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RESUMO

Mpyracrodruon urundeuva Fr. All Allemao, conhecida popularmente
como aroeira-do-sertdo, ¢é uma arvore da familia Anacardiaceae
representada por arvores e arbustos. Os extratos desta planta apresentam
atividades antimicrobiana, anti-inflamatoria e cicatrizante no tratamento de
ferimentos, gastrites, Ulceras gastricas, cervicites, vaginites e hemorroidas.
Tais atividades tém sido correlacionadas a presenca de compostos bioativos
de classes quimicas especificas, biossintetizados nesta planta, tais como
taninos, flavonodides e alcaloides. A producao destes compostos ocorre por
meio de rotas metabdlicas reguladas por varias enzimas que atuam de forma
coordenada catalisando diferentes ramificagcbes metabdlicas e assim
direcionando o fluxo biossintético para a producao de metabolitos distintos
acumulados em o6rgaos especificos da planta. Existe pouco conhecimento a
respeito do conjunto de mRNAs expressos em M. urundeuva relacionados ao
metabolismo secundario e a rota de biossintese de flavondides. A elucidacao
dos genes que codificam enzimas chaves que regulam as rotas metabdlicas e
a manipulacao genética destas vias de biossintese é de extrema importancia
para estabelecer um processo biotecnolégico de producdo dos mesmos de
uma maneira eficiente por meio da manipulacdo genética. A partir de uma
biblioteca de ¢cDNA de folhas de aroeira-do-sertdo, um total de 1025 ESTs
(marcador de sequéncia genética) foram clonados, sequenciados e analisados
quanto a similaridade com sequéncias de genes depositadas na biblioteca

nao-redundante do National Center of Biotechnology Investigation— NCBI,



resultando na identificacdo de enzimas chaves relacionadas a rota de
biossintese de compostos bioativos. Baseado no fato de que as rotas de
biossintese de compostos em plantas sdo conhecidas e que M. urundeuva
apresentou ativa a via metabdlica para producdo de flavonoides, foi
realizada uma busca por genes relacionados a enzimas chaves para a
biossintese de flavonoides por meio de sondas especificas. Os experimentos
demonstraram a expressao dos genes relacionados as enzimas chaves como
a Flavonol 3 Sulfotransferase, Chalcona Isomerase, Flavonoide 3 5
Hidroxilase e Flavonol Sintase. A funcionalidade de um dos genes
encontrados, Flavonol Sintase, responsavel por catalisar a reacao de
biossintese do importante composto bioativo quercetina, foi confirmada pela
clonagem em cassete de expressao, utilizando os vetores pRT104 e
pCAMBIA 2301, e experimentos de transformacao genética via Agrobacterium

tumefaciens utilizando tabaco como planta modelo.

Palavras-chave: fenilpropanoides, flavonoide, biossintese, genes,

Myracrodruon urundeuva.



ABSTRACT

Mpyracrodruon urundeuva Fr. Allemao, popularly known as Aroeira-
do-Sertdo, is a tree in the Anacardiaceae family represented by trees and
shrubs. The extracts of this plant have antimicrobial, anti-inflammatory
and healing activities in the treatment of wounds, gastritis, gastric ulcers,
cervicitis, vaginitis and hemorrhoids. Such activities have been correlated to
the presence of bioactive compounds of specific classes, biosynthesized in
this plant, such as tannins, flavonoids and alkaloids. The production of
these occurs through metabolic routes regulated by various enzymes that
act in a coordinated pathway catalyzing different metabolic ramifications
and thus directing the biosynthetic flow for the production of different
metabolites accumulated in specific organs of the plant. There is little
knowledge about the set of mRNAs expressed in M. urundeuva related to
secondary metabolism and the flavonoid biosynthesis pathway. The
elucidation of the genes that encode key enzymes that regulate metabolic
pathways and a genetic manipulation of these biosynthesis pathways is
extremely important to establish a biotechnological process for producing
them in an efficient manner through genetic manipulation. From a library
of cDNA from Aroeira-do-Sertdo leaves, a total of 1025 ESTs (genetic
sequence marker) were cloned, sequenced and identified for similarity with
gene sequences deposited in the non-redundant library of the National Center
for Biotechnology Information - NCBI, for the identification of key enzymes

related to the bioactive compounds biosynthesis pathway. Based on the fact



that the biosynthesis routes of compounds in plants are marked and that M.
urundeuva is shown to activate the metabolic pathway for the production of
flavonoids, a search for genes related to key enzymes for the biosynthesis of
flavonoids was performed using specific primers. The experiments
demonstrated an expression of the related genes as key enzymes such as
Flavonol 3 'Sulfotransferase, Chalcone Isomerase, Flavonoid 3' 5
'Hydroxylase and Flavonol Synthase. The functionality of one of the found
genes, Flavonol Synthase, responsible for catalyzing the biosynthesis
reaction of the important bioactive compound quercetin, was confirmed by
cloning into an expression cassette, using the vectors pRT104 and
pCAMBIA 2301, and genetic transformation experiments via Agrobacterium

tumefaciens tobacco as a model plant.

Keywords: phenylpropanoids, flavonoids, biosynthesis, genes, Myracrodruon

urundeuva.



Nunca é tarde para tentar o desconhecido,

nunca é tarde para ir mais além.

(Gabriele D’ Annunnunzio, poeta italiano — 1863-1938)



Plantas medicinais e alimenticias contendo componentes bioativos
estdo recebendo crescente interesse em razdo de sua funcionalidade na
prevencio e tratamento de doencas (BRUNING et al., 2012).

Uma via importante na biossintese de substancias com grande valor
farmacolégico é a via de fenilpropanoides cuja regulacdo se da por meio de
enzimas-chaves, como as chalconas sintases, que estdao comprometidas na
producao destes metabdlitos. Convém ressaltar que a grande maioria dos
genes de fenilpropanoides ja caracterizados foram isolados de
monocotiledoneas sendo necessarios estudos com  dicotiledoneas
(VERVERIDES et al., 2007).

A Myracrodruon urundeuva Allemao conhecida popularmente como
aroeira-do-sertao é uma planta da Familia Anacardiaceae representada por
arvores e arbustos distribuidos em regides tropicais e subtropicais. A
entrecasca de Myracrodruon urundeuva Fr. All. é usada popularmente sob a
forma de extrato aquoso ou alcodlico como anti-inflamatério para varias
afeccdes como as ginecolégicas, orais, entre outras (MATTOS, 1999)..

Existe pouco conhecimento acumulado a respeito do conjunto de
mRNAs expressos em plantas relacionados as enzimas-chave do
metabolismo secundario para a producgao de compostos farmacologicamente
ativos. As rotas metabodlicas para a producéo dos diferentes compostos ativos
compreendem uma variedade de enzimas-chave que atuam de maneira
coordenada para a sintese destes metabodlitos. As principais vias metabdlicas

sao a Via dos Fenilpropanoides e a Via do Acetato.



Baseado no fato que a aroeira do sertdo possul importantes atividades
farmacologicas e que estas atividades estdo relacionadas a compostos
biossintetizados pela via de sintese de fenilpropanoides é importante
estabelecer um perfil de genes expressos de enzimas - chave do metabolismo
secundario de Mpyracrodruon urundeuva a partir de um banco de ESTSs
(marcadores de sequencias expressas) visando uma possivel elucidacio da
rota biossintética de producio dos compostos importantes como as chalconas
diméricas, os flavonoides, dentre outros compostos bioativos encontrados

nesta planta.



S

Vocé ganha forca, coragem e confianca através de
cada experiéncia em que vocé realmente para e

encara o medo de frente.

Eleanor Roosevelt



2.1. APLANTA

A Mpyracrodruon urundeuva Allemao, sinonimia Astronium
urundeuva (Freire Allemao) Engler (Figura 01) é uma planta dicotiledénea,
conhecida popularmente como aroeira-do-sertao. E uma 4rvore da Familia
Anacardiaceae. A familia vegetal Anacardiaceae R. Br., constituida de cerca
de 600 espécies, é representada por arvores e arbustos distribuidos em
regioes tropicais e subtropicais, de altura de seis a catorze metros no
Cerrado e Caatinga, e até vinte a vinte e cinco metros em solos mais férteis
da floresta latifoliada semidecidua, com tronco de cinquenta a oitenta
centimetros de diametro. Diversas de suas espécies apresentam importantes
usos terapéuticos. E encontrada no Brasil principalmente na vegetacao da
zona semi-arida do Nordeste, nas matas secas e subumidas, e nas encostas
de serra. Ocorre desde o Ceara até o estado do Parana e Mato Grosso do Sul.
E mais frequente no nordeste do pais, oeste dos estados da Bahia, Minas
Gerais, Sao Paulo e sul dos estados de Mato Grosso do Sul, Mato Grosso e
Goids. A madeira é muito pesada (densidade 1,19 g/cm3), de grande
resisténcia mecanica e praticamente imputrescivel. A madeira é excelente
para obras externas, como postes, mourdes, estelos, estacas, dormentes,
vigas e armacoes de pontes, moendas de engenho, na construgao civil, como
caibros, vigas, tacos para assoalhos, ripas, para pecas torneadas, etc.
(MENEZES, 1986; MATOS, 1989; OLIVEIRA et al., 1989; VIANA et al.,
1995). Esta arvore, pela beleza de sua copa aproximadamente piramidal e,

por outras qualidades ornamentais, é indicada para arborizacdo em geral.



Seu unico inconveniente é a perda das folhas durante o inverno e o fato de

provocar reacoes alérgicas a certas pessoas sensiveis que entrem em contato.

Figura 01 — Arvore de M lyracrodruon urundeuva Allemao

(BANDEIRA, 2002).

A casca de Myracrodruon urundeuva Fr. All apresenta-se em pedacos
aproximadamente planos quando proveniente do tronco ou em pedacos
recurvados quando provenientes de caules menos calibrosos. Sua superficie
externa apresenta cor parda acinzentada escura com nuances amarronzada.
Apresenta-se pouco rugosa sendo recoberta em alguns pontos por liquens
folidceos brancacentos ou ligeiramente esverdeados. A superficie interna é
estriada longitudinalmente de coloracdo mais clara, amarelo amarronzada.
Resina em forma de lagrimas pode ser observada tanto na superficie interna

como na regido floemética da seccdo transversal. (KATO & AKISUE, 2002).



Tem sido descritos genes de enzimas chaves relacionadas as vias de

biossintese do metabolismo secundario em plantas familia Anacardiaceae

(NCBD (Tabela 01).

Tabela 01 - Genes do metabolismo secundario presentes em plantas da

familia Anacardiaceae

Plantas familia Anacardiaceae

Genes 1dentificados relacionados a
enzimas chaves do metabolismo

secundario de plantas

Rhus chinensis

Chalcona sintase

Chalcona isomerase

Fenilalanina Amonio Liase

Mangifera indica

Chalcona sintase
Dihidroflavonol 4’ Redutase
Flavonona 3’ Hidroxilase
Fenilalanina Amoénio Liase

P Coumaroil Ester 3’ Hidroxilase

Cinnamato 4° Monooxigenase




2.1.2. COMPOSICAO QUIMICA E PROPRIEDADES FARMACOLOGICAS

A composi¢do quimica de Myracrodruon urundeuva apresenta
constituintes volateis e constituintes nao volateis. Em 1993, Bandeira
realizou um estudo da constitui¢do volatil das folhas e por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massa, identificou dezesseis compostos
sendo o principal constituinte o sesquiterpeno, trans-cariofileno (38,6%).
Maia em 2002 analisando dos 6leos essenciais das folhas de aroeira também
1dentificou o monoterpeno A3-careno como composto majoritario, com 78,1%
e 56,3%, respectivamente (MAIA et al., 2002). Pouco se tem estudado sobre
os constituintes nao volateis de aroeira-do-sertdo. Bandeira em 2002, isolou
e identificou chalconas diméricas: urundeuvina A (entrecasca e cerne da
planta adulta; caule e 6rgdo subterraneos dos brotos), urundeuvina B
(entrecasca e cerne da planta adulta; caule e érgéo subterraneos dos brotos),
urundeuvina C (entrecasca da planta adulta). Nas folhas foram identificados
flavonoides como quercetina, aromadendrinol e o biflavonoide
agasthiflavona.

Estudos fitoquimicos recentes com extrato etandlico a 70 % das folhas
e cascas de M. urundeuva demonstraram como principals constituintes
quimicos o acido galico, o galato de metila, o galato de etila, o acido
cromogénico e o 4acido protocatecuico (SOUZA et al., 2012).

A analise fitoquimica do caule e da folha de M. urundeuva permitiu
constatar que ambas possuem compostos semelhantes quanto a presenca de

flavonoides, mono e sesquiterpenos, triterpenos e  esteroides,



proantocianidinas condensadas e leucoantocianidinas, além de agucares.
Derivados cindmicos estiveram presentes apenas no caule (SILVA, et al.,
2008). Pode-se acrescentar ainda a presenca de 6leos essenciais, saponinas e
taninos (KATO & AKISUE, 2002).

A eficiéncia dos compostos fendlicos na atividade antioxidante
depende da estrutura quimica dos compostos, varia de acordo com o nimero
e posicionamento das hidroxilas ligadas ao anel aromatico. A grande maioria
dos trabalhos apresenta compostos fendlicos com atividades anti-
inflamatoéria, antiproliferativa, antioxidante, antitumoral e antimicrobiana
(JARDINTI et al., 2010).

Em plantas geralmente sdo atribuidas atividades antioxidante e anti-
inflamatéria aos flavonoides (BRAVO, 1998; MIDDLETON et al., 2000).

No Brasil, na regiao Nordeste e principalmente no estado do Ceara, a
entrecasca de Myracrodruon urundeuva Fr. All. é usada popularmente sob a
forma de extrato aquoso ou alcodlico como anti-inflamatério para varias
afeccoes como as ginecolégicas, e também pode ser utilizada em
hemorroidas, infecgoes respiratorias, urinarias e em disturbios do sistema
digestério (MATTOS, 1999).

Outro estudo que avaliou, in vitro, a atividade antioxidante dos
extratos aquoso e metanolico, obtidos das cascas de trés arvores nativas da
Caatinga nordestina, constatou que dos extratos metandlicos testados, o da
M. urundeuva apresentou significativa atividade antioxidante, sugerindo
que este resultado possa corroborar a acdo anti-inflamatoéria atribuida a esta

espécie (DESMARCHELIER et al., 1999).



Fracdes contendo taninos isolados desta planta apresentaram
propriedades anti-inflamatérias e antitilceras em roedores devido ao efeito
antioxidante (SOUZA, et al., 2007).

Em 2009, Sa et al. demonstraram atividade larvicida contra Aedes
aegypti em Mpyracrodruon urundeuva. Também em 2008, foram isoladas
desta planta fragdes enriquecidas em chalconas com ac¢do neuroprotetora
podendo ser um modelo terapéutico para o tratamento de doencas
neurodegenerativas como Mal de Parkinson (NOBRE-J UNIOR et al., 2009).

A partir do extrato acetato de etila obtido das cascas do tronco da M.
urundeuva, foram isoladas trés chalconas diméricas com efeitos analgésicos
(central e periférico) e anti-inflamatérios (VIANA; BANDEIRA; MATOS,
2003). Na avaliacao, in vitro, da acdo imunomoduladora do extrato etandlico
obtido da casca do tronco da M. urundeuva, constatou-se que a atividade
anti-inflamatéria estava associada a inibicdo da ciclooxigenase [COX]
(DEHARO et al., 2004).

Dentre as varias chalconas diméricas isoladas de M. urundeuva
podemos citar a 3,4 diclorochalcona com acdo anti-inflamatéria (CORREA et
al., 2001), as chalconas derivadas de 2’ hidroxi e 2’ 5 dihidroxichalcona
(HSIEH et al., 1998), dimetilamino chalcona e 3,4,5 trimetoxi-4™-
fluorochalcona (ROJAS et al., 2002 e 2003) também com acdes anti-
inflamatorias.

Estudos relacionados ao fracionamento quimico do extrato em acetato
de etila de M. urundeuva demonstraram a presenca de duas fracoes

principais, uma fracdo enriquecida em compostos chalconicos e outra com a



predominincia de taninos catéquicos e pirogalicos (BANDEIRA et al,,
1993). Na fracdo enriquecida de chalconas ha o predominio de trés

chalconas: urundeuvina A, urundeuvina B e urundeuvina C (Figura 02).

Figura 02 - Representacao estrutural da fracdo enriquecida de chalcona:

urundeuvina A (1), urundeuvina B (2), urundeuvina C (3). (BANDEIRA,

2002).
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Caracteristicas fisicoquimicas das urundeuvinas.

Urundeuvina A: Formula molecular: € H,. O, PM:526 Da. Ponto de fusio. 183.7°-

185 8°C; solumhdade: Acetato de etila, Acetona, Eter, Metanol

Urundeuvina B: Formula molecular: CigH 0Oy PAM:S524 Da. Ponto de fusio. 185°-

1897°C . solubilidade: Acetato de enla. Acetona. Metanol
Urundeuvina C: Formmla molecular: CoH., 0y, PANES42 Da. Ponto de fusao: 220-
222°C; solubilidade: Acemto de etila, Acetona, Metanol

A presenca de chalconas diméricas tem sido relatada em outras
plantas que nao pertencem a familia Anacardiaceae como a M urundeuva.
Em Mallotus philippensis a kamalachalcone que é uma chalcona dimérica
apresenta acdo antifingica (KULKARNI et al., 2014). As chalconas
diméricas de Agapanthus africans sdo usadas para induzir o trabalho de
parto (KAMARA; MANONG; BRANDT, 2005). J4& em Lophira alata

(ABDERAMANE et al., 2011) a chalcona dimérica bongosin, produzida por
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esta planta, apresenta efeitos antissépticos. Em Combretum yunnanensis
(DAWE et al., 2013) no extrato etanélico das folhas e do caule também
foram isoladas chalconas diméricas com atividades anti-inflamatérias e
antibacterianas e antifingicas.

