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RESUMO 

 

Lippia alba, popularmente conhecida por erva-cidreira, é uma espécie vegetal amplamente 

distribuída pelas Américas e encontrada praticamente em todo o território brasileiro. Esta es-

pécie possui importante uso na medicina tradicional para o tratamento de cólicas, indigestão, 

náuseas, espasmos, diarreia, disenteria, doenças respiratórias, problemas hepáticos e no trata-

mento de sífilis e gonorreia. As folhas de L. alba, as quais são preparadas sob a forma de infu-

são ou decocção e ingeridas por via oral, produzem um óleo essencial rico em moléculas iso-

prenóides denominadas terpenóides. Estes compostos não são apenas de interesse farmacoló-

gico, mas também industrial já que são usados na confecção de fragrâncias. A composição dos 

óleos essenciais pode variar em função de diferentes fatores abióticos e genotípicos, como por 

exemplo nível de ploidia. Neste contexto, os objetivos deste trabalho foram caracterizar o 

transcriptoma de folha da espécie L. alba e buscar sequencias putativas de enzimas envolvidas 

na produção de metabólitos secundários. O transcriptoma foi sequenciado pela plataforma Mi-

seq (Illumina) com bibliotecas paired-end de 300 bp. O sequenciamento resultou em um total 

de 47.498.310 reads paired-end (23.749.155 reads para cada end sequenciado) de 35-308 bp, 

compreendendo 12.148.327.567 nucleotídeos (~12 Gb). A montagem de novo dos transcritos 

foi processada a partir do software Trinity que gerou 193.532 transcritos, sendo 128.209 uni-

genes, com o valor de N50 igual a 1.187 bp. Um total de 86.122 ORF (Open Read Frame) foi 

obtido e a seguir submetido ao algoritmo de alinhamentos BlastP, o qual encontrou 75.533 

sequências com referência no banco de dados NR (Non-Redundant) de proteínas. Aproxima-

damente, 78,4% dessas sequências foram anotadas funcionalmente a partir do pipeline utiliza-

do pelo software Blast2GO. As análises das sequências anotadas revelaram prováveis enzimas 

para síntese de terpenóides como geraniol e linalol/nerolidol. Para validação da montagem e 

anotação, foram realizados ensaios de qPCR para amplificação de sequências de 13 genes pa-

ra controles endógenos e 4 genes de terpeno sintases. Os resultados obtidos aqui corroboram 

outros estudos de transcriptoma de espécies não modelo usando tecnologias de sequenciamen-

to de alto-desempenho. 

 

Palavras-chave 

Lippia alba, terpenóides, terpeno sintases, transcriptoma, sequenciamento, montagem de no-

vo, anotação funcional, PCR em tempo real. 



 

 

ABSTRACT 

 

Lippia alba, popularly known as erva-cidreira, is a widely distributed specie in Americas and 

it is found throughout Brazil. This specie has important using in popular medicine for cramp-

ing, indigestion, nausea, diarrhea, dysentery, respiratory diseases, liver disorders treatment 

and infectious diseases such as syphilis and gonorrhea. The leaves of L. alba, which are pre-

pared by infusion or decoction and orally ingested, producing an essential oil  rich in terpene 

compounds. These compounds are of pharmacological and industrial interest, due to their use 

in fragrance preparation. Interestingly, the composition of essential oils change according to 

different abiotic factors and genetic variations such as ploidy level. In this context, the aims of 

this work were to characterize the transcriptome of leaves of L. alba (linalool chemotype) and 

to search putative enzymes sequences involved in production of secondary metabolites. The 

transcriptome was sequenced by Miseq platform (Illumina) running pair-end libraries 300 bp. 

The sequencing resulted in 47,498,310 reads (23,749,155 reads for each end sequenced) of 

35-308 bp, comprising 12,148,327,567 nucleotides (~12 Gb). The de novo assembly of tran-

scripts was processed by Trinity software and generated 193,532 transcripts, in 128,209 uni-

genes, with N50 equal to 1,187 bp. 86,122 ORFs (Open Read Frame) were obtained and sub-

mitted to BlastP algorithm, finding 75,533 sequences included in NR (Non-Redundant) pro-

tein database. Approximately 78.4% of these sequences were functionally annotated using 

Blast2Go pipeline. Analysis of annotated sequences revealed putative enzymes for synthesis 

of terpenoids such as geraniol and linalool/nerolidol. For assembly and annotation validation, 

qPCR assay were realized by amplification of 13 endogenous control genes and 4 terpene 

synthases genes. The results found here corroborate transcriptome studies in non-model or-

ganisms using high-performance sequencing technologies. 

 

Keywords: 

Lippia alba, terpenoids, terpene synthases, transcriptome, sequencing, De novo assembly, 

functional annotation, real-time PCR. 
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 1 INTRODUÇÃO 

 

 As plantas de um modo geral sintetizam compostos químicos a partir dos nutrientes, 

água e luz obtidos do meio em que se localizam. Sua rede metabólica possui maior número de 

vias e algumas mais complexas em relação a de outros organismos, como por exemplo os 

animais, uma vez que as plantas são autotróficas. Além da produção de metabólitos primários 

que estão envolvidos nos processos vitais de seu ciclo (crescimento e desenvolvimento), as 

plantas produzem também metabólitos secundários relacionados à interação com o ambiente, 

desde a atração de polinizadores até a defesa contra predadores e patógenos (Aharoni e Galili, 

2011). Portanto, os metabólitos secundários possuem uma importante função ecológica. 

 Farmacologicamente, estes metabólitos possuem um importante potencial medicinal, 

sendo considerados princípios ativos de várias plantas utilizadas por culturas tradicionais no 

tratamento de inflamações, espasmos, dores, e problemas diuréticos (Savitharamma, Rao e 

Suhrulatha, 2011). Além disso, são de grande importância econômica, já que são usados na 

produção de perfumes, sabores para alimentos e outras propriedades industriais (Fisher e 

Phillips, 2008). 

 No entanto, as aplicações comerciais dos metabólitos especializados possuem 

limitações, devido à baixa quantidade produzida pelos vegetais, tempo requerido para o 

crescimento da planta, problemas durante a colheita e extração dos compostos. Portanto, a 

identificação e caracterização de genes de enzimas relacionadas ao metabolismo de 

compostos especializados, bem como o uso de técnicas de clonagem e biologia sintética, são 

estratégias interessantes que possibilitariam a comercialização dessas moléculas (Facchini et 

al., 2012). 

 A exploração do transcriptoma, a partir das tecnologias de sequenciamento de nova 

geração (Next Generation Sequencing - NGS), tornou-se um importante método para a 

descoberta de genes codificantes de enzimas responsáveis pela síntese de compostos 

secundários (Facchini et al., 2012; Wang et al., 2013), especialmente sustentável para 

espécies não modelo, as quais apresentam sequências genômicas desconhecidas (Wang et al., 

2013). 
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1.1 Lippia alba 

 

 O gênero Lippia é um dos 41 gêneros de ervas, arbustos e árvores pertencentes à 

família Verbenaceae. Este gênero compreende aproximadamente 200 espécies distribuídas 

principalmente na África tropical, Américas do Sul e Central, Índia e Austrália (Pascual et al., 

2001; Ombito et al., 2014). O Brasil, uma das regiões de maior biodiversidade do gênero, 

possui aproximadamente 75% das espécies conhecidas que, em sua maioria, são endêmicas da 

“Cadeia do Espinhaço”, nos estados de Minas Gerais e Goiás (Viccini et al., 2005). 

O uso de plantas do gênero Lippia na medicina popular, geralmente envolvem o uso de 

folhas, flores e partes aéreas preparadas sob a forma de infusão ou decocção e administrados 

por via oral. As principais indicações são para o tratamento de doenças dos sistemas 

respiratório e digestivo, além do tratamento de infecções (Silva et al., 2015). 

Dentre as plantas do gênero Lippia, a espécie L. alba (Figura 1.1) é uma das mais 

estudadas. A espécie é popularmente conhecida por diversos nomes, como erva cidreira, falsa 

melissa, carmelitana, salva do Brasil, salva, salva limão, melissa, alecrim do campo e salva 

brava (Siani et al., 2002; Aguiar et al., 2008; Guedes, 2011). 

 Do ponto de vista farmacológico, alguns trabalhos apresentam a importância 

medicinal de L. alba (Hennebelle et al., 2008; López, Stashenko e Fuentes, 2011; Blanco et 

al., 2013). O uso desta espécie na medicina tradicional é indicado para tratamento de cólicas, 

indigestão, náuseas, espasmos, diarreia, disenteria, doenças respiratórias, problemas hepáticos 

e no tratamento de sífilis e gonorreia (Heinzman e Barros, 2007; Tavares Momenté e 

Nascimento, 2011). 
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Figura 1.1: Espécime de Lippia alba cultivado na Estação Experimental de 

Cultivo e Manutenção de Plantas da Universidade Federal de Juiz de Fora. 

  

Machado et al. (2014) demonstrou que os óleos essenciais de L. alba possuem 

importante atividade antimicrobiana sobre bactérias Gram positivas e Gram negativas, sob 

diferentes concentrações. Estudos mostram que compostos produzidos a partir do 

metabolismo secundário de L. alba apresentam efeitos sedativos, dependentes da dose, no 

sistema nervoso central, incluindo hipotermia, propriedades anticonvulsivas e atividade 

antioxidante (Neto et al., 2009; Chies et al., 2013). A partir da análise das frações hexanólica 

e etanólica dos metabólitos voláteis de 16 quimiotipos de Lippia spp, Singulani et al. (2012) 

concluiu-se que estas plantas representam uma importante fonte de substâncias antioxidantes, 

as quais desempenham um papel chave na prevenção de doenças neurodegenerativas, 

cardiovasculares e câncer. 

De acordo com o componente volátil majoritário do óleo essencial, essas plantas 

podem ser separadas em “variedades químicas”, denominadas quimiotipos (Pascual et al., 

2001; Tavares et al., 2005; Teles et al., 2012). Os principais quimiotipos encontrados na 

espécie são o citral, citral-mirceno, citral-limoneno, carvona-limoneno e linalol (Jannuzzi et 

al., 2011). Os quimiotipos citral-mirceno e citral-limoneno são bastante utilizados no Brasil 

na forma de chá de folhas frescas, as quais possuem ações calmante, espasmódica, analgésica, 

sedativa e ansiolítica (Jannuzzi et al., 2011). 
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Interessantemente, no Brasil L. alba tem sido indicada como uma importante fonte 

alternativa de linalol, o qual é muito utilizado nas indústrias de cosméticos e alimentícia. Esta 

fonte alternativa é importante, uma vez que o pau-rosa (Aniba roseodora), a maior fonte deste 

composto está ameaçada de extinção (Vieira, 1999; Siani et al., 2002). A boa produtividade 

(89±9%) e a qualidade do linalol produzido por L. alba são pontos a serem considerados e 

explorados, uma vez que os quimiotipos que produzem linalol como principal componente do 

óleo essencial possuem baixos níveis de outros terpenóides (Forero-Peñuela  et al., 2013). 

Além dos compostos citados anteriormente, os diferentes quimiotipos de L. alba 

possuem vários outros constituintes em seus óleos essenciais, variando entre 29 e 42 tipos de 

compostos. Alguns são encontrados apenas em determinados quimiotipos, constituindo um 

total aproximado de 90% da composição do óleo destas plantas (Tavares et al., 2005; 

Hennebelle  et al., 2008). 

Análises por cromatografia de fase gasosa acoplada a espectrometria de massa dos 

óleos essenciais dos quimiotipos citral, carvona e linalol oriundos de diferentes regiões, 

cultivados sob mesmas condições, indicaram que a composição do mesmo manteve-se 

inalterada, sugerindo que os diferentes perfis de óleos essenciais são devidos principalmente à 

variação genética dos diferentes quimiotipos (Tavares et al., 2005). A variação genética entre 

plantas de L. alba tem sido confirmada a partir de análises cromossômicas, estudos de triagem 

molecular e conteúdo de DNA (Pierre et al., 2011; Reis et al., 2014). 

Viccini et al. (2014) demonstraram que as diferenças entre os quimiotipos de L. alba 

podem estar, de fato, relacionadas às variações genéticas encontradas, a respeito das distintas 

ploidias. Considerando plantas com número cromossômico 2n=30 como indivíduos diploides, 

foram observados espécimes triploides (2n=45) e tetraploides (2n=60). Notadamente, todas as 

plantas diploides e tetraploides possuem como principal componente de seus óleos essenciais 

o citral. Por outro lado, triploides produzem linalol como principal terpenóide, sugerindo uma 

possível relação entre este composto e o conteúdo de DNA (Viccini et al., 2014) 

Diante do amplo uso medicinal de L. alba e das lacunas que ainda existem com 

relação aos fatores determinantes na produção de óleos essenciais, fica evidente a necessidade 

de estudos genéticos adicionais. 
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1.2 PRODUÇÃO DE TERPENÓIDES 

 

 Os óleos essenciais compreendem misturas complexas constituídas por moléculas 

voláteis, produzidas a partir do metabolismo das plantas. Estas moléculas voláteis 

denominadas de terpenóides (também conhecidas como isoprenóides) constituem uma extensa 

família de produtos naturais que inclui mais de 40.000 compostos, oriundos tanto do 

metabolismo primário quanto do metabolismo secundário (Goto et al., 2010). Estas moléculas 

podem ser obtidas de raízes e rizomas (e.g., gengibre), folhas (e.g., menta, erva-cidreira e 

orégano), casca e ramos (e.g., capim-cidreira, cânfora), flores (e.g., jasmim, rosa, violeta e 

lavanda) e de frutos e sementes (e.g., laranja, limão, pimenta, noz-moscada) (Fornari  et al., 

2012). 

