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1. INTRODUÇÃO E OBJETIVOS 

Os terpenos, também chamados de isoprenóides ou terpenóides, constituem o maior grupo de 

produtos secundários em vegetais (revisado em Taiz & Zeiger, 2004 ). Tem sido estimado que 

existem mais de 30.000 compostos isoprenó1des em plantas (revisado em Sacchetti.ni & Poulter, 

1997). Os terpenóides desempenham papel essencial em plantas como, por exemplo, hormônios 

(ácido abscísico ou ABA, giberilinas ou GAs), pigmentos fotossintetizantes ( carotenóides, clorofilas), 

comunicação e defesa ( óleos essenciais como eucalipto!, cineol, citronelol) e também como agentes 

antimicrobianos. Nas plantas, duas rotas levam à fonnação de isoprenóides: a rota citoplasmática 

dependente de mevalonato (MV A) e a rota plastídica independente de MV A, ou rota do 2-C-metil

D-eritritol-4-fosfato (MEP). Muitas bactérias, arqueobactérias, leveduras, fungos, alguns 

protozoários e animais utilizam a rota "iv1V i\. Contudo, muitas bactérias (incluindo muitos patógenos 

humanos), algas verdes e possivelmente o parasita da malária Plasmodium falciparum fazem uso 

exclusivamente da rota MEP. Streptomyces, algumas algas, musgos, diatomáceas marinhas e plantas 

superiores utilizam ambas as rotas. Em plantas superiores a rota MVA opera no citoplasma e na 

mitocôndria onde esteróis, sesquiterpenos e ubiquinonas são formadas predorninantemente via MV A 

Tsoprenóides sintetizados nos plasrideos como hemiterpenos, monoterpenos (óleos essenciais), 

diterpenos e carotenóides são formados predominantemente via rota MEP. A separação espacial das 

duas diferentes rotas de biossíntese de precursores de isoprenóides não é absoluta porque os 

metabólitos podem ser trocados entre os compartimentos celulares. A natureza das trocas de 

metabólitos entre os compartimentos e a regulação desse processo ainda não está estabelecida 

(revisado em Eisenreich e/ al, 2001). 

Os monoterpenos, devido ao seu baixo peso molecular, costumam ser substâncias voláteis, sendo, 

portanto denominados óleos essenciais ou essências. Eles podem estar estocados em flores 

(laranjeira), folhas (capim-limão, eucalipto, louro) ou em cascas de caules (canelas), madeira 

(sândalo, pau-rosa) e frutos ( erva-doce; revisado em Peres, 2000). 

Os óleos das folhas de eucalipto são formados por uma comple'<a mistura de 50 a 100 

componentes, ou até mais, tratando-se de compostos orgânicos voláteis, dentre os quais destacam-se 

hidrocarbonetos, álcoois, aldeídos, cetonas, ácidos e ésteres. Os óleos essenciais de eucalipto 

ocorrem principalmente nas folhas, onde são produzidos em pequenas cavidades globulares, 

chamadas glândulas. Estas glândulas encontram-se distribuídas em todo parênquima foliar da maioria 

das espécies de eucalipto (revisado em Doran, 1991) 
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No caso dos eucaliptos, especialmente, as referências são as de que a ocorrência do óleo essencial 

estaria relacionada com a defesa da planta contra insetos, resistência ao tho quando no estágio de 

plântula, ao efeito alelopático e à redução da perda de água (revisado em Doran, 1991). Entre as 

aproximadamente 600 espécies de Euca!Jptus descritas, pouco mais de 200 foram examinadas com 

relação à produção e ao teor de óleos essenciais, e menos de 20 têm sido citadas como impo,tantes à 

exploração comercial. Os óleos essenciais de eucaliptos estão divididos, basicamente em três grupos 

principais, em função do seu uso final, que são: óleos medicinais, óleos industriais e óleos para 

perfumaria (revisado em Penfold & Willis, 1991). 

As principais espécies de Ew:alJptus cultivadas no Brasil para a produção de óleo essencial são: 

E11ca!Jph1s cíModora, o Euca!yptt,s globul11s e o Euca(vptus staigeriana. Segundo dados obtidos 

junto a produtores nacionais, a estimativa nacional de produção anual de óleos de E. staigeriana era 

de 60 toneladas no final da década de 1990, sendo o mesmo comercializado por US$-6,00/kg. Para o 

E. citriodvra, a produção era estimada em 800 toneladas anuais, com preço no mercado nacional 

variando de R$-8,00 a R$-10,00/kg de óieo, e no mercado internacional variando entre US$-4,5 a 

5,00/kg de óleo (Vitti & Brito, 2003). 

Em vista da relevância do eucalipto para a economia brasileira e mundial, principalmente no 

setor das empresas de celulose, papel e toras para os mais diversos fins comerciais, em fovereiro de 

2002 foi iniciado um projeto visando o seqüenciamento de todos os genes expressos de espécies

chave desta arbórea. Este Projeto foi intitulado GENOL YPTUS. Rede Brasileira de Pesquisa do 

Genoma de E-11calypt11s. Além do conhecimento do transcriptoma de F,11ca~vptus, com igual ênfase os 

pesquisadores envolvidos no Projeto possuem como foco análises genéticas a partir de diversos 

cmzamentos interespecíficos, marcadores moleculares e mapeamento genético, análises químicas e 

físicas da madeira, mapeamento físico do geuoma, estudos moleculares, bioquímicos e fisiológicos da 

expressão gênica e da resposta dos vegetais a diferentes sinais ambientais e artificiais, todos 

integrados por ferramentas de bioinformática e análises estatísticas O Projeto GENOLYPTlJS foi 

financiado a partir de recursos dos Fundos Setoriais Verde-Amarelo e de Biotecnologia do Ministério 

da Ciência e Tecnologia (80%), e por recursos de 14 empresas do setor de celulose, papel e carvão 

(20%). 

Junto ao Sub-projeto direcionado às análises do transcriptoma, várias bibliotecas de cDNA 

foram construídas a partir de diferentes tecidos, órgãoq e pl~ntulas de diferentes espécies de 

Eucalyptus, permitindo a geração, a partir do seqüenciamento de clones de cDNA, de um banco com 
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cerca de l 00. 000 seqüências válidas depositadas, as denominadas regiões ou marcas de seqüências 

expressas ou ESTs (do inglês, Axpressed Sequence Tags). Na segunda fase do Projeto, o Laboratório 

de Biologia tvlolecular Vegetal do Centro de Biotecnologia da UFRGS, como um dos grupos 

integrantes do GENOL YPTUS, e jwltamente com diversos outros laboratórios, passou à exploração 

dos dados disponíveis cte seqüências nucleolÍdicas. Desta forma, genes potencialmente relacionados 

com características especificas, como a biossíntese de óleos essenciais, entre outras, puderam ser 

identificados na coleção de ESTs a partir da homologia de suas seqüências ou pelo padrão de suas 

expressões, e estudados para a comprovação de suas funções. Os genes identificados poderão ser, 

futuramente, utilizados para diversas finalidades como, por exemplo, o melhoramento de plantas por 

meio de suas super-expressões ou inibições por transgenia. 

Nesse contexto, o presente trabalho teve como principal objetivo a identificação de genes 

potencialmente relacionados à biossíntese de óleos essenciais em plantas de eucalipto e a 

caracterização funcional de pelo menos um dos clones identificados. Os objetivos específicos 

propostos ao desenvolvimento das pesquisas que culminaram na redação desta Dissertação de 

Bacharelado foram: 

• A realização de um levantamento bibliográfico e a seleção, na literatura, de genes candidatos, 

potencialmente relacionados à biossíntese de óleos essenciais; 

• A recuperação, a partir da seleção dos plasnúdeos de clonagem pSPORTl (lnvitrogen) 

purificados do projeto GENOL r"PTUS, do(~) clon~(~) selecionado(s), e a obtenção e a 

caracterização da seqüência completa do(s) mesmo(s); 

• A expressão heteróloga do gene selecionado, dxr, que codifica desoxixilulose-5-fosfato 

reductoisomerase, fusiouado a GST em E.coli; 

• A obtenção de vetores binários portando os cassetes de expressão de dxr em orientações 

senso e anti-senso sob o controle do promotor do gene codificador do RNA JSS do vírus-do

mosaico-da-couve-flor (CaMV 35S) para a geração de plantas trangênicas de tabaco; 

• A análise in silico da estrutura do gene dxr. 

Assim, uma cuidadosa revisão bibliográfica, que constitui o Capítulo 2 da presente 

Monografia, foi realizada visando identificar as principais classes. de genes vegetais potencialmente 

relacionados com a biossmtese de óleos essenciais. Entre diversos genes candidatos identificados, 
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aquele que representou a melhor opção de estudo foi o gene coclificador da enzima desox:ixilulose-5-

fosfato redutoisomerase (DXR). Os resultados das análises do gene, dxr, constituem, assim, o foco 

principal da presente Monografia, conforme descritos nos Capítulos 3 e 4. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 O Metabolismo Secundário Vegetal 

Devido à sua condição séssil, as plantas precisam desenvolver estratégias para melhor 

desempenhar suas funções ecológicas como, por exemplo, atrair animais polinizadores e dispersares 

de sementes (pássaros e insetos), proteger-se da radiação ultravioleta (UV) e defender-se de 

herbívoros, insetos, microrganismos e parasitas. Além disto, as plantas competem ativamente por 

espaço, luz, água e nutrientes. As alternativas de que as plantas dispõem nestas situações estão, entre 

outras, baseadas na produção de metabólitos secundários. Os metabólitos secundários, portanto, são 

compostos fundamentais à adaptação, à sobrevivência e à evolução dos organisms vegetais como um 

todo, porém não são considerados essenciais às células mdividualmente, para diíerenciá-los dos 

metabólitos primários que incluem (desoxi) ribonucleotídeos, aminoácidos protéicos, ácidos graxos e 

açúcares, entre outros Assim, os metabólitos secundários <i,ão representados pelos alcalóides, 

terpenóides, flavonóides, glicosinolatos, glicosídeos cianogênicos, aminoácidos não-protéicos e 

taninos, entre outros. Muitos destes metabólitos têm funções biológicas conhecidas como pigmentos 

e aromas envolvidos na atração de animais polinizadores e dispersares, ferormànios, aleloquí.micos, 

ou como agentes antinutíicionais e antimicrobianos (re,isado em Roberts & Wink, 1998). Os 

metabólitos secundários estão presentes em todas as espécies de plantas superiores apresentando uma 

alta diversidade estrutural. Via de regra, alguns grupos destes compostos são dominantes dentro de 

um certo táxon e, dentro de uma mesma planta, o padrão de distribuição dos metabólitos secundários 

é complexo, variando entre diferentes orgãos e tecidos, estádios de desenvolvimento, entre 

indivíduos e entre populações (revisado em \Vink, 2003). 

Vários compostos de origem vegetal e classificados como metabólitos secundários possuem 

considerável valor econômico e são extensivamente utilizados na indústria farmacêutica, em 

alimentos na forma de flavorizantes, fragrâncjas em cosméticos e alimentos ou, ainda, como aditivos 

alimentares. O uso de produtos naturais pelo ser humano pode ser considerado como uma exploração 

das propriedades que 01iginalmente foram selecionadas e desem olvidas pelas plantas em um contexto 

ecológico e/ou evolutivo diferente. Desde os tempos antigos, as plantas vêm sendo utilizadas nas 

sociedades humanas com propósitos terapêuticos, sendo que sua~ propriedades tóxicas ou curativas 

foram descobertas pelo homem principalmente quando este buscava por alimento. O uso de plantas 
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na medicina tradicional ainda engloba cerca de 85 % dos tratamentos utilizados em países em 

desenvolvimento (revisado em Pezzuto, 1997). 

Estima-se que apenas cerca de 13 .000 espécies de plantas têm sido utilizadas com :fins 

medicinais, constituindo-se uma parcela inferior a 10% do total de espécies conhecidas. Destas, cerca 

de 25 % aproximadamente dos medicamentos de uso terapêutico são derivados de plantas e muitos 

outros são utilizados como compostos puros ou como chás e extratos. Além disso, constituintes de 

plantas têm também servido como modelos para drogas modernas como a atropina para tropicarnida, 

quinino para cloroquina e a cocaína para a procaína e a tetracaína (revisado Kutchan, 1995) 

2.2 Os Terpenos 

Os terpenos, também chamados de isoprenóides ou terpenóides, constituem o maior grupo de 

produtos secundários vegetais (revisado em .Taiz & Zeiger, 2004). Tem sido estimado que existem 

mais de 30.000 compostos isoprenóides em plantas (revisado em Sacchettini & Poulter, 1997). 

Todos os terpenos derivam da união e de unidades pentacarbonadas de isopreno e são 

classificados pelo número de unidades de isopreno que possuem (Tabela 1 ). Os terpenos de 1 O 

carbonos, que contêm 2 unidades de Cs (isopreno), são chamados de monoterpenos; os de 15 

carbonos (3 unidades de Cs) são os sesquiterpenos e os terpenos de 20 carbonos ( 4 unidades de C5), 

os diterpenos. Os maiores terpenos incluem o triterpenos (30 carbonos) são o resultado da junção de 

duas moléculas de C15, os tetraterpenos (C40) pela união de duas moléculas de 20 carbonos, e os 

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

Tabela 1. Principais terpenóides encontrados em plantas. Notar que os terpenóides são precursores de quatro classes 

hormm1ais: as citocin.inas (CKs), o ácido absc1Sico (ABA), as gibereLinas (GAs) e os brassinosteróides (BR). Adaptado 

de Peres. 2000. 