Em 2019, Aquino et al. descreveram o isolamento de 24 compostos de
folhas de M. urundeuva que possuem um papel importante no efeito anti-
inflamatério em humanos. Dentre os compostos isolados destacam-se
flavonoides glicosilados, quercetina, galotaninos e alguns derivados fendlicos
dos acidos carboxilicos. Os compostos derivados flavonicos encontrados em

M. urundeuva estao descritos na Tabela 02.



Tabela 02 - Derivados flavonicos encontrados em M. urundeuva

(AQUINO et al., 2019)

PARTES DA PLANTA NOME DO FLAVONOIDE
Cascal/entrecasca Chalconas diméricas — Urundeuvinas (A -N)
oo 9. e b
Cascal/entrecasca Chalcona dimérica — Matosina
e (Y
1 ~
Cascal/entrecasca Rutina
£ SRR
Ay
Casca/entrecasca/folha Quercetina
" | X
Cascal/entrecasca 5,7,3’,5’-tetra-hidroxi-flavanona
Folha Aromadendrinol
L™
Folha Biflavonoéide Agasthiflavona
HO l%_/o._l I,‘ jJ’
HO _JL:EHO. \J’_Q::U-’U"
T
o




12

2.1.3. PRODUCAO DE METABOLITOS SECUNDARIOS EM PLANTAS

O metabolismo vegetal pode ser dividido em dois grupos: primario e
secundario. O metabolismo primario corresponde as macromoléculas
essenciais para as funcgées vitais como lipideos e proteinas. Os produtos do
metabolismo primario, através de diversas rotas biossintéticas originam o
segundo grupo de compostos quimicos que sdo os chamados metabdlitos
secundarios. O metabolismo secundario é composto por micromoléculas com
estrutura geralmente complexas, de baixo peso molecular, encontradas em
baixas concentracdes e com importantes atividades biolégicas (MANN,1987;
SIMOES, 2000)

As rotas biossintéticas para a producao de metabodlitos secundarios
sao complexas e possuem elevado gasto de energia. Os metabolitos
secundarios estao diretamente envolvidos nos mecanismos que permitem a
adequacao da planta ao ambiente como defesa contra herbivoros e
microrganismos, protecao contra raios UV, atracdo de polinizadores ou
animais dispersores de sementes, entre outros.

Em funcao da importancia de varios metabdlitos secundarios
principalmente na area farmacéutica, o estudo da sua biogénese e regulacao
torna-se um alvo de interesse relevante.

As rotas biossinteticas dos metabdlitos secundarios nao sdo simples e
talvez s6 sejam ativadas durante alguns estagios particulares do
crescimento e desenvolvimento ou em periodos de interesse causados por

limitacdes nutricionais ou ataques microbiolégicos (MANN, 1987).
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Existem diferentes classes de ativos produzidos pelas plantas com
diversificadas atividades farmacoldgicas, como: resinas, lignanas, taninos,
alcaléides, hetereosideos cardioativos, flavondides, compostos fendlicos
simples, entre outros.

A origem de todos os metabdlitos secundarios vem do metabolismo da
glicose, via do acido chiquimico e via do acetato conforme apresenta a Figura
3 (MANN, 1987). O 4cido chiquimico origina os aminodcidos aromdticos,
precursor da maioria dos metabdlitos secundarios aromaticos. Alguns
metabodlitos sdo resultantes da combinacdo de uma unidade de acido
chiquimico e uma ou mais unidades de acetato ou derivados deste, como é o

caso das antraquinonas, dos flavondides e dos taninos condensados.

Figura 03 - Ciclo biosintético dos metabdélitos secundarios
POLISSACARIDEOS
GLICOSE
HETEROSIDEOS
| ' |
ACIDO CHIQUIMICO

| \ / AcETIL 04
| |

TRIPTOFANO  FENILALANINA/ ACIDO
| TIROSINA GALICO

VIA CONDENSACAO
CICLO ACIDO ) \eyALONATO |

ciTrRICO

ALCALOIDES ACIDOS GRAXOS

INDOLICOS E TANINOS ACETOGENINAS
QUINOLiINICOS HIDROLISAVEIS

PROTOALCALOIDES ACIDO FLAVONOIDES E
TANINOS
ALCALOIDES CINAMICO ORNITINA/LISINA

ISOQUINOLINICOS E CONDENSADOS

BENZILISOQUINOLINICOS TERPENOIDES E
ESTEROIS
FENILPROPANOIDES

| ALCALOIDES PIRROLIDINICOS,
LIENANAS E LIENINAS TrzopANrPcIoP:éI:g;rz?Cn_rzrgmrcos,
CUMARINAS NICOS
QUINOLIZIDINICOS

Fonte: (Arquivo pessoal) adaptado (SIMOES, 2000)
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As rotas metabdlicas para a producao dos diferentes compostos ativos
compreendem uma variedade de enzimas-chave que atuam de maneira
coordenada para a sintese destes metabdlitos. As principais vias metabdlicas
sao a Via dos Fenilpropanoides e a Via do Acetato. Nestas vias destacam-se
as enzimas chalcona sintase (CHS; E.C. 2.3.1.74), chalcona isomerase (CHI;
E.C. 5.5.1.6), flavonoide 3’ 5 ‘hidroxilase (F3'’5’H; E.C. 1.14.13.88), flavona
sintase (FS; E.C. 1.14.11.22), flavonol sintase (FLS; E.C. 1.14.11.23),
isoflavona sintase (IFS; E.C. 1.14.14.87), isoflavona redutase (IFR; E.C.
1.3.1.45), dentre outras.

Os flavonoides sdo uma importante classe de polifendis encontrado
nas plantas em altas quantidades e sdo considerados um dos grupos mais
importantes entre os produtos de origem natural. Podem-se encontrar
flavonoides em diversas formas estruturais, mas a mais comum possui 15
atomos de carbono em seu nucleo fundamental, constituido por duas fenilas
ligadas por uma cadeia de trés carbonos entre elas (SIMOES et al., 2000)
(Figura 04). Conforme mostra a Figura 05 A e B, os flavonoides sdo
biossintetizados a partir do precursor fenilalanina seguindo a rota de
fenilpropanoides. Esta rota ¢é bastante complexa, tendo regulacgao
coordenada no eixo principal e nas ramificacoes para a producao de varias

classes de metabdlitos.
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Figura 04: Esqueleto fundamental dos flavonoides

Fonte: (Arquivo pessoal)

Entre os flavonoides, as chalconas tém sido apontadas como atraentes
compostos com propriedades quimioprotetoras e antitumorais. O termo
chalcona caracteriza uma familia de compostos que possuem como nucleo
fundamental o 1,3-diarilpropano, modificado pela presenca de uma ligacao

olefinica, de um grupamento cetona e/ou de um grupo hidroxila.
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Figura 05A -Rota metabdlica para a biossintese de flavonoides em plantas. Chalcona
Isomerase (CHI: EC 5.5.1.6), Flavona Sintase (FS: EC 1.14.11.22 = EC 1.14.20.5),
Flavanone 3-Dioxigenase (F3D: EC 1.14.11.9), Dihidroflavanol 4-Reductase (DHR:
EC 1.1.1.219), Flavonoide 3 5 ¢ Hidroxilase (F35H: EC 1.14.13.88), Flavonoide 3'-
Monooxigenase (FMONO: EC 1.14.13.21 = EC 1.14.14.82, Flavonol Sinthase (FLS: EC

1.14.11.23 = EC 1.14.20.6), Leucoanthocianidina Redutase (LR:EC 1.17.1.3).
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Figura 5B: Rota metabdlica para a biossintese de flavonoides em plantas
(PAL: Fenilalanina Amonio Liase, C4H: Cinamato 4-Hidroxilase, 4CL: 4
Coumaroil CoA Ligase; CHS: Chalcona Sintase; CHI: Chalcona Isomerase;
F3H: Flavona 3 — Hidroxilase; F3'H: Flavonoide 3’ Hidroxilase; F3'5'H:

Flavonoide 3’ 5’ Hidroxilase; FLS: Flavonol Sintase
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Fonte: YEON BOK et al, 2014.
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2.1.4. PROSPECCAO DE GENES E A EXPRESSAO DE GENES DE

INTERESSE BIOTECNOLOGICO

Com o advento e evolucdo da tecnologia do DNA recombinante,
atualmente pode-se isolar genes, construir cDNAs, sequencia-los,
mutageniza-los e expressa-los tanto em hospedeiras homélogas (préprias
plantas) como heterélogas podendo expressar estes genes em bactérias e
fungos. Consequentemente tornou-se muito mais rapido e mais barato o
isolamento e a identificacdo de sequéncia codificadora de proteinas
iImportantes.

A prospeccao de genes de plantas esta sendo amplamente estudada e
explorada principalmente pelo potencial farmacolégico que as plantas
trazem para a satide humana e animal. Envolve a combinacao de analises in
silico e de analises moleculares. A estratégia inicia-se com a construcao de
uma ou mais bibliotecas de cDNA. Posteriormente, é realizada uma busca de
sequéncias por homologia, dos genes de interesse, nos bancos de dados
publicos. Em seguida, sdo identificados dominios conservados através do
alinhamento maultiplo. Primers degenerados podem ser desenhados para
triagem das bibliotecas de ¢cDNA buscando a localizagdo de um ou mais
genes de interesse, por meio de sondas marcadas ou estratégias de
amplificacao por PCR.

O estudo do transcriptoma de cana de agucar originou um banco de
dados de sequéncias expressas, SUCEST (“sugarcane expressed seguence

tag”), obtidas a partir de tecidos sob diferentes condicdes fisiolégicas,
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incluindo transcritos relacionados a enzimas atuantes na regulacao de vias
metabdlicas sob situacdes de estresse biolégico e fisico-quimico (VETTORE
et al, 2001). As analises “in silico” permitiram a identificacdo de sequéncias
relacionadas a enzimas chaves da biossintese de metabdlitos secundarios
(FRANCA et al., 2001). Estas andlises demonstraram que as enzimas chaves
da via de biossintese de fenilpropanoides sdo altamente conservadas nas
plantas.

A regulacdo dos genes das vias de biossintese em plantas ¢é
coordenada durante o desenvolvimento dos tecidos e 6rgaos e também em
resposta a condi¢cbes ambientais. As expressoes de genes regulatérios podem
alterar a expressao de genes chave de uma determinada via de biossintese.
Com os recentes avancos da genémica, um grande nimero de genes pode ser
analisado simultaneamente e os seus niveis de expressdo comparados em
diferentes estagios fisiologicos da planta por meio de biochips de DNA
(VODKIN et al., 2004).

Bibliotecas de cDNAs de plantas tém sido construidas, como de cana-
de-aclicar, soja, guarana, entre outras, e muitos cDNAs importantes estao
sendo descritos e expressos, em sua maioria, em sistemas procarioticos.

Transcritos com baixo numero de coépias ou baixa frequéncia
demandam uma producdo em maior escala para que se possa estudar seus
produtos quanto as caracteristicas bioquimicas e atividades farmacologicas.
A expressao em sistemas heterdlogos em larga escala é uma alternativa
cada vez mais viavel para a producdo de proteinas com potencial

biotecnolégico.
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A descoberta de promotores e repressores especificos do genoma de
FEscherichia coli e de células eucaridticas permitiu a manipulagdo da
expressdao de proteinas e a clonagem de genes sob o controle de um
promotor, onde a expressido possa ser regulavel. O primeiro, e mais
comumente sistema de expressdo usado é procaridtico em . coli baseado no
operon lac.

A tecnologia de organismos geneticamente modificados comegou a ser
desenvolvida na década de 1970 com a producio de novas variedades de
plantas. Milhoes de hectares de plantacoes transgénicas comerciais, tais
como: soja, algodao, tabaco, batatas e milho tém sido plantados e colhidos
anualmente em muitos paises. Em 2017, mais de 17 milhdes de agricultores,
a maioria deles pequenos produtores, em 24 paises, cultivaram 189,8
milh6es de hectares de culturas transgénicas. O pais que lidera a adocao de
transgénicos no mundo continua sendo os Estados Unidos com 75 milhées de
hectares plantados. O Brasil vem na sequéncia com 50 milhGes de hectares
plantados, seguido da Argentina (23,6 mi/ha),Canada (13,1 mi/ha) e India
(11,4 mi/ha) (ISAAA, 2018).

A Engenharia Genética tornou possivel a remoc¢ao ou a inativacao de
genes indesejaveis, bem como a modificacdo de genes da propria planta, que
atuam em rotas metabodlicas especificas, para melhorar a qualidade do
produto (ex. tomates geneticamente modificados que permanecem firmes por
periodos mais longos). As primeiras plantas transgénicas foram
desenvolvidas em 1983 quando um gene codificante para a resisténcia

contra o antibidtico canamicina foi introduzido em plantas de fumo. Em
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1992 um tomate transgénico obtido pela Calgene foi desregulamentado nos
Estados Unidos e em 1994 estava sendo comercializado (BOREM, 2004).

Plantas transgénicas com caracteristicas 1Importantes,
principalmente, com maior teor de principios ativos farmacologicamente
podem ser obtida através de técnicas de biologia molecular e transformacao
genética de plantas. Algumas plantas como Atropa belladonna, Datura
stramonim e Scopolia japonica, tiveram suas rotas metabdlica modificadas
para aumentar a producdo dos compostos bioativos (SILVA & AMARAL,
2003).

A transferéncia de genes de interesse para as plantas geralmente
acontece via Agrobacterium. Dois tipos desta bactéria estao disponiveis para
a transformacdo de plantas: a Agrobacterium tumefaciens e a
Agrobacterium rhizogenes. Vetores plasmidiais podem ser manipulados com
genes de enzimas-chaves de vias metabdlicas de plantas, serem inseridos em
E. coli e em seguida transferidos para a Agrobacterium com o intuito de
produzir plantas transgénicas de interesse biotecnoldgico. A transferéncia
de genes de FE.coli para a Agrobacterium acontece geralmente por um
método chamado conjugacao triparental.

E um método simples, eficiente, ndo requer equipamentos especificos
e dispensa a preparacao de DNA plasmidial de £. Coli. Neste método duas
linhagens de E. coli (helper e doadora) e uma linhagem de Agrobacterium
(receptora) sdo co-cultivadas. A linhagem helper fornece as funcdes de
mobilizacdo (mob) e transferéncia (tra) de plasmidios entre bactérias

compativeis. Ja a linhagem doadora contém o vetor binario ou intermediario
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que devera ser transferido. Durante a conjugacido, o plasmidio helper é
transferido para a linhagem doadora e, a seguir, promove sua mobilizacao e
a do vetor para Agrobacterium. O plasmidio helper nao se replica em
Agrobacterium, portanto, é eliminado. Apds a transferéncia, apenas as
linhagens recombinantes de Agrobacterium sao selecionadas, com os
antibidticos apropriados. A principal desvantagem da conjugacao triparental
é a possibilidade de ocorrerem alteracoes no plasmidio introduzido, em

virtude da recombinacéo com o plasmidio Aelper.

2.1.5. RACE (AMPLIFICACAO RAPIDA DE EXTREMIDADES DE cDNA)

O 1isolamento de transcritos génicos completos é de extrema
1mportancia para analises de expressdo génica seja em plantas ou animais.
Na maioria das vezes sdo isoladas tags de sequéncia expressa (ESTs) que
sao pedacos curtos de cDNA. A técnica de RACE, amplificacao rapida de
extremidades de ¢cDNA (Rapid Amplification of ¢cDNA Ends), tem sido
amplamente utilizada para a obtencao de cDNAs completos quando apenas
parte da sequéncia do transcrito é conhecida (SAMBROOK & RUSSEL,
2001). Este método permite a amplificacio de regides codificadas
desconhecidas, requerendo somente o conhecimento de uma pequena
sequéncia que esteja dentro do RNAm de interesse e é por isso utilizada
para clonar as extremidades 5 ou 3’ de um ¢cDNA incompleto (FROHMAN;
DUSH; MARTIN, 1988). A amplificacdo rapida de extremidades de cDNA
(RACE) é uma ferramenta barata e poderosa para obter rapidamente cDNAs

completos. Esta técnica se inicia com o isolamento do RNAm, a transcrigao a
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primeira fita de cDNA e posteriormente amplificagbes com sondas
especificas desenhadas a partir de regides conhecidas do gene (GSP- gene
specific primer) que se quer obter por completo. O desenho das sondas
precisa seguir alguns parametros pré-estabelecidos como: tamanho de 23-28
nucleotideos, alto teor em GC (> 50 %), o que permite o emparelhamento dos
iniciadores. Os iniciadores podem ser desenhados tanto no sentido 5 quanto
no 3’ da fita de DNA. Ao final da técnica a sequéncia do cDNA completo deve
ser submetida a analises de sequenciamento e confirmacao da identidade no
NCBI. Diversos cDNAs completos tem sido descrito em plantas utilizando a
técnica de RACE. Genes completos de plantas de resisténcia a patégenos,
tolerancia a seca e genes relacionados a producao de bioativos estao sendo
1isolados e clonados. Em 2010, Hui Xu e colaboradores descreveram a
clonagem e a caracterizacdo das enzimas fenilalanina amoénia liase e
cinnamato 4 hidroxilase que estao envolvidas na biossintese de flavonddes
utilizando RACE. Meiling et al., 2013, também identificarem por RACE uma
sequéncia completa de um gene relacionado a producao de flavonoides em
plantas, a flavanona 3-hidroxilase. Pela técnica de RACE foram estudados
genes relacionados a biossintese de artemisinina em Artemisia annua L
(ZONG-XIA, et al., 2012). O SMARTer RACE 57/3 kit utiliza uma técnica
rapida, com alta sensibilidade e especificidade. A primeira fita de cDNA
obtida pode ser usada diretamente nas reacées de PCR, sem a necessidade
do uso de adaptadores para as reacoes. Com o uso de primers especificos

(GSP) fragmentos de cDNA inteiros sdo obtidos (Figura 06).
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Figura 06 —Fluxograma do procedimento do SMARTer RACE 5/3’ kit

(TakaraBio)
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2.1.6. BIOLOGIA SINTETICA

A partir de 2003, com o desenvolvimento de uma nova tecnologia
denominada biologia sintética tornou-se possivel a montagem aleatéria de
elementos genéticos. E uma tecnologia baseada em engenharia genética,
microbiologia e Dbioinformatica que passou a ser digital, transformando
organismos naturais sintéticos de modo sistematico (RABINOW & BENNETT,
2009). Utilizando um conjunto de variadas técnicas de biologia molecular, os DNAs
sdo projetados in silico, sintetizados e transferidos para organismos visando diferentes
aplicacdes (SCHNEIDER, 2007).

