol como Unico
produto, indicando que, particularmente no caso das enzimas linalol sintase, ocorre
uma especificidade com o seu substrato e com o produto gerado.

Embora algumas regides se conservem entre algumas das diversas
classes de terpeno sintases, os relatos anteriormente mencionados demonstram a

dificuldade na classificacdo dessas enzimas, suas origens e inferéncias evolutivas.
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Sendo assim, a clonagem e caracterizacdo de um gene codificador de uma enzima
terpeno sintase ainda desconhecida torna-se uma tarefa bastante trabalhosa.

Os mecanismos de acdo e a evolucdo dessas enzimas sdo de grande
interesse para o entendimento de diversos processos em plantas nos quais 0s
terpenos estdo envolvidos. Entretanto, proteinas terpeno sintases ndo sao
facilmente classificadas baseadas na comparagdo da sequéncia de aminoacidos. E
0 caso, por exemplo, de enzimas como as abietadieno sintase (ABS) e a propria
linalol sintase (LIS). Isso ocorre devido ao fato delas terem altas similaridades na
parte N-terminal com enzimas CPS e na parte C-terminal com enzimas tipo limoneno
sintases. Devido a tal fato, sugere-se que LIS e ABS sdo de origem composta
(DUDAREVA et al., 1996).

Dessa forma, o gene lis parece ser um gene composto, derivado de um
evento de recombinacdo entre dois diferentes tipos de genes codificadores de
terpeno sintases. O fato da primeira metade de genes lis ser semelhante com genes
cps e a segunda metade ser semelhante a genes codificadores de limoneno sintases
(Ims), reforca essa teoria (CSEKE, DUDAREVA e PICHERSKY, 1998). A
combinagdo de mecanismos como a duplicacdo de um gene acompanhada por um
processo de recombinagéo, servem como base para explicar a enorme diversidade
de proteinas terpeno sintases encontrada nos varios organismos de todos os reinos,
principalmente nas plantas. Crowell et al. (2002), por exemplo, verificou que a
enzima 3R- (-)-linalol sintase de Menta citrata, apresenta similaridade muito maior
com terpeno ciclases do que com outras linalol sintases.

Alguns trabalhos j& revelaram que enzimas monoterpenos sintases
apresentam amplo espectro de produtos e especificidade ao substrato, ou seja,
podem originar diferentes produtos do mesmo substrato. Isso é um dos motivos que
podem ajudar a explicar a grande abundancia de monoterpenos nos O0leos
essenciais de diversas plantas (WISE et al., 1998; IIJIMA et al., 2004). Curiosamente
a enzima linalol sintase ndo apresenta essa variabilidade de produtos, sintetizando
exclusivamente o linalol, como ja mencionado.

Baseado nos dados apresentados relativos a enzimas tipo linalol sintase e
em similaridades de sequéncias nucleotidicas apresentadas por essas com outras
enzimas tipo terpeno ciclases, as enzimas tipo linalol sintase tem sido consideradas
como formas variantes de terpeno ciclases, pois séo capazes apenas de catalisar a
primeira ionizagdo do seu substrato (CSEKE, DUDAREVA e PICHERSKY, 1998;
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CROWELL et al., 2002; LANDMANN et al., 2007). Dessa maneira, pode-se acreditar
gue enzimas linalol sintases classificadas nos diferentes grupos de TPS podem ter
evoluido independentemente, representando formas “recombinantes” de outras
enzimas, provavelmente de terpeno ciclases (LANDMANN et al., 2007).

O controle de expressao de genes codificadores de enzimas terpeno
sintases ainda ndo é muito conhecido. Relativamente poucos trabalhos foram
realizados sobre esse assunto. Por exemplo, a regulacdo da expressdao de genes
codificadores de enzimas relativas a sintese do caroteno ocorre provavelmente no
nivel traducional, visto que a quantidade de mRNA transcrito desses genes nao
diminui sob determinadas condi¢bes genéticas e ambientais (ALMEIDA e CERDA-
OLMEDO, 2008). Entretanto, ndo se conhece precisamente em qual etapa ocorre a
regulacéo de outros genes TPS. Muito ainda tem a ser descoberto sobre a regulacéo
de genes codificadores de enzimas TPS.

Devido a complexidade e diversidade de compostos terpénicos e suas
enzimas sintetizadoras, bem como suas aplicacdes medicinais e industriais, a
clonagem de genes codificadores de terpeno sintases se torna uma importante linha
de pesquisa. Sabe-se ainda do grande potencial medicinal de L. alba e da riqueza
de compostos terpénicos no 6leo essencial dos seus diversos quimiotipos, 0 que
torna ainda mais relevante a clonagem e caracterizacdo de genes codificadores de
TPS nessa planta. Além disso, a caracterizacdo de novos genes TPS é fundamental
para um melhor entendimento e elucidacdo de estudos filogenéticos relacionados a

esse grupo de genes.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

- Clonar e analisar a expressdo de genes codificadores de enzimas

terpeno sintases em Lippia alba.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Clonar o gene codificador da enzima linalol sintase (LIS) em Lippia alba.

- Verificar se a expressdo de potencias genes codificadores de terpeno
sintases clonados ocorre diferencialmente em estagios foliares distintos.

- Avaliar a expressdo de potenciais genes codificadores de terpeno
sintases clonados, ao nivel de mMRNA, em trés diferentes quimiotipos de Lippia alba,

citral, geraniol e linalol.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 COLETA E CARACTERIZACAO DE QUIMIOTIPOS

Folhas de trés diferentes quimiotipos de Lippia alba, identificados como
citral, geraniol e linalol, foram coletados na Estacdo Experimental de Plantas da
Universidade Federal de Juiz de Fora. Os trés quimiotipos apresentam numero de
exsicata depositada no Herbéario Leopoldo Krieger da Universidade Federal de Juiz
de Fora, sdo eles quimitipo citral (CESJ 29423), linalol (CESJ 29422) e geraniol
(CESJ 29421). A caracterizacdo desses quimiotipos foi confirmada por analises de
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM), realizadas no
Centro de Pesquisa René Rachou da FIOCRUZ, em Belo Horizonte — MG.

Foram coletadas aleatoriamente trés amostras de folhas de individuos
diferentes nos trés quimiotipos, em agosto de 2008, periodo de seca na regido de
Juiz de Fora — MG. Os materiais vegetais (folhas frescas e folhas secas) foram
imersos em 20 ml de etanol em tubos de 50 ml, os quais foram mantidos fechados e
sob refrigeracdo até a realizacdo da analise quimica. Aliquotas de 1 ml dos extratos
etandlicos obtidos foram transferidas para microtubos previamente lavados com
etanol e hexano, nos quais também foi adicionado o mesmo volume de agua
destilada e hexano. As misturas bifasicas foram agitadas em vortex e a fase
superior, que € a fragdo hexanica, foi separada em microtubo para a subsequente
andlise. A particdo com hexano do extrato etandlico extrai os componentes apolares,

constituintes do 6leo essencial.
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As fragbes hexanicas obtidas foram analisadas por meio de um
cromatdgrafo gasoso acoplado ao espectrdmetro de massa Shimadzu QP5050A sob
as seguintes condicdes: injetor a 200°C; hélio como gas carreador (6,3 ml, min),
coluna capilar Supleco DB 5 (30m X 250 ym) com temperatura programada a partir
de 50°C, mantida por 2 min, seguida de elevacdo até 250°C, com taxa de
aguecimento a 4°C/min até 35 min e a 15°C/min até o tempo final; razdo de split
1:20; faixa de tempo 7 a 39,7 min e faixa dos fragmentos detectados de 40 a
300m/Z. O volume injetado de amostra foi de 1yl e para cada quimiotipo foram
analisadas trés amostras. A identificagcdo das substéncias foi realizada pela
interpretacdo dos espectros de massa por comparagcdo com espectros de massa do
banco de dados Shimadzu e com dados da literatura (ADAMS, 1995).

3.2 EXTRACAO DO DNA GENOMICO

Folhas jovens expandidas do quimiotipo linalol foram coletadas,
envolvidas em papel aluminio, identificadas e colocadas imediatamente em garrafas
térmicas contendo nitrogénio liquido. Em seguida, transportou-se o material até o
Laboratorio de Genética da Universidade Federal de Juiz de Fora. As folhas foram
entdo maceradas utilizando-se almofarizes e morteiros de porcelana até se tornarem
um po bastante fino. Logo apds extraiu-se o DNA gendmico de acordo com o
método CTAB (ROMAO, 1998). As amostras foram entdo ressuspendidas em TE
(Tris-HCL 10mM, EDTA 1mM) e apds serem quantificadas em espectrometro UV

(Thermo Biomate3), foram estocadas em freezer a temperatura de -20°C.