Os terpenóides são todos biossintetizados a partir de unidades básicas de isopreno, 

mais precisamente, isopentenil difosfato (IPP) e dimetilalil difosfato (DMAPP), os quais são 

originados de dois caminhos biossintéticos alternativos localizados em compartimentos 

subcelulares diferentes. O caminho citosólico do ácido mevalônico (MVA) produz o IPP a 

partir de acetil-Coezima A (CoA), enquanto que a via plastidial do 2-C-metil-D-eritriol-4-

fosfato (MEP) leva a formação de IPP e DMAPP a partir de piruvato e gliceraldeído-3-fosfato 

(GAP) (Figura 1.2) (Nagegowda, 2010). Estas duas vias operam de maneira simultânea e a 

separação dentro de compartimentos celulares distintos não é absoluta, o que permite trocas 

de metabólitos (Hemmerlin et al., 2003). 
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Figura 1.2: Organização das vias biossintéticas de terpenóides e seus compartimentos 

subcelulares em plantas. DMAPP, dimetilalil difosfato. IPP, isopentenil difosfato. 

(Adaptado de Bohlmann, Meyer-Gauen, Croteau 1998). 

  

A reação inicial da via do MVA (Figura 1.3.A) é caracterizada pela enzima acetil-CoA-

C-acetil-transferase, também conhecida como acetoacetil-CoA tiolase (AACT; EC 2.3.1.9) 

(Vranová, Coman e Gruissem, 2013). A AACT é uma enzima responsável pela condensação 

de duas CoA para acetoacetil-CoA em uma reação reversível. No segundo passo, este produto 

é convertido para 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA), reação promovida pela enzima 

HMG-sintase (HMGS; EC 2.3.3.10).  

O HMG-CoA é convertido para MVA em dois passos de redução, cada um destes 

requer a presença da molécula de Nicotinamida-Adenina Dinucleotídeo (NAD) em sua forma 
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reduzida NADH, a qual servirá como o equivalente redutor. Essas reações de oxido-redução 

são catalisadas pela enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA redutase (HMGR; EC 1.1.1.34). 

Duas reações sucessivas de fosforilação são catalisadas pelas enzimas MVA quinase (MK; EC 

2.7.1.36) e Fosfo-MVA quinase (PMK; EC 2.7.4.2), sendo o MVA fosforilado para MVA 5-

difosfato.  

O último passo da biossíntese do IPP é uma reação de descarboxilação dependente de 

adenosina trifosfato (ATP) do MVA 5-difosfato, reação catalisada pela difosfato-MVA 

descarboxilase (MPDC; 4.1.1.33). Após sua produção, o IPP sofre isomerização formando o 

DMAPP para que, então, ocorra a condensação de terpenóides maiores (Vranová, Coman e 

Gruissem, 2013). 

A rota do MEP (Figura 1.3.B), descrita como alternativa a via do MVA, consiste de 

sete passos enzimáticos envolvendo a formação de IPP e DMAPP a partir das moléculas de 

piruvato e gliceraldeído-3-fosfato (GAP). O primeiro passo desta rota é a condensação de 

piruvato e GAP para formar 1-deoxi-D-xilulose-5-fosfato (DOXP), reação catalisada pela 

enzima DOXP sintase (DXS; EC 2.2.1.7). Em seguida, o DOXP é transformado em MEP por 

uma reação de redução/isomerização realizada pela enzima DOXP redutoisomerase (DXR; 

EC 1.1.1.267), também denominada de MEP sintase.  

O MEP é convertido em 1-hidroxi-2-metil-2-(E)-butenil-4-difosfato (HMBPP) pela 

atividade consecutiva das enzimas 2-C-metill-D-eritritol-4-fosfato citidilil-transferase (MCT; 

EC 2.7.7.60), 4-(citidina 5’-difosfo)-2-C-metil-D-eritritol quinase (CMK; EC 2.7.1.148), 2-C-

metil-D-eritritol 2,4-ciclodifosfato sintase (MDS; EC 4.6.1.12) e (E)-4-hidroxi-3-metil-but-2-

enil difosfato sintase (HDS; EC 1.17.7.1). O passo final é a conversão do HMBPP para IPP e 

DMAPP pela atividade da enzima (E)-4-hidroxi-3-metil-but-2-enil difosfato redutase (HDR; 

EC 1.17.1.2) (Dudareva, Klempien e Kaplan, 2013). 
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Figura 1.3: Compartimentalização das vias do MVA e MEP em células vegetais. A produção 

de IPP e DMAPP resultam de um conjunto de reações desencadeadas por enzimas 

compartimentalizadas e especificas de cada organela (adaptado de Vranová, Coman e 

Gruissem, 2013). 
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As unidades básicas de isoprenos, descritas anteriormente, podem se associar de 

diferentes formas gerando esqueletos carbônicos múltiplos de cinco, por uma reação de 

condensação. Desta maneira, podemos classificar os terpenóides de acordo com suas cadeias 

em (Rodríguez-Concepción, 2014): (i) monoterpenóides, os quais apresentam 10 carbonos e 

derivam da combinação entre duas unidades ou moléculas de isopreno; (ii) sesquiterpenos, 

moléculas com 15 átomos de carbono em sua estrutura, formados pela associação de três 

moléculas de isopreno; (iii) diterpenóides, derivados da combinação entre quatro unidades de 

isopreno, apresentando 20 átomos de carbono em sua cadeia; (iv) triterpenóides, os quais 

possuem 30 átomos de carbono gerados a partir da união de duas cadeias com 15 carbonos, 

sendo incluídos nesta classe os brassinosteroides, fitoesteroides de membrana e o ácido 

oleonólico; (v) tetraterpenóides, derivados de oito moléculas de isopreno, são moléculas com 

40 átomos de carbono, constituem os pigmentos acessórios carotenóides do sistema 

fotossintético;  (vi) politerpenóides, que apresentam mais de oito unidades de isopreno. 

Os isoprenóides maiores, originados das associações anteriores, são produzidos a 

partir da atividade de enzimas genericamente denominadas de preniltransferases. Estas 

enzimas, também conhecidas como isoprenil difosfato sintase (IDS; EC 2.5.1.1), catalisam a 

condensação de moléculas de IPP com DMAPP (Muhlemann, Klempien e Dudareva, 2014). 

Elas são divididas em duas classes: Cis ou (Z)-preniltransferases, as quais geram moléculas 

contendo apenas duplas ligações do tipo cis, e trans ou (E)-preniltransferases que produzem 

moléculas com duplas ligações do tipo trans em cada unidade de IPP adicionada à cadeia. 

Apenas um número limitado de membros da família das cis-preniltransferases tem 

sido estudado em detalhes. Estas enzimas geram produtos que são usados para a síntese de 

terpenóides de cadeia longa, como os dolicóis, que estão ligados em conformação cis, 

exemplo de uma enzima desta família é a dehidrodolicol difosfato sintase (DHDDS). 

Interessantemente, uma (Z,Z)-FPP sintase foi identificada em tomate selvagem (Solanum 

habrochaites), a qual produz  (Z,Z)-FPP a partir de IPP e DMAPP juntamente com outras duas 

enzimas, santaleno/bergamoteno sintase (ShSBS) e 7-epizingibereno sintase (ShZIS) que 

utilizam o substrato cisóide para a formação de sesquiterpenos(Gutensohn et al., 2014).  

Do mesmo modo, outra cis-preniltransferase, neril difosfato sintase 1 (NDPS1), a qual 

catalisa a formação de neril difosfato (NPP) utilizando como substrato o IPP e o DMAPP, 

também foi isolada de tomate (Solanum lycopersicum) (Gutensohn et al., 2014). Em paralelo, 

Gutensohn e colaboradores demonstraram que a enzima felandreno sintase 1 (PHS1) também 



25 

 

é capaz de produzir monoterpenóides. Estes dados indicam que o papel das (Z)-prenil 

difosfato sintase tem sido subestimado (Gutensohn et al., 2014). 

As trans-preniltransferases constituem uma extensa família de proteínas que inclui 

vários membros de enzimas, as quais estão envolvidas com a produção dos principais 

percussores para as enzimas especializadas na produção de terpenóides, dentro desta classe 

estão (Tholl e Lee, 2011):  (i) geranil difosfato sintase (GPS; EC 2.5.1.1) que sintetiza o 

geranil difosfato (GPP), o qual é um precursor de 10 carbonos para a geração de 

monoterpenóides; (ii) geranilgeranil difosfato sintase (GGPS; EC 2.5.1.29), enzimas 

responsáveis pela formação do geranilgeranil difosfato (GGPP), sendo este uma molécula de 

20 carbonos precursora para síntese de diterpenóides; (iii) farnesil difosfato sintase (FPS; EC 

2.5.1.10) que catalisam a produção farnesil difosfato (FPP), uma com 15 átomos de carbono e 

primordial na síntese de sesquiterpenos. 

A biossíntese dos terpenóides, os quais são compostos cíclicos em sua maioria, 

envolve ainda outro grupo de enzimas denominadas terpeno sintases (TPS) ou ciclases. Estas 

enzimas catalisam reações de ciclização, que podem ocorrer acompanhadas de reações de 

oxido-redução, resultando na formação de terpenos que compõem óleos essenciais 

(Bohlmann, Meyer-Gauen e Croteau, 1998). Algumas exceções de terpeno sintases produzem 

compostos acíclicos, como as monoterpeno sintases que sintetizam micerno, geraniol e linalol 

(Bohlmann, Meyer-Gauen e Croteau, 1998). 

De um modo geral, as terpeno sintases apresentam um tamanho entre 550 até 850 

resíduos de aminoácidos, o que está de acordo com o peso molecular observado 

experimentalmente de 50-100 kDa (quilodaltons) (Bohlmann, Meyer-Gauen e Croteau, 1998). 

Elas são encontradas em compartimentos celulares específicos, por exemplo, terpeno sintases 

para monoterpenóides (C10), diterpenóides (C20) e tetraterpenóides/carotenóides (C40) estão 

localizadas nos plastídios, enquanto que terpeno sintases para sesquiterpenos (C15) e 

triterpenos (C30) estão presentes no citoplasma (Lange, 2014). 

Todas as monoterpeno sintases apresentam em comum o mecanismo de reação que 

catalisa o produto terpenóide final (Mccgarvey e Croteau, 1995; Kampranis et al., 2007). A 

catálise inicia com o processo de isomerização do GPP, promovendo a quebra da dupla 

ligação entre os átomos de carbono C2 e C3 que impede a ciclização da molécula. A seguir, o 

GPP sofre ionização dependente de íons metálicos divalentes, formando produtos catiônicos 

intermediários, por exemplo, o cátion geranil, linalil difosfato (nas formas trans e cis), cátion 

linalil, e o cátion α-terpenil. Estes produtos intermediários sofrem uma série de ciclizações, 
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deslocamento de hidretos ou outros rearranjos moleculares até a formação de um composto 

estável. Os monoterpenóides acíclicos como linalol, mirceno e (E)-b-ocimene podem ser 

catalisados tanto pela via do cátion geranil quanto pela via do cátion linalil, enquanto que o 

geraniol provém da via do cátion geranil por uma reação de hidratação (Degenhardt, Köllner e 

Gershenzon, 2009). 

Os sesquiterpenos compreendem um extenso grupo de moléculas isoprenóides, 

apresentando mais de 7.000 compostos, sendo catalisados a partir da atividade de enzimas 

denominadas de sesquiterpenos sintases. O número maior de sesquiterpenos deve-se ao fato 

do percursor destas moléculas apresentarem 5 carbonos a mais, o que possibilita maior 

número de ciclizações (Bohlmann, Meyer-Gauen e Croteau, 1998).  

A reação catalisada pelas enzimas sesquiterpenos sintases é conservada, iniciando com 

processo de ionização do FPP que resulta no cátion farnesil. Esta molécula sofre um conjunto 

de ciclizações, sendo algumas delas precedidas por um mecanismo de isomerização, 

formando um composto intermediário denominado nerolidil. Seguidos passos de ciclização, 

deprotonação, mudanças de hidretos e grupamentos metil, além de outros rearranjos, são 

necessários para a formação de diferentes produtos estáveis (Degenhardt, Köllner e 

Gershenzon, 2009). 

Os diterpenóides são moléculas derivadas do (E,E,E)-geranilgeranil difosfato (GGPP), 

o qual forma um grande grupo de mais de 12.000 produtos naturais. Notavelmente, uma 

significativa fração das moléculas diterpenóides são policíclicas (aproximadamente 7.000 

compostos), originando de duas ciclizações e/ou reações de rearranjo molecular 

independentemente do número de anéis carbônicos finais (Peters, 2010). As diterpeno sintase 

podem ser divididas em dois grupos: (i) diterpeno sintases bifuncionais, as quais convertem o 

GGPP para uma molécula intermediaria denominada copalil difosfato (CPP) e 

consecutivamente a conversão deste para diterpenóides estáveis; (ii) diterpeno sintases 

monofuncionais que catalisam diterpenóides a partir do CPP ou diretamente do GGPP, sem a 

produção de moléculas intermediárias (Chen et al., 2011). 