# lsoprenos #Atomos de C Norne Exemplos 
... l:;o:xeni:: Ca<:dê"l la,er;:il das 1:k:, 

') 
'- j I] Monoterr:eno t:iireuóide~, e ó:eo::. e:,i:,enciais 
:3 !:':; S::-,J(:,. i,e 'Deni:: ABA, 3Clü f"IJ5 

4 :w Crteme:·.o GM,. tJXOi 
1~ :3C Trt e-p?.nG Es:e•ói::io:?S (BR'.. s::ii::or ina~-
e 4ú T etr .. 1:en:-eno Carotenóide~, 
r•; r-; F'oli~,::ii::,w~o Bi.i lTê1(.',::1 
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Os terpenóides desempenham papel essencial em plantas. Os monoterpenos, devido ao seu 

baixo peso molecular, são normalmente substâncias voláteis e denominados óleos essenciais ou 

essências, e atuam na comunicação e defesa das plantas (revisado em Peres, 2000). 

Os sesquiterpenos também são voláteis e estão cnrnhidos na defesa a pragas e doenças. Dois 

exemplos de sesquiterpenos incluem, o gossipol (dímero de C 15), o qual está associado à resistência a 

pragas em algumas variedades de algodão, e as lactonas, presentes na família Compositae e 

responsáveis pelo gosto amargo de suas fofüas. Alguns sesquiterpenos são considerados titoalexinas 

como a ricbitina de tomateiro. O hormônio ABA é um terpeno de C1s, produzido pela degradação de 

um precursor de carotenóides e desempenha um impo1tante papel na donnência de sementes e 

gemas, bem como nas respostas ao estresse hídrico (revisado em Taiz & Zeiger, 2004). 

Os diterpenos normalmente estão associados às resinas de muitas plantas. Um exemplo é a 

resina cicatrizante de Hymenaea courbaril. Contudo, o principal papel conhecido desempenhado por 

um diterpeno seja o das GAs, as quais são importantes hormônios vegetais responsáveis pela 

gern1inação de sementes, indução da floração, alongamento caufü1ar e expansão dos fiutos de muitas 

espécies vegetais (revisado em Tah; & Zeiger, 2004). 

Entre os triterpenos está uma importante classe de substância tanto para vegetrus quanto para 

animais. Trata-se dos esteróides, os quais são componentes dos lipídeos de membranas e precursores 

de hormônios esteróides em mamíferos (testosterona, progesterona), plantas (brassinosteróides) e 

insetos (ecdiesteróides). Uma outra classe importante de triterpenos são as saponinas. Como o 

próprio nome indica, as saponinas são prontamente reconhecidas pela formação de espuma em certos 

extratos vegeta.is. Essas substâncias são semelhantes ao sabão porque possuem uma parte solúvel 

(glicose) e outra lipossolúvel (triterpenos). Nas plantas, as saponinas desempenham um importante 

papel na defesa contra insetos e microrganismos. Isso pode ocorrer de diversos modos. Uma delas é 

a complexação das saponinas com esleróides dos fungos, tornando-os indispensáveis. As plantas 

também podem desenvolver saponinas como análogos de hormônios esteróides de insetos. Esses 

análogos, denominadas fitoecdisonas, interferem no desenvolvimento dos insetos, tornando-os 

estéreis. Há, inclusive, a possibilidade de plantas sintetizarem honnônios animais a partir de 

saponinas. Isso tem ocon-ido com a saponina diosgenina, derivada de Dioscorea macrostat:hya, ou 

inhame, para a produção indust1ial da progesterona. A produção industrial de hormônios animrus a 

partir de saponinas vegetais causou uma significativa mudança_ no comportamento da sociedade 

contemporânea, pois foi a base da produção dos anticoncepcionais. As saponinas vêm sendo 
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utilizadas pelo homem em diferentes aplicações como inseticidas naturais (azadiractina) e remédios 

(protapanaxodiol e glicirrizina). Um outro exemplo de triterpeno é o colesterol, um importante 

componente das membranas celulares e precursor de hormônios ~steróides com efeitos marcantes em 

animais vertebrados (reV1sado em Peres, 2000). 

Os tetraterpenos mais famosos são, sem dúvidas, os caro!enos e as xantofilas. Estes 

componentes lipossolúveis desempenham um importante papel tanto nas plantas quanto nos animais. 

Nas plantas, os carotenóides fazem parte das antenas de captação de luz nos fotossistemas. Portanto, 

não haveria fotossíntese sem a interveniência marcante dos ca.rotenoides. Além disto, esses 

compostos são importantes antiox_idante~ e dissipadores de radicais li\Tes gerados pela fotossíntese. 

Embora os vertebrados não sejam capa7es de sintetizar carotenóides, estes compostos desempenham 

importantes papéis no metabolismo animal. Além do ~-caroteno ser precursor da vitamina A (retina[), 

outros carotenóides como licopeno são importantes dissipadores de radicais livres nos animais 

(revisado em Peres, 2000). 

Por fim, o último grupo de terpenóides é composto pelos polisoprenos. Entre estes 

compostos está a borracha· um terpeno formado por 1.500 a 15.000 unidades de isopreno. A 

borracha está presente no látex de diversas plantas, sendo a mais importante a seringueira (Evea 

brasilie11sis: revisado em Peres, 2000). 

2.3 Existem duas Rotas de Biossíntese de Terpenóides 

Os terpenos são biossintetizados a partir de metabólitos primários por, no mínimo, duas rotas 

diferentes em plantas. Na rota do ácido mevalônico (MVA), três moléculas de acetil-CoA são 

ligadas, a partir de uma série etapas da rota para formar o MVA (Figura 1 ). Esse importante 

~'1tennediário de seis carbonos é então pirofosforiJado, descarboxilado e desidratado para produzir 

isopentenil difosfato (TPP) O TPP é a unidade ativa básica na formação dos terpenos. Recentemente, 

foi descoberto que o IPP também pode ser formado a partir de intermediários da glicólise ou do ciclo 

de redução fotossintética do carbono, por meio de um conjunto de reações denominado rota do 

metileritritol fosfato (MEP), que ocorre nos cloroplastos e em outros plastideos. Esta rota também é 

chamada de "rota do desoxixílulose-5-fosfato" (DXP ou DOX'P), um importante intermediário da 

rota, como também de "rotft independente de l'vfV t\" (Figurn 1). Embora nem todos os detalhes 

tenham sido esclarecidos, o gliceraldeído-3-fosfato e dois átomos de carbono derivados do piruvato 
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parecem combinar-se para formar um intennediário que, eventualmente, é convertido em IPP 

(revisado em Dubey et ai., 2003). 

1 A. Rota Citosólica dependente de MVA 11 B. Rota plastídica independente de MVA 

1 2-Acetil-CoA 

+ ACC t1olase 

1 Aceto:acet,1-CoA 1 

+ HMG-CoA sintase 

1 3-Hidroxi-3-metilglutar!l-CoA (HMG-CoA) 

't HMG-CoA reductase 

1 Mevalonato (MVA) J 

♦ MVA cinase 

1 Fosfomevalonato (MVAP) J 

♦ MVAP cínase ou MDC 

1 Difosfomevalonato (MVAPP) 1 

MVAPP descarboxilase 

lsopentenil difosfato (/PP) 

Piruvato Gliceraldeldo-3-P 

+ DXP sintase 

I1-desoxixilulose-5-P (0OXP) 

♦ DXP reductoisomerase 

1 2-C-metrl-0-eritritoi-4-P (MEP) 1 

♦ CDP-ME sintase 

4-(dífosfocitidi l)-2-metil-0-erit1•itol (COP-ME) 

+ COP-ME cinase 

4-(difosfocitidil)-2-met1I-D-eritritol-2-fosfato (CDP-ME2P) 

+ MECP sintase 

2-C-metil-D-eri!ritol 2.4 ciclodifosfato (MECP) 

+ HMBPP sintasa 

1-hidroxi-2-C-meti/-2-(E)-butenil-4-difosfato (HMBPP) 

♦ HM6PP reductase 

• Dimetilalil difosfato 

Figura l. Duas rotas independentes são conhecidas para a biossíntese de isoprenóides em vegetais. A. Rota citosólica 

dependente de mevaionato (MV A). B. Rota plastidica independente de M V A As setas sólidas indicam conversões 

enzimáticas simples. Adaptado de Dubey et ai., (2001). 

O IPP e seu isômero, dimetilalil difosfato (DMAPP), são as unidades pentacarbonadas ativas 

na biossíntese dos terpenos que se unem para formar moléculas maiores. Inicialmente, IPP e DMAPP 

reagem e formam geranil difosfato (GPP), uma molecula de 10 carbonos a partir da qual são 

formados os monoterpenos (Figura 2). O GPP pode, então, ligar-se a outra molécula de IPP, 

formando um composto de 15 carhonos, o farnesil difosfato (FPP), precursor da maioria dos 

sesquiterpenos. A adição de outra molécula de IPP forma o geranilgeranil difosfato (GGPP), 

composto de 20 carbonos, precursor dos diterpenos. Finalmente, FPP e o GPP podem dimerizar-se 
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para formar triterpenos (C30) e tetraterpenos (C40), 1·espectivamente (revisado em Taiz & Ze iger. 

2004) . 

.,...-~CPP 

. 
r 

/ "¾_.~Q?P . 

p;;;, Cr...l APP 

1 

1X 

~,1:. .... .,,.-.. 0::,-::;i 

), ;. Monoterpenos C1 O - óleos 
essenciais 

3 PP 

2x 

,,,,,,...,,""-. Sesquiterpenos C15 - ubiquinona, 
~ l 

( 
plastoquinona, ABA 

1 
(? ' 

_,, 'Or'P 

FPP Triterpenos C30 - saponina, 
esteróídes 

3x 

' 

~/ 1 1 
D1terpenos C20 - GAs, clorofila 

(

_ ..... _ .1 ,,. C ....,.o•?P < 
l 

....__ 
,.. ......... ,,.., 

.-,: :pp I Tetraterpenos C40 - carotenó1des 
1 

Figura 2. Síntese de várias classes de terpenóides em plantas. Adaptado de Mahmound & Croteau (2002). 

2.3.1 Rota citosólica dependente de mevalonato (MVA) 
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No passado, assumia-se que todos os terpenóides eram sintetizados a partir do ácido 

mevalôrúco ou mevalonato (MVA) no citosol (revisado em Chappell, 1995). 

Em plantas superiores, a rota MV A está localizada no citoplasma e nas mitocõndrias. A rota 

MV A é responsável J)ela formação de esteróis, triterpenos, ubiquinonas e ses4u.iterpenos (revisado 

em Pang et ai , 2006). A rota clássica dependente de rvrv A envolve a condensação de três unidades 

de acetil-CoA para fonnar o éster de 3-hidroxi-3-rnetilglutaril-coenzirna A (HMG-CoA). Este 

produto é subseqüentemente reduzido para produzir MV A. A seguir, o MV A é transfom1ado a IPP 

por 3 passos seqüenciais envolvendo fosforilação e descarboxilação (Figura lA). A redução de 

Hl'vfG-CoA a MVA é catalisada pela Hl\1G-CoA reductase (HMGR), uma enzima-chave reguladora 

dessa rota que está sendo intensivamente estudada (revisado em Rodwel et ai , 2000) Seguindo a 

rota, a MV A cinase catalisa a fosforilação de MV A a rnevalonato-5-fosfato (MV AP) que é 

convertido a mevalonato-5- difosfàto (MV APP) pela ação da enzima fosfornevalonato cinase (MV AP 

cinase). A MV APP descarboxilase (MDC) catalisa o último passo da rota, convertendo MV APP, 

wna molécula de 6 carbonos, em IPP contendo 5 carbonos, o qual é o esqueleto básico para a 

biossíntese dos terpenos. A descarboxilação catalisada pela 'MDC é acompanhada pela hidrólise de 

uma molécula de ATP na presença de Mg +i (revisado em Pang et ai., 2006). 

O passo seguinte crucial para a biossíntese de isoprenóides é a isomerização de IPP a 

dimetilalil difosfàto (DMAPP). Esta conversão é catalisada pela IPP isomerase (IPPI). A IPPI do tipo 

I (IPPI I) foi descoberta em 1950 e é encontrada em eucariotes e bactérias. Esta enzima requer um 

cátion divalente e catalisa a isornerização de IPP a DMAPP por um mecanismo de protonação

desprótonação. A IPPI do tipo II (IPPI II) é encontrada em bactérias e arqueobactérias e requer a 

redução de uma flavina e um metal divalente como cofàtores para sua atividade (revisado em Pang et 

ai., 2006). 