3.3 EXTRACAO DO RNA TOTAL E SINTESE DO cDNA

Para isolamento de genes codificadores de terpeno sintases em Lippia
alba, folhas jovens situadas no segundo segmento nodal, folhas do quarto segmento
nodal e folhas do oitavo segmento nodal (Figura 7) do quimiotipo linalol e apenas
folhas situadas no quarto segmento nodal dos quimiotipos geraniol e citral foram

coletados no dia 20 de agosto de 2008 (periodo de seca na regido de Juiz de Fora —
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MG), na Estacdo Experimental de Plantas da Universidade Federal de Juiz de Fora.
As folhas foram entdo maceradas em nitrogénio liquido utilizando-se morteiros e
almofarizes de porcelana estéril RNAse free.

O RNA total foi extraido utilizando-se o kit RNeasy (Qiagen, Hilden,
Alemanha) a partir de 100 mg de tecido macerado, de acordo com instru¢des do
fabricante. O RNA total extraido foi quantificado em espectrobmetro UV (Thermo
Biomate3). A partir de dois microgramas de RNA total foi sintetizada a primeira fita
do cDNA. A transcricdo reversa do RNA total foi realizada usando-se primers de
ancoramento oligo(dT) e a enzima MuMLV (Invitrogen, Carlsbad, USA), de acordo

com o protocolo dos fabricantes.

Figura 7: Estagios foliares de Lippia alba quimiotio linalol utilizados para a extragdo de RNA: 1 —
folhas situadas no oitavo segmento nodal; 2 e 3 — folhas situadas no quarto segmento nodal; 4 —
folhas situadas no segundo segmento nodal

3.4 CLONAGEM DOS GENES

Inicialmente, sequiéncias de genes codificadores de linalol e limoneno
sintases depositadas no NCBI (National Center for Biotechnology Information) foram
alinhadas utilizando-se o programa MEGA4 (TAMURA et al., 2007). As sequéncias
utilizadas encontram-se na tabela 1. Primers degenerados foram entdo desenhados

de acordo com regibes conservadas nas referidas sequéncias. Foram desenhados
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os primers fowards TPSF1, TPSF2, TPSF3, e os reverses TPSR1, TPSR2, TPSR3 e
TPSR4 (Tabela 2). As regibes conservadas utilizadas para o desenho dos primers
encontram-se na figura 8.

A amplificacdo do DNA foi feita em termociclador (Eppendorf MasterCycle
Gradiente), utilizando GoTaq DNA polimerase (2,5U) (Promega, Madison, U.S.A);
tampédo PCR 5X contendo MgCl, (5mM); dNTP mix (0,4mM); primer foward (4uM);
primer reverse (4uM); DNA (200ng) de folha do quarto segmento nodal do quimiotipo
linalol; totalizando uma reacao de 25pul. As condicGes de amplificacdo foram: 3 min a
94° C; 34X (94° C por 1 min; 54° C durante 1 min; 72° C por 1 min) mais um passo
de extensdo final de 10 min a 72° C.

Apoés a amplificacdo, os produtos da reacédo de PCR foram separados em
gel de agarose a 1% e corados com Sybr Green. A eletroforese foi realizada a 80 V
por 45 minutos. As imagens dos géis foram capturadas em transiluminador UVP
GelDoc-It Imaging System e analisadas utilizando-se o programa Vision Works LS.

Os fragmentos de DNA obtidos do quimiotipo linalol foram eluidos do gel
com Pure Link Quick Gel Extraction kit (Invitrogen, Carlsbad, USA). Em seguida,
foram ligados ao pGEM-T Easy Vector System (Promega, Madison, USA). Células
competentes de E. coli One Shot Top-10 (Invitrogen, Carlsbad, USA) foram
transformadas com a ligacdo acima por choque térmico (SAMBROOK e RUSSEL,
2006). Placas de Petri contendo 30 ml de meio LB soélido, ampicilina (50mg/L) e X-
gal (20mg/mL) foram preparadas para o plagueamento das células e posterior
selecéo dos clones que apresentavam o inserto.

As placas foram entdo incubadas a 37°C por 16 horas. As colonias
isoladas foram coletadas e multiplicadas em meio LB liquido contendo ampicilina (50
mg/L), sob agitacdo de 300 RPM, overnight a 37°C. Posteriormente, foi realizada a
extracdo do DNA plasmidial dessas bactérias, de acordo com Aragao e Rech (1998).
As amostras foram sequenciadas em sequenciador automatico ABI Prism 7300
Sequence Detection Systems (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) e em
seguida, utilizando-se o algoritmo BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
(ALTSHUL et al., 1990) comparadas com sequéncias de genes relacionados a
sintese de monoterpenos depositadas no NCBI.

Apoés a clonagem dos fragmentos dos genes a partir do DNA genbmico,
primers especificos foram desenhados para a clonagem dos genes a partir de cDNA

e para os posteriores estudos de expressdo génica. Os pares de primers
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sintetizados foram denominados TPS12F (GAA TTA CGA CTC TTC CGC GA),
TPS12R (GCG GAA CCT CTAACT ACATCAT), TPS23F (GAATTACAACTCTTC
TGT GAT TGT T) e TPS23R (CAT CTA ACT ACATCG TGA TCT TTG T); ja que as
melhores sequéncias correspondiam aos clones 12 e 23, assim denominados
agueles que apresentaram similaridade a genes codificadores de TPS. O
procedimento de clonagem dos genes a partir do cDNA do quimiotipo linalol foi

realizado utilizando-se da mesma metodologia acima descrita.

Tabela 1: Genes codificadores de monoterpeno sintases (lis e Ims) de diferentes espécies que foram
alinhados no programa Mega 4 e utilizados para a construcéo dos primers degenerados.

Espécie Gene N no NCBI
Lavandula angustifolia lis DQ263741
Mentha spicata lis L13459
Mentha citrata lis AY083653
Lavandula latifolia lis DQ421801
Perilla frutescens lis AF444798
Perilla citriodora lis AY917193
Artemisia annua lis AF154124
Lavandula angustifolia Ims DQ263740
Mentha x piperita Ims EU108697
Rosmarinus officinalis Ims DQ421800
Mentha longifolia Ims AF175323
Agastache rugosa Ims AY055214
Perilla citriodora Ims AF241790
Schizonepeta tenuifolia Ims AF282875
Perilla frutescens Ims AF317695
Mentha haplocalyx Ims EF426463
Citrus jambhiri Ims AB266584
Cannabis sativa Ims DQ839404
Citrus limon Ims AF514289

Tabela 2: Sequéncias dos primers degenerados utilizados para a clonagem dos genes lis em Lippia
alba.
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PRIMER SEQUENCIA

TPSF1 GAT GAY RTT TAY GAT RTH TAY GG
TPSF2 RMG HTC YGS MAA CTA YVR N
TPSF3 GAN TRY TGM RVY TBT AYG

TPSR1  |[TRRTAY TCY TCS ADD BTM GG
TPSR2  [TYC CHA RRT CAT TDK SMA GN
TPSR3  |CCR TAD AYA TCR TAAAYRTCATC
TPSR4  [TCR TAV ARB YKC ARY ANT C

TPSF2 TPSF3 TPSF1
TPSR4 TPSR3 TPSR1 TPSR2

Legenda: Azul - RRXgW
Marrom - LOQLYEASFLL
Vermelho - DDXXD
Verde - PSLEEYF
Preto - (N, D)D(L, I, V)X(S, T)XXXE

Figura 8: Esquema de um gene tps mostrando suas regides conservadas e em quais delas cada
primer degenerado foi desenhado. As setas indicam o sentido de cada primer.

3.5 RAPID AMPLIFICATION OF cDNA ENDS (RACE)

A amplificagcdo das extremidades 5 e 3 foram realizadas com o
GeneRacer Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA). Dois microgramas de RNA total foram
tratados com uma unidade de Calf Intestinal Phosphatase (CIP) para retirar o fosfato
da extremidade 5. Em seguida, procedeu-se a eliminagdo do 5 cap e foram
adicionados adaptadores nas duas extremidades contendo sequéncias para primers
especificos nestas regibes por ligagdo com a enzima T4-RNA-Ligase.