Os triterpenóides e esteróides são isoprenóides sintetizados na via do MVA, a partir de 

um composto intermediário denominado de 2,3-oxidosqualeno que é produzido pela ação 

consecutiva de duas enzimas. A esqualeno sintase (SQS; EC 2.5.1.21) converte duas 

moléculas de FPP para esqualeno, consumindo NADPH. A seguir, o esqualeno resultante da 

primeira catalise é usado como substrato para as enzimas esqualeno monooxigenase, também 

chamada de esqualeno epoxidase (SQE; EC 1.14.13.132), gerando 2,3-oxidoesqualeno a partir 
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do consumo de NADPH e oxigênio molecular. A ciclização de 2,3-oxidosqueleno é realizada 

por enzimas conhecidas como oxidosqualeno ciclases (OSC), gerando esqueletos carbônicos 

que serão utilizados para a geração de esteróides e triterpenóides.  

A variação na ciclização, nos rearranjos moleculares e no dobramento do substrato 

inicial, são passos críticos para a diversidade de esqueletos carbônicos originados. Estes 

podem apresentar a conformação Chair-Chair-Chair (C-C-C), a qual dá origem aos 

triterpenóides, e a conformação Chair-Boat-Chair (CBC) que dá origem aos esteróides 

(Thimmappa et al., 2014). Em bactérias, o esqualeno é ciclizado para opene pentacíclico por 

uma enzima denominada esqualeno-opene ciclase (SHC; EC 5.4.99.17), o qual sofrerá 

rearranjos moleculares complexos até originar um esteróide estável (Abe, 2007). 

Os carotenóides e tetraterpenos (C40) são moléculas isoprenóides produzidas pela 

união de dois GGPP, produzindo um composto denominado fitoeno, de maneira similar a 

formação do esqualeno. A reação de produção de fitoeno é catalisada pela enzima fitoeno 

sintase (PSY; EC 2.5.1.32), a qual desempenha um mecanismo muito similar ao 

desempenhado pela SQS. O fitoeno é dessaturado para formar uma cadeia de anéis-

cromóforos que compõe o backbone dos carotenóides das plantas e determina as propriedades 

físicas e biológicas. A dessaturação e isomerização do fitoeno resultam no licopeno, o qual é 

um carotenóide vermelho. A ciclização desta molécula resulta na produção de carotenóides 

com diferentes anéis, os quais poderão sofrer modificações gerando a grande diversidade de 

carotenos encontrada em plantas (Ruiz-Sola e Rodríguez-Concepción, 2012). 

Baseado no mecanismo de catalise e produtos formados, as terpeno sintases podem ser 

classificadas em dois grupos: classe I e classe II (Tholl, 2006). A reação enzimática catalisada 

pelas TPS classe I inicia com a ionização do substrato prenil difosfato pela remoção do 

grupamento difosfato da molécula de forma dependente de um cátion divalente. Em contraste, 

as TPS classe II catalisam a ionização de seu substrato a partir da adição de um próton ao anel 

epóxido ou via protonação da dupla ligação entre os carbonos C14 e C15 do GGPP (Gao, 

Honzatko e Peters, 2012; Tholl, 2015). 

As TPS classe I possuem um domínio α funcionalmente ativo, o qual possui um 

motivo altamente conservado rico em aspartato, DDXXD, e outro motivo menos conservado, 

NSE/DTE, que estão localizados de maneira oposta na entrada do sítio catalítico 

(Christianson, 2006). Estes motivos são responsáveis por auxiliar no posicionamento do 

substrato difosfato, coordenação de íons divalentes e moléculas de água, além de 

estabilizarem o sítio ativo (Christianson, 2006).  
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As TPS classe II dispõem de dois domínios, um domínio β e um domínio γ, sendo que 

o domínio β funcionalmente ativo carrega o motivo conservado DXDD, similar ao DDXXD 

de TPS classe I, o qual é indispensável para o processo de protonação do substrato ao invés da 

clivagem como ocorre com algumas de classe I (Christianson, 2006; Cao et al., 2010). 

Algumas monoterpeno sintases e diterpeno sintases apresentam tipicamente um motivo 

RR(X)8W, o qual está relacionado com o processo de ciclização do substrato isoprenil. Este 

domínio delimita o peptídeo de endereçamento plastidial na região N-terminal (Martin et al., 

2010). 

As relações entre as sequências de aminoácidos das enzimas terpeno sintases de 

plantas, permite subdividi-las em oito subfamílias, de TPSa até TPSh, cada uma apresentando 

um mínimo de 40% de identidade entre seus membros. O estudo filogenético entre as 

subfamílias de TPS, demonstrou que as TPSa (subdividida em TPSa-1, tipicamente de 

dicotiledôneas, e TPSa-2, presente em monocotiledôneas), TPSb e TPSg formam clados 

específicos de angiospermas, sendo que as TPSg estão mais próximas evolutivamente das 

TPSb. As TPSc, TPSe/f e TPSh formam um novo clado entre elas, sendo que as TPSf derivam 

das TPSe. Enquanto que as TPSd, as quais estão subdivididas em TPSd-1, TPSd-2 e TPSd-3, 

formam um clado isolado de enzimas tipicamente de gimnospermas (Chen et al., 2011). 

A complexidade na biossíntese dos terpenóides, seu potencial informativo sobre a 

filogenia, além da importância econômica e medicinal, justificam um amplo estudo sobre 

estas vias metabólicas. 

 

1.3 SEQUENCIAMENTO DE NOVA GERAÇÃO 

  

 O método de sequenciamento Sanger automatizado, originado a partir de avanços na 

eletroforese capilar, permitiu o término do primeiro genoma humano marcando o início da era 

do sequenciamento moderno. Os avanços posteriores resultaram na invenção e 

desenvolvimento de novas estratégias de sequenciamento de alto desempenho (do inglês, 

high-throughput sequencing – HT-Seq), sendo as novas plataformas de sequenciamento 

denominadas de high-throughput next generation sequencing (HT-NGS). As características 

desta nova estratégia têm permitido técnicas mais rápidas, com menores custos e com maior 

acurácia (Mardis, 2008; Pareek, Smoczynski e Tretyn, 2011). 

 O progresso dessas tecnologias tem permitido não apenas a análise das variações 

estruturais e sequenciais em genomas, mas também, variações epigenômicas, modificações da 
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cromatina, genômica do câncer e estudos de transcriptomas, como a detecção e quantificação 

de transcritos, bem como outros elementos da genômica funcional (Soon, Hariharan e Snyder, 

2013). Interessantemente, técnicas como o microarray vêm sendo substituídas pelos 

sequenciamentos de nova geração, uma vez que estes podem detectar genes raros mesmo sem 

conhecimentos prévios e ainda detectar variantes de splicing alternativo (Metzker, 2010). 

 As plataformas de HT-NGS diferenciam-se entre si em configurações de engenharia e 

química de sequenciamento. No entanto todas compartilham uma característica, um 

paradigma técnico, que é o processamento paralelo massivo de fragmentos de DNA ou RNA 

em uma única flow cell. Essa é a principal diferença destas plataformas em relação ao 

sequenciamento Sanger, o qual é baseado na separação por eletroforese dos produtos da 

terminação de cadeia precoce por inserção de bases modificadas, em sequenciamentos 

individuais (Voelkerding, Dames e Durtschi, 2009). 

 Dentre as plataformas e métodos de sequenciamento HT-NGS  estão (Liu et al., 2012; 

Myllykangas, Buenrostro e Ji, 2012):  (i) SOLiD desenvolvido pela Applied Biosystems 

(agora parte da Life Technologies); (ii) Solexa/Illumina; (iii) 454 FLX desenvolvido pela Life 

Sciences (Roche); (iv) Ion Torrent desenvolvido pela Ion Torrent Systems (agora parte da Life 

technologies); (v) Heliscope desenvolvido pela Helicos Biosciences; (vi) PacBio RS 

desenvolvido pela Pacific BioSciences. Além destas, outras tecnologias que parecem se 

destacar nos últimos anos são o Polonator G.007, desenvolvido por George M. Church, em 

Harvard, como uma tecnologia aberta (combina bibliotecas paired-tag com PCR em emulsão 

e o sequenciamento baseado em ligação da plataforma SOLiD proporcionando baixo custo e 

alta acurácia), e o Oxford Nanopore, desenvolvido pela Oxford Nanopore Technologies 

Limited (Pareek, Smoczynski e Tretyn, 2011) 

 De maneira geral, as plataformas HT-NGS envolvem três etapas primordiais e críticas, 

as quais são (Myllykangas, Buenrostro e Ji, 2012): (i) preparação das amostras (ou 

bibliotecas), etapa na qual as amostras são randomicamente fragmentadas em tamanhos 

específicos, envolvendo também a ligação de pequenas sequencias definidas, denominadas de 

adaptadores, aos 5’ e 3’ terminais dos fragmentos gerados; (ii) imobilização, neste passo as 

bibliotecas preparadas na etapa anterior são ancoradas em um suporte sólido, no qual 

ocorrerão reações de sequenciamento de forma simultânea, proporcionando o processamento 

de bilhões de sequências; (iii) sequenciamento, nesta terceira etapa ocorre a amplificação 

massiva das bibliotecas por reações de PCR, formando clusters de cópias destas bibliotecas 
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que serão detectados a partir de sinais luminosos (fluorescentes) ou químicos (detecção por 

pH). 

Comparada à montagem por referência, a montagem de novo também apresenta muitas 

vantagens, destacando-se três (Martin e Wang, 2011): (i) os dados de transcriptoma de 

organismos não modelo podem ser reconstruídos sem a necessidade de uma referência, 

permitindo a detecção de sequências desconhecidas; (ii) a montagem não depende do 

alinhamento perfeito dos reads em sítios de splicing, como na montagem baseada em 

referência, portanto os introns longos não são problemas nesta estratégia; (iii) além disso, 

transcritos similares providos de rearranjos cromossômicos ou transcritos oriundos de 

mecanismos de splicing-trans podem ser detectados. 

Existem vários softwares para cada estratégia. Para a montagem por referência existe a 

plataforma web Galaxy (Goecks, Nekrutenko e Taylor, 2010), que permite a construção de um 

workflow interativo para montagem tanto de genomas quanto de transcritos. Além do Galaxy, 

os programas de alinhamento de sequências curtas Blat, TopHat, GSNAP, ApliceMap e 

MapSplice podem também serem usados para a estratégia de montagem por referência 

(Martin e Wang, 2011). Com relação a montagem de novo, os softwares mais utilizados para 

dados providos de reads curtos são SOAPdenovo-Trans, Velvet/Oases, Trans-ABySS e Trinity 

(Chen et al., 2011). 

A escolha por uma das duas abordagens deve considerar o objetivo pretendido, os 

custos e o tempo demandado. Desta forma, é importante determinar o número e tipos de 

réplicas que serão necessários e como os dados serão processados e manipulados (Strickler, 

Bombarely e Mueller, 2012). 

 

1.4 PCR EM TEMPO REAL (qPCR – Quantitative Polymerase Chain 

Reaction) 

 

 O estudo da mudança de expressão gênica promove o entendimento sobre a rede 

regulatória do gene. Neste contexto, a técnica de qPCR (também conhecida como qRT-PCR) é 

comumente usada para análises quantitativas, devido sua sensibilidade, especificidade e 

reprodutibilidade (Lee et al., 2015). A qPCR pode ser considerada um refinamento da PCR 

original, o qual teve início na década de 90 a partir da exploração da atividade exonucleásica 

da taq-polimerase e da capacidade quantitativa da PCR utilizando o brometo de etídio 

(Holland et al., 1991; Higuchi et al., 1992). 
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 De forma similar à PCR convencional, a qPCR usa taq-polimerase, tampão, dNTPs e 

primers para a amplificação de pequenos fragmentos (80-150 bp) de cDNA (DNA 

complementar). A diferença em relação ao método convencional é que para cada ciclo de 

amplificação um sinal fluorescente é emitido, por sondas e corantes, e monitorado por um 

termociclador computadorizado, permitindo análise em tempo real do produto amplificado 

(Thornton e Basu, 2011). Os principais produtos químicos para detecção do fragmento 

amplificado são baseados em corantes intercalantes ao DNA, exemplo o SybrGreen, e na 

hidrólise de sondas fluorescentes, exemplo as sondas TaqMan (Buh Gašparič et al., 2010). 

 Um corante muito usado na técnica de qPCR é o SybrGreen, o qual se liga de forma 

inespecífica a fitas duplas de DNA (dsDNA – do inglês, double-strand DNA) geradas durante 

a amplificação, gerando fluorescência. A grande vantagem do SybrGreen é que pode ser usado 

com qualquer par de primer para qualquer alvo, sendo, seu uso menos custoso que sondas 

(Giulietti et al. 2001). No entanto, a especificidade é diminuída devido ao risco de amplificar 

produtos inespecíficos e dímeros de primer. Assim, uma forma de contornar esse problema é 

analisar as curvas de dissociação (melting) pela temperatura de fusão (melting temperature-

Tm), que é definida como a temperatura onde 50% dos produtos amplificados estão 

dissociados em fita simples. De maneira geral, as curvas de dissociação devem apresentar um 

único pico, garantindo que uma amplificação inespecífica não ocorreu (Giulietti et al., 2001; 

Buh Gašparič et al., 2010). 