O maior avanco da biologia sintética surgiu em 2010 com a cria¢ao do primeiro
organismo vivo controlado por um genoma sintético, que e fol o desenvolvimento da
bactéria Mycoplasma mycoides JCVI-syn 1.0 (GIBSON et al., 2010). Depois disto esta
tecnologia tem sido amplamente estudada com o objetivo maior de transformar
microrganismos naturais (bactérias, leveduras, algas e virus) em sintéticos (com
genomas sintéticos) para realizarem funcdes pré-definidas e especificas.

A biologia sintética utiliza um conjunto de partes padronizadas de
genes que sdo denominados como biobricks (biotijolos), analogia com o
brinquedo de montar pecas “Lego”, que foram inicialmente desenvolvidas
por ex-professores do Massachusetts Institute of Technology (MIT), em 2003
(KHAN, 2014).

As sequéncias de nucleotideos dos biobrickssao projetadas para serem
montadas na construcao de novos circuitos e sistemas bioldégicos e aplicadas
em, por exemplo: sintese de proteinas e producdo de compostos. Sido

constituidas por genes que atendem a critérios preestabelecidos para
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garantir a compatibilidade entre as partes e manter o formato da montagem
basica. Cada peca padriao é construida com extremidades para juncoes,
prefixos e sufixos, e pontos de clivagem para enzimas de restricao
(CONSTANTE; GRUNBERG:; ISALAN, 2011).

Esta tecnologia pode ser aplicada nas industrias de bioenergia para o
desenvolvimento de combustivel regenerativo. Em microrganismos
eliminando a producido de determinadas substancias indesejaveis, e em
seres humanos para produzir proteinas uUtels aos processos metabdlicos.
Também pode ser aplicada no desenvolvimento de novas drogas como, por
exemplo, a wutilizacdo da bactéria £ coli para a producdo do acido
artemisinico, precursor da artemisinina (substidncia ativa da droga
antimaldrica), a utilizacdo da levedura Saccharomyces. cerevisiae para as
producoes do composto antitumoral taxol, e na sintese do acetado de
hidrocortizona (EASAC, 2011).

Pode ser aplicada para o desenvolvimento de antibiéticos, vacinas e
tratamento de cancer. Bem como para a modificacdo de plantas que possuem
substancias farmacologicamente ativas como o intuito de aumentar a produgao
destes ativos.

Em plantas, as técnicas de engenharia genética tém tido uma
mudanga progressiva desde a intervencdo de um uUnico gene até a
transformacdo multipla de genes (MGT) de modo a concretizar objetivos
mais ambiciosos como a biossintese de micromoléculas naturais complexas
(HALPIN, 2005). Nesse sentido foram desenvolvidos métodos para a

expressdo coordenada de grupos de genes (CAPEL & CHRISTOU, 2004)
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responsaveis pela producdo de enzimas que atuam em pontos estratégicos
das rotas de biossintese, consequentemente aumentando a
biodisponibilidade dos precursores e o fluxo da via de biossintese de ativos
especificos.

Uma estratégia muito interessante é a expressio simultanea de
multiplos genes da rota de biossintese, representando preferencialmente
todas as enzimas — chaves garantindo o direcionamento correto do fluxo
metabolico. A transferéncia multipla de genes para plantas pode ocorrer por
duas maneiras, pela insercao de multiplos genes em um tnico plasmideo e
pela insercdo de diferentes genes em diferentes plasmideos. Estes dois
métodos utilizam o sistema de transformacido genética mediado por
Agrobacterium tumefaciens utilizando um vetor binario contendo multiplos
genes em uma regido Unica do T-DNA (NAQVI et al., 2009). Uma maior
eficiéncia é alcancada com esta técnica quando ocorre simultaneamente a
transferéncia de multiplos genes codificadores de enzimas para a planta
receptora. Teoricamente nao existe um numero maximo de transgenes que
podem ser introduzidos no T-DNA, mas um melhor resultado pode ser obtido
com multiplos genes carregados por um unico vetor pois a integragao pode

ocorre em um unico locus o que facilita as estratégias baseadas na Biologia

Sintética (ZORRILLA-LOPEZ et al., 2013)
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2.2. JUSTIFICATIVA

A Aroeira do Sertdo possui metabdlitos secundarios, acumulados em
suas folhas e na entrecasca, com importantes atividades farmacologicas
como potente agdes anti-inflamatdrias, antibacterianas e antidlceras. O
conhecimento dos genes que codificam enzimas que regulam as rotas
metabdlicas da producdo destes bioativos e a manipulacio genética dessa
rota de biossintética é de extrema importancia para estabelecer um processo
biotecnologico de obtencdo dos mesmos de uma maneira eficiente por meio

da manipulacao genética.
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2.3. HIPOTESES DO TRABALHO

2.3.1. E possivel a identificacdo de genes relacionados a biossintese de
metabdlitos secundarios em folhas de Myracrodruon urundeuva, por
clonagem e sequenciamento randoémico de uma biblioteca de cDNA de

material vegetal supracitado;

2.3.2. O sequenciamento randomico dos transcritos possibilitara a
1dentificacdo de enzimas chaves responsaveis pela Dbiossintese de

fenilpropandides em folhas de Myracrodruon urundeuva;

2.3.3 O rastreamento do conjunto de cDNAs de Myracrodruon urundeuva
com sondas especificas permitira a identificacio de enzimas chaves na

1dentificacao de derivados flavonicos produzidos por M. urundeuva;

2.3.4 A partir da identificacdo de genes relacionados a biossintese de
flavonodides é possivel induzir uma rota metabdlica para a producao de
metabodlitos alvo, farmacologicamente ativos, por manipulagdo genética de

multiplos genes via Agrobacterium tumefaciens.



O sabio procura o que esta nele proprio; o

tolo, o que esta fora dele.

(Confticio, filésofo chinés — 551-478 a.C.)
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3.1. OBJETIVO GERAL

Identificacdo de genes correlacionados com enzimas chaves no

direcionamento do fluxo biossintético para a sintese de derivados bioativos

de Myracrodruon urundeuva, com importantes atividades farmacoldgicas a

exemplo de chalconas diméricas, quercetina e outros derivados flavonicos.

3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

L.

I1.

I1I.

IV.

VI

VII.

VIII.

Estabelecer uma biblioteca de ¢cDNA a partir de folhas de M.
urundeuva e sequenciar randomicamente a biblioteca obtida
Identificar sequencias de ESTs relacionadas a importantes
micromoléculas produzidas pela espécie;

Identificar genes correlacionados com enzimas chaves da
expressao da via de biossintese de fenilpropanoides em M.
urundeuva;

Identificar genes correlacionados as enzimas chaves responsaveis
pela producao de flavonoéides em M. urundeuva;

Obter genes completos correlacionados as enzimas chaves
responsaveis pela producao de flavonéides em M. urundeuvas
Obter um cassete de expressao para a realizacao de experimentos
de manipulacao genética da biossintese de metabolitos de
interesse;

Transformar plantulas cultivadas in vitro;

Avaliar a funcionalidade do gene inserido em plantula hospedeira

via Agrobacterium tumefasciens.



S0 o ignorante se zanga, o sabio

compreende.

(Provérbio indiano)
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A estratégia metodolégica adotada neste trabalho pode ser melhor
visualizada no organograma representado a seguir (Figura 07). A andlise da
expressdo coordenada de genes de fenilpropandides (biossintese de
flavonéides) em folhas de M. urundeuva foi realizada por trés metodologias

distintas.

Figura 07: Representacido esquematica da estratégia metodoldgica adotada
no trabalho.
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4.1.  Selecdo de fontes de genes alvos

Folhas de individuos adultos de Myracrodruon urundeuva foram coletadas

em novembro de 2011 na Universidade Federal de Sergipe (voucher 14999).

4.2. Obtencgao do RNA total e Purificacio do mRNAs

Para a obtencdo do RNA total foram utilizadas 100 mg de folhas da
planta. Apdés completa maceragdo em nitrogénio, realizou-se a extracdo do
RNA utilizando o kit Spectrum™ Plant Total RNA da Sigma-Aldrich
conforme orientacoes do fabricante. A fracdo poli-A* foi purificada do RNA
total do tecido alvo por meio do kit GenElute™ mRNA Miniprep de acordo

com protocolo especificado pelo fabricante (Sigma Life Science).

4.3. Construcao de Biblioteca de c¢DNA de folhas Myracrodruon

urundeuva

A sintese do cDNA foi realizada a partir de 2 pg de mRNA. A
biblioteca de cDNAs foi construida utilizando o kit In-Fusion SMARTER
cDNA Library Construction Kit, Clontech.

Os cDNAs dupla fita obtidos foram ligados ao vetor pGEM-T Easy
Vectors (Promega, Madison, WI, USA). O sistema de ligacdo foi utilizado
para transformar células competentes de FEscherichia coli (DH5a) pelo
método do CaCly (COHEN et al., 1972, SAMBROOK & RUSSEL, 2001).

Cerca de 5 uL. do produto da ligacdo foram adicionados a 100 ulL de
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suspensio de células hospedeiras competentes e os tubos incubados em gelo
por uma hora. Em seguida, as células foram submetidas a um choque
térmico a 42 °C por 2 minutos; incubadas em meio de cultura LB liquido a
37 °C por uma hora com agitacdo e em seguida, plaqueadas em meio de
cultura LB sélido contendo o antibidtico apropriado a pressao seletiva
(Ampicilina 100 ug/ml). Apés incubacdo a 37 °C overnight as coldnias

transformantes foram analisadas.

4.4. Analise das colonias transformantes. Sequenciamento randomico dos

clones da biblioteca de cDNA de Myracrodruon urundeuva.

Os clones recombinantes contendo cDNA foram analisados por meio
de sequenciamento direto dos plasmideos recombinantes utilizando-se os
primers universais M13 sense, e reagentes do kit de sequenciamento
Dyenamic™ ET Dye Terminator Kit (MegaBace™), conforme orientacdes do
fabricante. Os produtos amplificados foram sequenciados em sequenciador
automatico  MegaBace 1000 DNA  Sequencing  System, GE
Healthcare/Amersham Biosciences.

O protocolo de sequenciamento foi o recomendado pelo fabricante.
Apoés a eliminacdo da regido correspondente ao vetor os eletroferogramas
foram analisados com auxilio da plataforma de analise desenvolvida por

Fantinatto, 2015.



34

4.5. Analise e determinacao da identidade dos transcritos sequenciados.

Apbs o sequenciamento randomico, as sequéncias foram analisadas
usando programas e scripts na linguagem de programacao Perl e CSharp,
conforme descrito por Fantinatto, 2015 e os dados analisados foram obtidos
através da implementacdo de um pipeline com os seguintes programas:
PHRED, PHD2FASTA, CROSSMATCH, Script for withdrawal vector,
CAP3, ONLINE BLAST XLS REPORTER.

As sequencias analisadas foram entao identificadas por comparacio
com sequencias depositadas no GenBank (NCBI), mediante alinhamentos
locais (BLASTX), com sequencias depositadas.

Comparacoes multiplas de similaridade das sequéncias obtidas foram

realizadas pelo programa CLUSTAL X (THOMPSON et al., 1997).

4.6. Prospeccdo de genes de enzimas-chaves da Via Biossintética de

Fenilpropanoides

A triagem de genes de interesse em cDNAs de M. urundeuva foi
realizada com uso de sondas especificas, baseadas em regides conservadas
de enzimas-chaves relacionadas as vias de biossintese de flavonoides. Foi
realizada uma busca de sequencias de enzimas-chaves de plantas no banco
de dados de nucleotideos do NCBI. Com as sequencias selecionadas foram

realizadas comparag¢oes multiplas de similaridade utilizando o programa

CLUSTAL X (THOMPSON et al.,, 1997). A partir da identificacdo das
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regides de alta similaridade e das regiées dos dominios nas sequencias, as
sondas foram construidas utilizando o programa Primer3Plus
(UNTERGASSER, A. et al., 2007). As sondas foram desenhadas seguindo os
parametros de tamanho (18-27 pb), temperatura (57-63 °C) e porcentagem
de GC (20-80 %). Foram construidas sondas para Chalcona Sintase,
Chalcona Isomerase, Flavona Sintase, Flavonona 3’-Dioxigenase,
Dihidrocaempferol 4 — Redutase, Flavonéide 3’ 5° Hidroxilase, Flavonoide 3’
Monooxigenase, Flavonol Sintase e Leucoantocianidina Redutase (Tabela

03).
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Tabela 03 - Sondas relacionadas a biossintese de flavonoides utilizadas nas

amplifica¢ées do cDNA de Myracrodruon urundeuva

SONDA

SENSE

ANTI-SENSE

CHALCONA SINTASE

(CHS)

5'

GAAGATCACCCACCTCGTGT 3'

5'

TTGTTCTCGGCCAAGTCTTT

3

CHALCONA ISOMERASE

(CHD

5'

TTACTCGCCGGCAAATGGAA 3'

5'

TCTTGCCGATCATCGACTCC

DIHIDROKAEMPFEROL 4 —
REDUTASE

(DFR)

5'

ATTTGCCAAACGCCAAGACG 3'

5'

CTAGGCGGCATAGACGTTGT

FLAVONOIDE 3
MONOOXIGENASE

(F3'MONO)

5' GAGATGATCGGACGGCGATT 3'

TCATTTTACCAGCGACGCCT

FLAVONOIDE 3’ 5
HIDROXILASE

(F3'5H)

5'

TCGAGCCTTCCTCAAAACCC 3

5'

GGTCACAAAAACTCGACGGC

FLAVANONA 3’ DIOXIGENASE

(F3D)

AGCCTGTTGAAGGAGCGTTT 3'

GGGTTCTGGAACGTGGCTAT

FLAVONOL SINTASE

(FLS)

TCCAGGTTACAAACCACGGG 3

TTGCACGTCTTTTGCATCGG

3'

FLAVONA SINTASE

(FS)

5'

TTGCTTGATTGTGCCGAGGA 3'

5'

CCGGTGGGTGTAGACGAAAT

LEUCOANTOCIANIDINA
REDUTASE

(LR)

5'

AGACGGTTCATTGAGGAGGC 3'

5'

ACAGTGATGCCAGCTCGTTT 3'

A mistura reacional para 25 ul da PCR foi realizada utilizando-se 1 ul

de cDNA obtido a partir do RNA total da folha de M. urundeuva, tampao 5X

Green Reaction Buffer (Promega Corporation) acrescido de 1,5 mM de

MgCIQ,

0.2 mM de cada

desoxirribonucleotideo

- dNTPs (Promega
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Corporation), 10 pmoles de cada conjunto de primers (Tabela 3) e 1,5 U de
Taqg DNA polimerase (Promega Corporation).

A reacdo foi conduzida durante 40 ciclos em ciclador térmico (MJ
Research) e cada ciclo sob as seguintes condicdes: 95 °C durante 1 minuto;
60 °C durante 1 minuto e 72 °C durante 1 minuto. Ao término dos 40 ciclos, o
produto de amplificacdo foi mantido durante 10 minutos a 72 °C. Apéds este

intervalo as amostras foram mantidas a 4 °C.

Os produtos da PCR foram analisados por meio de eletroforese em gel
de agarose a 1 % com tampao TBE 1X. O gel foi corado com brometo de
etidio (0,5 ug/mL) e revelado sob a luz ultravioleta. A purificacdo das bandas
da PCR foi realizada por meio de eletroforese em gel de agarose low melting
a1l % em tampao TAE 1X pH 8,0 utilizando o “kit Wizard PCR Preps — DNA
Purification System” (Promega Corporation), segundo as especificacoes de

uso do fabricante.

Os fragmentos amplificados foram clonados utilizando o kit pGEM-T
Easy Vector System I (Promega Corporation) seguindo as especificacdes do

fabricante.

O sistema de ligacdo foi incubado a 4 °.C em geladeira overnight.
Uma vez efetuada a ligacdo, realizou-se uma transformacido, em células

competentes previamente preparadas, de £. coli DH5a.