Posteriormente foi gerado o cDNA e a partir deste foram amplificadas ambas as
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regides utilizando-se a enzima Superscriptll (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) nas
condigbes descritas para a enzima com 1 minuto de elongacdo. Os fragmentos
foram clonados no vetor pGEM-T Easy Vector System (Promega, Madison, USA), do
mesmo modo descrito no item 3.4. A amostra foi entdo sequenciada em
sequenciador automatico ABI Prism 7300 Sequence Detection Systems (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) e em seguida, utilizando-se o algoritmo BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool) (Altschul et al, 1990), comparada com
sequéncias de genes relacionados a sintese de monoterpenos depositadas no
NCBI.

3.6 CARACTERIZACAO DA EXPRESSAO DE POTENCIAIS GENES
CODIFICADORES DE TERPENO SINTASES POR RT-PCR SEMIQUANTITATIVO
EM Lippia alba

A técnica de RT-PCR semiquantitativo foi utilizada para verificar em qual
estagio foliar os dois genes candidatos se expressavam com mais intensidade.
Como controle interno, foi desenhado um par de primers para o gene codificador da
enzima gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH) em regido conservada para
a maioria das plantas (BARSALOBRES-CAVALLARI et al., 2009), amplificando um
fragmento com cerca de 400 pares de base, compativel com o tamanho dos
fragmentos génicos em estudo.

As reacoes de RT-PCR foram realizadas para os dois pares de primers a
partir de 200ng de cDNA e com 50 ng de cDNA para o controle interno, de folhas
jovens situadas no segundo segmento nodal, folhas do quarto segmento nodal e
folhas do oitavo segmento nodal do quimiotipo linalol, em termociclador MasterCycle
Gradiente (Eppendorf), utilizando Tag DNA polimerase (2,5U) (LGC, Cotia, Brazil);
MgCl; (2,0mM); tampdo PCR 10X; dNTP mix (0,4mM); primer F (0.4uM); primer R
(0.4uM); totalizando uma reacao de 25ul. As condi¢cdes de amplificacdo foram com
25, 30 e 35 ciclos com a seguinte rotina (94° C por 1 min; 58° C por 1 min; 72° C por
1 min) mais um passo de extensao final por 10 min a 72° C.

Os mesmos procedimentos supracitados foram utilizados para realizagao

de RT-PCR semiquantitativo entre os trés diferentes quimiotipos, a fim de verificar a
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eventual ocorréncia de expressao diferencial dos dois potenciais genes
codificadores de terpeno sintases entre os trés quimiotipos estudados. Nessas
reacoes, apenas cDNA de folhas situadas no quarto segmento nodal foram

utilizadas.

3.7 ANALISES IN SILICO

As sequéncias de DNA gendmico e cDNA clonadas do quimiotipo linalol
foram comparadas a fim de detectar a presenca, o tamanho e a posicédo de éxons e
intros; bem como o tamanho das possiveis sequéncias de aminoacidos sintetizadas.
Essas analises foram realizadas com o auxilio dos programas MEGA 4 (TAMURA et
al, 2007), CLUSTAL W (1.81) Multiple Sequences Alignments (THOMPSON,
HIGGINS e GIBSON, 1994) e do algoritmo BLAST (ALTSHULI et al, 1990),
especialmente o BLASTx e o BLAST 2 sequences. As analises filogenéticas também
foram realizadas com o auxilo do programa MEGA 4 (TAMURA et al, 2007),
utilizando-se o método neighbour-joining, contendo 1000 repeticdes com bootstraps.
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4 Resultados

4.1 ANALISES CG-MS

As analises de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massa confirmaram os componentes majoritarios dos trés quimiotipos estudados.
Sendo assim, 0 quimiotipo geraniol apresentou 33,4% desse terpeno na composi¢ao
de seu 6leo essencial; enquanto o quimiotipo linalol, apresentou 23,4% de linalol. Ja
0 quimiotipo citral apresentou como componentes majoritarios geranial e neral, com
36% e 29% na composicao do éleo essencial respectivamente.

A porcentagem dos principais monoterpenos encontrados no Oleo
essencial dos trés quimiotipos pode ser observada na tabela 3. Alguns
monoterpenos foram encontrados nos trés quimiotipos, porém com porcentagens
diferentes na composicao do 6leo essencial de cada um, como é o caso do linalol,
do limoneno e do geraniol. O ultimo, por sua vez, tinha alta porcentagem na

composicao do 6leo essencial dos trés quimiotipos.

Tabela 3: Componente(s) majoritario(s) e principais monoterpenos presentes no 6leo essencial dos
quimiotipo linalol, geraniol e citral de Lippia alba, de acordo com as andlises CG-EM realizadas.

Quimiotipo |Componente(s) majoritario(s) Principais Componentes

linalol 23,4%; geraniol 6%; neral 1,25%;
limoneno 0,87%

geraniol 33,4%; neral 15,96%; linalol
1,25%; limoneno 1,02%

neral 36%; geranial 29%; limoneno 1%;
beta-felandreno 0,78%; linalol 0,5%

Linalol linalol 23,4%

Geraniol geraniol 33,4%

Citral neral 36%, geranial 29%
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4.2 CLONAGEM DE POTENCIAIS GENES CODIFICADORES DE TERPENO
SINTASES (TPS)

De todas as combinacdes possiveis entre os primers degenerados foward
e reverse, trés combinacgdes obtiveram as melhores amplificagbes de DNA gendémico
do quimiotipo linalol, sendo elas TPSF1/TPSR1, TPSF1/TPSR2 e TPSF3/TPSR1
(Figura 9). Dentre essas combinacdes, destacou-se o par TPSF1/TPSR2, que foi
utilizado para a clonagem e sequenciamento do DNA gendmico. O primer TPSF1 foi
desenhado dentro da regido correspondente ao motivo rico em aspartato, localizado
na porgdo C-terminal, DDxxD, altamente conservada entre terpeno sintases, ao
passo que o primer TPSR2 foi desenhado dentro da regido conservada
(N,D)D(L,ILV)X(S,T)XXXE, que encontra-se ao final da por¢cdo C-terminal
(WHITTINGTON et al., 2002; CHRISTIANSON, 2006).

Diversos fragmentos foram clonados e dentre os fragmentos sequeciados
dois diferentes clones foram encontrados e considerados como potenciais genes
codificadores de terpeno sintases em funcédo do E-value, sendo entdo denominados
de LaTPS12 e LaTPS23. A partir dessas sequéncias, primers especificos foram
desenhados para cada uma delas, visando a clonagem dos respectivos genes a
partir do cDNA do quimiotipo linalol.

Apds a clonagem e sequenciamento desses potenciais genes TPS,
verificou-se a similaridade dessas sequéncias com outras sequéncias de terpeno
sintases depositadas no NCBI através do algoritimo Blastx. As duas sequéncias,
LaTPS12 e LaTPS23 foram similares a diversas outras monoterpeno sintases. Em
relacdo ao clone LaTPS12, destacam-se as similaridades com pineno sintase de
Quercus ilex (E-value = 6e — 34), a-terpineol sintase de Vitis vinifera (E-value = 5e —
32), limoneno sintase de Rosmarinus officinalis e Perilla citriodora (E-value= 6e — 30
e 1e — 28, respectivamente) e linalol sintase de Lavandula latifolia (E-value = 3e —

28), entre outras diversas monoterpeno sintases.



42

Ja em relacdo ao clone LaTPS23, podem-se destacar as similaridades
com cineol sintase de Rosmarinus officinalis (E-value = 2e — 31), limoneno sintase
de Perilla frutescens e Lavandula angustifolia (ambas com E-value = 2e - 31),
geraniol sintase de Perilla frutescens (E-value = 1e — 29), entre outras. Todas as
terpeno sintases acima listadas sintetizam compostos terpénicos de importancia
industrial e/ou medicinal. E importante ressaltar que para os dois potencias genes
TPS o score estava entre 147 e 200 para todas as monoterpeno sintases listadas.
Um terceiro clone apresentou similaridade a terpeno sintases, sendo denominado
LaTPS25. Todavia, devido ao alto E-value apresentado por sua sequéncia no Blastx,

nao foi utilizado nas analises subsequentes.

Figura 9: Amplificacdo de genes codificadores de TPS diretamente do DNA gendmico do quimiotipo
linalol. Sequéncia: 1 - TPSF1/TPSR1,; 2 - TPSF1/TPSR2; 3 - TPSF1/TPSRS3.