 Outra forma de gerar a fluorescência é pelo uso de sondas específicas para uma região 

interna da sequência amplificada, como no caso as sondas TaqMan. Em solução, o sinal 

fluorescente do fluoróforo é suprimido pelo quencher. Porém durante a fase de extensão a 

sonda ligada é degradada pela atividade 5’-3’ exonucleásica da taq polimerase, gerando 

fluorescência pela separação do fluoróforo do quencher. Este processo é repetido a cada ciclo 

sem interferir com a síntese exponencial dos produtos de PCR (Navarro et al., 2015). 

 Os termocicladores para estudos de qPCR consistem de uma fonte de luz integrada 

para excitação, um sistema de detecção de fluorescência e um software, o qual realiza a 

análise quantitativa do sinal detectado durante o ensaio (Navarro et al. 2015). Durante a 

análise de qPCR um valor importante para os cálculos de quantificação é Ct (Cycle 

threshold), que é definido como o número de ciclos requeridos para que o sinal de 

fluorescência cruze um valor limiar de detecção (Threshold). De forma geral o Ct está 

diretamente relacionado à quantidade de DNA amplificado (Valasek e Repa, 2005). 
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 A partir da análise dos resultados de um ensaio de qPCR a partir dos valores de Ct 

obtidos, podemos realizar dois métodos de quantificação: a quantificação absoluta (também 

denominada de curva-padrão) e a quantificação relativa. A quantificação absoluta é baseada 

na comparação dos valores de Ct com uma curva-padrão gerada da amplificação de 

quantidades conhecidas do DNA (gene) alvo (Postollec et al., 2011). A curva-padrão é 

geralmente usada para determinar a eficiência de amplificação (E) de um par de primer, uma 

alta eficiência está relacionada a uma inclinação (slope) de 3,32 da reta representada pelas 

diluições de 10 vezes do DNA alvo (Taylor et al., 2010). Valores de eficiência de 100% 

indicam que a quantidade de DNA dobra a cada ciclo de amplificação (Bustin et al., 2009).  

 Quanto a quantificação relativa, esta é usada para estimar mudanças na expressão de 

um gene específico, baseando-se na normalização da quantidade do gene alvo por um gene 

controle endógeno com expressão constante (housekeeping gene). De maneira geral, a 

expressão relativa é dada por 2-Ct, onde a variação de Ct (Ct) é dada por Ct(amostra) - Ct(controle 

endógeno) (Arya et al., 2005; Postollec et al., 2011). 

 O fato do qPCR envolver a amplificação de sequências curtas do DNA alvo, permite 

reduzir de forma significativa o tempo de extensão. Além disso, outra vantagem do qPCR em 

relação ao PCR convencional é que o passo de eletroforese em gel de agarose ou acrilamida 

não é requerido para visualizar os fragmentos amplificados (Levin, 2005). 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

 Caracterizar o transcriptoma de folhas do quimiotipo BGEN-04 de Lippia alba, 

contribuindo com novas informações sobre as vias metabólicas de terpenóides desta espécie. 

 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 O presente trabalho tem como objetivos específicos: 

 - Montar e anotar o transcriptoma de folhas de Lippia alba; 

 - Identificar por métodos in silico transcritos das enzimas terpeno sintase expressas em 

folhas de L. alba; 

 - Validar primers para controle endógeno e genes de terpeno sintases para trabalhos 

futuros de qPCR. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 COLETA DAS AMOSTRAS PARA SEQUENCIAMENTO 

 

Para o sequenciamento do transcriptoma do acesso BGEN-04 de Lippia alba, foram 

coletadas folhas do quarto nó a partir do ápice que estavam em estágios iniciais de 

desenvolvimento, isto é, com o limbo foliar em abertura. O acesso BGEN-04 foi cultivado na 

Estação Experimental de Plantas da Universidade Federal de Juiz de Fora, Minas Gerais, 

Brasil. E o mesmo possui exsicata depositada no Herbário Leopoldo Krieger (CESJ), com 

número de voucher 48372.  

Esta planta é caracterizada como triploide e seu principal composto terpenóide é o 

linalol. A fim de garantir que as folhas estivessem em fase de maior produção de óleo 

essencial, a coleta foi realizada no mês de março de 2014 durante o período em que as plantas 

não estavam em floração, uma vez que na fase de floração pode haver uma diminuição no 

número de transcritos de enzimas relacionadas com a síntese de terpenóides (Tavares et al., 

2005). As amostras coletadas foram imediatamente congeladas e armazenadas em nitrogênio 

líquido até a extração de RNA total. 

 

3.2 EXTRAÇÃO DE RNA TOTAL PARA SEQUENCIAMENTO 

 

Um pool de folhas jovens expandidas de L. alba BGEN-04 foi coletado e macerado 

em nitrogênio líquido utilizando almofariz e pistilo estéreis RNAse-free. O RNA total foi 

extraído utilizando método de Trizol juntamente com o Kit PureLink®RNA Mini Kit 

(Ambio®) da Life-Technologies, a partir de 100 mg de tecido foliar macerado, seguindo 

instruções do fabricante. Ao final do procedimento o RNA total foi ressuspendido em água 

RNAse-free. A quantificação e análise de integridade foram realizadas em gel de agarose 1%. 

 

3.3 SEQUENCIAMENTO NGS DO RNA TOTAL: RNAseq 

 

Após a extração, quantificação e verificação da integridade do RNA total em gel de 

agarose 1%, a amostra extraída foi enviada para o Centro de Alto Desempenho de 

Sequenciamento de Genoma – Genômica-DF, na Universidade Católica de Brasília – Distrito 
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Federal, Brasil. O workflow da etapa de sequenciamento, após chegada ao laboratório 

Genômica-DF, envolveu três etapas sequenciais:  

(i) Análise do RNA total via Bioanalyzer: A amostra de RNA total enviada foi analisada 

quantitativamente e qualitativamente, utilizando-se o equipamento Bioanalyzer modelo 

Agilent 2100 System; 

(ii) Preparo das Bibliotecas para Sequenciamento: O preparo das bibliotecas foi realizado 

utilizando o Kit TruSeq Sample Preparation (Illumina®), seguindo as recomendações do 

fabricante; 

(iii) Sequenciamento NGS propriamente dito: A plataforma de sequenciamento de nova 

geração utilizada foi o MiSeq da Illumina. Foi executada uma corrida de 2X300 bp, ou 600 

ciclos, com bibliotecas paired-end. 

 

3.4 VERIFICAÇÃO DE QUALIDADE E TRIMMING DE READS 

 

Após o sequenciamento, foi realizada verificação da qualidade das reads, isto é, 

analisou-se o valor do Phred score (também denominado de Phred Quality), o qual indica o 

número de erros de base identificados durante os ciclos de sequenciamento. O Trimming, ou 

retirada dos adaptadores, não foi necessário, uma vez que as sequências enviadas após o 

sequenciamento já estavam tratadas neste sentido, portanto sem adaptadores. As análises de 

qualidade foram realizadas utilizando o software FastQC versão 0.11.2. 

 

3.5 MONTAGEM DOS TRANSCRITOS 

 

 A montagem de novo das sequências foi realizada utilizando o software Trinity versão 

20140717. Foram submetidos ao software os dois arquivos “*.fastq” referentes aos dois ends 

sequenciados, sendo a montagem processada usando os parâmetros: --normalize_reads: 

realiza a normalização das reads in silico; --seqType: para definir se arquivo dos reads estava 

no formato fasta (fa) ou fastq (fq); --JM: denominado de jellyfish memory, usado para definir 

a quantidade de memória RAM utilizada, neste trabalho foi definido 10 gigabytes; --CPU: 

define o número de núcleos do processador que serão usados, foi usado para este estudo 10 

núcleos. O valor de k-mer usado foi 25, o qual é definido por default no programa Trinity. 
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3.6 ANOTAÇÃO FUNCIONAL DE SEQUÊNCIAS GÊNICAS 

 

 Após a montagem dos transcritos, as sequências contínuas (contigs) obtidas foram 

submetidas ao software Blast2Go, a fim de identificar quais genes estão relacionados. 

Seguindo o workflow do Blast2Go, os contigs foram primeiramente alinhados contra 

sequências de proteínas do banco de dados NR (Non-Redundant), usando o algoritmo BlastP 

com e-value de 1.0E-6. Este passo é denominado de mapeamento (mapping) (Figura 3.1). 

 Após o mapeamento, foi realizada uma pesquisa funcional dos genes preditos, isto é, 

se tais sequências estavam relacionadas à alguma proteína funcional como, por exemplo, uma 

enzima de alguma via metabólica. Tal etapa é conhecida como anotação funcional. Neste 

passo, foi usado o banco de dados Gene Ontology e a ferramenta InterProScan, a qual realiza 

uma busca por famílias proteicas a partir de domínios e motivos conservados. Após o passo de 

anotação funcional, realizou-se uma busca pelo mapa metabólico das enzimas determinadas 

no banco de dados KEGG, de acordo com o número EC (Enzyme Comission) (Figura 3.1). 

 

 

 

Figura 3.1: Workflow adotado para anotação de sequências de transcritos encontradas, após 

montagem de novo do transcriptoma de Lippia alba. 
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3.7 ESCOLHA DE SEQUÊNCIAS E DESENHO DE PRIMERS PARA 

ANÁLISE DE PCR QUANTITATIVO (qPCR) 

 

 Após montagem e anotação do transcriptoma de Lippia alba, foram selecionados um 

total de 17 contigs para estudos de qPCR, sendo 13 destes controles endógenos e 4 referentes 

a genes da biossíntese de terpenóides. Os genes controles foram escolhidos baseando-se em 

trabalhos previamente publicados (Reid et al., 2006; Kozera e Rapacz, 2013; Liang et al., 

2014; Campos et al., 2015; Castanera et al., 2015; Wang et al., 2015): actina, gliceraldeído-3-

fosfato desidrogenase, tubulina alfa, NADH desidrogenase, citocromo b, fator de elongação 

alfa, RNA polimerase, DNA polimerase, proteína ribossomal L2, sacarose sintase, glicose-6-

fosfato isomerase, malato desidrogenase e serina/treonina fosfatase. Quanto aos genes de ter-

peno sintase, foram escolhidos: farnesil difosfato sintase, geranilgeranil difosfato redutase, 

geraniol sintase e linalol/nerolidol sintase. A escolha destes foi feita de acordo com o interesse 

nas vias de síntese de geraniol, linalol/nerolidol e de diterpenóides. 

Dentre os vários contigs anotados para os genes escolhidos tanto para controle quanto 

para terpeno, foram selecionados para desenho dos primers aqueles com melhores valores de 

identidade, cobertura e e-value, obtidos durante a anotação funcional usando o workflow do 

programa Blast2Go. Os primers para PCR quantitativo (qPCR) foram projetados utilizando-se 

o software PrimerExpress V3.0 (Applied Biosystems). A temperatura de melting (Tmº) para 

cada primer foi 65-67 ºC e o tamanho do fragmento amplificado (amplicon) de cada par de 

primer desenhado foi de 80 bp.  

 

3.8 EXTRAÇÃO DE RNA E SÍNTESE DE CDNA PARA qPCR 

 

 Foi coletado separadamente um pool de folhas jovens expandidas a partir do quarto 

segmento nodal (a contar do ápice) dos acessos triploides de L. alba BGEN-04 (voucher 

48372), BGEN-23 (voucher 48460) e BGEN-37 (voucher 48381), cultivados na Estação Ex-

perimental de Plantas da Universidade Federal de Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil. As fo-

lhas coletadas de cada acesso foram maceradas em nitrogênio líquido utilizando almofariz e 

pistilo estéreis RNAse-free. O RNA total foi extraído utilizando o Kit illustraTM RNAspin Mini 

RNA isolation (GE Healthcare), a partir de 30 mg de tecido foliar macerado, seguindo instru-

ções do fabricante. Ao final do procedimento o RNA total foi ressuspendido em água RNAse-
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free. A quantificação e análise de integridade foram realizadas por espectrofotometria no 

equipamento nanodrop 2000 UV-Vis (Thermo Scientific). 

 Para obtenção do cDNA, 2 g do RNA total foram usados como molde, juntamente 

com 40 M de oligo-dT primer e 2,5 mM de dNTP mix, em um volume final de 16 L. A 

mistura foi aquecida a 70ºC por 5 minutos e depois imediatamente incubada em gelo. Em se-

guida, foram adicionados para a mistura anterior 2L do tampão 10X da enzima transcriptase 

reversa (500 mM Tris-HCL pH 8,3; 750 mM de KCL; 30 mM MgCl2; 100 mM DTT (ditio-

treitol)), 1 L de inibidor de RNAse e 1 L de M-MuLV RT Transcriptase Reversa (NEB, 

New England Biolabs) a mistura foi incubada a 42ºC por 1 hora. A enzima foi inativada a 

90ºC por 10 minutos. 

 

3.9 PCR QUANTITATIVO (qPCR) E ANÁLISE DOS DADOS 

  

 Primeiramente, os cDNAs preparados para cada um dos três acessos de L. alba foram 

unidos em um pool, o qual foi diluído para as concentrações de 800, 200, 50 e 12,5 ng/L. 