As células competentes da linhagem hospedeira foram preparadas
conforme o método do CaCly descrito por Cohen et al. (1972) e a

transformacao foi induzida por choque térmico. Cerca de 5ul. do produto da
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ligacdo foram adicionados a 100 ul. de suspensdo de células hospedeiras
competentes e os tubos incubados em gelo por uma hora. Em seguida, as
células foram submetidas a um choque térmico a 42 °C por 2 minutos;
incubadas em meio de cultura LB liquido a 37 °C por uma hora e em
seguida, plaqueadas em meio de cultura LB sélido contendo os antibidticos
apropriados a pressdo seletiva (100 pg/mL de ampicilina). Apés incubacio a

37 °C overnight as colonias transformantes foram analisadas.

Os plasmideos recombinantes foram extraidos utilizando o “kit
PureYieldTM Plasmid Miniprep System (Promega Corporation) de acordo
com as recomendacdes do fabricante. Apds a extracdo dos plasmideos, a
qualidade do DNA plasmidial foi analisada por meio de eletroforese em gel
de agarose a 1 % em tampao TBE 1X, corado com brometo de etidio e

visualizado sob luz ultravioleta.

O sequenciamento dos plasmideos foi realizado em sequenciador
automatico Licor (Uniscience) utilizando os primers universais marcados
(IRDye700 — M13 Forward e IRDye800 — M13 Reverse) e o kit Thermo

Sequenase 78500.

As sequencias obtidas no sequenciamento foram analisadas utilizando

o programa ChromasPro (http://technelysium.com.au/wp/chromaspro). A

1dentificacdo da sequencia foi realizada por comparacdo com sequencias
depositadas no GenBank (NCBI), mediante alinhamentos locais (BLASTX),

com sequencias depositadas.


http://technelysium.com.au/wp/chromaspro
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4.7. Amplificacio de genes completos utilizando a metodologia de

SMARTer RACE

4.7.1. Sintese do c¢cDNA completo do gene que codifica para a enzima

Flavonol Sintase por RACE

Para obter a sequéncia inteira do gene de Flavonol Sintase (FLS) a
partir do RNA total das folhas de M. urundeuva foi utilizada a metodologia
de RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends) TakaraBio®.

Foram preparadas duas reacoes 5-RACE e 3-RACE utilizando 0,836 g
de RNA total para cada uma das reacoes. A sintese da primeira fita foi
realizada conforme as orientacées do fabricante. No passo final da sintese da
primeira fita, esta foi diluida em 30 pL do tampao TRIS-EDTA.

A sintese do cDNA dupla fita 5" e 3, adicionando 41,5 pL. de Mastermix
(15,5 pL de agua; 25 pL de 2X SeqAmp Buffer e 1,0 uL de Seq Amp DNA
polymerase) , 2,5 pL do cDNA primeira fita, 5 pL 10x UPM e 1 pL do primer
especifico para flavonol sintase, volume total 50 pL.. O programa utilizado
para as amplificagoes compreende 25 ciclos de 94°C 30 segundos, 68 °C 30
segundos e 72 °C 3 minutos.

Para o controle de reagao foi utilizado 1 pg de RNA total do coragao de
camundongo disponibilizado pelo fabricante. Apds as amplificagoes, foi
realizada uma eletroforese em gel de agarose 1,2 %.

Os produtos de PCR amplificados foram sequenciados e as sequencias

obtidas no sequenciamento foram analisadas utilizando o programa
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ChromasPro (http://technelysium.com.au/wp/chromaspro). A identificacdo da

sequencia foi realizada por comparacdo com sequencias depositadas no

GenBank (NCBI).

4.7.2. Construcdo do gene sintético de Flavonol Sintase (ARO-FLS)

Com a 1identificacdo parcial do gene que codifica a enzima Flavonol
Sintase (FLS) foram realizados varios alinhamentos utilizando o programa
CLUSTAL X (THOMPSON et al., 1997) e sequencias com alta similaridade
a sequencia parcial de ARO-FLS depositadas no GenBank (NCBI). Apés a
selecao de flavonol sintase de 3 espécies de plantas com alta similaridade a
ARO-FLS (Canarium dlbum, Citrus unshiu e Juglans regia), novamente
foram realizadas multiplas comparacoes utilizando o programa CLUSTAL X
(THOMPSON et al., 1997), para identificar a melhor sequencia nucleotidica
para completar as porcoes 5’ e 3’ do gene, a fim de obter um gene completo
de ARO-FLS.

Além das comparacgoes de similaridade de ARO-FLS com sequencias
nucleotidicas de FLS de outras plantas depositadas no GenBank (NCBI)
também foram realizadas comparacoes multiplas utilizando sequencias de
aminodcidos de FLS de outras plantas depositadas no GenBank (NCBI).
Comparando as sequencias de aminoacidos das 3 plantas que apresentaram
maior homologia com a sequencia de ARO-FLS foi identificado algumas

trocas de residuos de aminoacidos e com isso foi utilizado o programa Codon


http://technelysium.com.au/wp/chromaspro
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Usage (STOTHARD, 2000) para determinar qual espécie de planta usava
cddons parecidos com a espécie Myracrodruon.

Partindo-se das analises de similaridade das sequencias de
nucleotideos e dos cédons usados em ARO-FLS com as 3 espécies de plantas
selecionadas, as bases nucleotidicas ausentes nas porgoes 5 e 3’ do gene de
ARO-FLS foram adicionadas a sequencia parcial do gene de ARO-FLS
obtendo um gene completo de Flavonol Sintase.

Apo6s a obtencao in silico da sequéncia sintética do gene de flavonol
sintasea sintese desta sequéncia foi realizada pela empresa GenScript®
através da empresa FastBio Ltda. Na sequéncia sintética do gene de
flavonol sintase durante a sintese foi introduzido na porcdo 5 sitio de
restricdo para a enzima Sacl e na porcao 3’ sitio de sitio de restricao para a
enzima BamHI e a clonagem do fragmento foi realizada no vetor pUC57.

A estratégia metodolégica descrita anteriormente pode ser

visualizada na Figura abaixo:

Figura 08A: Representacgao esquematica da estratégia metodoldgica adotada

para a construcgao do gene sintético de Flavonol Sintase de M. urundeuva
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4.8. Expressao do gene de Flavonol Sintase em plantas de Nicotiana

tabacum via Agrobacterium tumetaciens

Esta metodologia foi desenvolvida conforme descrito abaixo e

representado na Figura 08B.

Figura 08B: Representacio esquematica da estratégia metodolégica adotada

na Expressao do gene de Flavonol Sintase em plantas de Nicotiana tabacum

via Agrobacterium tumefaciens.
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4.8.1. Construcao do cassete de expressao

A partir do vetor pUC57 com a sequéncia de flavonol sintase (ARO-
FLS) iniciou-se as etapas de clonagem nos vetores de expressdo. Todas a
enzimas utilizadas foram adquiridas do fabricante New England Biolabs,
Inc.

O DNA plasmidial foi extraido utilizando o kit PureYieldTM Plasmid
Miniprep System (Promega Corporation) seguindo instrucdes do fabricante e
o plasmideo foi digerido com as enzimas de restricido Sacl e BamHI conforme
protocolo do fabricante. Utilizou-se 1 ug de DNA para a digestao e a digestao
foi realizada a 37 °C por 1 hora e as enzimas foram inativadas a 65 °C por
15 minutos. O fragmento do gene de FLS com os sitios de restricdo foi
1solado em gel de agarose e purificado utilizando o “kit Wizard PCR Preps —
DNA Purification Systeni” (Promega Corporation), descrito pelo fabricante.
Apoés a quantificacdo do fragmento foi realizada a clonagem no vetor de
expressao.

Com o gene de ARO-FLS retirado do vetor pUC57 iniciou-se a
construcao do cassete de expressao que foi transferido para plantulas in
vitro de Nicotiana tabacum via Agrobacterium tumefaciens.

A construcdo do cassete de expressdo foi realizada em 2 etapas.
Foram utilizados 2 vetores para a clonagem do gene de ARO-FLS, o vetor
pRT104 e o vetor pCAMBIA2301. Inicialmente o gene de ARO-FLS foi
clonado utilizado o vetor pRT104 a fim de obter a sequencia de ARO-FLS

ligada a um promotor forte. O vetor pRT104 possui promotor e a digestao do
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vetor com a enzima de restrigio HindIII resultada em um fragmento de
DNA com a sequencia de interesse (ARO-FLS) ligada ao promotor. O
segundo vetor de clonagem utilizado foi o vetor pCAMBIA2301, que é
binario, o que permite sua propagacio em células de bactérias e em plantas.
Este vetor recebeu o gene de ARO-FLS ligado ao promotor e posteriormente
foi transferido para células de Agrobacterium tumetaciens.

A primeira clonagem foi realizada no vetor pRT104 cedido pelo Prof.
Dr. Ludger Hausmann do [Institut fur Rebenzuchtung Geilweilerhof
(Institut for Grapevine Breeding Geilweilerhof) da Alemanha. A partir de
1pg do vetor pRT104 (Figura 09) foi realizada a digestdo a 37 °C por 1 hora
com a enzimas de restricio Sacl (Sst]) e BamHI e as enzimas foram
inativadas a 65 °C por 15 minutos. O vetor foi purificado por meio de
eletroforese em gel de agarose low melting a 0,8 % em tampao TAE 1X pH
8,0 utilizando o “kit Wizard PCR Preps — DNA Purification System’
(Promega Corporation), seguindo as especificacdes de uso do fabricante.
Apds a purificacdo o vetor foi quantificado e a clonagem foi realizada
resultando em um cassete de expressao denominado pRT104 + FLS sob o
controle do promotor 35S e com a regido terminadora (NOS terminator). A
transformacao foi realizada por choque térmico a 42 °C / 45 segundos
utilizando células competentes DH5a adquiridas da Invitrogen™. Apés a
transformacdo os transformantes foram inoculados em placas de petri
contendo meio LB com o antibidtico de selecdo ampicilina a 100 pg/ml e

incubadas a 37 °C por 12 horas. A inserc¢ao do fragmento de flavonol sintase
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foi confirmada pela PCR e por digestdo com as enzimas de restricao Sacl

(Sstl) e BamHI.

Figura 09: Vetor pRT104 (TOPFER et al., 1987).

A segunda clonagem foi realizada no vetor binario pCAMBIA23.01

(Cambia, Australia) representado na Figura 10.
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Figura 10: Mapa do vetor pPCAMBIA2301 (SnapGene®)
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O cassete de expressao denominado pRT104 + FLS foi transferido
para o vetor binario utilizando a enzima HindIIl, resultando no vetor de
expressao pCAMBIA2301+FLS que foi inserido em células de E. coli da
linhagem DHb5a. A transformacao foi realizada por choque térmico a 42 °C /
45 segundos utilizando células competentes DHb5a adquiridas da
Invitrogen™. Apoés a transformacao as colonias foram inoculadas em placas
de petri contendo meio LB com o antibidtico de sele¢cdo canamicina a 50
pug/ml e incubadas a 37 °C por 12 horas e a presenca do gene de ARO-FLS foi
1dentificada por meio da reagdo da PCR utilizando sondas especificas para
flavonol sintase. A partir das colonias selecionadas foram extraidos os

plasmideos e a inserc¢ao do fragmento de flavonol sintase acrescido da regiao
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promotora do plasmideo pRT104 foi confirmada por digestdo com a enzima

de restricao HindIII.

4.8.2. Cultivo de A. tumeftasciens

O meio de cultura YMB, foi preparado como os reagentes (g.L1)
KsHPO4 0,50; MgSO4 0,20; NaCl 0,10; Manitol 10,0; Extrato de levedura
0,40 e Agar 10,0 com o pH ajustado para 7,0 £ 0,1.

Para reativacdo da linhagem EHA 105, foi transferido do estoque em
glicerol o A. tumefasciens para o meio de cultura YMB acrescido dos

antibiético rifampicina na concentracio de 75 mg.LL.

4.8.3. Preparo de células eletrocompetentes de A. tumefasciens

A 25mL de YMB contendo rifampicina 75 mg.L'1, adicionou-se uma
colonia robusta da cultura de Agrobacterium. Esta suspensao celular foi
mantida em shaker a 28 °C e 210 rpm por 24 horas. A suspensao foi
centrifugada por 5 minutos a 5000 g. O sobrenadante foi descartado e o
pellet lavado com glicerol 10 %. Esse procedimento foi realizado por 3 vezes.
Na ultima centrifugacao, apos peletizacgao, o pellet foi ressuspendido em 500
uL de glicerol 10 % gelado. O volume foi aliquotado em microtubos contendo

100 pL de células eletrocompetentes.
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4.8.4. Transformacao genética de A. tumefasciens

O plasmideo pCAMBIA2301+FLS foi introduzido em A. tumefaciens
via eletroporacéo. Adicionou-se 1 pg de DNA plasmidial em 100 ul de células
eletrocompetentes. Esta solucao foi transferida para uma cubeta de 2 mm e
a eletroporacao ocorreu a pulsos de 812 ms com 2,50 Kv, 25 uFD e 400
Ohms. Imediatamente adicionou-se 1 mL de meio de cultivo LB e a cultura
foi mantida a 28 °C por 4 horas, sendo plaqueados 250 pl. da solugdo. As
placas de cultivo contendo os antibidticos de selecdo rifampicina e
canamicina foram armazenadas em estufa bacteriologica a 28 °C por 48

horas. Decorrido o periodo de incubacido as colonias foram avaliadas por

PCR.

4.8.5. Preparo da suspensao da A. tumefasciens.

Foram adicionadas cerca de 10 “porcoes” (coletadas com alca de
platina) da cultura bacteriana contendo o cassete de expressdo em 20 mL de
meio YMB liquido contendo os antibidéticos especificos a linhagem
(rifampicina e canamicina). Essa cultura foi mantida em agitacdo (110 rpm)
por 72 horas a 28 °C até atingir a leitura da densidade 6tica (D.O.) em
espectrofotometro a 550 nm de 0,4 e 0,6. A cultura foi centrifugada por 15
minutos a 4000 rpm. O sobrenadante descartado e as células lavadas com

meio de cultura YMB. Apds lavagem, a cultura em solugdo foi
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homogeneizada, e ao término do procedimento, as células foram

ressuspendidas em meio YMB (1 / 10 da concentracio).

4.8.6. Infeccdo das plantulas de Nicotiana tabacum

Os procedimentos para a inoculacao/transformacido de plantulas de
tabaco seguiram os protocolos descritos por Silva, 2017. As plantulas de
Nicotiana tabacum foram obtidas a partir de sementes germinadas em
condicdes axénicas em meio Murashige-Skoog (MS) com 30 g/L de sacarose e
2,5 g/L. de phytagel mantidas em sala de cultura com fotoperiodo de 16 h de
claro e 8 horas de escuro, umidade relativa de 70-80 % e temperatura de 22
+ 2 °C. Apés 25 dias de germinacido as plantulas foram utilizadas para o
processo de transformacdo via A. tumefaciens utilizando método de
microinjecao no xilema de segmentos nodais das plantulas.

Pequenas perfuracdes com agulha e seringa (1 mL) foram feitas nos
segmentos para injetar 10 uL da cultura em suspensao de A. tumefaciens
contendo o vetor de expressao com o gene de flavonol sintase. Os explantes
foram transferidos para frascos de vidro contendo meio MS e acrescido de
250 pL de acetoseringona (0,02 g/L).

Os frascos contendo os explantes submetidos ao processo de
transformacao/infecgao foram mantidos em sala de crescimento com
fotoperiodo, umidade e temperatura controlada. As plantas resistentes a
canamicina foram transferidas para frascos contendo meio MS e antibidtico

cefotaxima (500 mg/L) para eliminacdo da bactéria A. tumefaciens.
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Aproximadamente de 3 em 3 dias as plantulas foram transferidas para
metade da concentracdo de cefotaxima até as plantulas apresentarem

condigbes axénicas na auséncia de antibiéticos.

4.8.7. Analise Quimica das plantas transformadas

As folhas das plantas transformadas com o cassete de expressio
carregando o gene sintético de FLS foram submetidas a extracdo de
flavonoides segundo Horbowincz (2002). O extrato foi preparado em etanol
60% por 4 horas sob agitacao.

Em seguida os extratos foram filtrados em membranas de 20uM e
evaporados usando rotaevaporador a uma temperatura de 40°C.

As amostras foram pesadas e 3mg de cada amostras foi utilizada para

analises em HPLC/MS para verificar modificagées no metaboloma da planta.



Quem me lisonjeia é meu inimigo; quem
me criticaé meu mestre.

(Provérbio chinés)

5. RESULTADOS
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5.1. Construcdo da biblioteca de cDNA de Mpyracrodruon urundeuva e

rastreamento de cDNAs.

A partir de folhas de Myracrodruon urundeuva foi obtido RNA de
qualidade para a construcdo da biblioteca de ¢cDNA (Figura 11). Apés a
extracdo o RNA foi quantificado apresentando a concentragao de 418 ng/ul e
a qualidade foi analisada pela densidade éptica 260/280 nm resultando em

1,905.

Figura 11: Amostras de RNA de folhas de M. urundeuva. Amostra 1,
extracdo a partir de 50 mg de folhas e amostra 2 partindo de 100 mg de

folha.

A clonagem dos ¢cDNAs no vetor pGem T Easy resultou em uma

biblioteca de cDNA contendo 1025 sequéncias validas que apds analises de
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similaridade foram agrupados em 62 contigs (224 sequencias) e 801
singletons.

A homologia dos contigs e singletons obtidos foi analisada por
comparacdo com sequencias depositadas no GenBank (BLASTX) (Anexo 1).
A Figura 12 apresenta a classificagdo dos ESTs segundo GenBank, obtidos

apoOs analises de similaridade com as sequencias depositadas.