2.3.2 Rota plastídica independente de mevalonato (não-MVA) 

Depois da descoberta de uma rota independente de MV A em plastídeos, também denominada 

de rota MEP ou rota DXP/DOXP como explicado a seguir, extensos estudos têm sido feitos para 

elucidar os complexos passos enzimáticos envolvidos nessa rota em plantas. A existência de uma rota 

alternativa para a biossíntese de IPP foi primeiro demonstrado po_r Rohmer em diferentes espécies de 

bactérias (revisado em Rohmer, 1999) Vários genes, enzimas e intermediários envolvidos na rota de 
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2-C-metil-D-eritritol-4-fosfato (MEP) foram pnmerro descobertos em E. coli e extensivamente 

estudados, mas alguns genes ortólogos codificando várias enzimas da rota MEP também foram 

demonstrados em espécies de plantas (Tabela 2). A existência de uma rota MEP que sintetiza uma 

variedade de terpenóides tem sido demonstrada em di, ersas espécies de plantas como pode ser visto 

na Tabela 3, (revisado em Durbey el a! , 2003). 

Tabela 2. Enzimas da rota MEP caracterizadas em várias espécies de plantas. Modificado de Dubey et ai., (2003). 

Enzima Espécie de plantas 

DXP sintase 

DXP reductoisomerase 

CDP-ME sintase 

CDP-11::E cinase 

'MECP sintase 

HMBPP sintase 

HMBPP reductase 

A. thaliana, Capsii;um w11wm, Ca1haramhus 

roseus, Lycopcrsicon esculentum, Mcntha 

piperita, Mendicago trunculata 

A. thaiiana, C. roseus, M. piperita 

A. lhaliana, Cupsicum amwm 

l. esc11!e11/i1m, M. piperita 

C r ose11s 

A. thaliana 

C.annu.m 

Tabela 3. Terpenóides sintetizados a partir da rota MEP em várias espécies de plantas. Modificado de Dubey et ai. 

(2003). 

Terpcnóides 

Hemiterpenos 

Isopreno 

Monote1·penos 

Borneol 

Cineole 

Geraniol 

Linalil acetato 

Mentona, Mentol, Mentofüram 

Espécies de Plantas 

Chidonium majus, Populus nigra, Salix 

viminalis 

Cu11ic11m 

Eucalyptus globulus 

Pelargonium graveoiens, Vitis vinifera 

!vlemha c:Jtwta 

!vf. pipt!ri /ct 
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Pulegone 

Timol 

Diterpenos 

Taxol 

~-Caroteno 

Licopeno 

Mpulegium 

'J'hymus vuigaris 

Taxas chincnsis 

Capsicum annum 

Catharanthus roseus 

Lycvpt!rsicwn f!.}l:UÍ,mlum 

O primeiro passo da rota independente de MV A é a síntese de l -desoxixilulose-5-fosfato 

(DXP), o qual é catalisado por uma enzima dependente de tiamina difostàto (TPP), a l

desoxixilulose-5-fosfato sintase (DXS ou DOXS). A DXS realiza uma descarboxilação do tipo 

transcetolase a partir de piruvato e gliceraldeído-3-fosfato (Figura 1 B). Pesquisas em bancos de 

dados genômicos revelaram supostos genes ortólogos a dv:s em certas espécies de plantas. Diversos 

grupos têm independentemente isolado e clonado genes que codificam DXS de várias plantas como 

Mentha piperita (revisado em Lange e/ ai., 1998), Capsicum a111um1 (revisado em Bouvier et ai., 

1998) e CaLharanthus roseus (revisado em Veau el ai., 2000). Em Arabiúopsis thaliana, o gene e/ai 

encontrado demonstrou alta similaridade com DXS de outras plantas estudadas e sua suposta 

localização plastídica foi demonstrada (revisado em Araki et ai. , 2000). Estudos detalhados 

demonstraram que DXS requer TPP e cátions divalentes como Mg2
+ ou Mn 2+ para sua atividade. Os 

genes ,que codificam essas proteínas de várias espécies de plantas estão no genoma nuclear. As 

seqüências protéicas codificadas são precedidas por uma suposta seqüência-alvo ou peptídeo-lider N

terrninal que as direciona aos plastiàeos (revisado em Dubey e, ai., 2003). 

• Diversos estudos apóiam o papel de DXS em controlar a biossíntese de várias classes de 

terpenóides em plantas. Uma correlação positiva foi sugerida entre o nível de transcritos e proteínas 

DXS e a acumulação de vários produtos isoprenóides plastidiais em plantas de Arabidopsis 

modificadas geneticamente pela superexpressão ou imbição do gene dxs. (revisado em Estéves et al., 

2001 ). Outra correlação positi\·a similar foi encontrada entre transcritos de dYs e produção de 

isoprenóides específicos em várias plantas, como a produção de licopeno em tomates (Lycopersicum 

escu!en!llm) durante o amadmecimento dos frutos (reYisado em Lois et ai. , 2000) e a produção de 

alcalóides indólicos terpênicos em suspensão de células de C.roseus sob indução hormonal (revisado 

em Chahed et ai., 2000). 
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No segundo passo da rota independente de MVA, DXP é transformado em 2-C-metil -D

eritritol-4-fosfato (MEP) ( Figura IB). A formação de MEP a partir de DXP envolve um rearranjo 

intramolecular e um passo de redução catalisado pela enzima l-desoxixilulose-5-fosfato 

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

OH DXR e 
O I t!AOPli ' '-. OH 

"r,.,"·•( ' oPO? O,('''(' ''OPO,' 
OH ~!ef• , H OH 

r)XP 2-C-mer ileritritol 4-fosfato !.!EP 

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

Em plantas, dois diferentes grupos clonaram ao mesmo tempo genes que codificam DXR de 

A. thaüana (revisado em Schwender et al. , 1999) e M piperita (revisado em Lange & Croteau, 

1999a) e expressaram estes em E.coli. Mais recentemente, Carretero-Paulet et ai. (2002) clonaram o 

cDNA de um gene de cópia única de A. thaliana que codifica DXR, e a análise da seqüência de sua 

proteína prevê a presença de um peptídeo N-term inal para localização no plastídeo, com um sítio de 

clivagem conservado e uma região conservada rica em prolinas na região N-terminal da proteína 

madura (revisado em Carretero-Paulet et al., 2002). Em plantas trangênicas de menta (M piperita), a 

super-expressão de DXR levou a um aumento em monoterpenos em folhas, comparado com plantas 

do tipc;> selvagem e, de uma forma oposta, o silenciamento parcial do gene dxr levou à redução do 

acumulo de óleos essenciais (revisado em Mahmoud & Croteau, 2001). 

As propriedades cinéticas da enzima DXR de M piperila têm demonstrado que a enzima 

pode ser inibida por fosmidomicina, como documentado em outras espécies de plantas (revisado em 

Zeidler et ai., 1998). 

O próximo passo da rota é a conversão de MEP a 4-(difosfocitidil)-2-metil-O-eritritol (CDP

ME) em uma reação dependente de citidina trifosfato (CTP) realizada pela COP-ME sintase ( Figura 

1 B). Em plantas, o gene que codifica a CDP-ME sintase foi primeiro clonado a partir de 

Arabídopsis, e um fragmento que codifica a seqüência-alvo potencial de plastídeo da proteína foi 

expressa em E. coli recombinante. Estudos têm demonstrado que CDP-ME marcado radioativamente 

é incorporado eficientemente em carotenóides de pimenta vermelha (C.annum) , demonstrando o 

papel essencial desta enzima como similar a COP-ME sintase de A.thalíana (revisado em Herz er 

ai., 2000). A enzima de Arabidopsis requer um cátion divalente. preferencialmente Mg +
2 e a análise 
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seqüência da proteína de Arabidopsis revelou uma suposta seqüência de importação para o plastídeo 

(revisado em Dubey et ai. , 2003). 

O passo mais distante da rota é a fosforilação do grupo 2-hidrox.i de CDP-ME para formar 4-

(difosfocitidil)-2-metil-D-eritritol-~-fosfato (CDP-1\,1E2P) pela reação da enzima CDP-ME cinase 

(Figura 1B) Há poucos estudoc; em plantas que demonstram o possível papel da CDP-ME cinase na 

formação de CDP-ME2P, e a completa enzimologia e análise molecular dessa enzima também não 

está disporúvel. O C14 de CDP-ME (o substrato para CDP-ME cinase) foi eficientemente incorporado 

a carotenoides em C. annuam, sugerindo um poss1vel papel dessa enzima. A enzima parcialmente 

purificada a paitir de M. piperita exibiu a fosforilação de isopentenil monofosfato (ThfP) para IPP. 

Isto permitiu concluir que esta enzima realiza o passo final na biossíntese de TPJ> Da mesma forma, a 

mesma CDP-ME cinase de tomate e E.coli, não demonstraram esse passo catalítico (revisado em 

Rhodích et ai., 2000b ). Genes ortóJogos de tomate e .Nf.piperita carregam uma suposta seqüência 

alvo para plastídeo e um suposto sítio de ligação para ATP (revisado em Dubey el ai., 2003 ). 

O próximo passo da rota MEP é a transfommção de CDP-I\1E::P em um inte1111ediário cíclico 

denominado 2-C-metil-D-eritritol 2,4 ciclodifosfato (MECP), catalisada pela ~,1F.CP sintase. O gene 

que codifica esta enzima foi isolado de Arabidopsis, mas a enzima não foi completamente 

caracterizada, sugerindo que a cinase de M. piperNa, que catalisa a fosfotilação de 1l\1P para IPP, 

seria a enzima final que completa a rota IPP. De qualquer forma, dois passos de desidratação e dois 

passos de redução podem ser requeridos na fonnação de IPP e DMAPP . Poucos estudos em E. coli 

sugerem a conversão de MEC'P para TPP e DMAPP por meio de um intermediário 1-hidroxi-2-C

metil-2-(E)-butenil-4-difosfato (HMBPP), envolvendo passos subseqüentes catalisados por duas 

enzimas a HMBPP sintase e a HMBPP reductase. A análise da seqüência de aminoácidos revelou um 

gené ortólogo codificando HMBPP sintase em A. thaltw1a que é altamente homólogo ao gene i:.pG 

de E. coli o qual catalisa a reação de conversão de MECP para H1-1BPP por ação da HMBPP sintase. 

Adam et ai. , (2002) demonstraram que a baixa atividade catalítica de cromoplastos isolados de 

pimenta vermelha (C. annum) foi aumentada pela adição da proteína HMBPP reductase purificada a 

partir de E. coli. 

Um detalhado conhecimento sobre os genes, enzimas e intermediários das reações da rota 

independente de MVA pode conduzir ao desenvolvimento de novas drogas derivadas de plantas de 

origem terpenóide e produção de vários terpenos importantes _comercialmente em plantas por meio 

da biotecnologia moderna (revisado em Dubey et ai., 2003). Pesquisas futuras devem direcionar-se 
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para elucidar passos enzimáticos individuais entre DXP e IPP, caracterizando os genes e enzimas 

correspondentes e avaliar a regulação da rota DXP com respeito a outras rotas metabólicas no 

cloroplasto. Finalmente, também deve ser examinada a possibilidade de uma cooperação parcial das 

duas rotas celulares de produção de IPP. NfVA e DÀ'P na biossíntese de terpenóides em plantas. 

Enzimas da rota DXP representam alvos para novos iníbidores Pode-se antecipar o desenvolvimento 

de novos herbicidas contra plantas e algas assim como substâncias antimicrobianas contra bactérias 

patogênicas que possuem a rota DXP (revisado em Lichtenthaler, 1999). Adicionalmente, o rápido 

aumento da resistência de patógenos humanos às drogas disponíveis gera urgência na demanda por 

novas substâncias terapêuticas. A rota DXP é empregada por muitos microrganismos patogênicos, 

assim como pelo PlasmodiTtm.falôpamm, Esta rota não ocorre em humanos e animais. Isto torna a 

rota DXP de biossíntese de isoprenóides um alvo ideal para o desenvolvimento de novos antibióticos 

e drogas anti-malária. Em plantas, a inibição da rota DXP pode ser a base para o desenvolvimento de 

novos herbicidas. O conhecimento detalhado do mecanismo e da regulação dessa rota poderá 

beneficiar a produção biotecnológica de isoprenóides de interesse comercial como óleos essenciais, 

carotenóides, clorofila e hormônios vegetais (revisado em Eisenreich et ai 2001 ). 

2.3.3 Controle da rota plastídica independente de MV A 

Embora a maioria dos genes e das enzimas da rota DXP tenham sido identificados em plantas, seus 

papéis no controle do fluxo de metabólitos permanecem não esclarecidos. Resultados têm 

demonstrado que DXS, DXR e IIMBPP rccluctasc podi.:..m contribuir para o controle dessa rota 

metabólica. Conforme descritoanteriormente, Estévez et ai., (2001) manipularam a expressão do 

gene dxs em Arabidopsis e descreveram que a super-expressão de DXS leva a um aumento na 

produção de isopren6ides, enquanto que a supressão de d(."; leva à diminuição da quantidade de 

produtos terpenóides finais. Assim, DXS é wna enzima limitante na produção de lPP plastidial. 