4.3 ORGANIZACAO GENOMICA DOS POTENCIAIS GENES CODIFICADORES
DE TPS LaTPS12 E LaTPS23 EM Lippia alba

As sequéncias génicas clonadas, LaTPS12 e LaTPS23, apresentam um
tamanho de 445 pb cada (Figura 10), sendo correspondentes a 148 aminoacidos
para cada uma (Figura 11), ambas partindo de um frame +1. Nas duas sequéncias,
ocorrem a presenca dos motivos DDxxD e (N,D)D(L,I,V)X(S,T)XXXE, ambos
altamente conservados em terpeno sintases e que aparentemente sdo regides
responsaveis pela ligacdo a um cofator ion metalico e catalise (WHITTINGTON et
al., 2002; CHRISTIANSON, 2006). As sequéncias clonadas estdo situadas na

porcdo C-terminal de suas respectivas enzimas TPSs, visto que esses motivos
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conservados se encontram no inicio (DDxxD) e no fim ((N,D)D(L,I,V)X(S,T)XXXE) de

cada seqiéncia e situam-se na parte C-terminal dessas enzimas (Figura 11).

LaTP512 GATGATGTTTATGATATATACGECACCTTGEARAGAATTACGACTCTTCOGOGATATTISTT &0
LaTP523 GATGACGTTTATGAT GTATATGECACCTTGEARGRAATTACRACTCTTCTGTGATIGITIT &0
kkkhk hkhhhhkhhh Ahhh AAAAAAhhhAAAhAhhhhd khkhhhd k kkk Kk k4

LaTP512 CAR G TEEEACATTGARGCA A TGEACCALCTTCCTCACTATATGCARATCIGTTTTCTA 1240
LaTP523 A AGATEEEATATTGARGCAGTGEACCALCTCCCTCACTATATGRARRATATSTITITCTA 1240
kkhkhkhkhhhh hAhhhhhhd AR Ahhhhh AEhhhhA A hhd hhAk hhhhhkhAkd

LaTF312 FCAATCGACARRCTTCAT CA R TGAGATGRCATATGATGTTTTGARAGRAGCRARGRARTTTGIC 180
LaTF323 FCAATCARCRRCTTCGT CAR T GAGAT GECATATGATGTTCTCARAGAGCRRAGEATTTICTC 180

khkkhkkd dhkhkhkhddd dhdkdEhddEhrhbdhkhkd kb kdkkhkd & dEkdkAkdkkAhdkkE: kEkkE: kk

LaTF512 ATCATCCCTCATTTARGAR AT AR GTGETCAGATTTATGOGCARGTTATTTCCARGAGECEG 240
LaTP523 ATCATCCCTCATTTARGAR R R A TETGEECATATTTATGOGTAGEITATTTCCARGRAGECE 240
EEEEKARE AR FFEARR AR RF K ARk d kk AR RAhRRRE b RRRRRAAA AR RREAAAS

LaTP512 GAGTGETATTACRACRRCTACATGCCARTARTEEACGAATATATCARCARTGCATGCATE 300
LaTF523 ARGTGGIATTACGATARGTATATACCGACARTGRAGRAGTATATCARCARTGCOGTGCATT 300
khhkkhkkhkhhh k kkkdkdh kk kk k RhAkkEE kh Ak dhdhhhAkad khhkd

LaTP512 TCARTATCARCTCCTTTGATACTATCCARCRCGTACTTIGTTGTGACRRRCCCCATAGAT 340
LaTF523 TR T AT AR CT AT TTGATACTAT CCARTACGTACTCICTIGI GACARRCCCCATAGRA: 360
RhkhkA R R RRE AR RRRAA AR AR RE Ak hhhE ok KRR RR R AAE bR AR A A

LaTF512 AGEERAGETTGITCARAGCTICTATARGRATCATGATGTAGTTAGAGETTCCGCARTGATT 420
LaTF523 FACGAGGTTGTTCARRRCTTCTACARRGATCACGAT GTAGTTAGATGTITCTGCAGTGATT 420
khhhkkkhkhhhhh kkkhhk kk  khhk hkkkhkhhkhhdd hhhk kkd khkkw

LaTP512 CTACGGCTTCCCAATGATCTTGERAR 445
LaTP523 CTACGGCTGCACRATGATTTIGEEER 445
kkkhkhkhhk Kk kkhkhkAhkdk Kk kk ¥

Figura 10: Alinhamento das sequéncias génicas clonadas LaTPS12 e LaTPS23 usando o programa
Clustalw 1.81.

LaTF51d LOVYCYGT LEELRLFRDIVERDIEAMDOLPHYMOMCFLATDNF INEMAYDVIEEQEFV &0
LaTP323 LDV DV YT LEELGLECDCFERWDIEAVDLPHYMET CFLATNNFVHEMAYIVILEEQGFL &0

ek kkdkphdhdkdddokd &  ohddddhokdddddhoodkdddhokdokdkdbddddhhdd o

LaTF51d ITPHLRNEWSDLCAS Y FOEAEWY YHK YMF IMDE Y INNACKHSISTFLILSNTYEVVINEID 120
LaTP323 ITPHILREMWAY LCVEY FOEAKWY YOKY IPTMEEY TNNACT STSTHLILSNTYSLVINEIE 120

kkdkdkdkdks ke kd  chddkddokdkdedkdhodk doddhddkddodhdd ddhddkddd ohdddd

LaTF51d BEVWQSFYENHOVVRGSAMILELHNDLG [L48
LaTP323 DEVVONFYEDHDVVECSAVITRLANDLG [L48

kkkdk ckkkokdddd dkkodkddd [hddkk
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Figura 11: Alinhamento das possiveis sequéncias de aminoacidos codificadas por LaTPS12 e
LaTPS23, utilizando o programa Clustalw 1.81. O motivos conservados em terpeno sintases DDxxD
(vermelho) e parte do motivo (N,D)D(L,I,V)X(S,T)XXXE, representado nas sequéncias clonadas por
NDLG (azul), estdo destacados na figura.

Para avaliar a organizacado intron-éxon dos dois potenciais genes TPS
clonados, as sequéncias de cDNA e DNA gendmico clonadas foram alinhadas e
comparadas utilizando-se o programa MEGA 4 e o algoritmo BLAST 2 sequences.
Nas duas sequéncias gendmicas ocorrem a presenca de dois introns, dois éxons e
parte de outro éxon. O motivo DDxxD, que é onde se iniciam as duas sequéncias
TPS clonadas, encontra-se no éxon 4 de genes TPS da classe Ill (TRAPP e
CROTEAU, 2001). Dessa maneira, tendo o éxon 4 como ponto de partida, pode-se
inferir que em ambas, LaTPS12 e LaTPS23, obtivemos parte do éxon 4 e os éxons 5
e 6, bem como os intros 4 e 5 (Figura 12). Também devido ao alinhamento das
sequéncias de DNA e cDNA clonadas utilizando-se o programa MEGA 4 e o
algoritmo BLAST 2 sequences, foi possivel notar que as duas sequéncias de DNA
gendmico clonadas apresentam sitios de juncédo intron-éxons que seguem o padrdo
GT/AG, onde estdo determinadas as provaveis sequéncias de splicing (BROWN e
SIMPSON, 1998) (Figura 13).

R 2 3
K W =
v
DDxxD
- 5 6
_ a6] s6

DDxxD

Figura 12: A - Distribuicdo intron/exon em genes TPS classe lll, de acordo com Trapp e Croteau
(2001). O exemplo destacado é de um gene codificador de limoneno sintase de Perilla frutescens. Os
algarismos arabicos dentro de cada retangulo (éxons) representam o nimero de cédons de cada um
dos sete éxons. Os seis introns estéo representados pelas barras negras verticais. A regido onde se
encontra o motivo conservado DDxxD é destacada na figura. B — Esquema representanda as
sequéncias LaTPS12 e LaTPS23. Parte do éxon 4 e os éxons 5 e 6 completos foram clonados, bem
como os intros 4 e 5. Os algarismos arabicos dentro dos retangulos (éxons) indicam o nimero de
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cédons clonados em cada éxon. O motivo DDxxD, que € onde se iniciam as seqliéncias clonadas,
esté destacado na figura.