Figura 12 - Classificagdo dos ESTs obtidos da biblioteca de M. urundeuva

SEQUENCIAS ANALISADAS - M. urundeuva

metabolismo secundario I M hipotetica

J B metabolito primario

metabolito primario . B metabolismo secundario

H no hits

hipotetica F

0 200 400 600 800

Dentre os c¢cDNAs importantes identificados na biblioteca de cDNA,
podemos destacar: miraculin, flavonol 3’ sulfotransferase, nodulinas,
laccases, lipoxygenases, aquaporinas, ciclofilinas, defensinas, tioredoxinas,
ubiquitinas, calmodulinas, fator de transcricdo do etileno e metalotioneinas

(Figura 13).
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Figura 13: Representacido da quantidade de ESTs importantes relacionados

ao metabolismo secundario de plantas
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5.2. Busca de genes com sondas especificas para enzimas da via de

biossintese de flavonoides

Foram construidas sondas especificas para amplificar genes das
enzimas consideradas chaves para a biossintese de flavonoides (Figura 04):
chalcona isomerase (EC 5.5.1.6), flavona sintase (EC 1.14.11.22), flavonona
3’-dioxigenase (EC 1.14.11.9), dihidrocaempferol 4 — redutase (EC 1.1.1.219),

flavonoide 3’ 5’ hidroxilase (EC 1.14.13.88), flavonoide 3’ monooxigenase (EC
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1.14.13.21), flavonol sintase (EC1.14.11.23) e leucoantocianidina redutase
(EC 1.17.1.3).

Sequencias de plantas depositadas no banco de dados do NCBI foram
alinhadas e as regides dos dominios das enzimas chaves foram identificadas.
As sondas foram desenhadas a partir destes alinhamentos baseados na
regido do dominio e nas regibes onde as sequéncias eram altamente
conservadas.

Apo6s a varias reacbes de amplificacdo, as bandas obtidas foram
clonadas, sequenciadas e identificou-se sequéncias relacionadas as enzimas
chalcona isomerase, flavonoide 3’ 5’ hidroxilase e flavonol sintase. Baseada
na rota biossintetica de fenilpropanoides podemos visualizar na figura
seguinte (Figura 14 A e B) que aparentemente esta via de sintese est4 ativa

e produzindo flavonoides do tipo quercetina.
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Figura 14A- Rota metabdlica para a biossintese de flavonoides em
plantas.Rota metabdlica para a biossintese de flavonoides em plantas. Chalcona
isomerase (CHI: EC 5.5.1.6), Flavona sintase (FSI: EC 1.14.11.22 = EC 1.14.20.5),
Flavanone 3-dioxigenase (F3D: EC 1.14.11.9), Dihidroflavanol 4-reductase (DHR:
EC 1.1.1.219), Flavonoide 38’ 5 ¢ hidroxilase (F3’5’H: EC 1.14.13.88), Flavonoide 3'-
monooxigenase (FMONO: EC 1.14.13.21 = EC 1.14.14.82, Flavonol sinthase (FLS:

EC 1.14.11.23 = EC 1.14.20.6), Leucoanthocianidina reductase (LR: EC 1.17.1.3).
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Figura 14 B- Rota metabdlica para a biossintese de flavonoides em plantas
(PAL: fenilalanina amonioliase, C4H: cinamato 4-hidroxilase, 4CL: 4
Coumaroil CoA Ligase; CHS: chalcona sintase; CHI: chalcona isomerase;
F3H: flavona 3 — hidroxilase; F3'H: flavonoide 3’ hidroxilase; F3’5'H:

flavonoide 3’ 5’ hidroxilase; FLS: flavonol sintase
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5.3. Anélises de similaridade com genes depositados no GenBank.

As sequencias encontradas que estdo relacionadas ao metabolismo
secundario de plantas foram obtidas pelo sequenciamento randomico de
biblioteca de ¢cDNA ou por meio da busca com sondas especificas. Pela
Tabela 04 podemos visualizar que algumas das sequencias identificadas

foram depositadas no GenBank.
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Tabela 04 - Sequencias de M. urundeuva (sinonimia Astronium urundeuva
(Freire Allemao Engler) depositadas no GenBank, isoladas da biblioteca de

cDNA ou com sondas especificas

EST’s Acession number

1.| Astronium urundeuva voucher 14999 MF113377.1
lipoxygenase-like mRNA, partial sequence - GI:1245697556

270 bp

2.| Astronium urundeuva voucher 14999 flavonol MF101973.1

3 sulfotransferase mRNA, partial cds - 309 bp GI:1245697554

3.| Astronium urundeuva voucher 14999 laccase- MF078655.1

like protein mRNA, partial cds - 297 bp GI:1245697552

4.| Astronium urundeuva  voucher 14999 MF078654.1
chalcone-flavonone 1isomerase-like mRNA, GI:1245697551

partial sequence - 252 bp

5.| Astronium urundeuva voucher 14999 isoprene MF278337.1

sYnthase (ispS) mRNA, partial cds - 201 bp GI1:1384050479

6.| Astronium urundeuva voucher 14999 MF190187.1
flavonoid 3',5-hidroxilase (F3'5'H) mRNA, GI:1238388649

partial cds - 240 bp
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A seguir estdo descritas as analises de algumas das sequencias
encontradas no sequenciamento randomico da biblioteca de ¢cDNA e na

busca de sequéncias com sondas especificas.

ANALISES DE SEQUENCIAS ENCONTRADAS COM SONDAS

ESPECIFICAS

5.3.1. CHALCONA ISOMERASE (ARO-CHI)

A sequéncia de EST de chalcona isomerase foi identificada por meio
da PCR com sonda especifica. As andalises de similaridade da chalcona
1somerase encontrada em M. urundeuva com sequencias depositadas no
banco de dados do NCBI mostram que o cDNA parcialmente obtido (255 pb)
apresenta 91 % de homologia com chalcona isomerase de Rhus chinensis
(gsbAGH13331.1), mesma familia Anacardiaceae da aroeira, e 86 % de
homologia com chalcone—flavonone isomerase de Gossypium arboreum
(gbKHG18033.1). A sequéncia identificada de chalcona isomerase de M

urundeuva apresenta o dominio caracteristico da familia das chalconas (em

destaque)
gil|460479700|gb|AGH13331.1]| AIGVYVEDSAVSSLAGKWKGKSAEELCESVPFFRDIVTGPFEKFIRVTMI
ARO-CHI e VAFLRDIVTGPFEKFVRVTMI
gi| 728838590 |gb|KHG18033.1]| AIGVYLEDSAVNCLGVKWKGKSAVELTESVAFFRDVVTGDFEKFIRVTMI
*.*:**:*** ****:*****
gil|460479700|gb|AGH13331.1]| LPLTGQQYSQKVAENCVAIWKSLGLYTDAESKAIEQFLAAFKDENFPPGA
ARO-CHI LPLTGQQYSEKVAENCVAIWKSLGLYTDAEAKATIEQFVEAFKDENFPPGA
gi| 728838590 |gb|KHG18033.1]| LPLTGQQYSEKVSENCVAIWKSLGIYTDAEAKAIEKFIEVFKDENFPPGS
*********:**:***********:*****:****:*: .*********:
gi|460479700|gb|AGH13331.1]| SILFTLSPLGSLTICFSKDESVGESGKVVIDNKLLAESVLESTIGKNGVS
ARO-CHT STILFTLSP— === === === mmmmmmm e

gi|728838590|gb|KHG18033.1]| SILFTISGQGSLTIGFSKDSSVPEGGKVVIENKLLANSVLESIIGKNGVS

Kk Kk ok k. Kk
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5.3.2. FLAVONOIDE 38 5 HIDROXILASE (ARO-F3’5'H)

Esta EST foi identificada por meio da PCR com sonda especifica com
tamanho de 240 pb. Para a flavanoide 3’ 5 hidroxilase as sequencias
1dentificadas apresentaram 95 % de identidade com as sequencias do NCBI
de flavanone 3-hidroxilase de Pyrus communis (sbADN03367.1) e flavanone
3'"-hidroxilase de Prunus armeniaca (gbAGG18093.1). As sequencias
encontradas apresentaram dominio de 20G-Fe(II) oxygenase superfamily,

de naringenin, 2-oxoglutarate 3-dioxygenase e oxidase reductase (em

destaque).

ARO-F3/5'H e
gb|ADNO3367.1  —mmm—————————— PDLTLGLKRHTDPGTITLLLODQVGGLQATRDDGKTW
gb|AGG18093.1| QKVVVNEFYPKCPQPDLTLGLKRHTDPGTITLLLODOVGGLQATRDGGKTW
ARO-F3'5'H ———-—-PVEGAFVVNLGDHG-ILSNGRFKNADHQAVVNSNSSRLSI-—-—-———
gb|ADN03367.1| ITVQPVEGAFVVNLGDHGHFLSNGRFKNADHQAVVNSNSSRLSIATFQNP
gb|AGG18093.1]| ITVQPVEGAFVVNLGDHGHLLSNGRFKNADHQAVVNSNSSRLSIATFQNP

* ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok k :************************

ARO-F3/5'H e
gb|ADN03367.1]| AQEATVYPLCVREGEKPILEAPITYTEMYKKKMSKDLELARLKKLAKEQQ
gb|AGG18093.1| AQEAIVYPLSIREGEKPILEGPITYT---———-——————————————————

5.3.3. FLAVONOL SINTASE (ARO-FLS)

Esta sequéncia foi obtida por meio de PCR utilizando sondas
especificas. Possul um tamanho de aproximadamente 400 pb, e o depdsito no
GenBank estd em processo. Possui 86 % de homologia com flavonol
sintase/flavanona 3- hidroxilase de Citrus unshiu. Possui o dominio de

flavonol sintase (PLN02704) como mostrado no alinhamento a seguir:
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ARO-FLS 1 YREANEEYAKYMKEVVDKLFKFLSLGLGVEGHVLKEASGGEDIEYMLKINEFYPPCPRPDLALGVVPHTDLSTITILVPNE 80
Cdd:PLN02704 155 YREVNEEYAKYLRGVADKLFKTLSLGLGLEEHELKEAVGGDELEYLLKINYYPPCPRPDLALGVVAHTDMSAITILVPNE 234

ARO-FLS 81 VPGLQVFKDDRWFDAKYIPNALIVHIGDQIE 111
Cdd:PLN02704 235 VQGLQVFRDDHWEDVKYIPNALVIHIGDQIE 265

Ve

ANALISES DE SEQUENCIAS IDENTIFICADAS NO
SEQUENCIAMENTO RANDOMICO DA BIBLIOTECA DE cDNA.

5.3.4. FLAVONOL 8’ SULFOTRANSFERASE (ARO-SULFO)

Esta EST foi identificada por meio do sequenciamento randoémico da
biblioteca de ¢cDNA e apresenta tamanho de 309 pb. Apdés a busca de
similaridade no banco de dados das sequéncias obtidas foi identificada a
homologia com sequencias de flavonol 3’ sulfotransferese de plantas. A
sequeéncia 1solada demonstrou 67 % de identidade com a sequéncia putativa
de flavonol 3-sulfotransferase de Ricinus communis (XP_002527846.1). A
sequéncia de M. urundeuva de flavonol 3 sulfotransferese também

apresenta o dominio da superfamilia de sulfotransferase em destaque.

ARO-SULFO = === mmmmm o LEFLKYEEMKEDIKFNVKKMANFE
R. comunis TSLEKAFEMHYKGIHSFGPFCNHVLEYWKASQENPDKVLFLKYEELKEDIIGCTKKLAEF
*******:**** .**:*:*
ARO-SULFO LGCPFTEDEERQGVIEQISKFCSFDNLKNLEVNKKGKHPTGEFRNDAFFRKGEVGDWKNYL
R. comunis LGFPFSKDEEEQGIVEEITRICSFENLKNLDVNKNGKRPSGAPNDAFFRKGEVGDWSNHL
* K **::***.**::*:*:::***:*****:***:**:*:* *************.*:*
ARO-SULFO TPSMSDRMEKILEEKFSGSGLSF-—————————
R. comunis TPSMAERMINLLQEKLKGSGLSEFDLSCKVQKKA

khkkhkk o o kK e ke kK oo * Kk kK kK


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Search&doptcmdl=GenPept&db=cdd&term=PLN02704
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Search&doptcmdl=GenPept&db=cdd&term=PLN02704
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5.3.5. LACCASE (ARO-LAC)

No sequenciamento randomico da biblioteca de cDNA de folhas de
M. urundeuva foram encontradas 4 sequencias que se agruparam em um
Unico contig com homologia encontrada nos bancos de dados do NCBI a
laccase-14 de Vitis vinifera (XP_002264394.3) com 83 % de identidade e

laccase-14-like de Sesamum indicum (XP_011074133.1) com 81 % de

1dentidade.
ARO-LAC S m e e e e m e EY
Laccase V. vinifera LOAYYYNISGVYGDKFPSHPPLVFDFTAE-YPPLKYETPRKGTEVRVLEY
Laccase S. indicum LOAYYNRIRGVYGDDFPSNPPFTENYTQQTMLPREWLTPQONGTEVRVLEY
* %
ARO-LAC NTTVELVFQGPNLVAGADHPMHLHGHSFYVVGWGEFGNFDKQKDPLKYNLV
Laccase V. vinifera NSTVEIVFQGTNLVAGTDHPMHLHGYSFYVVGWGEFGNEFDKNRDPLRYNLV
Laccase S. indicum NSTVELVFQGTNLVSGIDHPMHLHGYSFYVVGSGFGNFDRDRDPLNYNLV
*:***:****'***:* ********:****** ******:::***'****
ARO-LAC DPPLONTIAVPKNGWAAIRFKAANPGVWEFMHCHLERHFTWGMEMAF IVKN
Laccase V. vinifera DPPLONTIAVPKNGWTAIRFKASNPGVWFMHCHLERHLSWGMDTAFIVKN
Laccase S. indicum DPPLONTIAVPVNGWTAIRFKANNPGVWLLHCHFERHVSWGMEMAFIVKN
* ok ok ok ok ok ok ok ok kK ***:****** *****::***:***':***: * kK ok kK
ARO-LAC GEGPKAKILPPPPDMPQC
Laccase V. vinifera GKHPEAQMLPPPSDMPPC
Laccase S. indicum GKSPDAKMLPPPPDMPRC

ke Kk ke oekkkk Kk
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5.3.6. AQUAPORIN (ARO-PIP2)

Dentre os transcritos obtidos da biblioteca de M. urundeuva foi
encontrada uma sequéncia de aquaporin que possul 100 % de homologia com
aquaporin PIP2;2 (Vitis heyneana - gbAJZ72653.1) e aquaporin PIP2-7

(Prunus mume - XP008236033.1).

ARO-PIP2 e mmmmm——————— RSFGAAVIYNNEKAWDDOQWIFWVGPE
aquaporin V. heyneana PIGFAVFMVHLATIPITGTGINPARSFGAAVIYNNEKVWDDOWIFWVGPE
aquaporin P. mume PIGFAVFIVHLATIPITGTGINPARSFGAAVIEFNNKKAWDDOWIFWVGPE

R R R Rk SR SRS SR

ARO-PIP2 VGALAAAAYHQYILRAAATKALGSFRSNPTN
aquaporin V. heyneana VGALAAAAYHQYILRAAATIKALGSFRSNPTN
aquaporin P. mume VGALAAAAYHQYILRAAATKALGSFRSNPTN

R R R R R R I R R R R R I R I

5.3.7. THIOREDOXIN (ARO-THIO)

Analises da bibilioteca de M. urundeuva identificaram somente uma
sequéncia de thioredoxin com homologia de 77 % thioredoxin H-type-like de
Citrus sinensis (refXP006473574.1) e 71 % thioredoxin H-type 5 de Zea

mays (refNP001241730.1).

ARO-THIO oo m VEAMPTF
thioredoxin Z. mays SASWCGPCRFIEPAFKELASRFTDAIFIKVDVDELAEVARTWKVEAMPTE
thioredoxin C. sinensis TASWCPPCKLMSPILSELAKKLPAVIFLKVDVDELKSVAEEWAVEAMPTE
* Kk ok k k ok ok
ARO-THIO VL--EGKLR---IGAKKDELLA--=———====————————
thioredoxin Z. mays VLVKDGKEVGRVIGAKKDELERKIRMEFVTSSSSS—--—-—
thioredoxin C. sinensis VLTKEGKVLERIVGAKKDELQLAVEKHATTVENATTANA

* % .k Kk ek kK kKKK
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5.3.8. LIPOXIGENASE (ARO-LOX)

Analises da bibilioteca de M. urundeuva identificaram 1 Contig com
7 sequencias totalizando 1007 pb, com homologia 70 % comlinoleate 13S-
lipoxygenase 2-1, chloroplastic-like de Populus euphratica
refXP_011037885.1 (LOC105134952). Apresenta também parte do dominio

de Lipoxygenase PLN02305 (em destaque).