Durante o desenvolvimento de frutos de tomflte, o pactrão de expressão de DXS foi quase idêntico ao 

padrão de acumulação de carotenóides, exceto no último estágio de amadurecimento. Experimentos 

com adição de DXP promoveram um aumento da atividade de DXS, resultando em super-regulação 

da expressão de füoeno sintase (PSY 1), a primeira enzima da biossíntese de carotenóides, e, 

eventualmente, de DXS, e o aumento de carotenóides em frutos. Estes resultados indicam que a 

atividade de DXS é realmente o primeiro passe potencial11;ente regulador da biossíntese de 

carotenóides em frutos (revisado em Lois et ai., 2000). 
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A DXR demonstrou ser uma enzima comprometida com a rota MEP em Arabidopsis. O 

padrão de expressão do gene dxr, avaliado por ensaios histoquímicos de plantas transgênicas 

contendo o promotor de dxr unido ao gene cod1:ficador da S-glicuronidase (gusA), demonstrou uma 

distribuição de transcritos e da proteína DXR com regulação pelo desenvolvimento e condições 

ambientais O bloqueio da rota l\1EP por fosmidomicina levou a uma rápida acumulação da proteína 

DXR, o qual é consistente com o papel regulatório de DXR na rota MEP (revisado em Liu et al., 

2005). 

A HMBPP reductase catalisa a síntese simultànea de lPP e DMAPP no último passo da rota 

MEP. Bote1la-Pav1a e! ai., (2004) àemonstraram que a TmffiPP reductase desempenha um papel 

chave no controle da produção de precursores derivados de MEP para a biossíntese de isoprenóides 

plastidiais. Durante o desenvolvimento de frutos de tomate e de Arabidopsis, transcritos de HMBPP 

reductase foram rapidamente e fortemente acumulados. A super-expressão em Arabidopsis do cDNA 

de tomate que codifica a HMBPP reductase demonstrou altos níveis de carotenóides e um aumento 

na donnência de sementes, o qual foi provavelmente causado pelo aumento no 1úvel de ABA. Plantas 

duplo-trangênicas de Arahidopsis super-expressando ambos os genes codificadores de HMBPP 

reductase e taxadieno sintase demonstraram um forte efeito da HMBPP reductase em aumentar os 

níveis de taxadieno. A raxadieno sintase catalisa a produção de raxadieno a partir de GGPP. 

2.3.4 Distribuição das rotas de biossíntese de terpenóides na natureza 

Muitas bactérias, arqueobactérias, leveduras, fungos, alguns protozoários e animais utilizam a 

rota MV A Contudo, muitas bactérias (incluíndo muitos patógenos humanos), algas verdes e 

possivelmente o parasita da malária P. falc1pamm fazem uso exclusivamente da rota MEP. 

Streptumyces, algumas algas, musgos, diatornáceas marinhas e plantas supeiiores utilizam ambas as 

rotas. Finalmente, a capacidade para biossinteti7ar precursores de isoprenóides está ausente em 

alguns microrganismos parasitas que podem ser capazes de utilizar terpenóides a partir dos seus 

hospedeiros (tabela 4; revisado em Lichtenthaler, 1999). 

Em plantas superiores, a rota MV A opera no citoplasma e na mitocôndria onde esteróis, 

sesquiterpenos e ubiquinonas são predominantemente formadas via MV A. Isoprenóides sintetizados 

nos plastídeos como hemiterpenos, monoterpenos, diterpen0s e caroten6ides são formados 

predominantemente via DXP. A separação espacial das duas diferentes rotas de biossíntese de IPP 
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não é absoluta porque os metabólitos podem ser trocados entre os compartimentos celulares. A 

natureza das trocas de metabólitos entre os compartimentos e a regulação desse processo ainda não 

está estabelecida (Eisenreich, 200 l) . 

Tabela 4. Fonnação de isoprenóides em plantas e organismos fotossintetizantes pela rota dependente de MV A ou pela 

rOLa DOXP ou independeme de \IYA. Adapwdo de Lichrenrlrnler ( 1999). 

Organismo 

Cianobactéria (Synechocystis) 

Algas verdes (Scenedesmus 

obliquus, Cloreila fasea, 

Chamydomonas reinhardtü) 

Algas vermelhas (Cyanid;um 

caldarium, Euglena gracilis) 

Plantas superiores (Lemna 

gibba, Daucus carota, 

Hordeum vulgare) 

Isoprenóides 

Fitol, ~-caroteno 

Fito!, 13-caroteno, luteina, 

plastoquinona-9, ubiquinona- l O 

Fitei, ergosterol 

Fitol, ~-caroteno, PQ-9, 

sitosterol, stigmasterol, 

campesterol 

2.3.5 Engenharia metabólica da biossíntese de isoprenóides plastidiais 

Rota IPP 

DXP 

DXP 

DXP 

DXP,MVA 

A recente elucidação da rota DXP e a clonagem dos genes envolvidos têm permitido a 

manipulação genética dessa rota plastidial. O gene que codilica a primeira enzima da rota, DXS, tem 

sido constitutivamente super-expresso em Arab,Jop,>i-> (Eslevez e/ ai., 2001). Outro exemplo de 

sucesso da t:ngenharia metabólica de isoprenóides plastidiaís é a modificação genética da rota de 

monoterpenos em A1entha x piperita [. Croteau et ai. , (2001) desenvolveram com sucesso um 

sistema modelo para a investigação do metabolismo e regulação de monoterpenos em Mentha x 

piperita. Como já descrito a conversão de DXP em NfEP catalisada por DXR é um passo importante 

na biossíntese de monoterpenos. A super-expressão de DXR pode aumentar a produção de óleos 
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essenciais, principalmente monoterpenos. O mentofurano é um indesejável componente de 

monoterpenos e influencia na qualidade de óleos essenciais. Mahmoud & Croteau (2001) relataram 

que o cDNA de DXR e um cDNA anti-senso da mentofurano sintase foram transferidos para Mentha 

x piperita, independentemente. Dois diferentes grupos de plantas trangênicas foram regeneradas nos 

experimentos de reductoisomerase. Um grupo com aparência normal cresceu e acumulou mais óleos 

essenciais (aproximadamente um aumento de 50%) sem mudar a composição de monoterpenos. O 

outro grupo foi deficiente na produção de clorofila, cresceu vagarosamente e produziu menos óleos 

essenciais devido à co-supressão do gene dxr. Plantas expressando o cDNA anti-senso da 

mentofurano sintase exibiram aparência normal e produziram menos que a metade destes 

monoterpenos indesejáveis que compõem os óleos. Estes experimentos demonstram que a super

expressão de um gene importante da rota de biossíntese de isoprenóides plastidial pode melhorar o 

fluxo de produtos finais e a supressão anti-senso de um passo selecionado de biossíntese pode 

melhorar a composição dos produtos de interesse comercial. 

Nos ~ltimos anos, o metabolismo de plantas com alto potencial de beneficiar a saúde humana 

está sendo modificado com sucesso. A maioria dos trabalhos tem sido apresentada com foco na rota 

de síntese de carotenóides, primariamente devido à fácil seleção pela cor e, também, por ser esta 

uma rota de síntese de carotenóides bem conhecida. A modificação do metabolismo vegetal para 

altos níveis de P-caroteno no endosperma de arroz é um dos exemplos de sucesso. O P-caroteno 

(pró-vitamina A) é o principal precursor do retinol. A avitaminose A pode levar à cegueira total e é 

um mal amplamente distribuído em países em desenvolvimento. Os humanos não sintetizam 

carotenóides, e, por isto, dependem da ingestão diária para fabricar os retinóides. Em arroz, os 

carotenóides acumulam-se junto com as clorofilas nos cloroplastos das folhas, mas não nos 

cromoplastos de sementes. O endospenna imaturo de arroz é livre de carotenóides, mas é capaz de 

sintetizar estes compostos a partir do intermediário geranilgeranildifosfato (GGPP). Contudo, quatro 

novas enzimas são necessárias para a síntese de 13-caroteno no endosperma: PSY, fitoeno desaturase, 

caroteno desaturase (Crtl), e licopeno P-ciclase. Plantas transformadas com os genes psy e crtl 

acumularam maiores níveis de P-caroteno e também de luteína e zeaxantina (Fray et al., 1995). 

A rota plastídica DXP também foi modificada para aumentar o aroma e o sabor de frutos em 

amadurecimento. O linalol é um dos dez mais importantes compostos voláteis que influenciam a 

qualidade do sabor de tomates. Lewinsohn et ai., (2001) especifi~amente expresaram uma S-linalol 

sintase em frutos de duas variedades de tomates, distituídas de linalol. Os frutos das plantas 
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trangênicas produziram relativamente altos níveis de linalol e 8-hidroxilinalol e o aroma das mesmas 

foi aumentado. 

Todos os exemplos de engenharia metabólica da biossíntese de isoprenóides plastidiais acima 

relatado=- configuram uma recente revelação desta rota e representam exemplos úteis na engenharia 

metabólica de isoprenóides (Liu e! a i , 2005). 

2.4 Óleos Essenciais (Monoterpenos) 

Os monoterpenos, devido ao seu baixo peso molecular, costumam ser substâncias voláteis, 

sendo portanto denominados óleos essenciais ou essências. Os monoterpenos podem ocorrer em 

pêlos glandulares (Lamiaceae), células parenquimáticas diferenciadas (Lauraceae, Piperaceae, 

Poaceae), canais oleíferos (Apiaceae) ou bolsas lisígenas ou esquizolisígenas (Pinaceae, Rutaceae). 

Eles podem estar estocados em flores (laranjeira), folhas (capim-limão, eucalipto, louro), ou nas 

cascas dos caules (canelas), madeira (sândalo, pau-rosa) e em fiutos (erva-doce; revisado em Peres, 

2000). 

Os óleos essenciais apresentam reconhecidas propriedades como repelentes de insetos, sendo 

freqüentemente encontrados em tricomas glandulares que se projetam da epiderme e agem como 

advertência sobre a toxicidade do vegetal, repelindo potenciais herbívoros mesmo antes que estes 

ataquem. Nos tricomas glandulares, os terpenos são armazenados em um espaço extracelular 

modificado na parede celular. Os óleos essenciais podem ser extraídos dos vegetais por meio de 

destilação por arraste a vapor, sendo importantes comercialmente como aromatizantes de alimentos e 

na indúsrria de perfumes (re,-isado em Taiz & Zeiger, 2004 ). 

• Pesquisas recentes revelaram um aspecto interessante na função protetora dos terpenos 

voláteis. Em milho, algodão, tabaco selvagem e outras espécies, certos monoterpenos e 

sesquiterpenos são produzidos e liberados somente após o inseto ter iniciado a ingestão da planta. 

Tais substâncias repelem herbívoros ovopositores e atraem inimigos naturais, incluindo insetos 

predadores e parasitas, que matam os insetos herbívoros e, ass1m, m1111rn1zam danos adicionais. 

Assim, os terpenos voláteis só não agem diretamente na proteção. como também propiciam que os 

vegetais que os produzem obtenham auxilio de outros organismos para sua defesa. A capacidade das 

plantas em atrair inimigos naturais de insetos herbívoros surge co~o uma nova alternativa ecológica 

para controle de pragas (re,i sado em Taiz & Zeiger, 2004). 
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Uma gama de constituintes químicos podem ser identificados nos óleos essenciais, havendo 

referências de presença de hidrocarbonetos terpênicos, álcoois simples e terpênicos, aldeídos, 

cetonas, fenóis, ésteres, óxidos, peróxidos, furanos, ácidos orgânicos, lactonas, cumarinas, etc. Entre 

os constituintes dos óleos essenciais, alguns apresentam maiores concentrações, e são conhecidos 

como "componentes principais". Aqueles que se apresentam em baixíssimas concentrações são 

conhecidos por "componentes-traço". Como exemplo, pode-se citar o 1,8-cineol ou eucalipto! 

(Figura 4) que é o componente principal do óleo de Eucalyptus globulus, apresentando uma 

concentração média de 80 % entre os extrativos da folha. No entanto, este componente também está 

presente no óleo de bergamota como componente-traço, com concentração em tomo de 0,002%. O 

componente principal é o constituinte desejado e o fator pelo qual ocorre a exploração econômica 

das plantas produtoras de óleo (revisado em Peres, 2000) . 
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Figura 4. Estrutura de alguns óleos voláteis (monoterpenos). A. 1,8-cineol ou eucalipto!; B. citral; C. citronelal; D. 

mentol. 

2.4.1 Óleos essenciais de eucalipto 

Os óleos das folhas de eucalipto são formados por uma complexa mistura de componentes, 

envolvendo de 50 a 100 ou até mais compostos orgânicos voláteis, dentre os quais destacam-se 

hidrocarbonetos, álcoois, aldeídos, cetonas, ácidos e ésteres (revisado em Peres, 2000). Os óleos 

essenciais de eucalipto ocorrem principalmente nas folhas, onde são produzidos em pequenas 

cavidades globulares chamadas glândulas. Estas encontram-se distribuídas em todo o parênquima 

foliar da maioria das espécies de eucalipto. Em algumas espécies, estas glândulas, podem ser 

visualizadas como pequenos pontos translúcidos quando a folha é observada contra a luz. A origem 

biossintética dos óleos essenciais de eucalipto relaciona-se com seu metabolismo secundário, o qual 

como discutido anteriormente, não é considerado como fundatJ?,entaI para a manutenção da vida 

celular, porém, confere às plantas a capacidade de adaptação às condições do meio em que vive. No 
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caso dos eucaliptos, especialmente, as referências são as de que a ocorrência do óleo essencial estaria 

relacionada com a defesa da planta contra insetos, resistência ao frio quando no estádio de plântula, 

ao efeito alelopático e à redução da perda de água, conclusões estas que dependem ainda da 

realjzação de estudos mais comprobatórios (re\ isado em Doran, 1991). 