Cada concentração foi testada em triplicata para cada par de primer, afim de obter o valor de 

eficiência de amplificação destes.   

 A análise via qPCR dos primers desenhados para cada gene selecionado foi realizada 

no equipamento Rotor-gene Q (Qiagen) em um volume de 11 L. Os parâmetros usados na 

amplificação foram: 5 minutos a 95ºC (afim de ativar a polimerase), 40 ciclos de desnaturação 

a 95ºC por 5 segundos e annealing/extensão a 60ºC por 10 segundos e ao final dos 40 ciclos 

foi realizado passo de dissociação (melting) de 72 a 95ºC com incremento de 1ºC a cada me-

dida de fluorescência. As medidas dos produtos amplificados se deram pela incorporação do 

marcador fluorescente SYBR Green na dupla fita de cDNA para cada reação de amplificação. 

 As análises de eficiência para cada par de primer foram realizadas utilizando o pro-

grama ROTOR-GENE SERIES Q Software v2.3.1. O programa determina a partir dos valores 

de Ct (cycle threshold) a equação da reta que melhor se ajusta aos dados (Curva Padrão) dada 

por y = Mx + B, onde M é o coeficiente angular da reta denominado slope e B é o intercepto 

da reta. De posse do valor de slope o programa calcula os valores de eficiência segundo a 

fórmula E = 10(-1/slope)-1, onde 10(-1/slope) é denominado valor de amplificação. O programa cal-

cula também os valores de coeficiente de correlação R2. 

Após validação dos pares de primers e respectivo cálculo de eficiência, foi realizado 

análise do nível de expressão dos genes referentes as enzimas linalol/nerolidol sintase, gerani-
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ol sintase, farnesil difosfato sintase e geranilgeranil redutase para cada um dos quimiotipos 

citados anteriormente. Nesta etapa foram usados separadamente os cDNA de cada planta e a 

reação seguiu conforme descrito no segundo parágrafo desta seção com uma concentração de 

cDNA de 100 ng/l. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 A figura 4.1 representa o workflow adotado no presente estudo para montagem e 

anotação de sequências oriundas do sequenciamento do transcriptoma de Lippia alba. Os 

resultados obtidos para cada um dos passos serão apresentados e discutidos nas subseções 

desta seção de resultados. 

 

Figura 4.1: Workflow de procedimentos desde a extração do RNA total até a 

anotação de sequências de transcritos encontrados após montagem das reads 

geradas por sequenciamento NGS do transcriptoma de L. alba quimiotipo 

BGEN-04. Para cada passo, estão indicadas as ferramentas usadas e os re-

sultados obtidos. 
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4.1 EXTRAÇÃO E QUALIDADE DO RNA TOTAL PARA 

SEQUENCIAMENTO 

 

Em L. alba a floração parece não influenciar na qualidade dos óleos essenciais, porém 

sua quantidade pode ser reduzida nesta fase (Tavares et al., 2005). Portanto, a coleta foi reali-

zada no período em que as plantas não estavam em floração, uma vez que um dos objetivos 

específicos deste trabalho foi a detecção de transcritos de enzimas terpenos sintases. 

O segmento nodal e o estágio das folhas também influenciam a produção de terpenói-

des. De acordo com Pandeló e colaboradores (2012) folhas jovens do quarto segmento nodal 

apresentam maior expressão de genes relacionados às enzimas do metabolismo de terpenói-

des, seguida por folhas do segundo nó. Além disso, folhas maduras presentes no oitavo nó pa-

recem ter menor taxa de expressão de genes e baixa produção de óleos, provavelmente, devi-

do ao fato dos tricomas neste estágio estarem colapsados. Assim, para obtenção do RNA total 

de L. alba BGEN-04 para sequenciamento, foram coletadas folhas conforme pressuposto nos 

trabalhos de Tavares et al. (2005) e Pandeló et al. (2012). 

 O isolamento de RNA com boa qualidade e quantidade é um desafio em plantas que 

possuem altas taxas de metabólitos secundários, como por exemplo, polissacarídeos e com-

postos polifenólicos. Estes metabólitos podem se ligar ao RNA e precipitarem, resultando em 

baixo rendimento na extração (Djami-Tchatchou e Straker, 2012). Além disso, a oxidação dos 

compostos fenólicos durante a extração pode ocasionar degradação e perda da amostra de 

RNA (Yu et al., 2012). 

A qualidade do RNA total extraído neste trabalho foi analisada por eletroforese em gel 

de agarose 1% (Figura 4.1) e também utilizando o equipamento Agilent 2100 System bioa-

nalyzer (Agilent Technologies), o qual resultou em um gráfico (Figura 4.2) mostrando os picos 

referentes aos RNA ribossômicos 18S e 28S. Estes resultados revelam que apesar das dificul-

dades pertinentes a extração de RNA de plantas com altas taxas de metabólitos secundários, 

foi possível obter uma amostra para sequenciamento com boa qualidade. 

O kit Truseq utilizado para preparo das amostras para sequenciamento, faz uso do mé-

todo de ligação de oligo-dT para separação e enriquecimento das amostras de mRNA, elimi-

nando o rRNA, mesmo que degradado. No estudo realizado por Adiconis et al. (2013), foram 

comparados diferentes métodos de enriquecimento para amostras de RNA com sinais de de-

gradação e baixa quantidade, concluiu-se que metodologias baseadas na seleção por cauda 

poliA possuem uma maior fração de reads alinhadas em regiões exônicas. Interessantemente, 
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de acordo com o fabricante, o kit Truseq está otimizado para trabalhar com baixas quantidades 

de RNA total (0,1 a 1 μg). 

 

 

 

 

Figura 4.2: Eletroforese de RNA total extraído do quimioti-

po BGEN-04 de L. alba em gel de agarose 1%. Em sequên-

cia são apresentados: M, marcador de 1Kb ladder; LA, RNA 

total de L. alba; L25, marcador lambda de 25 ng; L50, mar-

cador lambda de 50 ng. 

  

 

Figura 4.3: Análise do RNA total de Lippia alba no Agilent 2100 System bioanalyzer 

destacando os picos 18S e 28S. Nos eixos do gráfico estão descritos tamanho em nu-

cleotídeos (nt) e fluorescência (FU). 
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4.2 SEQUENCIAMENTO E MONTAGEM DOS DADOS DE RNAseq 

 

As bibliotecas paired-end geradas foram submetidas à plataforma de sequenciamento 

Miseq da Illumina. Foram obtidas um total de 47.498.310 reads paired-end (23.749.155 reads 

para cada end sequenciado) de 35-308 bp, compreendendo 12.148.327.567 nucleotídeos (~12 

Gb) (Tabela 4.1). Aproximadamente 82% e 70% dos reads para o primeiro e segundo end, 

respectivamente, tiveram valores de phred score igual ou acima de Q30 (Figura 4.4).  

 

 

Figura 4.4: Qualidade em phred score das reads paired-end gerados pelo 

sequenciamento do transcriptoma de Lippia alba usando a plataforma 

Illumina Miseq. Em azul está representado as reads para a extremidade 

forward e vermelho as reads para a extremidade reverse. 

  

Um problema comum, observado em sequenciamentos paired-end, é a menor qualida-

de dos reads sequenciados para o segundo end em relação ao primeiro (Figura 4.5). Este pro-

blema não é bem discutido na literatura, no entanto parece ser de fato uma limitação da tecno-

logia em relação à capacidade da enzima e das fluorescências que se desgastam ao longo do 

processo. 
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Figura 4.5: Qualidade phred score por base dos reads paired-end geradas pelo sequenciamen-

to do transcriptoma de Lippia alba usando a plataforma Illumina Miseq. (A) qualidade por 

base das reads para a extremidade forward e (B) qualidade das bases das reads para a extre-

midade reverse. 

 

Diante da ausência de um genoma de referência disponível, neste trabalho foi realiza-

da a montagem de novo dos reads em sequências contínuas denominadas contigs. Para isso, 

foi usado o software Trinity, um montador (assembler) baseado em k-mers (fragmentos de se-

quências com um tamanho k determinado) com 25 bp. O software utiliza um algoritmo deno-

minado de grafo De Bruijin que processa o alinhamento considerando uma subsequência com 

conservação de k-1 bases, reduzindo o custo computacional. De maneira interessante, o pro-
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grama Trinity consiste de três módulos independentes, porém usados sequencialmente para 

montagem dos transcritos: (i) inchworm, o qual monta os dados de RNAseq para sequências 

únicas de transcritos (contigs); (ii) chrysalis, agrupa os contigs gerados pelo inchworm em 

clusters e constrói grafos De Bruijn para cada cluster; (iii) butterfly, avalia e extrai as prová-

veis sequências de cada componente dos grafos, resultando portanto em sequências alternati-

vas para um mesmo transcrito (Haas et al., 2013). Trabalhos de montagem de transcritos tem 

demostrado que o Trinity é altamente efetivo quando comparado a outros métodos, principal-

mente no que diz respeito ao uso de recurso computacional (Zhao et al., 2011; Duan et al., 

2012). 

A montagem do transcriptoma de L. alba BGEN-O4 resultou em 193.532 transcritos, 

dos quais 128.209 são unigenes, isto é, sequências que possivelmente representam splicing 

alternativo. O valor de N50 calculado, o qual designa que 50% do total de bases montadas 

estão contidas em contigs de tamanho N ou maiores (Farias, 2013), foi de 1.187 bp conside-

rando todos os transcritos gerados. O tamanho médio e mediano dos contigs foram 748,48 bp 

e 447 bp, respectivamente. Lulin e colaboradodes (2012) durante montagem e análise do 

transcriptoma de folhas de Carthamus tinctorius, também usando o programa Trinity, obtive-

ram 195.320 transcritos e 120.778 unigenes (Lulin et al., 2012). Esses valores de transcritos 

montados e unigenes, foram similares aos obtidos para uma primeira análise do transcriptoma 

de Lippia alba. 

Após a montagem, o arquivo “Trinity.fasta” gerado, foi submetido ao software Trans-

decoder, parte do pacote Trinity assembler, a fim de encontrar dentre os transcritos possíveis 

ORF (Open Read Frame) de proteínas. O Transdecoder realiza, primeiramente, uma busca 

por possíveis ORF dentro do arquivo “Trinity.fasta”. Dessa forma, subconjuntos de ORF lon-

gos são formados e utilizados como parâmetros em um modelo de Markov. As ORF são ran-

domizadas para sequências não-codificante gerando probabilidades que são pontuadas pelo 

modelo de Markov, o qual define o melhor frame de leitura entre todos os possíveis. Ao final 

foram obtidos quatro arquivos: (i) “*.pep”, o qual possui as sequências de aminoácidos para 

os candidatos finais de ORF; (ii) “*.cds” que possui as sequências de nucleotídeos para as re-

giões codificantes; (iii) “*.gff3” onde estão as posições das possíveis ORF dentro dos transcri-

tos alvos; e (iv) “*.bed”, o qual descreve as posições das ORF. 

Um total de 86.122 sequências de ORF foram encontradas, dentre as quais 38.096 são 

referentes a unigenes. A análise do arquivo “*.cds” revelou um valor de N50 de 972b conside-

rando ORF curtas e longas. A mesma análise estatística realizada apenas para sequências lon-
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gas por unigenes revelou um N50 de 1062 bp. Com relação às médias de contigs para ambos 

os conjuntos foram obtidos valores de 777,53 bp e 794,40 bp, respectivamente. Muitas das 

sequências montadas não representavam frames de leitura com códons de início e término, 

por isso foi observado a redução no número de sequências unigênicas após a procura por pos-

síveis ORF usando o programa Transdecoder.  

 

Tabela 4.1: Resultados obtidos com sequenciamento e montagem do transcriptoma de Lippia 

alba. 

 Número de sequências Número de bases (bp) 

Sequenciamento 

Número de reads 47.498.310 12.148.327.567 

Tamanho dos reads - 35-308 

Montagem dos transcritos 

Número de transcritos 193.532 144.937.310 

Número de unigenes 128.209 - 

Tamanho médio dos transcritos - 749 

Tamanho N50 - 1.187 

Número N50 37.399 - 

Menor transcrito - 201 

Maior transcrito - 15.616 

ORF 

Número de ORF 86.122 66.962.337 

Número de ORF unigênicas 38.096 - 

Tamanho médio das ORF - 778 

Tamanho N50 - 972 

Número N50 21.473 - 

Menor transcrito - 297 

Maior transcrito - 15.213 

Resultados obtidos usando o software Trinity para montagem e o programa Transdecoder para 

procura de ORF. 

 

O valor de ORF unigênicas obtido no presente estudo com o processo de montagem 

foi próximo ao valor publicado por Xiao e colaboradores em 2013, os quais realizaram o se-

quenciamento do transcriptoma de Lippia dulcis, espécie próxima de L. alba, usando a plata-

forma Illumina genome analyzer. Em seu trabalho, Xiao obteve como resultados para o se-

quenciamento de L. dulcis 59.685.424 reads, as quais foram montadas em 41.220 sequências 
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contínuas unigênicas preditas como CDS (Coding DNA Sequence). Além disso, os valores de 

N50 e tamanho médio obtido para as ORF obtidos neste trabalho, foram próximos aos dados 

publicados para outras espécies como por exemplo Pisum sativum (Sudheesh et al., 2015), 

Camellia taliensis (Zhang et al., 2015), Litsea cubeba (Han et al., 2013) e Lens culinaris 

(Verma, Shah e Bhatia, 2013). Uma vez que os valores de N50, tamanho médio dos contigs e 

número de unigenes estão próximos aos resultados descritos na literatura, podemos inferir que 

os resultados para montagem de novo, usando o software Trinity, para transcriptoma de Lippia 

alba BGEN-04 são válidos. 