ARO-LOX 258 PQEDNSEEGMEILTGEPEVVLLRCEFPSQTQAAMVMTVLDVLSNHSPDEEYLGQLAEPAWE 318

P ED ++E +++ +PEV+LL FPSQ QA VM +LDVLSNHSPDEEYLGQ EP+W

LOC105134952 774 PTEDPNDETLKLFWEKPEVILLTTFPSQIQATTVMAILDVLSNHSPDEEYLGQQIEPSWT 833

ARO-LOX 319 EDPLVKSAFEKFNGKLKEFEGLVDERNANREFKNRNGAGIMPYELLKPFSDSGVTGKGVP 498

E+P + +AF KFNG+LKEFEG++DERNA+ + KNRNGAG+MPYELLKPFSD GVTGKGVP

LOC105134952 834 EEPAINAAFAKENGRLKEFEGIIDERNADIKLKNRNGAGVMPYELLKPEFSDPGVTGKGVP 893
AROLOX 499 YSISI 513

YSISI

LOC105134952 894 YSISI 898

5.3.9. ISOPRENO SINTASE (ARO-ispS)

Analises do sequenciamento randomico da biblioteca de folhas de .
urundeuva apresentaram uma sequéncia de isopreno sintase com tamanho
de 201 pb. Esta sequéncia possui 60 % de homologia com isoprene sinthase,
chloroplastic de Glycine max. Também apresenta parte do dominio de

isoprenoide e pertence a classes de terpendides ciclases de plantas

(cd00684).
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10 20 30 40 50
B T T T e A
ARO-1ispS MNKG-LSDKHPFAEAFLETAISLARIAHCTYONGDGHGAPDVSAKKRVRSAIIDP 54
Cdd:cd00684 488 LNEEfLKPSSDVPRPIKQRFLNLARVIDVFYKEGDGFTHPEGEIKDHITSLLFEP 542

5.4. Obtencao de ESTs inteiros por meio da Técnica de RACE

Por meio de estudos das rotas metabdlicas para a biossintese de
metabdlitos secundarios realizados pela Profa. Dra. Adriana Aparecida
Lopes e pela Profa. Dra. Suzelei de Castro Franca foram identificadas
algumas enzimas responsaveis pela producido de flavonoides em M.
urundeuva. Dentre estas enzimas estdo as chalcona isomerase, flavonol
sintase, flavonol sulfotransferase e flavonoide 3’ 5" hidroxilase.

Analises i1niciails mostram uma eficiéncia de amplificacdo de
sequencias utilizando esta técnica conforme podemos visualizar na figura
15. Algumas amplificacées foram identificadas na PCR da primeira fita de

cDNA do 3’ RACE utilizando sondas especificas para flavonol sintase (FLS).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Search&doptcmdl=GenPept&db=cdd&term=cd00684
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Figura 15 - Amplificagoes da primeira fita do RACE com sondas especificas
para flavonol sintase. Amostras: 1- Marcador de 1 kilobase (Promega); 2-
vazio; 3- amplificacdo 5 RACE; 4-5- vazio; 6-7 amplificacao 3" RACE; 8-

vazio; 9-10- controle RACE; 11- vazio; 12-13- controle RACE

1 2 3 4 5 6 7 89 10 11 12 13

? B g

1000pB —»

Apods inumeras reagoes de PCR e experimentos utilizando a
metodologia de RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends) TakaraBio®
pela busca de genes relacionados as enzimas - chaves da rota biossintetica
de flavonoides em folhas de M. urundeuva pudemos identificar uma
presenca acentuada da expressdo génica da enzima flavonol sintase
responsavel pela producao de flavonoides do tipo quercetina. Varias
propriedades terapéuticas dos flavonoides, principalmente da quercetina,
tém sido estudados nas ultimas décadas, destacando-se o potencial
antioxidante, anticarcinogénico e seus efeitos protetores aos sistemas renal,

cardiovascular e hepatico (BEHLING et al. ,2004).
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Por meio da metodologia de RACE e com a disponibilidade de sondas
para amplificar a sequéncia do gene que codifica a enzima flavonol sintase
foram realizados varios experimentos para identificar e clonar a sequéncia
inteira do gene que codifica tal enzima. A partir de varias amplificacées pela
PCR, clonagens e analises por sequenciamento de DNA e busca por
homologia com sequencias de flavonol sintase depositadas no banco de dados
do Genbank, identificamos uma sequéncia genica relacionada a flavonol
sintase quase completa, contendo o dominio conservado e alta homologia

com outra flavona sintase (Figura 16).

Figura 16:A — Sequencia fasta de nucleotideos e aminoacidos de flavonol
sintase (FLS) de M. urundeuva; B — Representacido do alinhamento das
sequencias parciais referentes ao gene parcial de flavonol sintase; C —
Representa a homologia do contig de flavonol sintase com outras sequencias
de flavonol sintase depositadas no banco de dados do NCBI; D — Representa

o alinhamento do contig com a sequencia de maior homologia no NCBI.

A

>ARO-FLS-CONTIG2 (amino4cido)
EKEQPAITTYVGPVPEIPTIDLNDPCEENLVRLVAEASREWGIFQVVNHGIPGDVIRKLQAAGKEFFELPVEEKE
VYAKPPGDRSVEGYGSELQIEERGKKSRVDHLFHKIWPPSSINYQVWPKNPPYYREATEEYAKYMKEVVDKLF
TFLSLGLGVEGHVLKEASGGEDIEYMLKINFYPPCPRPDLALGVVPHTDLSTITILVPNEVPGLQVFKDDRWFDA
KYIPNALIVHIGDQIEILSNGKYKAVLHRTTVSKEKTRMSWPGFLVPPGECVIGPLPQLVGEYFF

> ARO-FLS-CONTIG2 (nucleotideo)
GAGAAAGAGCAGCCTGCAATCACTACATATGTTGGGCCAGTGCCTGAAATCCCCACCATTGATCTCAACGATC
CTTGCGAAGAGAACCTCGTTCGTCTAGTAGCCGAAGCTAGCCGGGAATGGGGGATTTTCCAGGTGGTGAACC

ATGGAATTCCTGGTGATGTTATAAGGAAATTGCAGGCTGCAGGGAAAGAGTTCTTTGAGCTGCCAGTGGAAGA
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AAAAGAAGTATATGCAAAGCCCCCAGGAGATAGAAGTGTTGAAGGTTAAGGAAGCGAGCTTCAAATAGAAGA
AAGAGGGAAAAAATCACGGGTGGATCATTTGTTCCATAAGATTTGGCCCCCTTCTTCCATCAATTACCAAGTTT
GACCTAAAAATCCTCCTTATTACAGGGAGGCGACCGAGGAGTACGCAAAATACATGAAAGAGGTGGTGGATAA
GTTGTTTACATTTCTTTCATTAGGGTTAGGTGTTGAAGGGCATGTTTTAAAAGAAGCATCTGGTGGTGAAGATA
TTGAATATATGCTGAAAATAAATTTTTACCCACCATGTCCTCGTCCAGATCTAGCCCTTGGTGTTGTCCCTCAC
ACTGATCTTTCTACTATCACCATTCTTGTTCCTAATGAAGTCCCTGGACTCCAGGTCTTTAAGGATGATCGTTG
GTTTGACGCCAAATACATCCCCAATGCTCTTATTGTTCACATCGGTGATCAGATTGAGATTCTAAGCAATGGCA
AGTACAAAGCTGTCTTACACAGAACAACGGTGAGCAAGGAGAAGACAAGGATGTCATGGCCAGGGTTTCTAGT

TCCACCAGGGGAGTGTGTGATTGGTCCACTTCCTCAACTTGTTGGCGAATACTTTTTT
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s o7 »Te T o e < 3e 3 - s
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A sequéncia identificada possui 798 pb e apds analises no programa
ClustalX baseado no alinhamento com outras sequéncias de nucleotideos e
aminoacidos depositadas no NCBI observamos que a sequéncia completa
deveria ter 1011 pb, portanto para completar a sequéncia faltam de 213 pb.
Nas analises observamos a auséncia de 81 pb na porcdo 5 e 132 pb na
porcdo 3’ do gene expresso quando comparado a sequéncia de maior
homologia (flavonol sintase de Canarium album - KY213691.1). Como as
enzimas — chaves das vias de biossintese de flavonoides em plantas sao
altamente conservadas, identificamos as melhores regiées complementares a
sequéncia parcial de flavonol sintase de folhas de M. urundeuva para
obtermos o gene completo para expressdo heterologa e comprovacao da
funcionalidade do gene. Baseado na sequéncia de aminoacidos de flavonol
sintase foram identificados os cédons mais usados em cada espécie para
escolher a porcao de nucleotideos ideal para completar a sequéncia parcial

de flavonol sintase de M. urundeuva (Figura 17).
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Figura 17: Alinhamento multiplo no programa ClustalX da sequéncia
parcial de flavonol sintese de M. urundeuva (ARO-FLS-CONTIG 2) e da

sequéncia completa de flavonol sintase de C. album (KY213691.1). Em

destaque a insercao sintética da sequéncia de nucleotideos.

KY213691.1
ARO-FLS-CONTIG2

KY213691.1
ARO-FLS-CONTIG2

KY213691.1
ARO-FLS-CONTIG2

KY213691.1
ARO-FLS-CONTIG2

KY213691.1
ARO-FLS-CONTIG2

KY213691.1
ARO-FLS-CONTIG2

KY213691.1
ARO-FLS-CONTIG2

KY213691.1
ARO-FLS-CONTIG2

KY213691.1
ARO-FLS-CONTIG2

KY213691.1
ARO-FLS-CONTIG2

KY213691.1
ARO-FLS-CONTIG2

KY213691.1
ARO-FLS-CONTIG2

KY213691.1
ARO-FLS-CONTIG2

KY213691.1
ARO-FLS-CONTIG2

KY213691.1
ARO-FLS-CONTIG2

KY213691.1
ARO-FLS-CONTIG2

KY213691.1
ARO-FLS-CONTIG2

---ATGGAGGTAGAGACAAGGGTACAAGCAATTGCTTCGTTGTCATTTTTGAATGACACA

ATTCCTTCTGAGTTCATTAGACCTGAGCAGGAACAGCCTGCACTCACTACCTATCACGGG
777777777777777777777777 GAGAAAGAGCAGCCTGCAATCACTACATATGTTGGG

Kkk Kk Kk Khhkkkkhkkhkhkkhkk Ahkhkrkkhkk KAk * KKk

TCGGTGCCTGATATTCCAATAATCGATTTGAATGACCCCCAAGAAGAACATCTCGTGCGT
CCAGTGCCTGAAATCCCCACCATTGATCTCAACGATCCTTGCGAAGAGAACCTCGTTCGT

* kkkkkkkk kk Kkx K *k KXk xk Kk Kk KKk * Kk kK * kkkkk Kkkk

TCAGTTGCCAAAGCTAGCCAAGAGTGGGGGATATTCCAGGTAATAAACCATGGAATACCT
CTAGTAGCCGAAGCTAGCCGGGAATGGGGGATTTTCCAGGTGGTGAACCATGGAATTCCT

kkk Kkhkk kAkkkkkk kK hkhk KAKXKKAKhKhX KA AKK*K KK Kk Kkkkkkkkkkkk kkk

AGCGATCTTATAGCTAAATTGCAGGCAGTTGGCAAAGAATTTTTTGAGCTTCCTCAGGAA

GGTGATGTTATAAGGAAATTGCAGGCTGCAGGGAAAGAGTTCTTTGAGCTGCCAGTGGAA
Kk okkk Kk kokok Kok kkokkkkkkk Kk kk Kkkkk kk kkkkkkkk koK * ok kK

GAGAAAGAGGCTTATGCTAAGCCACCTGACGCACAAAGTGTTGAAGGGTATGGTAGCAAA
GAAAAAGAAGTATATGCAAAGCCCCCAGGAGATAGAAGTGTTGAAGGGTATGGAAGCGAG

Kk kKKK K K KrkhkhK KAk kk kk K * Kk Kk khkkkkkkkkkkkkk Kkhkk K

CTCCAAAAGGACCTTCAAGGAAAGAAAGGTTGGGCTGATCATCTTTTTCATAAGATTTGG
CTTCAAATAGAAGAAAGAGGGAAAAAATCACGGGTGGATCATTTGTTCCATAAGATTTGG

Kk kKK Kk * K Kok ok kk kokk * kK Kok kokkk ok kk kokokkkokkkkkkk

CCTCCTTCTTGCATCAATTACAAATTCTGGCCAAAAAATCCACCTTCTTACAGAGAAGTT
CCCCCTTCTTCCATCAATTACCAAGTCTGGCCTAAAAATCCTCCTTATTACAGGGAGGCG

Kk kAR K A KKk hkhkkkhhkhhkkhkhk Khk hhkhkhkhkhkk KAhkkhkrkkhkhkhk khhkkk Kkkkkkk **k *

AACGAAGAGTATGCAAAATACTTGGAGGAGGTAGTAAACAAGTTGTTTACACTTCTTTCA
ACCGAGGAGTACGCAAAATACATGAAAGAGGTGGTGGATAAGTTGTTTACATTTCTTTCA

k okkk kA kkk kkkAkkkkkhkk kk Kk kkkkk KKk Kk k ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok k

CTAGGGTTAGATCTTGAAAGCAATGCGCTAAAAGAAGCAGCGGGAGGTGAAGAGATGGAA
TTAGGGTTAGGTGTTGAAGGGCATGTTTTAAAAGAAGCATCTGGTGGTGAAGATATTGAA

Khkkhkkhkhkkk Kk hhkkkk K * kK KAk KA AK KKKk Kk hk hkkkkkkk kk kkk

TATGTCTTGAAAATAAATTACTATCCACCGTGCCCTCGGCCTGATCTCGCACTTGGAGTG
TATATGCTGAAAATAAATTTTTACCCACCATGTCCTCGTCCAGATCTAGCCCTTGGTGTT

* kK K KA KKK KKK KK KK Kk kkkkk kk Kkkkk kk kkkkk kk kkkkk kK

GTGGCTCACACTGATCTGTCTTCCATTACCATTCTTGTACCTAATCAAGTTCCAGGACTC
GTCCCTCACACTGATCTTTCTACTATCACCATTCTTGTTCCTAATGAAGTCCCTGGACTC

* ok KAKKKAKRKAKAAA K hhkk Kk Khk hhhkkhhkhkhkhhkk AhkhAkhkk khhkk K*k Khhkkkkk

CAAGTGCTCAAAGATGAACGTTGGATAGACGCTAAGTACATCCCCAACGCCCTTATTATC
CAGGTCTTTAAGGATGATCGTTGGTTTGACGCCAAATACATCCCCAATGCTCTTATTGTT

* Kk kK Kk kk kkkkk Kkhkkhkkhkkhkkhk Kk Khkhkkk Kk KkAAAAAAkAAkk kk Kkkkkkk Kx

CACATCGGTGATCAGATTGAGATTCTCAGCAATGGGAAATACAAGGCTGTGTTACACAGA
CACATCGGTGATCAGATTGAGATTCTAAGCAATGGCAAGTACAAAGCTGTCTTACACAGA

KAKKKA KRR KRN AR R A Ak hhhkhhhhh Kk hhhkhkhhkhkkx *k KFhkkk Khhkkhkk Khhkkkhkkhkkhkk

ACAACTGTTGACAAGGAGAAGACGAGGATGTCTTGGCCAGTGTTCTTAGAGCCACCGAGA
ACAACGGTGAGCAAGGAGAAGACAAGGATGTCATGGCCAGGG

*KAkKkKK KK KA kK Ak hkhkhkhkhk Khhkkkhhhkhkkhk *AAkhhddhdko

GAGTTGGTGGTGGCTCCACTTGTTCAACTTGTTAGCGAAGATAATCCACCAAAGTATAAA
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Como resultado obtivemos uma sequéncia completa do gene
relacionado a enzima flavonol sintase, com tamanho de 1011 pb, responsavel
pela producao de derivados de quercetina em aroeira do sertdo. Esta
sequéncia foi identificada com ARO-FLS-SINTETICA (Figura 18) e a sintese
bioquimica desta foi realizada pelo laboratério especializado da empresa

GeneScript.

Figura 18: Sequéncia completa sintética de nucleotideos de flavonol sintase

de folha de Myracrodruon urundeuva (ARO-FLS-SINTETICA)

ATGGAGGTAGAGACAAGGGTACAAGCAATTGCTTCGTTGTCATTTTTGAATGACACAATTCCTTC
TGAGTTCATTAGACCTGAGCAGGAGCAGCCTGCAATCACTACATATGTTGGGCCAGTGCCTGAAA
TCCCCACCATTGATCTCAACGATCCTTGCGAAGAGAACCTCGTTCGTCTAGTAGCCGAAGCTAGC
CGGGAATGGGGGATTTTCCAGGTGGTGAACCATGGAATTCCTGGTGATGTTATAAGGAAATTGCA
GGCTGCAGGGAAAGAGTTCTTTGAGCTGCCAGTGGAAGAAAAAGAAGTATATGCAAAGCCCCCA
GGAGATAGAAGTGTTGAAGGGTATGGAAGCGAGCTTCAAATAGAAGAAAGAGGGAAAAAATCAC
GGGTGGATCATTTGTTCCATAAGATTTGGCCCCCTTCTTCCATCAATTACCAAGTCTGGCCTAAAA
ATCCTCCTTATTACAGGGAGGCGACCGAGGAGTACGCAAAATACATGAAAGAGGTGGTGGATAA
GTTGTTTACATTTCTTTCATTAGGGTTAGGTGTTGAAGGGCATGTTTTAAAAGAAGCATCTGGTG
GTGAAGATATTGAATATATGCTGAAAATAAATTTTTACCCACCATGTCCTCGTCCAGATCTAGCCC
TTGGTGTTGTCCCTCACACTGATCTTTCTACTATCACCATTCTTGTTCCTAATGAAGTCCCTGGAC
TCCAGGTCTTTAAGGATGATCGTTGGTTTGACGCCAAATACATCCCCAATGCTCTTATTGTTCACA
TCGGTGATCAGATTGAGATTCTAAGCAATGGCAAGTACAAAGCTGTCTTACACAGAACAACGGTG
AGCAAGGAGAAGACAAGGATGTCATGGCCAGTGTTCTTAGAGCCACCGAGAGAGTTGGTGGTGG
CTCCACTTGTTCAACTTGTTAGCGAAGATAATCCACCAAAGTATAAACCCAAGAAATTCAAGGATT

ACGCCTATTGTAAACTTAACAAACTTCCCCAGTAA
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5.5. Expressao do gene de flavonol sintase em plantas de Nicotiana tabacum

via Agrobacterium tumefaciens.