Entre as aproximadamente 600 espécies de eucalip1os descritas, pouco mais de 200 foram 

examinadas com relação à produção e ao teor de óleos essenciais, e menos de 20 têm sido citadas 

como úteis à exploração comercial. Os óleos essenciais de eucaliptos estão divididos, basicamente em 

três grnpos principais, em função do seu uso final, os quais são. o!eos medicinais, óleos industriais e 

óleos para perfumaria (re,,isado em Doran, 1991 ). As principais espécies de eucalipto produtoras de 

óleo estão relacionadas na Tabela 5. 

Os óleos medicinais são aqueles que apresentam corno componente principal o cineol, em 

quantidades mínimas de 70 %, e são destinados à fàbricação de produtos tànnacêuticos como 

inalantes, estimulantes de secreção nasal, produtos de l:úgiene bucal ou, simplesmente com função de 

dar sabor e aroma aos merucamentos. A principal espécie produtora deste tipo de óleo no Brasil é o 

E. gloh11lus, havendo também algumas referências de extração a partir de F:. smithii. Os óleos 

industriais têm como componentes principais o felandreno e a piperitona. O primeiro é usado como 

solvente e matéria prima na produção de desinfetantes e desodorizantes. A partir da piperitona é 

fabricado o ti.mal, um preservativo para gomas, pastas, colas, etc e o mentol usado como 

aromatizante de produtos medicinais. No Brasil, não ocorre uma exploração intensiva de espécies 

que produzem este tipo de óleo Os óleos de eucalipto também estão presentes nas indústrias de 

per:fum'arias, fazendo parte da composição de perfumes para diversos fins, sendo mais usados nos 

produtos de limpeza, como sabões e desinfetantes. O E. citriodora é a principal espécie explorada no 

Brasil para a produção deste tipo de óleo, apresentando como componente principal o citronelal. O 

E. staigeria11a também pertence a este grupo e é cultivado em pequena escala no país, sendo o citral 

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

Tabela 5. Principais espécies de Eucalyptus utilizadas na para produção de óleos essenciais. Adaptado de Vitti et ai., 

2U03) 
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Espécies 

Óleos medicit'l:iis 

E .t'~l.r•;:O>'.y,1:'),'~ 

E. ON20S-t1 

E p:J/_v1-11:x:1E-,i 

E r::1c/.:.Ji-·3 suoe.sp. t::10:,.ata \var. cúu;•.:.if) 
E Sldt,'D>-.)-~(;),1? 

E. cmith:,' 

Óleos industriais 
E i:f:,;;;::.~ (var. fr:;ii.1nt:1"rr::rrr:·} 

E~ r:11~'et- t var. ::,ipent.:nKr) 

E. Ei'Jl,J (',.13r. j.iJ:,;~r;t~Jn~J) 

E r.J~,'i.JlrJ -~ube$p. , .J ... 1:1-Jt,J (var. f~i-Jn1r,:4n,)j 

Óleos p.ir:i perfumari.:1 

Componente 
Nome 

Cineo' 
Cineo, 

Cineo 
Cineo! 
Cineoi 
Cineo, 

Cineol 
Cineo 

Cin.,.o 
Ci11eo1 
Cineo: 
Cineoi 
Cinoé'oí 

Cíneo' 

;: ,;:lar-dren;:i 

Pípento1'0 
Pipe, tor,o 

;::e1an01ern:i 

Cítronei.:i 
Ac. de ger.:1·', 

C:iiral (.:l+:)) 

Principill Rendimento 
Teor(%} (%)" 

8tHl0 C,3--2.e. 
40-f:I0 2C 
i;il}-7:": 3,0-610 
3:~-70 1,0-2.0 
f:i0-80 1,f~2_f. 

1:aJ-80 CJ-2.:, 
E,5-75 C,&-2,5 
45-5:2 1;)-2.1 

GIJ-H:3 C,7-5.0 
i;i:S-75 2.ts-:3.~, 
til)-7::: C,f•-2,5 
70-80 1,0-2.2 

4S C,9-1,0 

70-80 1,0-1 .f, 

60-80 1;':--.5,í:1 

40-513 3,0-6.S 
40-5!:: 2::5-S.0 
3:::-40 ::,,C-4,.:, 

r:iS-BC C""J:';lt""1 
i·- •--L,<J" 

l:,0-71] G,2- 1.0 
113-40 1,2- 1.E, 

2.4.2 Principais espécies de Eucalyptus produtoras de óleo essencial no Brasil 

As principais espécies de Eucalyptus cultivadas no Brasil para a produção de óleo essencial 

são: Eucalyptus citriodora, Eucalyptus globulus e Eucalyptus staigeriana. A seguir, uma breve 

descrição destas espécies é apresentada. 

Eucalyptus citriodora 

O E. citriodora é uma árvore de médio porte e de bonita aparência, com as procedências de origem 

norte-australiana apresentando cascas rosadas e as de origem sul-australiana apresentando manchas 

em suas cascas e a copa espalhada. A espécie ocorre em vários tipos de solo, em florestas abertas 

juntamente com outras espécies, sendo facilmente diferenciada destas em função do forte aroma de 

citronelal de suas folhas. 
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No Brasil, o E. citriodora foi introduzido juntamente com outras espécies de eucalipto, com o 

objetivo inicial de produção de madeira. Hoje, ela é muito utilizada para a produção de carvão 

vegetal, postes, madeira para serraria, mourões de cercas e também como lenha. Além dessas 

aplicações, atualmente é o eucalipto mais cultivado no país para produção de óleos essenciais. Com 

relação a estes, os rendimentos variam de 1 a 1,6%, ou seja, a cada tonelada de biomassa foliar 

destilada pode-se extrair de 10 a 16 kg de óleo. A concentração do seu componente principal, o 

citronelal, varia entre 65 a 85 %. No Brasil, o óleo de l!;. citriodora é comercializado bruto ou então, 

tendo corno base o citronelal para se obter o citronelol, o hidroxicitronelal e o mentol (revisado em 

Vitti & Brito, 2003). 

Eucalyptus globulu.v 

Existem 4 subespécies de E. globulus produtoras de óleo essencial: o E. g/obulus bicostata, o E. 

giobulus globulus, o H. globulus maidenii e E. globuius pseudoglobu.lus (revisado em Boland et ai., 

1991 ). O E. globu/us bic.:osiatu ocoffe de Nova Gales do Sul a Victoria, na Austrália, e sua forma 

varia de pequenas árvores arbustivas em mata aberta a árvores altas com troncos retos em florestas 

densas. Esta espécie é muito usada como árvore ornamental, sendo sua madeira dura e resistente, 

geralmente usada para construção. O rendimento em óleo das folhas desta subespécie varia de 1,7 a 2 

% e o seu componente principal, o 1,8-cineol, varia de 33 a 80 % (revisado em Vitti & Brito, 2003). 

O E. globulus globlJÜJs tem sua origem prim;ipalmente na Tasmània, mas ocorre também no sul do 

estado' de Victoria, na Austrália. Sua fom,a varia desde arbustos, em locais abertos, a árvores de até 

70 m de altura em florestas densas, com copa grande e aberta. A madeira é dura e pouco resistente, 

mas pode ser usada para construção, postes, dormentes e lenha, sendo considerada uma das melhores 

espécies de eucalipto parta produção de papel. A espécie e muito usada na Península Ibérica, na 

China, em Prniugal e no Clúle para a produção de madeira, celu1ose e óleo essencial. O rendimento 

em óleo das folhas desta subespécie é de 1,4 a 2,4 % com teor de 1,8-cineol variando de 61 a 69 % 

(revisado em Vitti & Brito, 2003). 

O }.;. globu/us maidenii é caracterizado como uma árvore de médio a grande porte, 

encontrada na aérea costeira e sub-costeira do sul do estado de Nova Gal.es do Sul,na Austrália. Está 

mais adaptada a vales com solos férteis e úmjdos, embora cre:5ça cm locais pouco favoráveis se 

houver chuva em quantidade adequada. A madeira desta subespécie também é usada para a 
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construção em geral. O rendimento em óleo de sua folhas varia de 2,2 a 2,8 % e o teor de 1,8-cineol 

varia de 46 a 70 % do óleo (revisado em Vitti & Brito, 2003). 

O E. globulus pseudog/obulus é caracterizado como árvore de médio porte nas florestas abertas e 

nas terras de altitude sobre solos alm·iais, sendo também conhecida com E. pseudvgfohuhr!:i. Esta é a 

úrrica subespécie de E. glohulus ainda não cultivada em outros países O rendimento em óleo 

essencial de suas folhas varia de 4,0 a 5,6 %, com teor de 1,8-cineol situado entre 47 a 69 % 

(revisado em Vitti & Brito, 2003). 

O E. glohulus foi a pnmei.ra especie de eucahpto introduzida no Brasil, em 1855, mas foi 

somente em 1973 que grandes plantações de eucalipto foram iniciadas pela antiga Companhia 

Paulista de Estradas de Ferro, visando a produção de madeira. No entanto, o início da extração de 

óleo desta espécie ocorreu somente durante a Segunda Guerra Mundial, devido às dificuldades de 

importação deste tipo de óleo essencial (revisado em Braga, 200 l ). 

Geralmente, o E. globulus é explorado em pequena escala, uma vez que esta espécie está 

mais adaptada a climas mais mos e o óleo produzido em nosso país sofre grande concoJTência 

daquele importado da China. A. madeira desta espécie em sua forma pura, apesar das referências 

favoráveis para a produção de celulose e papel, é usada apenas como lenha. Híbridos de cruzamentos 

de E. globuius com outras espécies mais adaptadas e de mais rápido crescimento são amplamente 

exploradas no Brasil para tal fim. O rendimento em óleo essencial observado no Brasil, varia de 1,6 a 

2 %, com teor de cinco! de 70 a 80 % (revisado em Yitti & Brito, 2003). 

Eucalvptus staigeria,ia 

A espécie E. staigeriana ocorre naturalmente na península de Cape York, no estado de 

Queensland, na Austrália, em altitudes de 40 a 600 m. O E. staigericma é caracterizado, como uma 

árvore de tamanho médio, podendo chegar a 22 m de altura, onde a copa reduzida e espalhada, 

exceto quando crescendo com outras espécies, onde a copa pode ser tão ampla como alta. Está 

espécie está adaptada a zonas climáticas quentes e subúmidas, sobre solos pobres e bem drenados, 

em matas ou florestas abertas. As folhas desta espécie apresentam aroma caracteristicamente cítrico, 

proverriente do citral, que é uma mistura dos componentes neral e geranial. O rendimento em óleo 

desta espécie varia de 1,2 a 1,5 %, com teor de citral entre 16 a 40 %, tendo um aroma muito 
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agradável, utilizado nas indústrias de perfumaria. Não existem muitas referências sobre os usos desta 

madeira, sabendo-se apenas que ela apresenta cor vermelha sendo resistente e durável (revisado em 

Vitti & Brito, 2003). 

No Brasil, o plantio der.. sfaigeria11a é feito basicamente para a produção de óleo essencial e 

a madeira obtida nestes plantios é vendida como lenha. Na década de 1970 um esludo mostrou a 

relação de E. staigeriana com a produção de óleo essencial na região de Torrinhas, estado de São 

Paulo. Foi observada uma variação de rendimento de 0,07 a 2,53 %, e de teor do componente 

principal de 13 a 62,96 %. A partir desses resultados foram selecionadas plantas que apresentavam 

alto rendimento e/ou concentração de citral Jlara a produção de sementes, as quais foram usadas para 

plantios comerciais em que a média de rendimento em óleo atingiu 1,4 % (revisado em Pinto et ai., 

1976). 

O óleo de E. staigeriana não é explorado comercialmente na Austrália. Os plantios desta 

espécie para a produção de óleos essenciais são conduzidos principalmente no Brasil, África do Sul, 

Seychelles e na Guatemala. O odor caracte1ístico do óleo desta espécie despertou o interesse para a 

utilização em sabonetes, fragrâncias de detergentes e outros No entanto, a sua estabilidade nos 

sabonetes não é muito boa, a menos que seus componentes principais sejam cuidadosamente fixados. 

Outro aspecto é o de que o óleo de E staigeriana sofre concorrência direta do citral produzido 

sinteticamente e com boa qualidade e preços atrativos (revisado em Vitti & Brito, 2003). 

Em visita realizada à maior empresa produtora de óleo essencial desta espécie no Brasil, a 

Dierberger Óleos Essenciais S. A , Siveira (19º") constatou que as áreas cultivadas com o F:. 

staigeriana estavam sendo reduzidas em função de um aumento no consumo do citral sintético. No 

entanto, atualmente, está havendo uma retomada do interesse pelo óleo desta espécie em função de 

que o citral obtido do seu óleo está tendo maior aceitação na aromatização de alimentos frente ao 

citral produzido sinteticamente. 

2.5 Mercado Mundial do Óleo Essencial de Eucalipto 

No panorama mundial, as principais espécies de Eucalyptus cultivadas para a produção de 

óleo medicinal incluem E. globulus, E. australiana, li,. smithii, e li,. drives var. "C". Para o 

atendimento do ramo da perfumaria, o olco e obtido principalmcn~e de E. citrivdora e E. nwcarthuri. 