 

4.3 ANOTAÇÃO FUNCIONAL 

 

 O primeiro passo para anotação foi a realização de um alinhamento das sequências 

peptídicas presentes no arquivo “*.pep” contra o banco de dados NR (Non-Redundant) de 

proteínas do NCBI. Tal etapa foi processada utilizando o algoritmo BlastP versão 2.2.28, ins-

talado localmente, com E-value igual a 1.0E-6. Dentre as 86.122 sequências de ORF, 75.533 

alinharam com pelo menos um hit, sendo que 98% dos alinhamentos tiveram valores de simi-

laridade acima de 50% (Figura 4.6). 

 

Figura 4.6: Percentual de similaridade das sequências, obtidas a partir da monta-

gem do transcriptoma de Lippia alba, alinhadas contra o banco de dados NR de 
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proteínas usando o algoritmo BlastP local. O gráfico foi gerado utilizando o pro-

grama Blast2GO. 

  Após o alinhamento, o arquivo “*.xml” contendo os resultados do BlastP foi submeti-

do ao software Blast2GO, no qual foi realizado o passo de anotação in silico. Do total de se-

quências submetidas ao workflow de anotação, 59.191 sequências foram anotadas. Nesta ano-

tação, um gene pode ser atribuído a mais do que uma categoria e, por conseguinte, o número 

total de transcritos categorizados em cada categoria excede o número total de transcritos ob-

servados.  

A anotação usando o gene ontology (GO) para as três principais categorias biológicas 

revelou que: 45.633 sequências foram associadas a categoria de processos biológicos 

(GO:0008150), 51.297 para função molecular (GO:0003674) e 34.875 associadas a compo-

nentes celulares (GO:0005575). Dentro da categoria de processos biológicos 36.585 transcri-

tos foram anotados para a classe processo metabólico (GO:0008052), representando cerca de 

61,80% de todas as sequências anotadas. Na categoria função molecular, a maior parte dos 

transcritos foram anotados para a classe ligação (GO:0005488) com 35.060 sequências, se-

guido pela classe atividade catalítica (GO:0003824) com 30.916 sequências anotadas. Quanto 

a categoria componente celular, foi observado que 30.071 sequências representam partes celu-

lares (GO:0044464). Tais informações podem ser observadas na figura 4.7.  

Aproximadamente 27.163 transcritos anotados para processos metabólicos foram as-

sociados ao metabolismo primário (GO:0044238). Enquanto que a busca por termos GO para 

metabolismo de isoprenóides (GO:0006720) e terpenóides (GO:0006721) indicou que 807 

(1,36%) e 530 (0,89%) das sequências foram anotadas para esses processos, respectivamente. 

 No estudo do transcriptoma de Raphanus sativus (popularmente conhecida como ra-

banete), realizado por Wang e colaboradores em 2013, foram obtidos 46.966 transcritos com 

assinatura no gene ontology, sendo que: (i) para a categoria processo biológico foram encon-

tradas 27.531 (58,62%) sequências referentes a processos metabólicos; (ii) dentro de função 

molecular as classes mais abundantes foram ligação com 28.856 sequências e atividade catalí-

tica com 21.742 sequências; (iii) na categoria componentes celulares a classe mais abundante 

foi partes celulares com 36.289 sequências (Wang et al., 2013). Comparativamente, os resul-

tados obtidos para L. alba foram similares aos descritos para Raphanus sativus. 
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Figura 4.7: Classificação de sequências, obtidas pela montagem  e anotação do transcriptoma de Lippia alba, anotadas 

pelo Gene Ontology. Em A estão apresentados os números de sequências para cada classe dentro da categoria Proces-

so Biológico; B são apresentadas as distribuições das sequências para cada uma das classes dentro da categoria Com-

ponente Celular; Em C são apresentados os números de sequências para as classes dentro da categoria Função Celu-

lar. 
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4.3.1 Obtenção de vias metabólicas 

 

 Das 59.191 sequências anotadas utilizando o workflow do Blast2GO, 21.204 apresen-

taram código EC (Enzyme commission), agrupados em seis diferentes classes de enzimas, 

conforme apresentado na Figura 4.8. Um total de 1.265 EC distintos foram encontrados e a 

partir deles obteve-se 147 mapas de vias metabólicas (KEGG maps). Liu e colaboradores 

(2013) em um estudo de análise do transcriptoma de Boehmeria nivea (popularmente conhe-

cida como rami) encontraram 19.846 sequências anotadas com EC distribuídas em 126 mapas 

KEGG, valores próximos aos relatados para L. alba BGEN-04 neste estudo. 

 

 

Figura 4.8: Distribuição das sequências, obtidas a partir da montagem e anotação do transcri-

ptoma de Lippia alba, de acordo com as classes enzimáticas. A informação da classe de en-

zima foi obtida a partir do número EC (Enzyme Commission) obtido pela anotação no softwa-

re Blast2GO. O número de sequências encontradas para cada classe foi: 5.363 para oxidore-

dutases; 11.830 para Transferases; 20.047 para hidrolases; 970 para liases; 712 para isomera-

ses; e 1.243 para ligases. 

 

Como no presente estudo objetivamos o estudo de terpeno sintases, somente esses 

mapas KEGG (Figura 4.9 até figura 4.13) foram selecionados para apresentação na seção a 

seguir. 
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4.3.2 Terpeno sintases 

 

A partir das anotações usando os bancos de dados gene ontology e Interpro, foi possí-

vel encontrar prováveis enzimas envolvidas na síntese dos terpenóides geraniol, neroli-

dol/linalol, farnesil difosfato e geranilgeranil difosfato (estes dois últimos precursores da via 

dos sesquiterpenos e diterpenos), as quais foram identificadas acuradas manualmente (Tabela 

4.2). Estas sequências foram submetidas aos preditores de clivagem (ProP, SignalP e TatP) e 

de localização celular (ChloroP e TargetP). Os motivos encontrados foram determinados con-

forme descrito por Martin et al (2010) em seu estudo sobre anotação funcional de terpeno 

sintases de Vitis vinífera. De acordo com a presença destes motivos, as sequências foram 

marcadas como completas ou incompletas, conforme a presença de motivos importantes para 

a síntese de terpenóides. 

 Para a enzima geraniol sintase (EC: 3.1.7.11) foram encontradas duas sequências 

completas. O alinhamento a partir do BlastP contra o banco de dados do Uniprot/Swissprot 

resultou em valores de identidade de 65% e cobertura de 99% com geraniol sintase de 

Ocimum basilicum (Q6USK1). O alinhamento com a geraniol sintase de Lippia dulcis 

(E9JGT2) demonstrou uma alta homologia entre as sequências, isto é, uma identidade de 

aproximadamente 89% e cobertura de 99%. A análise usando os programas ChloroP e TargetP 

indicou que essas sequências anotadas possuem localização em cloroplasto, sendo localizada 

uma provável região de peptídeo sinal envolvendo o primeiro resíduo até o resíduo 43 para o 

contig c32759_g1_i2. Para o contig c32759_g1_i2 foi incluído do primeiro aminoácido até o 

resíduo 45, conforme indicado na tabela 4.2. 

 Com relação a enzima linalol/nerolidol sintase (EC: 4.2.3.25/EC: 4.2.3.48) em L. alba 

foram anotadas 4 sequências completas, as quais possuem valores médios de identidade 48% 

e cobertura 98% em relação a nerolidol sintases (EC: 4.2.3.48) de Fragaria ananassa 

(P0CV94/ P0CV95). De forma oposta às de geraniol sintases, a análise de localização subce-

lular para as sequências de linalol/nerolidol sintases indicou que as mesmas não possuem si-

nal de direcionamento a plastídios. 

 Para as enzimas terpeno sintases farnesil difosfato sintase, geraniol sintase e lina-

lol/nerolidol sintase foi possível mapear os motivos DDXXD e NSE/DTE, os quais são res-

ponsáveis pela ligação de íons metálicos pelo processo de ionização do substrato. Porém o 

motivo RR(X)8W, o qual está envolvido com a ciclização do substrato, não foi encontrado. 

Este motivo nem sempre está presente em monoterpeno sintases e sua ausência parece estar 

relacionada ao fato dessas enzimas produzirem monoterpenóides acíclicos. O mesmo foi ob-
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servado em trabalhos com monoterpeno sintases de manjericão e soja (Iijma et al., 2004; 

Zhang et al., 2013). 

 A ausência de peptídeo sinal e do motivo RR(X)8W são características comuns das 

terpeno sintases da subfamília TPSg, a qual inclui as enzimas nerolidol sintases (ZHANG et 

al., 2013). Por outro lado, a subfamília das TPSb, que inclui as geraniol sintases, são caracte-

rizadas por apresentarem um peptídeo de endereçamento. Devido as similaridades, sugere-se 

que a subfamília TPSb teve origem a partir da subfamília TPSg no início da evolução das an-

giospermas (Sharkey et al., 2013). 

 Foi demostrado para V. vinifera que a linalol e a nerolidol podem ser produzidas in vi-

tro por uma enzima bifuncional, a qual utiliza tanto o FPP quanto o GPP como substratos. 

Todavia, a produção in vivo desses terpenóides é compartimentalizada em locais distintos das 

células, graças à presença ou ausência de um peptídeo de endereçamento para o cloroplasto 

no N-terminal das enzimas. Conforme sugerido para Anthirrinum majus, dois genes distintos 

podem codificar enzimas semelhantes com função linalol/nerolidol sintase e com diferentes 

endereços dentro da célula (Nagegowda et al., 2008). 

A hipótese da presença de genes distintos que codificam enzimas linalol/nerolidol sin-

tase com diferentes endereços, juntamente com a expressão diferencial de terpeno sintases, 

conforme sugerido por Pandeló et al (2012) para L. alba, podem explicar o fato do mapea-

mento não encontrar sequências de linalol/nerolidol sintase com peptídeo sinal. Isto é, neroli-

dol sintase estaria mais expressa em estágios jovens das folhas, enquanto que linalol sintase 

mais expressa em folhas maduras. Desta forma são necessários estudos em L. alba que aju-

dem a responder esta questão e para isto foram desenhados primers para análise por qPCR 

desses genes. 
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Tabela 4.2: Sequências de enzimas anotadas para a síntese de terpenóides obtidas a partir da montagem de novo do transcriptoma de Lippia alba usando o 

programa BlastP. 

Contig 
Número 

de AA 
Subfamília DDXXD NSE/DTE 

SignalP ProP ChloroP TargetP  

Clivagem 

(score) 

Peptídeo Si-

nal(score) 

Clivagem 

 (score) 

Peptídeo Sinal 

(score) 
Localização (score) Localização Tipo 

c27834_g1_i1 468 ? - - Ausente Ausente 

Resíduo 324 (0,830)/resíduo 

370 (0,958)/resíduo 433 

(0,546) 

Ausente 
Cloroplasto (0,562)/ 

resíduo 44 
Cloroplasto Completa 

c27834_g1_i2 466 ? - - Ausente Ausente 

Resíduo 322 (0,830)/resíduo 

368 (0,958)/resíduo 

431(0,546) 

Ausente 
Cloroplasto 

(0,567)/resíduo 42 
Cloroplasto Completa 

c28162_g3_i2 103 ? DDIFD Ausente Ausente Ausente Resíduo 90 (0,732) 
Resíduo 26-27 

(TLA-IL) 
? ? Fragmento 

c30822_g1_i1 410 TPSg DDIFD LVDDLGSAKDE 
KEA-

QD(0,606) 

Resíduo 

286(0,884) 

Resíduo 47 (0,863)/resíduo 

237 (0,853)/ resíduo 366 

(0,814) 

Ausente ? ? Completa 

c30822_g1_i2 376 ? DDIFD Ausente 
Resíduo 

248(0,408) 

Resíduo 369 

(0,790) 

Resíduo 159 (0,863)/ resíduo 

349 (0.959) 
Ausente ? ? Fragmento 

c30822_g1_i3 481 TPSg DDIFD LVDDLGSAKDE 
KEA-

QD(0,606) 

Resíduo 357 

(0,884) 

Resíduo 118 (0,863)/ resíduo 

308 (0,853)/ resíduo 437 

(0,814) 

Ausente ? ? Completa 

c30822_g1_i4 322 ? DDIFD Ausente 
Resíduo 248 

(0,408) 
Ausente Resíduo 159 (0,863) Ausente ? ? Fragmento 

c30822_g1_i6 522 TPSg DDIFD LVDDLGSAKDE 
KEA-QD 

(0,606) 

Resíduo 398 

(0,884) 

Resíduo 159 (0,863)/resíduo 

349 (0,853)/resíduo 478 

(0,814) 