LaTPS12

GATGATGTTTATGATATATACGGCACCTTGGAAGAATTACGACTCTTCCGCGATA
TTGTTCAAAGGTTACTAATAATTGACATATACAAATAAATAATCACATTTTTTTCAG
TTGAAAAACTTAATTCTATCTTCCACCTCAAAATATCATGCATGTATGAACTACTT

[TTTCTTTTTGTTTTTCGTAATAACATTAATATCAGATGGGACATTGAAGCAATGG
ATCAACTTCCTCACTATATGCAAATGTGTTTTCTAGCAATCGACAACTTCATCAAT
GAGATGGCATATGATGTTTTGAAAGAGCAAGAATTTTGTCATCATCCCTCATTTA
AGAAATAAGGTGATAATATACCGTCTTGCATAAATACCTTCTTTATCTGCATATTT
ATATATGAGGCATTAATTAGATTGTTCTGTGAAATAAATTCTGGCAGIGGTCAGA
TTTATGCGCAAGTTATTTCCAAGAGGCGGAGTGGTATTACAACAAGTACATGCC
AACAATGGACGAAT...

LaTPS23

GATGACGTTTATGATGTATATGGCACCTTGGAAGAATTACAACTCTTCTGTGATT
GTTTTGAAAGGTTGGAAATAATCAACATTTACAAAAAAAAAAACATAACTCAAATC
GTCCATCTCAAAATTAATATCATGCATGTATGAACTAATAAAATTTTTTTTCTTTAA
ATAAAATTTCAGATGGGATATTGAAGCAGTGGACCAACTCCCTCACTATATGAAA
ATATGTTTTCTAGCAATCAACAACTTCATCAATGAGATGGCATATTATGTTCTCAA
AGAGCAAGAATTTCTCATCATCCCTCATTTAAGAAAAATGGTGATATTACACTTTC
TTGCAAAAATACTTTATTTATCTGTATTTTGGGTATAAATTATTAAATAATTTGTCT
ATGAAATATGTCTGGCAGIGGGCATATTTATGCGCAGGTTATTTCCAAGAGGCG
AAGTGGTATTACGATAAGTATATACCGACAATG...

Figura 13: Padrao GT/AG indicando a provavel distribui¢cdo intron/éxon nas sequéncias de LaTPS12
e LaTPS23. As bases destacadas em amarelo marcam o inicio e o fim de cada intron, enquanto que
as verdes marcam o inicio e fim dos éxons.

4.4 EXPRESSAO DIFERENCIAL DOS POTENCIAIS GENES CODIFICADORES
DE TERPENO SINTASES EM DIFERENTES ESTAGIOS FOLIARES DE Lippia
alba AVALIADA POR RT-PCR SEMIQUANTITATIVO

No género Lippia, a maior parte da producéo de 6leo essencial ocorre nos
tricomas foliares (BOLZANI et al.,, 1999). Assim sendo, andlises de RT-PCR

semiquantitativo foram empregadas a fim de verificar a ocorréncia de algum estagio
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foliar em que os genes codificadores de terpeno sintases eram expressos
diferencialmente. Os estagios foliares foram analisados em relacdo a expressao do
gene LaTPS12 no quimiotipo linalol. As reacdes de RT-PCR semiquantitativo foram
realizadas com 200 ng de cDNA para os trés estagios foliares.

A melhor visualizacdo para a ocorréncia de expresséao diferencial relativo
ao gene LaTPS12 ocorreu no 35° ciclo de amplificacdo (dado ndo mostrado). Como
controle interno, foi realizada a amplificagdo de um fragmento do gene housekeeping
GAPDH. Dos trés estagios foliares analisados, verificou-se que em folhas jovens
situadas no quarto segmento nodal o gene LaTPS12 é mais fortemente expresso,
seguido por folhas situadas no segundo e oitavo segmento nodal, respectivamente
(Figura 14). A densidade das bandas foi mensurada utilizando-se o programa Vison
Works LS.

1 2 3
- - -

Figura 14: Expressdo do gene LaTPS12 em diferentes estagios foliares do quimiotipo linalol.
Sequéncia: 1 — folha do oitavo segmento nodal; 2- folha do segundo segmento nodal; 3 — folha do
guarto segmento nodal. Abaixo estdo as amplificacdes do cDNA dos trés estagios foliares com o
gene GAPDH

45 EXPRESSAO DIFERENCIAL DOS DOIS POTENCIAIS GENES
CODIFICADORES DE TERPENO SINTASES NOS QUIMIOTIPOS CITRAL,
GERANIOL E LINALOL DE Lippia alba AVALIADA POR RT-PCR
SEMIQUANTITATIVO

Folhas jovens expandidas dos quimiotipos citral, geraniol e linalol foram
analisadas a fim de verificar a ocorréncia de expressao diferencial dos genes
LaTPS12 e LaTPS23 entre os trés quimiotipos analisados. As reacbes de RT-PCR
semiquantitativo foram realizadas com 200 ng de cDNA para os trés quimiotipos. A

melhor visualizacdo da expresséo diferencial relativo a ambos 0s genes ocorreu no
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35° ciclo de amplificacao (dados ndo mostrados). Como controle interno, realizou-se
a amplificacdo de um fragmento do gene housekeeping GAPDH.

As reacdes de RT-PCR para o gene LaTPS12 foram repetidas trés vezes
e a densidade das bandas foi mensurada utilizando-se o programa Vision Works LS.
De acordo com os resultados, a expressdao do gene LaTPS12 ocorre mais
fortemente no quimiotipo linalol, seguido pelo quimiotipo citral. No quimiotipo
geraniol a expressao desse gene foi nitidamente mais baixa em relacdo aos outros
dois quimiotipos (Figura 15A). A confirmacdo desse resultado foi feita através da

aplicagao do teste Tukey com a=0,05 (Figura 15B).
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Geraniol Citral Linalol
Quimiotipo

Figura 15: A - Expressdo do gene LaTPS12 nos trés quimiotipos de Lippia alba analisados.
Sequéncia: 1 - geraniol, 2- citral, 3 — linalol. Abaixo estdo as amplificacBes do cDNA dos trés estagios
foliares com o gene GAPDH. B — Grafico correspondente ao calculo das médias das densidades das
bandas geradas por RT-PCR nos trés quimiotipos. A expressdo do gene LaTPS12 foi maior no
guimiotipo linalol, seguido pelo quimiotipo citral e geraniol, respectivamente, de acordo com o teste
Tukey com a=0,05.
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Em relacdo ao gene LaTPS23, a diferenca de expressdo entre os
quimiotipos analisados foi menos acentuada. A densidade das bandas geradas por
RT-PCR foi muito similar nos trés quimiotipos (Figura 16). No quimiotipo geraniol e
linalol, a densidade do fragmento amplificado era quase indiferenciavel, mas era um
pouco maior em relacdo ao quimiotipo citral (Figura 16), de acordo com as analises
feitas no programa Vision Works LS. Os fragmentos amplificados tanto do gene
LaTPS12 quanto do gene LaTPS23 apresentaram um tamanho préximo a 450 pb.

12 3
- —

Figura 16: Expressao do gene LaTPS23 nos trés quimiotipos de Lippia alba analisados. Sequéncia: 1
— geraniol; 2 — citral; 3 — linalol. Abaixo estao as amplificacdes do cDNA dos trés estagios foliares com
0 gene GAPDH.

4.6 CLONAGEM DA EXTREMIDADE 3’ DO GENE LaTPS23

Apods a clonagem e sequenciamento dos genes LaTPS12 e LaTPS23,
primers especificos foram desenhados para a clonagem das extremidades 5 e 3’
desses potencias genes codificadores de TPS. Até o momento, apenas a
extremidade 3’ do gene LaTPS23 foi clonada com sucesso. O par de primers 23TPS
3’ RACE (ACA AAG ATC ACG ATG TAG TTA GAT G) (foward) e GeneRacer 3’
(reverse), foi a unica amplificacdo satisfatéria. O primer utilizado foi desenhado
dentro do motivo conservado ((N,D)D(L,I,V)X(S,T)XXXE), que foi justamente a
extremidade da sequéncia LaTPS23 anteriormente clonada. A clonagem da
extremidade 3’do clone 12 e a extremidade 5°dos clones 12 e 23 nao foram bem
sucedidas e novos primers deverao ser desenhados para a clonagem completa dos
genes e posterior expressao das enzimas.