O óleo de E. slaigeria11a é produzido apenas no Brasil, para a obtenção do 1-limoneno, geraniol e 
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acetato de geranila. O óleo desta espécie não é considerado muito interessante em função de 

apresentar usos especializados e limitados, sendo bastante vulnerável à competição com produtos 

sintéticos. Os óleos industriais, ricos em felandreno, são produzidos por E. drives "Tipo" e var. "A" e 

E. australicmu var. "B". A ª"aliação do mercado mundial dos óleos de euca1ipto aponta para um 

aumento no consumo dos óleos ricoc; em cineol, e um decréscimo do consumo dos óleos destinados à 

perfumaria e indústrias, devido às competitivas soluções alternativas para os seus derivados (revisado 

em Vitti & Brito, 2003 ). 

Mundialmente, os óleos de eucalipto para fins medicinais representam o mat0r volume 

produzido e comercializado. Dos óleos de eucalipto utilizados em perfumaria, aquele obtido do E 

citriodora é produzido em escala muito maior que o óleo extraído do E. <;faigeriana O mercado do 

óleo industrial, obtido principalmente do E. drives é muito reduzido (revisado em Vitti & Brito, 

2003). 

No caso específico dos óleos ricos em cineol, a China exerce amplo domínio, detendo 70 % 

da comercialização mundial. Os demais países são Portugal, Índia, Áfiica do Sul, Austrália, Chile e 

Espanha. Na América do Sul, além do Chile, o Brasil já foi um importante produtor de óleo de F,. 

globulus. Em escala bem menor, podem ainda ser citados ainda a Bolívia, o Uruguai e o Paraguai 

(revisado em Vitti & Brito, 2003). 

A China também detém o domínio da produção e comercialização de oleo de E citriodora. 

Sua produção, em 199), foi estimada em 1.000 toneiadas, quantia que representa 2/3 da produç.ão 

mundial deste tipo de óleo O óleo de E. cilriodora produrido no Brasil e na Índia foi estimado, para 

aquele mesmo ano, em 50 a 500 toneladas, respectivamente. O Brasil é citado como o único 

fornecedor de óleo de E. staigerian.a para o mercado mundial, com produção estimada em 60 

toneladas/ano (revisado em Vitti & Brito, 2003). 

Os principais consumidores de óleo essencial são os pruses da Comunidade Européia, sendo a 

França, a Alemanha e a Inglaterra os maiores compradores. F.m 1990, estes países importaram a 

quantia de 1.840 toneladas de óleo de eucalipto. Os Estados Unidos da América é também 

considerados um grande consumidor, tendo importado no ano de 1990 cerca de 3 78 toneladas de 

óleo ( revisado em Braga, 200 l). 

A China, por deter a mruor parte da produção mundial de óleo de eucalipto, exerce grande 

irrfluência sobre os preços praticados no mercado mundial, sobre~udo induzindo a fortes quedas nos 

preços internacionais. No início de 1994, o preço do óleo rico em cineol oferecido pelos chineses não 
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não ultrapassava US$ 3,001kg, enquanto o preço médio praticado no mercado internacional cinco 

anos antes era de US$ 6,001kg. Também no início do ano de 1994, o óleo de E. citriodora era 

oferecido pelos revendedores em Londres a US$ 3,35/k:g. Atualmente, parece haver uma recuperação 

internacional nos preços de óleo, especialmente o do E. citriodora, que tem atingido US$ 6,00/k:g 

(revisado em Vitti & Brito, 2003). 

2.6 Óleo Essencial de Eucalipto no Brasil 

A produção de óleos essenciais no Brasil teve início em 1927, tendo como base o puro e 

simples extrativismo do pau-rosa (Aniba rosaeodora), cuja produção de óleo, na época, aproximou

se de 200 toneladas. Segundo dados obtidos junto a produtores nacionais, no final da década de 1990 

a estimativa nacional de produção anual de óleos de E. staigeriana era de 60 toneladas, sendo o 

mesmo comercializado por US$ 6,001kg. Para E. citriodora, a produção era estimada em 800 

toneladas anuais, com preço no mercado nacional variando de R$ 8,00 a R$ 10,00/kg de óleo, e no 

mercado internacional variando entre US$ 4,5 a 5,00/kg de óleo (revisado em Vitti & Brito, 2003). 

A retrospectiva de óleos essenciais no Brasil tem demonstrado que o mercado não é estável. 

Por se tratar de uma cultura florestal, no entanto, a extração de folhas pode ser associada a práticas 

de manejo que realizam o uso múltiplo da área. No caso do E. citriodora, por exemplo, além do 

óleo, pode-se produzir madeira para ser usada como lenha, mourões, postes e até toras para serrarias. 

As folhas depois de destiladas podem ser utilizadas como adubo orgânico ou então como fonte de 

energia para caldeiras. Outra possibilidade, já comentada anteriormente, é de se manter um sistema 

silvopastoril nas áreas onde o E. citriodora é cultivado. Utilizando-se este tipo de sistema que visa o 

uso múltiplo da área florestal, tem-se a possibilidade de receitas adicionais às de comercialização do 

óleo, o que pode minimizar os riscos decorrentes das eventuais flutuações deste mercado (revisado 

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

3.1 Seleção de Clones 

Uma cuidadosa revisão bibliográfica, a qual constitui o Capítulo 1 da presente Dissertação de 

Bacharelado, foi realizada visando identificar as principais classes de genes vegetais potencialmente 

relacionadas com a biossmtese dt: ólt:os t:ssenciais. As classes de genes dos principais clones 

candidatos selecionados codificam potencialmente proteínas relacionadas com a síntese de 

isoprenóides como monoterpenos (óleos essenciais), hormônios (ABA, GAs, Cks, BR) e pigmentos 

fotossintetizantes (clorofilas, carotenóides) em plantas. Os principais clones de cDNA selecionados 

potencialmente representam os genes codificadores das enzimas DXS, DXR, MDC e IPPI. Maiores 

informações sobre estas classes de enzimas e genes encontram-se no Capítulo 1. 

A partir dos resultados fu1ais de depósitos de ESTs, agrupamentos por similaridade de 

seqüências (clusterh1g) e de anotação automática da potencial identidade funcional das seqüências 

presentes nos bancos de dados do Projeto GENOL YPTUS, disponíveis pelo Laboratório de 

Genômica e Expressão Gênica da Universidade Estadual de Campinas 

( e pelo Laboratório de Bioinfonnática da Universidade 

Católica de Brasília, (http://www.genoma.ucb.br/SistemaGenoma/), foram identificadas seqüências 

únicas (singlets) de ESTs ou grupos de seqüências (clmters) potencialmente codificadores de 

proteínas de Eucalyptus relacionadas às classes acima apresentadas. Após a reunião de todas estas 

seqüências disponíveis no banco de dados do GENOL YPTUS, foram selecionados clones de cDNA 

potencialmente completos, isto é, caracterizados pela presença do códou de itúcio de tradução, ATG 

(Anexo 1). Considerando que os cDNAs foram gerados a pa11ir de oligonucleotídeos com 

complementaridade às caudas de poli(A), subentende-se que todos os produtos de síntese, ou a sua 

maioria, possuem a região 3 '-terminal e, por conseguinte, os códons de terminação da tradução. 

Finalmente, o clone representante de uma das classes desses genes, o gene DXR, foi investigado em 

maior profundidade por ser o único contendo códon de início de tradução e, portanto, ser o único 

representante completo encontrado no banco de dados do GENOLYPTUS. Sua clonagem molecular 

e caracterização funcional constituem o foco principal da presente Dissertação, descritos nos 

Capítulos 3, 4 e 5. 
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3.2 Novos Seqüenciamentos dos cDNAs Ligados ao Plasmídeo pSportl 

Os cDNAs identificados que potencialmente codificam cada um dos genes DXR, MDC, IPPI 

I e IPPI II foram localizados nas microplacas-estoque ,que contem os produtos gerados pelas 

construções das bibliotecas de cDNA <le E. gru11Jú, com exceção da seqüência de DXS que não foi 

localizada. Estes cDNAs estão inseridos no plasmídeo pSport1 (Invitrogen; Anexo 4). 

Para a confirmação da identidade molecular de cada uma das seqüências, os cDNAs foram 

resseqüenciados. Para isto, 1 µL da preparação plasmidial estoque do cDNA de cada gene foi 

utilizado para transformar E. coli DHl 0B e as colônias resultantes foram inoculadas em meio LB 

líquido paia a preparação de plasm.ídeu::, em pequena escala ("'illllupreparação plasmidial"), gerando, 

assim um volume maior de DNA plasmidial. Amostras do DNA plasmidial de cada gene foram 

resseqüenciadas usando o seqüenciador automático 4B!-PR!S.~,f 3 /00 Genetic Analyser (Applied 

Biosystems) armado com capilares de 50 cm e polímero POP6 (Applied Biosystems). Os DNAs

moldes (30 a 45 ng) foram marcados utilizando-se 3,2 pmol do primer GlyptsRevl (5' 

ATAGGGAAAGCTGGTACGC-3') ou Ml3-40 Forward (5' 

GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTA-3', GE Healthcare) e 2 µL do reagente BigDye Termina/ar 

v3.J Cycle Sequenông RR-100 (Applied Biosystems) em um volume final de lO pL. As reações de 

marcação foram realizadas em termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems) com 

uma etapa de desnaturação inicial a 96 ºC por 3 mim seguida de 25 ciclos de 96 ºC por 10 seg, 55 ºC 

por 5 seg e 60 ºC po1 4 min. Após marcadas, as amostras foram purificadas pela precipitação com 

isopropanol e lavagem com etanol 70 %. Os produtos precipitados foram diluídos em J0 µL de 

formamida Hi-Fi (Applied Biosystems), desnaturados a 95 ºC por 5 min, resfriados em gelo por 5 min 

e eletroinjetados no seqüenciador automático. Os dados de seqüenciamento foram coletados 

utilizando-se o programa Data Collection v.10.l (Applied Biosystems) com os parâmetros: Dye Set 

"Z''; Mobility hle 'DT3J00POP6{BDv3)v.Jmob "; BioLJA,JS Projet.:t ''3J00_ProjecJJ". O 

seqüencia.menta foi realizado no Laborató1io ACTGene (Centro de Biotecnologia, UFRGS, Porto 

Alegre, RS). 

Após o seqüenciamento, as seqüências geradas foram analisadas utilizando-se os programas 

BLASTn e tBLASTx disponíveis pelas páginas do Nationai Centre for Biotechnology lnjormation 

(NCBI, bttp//www.nvb1.nih.gov) na internet, e alinhadas com a:5 seqüências obtidas do banco de 

dados do Projeto GENOL 'YPTUS e com as seqüências dos mesmos genes de outras plantas a fim de 
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confirmar sua identidade molecular. Para essas análises utilizou-se o programa ClustalW 1.8 

(www.ebi.ac.uk/c1usta1W#; Anexo 5). 

3.3 Construção do Vetor Plasmidial Contendo o Gene dxr para Expressão em E. coli 

3.3.1 Ligação de inserto de cDNA e transformação de células termocompetentes de E.coli 

Os protocolos de práticas laboratoriais gerais de biologia molecular fundamentalmente foram 

desenvolvido conforme preconizado em Ausubel et ai. (2003)._Inicialmente, foi verificada a 

presença de sítios de restrição no plasmídeo pSportl para a liberação do gene dxr mantendo o códon 

de início de tradução, ATG, em fase de leitura para inserção do gene no vetor de expressão pGEX-

4T-2 (GE Healthcare; Anexo 6). O sistema pGEX, possui um sítio de multiclonagem o qual está 

fusionado na sua porção N-tenninal a uma proteína, a glutationa-S-transferase (GST). A expressão 

de insertos clonados em vetor pGEX é controlada pelo promotor do gene lac induzido por IPTG. 

Todos os vetores pGEX são construídos com um gene laclQ. O produto deste gene é wna proteína 

repressora que se liga à região operadora do promotor lac, prevenindo sua expressão até a indução 

comIPTG. 

As enzimas selecionadas foram Sa!I a qual cliva o vetor pSportl antes da inserção do gene 

dxr e Notl que cliva o vetor após a cauda poli(A). Ambas as enzimas possuem sítios de restrição 

presentes no sítio de multiclonagem do vetor pGEX-4T-2. A digestão enzimática foi realizada com 

40 U das enzimas de restrição Sa!I (Jena Bioscience) e NotI (Fermentas), empregando-se o Tampão 

O (Fermentas) na concentração de lx, 20 ng de RNAse (Invitrogen), 10 µg do DNA plasmidial de 

pSportl ligado a dxr e água ultrapurificada por osmose reversa (Mili Q, Milipore) para completar o 

volume da reação de 100 µl. A reação foi incubada a 37 ºC durante 1,5 horas. Os produtos da 

digestão foram resolvidos por eletroforose em gel de agarose a 0,8%, sendo que os tamanhos 

esperados de fragmentos seria de 4.900 pb e 1.800 pb. O fragmento do gene dxr foi purificado do gel 

pelo uso do kit GFX Gel Band Purification (GE Healthcare ). 

O vetor de expressão pGEX-4T-2 foi digerido com as mesmas enzimas de restrição, San e 

Notl, o que permitiu a ligação do gene dxr em um único sentido, ou seja em sua versão senso. A 

reação de ligação foi realizada com 54 ng do produto do gene dxr purificado do gel e 50 ng do vetor 

pGEX-4T-2, 5 U da enzima DNA ligase (Invitrogen) e tampão da enzima na concentração final de 
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lx. Procedeu-se a incubação a 16 ºC por 2 horas. Células competentes de E. coli DHl0B foram 

transformadas com metade do volume da reação de ligação por choque térmico. 