Ausente ? ? Completa 

c30822_g1_i7 449 TPSg DDIFD LVDDLGSAKVI 
KEA-QD 

(0,606) 
Ausente 

Resíduo 159 (0.863)/resíduo 

349 (0.853) 
Ausente ? ? Completa 

c32759_g1_i2 587 TPSb DDIFD 
LWDDLG-

TAKEE 

VTA-QN 

(0,976) 

Resíduo 

454(0,905) 
Ausente Ausente 

Cloroplasto (0,581)/ 

resíduo 43 
Cloroplasto Completa 

c32759_g1_i3 589 TPSb DDIFD 
LWDDLG-

TAKEE 

VTA-QN 

(0,976) 

Resíduo 456 

(0,905) 
Ausente Ausente 

Cloroplasto (0,565)/ 

resíduo 45 
Cloroplasto Completa 

c32759_g1_i5 240 TPSb Ausente 
LWDDLG-

TAKEE 

VTA-QN 

(0,976) 

Resíduo 107 

(0,905) 
Ausente Ausente ? ? Fragmento 

c34343_g2_i1 327 ? 
DDIMD/

DDLYDa 
- Ausente Ausente Ausente Ausente ? ? Completa 

c34343_g2_i2 359 ? 
DDIMD/

DDLYDa 
- Ausente Ausente Ausente Ausente ? ? Completa 

c34343_g2_i6 299 ? 
DDIMD/

DDLYDa 
- Ausente Ausente Ausente Ausente ? ? Completa 
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Contig Melhor hit SWISSPROT 
AC UNIPROT/ 

SWISSPROT 

Identidade  

SWISSPROT 

Cobertura 

BlastP 
Melhor hit TREMBL 

AC UNIPROT/ 

TREMBL 

IDENTITY 

TREMBL 

Cobertura 

BlastP 

c27834_g1_i1 
Geranylgeranyl diphosphate reductase (Nicotiana 

tabacum) 
Q9ZS34 86,3% 99,14% 

Geranylgeranyl reductase (Se-

samum orientale) 
E2D5V0 90,60% 99,36% 

c27834_g1_i2 
Geranylgeranyl diphosphate reductase (Nicotiana 

tabacum) 
Q9ZS34 86,4% 99,57% 

Geranylgeranyl reductase (Se-

samum orientale) 
E2D5V0 90,7% 99,78% 

c28162_g3_i2 
Geraniol synthase, chloroplastic (Ocimum basili-

cum) 
Q6USK1 66,00% 90,00% 

Putative geraniol synthase 

(Olea europaea) 
J9ZU63 71,00% 96,00% 

c30822_g1_i1 
(3S,6E)-nerolidol synthase 1  (Fragaria ananas-

sa) 
P0CV94 50,00% 99,00% 

Putative uncharacterized pro-

tein (Vitis vinifera) 
F6H895 53,00% 99,00% 

c30822_g1_i2 
(3S,6E)-nerolidol synthase 2, chloroplas-

tic/mitochondrial  (Fragaria ananassa) 
P0CV95 44,00% 92,00% 

(3S)-linalool/(E)-nerolidol 

synthase (Vitis vinífera) 
E5GAH3 45,00% 87,00% 

c30822_g1_i3 (3S,6E)-nerolidol synthase 1 (Fragaria ananassa) P0CV94 48,00% 99,00% 
(3S)-linalool/(E)-nerolidol 

synthase  (Vitis vinífera) 
E5GAH3 53,00% 99,00% 

c30822_g1_i4 (3S,6E)-nerolidol synthase 1 (Fragaria ananassa) P0CV94 40,00% 95,00% 
(3S)-linalool/(E)-nerolidol 

synthase  (Vitis vinífera) 
E5GAH3 44,00% 92,00% 

c30822_g1_i6 (3S,6E)-nerolidol synthase 1 (Fragaria ananassa) P0CV94 47,00% 98,00% 
(3S)-linalool/(E)-nerolidol 

synthase (Vitis vinífera) 
E5GAH3 51,00% 96,00% 

c30822_g1_i7 
(3S,6E)-nerolidol synthase 2, chloroplas-

tic/mitochondrial (Fragaria ananassa) 
P0CV95 48,00% 96,00% 

(3S)-linalool/(E)-nerolidol 

synthase (Vitis vinífera) 
E5GAH3 48,00% 92,00% 

c32759_g1_i2 
Geraniol synthase, chloroplastic (Ocimum basili-

cum) 
Q6USK1 65,60% 99,00% 

Geraniol synthase (Lippia dul-

cis) 
E9JGT2 89,60% 99,00% 

c2759_g1_i3 
Geraniol synthase, chloroplastic (Ocimum basili-

cum) 
Q6USK1 65,30% 99,00% 

Geraniol synthase (Lippia dul-

cis) 
E9JGT2 89,20% 97,00% 

c32759_g1_i5 
Geraniol synthase, chloroplastic (Ocimum basili-

cum) 
Q6USK1 79,00% 98,00% 

Geraniol synthase (Lippia dul-

cis) 
E9JGT2 93,00% 99,00% 

c34343_g2_i1 
Farnesyl pyrophosphate synthase 1 (Lupinus al-

bus) 
P49351 88,80% 100,00% 

Farnesyl pyrophosphate syn-

thase (Bacopa monnieri) 
G0TA25 97,40% 100,00% 

c34343_g2_i2 
Farnesyl pyrophosphate synthase 1 (Lupinus al-

bus) 
P49351 85,70% 95,26% 

Farnesyl pyrophosphate syn-

thase (Bacopa monnieri) 
G0TA25 93,1% 97,21% 

c34343_g2_i6 
Farnesyl pyrophosphate synthase 1 (Lupinus al-

bus) 
P49351 87,30% 87,43% 

Farnesyl pyrophosphate syn-

thase (Bacopa monnieri) 
G0TA25 94,60% 85,67% 

(Continuação) 

Estão apresentadas aqui sequências de enzimas terpeno sintases usadas no ensaio de qPCR descrito na seção 4.4, a seguir. Em destaque estão as sequências 

completas para nerolidol/linalol sintase (Amarelo) e geraniol sintase (Verde), de acordo com a presença dos motivos DDXXD e NSE/DTE. Os sinais de “?” e “-” 

indicam, respectivamente, que não foi possível obter a informação para a coluna e que os domínios não estão presentes para a enzima anotada. O símbolo “a” indica 

que foram encontrados dois motivos DDXXD para farnesil difosfato sintase. 
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Figura 4.9: Representação das vias do ácido mevalônico (MVA) e do 2-C-metil-D-

eritriol-4-fosfato (MEP). As enzimas anotadas para L. alba e presentes nesta via estão 

coloridas de acordo com o número EC de sua categoria (Mapa KEGG 900).  
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Figura 4.10: Representação da via de síntese dos monoterpenóides. As enzimas anotadas para L. alba e presentes nesta via estão coloridas de acordo com o nú-

mero EC de sua categoria (Mapa KEGG 902). 
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Figura 4.11: Representação da via de síntese dos diterpenóides. As enzimas anotadas para L. alba e presentes nesta via estão coloridas de 

acordo com o número EC de sua categoria (Mapa KEGG 904). 
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Figura 4.12: Representação da via dos carotenoides. As enzimas anotadas para L. alba e presentes nesta via estão coloridas de acordo com o 

número EC de sua categoria (Mapa KEGG 906). 
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Figura 4.13: Representação da via de síntese dos sesqui- e triterpenóides. As enzimas anotadas para L. alba e 

presentes nesta via estão coloridas de acordo com o número EC de sua categoria (Mapa KEGG 909). 
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4.4 OBTENÇÃO DE PRIMERS PARA ESTUDOS DE qPCR E 

VALIDAÇÃO DA MONTAGEM 

 

A validação dos resultados obtidos com a montagem de transcriptomas pode ser feita 

utilizando a técnica de PCR quantitativo em tempo real (qPCR), uma vez que a mesma apre-

senta sensibilidade de detecção, especificidade e reprodutibilidade. Huang e colaboradores 

(2012) a fim de validar a montagem e anotação do transcriptoma do pinhão chinês (Cunnin-

ghamia lanceolata) selecionaram 18 genes relacionados com a biossíntese de lignina e celulo-

se, os quais foram amplificados por qPCR confirmando suas sequências putativas. No estudo 

de análise do transcriptoma de folhas de banana (Musa acuminata) em busca de marcadores 

SSR (Simple Sequence Repeat) para genes relacionados com resistência ao patógeno Mycos-

phaerella musicola, realizado por Passos e colaboradores (2013), a técnica de qPCR foi tam-

bém usada para a validação dos polimorfismos entre os acessos usados no trabalho. Em 2011, 

no estudo sobre a dinâmica do transcriptoma de algodão sob situações de defesa contra o fun-

go patógeno Verticillium dahliae foi realizada a validação dos resultados de RNA-seq a partir 

da análise dos principais genes diferencialmente expressos usando também a técnica de 

qPCR, encontrando correlação moderada e significativa entre as duas técnicas (Xu et al., 

2011). 

 O passo inicial para estudos de qPCR é a obtenção de primers e cálculo do valor da 

eficiência de amplificação destes. Este valor desempenha um papel fundamental na análise de 

quantificação absoluta, uma vez que com o seu decréscimo ocorre diminuição do poder de 

determinação do nível de expressão (TICHOPAD et al., 2004). A eficiência ideal deve ter va-

lor próximo a 1 (ou 100%), o que significa que durante a fase logarítmica da reação, o produto 

do PCR de interesse é o dobro do ciclo anterior. Contudo, a eficiência pode ser significativa-

mente afetada pela qualidade dos templates, primers e da molécula fluorescente utilizada na 

detecção (ZHANG et al., 2015). Desta forma, a determinação da eficiência de primers para 

realização do PCR quantitativo é um passo essencial na técnica. 

A fim de validar experimentalmente a confiabilidade das sequências montadas e ano-

tadas, a partir do sequenciamento do transcriptoma de Lippia alba, foram desenhados primers 

para análise por PCR quantitativo em tempo real para 13 controles endógenos: actina – ACT; 

gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase – GADPH; tubulina alfa - Tubul NADH desidroge-

nase – NADHD; citocromo b – CITb; fator de elongação 1 alfa - EF-1 RNA polimerase – 
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RNApol; DNApolimerase – DNApol; proteína ribossomal L2 – RPTL2; sacarose sintase – 

SUCRS; glicose-6-fosfato isomerase – G6ISO; malato desidrogenase – MALADH; seri-

na/treonina fosfatase – SerThr. Foram desenhados também primers para enzimas relacionadas 

com a síntese de terpenóides: farnesil difosfato sintase – FRNDPS; geraniol sintase – GERS; 

linalol/nerolidol sintase – NERLIN; geranilgeranil difosfato redutase - GERGER.  

Para o desenho de primers para esses genes, foram selecionadas dentre as diversas se-

quências anotadas aquelas com melhores resultados de anotação funcional usando o programa 

Blast2Go, conforme descrito na seção 3.7. Após a seleção, foi realizado o alinhamento das 

CDS contra o banco de dados NR/NT usando o programa BlastN, afim de observar a conser-

vação das sequências nucleotídica (Tabela 4.3). 

Tabela 4.3: Sequências usadas para desenhar primers para qPCR, afim de validar o sequenci-

amento e montagem do transcriptoma de Lippia alba. 

Contig Símbolo  Hit NCBI NR/NT(Número de acesso) Coberturaa Identidade E-value 

c26477_g8_i3 ACT Actina de Sesamum indicum (XM_011080520.1) 100% 90% 0 

c30049_g1_i3 GADPH 
Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase de Sesamum indicum 

(XM_009782054.1) 
97% 85% 0 

c30168_g1_i3 TUBUL Cadeia alfa-3 tubulina de  Sesamum indicum (XM_011091420.1) 100% 87% 0 

c24835_g1_i1 NADHD NADH desidrogenase de Acacia mangium (AB839205.1) 99% 98% 0 

c9128_g1_i1 CITB Apocitocromo b de Nicotiana tabacum (U92011.1) 99% 98% 0 

c36689_g2_i1 EF-1 Fator de elongação alfa de Sesamum indicum (XM_011091573.1) 100% 91% 0 

c26987_g4_i4 RNApol 
Subunidade II RNApolimerase beta de Lantana camara 

(HM853922.1) 
100% 99% 0 

c30863_g2_i1| DNApol DNApolimerase delta de Sesamum indicum (XM_011101402.1) 99% 91% 0 

c33701_g2_i5 RPTL2 Proteína ribossomal L2 de Davidia involucrata (HM100382.1) 99% 98% 0 

c35136_g1_i2 SUCRS Sacarose sintase de Sesamum indicum (XM_011095588.1) 100% 85% 0 

c29323_g1_i2 G6ISO 
Glicose-6-fosfato isomerase 1 de Sesamum indicum 

(XM_011075926.1) 
98% 90% 0 

c5731_g1_i1 MALADH Malato desidrogenase de Sesamum indicum (XM_011075227.1) 100% 93% 2E-150 

c30533_g2_i3 SerThr 
Serina/Treonina fosfatase de  Erythranthe guttatus 

(XM_012975954.1) 
100% 91% 0 

c34343_g2_i6 FRNDPS Farnesil difosfato sintase de Sesamum indicum (XM_011097585.1) 99% 90% 0 

c32759_g1_i2 GERSF Geraniol sintase de Lippia dulcis (GU136162.1) 100% 92% 0 

c30822_g1_i6 NERLIN (3S,6E) -nerolidol sintase de Cucumis sativus (XM_011650129.1) 5% 83% 7E-12 

c27834_g1_i1 GERGER 
Geranil geranil difosfato redutase de Sesamum indicum 

(XM_011073402.1) 
98% 86% 0 

Estão apresentados os valores de cobertura, identidade e e-value, obtidos durante o alinha-

mento das CDS de L. alba contra o banco de dados NR/NT do NCBI. a Cobertura referente a 

porcentagem de nucleotídeos da sequência de busca alinhada contra a sequência alvo no ban-

co de dados NR/NT. 