Analisando-se a sequéncia da extremidade 3’ clonada com o algoritmo

Blastx, verificou-se similaridade com diversas monoterpeno sintases. Entre elas,
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destacam-se limoneno sintase de Rosmarinus officinalis e Perilla frutescens (E-value
= 4e — 34 e 4e — 28, respectivamente), pineno sintase de Quercus ilex (E-value = 1e
— 38) e cineol sintase de Rosmarinus officinalis (E-value = 1e — 28). O score estava
entre 100 e 147 para todas as enzimas relacionadas. A sequéncia clonada tem
como ultimo aminoacido uma leucina e se encerra com o cédon de terminacdo TAG.
A extremidade 3’ de LaTPS23 aqui clonada apresenta um tamanho de 359
nucleotideos, codificando cerca de 118 aminoacidos.

Realizando a justaposi¢cao da sequéncia da extremidade 3’ com a outra
parte do gene LaTPS23 anteriormente clonada, também ocorreu similaridade e altos
valores de score para diversas monoterpeno sintases, como para limoneno sintase
de Rosmarinus officinalis que atingiu um score 303 (maior valor de score) e de
Perilla citriodora (E-value = 1e — 80 e 1e — 71, respectivamente), pineno sintase de
Quercus ilex (E-value = 3e — 75) e a-terpineol sintase de Vitis vinifera (E-value =2e —
74). O menor score foi para E-beta-ocimeno sintase de Arabdopsis thaliana, que
apresentou um valor igual a 219.

A sequéncia gerada pela justaposi¢cdo da extremidade 3’ com o interior do
gene LaTPS23 clonado, originou uma sequéncia com o tamanho de 741
nucleotideos, codificando cerca de 246 aminoacidos e um cédon de terminacéo
TAG. Ela inicia-se no motivo altamente conservado DDxxD e apresenta também o
motivo ((N,D)D(L,I,V)X(S,T)XXXE). Como o motivo DDxxD esta no inicio da porcao
C-terminal de enzimas TPSs (TRAPP e CROTEAU, 2001), a sequéncia em questao
corresponde a praticamente toda a regido C-terminal da enzima TPS codificada pelo
gene LaTPS23.

4.7 ANALISES FILOGENETICAS DE LaTPS12 E LaTPS23

As sequéncias de LaTPS12 e LaTPS23 foram alinhadas e analisadas
com o programa MEGA 4 em conjunto com outras terpeno sintases bioquimicamente
caracterizadas de varias espécies diferentes. Uma arvore filogenética também foi
gerada utilizando-se esse mesmo programa. Essa por sua vez foi calculada com o
método neighbour-joining, utilizando 1000 repeticbes com bootstraps. As sete

classes de enzimas terpeno sintases (a até g) sao representadas na arvore e estao
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claramente separadas (BOHLMANN, STEELE e CROTEAU, 1997, DUDAREVA et
al., 2003) (Figura 17).

Os dois potenciais genes TPS clonados se encaixaram, como esperado,
na classe TPS-b (Figura 17), que é composto por monoterpeno sintases de
angiospermas, e, portanto, considerado o grupo mais derivado de enzimas terpeno
sintases (DUDAREVA et al., 2003). Os maiores valores de bootstrap envolvendo os
clones LaTPS12 e LaTPS23 foram para a ramificagdo com limoneno sintase de
Rosmarinus officinalis, assim como foram os maiores valores de score e melhores
valores de E-value especialmente para o clone LaTPS23. A espécie Rosmarinus
officinalis pertence a familia Lamiaceae, e é vulgarmente conhecida como alecrim. A
familia Lamiaceae € filogeneticamente proxima a familia Verbaneceae (JUDD et al.,
2002), o que reforca os resultados da andlise filogenética para os dois genes
clonados.

Apenas a regiao 3’ terminal do gene LaTPS23 foi clonada. Devido a isso,
conseguimos notar a presenca de trés aminoacidos no final dessa sequéncia, que
frequentemente estdo ausentes em enzimas linalol sintases (LANDMANN et al.,
2007). Alinhando-se a sequéncia de aminoacidos codificada por LaTPS23 com as
trés TPSs caracterizadas por Landmann et al (2007) no programa ClustalW 1.8,
sendo uma linalol sintase, e com linalol sintase de Mentha citrata, fica clara a
presenca desses trés aminoacidos na sequéncia de LaTPS23 (Figural8). Esses trés
aminoaciodos geralmente estdo ausentes em TPS que ndo sintetizam terpenos

ciclicos.
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Figura 17: Arvore filogenética gerada pelo alinhamento de LaTPS12 e LaTPS23 com terpeno sintases das
classes a até g de varias espécies de plantas. Na base da arvore esta a classe TPS-c, que compreende enzimas
do tipo CPS, relacionadas ao metabolismo primario. LaTPS12 e LaTPS23 estdo na classe TPS-b. As
abreviacOes usadas sdo: Aa, Artemisia annua; Ag, Abies grandis; Am, Antirrhinum majus; Ar, Agastache rugosa;
At, Arabidopsis thaliana; Cb, Clarkia breweri; Ci, Cichorium intybus; Cm, Cucurbita maxima; Cs, Citrus sinensis;
La, Lavandula angustifolia; LI, Lavandula latifolia; Ls, Lactuca sativa; Mc, Mentha citrata; Md, Malus domestica;
MI, Mentha longifolica; Ms, Mentha spicata; Nt, Nicotiana tabacum; Ob, Ocimum basilicum; Os, Oryza sativa; Pa,

Populus alba x Populus tremula; Pb, Picea abies; Pc, Perilla citriodora;Pf, Perilla frutescens; Ro, Rosmarinus
officinales; So, Salvia officinalis; St, Schizunepeta tenuifolia; Zm, Zea mays.
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Figura 18: Alinhamento da porcédo c-terminal de linalol sintase, bergamoteno sintase e limoneno
sintase de Lavandula angustifolia; linalol sintase de Mentha citrata e LaTPS23, utilizando-se o
programa ClustaW 1.81. A regido destacada indica uma delecdo de trés aminoacidos, tipica de
enzimas linalol sintases. Em todas as outras sequencias, inclusive em LaTPS23, esses aminoacidos
estao presentes.
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5 Discussao

5.1 ESTRUTURA GENOMICA DOS POTENCIAIS GENES CODIFICADORES DE
TPS LaTPS12 E LaTPS23 DE Lippia alba

De acordo com Trapp e Croteau (2001), os genes TPS estéo divididos em
trés classes (I, Il e 1ll), e da classe | para a classe Il ocorre um processo de perda de
introns e perda de um dominio interno encontrado em genes TPS de coniferas,
denominado dominio CDIS. Os genes TPS da classe lll, apresentam 6 introns e 7
éxons, todos em posi¢cdes conservadas e com poucas variacbes em relacdo ao
tamanho dos éxons. A essa classe pertencem mono, sesqui e diterpeno sintases do
metabolismo secundéario de angiospermas, o que reforca a hipétese de que os
genes LaTPS12 e LaTPS23 realmente pertencem a essa classe.

O motivo DDxxD, que € onde se iniciam as duas sequéncias de TPS
clonadas, encontra-se no éxon 4 de genes TPS da classe Ill (TRAPP e CROTEAU,
2001). Dessa maneira, tendo o éxon 4 como ponto de partida, pode-se inferir que
em ambas, LaTPS12 e LaTPS23, foram obtidos parte do éxon 4, 0 éxon 5 e 6
inteiros, bem como os intros 4 e 5 (Figura 12).

O tamanho parcial do éxon 4 para as duas sequéncias clonadas foi de 22
cédons, 46 codons para 0 éxon 5 e cerca de 86 codons para o éxon 6. E importante
ressaltar que as duas sequéncias se iniciam no motivo DDxxD, situado na segunda
metade do éxon 4, o que explica a clonagem de apenas parte desse éxon. Para
muitos genes TPS da classe Ill, o tamanho do éxon 4 varia em torno de 73 e 74
codons. J4 em relacdo ao éxon 5, que esta completo, em ambas apresentou um
tamanho de 46 cédons, o que condiz com descricbes anteriores de genes TPS
classe lll, nas quais o tamanho desse éxon varia entre 46 e 48 codons (TRAPP e
CROTEAU, 2001). J4 em relagdo ao éxon 6, € mais dificil precisar, por enquanto,
seu tamanho exato nas duas sequéncias. Isso se deve ao fato do ultimo intron, o
intron 6, adjacente upstream a esse codon, ndo ter sido clonado. Portanto, ndo ha
como estabelecer onde exatamente termina o éxon 6 de LaTPS12 e LaTPS23. O
tamanho do éxon 6 de genes TPS classe llll varia em torno de 80 a 84 codons
(TRAPP e CROTEAU, 2001). Sendo assim, existe a possibilidade do éxon 6 ter sido
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completamente clonado, juntamente com 0s primeiros cdédons do ultimo éxon, o
éxon 7. Todavia, € importante lembrar que o tamanho dos codons dos genes TPS
variam de enzima para enzima e de espécie para espécie.