3.3.2 Seleção das colônias transformadas 

A seleção das colônias de E. coli DHlOB contendo o vetor pGEX-4T-2 foi realizada por meio da 

resistência à ampicilina. Desta forma, as bactérias transformadas foram inoculadas em placas de Petri 

contendo meio LB-ágar ( l O g de triptona, 5 g de extrato de leveduras, l O g de cloreto de sódio, em 1 

L de água destilada, pH 7, e 1,5% ágar bacteriológico) e l 00 µg/mL de ampicilina. Somente as 

bactérias contendo o vetor formaram colônias nestas condições Para confirmar a presença do inserto 

de dxr, foi realizada a extração de DNA plasmidial de 12 colônias pelo método de lise alcalina 

(Ausubel et ai. , 2003) e rugestão com as enzimas de restrição EcoRl (Promega) que cliva o vetor 

pGEX-4T-2 e HindITl que cliva internamente a seqüência de dxr na posição 1.193 pb. A reação de 

digestão foi realizada utilizando-se o tampão Tango 2x (Fermentas), 2 µg do DNA plamidial, 20 11g 

de RNAse (Invitrogen) e 1 O U de ambas as enzimas ~coRT e Hindm As reações foram incubadas a 

37 ºC durante 1,5 horas. Os produtos de digestão foram resolvidos por eletroforese em gel de 

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

3.4 Expressão de DXR Recombinante em E.coli 

3.4.1 Transformação de células competentes para expressão 

Células termocompetentes de E.coli BL21 (DE3) (Stratagene) foram preparadas segundo o 

protocolo de tratamento com cloreto de cálcio segundo Ausubel et ai. (2003). Adicionou-se, 100 µL 

de;;ssas células, 1 µg do vetor de exp1·essâo pGEX-4T-2::dxr e a mistura foi incubada no gelo por 30 

min. Realizou-se o choque térmico por 50 seg a 42 ºC. As células foram colocadas no gelo por mais 

2 min e adicionou-se 900 ~tL de meio lB líquido A seguir, as células foram colocados sob agitação 

de 180 rpm durante 1,5 horas a 37 ºC. Após este período de recuperação, as células foram 

distribuídas em placas de Petri contendo meio LB-ágar ad~cionado de 100 µg/mL de ampicilina. 

Como controle negativo, foram utilizadas células de E coii BL21 (DE3) transfom1adas apenas com o 
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plasmídeo pGEX-4T-2 parental. A transformação foi realizada nas mesmas condições descritas 

anterionnente. 

3.4.2 Seleção de colônias recombinantes para expressão da proteína de fusão GST-DXR 

Colônias isoladas de E. coli BL21 (DE3):pGEX-4T-2::dxr e E. coli BL21 controles foram 

inoculadas em tubos contendo 2 mL de meio YT 2x (16g de triptona, 10 g de extrato de levedura, 5 

g de cloreto de sódio, em lL de água destilada, pH 7) contendo ampicilina ( 100 mg/L), com exceção 

de E.coli BL21 (DE3) controle, para verificar a expressão da proteína de fusão GST-DXR. As 

bactérias foram multiplicadas a 37 ºC, 150 rpm até atingir ODóno de 0_8 e, em seguida, adicionou-se 1 

mM de 1PTG em metade das amostras para verificar a indução da expressão. Após 150 min de 

indução, alíquotas de 1 mL foram retiradas, centrifugadas e o sobrenadante descartado. Aos 

sedimentos foi adicionado uma quantidade de tampão de amostra suficiente para atingir a 

concentração final de 2x (tampão 6x: 0,35 M de Tris-HCl, pH 6,8, 10 % de SDS, 36 % de glicerol, 5 

% de P-mercaptoetanol, 0,012 % de azul de bromofenol) e as amostras foram incubadas a 95 ºC 

durante 5 min para alise das células bacterianas. Foram aplicados em gel de poliacrilamida a 12 % 

(SDS-PAGE) 15 µl de cada amostra durante 120 mina 100 V. Posteriormente, o gel foi corado com 

azul de Coomassie o/n. As bactérias controles sem plasmídco não deverão expressar quaisquer novas 

proteínas, mas somente proteínas constitutivas. Esse mesmo teste foi realizado sob diferentes 

condições de expressão, isto é, com indução da expressão por 240 min com fPTG na concentração 

de 0,1 mM a 30 ºC e indução a 20 h com 0,lmM de IPTG a 26 ºC (Yamakawa, et al., 2004). 

3.4.3 Seqüenciamento do plasmídeo pGEX-4T-2::dxr e análise da seqüência 

A fim de confinnar a presença do códon de inkio da tradução, verificar se há algum stop 

códon na região 5, não traduzida da seqüência e confirmar se a seqüência realmente permaneceu em 

fase correta de leitura após as clonagens foi realizado o seqüenciamento das ex.1remidades do vetor 

pGEX-4T-2 ligado a dr:r. Como descrito anteriormente, o seqüenciamento foi realizado usando o 

seqüenciador automático ABI-PRIS.H 3 !0{J Genetic Ana(3•ser (Applied Biosystems) nas mesmas 

condições. Foram utilizados 30 a 45 ng de DNA plasmidial . (pGEX-4T-2::dxr) resultantes das 

minipreparações plasmidiais utilizadas nos experimentos de expressão, e estes foram marcados 
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utilizando-se 3,2 prnol dosprimers pGEX alternativo 5' (5'- CCT GGA TGT GTT CCC AAAA 3') 

e pGEX alternativo 3' (5'- CGA CAC CCG CCA ACA AA 3'). Após o seqüenciamento, as análises 

de todas as sequencias geradas de dxr foram realizadas para verificar se haviam códons de terminação 

que pudessem comprometer a e:x1Jressão da proteína recombinante, se o códon de irucio realmente 

estava presente e se a seqüência estava em fase correta de tradução como prevía-se pela seqüência 

gerada do seqüenciamento de pSportl::dxr. 

3.5 Obtenção das Construções Senso e Anti-senso do Gene dxr para Expressão em Plantas 

3.5.1 Ligação do inserto e transformação de células de E.coli termocompeteotes 

Para a construção do vetor binário pUESC28::(frr senso/anti-senso, o fragmento de dxr foi removido 

do vetor pSportl utilizando-se as enzimas Saii e Bamill. O produto da reação foi aplicado em gel e, 

após eletroforese, o fragmento correspondente ao gene dxr foi purificado do gel pelo uso do kit GFX 

Gel Bw1d Purificution. O cDNA do gene <.lcr purificaào foi submetido a uma reação com a T4 DNA 

Polimerase (Invitrogen) na presença de desoxirribonucleotídeos (dNTPs) de modo a preencher a 

extremidade 5' e degradar a 3' sobresselente formadas pela clivagem com SalI e BamHI. Em 

seguida, o fragmento foi ligado ao vetor pUESC28 (gentilmente cedido pelo Prof. Dr. Júlio C.M. 

Cascardo, Universidade Estadual de Santa Cruz, Ilhéus, BA) clivado com SmaI (Fermentas) e 

desfosforilado com fosfatase alcalina de intestino de be.lerros (CIP, Q-biogene). A reação de ligação 

foi realizada com 35 ng do produto do gene d'<r purificado do gel e 50 ng do vetor pUESC28 

tratado, 5 U da enzima T4 DNA ligase (Invitrogen) e tampão da enzima na concentração final de lx. 

Procedeu-se a incubação a 16 ºC o/n. Células competentes de E. coli DHl OB foram transformadas 

com metade do volume da reação de ligação por choque tennico. 

3.5.2 Seleção das colônias transformadas contendo os vetores binários para A. tumefaciens 

A seleção das colônias contendo o vetor pUESC: :dxr foi realizada por meio da resistência à 

canamicina. Desta forma, as bactérias transformadas foram distribuídas em placas de Petri contendo 

meio LB~ágar e 50 µg/mL de canamicma (Sigma). Somente as b~ctérias contendo o veto, plasmídial 

formaram colônias nestas condições. Para confirmar a presença do inserto de dr:r foi realizada a 
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extração de DNA plasmidial de 17 colônias pelo método de lise alcalina e digestão com as enzimas 

de restrição EcoRI (Promega), que hidrolisa o vetor pUESC28, e Hindlll que cliva internamente a 

seqüência do gene dxr e também o vetor pUESC28. A reação de digestão foi realizada utilizando-se 

o tampão Tango 2x (Fermentas), 2 µg do DNA plamidial, 20 ng de RNAse (lnvitrogen) e I O U de 

ambas as enzimas Eco RI e Hind lTI. As reações foram incubadas a 37 ºC durante 90 min. Os 

produtos de digestão foram resolvidos por eletroforese em gel de agarose a 0,8 %, sendo que os 

fragmentos esperados para a versão senso deveriam apresentar tamanhos de 8.860 pb, 2.000 pb e 

500 pb, e para a versão anti-senso esperaría-se os tamanhos de 8.860 pb, 1.300 pb e 1.200 pb. 

Finalmente, para pUESC parental, os tamanhos esperados seriam de 8.860 pb e 804 pb (Anexo 7 

mapa de pUESC28). 

3.6 Análises in silico da seqüência de DXR e Evolução Molecular 

A seqüência de dxr obtida fo i analisada usando ferramentas de bioinformática presentes nos 

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

DNA sequence (wwvv.expasy.ch/tools/dna.html). Os alinhamentos das seqüências de nucleotídeos e 

de aminoácidos foram realizados por meio de ferramentas do pacote Yector NTI 7 (lnvitrogen), bem 

como pelo ClustalW 1.8. Na análise fi(ogenética da seqüência deduzida de DXR de E. grandis e das 

seqüências de DXR de outras espécies de plantas e bactérias obtidas pelo GenBank, as mesmas 

foram alinhadas com o programa CLUSTAL W. Subseqüentemente, a árvore filogenética foi 

construída usando o programa MEGA 4 pelo método de Neighbor-Joining (NJ) com distância-p. A 

confiança da árvore foi medida pela análise Bootstrap com 1.000 replicações. 

Para caracterizar a região N-terminal da proteína DXR de E. grandis, foi realizado um 

alinhamento desta região com as regiões equivalentes de outras DXRs de plantas conhecidas e com a 

DXR de E. coli. A análise dos dados foi realizada utilizando-se o programa ChloroP que prediz a 

presença de peptídeos de trânsito para cloroplasta (cTP) na seqüência de proteínas e a localização do 

potencial sítio de clivagem do cTP. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 Seleção de Clones e Resseqüenciamento 

A seleção de genes candidatos que codificam proteínas relacionadas com a síntese de 

isoprenóides como monoterpenos ( óleos essenciais) em eucaliptos foi realizada por meio de uma 

anotação automática 1-1ara identiii.car a potencial identidade funcional das seqüencias-consenso 

depositadas nos bancos de dados do Projeto GENOL 'YPTUS. Para isso, utilizaram-se seqüências 

consenso conhecidas desses genes conforme descritos para outras plantas como C'atharanthus rosew, 

e Arabidopsis thaliana. Estas seqüências heterólogas serviram como "iscas" para identificar, dentro 

do banco de dados do GENOLYPTUS, as seqüências similares (Anexo 1). Depois de localizadas as 

seqüências correspondentes de cada gerre, estas foram comparadas por meio do programa BLASTn e 

tBLASTx disporriveis no NCBI. A.5 seqüências que apresentaram identidades em nucleotídeos e/ou 

aminoácidos maior que 70% foram selecionadas para o estudo Os genes selecionados a partir desta 

busca potencialmente codificam as enzimas DXR, MDC, IPPI I, IPPI II e DXS (Anexo 2). 

A partir dos resultados da anotação automática foram localizadas seqüencias únicas de ESTs 

de cada um dos genes selecionados potencialmente codificadores de proteínas de Eucalyptus. 

Somente os clones de cDNA potencialmente completos foram selecionados, isto é, aqueles 

caracterizados pela presença do códon de início de tradução, A TG foram selecionados. Assim, no 

presente trabalho, o único clone escolhido foi o do gene codificador de DXR, por ser o único 

representante completo encontrado nos bancos de dados do Projeto GE~OL YPTUS (Anexo 3). 

Outros genes com o codificador de MDC, IPPI I e IPPI II não apresentam clones completos no 

banco .de dados do GENOLYPTUS, faltando, em todos os candidato:':I, pai1es da porção 5 '-terminal. 

O gene dxs não foi localizado nas microplacas-estoque do Laboratório e, portanto, não foi estudado. 

Os demais cDNAs que potencialmente codificam cada uma das enzimas DXR, MDC, IPPI I e IPPI II 

foram localizados nas rnicroplacas-estoque que contêm os produtos gerados pelas construções das 

bibliotecas de cDNA de E. grand,s. Um µL do DNA plasmidial contendo o cDNA de cada gene foi 

utilizado para transfonnaí de E. coli DH1 0B. Plasmídeos de1frados de 6 colônias resultantes da 

transformação de cada clone foram minipreparadas e a presença de cada gene foi confirmada pela 

clivagem do vetor pSportl com EcoRJ e Hindill (Anexo 4). Os produtos da digestão podem ser 

visualizados na Figura 5. Todos os plasnúdeos resultaram positi~os, pois todos apresentaram, além 
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utilizado para transformar de E. coli DHI0B. Plasmídeos derivados de 6 colônias resultantes da 

transformação de cada clone foram minipreparadas e a presença de cada gene foi confirmada pela 

clivagem do vetor pSportl com EcoR[ e HindIII (Anexo 4). Os produtos da digestão podem ser 

visualizados na Figura 5. Todos os plasmídeos resultaram positivos, pois todos apresentaram, além 

do fragmento referente ao vetor plasmidial de 4.109 pb, um inserto que, possivelmente, representa o 

inserto de cDNA em estudo. 