A sequéncia sintética de flavonol sintase (ARO-FLS-SINTETICA) foi
construida incluindo nas extremidades 5’ e 3’ do gene sitios de restricdo das
enzimas Sacl/Bam HI e a clonagem do gene foi realizada no vetor pUC57,
conforme identificado na Figura 19. Portanto a sequéncia de nucleotideos

passou a ter um tamanho de 1023 pb. Esta construcao passou a ser chamada

de pUC57+FLS.

Figura 19: Sequéncia completa sintética de nucleotideos de flavonol sintase

de folha de Myracrodruon urundeuva com os sitios de restricdo das enzimas

Sacl/Bam HI.

5’ GAGCTCATGGAGGTAGAGACAAGGGTACAAGCAATTGCTTCGTTGTCATTTTTGAATGACAC
AATTCCTTCTGAGTTCATTAGACCTGAGCAGGAGCAGCCTGCAATCACTACATATGTTGGGCCA
GTGCCTGAAATCCCCACCATTGATCTCAACGATCCTTGCGAAGAGAACCTCGTTCGTCTAGTAG
CCGAAGCTAGCCGGGAATGGGGGATTTTCCAGGTGGTGAACCATGGAATTCCTGGTGATGTTAT
AAGGAAATTGCAGGCTGCAGGGAAAGAGTTCTTTGAGCTGCCAGTGGAAGAAAAAGAAGTATAT
GCAAAGCCCCCAGGAGATAGAAGTGTTGAAGGGTATGGAAGCGAGCTTCAAATAGAAGAAAGAG
GGAAAAAATCACGGGTGGATCATTTGTTCCATAAGATTTGGCCCCCTTCTTCCATCAATTACCA
AGTCTGGCCTAAAAATCCTCCTTATTACAGGGAGGCGACCGAGGAGTACGCAAAATACATGAAA
GAGGTGGTGGATAAGTTGTTTACATTTCTTTCATTAGGGTTAGGTGTTGAAGGGCATGTTTTAA
AAGAAGCATCTGGTGGTGAAGATATTGAATATATGCTGAAAATAAATTTTTACCCACCATGTCC
TCGTCCAGATCTAGCCCTTGGTGTTGTCCCTCACACTGATCTTTCTACTATCACCATTCTTGTT
CCTAATGAAGTCCCTGGACTCCAGGTCTTTAAGGATGATCGTTGGTTTGACGCCAAATACATCC
CCAATGCTCTTATTGTTCACATCGGTGATCAGATTGAGATTCTAAGCAATGGCAAGTACAAAGC
TGTCTTACACAGAACAACGGTGAGCAAGGAGAAGACAAGGATGTCATGGCCAGTGTTCTTAGAG
CCACCGAGAGAGTTGGTGGTGGCTCCACTTGTTCAACTTGTTAGCGAAGATAATCCACCAAAGT
ATAAACCCAAGAAATTCAAGGATTACGCCTATTGTAAACTTAACAAACTTCCCCAGTAAGGATC
C3’
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Apo6s a transformacdo genética foi realizada a extracdo do DNA
plasmidial e em seguida a presenca do gene clonado no vetor pUC57 foi
confirmada por meio de reacoes de PCR utilizando primers especificos para
o gene que amplificam um fragmento de 400 pb conforme podemos observar

na Figura 20.

Figura 20: Gel de agarose a 1,2 %. A — Amplificacao da banda de 400 pb de
flavonol sintase a partir dos plasmideos (pUC57+FLS) obtidos. M

marcador de 100 pb e amostras de 1 a 10 plasmideos amplificados. B —

Amostras de DNA plasmidial de pUC57+FLS (11-20).

M1 23 45678 910 1112 13141516 17 1819 20

CAETEEFREE

- e &

400pb—»

Os plasmideos pUC57+FLS que apresentaram na PCR a banda de
tamanho do esperado (400 pb) para flavonol sintase foram submetidos a
uma reacao de digestdo com as enzimas de restricao Sacl e BamHI para
confirmar o tamanho esperado do fragmento clonado no pUC57. Como
podemos visualizar na Figura 21 a digestao dos plasmideos resultou na

liberagao do fragmento inserido de 1023 pb.
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Figura 21: Gel de agarose a 0,8 % da digestdo dos plasmideos pUC57+FLS
com as enzimas de restricdo Sac I e Bam HI. ND = plasmideo pUC57+FLS
sem digerir, 100 pb = marcador, 1 kb = marcador, amostras 1D, 2D, 3D e 4D

sao plasmideos pUC57+FLS digeridos com as enzimas Sacl e BamHI

ND 100pb1lkb 1D 2D 3D 4D

<— 1023pb

O fragmento resultante da digestdo dos plasmideos pUC57+FLS com
as enzimas de restricao Sac I e Bam HI referente a flavonol sintase com
1023pb (ARO-FLS-SINTETICA) foi utilizado para a primeira clonagem
usando o vetor pRT104 formando um cassete de expressdo denominado
pRT104+FLS. Apdés a transformacdo por choque térmico alguns
transformante foram selecionados e os plasmideos foram isolados (figura 22-
A). As coldnias transformadas foram analisadas pela técnica de PCR (figura
22 - B) e a anélise dos plasmideos pRT104+FLS foi realizada e por digestdo

com as enzimas de restricio Sacl e BamHI (Figura 23).
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Figura 22: A - Gel de agarose a 0,8 % da extracdo dos plasmideos
pRT104+FLS. Amostra 1 = marcador de 100 pb, amostra 2 = marcador de
1kb, amostras 3, 4, 5, 6, 7 e 8 = plasmideos pRT104+FLS; B — Gel de
agarose a 1,2 % dos produtos de PCR das colonias dos transformante de
pRT104+FLS. Amostra 1 = marcador de 100 pb, amostras 2 a 7 colonias

amplificadas e amostra 8 = branco.

A

400pb —»

A digestdao do plasmideo pRT104+FLS com a enzima de restrigdo

Hind III liberou um fragmento que é resultante da ligacdo do gene completo
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de flavonol sintase1023pb com 700pb da regidao promotora do vetor pRT104
(Figura 23).

Figura 23: Gel de agarose a 0,8 % da digestdo do plasmideo
pRT104+FLS com enzimas de restricio Sacl e BamHI e com a enzima de
restricao HindIIl. Amostra 1 = marcador de 100 pb; amostra 2 = marcador
de 1 kb; amostra 3 = plasmideo nao digerido; amostra 4 = plasmideo digerido
com a enzima de restricio HindIIl; amostra 5 = plasmideo digerido com as

enzimas de restricao Sacl e BamHI.

«— 1723pb

<4— 1023pb

Confirmada da presenca do cassete de expressao nos plasmideos
(Figura 24) o cassete de expressio foi isolado em gel de agarose e purificado
e inserido no vetor de expressao binario pCAMBIA 2301 que foi linearizado

com a enzima de restricao HindIII.
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Figura 24: Seqiiéncia de DNA representativa do cassete de expressao
pRT104+FLS. Em destaque os sitios de restricdo das enzimas HindIII, Sacl
,BamHI e HindIII, respectivamente. A seqiiéncia do gene de flavonol sintase

esta sublinhada.

1.. MBS C CATGCCTGCAGGTCAACATGGTGGAGCACGACACTCTCGTCTAC
TCCAAGAATATCAAAGATACAGTCTCAGAAGACCAGAGGGCTATTGAGACTTT
TCAACAAAGGGTAATATCGGGAAACCTCCTCGGATTCCATTGCCCAGCTATC
GTCACTTCATCGAAAGGACAGTAGAAAAGGAAGATGGCTTCTACAAATGCCAT
CATTGCGATAAAGGAAAGGCTATCGTTCAAGAATGCCTCTTACCGACAAGTGG
TCCCAAAGATGGACCCCCACCCACGGGAACATCGTGGAAAAAGAAGACGTTCC
AACCACGTCTTCAAAGCAAGTGGATTGATGTGTATCTCCACTGACGTAAGGGA
TGACGCACAATCCCACTATCCTTCGCAAGACCCTTCCTCTATATAAGGAAGTTC
ATTTCATTTGGAGAGGACCTCGAGGGCCCATGGGCGAGCTCATGGAGGTAGA
GACAAGGGTACAAGCAATTGCTTCGTTGTCATTTTTGAATGACACAATTCCTTC
TGAGTTCATTAGACCTGAGCAGGAGCAGCCTGCAATCACTACATATGTTGGGC
CAGTGCCTGAAATCCCCACCATTGATCTCAACGATCCTTGCGAAGAGAACCTC
GTTCGTCTAGTAGCCGAAGCTAGCCGGGAATGGGGGATTTTCCAGGTGGTGA
ACCATGGAATTCCTGGTGATGTTATAAGGAAATTGCAGGCTGCAGGGAAAGAG
TTCTTTGAGCTGCCAGTGGAAGAAAAAGAAGTATATGCAAAGCCCCCAGGAGA
TAGAAGTGTTGAAGGGTATGGAAGCGAGCTTCAAATAGAAGAAAGAGGGAAA
AAATCACGGGTGGATCATTTGTTCCATAAGATTTGGCCCCCTTCTTCCATCAAT
TACCAAGTCTGGCCTAAAAATCCTCCTTATTACAGGGAGGCGACCGAGGAGTA
CGCAAAATACATGAAAGAGGTGGTGGATAAGTTGTTTACATTTCTTTCATTAG
GGTTAGGTGTTGAAGGGCATGTTTTAAAAGAAGCATCTGGTGGTGAAGATATT
GAATATATGCTGAAAATAAATTTTTACCCACCATGTCCTCGTCCAGATCTAGCC
CTTGGTGTTGTCCCTCACACTGATCTTTCTACTATCACCATTCTTGTTCCTAAT
GAAGTCCCTGGACTCCAGGTCTTTAAGGATGATCGTTGGTTTGACGCCAAATA
CATCCCCAATGCTCTTATTGTTCACATCGGTGATCAGATTGAGATTCTAAGCAA
TGGCAAGTACAAAGCTGTCTTACACAGAACAACGGTGAGCAAGGAGAAGACA
AGGATGTCATGGCCAGTGTTCTTAGAGCCACCGAGAGAGTTGGTGGTGGCTCC
ACTTGTTCAACTTGTTAGCGAAGATAATCCACCAAAGTATAAACCCAAGAAATT
CAAGGATTACGCCTATTGTAAACTTAACAAACTTCCCCAGTAAGGATCCTCTA
GAGTCCGCAAATCACCAGTCTCTCTCTACAAATCTATCTCTCTCTATTTTCTCC
AGAATAATGTGTGAGTAGTTCCCAGATAAGGGAATTAGGGTTCTTATAGGGTT
TCGCTCATGTGTTGAGCATATAAGAAACCCTTAGTATGTATTTGTATTTGTAAA
ATACTTCTATCAATAAAATTTCTAATTCCTAAAACCAAAATCCAGTGACCTGCA

GGCATGCHEEENE. 1713

A ligacdo pCAMBIA + FLS foi transformada em células de E. coli por
choque térmico resultando em 12 transformantes que foram selecionados e

os plasmideos foram isolados e analisados por PCR (Figura 25).
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Figura 25: Gel de agarose a 1,2 % dos produtos de PCR das colonias dos
transformante de pRT104+FLS. Amostra 1 = marcador de 100 pb; amostra 2
= marcador de 1 kb; amostras 3 a 14 colonias amplificadas com primer

especifico; e amostra 15 = branco.

1 2 345 67 891011 121314 B

400pb —»

Algumas colonias foram escolhidas para a extracdo de DNA
plasmidial e analisadas por digestdo com a enzima de restricdio HindIII
(Figura 26 A e B) confirmando a insercdo do cassete de expressio no vetor

de expressao pCAMBIA2301.
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FIGURA 26: A — Gel de agarose a 0,8 % da extracdao de DNA dos plasmideos
pCAMBIA2301 + FLS. Amostra 1 = marcador de 100 pb, amostras 2 a 7 =
plasmideos pCAMBIA2301 + FLS; B - Digestdao do plasmideo
pCAMBIA2301 + FLS com as enzimas de restricdo Sacl e BamHI e com a
enzima de restricdo HindIIl. Amostra 1 = plasmideo nao digerido, amostra 2
= marcador de 100 pb, amostra 3 = marcador de 1 kb, amostra 4 = plasmideo
digerido com a enzima de restricdo HindIIIl; amostra 5 = plasmideo digerido

com as enzimas de restricdo Sacl e BamHI.

<«— 1723pb

<4— 1023pb

O plasmideo pCAMBIA2301 + FLS com o cassete de expressao
completo foi utilizado para a transformacao de células eletrocompetentes de
Agrobacterium tumefaciens. Apos a eletroporacao as colonias obtidas foram
analisadas quanto a presenca do plasmideo pCAMBIA+FLS por extracao de

DNA plasmidial e PCR com primers especificos para flavonol sintase. Apds a
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confirmacao da transformacido genética em Agrobacterium tumefaciens foi
realizada a infeccdo de plantulas de tabaco que estdo sendo cultivadas em
meio MS basal suplementado com 20 g/L de sacarose pH 5,7 (Figura 27)
para posterior analises fitoquimicas quanto a overexpressao de flavonoides

em plantulas tabaco.

Figura 27: Plantas de tabaco cultivadas in vitro. A — Plantas controle; B —

Plantas infectadas com A. tumefaciens contendo o cassete de expressio

A

Fonte: (Arquivo pessoal)



O prazer no trabalho aperfeicoa a obra.
(Arstételes, filésofo grego — 384-322 a.C.)
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A crescente demanda por produtos naturais farmacologicamente
ativos, isolados de plantas medicinais com potencial biotecnolégico, tem
induzido os pesquisadores a procurarem vias alternativas para a producao
continua e monitorada destes ativos. A manipulacdo genética de culturas in
vitro de células e 6rgaos de plantas surge como ferramenta tecnoldgica
muito util para a regulacdo de vias metabdlicas de interesse direcionando
assim como o fluxo metabdlico para a biossintese de moléculas bioativas em
plantas.

Genes codificadores de enzimas chaves de diversas vias do
metabolismo secundario de plantas tém sido identificados em diferentes
plantas através de técnicas de biologia molecular com o uso de sondas
(fragmentos de DNA ou oligonucleotideos sintéticos) especificas para cada
tipo de enzima. Alguns trabalhos tém investigado genes que codificam
proteinas regulatérias e estruturais da via biossintética de flavonoides
(BOGS et al., 2006; SALAKKA; JOKELA; WAHALA, 2006; ALMEIDA JR et
al., 2007). Em Arabidopsis, por exemplo, foram identificados genes
correlacionados a sete classes de proteinas: chalcona sintase, chalcona
1somerase, flavona 3-hidroxilase, flavanona 3-hidroxilase, flavonol sintase,
dihidro flavonol redutase e leucocianina dioxigenase (SAITO, et al., 2013).

Técnicas de analise da expressao coordenada de genes codificadores
das enzimas reguladoras do metabolismo secundario em plantas medicinais
ainda sao pouco exploradas, sendo que o mesmo apresenta uma complexa
regulacdo com inimeras ramifica¢cbes nas vias principais da biossintese das

diferentes classes de metabdlitos secundarios (RALSTON et al., 2005). Uma
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estratégia para a elucidacdo de genes é a construcdo de bibliotecas
genomicas e de cDNAs para busca de sequéncias codificadoras de interesse,
e a clonagem destes genes em sistemas procaridticos e eucaridticos para
comprovacgao de seu papel funcional na rota de biossintese.

A via de fenilpropanoides tanto em leguminosas como em espécies de
outras familias de plantas tem multiplas ramificacbes pelas quais é
realizada a biossintese de numerosos compostos como ligninas,
antocianinas, isoflavonoides e certas classes de fitoalexinas. Tais compostos
desempenham papéis bioquimicos durante o desenvolvimento normal, assim
como servem como protetores contra agentes causadores de estresse
ambiental (DIXON & PAIVA, 1995). A expressio de genes codificadores de
enzimas desta via é regulada conforme o estagio de desenvolvimento da
espécie sendo ainda Orgdo especifico. A expressdo coordenada de grupos
especificos de genes pode ser induzida em situacoes de estresse ambiental
tals como deficiéncia nutricional, geada, seca prolongada, ataque de
patégenos e exposicdo a radiacio UV (DIXON & PAIVA, 1995).

Diversos trabalhos NAPOLEAO et al., 2012 e 2013; FIGUEREDO et
al., 2014; CECILIO et al., 2016; MOTA et al., 2015 e SILVA et al., 2011)
reportaram analises fitoquimicas bem como diversas atividades
farmacoldgicas em diferentes extratos de Mpyracrodruon urundeuva. As
lectinas isoladas de folhas de M. urundeuva apresentaram atividade anti-
helmintica, larvicida e inseticida. O extrato de folhas de aroeira-do-setdo
apresentou atividade bacteriana contra Staphylococcus. Em 2014, Figueredo

et al., analisaram o perfil quimico de extratos das folhas de M. urundeuva e
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demonstraram a presenca de taninos hidrolisaveis, antocianinas,
antocianidinas, flavonas, flavondis, chalconas, auronas, catequinas,
leucoantocianidinas.