Novas teorias sobre a evolucdo de genes TPS tem sido elaboradas, e a
classificagdo proposta por Trapp e Croteau (2001) pode ser alterada em breve. Um
namero maior de sequéncias de genes codificadores de terpeno sintases precisa ser
conhecido, para entdo se obter maior suporte para tais classificagbes. Em Magnolia
grandiflora, que é uma angiosperma basal, trés genes TPS foram clonados e
caracterizados, entre eles uma monoterpeno sintase, uma sesquiterpeno sintase e
um pseudogene que se assemelha a uma monoterpeno sintase (LEE e CHAPPELL,
2008). Por ser uma angiosperma basal, os autores esperavam um numero maior de
introns, o que nao foi constatado.

Das trés sequéncias clonadas por Lee e Chapell (2008), apenas o
pseudogene, denominado Mgl17, encaixava-se na classificagdo proposta por Trapp e
Croteau (2001), e pertencia a classe lll. O gene da sesquiterpeno sintase,
denominado Mg25, apresentava um Unico grande intron e o gene da monoterpeno
sintase, denominado Mg11, apresentava apenas 4 introns. Ambos ndo se encaixam
em nenhuma das divisdes propostas por Trapp e Croteau (2001).

O fato desses genes codificadores de TPS pertencentes a uma
angiosperma basal apresentarem poucos introns, ndo se encaixando nas classes | e
Il onde se situam genes codificadores de TPS de gimnospermas, torna necessario a
elucidacdo de novas teorias sobre a evolucdo de genes codificadores de TPS.
Assim, a teoria de perda de introns proposta por Trapp e Croteau (2001) passa a
nao mais figurar sozinha, visto que Lee e Chapell (2008) sugerem que pode ter
ocorrido justamente o inverso, ou seja, um mecanismo de ganho de introns. Desse
modo, genes TPS considerados recentes teriam surgido por mecanismos de quebra
de introns, acompanhados por duplicacdo e embaralhamento de éxons (LEE e
CHAPPELL, 2008).

Entretanto, ndo se pode afirmar ainda qual das duas hip6teses realmente
explica a evolugao de genes TPS, ou se ambas podem ter ocorrido em momentos
distintos, ou se os genes TPS tiveram mais de uma origem. Sendo assim, antes de
se afirmar qualquer uma dessas possibilidades, torna-se necessario a descoberta de
mais sequéncias de genes TPS, ndo sO de angiospermas mais derivadas como 0s

genes do presente trabalho, mas também de outras angiospermas basais como da
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ordem Laurales, por exemplo, e de outros taxas, tais como samambaias, musgos e

hepaticas.

5.2 EXPRESSAO DOS GENES LaTPS12 E LaTPS23 EM DIFERENTES
ESTAGIOS FOLIARES

De acordo com os resultados apresentados entende-se que, para o gene
LaTPS12 e, provavelmente, para muitos outros genes codificadores de TPS que
fazem parte da composicao do 6leo essencial de L. alba, sua expressao ja é iniciada
em folhas jovens situadas no segundo segmento nodal. Essa expressao acentua-se
a medida que a folha se desenvolve para estagios mais intermediarios e cai
gradativamente a medida qua a folha atinge estagios mais maduros. Em folhas
situadas no oitavo segmento nodal, a expressao desse gene ja é bastante reduzida
(Figura 14). Isso pode indicar que a folha, ao atingir esse estagio, apresenta pouca
sintese de mRNA relativos a genes TPS. Assim, nesse estagio, enzimas TPS tém
sua sintese reduzida, e como consequéncia, ocorre uma producdo mais baixa de
terpenos, diminuindo consequentemente a qualidade e quantidade do Oleo
essencial.

Em Magnolia grandiflora, Lee e Chappel (2008) também verificaram a
expressao de trés diferentes genes TPS, duas mono e uma sesquiterpeno sintase,
em dois diferentes estagios foliares. No estagio de folha jovem em desenvolvimento,
a expressao desses trés genes foi muito mais evidente do que em estagios foliares
mais maduros. Adicionalmente, verificou-se também que dois desses genes, um
codificador de uma enzima sesquiterpeno e outro codificador de uma potencial
monoterpeno sintase, eram também transcritos nos estames de Magnolia
grandiflora, mas néo foi constatado se as respectivas TPSs eram ou nao

sintetizadas nesse tecido.
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5.3 EXPRESSAO DOS GENES LaTPS12 E LaTPS23 NOS QUIMIOTIPOS CITRAL,
GERANIOL E LINALOL DE Lippia alba

Apesar de terem sido realizados experimentos com RT-PCR
semiquantitativo para o0 gene LaTPS12 e, andlises cromatograficas nos
correspondentes quimiotipos, ainda ndo é possivel afirmar qual terpeno sintase esse
gene codifica. De qualquer maneira, a possibilidade desse gene codificar uma linalol
sintase ndo pode ser excluida. Para afirmar a qual terpeno sintase LaTPS12
corresponde, é necessario sintetizar sua respectiva enzima, isolar e testar sua
atividade. Dessa forma, quando se obtém a enzima purificada, € realizada a reacao
da mesma com os trés possiveis substratos, geranil difosfato, farnesil difosfato e
geranil geranil difosfato e analisando posteriormente o(s) produto(s) gerado(s), bem
como a especificidade da enzima ao substrato, pode-se obter uma concluséo
fidedigna de qual TPS esta sendo produzida (LANDMANN et al.,, 2007). Por
enquanto, sabe-se apenas que o gene LaTPS12 é mais fortemente expresso no
quimiotipo linalol em relagdo ao citral e que sua expressao € bem mais baixa no
quimiotipo geraniol.

Associando-se 0s resultados observados com as analises
cromatograficas, o gene LaTPS23 poderia codificar uma geraniol sintase, devido ao
fato do geraniol ser um monoterpeno disponivel em altas concentracdes no 6leo
essencial dos trés quimiotipos (tabela 3). Outros dois monoterpenos presentes no
Oleo essencial desses trés quimiotipos é o neral e o limoneno. Vale lembrar que a
maior similaridade para o gene LaTPS23, de acordo com o algoritmo Blastx, foi com
limoneno sintase de Rosmarinus officinales. Todavia, assim como no caso do gene
LaTPS12, é preciso ter muita cautela antes de se afirmar qual terpeno sintase esses
genes codificam. Como ja supracitado, a obtencéo da sequéncia completa desses
genes para posterior expressao e analises da atividade dessas enzimas sao
indispensaveis para essa conclusao.

E bem conhecido que a expressdo de metabdlitos secundarios ndo é
controlada apenas por fatores genéticos, mas também por influéncia das condi¢cbes
ambientais. Diversos fatores biéticos e abioticos tais como danos teciduais, ataque
de patdgenos e herbivoros, estresse hidrico, exposicdo excessiva a raios

ultravioletas, entre outros, podem fazer com que a planta produza diversas
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substéancias de defesa, tais como polifenol oxidase e R-amilase. Dentre as diferentes
classes de metabdlitos secundarios, encontram-se compostos fendlicos, alcaldides e
terpendides (BENNETT e WALLSGROVE, 1994; DIXON, HARRISON e PAIVA,
1995; KESSLER e BALDWIN, 2002; KLIEBENSTEIN, 2004).

Assim sendo, especialmente 0 caso da expressdo dos genes em questao
pode ser associada a alguma monoterpeno sintase cujo(s) produto(s) esteja
relacionado com as condicdes ambientais nas quais estavam expostos o0s trés
quimiotipos de L. alba naquele momento. E importante ressaltar que a coleta do
material tanto para a extracdo do mRNA quanto para a realizacdo das analises
cromatograficas, ocorreram na mesma época, agosto de 2008, que é caracterizado
como um periodo de seca na regido de Juiz de Fora, o que pode ter induzido a
alguma condicdo de estresse nos individuos analisados. Consequentemente, esse
fator pode ter ocasionado uma maior expressdo e posterior sintese de algum
composto terpénico comum nos trés quimiotipos.