 

Na tabela 4.3, observa-se que as sequências nucleotídicas dos genes controles endóge-

nos apresentaram valores de identidade e cobertura próximos a 100% e 90%, respectivamente, 

corroborando a eficácia da montagem e anotação do sequenciamento. Resultados similares 
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foram obtidos para as sequências referente aos genes das enzimas terpeno sintases, com exce-

ção apenas da linalol/nerolidol sintase.  

Para linalol/nerolidol sintase, o alinhamento da sequência CDS foi restrito às regiões 

dos motivos DDXXD e NSE/DTE e proximidades destes, sendo o valor de identidade igual a 

83% e cobertura de 5%. Este resultado foi diferente do observado para o alinhamento proteico 

realizado durante a etapa de anotação, onde foram obtidos valores de identidade e cobertura 

iguais a 47% e 98%, respectivamente (Tabela 4.2). O valor de cobertura maior encontrado pa-

ra o alinhamento proteico sugere que a sequência proteica de linalol/nerolidol sintase é mais 

conservada que a sequência nucleotídica, possivelmente devido o código genético ser degene-

rado. Apesar de um maior valor de cobertura para o alinhamento proteico, a identidade conti-

nuou sendo maior na região dos motivos conservados. Desta forma, foram desenhados três 

pares de primers para diferentes regiões da CDS de linalol/nerolidol sintase, tanto próximas 

aos motivos conservados quanto na região inicial da sequência. 

Uma vez obtidos os primers para os controles e as terpeno sintases, foram realizados 

ensaios de qPCR para o cálculo da eficiência desses e validação da montagem e anotação do 

transcriptoma de L. alba. A análise da curva de amplificação de cada par de primer em dife-

rentes concentrações de cDNA mostrou que todos foram eficientes com valores entre 0,9 a 

1,07 de eficiência (E) com coeficiente de regressão R2 acima de 0,98 (tabela 4.4). 

Enquanto a curva de amplificação fornece dados sobre a cinética de amplificação da 

sequência alvo, a curva de dissociação (melting) revela as características quanto a pureza e 

especificidade do produto final amplificado (Navarro et al., 2015). A fim de assegurar a espe-

cificidade da reação, a curva de dissociação deve ser analisada para determinar o ponto de 

melting. A presença de dois ou mais picos sugere que mais do que uma sequência amplificada 

foi obtida, sendo assim, os primers pouco específicos. A ocorrência de dímeros também pode 

ser verificada a partir de picos de dissociação menores que os produtos específicos esperados 

(Valasek e Repa, 2005; Navarro et al., 2015). 

Todos os pares de primers desenhados neste trabalho, além de apresentarem valores de 

eficiência acima de 0,9 (90%), foram também capazes de amplificar sequências específicas 

para as 4 diluições de cDNA testadas, o que pode ser confirmado pela presença de apenas um 

pico nas curvas de dissociação (ANEXO). Este resultado juntamente com os valores de efici-

ência validam a montagem e anotação do transcriptoma de Lippia alba, mesmo na ausência de 

um genoma de referência. 
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Tabela 4.4: Sequência de primers usados e validados no presente estudo sobre anotação do 

transcriptoma de Lippia alba. 

Primer Sequência (F - Forward/ R - Reverse) Eficiência (E) R2 

ACT 
F: CTGGAATGGTCAAGGCTGGAT 

R: GTGACGAGGGCGACCAACTA 
1 0,99383 

GADPH 
F: CGAGGGTCTGATGACCACTGT 

R: CTCTCCAGTCCTTGGCTGATG 
1,06 0,99462 

TUBUL 
F: AGGTTTGCAAGGGTTCTTGGT 

R: ACCGTTCCAAGAGCAACGAA 
1,07 0,99149 

NADH 
F: TTGGTTACCCGAAGCTCATGT 

R: AAAAACCCGTAGGTTCCCAATT 
1,07 0,99583 

CITB 
F: CTCATATTGTGCCGGAATGGT 

R: GGCTACACCTCCCGATTTGTC 
1 0,98867 

EF-Tu/EF-1 
F: TTGTCCCCATTTCTGGATTTG 

R: GAGGGTTGGTCCCTTGTACCA 
0,97 0,99179 

RNApol 
F: AAAAGAGGGTTGACGGTTGGA 

R: TAGCTCAGCACCAATCAAGAATG 
0,91 0,99068 

DNApol 
F: TGGATCCGAACAGGGAACTTA 

R: GTGTCGCGATAGGCTTCTCAT 
0,9 0,98 

RPTL2 
F: GGGAGGTCCGTTTGATATCCA 

R: CGGCTCTACCCAAACTTTTCTG 
0,91 0,99029 

SUCRS 
F: TCGACATCACACCACGCATT 

R: CTCGAGCCGTTGACCACAA 
0,98 0,99025 

G6ISO 
F: GGGTGGGTGGCAGAACATC 

R: CCCCAGCGAGCATTTCTTTA 
0,92 0,99018 

MALADH 
F: CGAGGTGCTGCTATAATCAAAGC 

R: TCACGGATATGGTCACATGCA 
0,9 0,98639 

SerThr 
F: GACCGTGTCCAAGAAGTTCCA 

R: CCCCAACCACAACGATCATC 
0,95 0,99011 

FRNDP 
F: AACCTTCAAGGCGTCTTTGC 

R: TTGCTGGGATGAGCTTCGAT 
0,97 0,99053 

GERS 
F: ACTGGCAACGATGCCCTACT 

R: CTTCTCCTTGTTCCCTCCTCTTC 
1 0,99012 

NERLIN-1 
F: ACGAAAACCATAGAGCAAGTAAGGA 

R: AGCCGTTGGATCGTATCGAT 
1,09 0,99612 

NERLIN-2 
F: TGGGAAGTGCAAAGGATGAG 

R: CATACGAGGAGATGTCGTGTTC 
1,03 0,99277 

NERLIN-3 
F: GGTACACTTGAACAGCTTACTATCT 

R: GACTGATTTCGTGGGTCGTATC 
1,01 0,99042 

GERGER 
F: GGGAACCCGATTGAGGACTT 

R: ATCTCCTTCCTCAGCGCATTAG 
0,96 0,99034 

Estão apresentados nas colunas os valores de eficiência (E) e coeficientes de regressão (R2) 

para cada par de primer. A eficiência deve variar entre 0,9 até 1,1, enquanto que quanto maior 

o valor R2 maior a significância do dado encontrado. 
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4.5 AVALIAÇÃO DO PERFIL DE EXPRESSÃO DE TERPENO 

SINTASES 

 

 Neste estudo, além do desenho e validação de primers para estudos de expressão por 

qPCR, foi realizado também um ensaio para avaliar o perfil de expressão de enzimas terpeno 

sintases encontradas in silico. Para isso, foram obtidas amostras de RNA total de folhas do 

quarto entrenó de três acessos triploides de L. alba conforme descrito na seção 3.8 em materi-

al e métodos. Os genes terpenóides avaliados foram referentes às enzimas: geraniol sintase 

(GERS), responsável pela síntese do monoterpenóide geraniol; linalol/nerolidol sintase 

(NERLIN), a qual sintetiza linalol e nerolidol dependendo de sua localização; farnesil difosfa-

to sintase (FRNDPS) que sintetiza o farnesil difosfato; e geranilgeranil difosfato redutase 

(GERGER), a qual sintetiza fitil difosfato um diterpenóide precursor de tocoferol e outros 

pigmentos fotossintetizantes. 

 Conforme apresentado na figura 4.14, os genes referentes às enzimas farnesil difosfato 

sintase e geranilgeranil redutase apresentaram valores de expressão maiores que os genes das 

outras duas enzimas avaliadas, isto pode ser explicado pelo fato dessas enzimas sintetizarem 

precursores da via de sesquiterpenóides e tocoferóis. A super expressão do gene de GERGER 

(figura 4.14.D), com fold change acima de 20 vezes, pode ser explicado pela importância do 

metabolismo de pigmentos fotossintetizantes para o desenvolvimento das plantas (Tanaka et 

al., 1999). Observou-se ainda que a expressão do gene de linalol/nerolidol sintase foi relati-

vamente maior que geraniol sintase, possivelmente devido ao fato de acessos triploides pro-

duzirem como principal terpenóide o linalol, conforme mostrado por Viccini e colaboradores 

(2014) durante estudo de avaliação dos compostos do óleo essencial de acessos de L. alba 

com diferentes ploidias.  

Conforme apresentado na Tabela 4.4 na seção anterior, os primers NERLIN-1, NER-

LIN-2 e NERLIN-3 possuíram valores de eficiência acima de 1 e R2 de 99%. Entretanto, para 

a análise da expressão de linalol/nerolidol sintase foi selecionado apenas o par de primer 

NERLIN-1, pois este apresentou menor variação no valor de Ct. Pelo mesmo motivo, foi se-

lecionado como controle endógeno o gene EF-Tu/EF-T para normalização dos valores de 

expressão das enzimas terpeno sintases para os acessos triploides avaliados neste estudo. 

 Apesar das plantas avaliadas apresentarem perfil similar de expressão, existem varia-

ções nos níveis de expressão de cada terpeno sintase para os quimiotipos testados (figura 

4.14). Isto pode estar relacionado a mudanças e inconstâncias do microambiente que as plan-
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tas se encontravam, uma vez que as mesmas foram coletadas diretamente do campo e não es-

tavam em condições totalmente homogêneas. Contudo, os resultados obtidos para os três 

acessos triploides de L. alba testados, sugerem que a produção de um óleo essencial rico no 

composto linalol pode estar relacionado ao genótipo da planta. Enquanto que a quantidade de 

óleo produzido seria influenciada por fatores ambientais. Além disso, a amplificação das se-

quências dos genes terpenóides, obtidos neste trabalho, em três diferentes acessos de L. alba 

permitiu validar tanto os primers quanto o sequenciamento e montagem do transcriptoma. 

 

 

Figura 4.14: qPCR de quatro genes de terpeno sintase para três acessos de Lippia alba. O desvio-padrão 

foi calculado em três replicatas e o gene EF-Tu/EF-1 foi usado como controle endógeno para a 

normalização dos dados. Para avaliar a expressão de nerolidol/linalol sintase foi usado o primer NERLIN-

1. O fold change foi calculado a partir da fórmula 2(-Ct), onde Ct = Ct(gene alvo) – Ct(gene controle). 
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5 CONCLUSÃO 

 

Neste trabalho, foi realizado a caracterização do transcriptoma do acesso triploide 

BGEN-04 de Lippia alba, a partir do sequenciamento de RNA total usando a plataforma 

Illumina Miseq. As estatísticas referentes aos passos de montagem de novo e procura de ORF 

foram considerados satisfatórios, apresentando valores próximos aos relatados na literatura. 

Isto mostra que o pacote Trinity foi eficaz na montagem do transcriptoma de L. alba, mesmo 

na ausência de um genoma de referência. 

Os métodos de montagem de novo e anotação funcional usados aqui permitiram obter 

transcritos de diferentes categorias biológicas em L. alba. Das diferentes vias identificadas, 

pode-se citar algumas vias de interesse como as de metabolismo fotossintético, fito 

hormônios,  embriogênese somática e, com maior destaque e nesse trabalho, as vias de síntese 

de terpenóides.  

Com relação a análise in silico dos transcritos de terpeno sintase, foi possível obter se-

quências completas dessas enzimas (e.g., geraniol sintase e a linalol/nerolidol sintase), isto é, 

sequências que apresentam os motivos conservados DDXXD e NSE/DTE. Além disso, foi 

possível desenhar primers para estudos de qPCR para genes controles endógenos e de terpeno 

sintases, os quais foram validados e tiveram valor de eficiência satisfatório. A partir deste es-

tudo foi possível realizar a análise do perfil de expressão de quatro genes terpeno sintases para 

os acessos triploides BGEN-04, BGEN-23 e BGEN-37 de L. alba.  

Os perfis de expressão das terpeno sintases avaliadas nos três acessos foram similares, 

porém foi observado variações na expressão individual para cada enzima entre as plantas ava-

liadas. Essa variação, possivelmente está relacionada ao fato dos acessos não estarem em con-

dições uniformes durante o cultivo e a coleta.  

Através da comparação entre os perfis de expressão das enzimas geraniol sintase 

(GERS) e linalol/nerolidol sintase (NERLIN) foi possível verificar que a NERLIN teve uma 

maior expressão em relação a GERS o que corrobora os dados da literatura relacionados a 

maior porcentagem do composto linalol em acessos triploides. Os dados gerados com esse 

trabalho podem auxiliar em novos estudos de expressão gênica em acessos de L. alba com 

diferentes ploidias, colaborando para a verificação da diferença de composição dos óleos es-

senciais produzidos por cada quimiotipo. 
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