Estudos metabolomicos realizados por Silva et al., 2008, com a planta
Myracrodruon urundeuva, mostraram a presenca de 1mportantes
flavonoides, dentre eles a quercetina, que possul alta atividade anti-
inflamatéria. Em 2003, Viana et al., correlacionaram as propriedades anti-
inflamatdrias e analgésicas exibidas por extratos de cascas do caule de M.
urundeuva com algumas classes de metabodlitos caracterizados como flavonoides,
dentre eles chalconas diméricas especificas dessa espécie, denominadas
urundeuvinas. Estudos relacionados ao fracionamento quimico do extrato em
acetato de etila de M. urundeuva demonstraram a presenca de duas fracoes
principais, uma fracdo enriquecida em compostos chalconicos e outra com a
predominancia de taninos catéquicos e pirogalicos (BANDEIRA et al., 1993).
Na fracado enriquecida de chalconas ha o predominio de trés chalconas:
urundeuvina A, urundeuvina B e urundeuvina C. As chalconas diméricas
encontradas em M. urundeuva sao do tipo heterodiméricas. Este tipo de
chalcona tem sido encontrado em outras plantas e podem se apresentar na
forma heterodiméricas ou homodiméricas. A presenca de chalconas
diméricas tem sido relatada em outras plantas que nao pertencem a familia
Anacardiaceae como a M urundeuva. Em Mallotus philippensis a
kamalachalcone que é uma chalcona dimérica apresenta agio antifingica
(KULKARNTI et al., 2014). As chalconas diméricas de Agapanthus africans

sdo usadas para induzir o trabalho de parto (KAMARA et al., 2005). J4 em
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Lophira alata (ABDERAMANE et al., 2011) a chalcona dimérica bongosin,
produzida por esta planta, apresenta efeitos antissépticos. No extrato
etanélico das folhas e do caule de Cobretum yunnanensis (DAWE et al.,
2013) também foram isoladas chalconas diméricas com atividades anti-
inflamatoérias, antibacterianas e antifingicas.

Elucidar a regulacdo génica da rota de biossintese de chalconas
diméricas em plantas de M. urundeuva é um grande desafio em razao da
complexa regulacdo catalitica com precursores sendo utilizados como
substrato por diversas enzimas nas ramificacbes da rota principal,
cooperando para a biossintese de varias classes de flavonoides bioativos.

A identificacdo de genes correlacionados com enzimas chaves no
direcionamento do fluxo biossintético para a sintese de chalconas e outros
derivados bioativos de M. urundeuva, com 1importantes atividades
farmacolégicas como é o caso do biflavonoide agathisflavone, quercitrina e
quercetina, tornou-se entao o objetivo primordial desse trabalho.

Como resultado do sequenciamento randomico de cDNAs de biblioteca
de c¢cDNA de M. urundeuva, foram identificadas sequéncias de ESTSs
relacionados a importantes micromoléculas produzidas pelas plantas, como
metalotioneinas com papel importante na resisténcia ao estresse oxidativo e
defensinas que sao peptideos antimicrobianos atuantes na defesa das
plantas contra o ataque de microrganismos. Também foram identificadas
sequéncias codificadoras de nodulinas, proteinas envolvidas com o processo
de fixacdo de nitrogénio nas plantas; proteinas do tipo aquaporinas,

relacionadas ao transporte de proteinas de membrana; calmodulinas (CaM),
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proteina encontrada no interior das células eucariotase que tem como
funcdo detectar e ligar-se aos ions de cdlcio (Ca2*) presentes no citoplasma e,
em seguida, interagir e regular a funcdo de diversas proteinas alvo da
célula; ciclofilinas, enzimas do tipo isomerases que estdo envolvidas em
diversos processos celulares como a apoptose celular; lipoxigenases, enzimas
que catalisam a oxido - reducido de acidos graxos poli-insaturados,
produzindo hidroperdxidos através da incorporacdo de um oxigénio
molecular; lacases, enzimas do tipo oxidase que usam cobre como co-fator, e
sao encontradas em muitas plantas, desempenhando um papel na formacao
de lignina, fungos e diversos microrganismos. As proteinas do tipo
tiorredoxina também foram identificadas na biblioteca de cDNA de M.
urundeuva e sao uma classe de pequenas proteinas redox conhecidas por
estarem presentes em todos os organismos. Atuam em muitos processos
biol6égicos importantes, incluindo a sinaliza¢do redox.

No conjunto de 1025 ESTs categorizadas, 5 % estavam relacionadas
ao metabolismo secundario. O resultado do sequenciamento randémico de
cDNAs da biblioteca de cDNA de M. urundeuva, propiciou a identificacao de
sequéncias de DNAs homoélogas a genes que codificam enzimas-chaves da
via de biossintese de flavonoides, como a flavonol 3’ sulfotransferase
(EC 2.8.2.25) que é uma enzima do tipo sulfotransferase
que catalisa a reacdo quimica de 3'-fosfoadenilil sulfato + quercetina =
adenosina 3',5-bisfosfato + quercetina 3-sulfato, e esta relacionada a

biossintese de flavonol e flavona.



86

Com base nos resultados obtidos por meio do sequenciamento
randomico da biblioteca de cDNA de M. urundeuva pudemos observar que
as rotas de biossintese de fenilpropandides e flavonoides estavam ativas,
pois genes de algumas enzimas chaves relacionadas a estas rotas foram
1dentificados. A aplicacdo dessa técnica de rastreamento de genes no
pequeno conjunto de ESTs clonados foi de baixa eficiéncia para a deteccao de
genes relacionados a rota de sintese de flavonoides. No entanto os resultados
obtidos com material genético de folhas de aroeira-do-sertdo indicaram que a
via de biossintese de flavonoides esta ativa para a producido destes
metabodlitos em M. urundeuva.

Portanto, a estratégia seguinte foi elaborada com foco na busca de
genes, por sondas especificas desenhadas para rastrear enzimas chaves da
via de producdo de flavonoides e, particularmente, aquelas envolvidas na
biossintese de chalconas diméricas. Neste processo foram identificados
alguns genes como, chalcona isomerase, flavonoide 3’ 5 hidroxilase e
flavonol sintase que estdo presentes na rota metabdlica em questdo e que
aparentemente estdo sendo expressos de forma coordenada, produzindo
diversas classes de flavonoides com importantes acoées farmacoldgicas
inclusive os flavonoides bioativos quercitrina e quercetina, que exibem forte
atividade antioxidante e anti-inflamatéria sendo utilizados em doencas
cardiovasculares, pulmonares, e osteoporoses.

A busca de genes da via de biossintese de flavonoides com o uso de
sondas nucleotidicas especificas evidenciou um direcionamento no fluxo

biossintético para a producio de flavonoides com expressao significativa de
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genes que codificam enzimas que utilizam como substratos micromoléculas
precursoras de flavononas, flavonas e flavonols, inclusive a flavonol sintase
(FLS) essencial para a producdo do flavonoide quercetina e seus derivados. Esse
gene fol escolhido para os experimentos de manipulacio genética da biossintese de
metabdlitos de interesse via transformacio genética com Agrobacterium utilizando
tabaco como planta modelo.

A comparacio de homologia de transcritos de flavonol sintase identificados
no pool de cDNAs de folhas de M. urundeuva com sequencias conservadas desse
gene, depositadas em base de dados nao redundante, permitiu o desenho de sondas
especificas que uma vez sintetizadas foram utilizadas na técnica 3°, 5 RACE para
elucidacdo de gene completo de FLS de M. wrundeuva. Apbds inameros
experimentos a sequéncia completa do gene que corresponde a enzima flavonol
sintase de aroeira-do-sertdo nio foi obtida, faltando pequenas unidades de
nucleotideos nas porcoes 5’ e 3’ do gene. Como as sequéncias destas enzimas em
plantas sao altamente conservadas optou-se por construir um gene sintético
partindo da identificacdo de uma seqiiéncia parcial do gene da enzima flavonol
sintase com base em alinhamentos com sequéncia de aminoacidos e nucleotideos
depositadas no Genbank. Apds varios experimentos in silico com as sequéncias
selecionadas foi desenhada uma sequéncia inteira para o gene relacionado a enzima
FLS. A sequéncia sintética obtida foi clonada em um vetor de transferéncia
(pRT104) e posteriormente utilizada na construcio de cassetes de expressio para a
transformacado genética em plantas de tabaco cultivadas in vitro. As plantas de

tabaco foram utilizadas como modelo para a expressio de FLS, uma vez que a via
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de biossintese de flavonoides também esta ativa em tabaco, podendo, no entanto,
causar alteracio no perfil quimico de flavonoides dessa planta hospedeira.

A expressao heterdloga de genes pode ser realizada em qualquer organismo,
plantas e leveduras entre outros, sendo util na medida em que permite seja
confirmada a funcionalidade do gene inserido (SILVA & AMARAL, 2003). Plantas
transgénicas podem ser utilizadas como modelo para o estudo de regulacao
genética das rotas de biossintese de compostos ativos em organismos, visto
que, a expressdo simultanea de multiplos genes da rota de biossintese,
representando preferencialmente todas as enzimas — chaves pode garantir o
direcionamento correto do fluxo metabolico. Baseado no fato de que a
transferéncia multipla de genes para plantas pode ocorrer pela insercao de
multiplos genes em um Unico plasmideo, pode-se realizar uma manipulacao
genética para aumentar ou diminuir a producéo de algum ativo especifico. O
cassete de expressio construido com o gene que expressa a enzima flavonol
sintase pode ser inserido em outras espécies de plantas com o intuito de
aumentar a expressao de flavonoides nestas plantas ou permitir que plantas
que nao produzam flavonoides passem a produzir estes compostos.

A sequéncia identificada do gene de flavonol sintase pode ser utilizada
como modelo para interferir na regulagao genética da rota de biossintese de
flavonoides. Além de atuar como ferramenta para direcionar o fluxo
biossintético no sentido de induzir a producado de derivados flavonoides a
supressao de sua funcionalidade por edi¢cdo génica pode inibir a producao
destes, favorecendo o acumulo de outros metabdlitos como chalconas

diméricas, por exemplo.
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CONCLUSOES

e O sequenciamento randomico da biblioteca de cDNA de folhas de
Mpyracrodruon urundeuva demonstrou que as rotas de biossintese de
fenilpropanoides e flavonoides estao ativas no material estudado, permitindo
com isto um estudo direcionado para as enzimas chaves da producao de

metabdlitos ativos farmacologicamente encontrados nesta planta;

e TFoi identificado um gene relacionado a flavonol sintase (FLS) e a partir deste
fol desenhado um gene sintético de FLLS completo, posteriormente este gene
foi sintetizado e inserido em um cassete de expressio para a comprovacao da

funcionalidade;

e A construcao sintética de cassetes de expressio de genes alvos é uma
ferramenta eficiente para os estudos de regulacio genética em plantas pois
uma vez transferidos para organismos heterdlogos podem ter sua

funcionalidade manipulada.

e A expressao heterdloga do gene de FLS no hospedeiro Nicotiana tabacum foi
comprovada permitindo estudos sobre interferéncias na via de biossintese de

flavonoides;

e A sequéncia identificada do gene de flavonol sintase pode ser
utilizada como modelo para interferir na regulacdo genética da rota
de biossintese de flavonoides. Além de atuar como ferramenta para
direcionar o fluxo de sintese no sentido de induzir a producado de

derivados flavonoides, a supressao de sua funcionalidade por edicao
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génica pode inibir a producao destes, favorecendo o acimulo de outros

metaboélitos como chalconas diméricas, por exemplo.



\é
A sabedoria nao é outra coisa send@o a ciéncia i

da felicidade
(Diderott, escritor francés — 1713-1784)
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ANEXO 01: Categorizaciao de ESTs importantes encontrados na biblioteca de cDNA de M. urundeuva.

IDENTIDADE DO GENE IDENTIDADE - FUNCAO PUTATIVA % SIMILARIDADE NO
BLASTX
AROFOPL04B07.ab1 gb | ABQ41966.1 | cytochrome c oxidase subunit [Sonneratiacaseolaris) 30/34(88%)
AROFO-PL0O1CO1.scf gb | ADL16407.1 | aquaporin [Dianthus caryophyllus] 36/37(97%)
AROFOPL02CO05.scf ref | XP_002528295.1 | transcription factor, putative [Ricinuscommunisl 24/50(48%)
AROFOPLO02F07.scf gb | AAN72439.1 | cyclophilin [ Kandeliacandell 26/32(81%)
AROFOPL02HO08.scf ref | XP_002529997.1 | cystathionine gamma-synthase, putative 60/78(77%)
CONTIG16 [Ricinuscommunis)
AROFOPL04A01.ab1l ref | XP_002523809.1 | Ferredoxin-3, chloroplast precursor, putative 122/149(82%)

[Ricinuscommunis]
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Continuacdo ANEXO 01: Categorizacdo de ESTs importantes encontrados na biblioteca de cDNA de M. urundeuva.

IDENTIDADE DO GENE IDENTIDADE - FUNCAO PUTATIVA % SIMILARIDADE NO
BLASTX
AROFOPL04A05.ab1 ref | NP_200968.1 | ethylene-responsive transcription factor ERF104 22/29(76%)
[Arabidopsis thalianal
AROFOPL04A10.ab1 gb | ABN72579.1|+A7531:G7531ubiquitin extension protein 141/146(97%)
[ Heveabrasiliensis
AROFOPL04B06.ab1 ref | XP_002511206.1 | Polcalcindun o, putative [Ricinuscommunisl 51/67(76%)
AROFOPL04HO06.ab1 emb | CAC33845.1 | putative cytosolicCuZn-superoxidedismutase [Populus 49/53(92%)
tremula x Populustremuloides]

AROFOPLO05A06.scf ref | XP_002511833.1 | Remorin, putative [Ricinuscommunis] 32/50(64%)
AROFOPLO06GO6R.scf ob | ACN85343.1 | cystatin [ Camellia sinensis] 25/32(78%)
AROFOPLO7F11.scf ref [INP_181079.1 | +A6617:F6617ubiquitin-like protein [Arabidopsis 66/90(73%)

AROFOPLO09CO07.scf

thalianal
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Continuacdo ANEXO 01: Categorizacdo de ESTs importantes encontrados na biblioteca de cDNA de M. urundeuva.

IDENTIDADE DO GENE IDENTIDADE - FUNCAO PUTATIVA % SIMILARIDADE NO
BLASTX
AROFOPLO8DO09R.scf ref | XP_003498038.1PREDICTED: beta-defensin 43-like [ Cricetulusgriseus] 15/37(41%)
AROFOPL09A01.ab1l ref | XP_003632228.1 | PREDICTED: calmodulin-related protein isoform 2 26/27(96%)
[ Vitisviniferal
AROFOPL09C12.ab1 gb | ABL67652.1 | putative thioredoxin H protein [ Citrushybrid cultivar] 23/29(79%)
AROFOPL09DO01.ab1 gb | AFH57282.1 | nodulin-like protein [ Gossypiumhirsutuml] 52/69(75%)
AROFOPLO9EO8R1.scf emb | CBJ28730.1 | similar tocyclin T2 isoform b isoform 9 18/43(42%)
[ Ectocarpussiliculosus]
AROFOPL09GO04.scf ref | XP_002527846.1 | Flavonol 3-sulfotransferase, putative 17/23(74%)
AROFOPL10E02.ab1 [Ricinuscommunis)
CONTIGbH5
AROFOPL10EO1.ab1 ref | XP_002513443.1lipoxygenase, putative [Ricinuscommunis| 68/118(58%)
AROFOPL09G06.ab1 gb | AAY53809.1 | putative lipoxygenase [ Populus deltoides] 35/59(59%)

Continuagao ANEXO 01: Categorizagao de ESTs importantes encontrados na biblioteca de cDNA de M. urundeuva.



IDENTIDADE DO GENE

IDENTIDADE - FUNCAO PUTATIVA

% SIMILARIDADE NO

BLASTX
AROFOPL09HO1.ab1 gb | AAA96951.1 | polyubiquitin, partial [Solanumtuberosuml] 71/73(97%)
AROFOPL10 D11.ab1l ref | XP_002510759.1 | Calmodulin, putative [ Ricinuscommunis] 99/164(60%)
AROFOPL10C02.ab1 gb | AAQ54303.1 | +A626:G626zinc finger protein PIF1 59/93(63%)
[ Nicotianabenthamianal

CONTIG12 ref | XP_003537949.1 | PREDICTED: linoleate 13S-lipoxygenase 2-1, 96/131(73%)
AROFOPL09GO07.ab1 chloroplastic-like [ Glycine max]

CONTIG19 emb | CAL07979.1 | putative ubiquitinprotein 2 [Platanus x acerifolial 44/48(92%)
CONTIG20 gb | AEK31196.1 | miraculin-like protein 2 [Citrus limonial 42/68(62%)
CONTIG26 ref | XP_004237852.1PREDICTED: laccase-14-like [.Solanumlycopersicuml] 84/102(82%)
CONTIG30 gb | ADB02892.1 | metallothionein-like MT-3 [Jatropha curcasl 51/64(80%)
CONTIG47 ref| XP_003540856.1 | PREDICTED: isoprene synthase, chloroplastic-like 42/75(56%)

[Glycine max]
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Continuacdo ANEXO 01: Categorizacdo de ESTs importantes encontrados na biblioteca de cDNA de M. urundeuva.

IDENTIDADE DO GENE IDENTIDADE - FUNCAO PUTATIVA % SIMILARIDADE NO
BLASTX
CONTIGT7, 51, 57, 61 gb | ACD69680.1 | metallothionein [Mangiferaindical 39/51(76%)
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