Existem também varios estudos mostrando que elicitores tais como acido
jasmonico e metil jasmonato podem agir induzindo alguma forma de estresse nas
plantas. Elicitores sdo moléculas sinalizadoras, que induzem a producédo de diversas
substancias dentro de uma populagédo de plantas para que essas se protejam de
uma futura condicéo adversa (GRAHAM e GRAHAM, 1996; GAGNON et al., 1997).

Em Ocimum basilicum, sob condicbes de estresse induzidas pela
pulverizacdo de metil jasmonato, a producao de diversos metabdlitos secundarios foi
consideravelmente acentuada, principalmente de terpendides, destacando-se o
linalol (ZHIGANG et al., 2007). Assim, a inducdo de condi¢cdes de estresse por
substéancias elicitoras como as acima citadas em L. alba pode ocasionar a producéo
diferencial de diversos compostos terpénicos, possibilitando que haja um melhor
entendimento da expressdo dos potencias genes codificadores de TPS aqui

clonados.
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5.4 SIMILARIDADE DE LaTPS23 COM GENES CODIFICADORES DE ENZIMAS
TIPO LIMONENO SINTASES E POSSIVEIS IMPLICACOES

Dentre as diversas monoterpeno sintases que apresentaram similaridade
com LaTPS23, a grande maioria foi de limoneno sintases de varias espécies de
plantas, inclusive o maior score, como anteriormente citado. De qualquer forma
ainda resta a clonagem da extemidade 5’ desse gene para que assim ocorra sua
expressdo e as analises enziméticas de sua TPS correspondente para que
possamos afirmar qual TPS esse gene codifica.

Em algumas plantas como, por exemplo, em tabaco, tem-se realizado a
transformacdo com genes codificadores de enzimas tipo limoneno sintases,
buscando a producédo de 6leo essencial com altos teores de limoneno devido a sua
utilizacdo industrial, especialmente na producdo de esséncias (LUCKER et al.,
2004).

Além disso, o numero de relatos do envolvimento de substancias
presentes nos Oleos volateis relacionados com a defesa de plantas contra patégenos
e hebivoros, sugere que a protecdo das plantas na agricultura contra esses
organismos pode ser acentuada por engenharia genética, tornando-se uma
estratégia para controle biolégico, por exemplo, superexpressando 0 gene
codificador de alguma terpeno sintase que sintetize um terpeno com atividade
pesticida (DICKE, SCHUTTE e DIJKMAN, 2000). Como exemplo, podemos citar a
superexpressao do gene codificador de linalol sintase (FaNES1) em morango, onde
a producdo de altos indices de linalol repeliu o ataque do afideo Myzus persicae
nessa planta (AHARONI et al., 2004).

5.5 FILOGENIA DE LaTPS12 E LaTPS23

As sete classes de enzimas terpeno sintases (a até g) sao representadas
na arvore filogenética construida e estdo claramente separadas (figura 17). Nota-se
gue todas as classes de enzimas terpeno sintases enraizam da classe TPS-c, que é
constituida por terpeno sintases de metabolismo primario, especialmente por

enzimas tipo copalil difosfato sintase. A classe TPS-e, que também estd situada
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numa por¢ao mais basal da arvore, € também representada por terpeno sintases de
metabolismo primario, mas € constituida principalmente por enzimas tipo kaureno
sintase.

Enzimas tipo linalol sintase estdo incluidas em todas as classes TPS,
menos nas duas ja citadas. A classe TPS-f é representada basicamente pela linalool
sintase de Clarkia breweri. A classe TPS-a € representada por sesquiterpenos
sintases de angiospermas; TPS-d por monoterpeno sintases de gimnospermas;
TPS-g por monoterpeno sintases que nao possuem o0 motivo conservado RRXgW
(BOHLMANN, MEYER-GAUEN e CROTEAU, 1998; DUDAREVA et al.,, 2003).
LaTPS12 e LaTPS23 foram agrupadas na classe TPS-b, que é composto por
monoterpeno sintases do metabolismo secundario de angiospermas, e, portanto,
considerado um grupo mais derivado de enzimas terpeno sintases (DUDAREVA et
al., 2003).

Como ja discutido anteriormente, ainda resta a possibilidade de LaTPS12
codificar uma linalol sintase, ao contrario de LaTPS23. Além dos resultados relativos
a expressado desses dois genes, existem outros fatores que corroboram com essas
hipteses. Mesmo sendo uma linalol sintase, era de se esperar que os dois genes
aqui clonados fossem filogeneticamente proximos a enzimas tipo limoneno sintases,
como foi constatado. Genes codificadores de enzimas linalol sintases apresentam a
porcado relativa a regido N-terminal semelhante a regido N-terminal de genes
codificadores de enzimas tipo copalil difosfato sintases, ao passo que a porgao
relativa a regido C-terminal se assemelha a regido C-terminal de genes
codificadores de enzimas tipo limoneno sintases (CSEKE, DUDAREVA e
PICHERSKY, 1998).

O rearranjo de genes codificadores de enzimas tipo copalil difosfato
sintase e limoneno sintases, compdem uma das hipéteses do surgimento de genes
codificadores de enzimas linalol sintases (CSEKE, DUDAREVA e PICHERSKY,
1998; CROWELL et al., 2002). As sequéncias aqui clonadas se iniciam no motivo
conservado DDxxD, sendo portanto correspondentes a regido C-terminal, que em
genes codificadores de linalol sintases € semelhante a genes tipo limoneno sintases.

A presenca dos trés aminoacidos na porgao 3’ terminal de LaTPS23,
geralmente ocorre em enzimas que sintetizam produtos ciclicos. Esses aminoacidos
formam uma espécie de alca na estrutura quaternaria da enzima TPS (Figura 6) que

impede o ataque nucleofilico prematuro da agua durante a reacdo da enzima com o
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substrato, permitindo que o produto formado seja um terpendide ciclico (CROWELL
et al., 2002) (Figura 5). Como sabemos, o linalol € um terpendide de cadeia aberta
(Figuras 2 e 3). Esse fato, somado aos resultados relativos & expresséo desses dois
genes em L. alba, praticamente exclui a possibilidade de LaTPS23 codificar uma
linalol sintase, mas ainda mantém essa possibilidade para LaTPS12. Contudo, como
ja discutido, apenas com a caracterizagdo desses dois genes poderemos afirmar a

quais terpeno sintases eles correspondem.
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6 CONCLUSOES

Dois potenciais genes codificadores de terpeno sintases, LaTPS12 e
LaTPS23, foram parcialmente clonados em Lippia alba. Analises de RT-PCR
semiquantitativo mostraram que a expressao desses genes ocorre em maior nivel no
em folhas situadas no quarto segemento nodal, do que em a folhas jovens situadas
no segundo segement nodal e folhas mais maduras situadas no oitavo segmento
nodal. Conclui-se também que a diferenca na expressédo do gene LaTPS23 nos trés
quimiotipos aqui analisados é pouco acentuada. Ja a diferenca na expressao do
gene LaTPS12 é mais acetuada nesses quimiotipos, sendo mais expresso no
quimiotipo linalol, seguido pelo quimiotipo citral e geraniol, respectivamente.

Andlises gendbmicas realizadas nas duas sequéncias sugerem que as
sequéncias dos genes LaTPS12 e LaTPS23 fazem parte da classe lll de genes
codificadores de terpeno sintases definidas por Trapp e Croteau (2001), que
compreende genes codificadores de mono, sesqui e diterpeno sintases de
angiospermas. De acordo com a analise filogenética, os dois genes codificadores de
enzimas terpeno sintases clonados se agrupam na subfamilia TPS-b, que é
composta predominantemente por monoterpeno sintases do metabolismo
secundario de angiospermas. As sequéncias de LaTPS12 e LaTPS23 foram
similares a diversas monoterpeno sintases, sobretudo com limoneno sintase de
Rosmarinus officinales.

A clonagem da sequéncia completa de LaTPS12 e LaTPS23, seguida
pela expressdo de ambos em sistemas heterdlogos torna-se uma etapa crucial para
a definicdo de qual terpeno sintase cada um desses genes codifica. Ainda assim,
esse trabalho contribuiu para o entendimento da expressao de genes codificadores
de terpeno sintases em L. alba, e as sequéncias aqui clonadas certamente irdo
colaborar com posteriores estudos filogenéticos e inferéncias evolutivas relativas a
genes TPSs. Por fim, os genes TPS clonados de L. alba poderédo ser aproveitados
para estudos relativos ao melhoramento do 6leo essencial dessa e de outras
plantas, visando possiveis utilizacdes dos respectivos terpenos sintetizados na

industria e como fitoterapicos.
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