1 OXR 1 MDC §D 
M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 1,1 13 14 15 16 17 18 

-4109 

-500 

l 1PPI li 

20 2 1 22 23 24 

Figura 5. Eletroforese em gel de agarose l % contendo os fragmentos resultantes da digestão do vetor pSportl contendo 

o cDNA dos genes DXR, MDC, IPPJ I e IPPI Il. O plasmídeo foi digerido com as enzimas de restrição EcoRI e HindlII, 

para verificar a presença do inserto. M. DNA do bacteriófago lambda clivado com EcoRI e Hindll como marcador de 

tamanhos de DNA. O tamanho dos insertos de cada gene varia dependendo do mesmo ser completo ou não. 

Os produtos das preparações plasmidiais 5, 11, 15 e 24 mostrados na Figura 5 foram 

utilizados para o resseqüenciamento das amostras para a confirmação da identidade molecular das 

seqüências. Esta análise foi realizada utilizando-se os programas BLASTn e tBLASTx disponíveis 

pelo NCBI. Todas as seqüências foram confirmadas pela alta similaridade com essas mesmas 

enzimas de outras espécies de plantas. Isso pode ser observado pelo alinhamento dessas seqüências 

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

4.2 Construção do Vetor Plasmidial Contendo dxr para Expressão em E. coli 

O resultado da cl ivagem do vetor pSportl ::dxr utilizando-se as enzimas de restrição Sal1 e 

Notl foi o esperado, com fragmentos observados em tamanhos de 4.109 pb e 1.800 pb (Figura 6A). 

Estas endonucleases foram selecionadas por manterem a fase de leitura do códon de iniciação do 

gene DXR para expressão no vetor pGEX-4T-2. Estas mesmas enzimas estão presentes no sítio de 

multiclonagem do vetor e foram utilizadas para a digestão do mesmo permitindo somente a ligação 

UFRGS - B18l.lOTf.CA 
tNST, BIOC-IÊNCIAS 
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no sentido senso do gene dxr em pGEX-4T-2 (Anexo 6). O fragmento do gene dxr foi purificado do 

gel (Figura 6B), ligado ao vetor pGEX-41-2 e o produto da ligação foi utilizado para a 

transformação de células termocompetentes de E. coli BL21 (DE3). Muitas colônias resultaram 

dessa transformação e 12 tiveram seus DNAs plasrnidiais extraídos e digeridos com EcoRI e Hindill 

para confirmação da presença do inserto de dxr (Figura 7). 

4109 pb _,.. 
1800 pb _. 

A. 

2000 pb 

1000 pb 

500 pb 

B. 

Figura 6. A. Eletroforese em gel de agarose 1 % contendo os fragmentos resultantes da digestão do vetor pSportl ::dxr. O 

plasmideo foi digerido com as enzimas de restrição Sal J e Not I. M. DNA do bacteriófago lambda clivado com EcoRI e 

Hindll como marcador de tamanhos de DNA. l. Padrão de tamanho de DNA esperado 4.109 pb e 1.800 pb B. M. One 

kb DNA Ladder (Fermentas) como marcador de tamanhos de DNA. Eletroforese em gel de agarose 1% mostrando o 

fragmento de 1.800 pb de dxr purificado. 

5145 pb 
-----+ 

1375 pb _. 

__,. 
900 pb 

p123456 78 
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Figura 7. Eletroforese em gel de agarose 0,8% contendo os fragmentos resultantes da digestão do vetor pGEX-4T-

2::dxr. Padrão de tamanhos de DNA esperado 1.200 pb e 5.300 pb. M. DNA do bacteriófago lambda clivado com 

EcoRl e Hindll corno marcador de tamanhos de DNA 

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

Após a confirmação dos insertos de dxr em pGEX-4T-2 (Figura 7), foram selecionadas 4 

colônias de E. coli BL21 (DE3) transformadas com o plasmídeo pGEX-4T-2::dxr. Assim como 2 

colônias de E. coli BL21 (DE3)::pGEX-4T-2 parental e 2 colônias de E. coli BL21 (DE3) controle. 

Todas foram inoculadas em tubos contendo 2 mL de meio 2x YT contendo ampicilina (100 mg/L), 

com exceção a E. coli BL21 (DE3) controle, na presença e ausência de 1 mM de IPTG a 37 ºC, com 

o objetivo de selecionar clones para a expressão da proteína de fusão GST-DXR. Além da banda de 

27 kDa correspondente à proteína GST nas colônias contendo pGEX-4T-2::dxr e pGEX-4T-2 

parental na presença de IPTG, nenhuma banda visível diferente do padrão constitutivo de proteínas 

da bactéria E. coli BL21 (DE3) controle foi visualizada no perfil da eletroforese do extrato de células 

induzidas, como pode ser visual izado na Figura 8. 

+ + + + + + 

+ + 

+ 

+ + + 
BL.11 cont P· ~ 8( parental Colônia 1 

M -

GST27kDa 

M 

97kDa 

..... -
66k"ct _. 

30~ 

+ + + + 

+ + 

+ + 
Colônia 2 Colônia 3 

+ + 8L21 

+ 

+ 
Colônia 4 

pGEX-4T-2 parental 

pGEX-4T-2::DXR 

1mM IPTG 

Figura 8. Eletroforese em gel de poLiacrilamida (PAGE) a 12% em condições desnaturantes (SDS) para análise da 

expressão de dxr recombinante a partir de colônias de E. coli B121 (DE3) transformadas com o plasmídeo pGEX-4T-

2::dxr (colônia 1, 2, 3e 4), E. coli BL21 (DE3) transformada com pGEX-4T-2 parental (pGEX-parental) e E. coli 8121 

(DE3) controle (BL21 cont). M. Marcador de massa molecular (GE Healthcare). 
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Diversas outras condições de indução da expressão foram testadas, como poder ser 

visualizado na Figura 9 (a e b). Em quaisquer delas, não houve diferença no padrão de bandas de 

proteínas produzidas pelas colônias recombinantes 

em relação aos controles, sendo que somente a GST continuou a ser expressa nas colônias 

contendo pGEX-4T-2::dxr e pGEX-4T-2 parental na presença de IPTG, e a banda esperada de 74 

kDa (- 27 kDa da GST + -47 kDa da DXR) continuou não sendo visualizada nos extratos protéicos 

totais de células de E. coli. 

+ + + + + + + + BL21 

+ + pGEX-4T-2:: parental 

+ + + + pGEX-4T-2::DXR 

+ + + + 0,1 mM IPTG 
M 

97k~ 

___. 
66kDa 

Figura 9 A. Anâlise em SDS-PAGE a 12% da dxr recombinante a partir de colônias de E. coli BL2 l (DE3) 

transfonnadas com o plasmídeo pGEX-4T-2::dxr (números 3 e 4), E. coli BL21 (DE3) transformada 00,111 pGEX-4T-2 

parental (número 2) e E. coli controle BL2 l (DE3) (número l) na presença de O, 1 mM de IPTG durante 20 h a 26 ºC 

(Adaptado de Yamakawa et al., (2003). M. marcador de massa molecular (GE Healthcare). As setas indicam a posição 

prevista da proteína GST que está sendo expressa na presença de IPTG a 27 kDa. 
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pGEX-4T-2:: parental 

+ + + pGEX DXR-4T-2: :DXR 

+ + 0,1mM IPTG 

Figura 9 B. Análise em SDS-PAGE a 12 % de DXR recombinante a partir de colônias de E. coli BL2 1 (DE3) 

transformadas com o plasmídeo pGEX-4T-2::dxr (número 3), E. coli BL21 (DE3) transformada com pGEX-4T-2 

parental (número 2) e E. coli BL21 (DE3) controle (número 1) na presença de 0,1 mM de lPTG durante 4 h a 30 ºC. M. 

marcador de massa molecular (GE Healthcare). As setas indicam a posição prevista da proteína GST que está sendo 

expressa na presença. de IPTG a 27 kDa. 

As seqüências geradas pelo seqüenciamento das extremidades do vetor pGEX-4T-2 ligado ao 

cDNA de DXR foram novamente analisadas para verificar se havia algum códon de terminação que 

pudesse justificar a ausência de produtos da expressão da proteína recombinante, ou se o códon de 

início realmente estava presente e em fase correta de tradução como havía-se previsto pela seqüência 

gerada do seqüenciarnento de pSportl ::d.xr. Pela análise das seqüências geradas (Figura 14), pode-se 

perceber a presença de uma região 5' não traduzida menor nestas seqüências quando comparada com 

a região 5' da seqüência gerada pelo seqüenciamento de dxr ligado a pSportl (Figura 13). Essa 

diferença de nucleotídeos modificou a fase de leitura e pela análise notou-se que o ATG na 

seqüência de dxr está fora de fase em pGEX-4T-2, o que explica a ausência de expressão da proteína 

DXR recombinante em qualquer uma das condições testadas (Figuras 8 e 9). 

4.4 Expressão do Gene dxr em Plantas 
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Com o objetivo de verificar a habilidade da seqüência genômica codificadora da enzima 

DXR de E. grandis em alterar a síntese de terpenos como óleos essenciais, carotenóides, clorofilas, 

ou hormônios vegetais, foi construído um vetor binário de expressão em plantas contendo o 

promotor CaMV 35S seguido do cDNA de dxr na orientação senso visando a sua super-expressão, 

como também a versão anti-senso deste cDNA, para a sua inibição. 

No presente trabalho, a seqüência completa do cDNA de dxr foi removida do vetor pSportl 

utilizando-se as enzimas San e BamHI. O fragmento foi purificado do gel após eletroforese, tratado 

com enzimas para tornar suas extremidades cegas, e ligado ao vetor pUESC28 clivado com Smal e 

desfosforilado (Figura 1 O). O pUESC28 é um vetor binário de expressão em plantas modificado a 

paLtir do pCAMBIA1390 e, por esta origem, apresenta o promotor CaMV 35S, as bordas direita e 

esquerda do T-DNA e a marca de resistência para seleção de plantas frente à hig:romicina (Anexo 7). 

O produto da ligação do gene dxr a pUESC28 foi utilizado para transfonnar E. coli DHl 0B e a 

seleção das colônias contendo o vetor foi realizada por meio da resistência à canamicina (50 µg/mL). 

-+ 
4109 pb 

__. 
1800 pb 

M 1 

Figura 10. Eletroforese em gel de agarose a 1% contendo os fragmentos resultantes da digestão do vetor pSportl::dxr. O 

plasmídeo foi digerido com as enzimas de restrição Sa[ e BamHI. M. DNA do bacteriófago lambda clivado com EcoRI 

e HindII como marcador de tamanhos de DNA. 1. Padrão de tamanhos de DNA esperado 4.109 pb e ~ 1. .800 pb. 

Para confirmar a presença e orientação do inserto, foi realizada a extração de DNA 

plasmidial de 17 colônias pelo método de lise alcalina e digestão das mesmas com as enzimas de 

restrição EcoRI, que cliva o vetor pUESC28, e HindlII, que cliva internamente a seqüência do gene 

dxr na posição 1.193 pb e, também, o vetor pUESC28. Assim, o padrão esperado para pUESC28 
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parental inclui fargmentos de 8.860 pb e 804 pb, para pUESC28::dxr senso é 2.000 pb, 500 pb e 

8860 pb, e para pUESC28::dxr anti-senso é 1.300 pb, 1.200 pb e 8.860 pb. Como mostrado na 

Figura 11, somente a minipreparação resultante da colônia 14 apresenta o padrão senso do gene dxr. 

Todas as outras preparações plasmidiais apresentam padrão similar ao pUESC parental. 

9664 pb 
--+ 

51~ 

2027 pb 
--+ 

1347 ~b 

M 1 1> 2 3 4 5 6 7 8 .9 10 11 12 13 15 16 17 

. 
' " - - - -- - - -

Figura 11. Eletroforese em gel de agarose 0,8 % contendo os fragmentos resultantes da digestão das 17 minipreparações 

plasmidiais de pUESC28::túr. O plasmídeo foi digerido com as enzimas de restrição EcoRI e Hindm. M. DNA do 

bacteriófago lambda clivado comEcoRJ e HindD como marcador de tamanhos de DNA. Somente a colônia 14, que está 

marcada, apresenta a inserção senso do gene dxr, todas as outras apresentam o mesmo padrão do controle (p), isto é, 

pUESC parental. 

O vetor pUESC28 armado com a versão senso de dxr será transferido por choque-térmico 

para A. tumefaciens, bactérias estas utilizadas na infecção e transformação de discos fol iares de 

tabaco. Espera-se que plantas transgênicas de tabaco sirvam para analisar a influência da super

expressão de dxr na síntese de terpenos como óleos essenciais, carotenóides, clorofila e hormônios 

vegetais. 

4.5 Análises in silico da Seqüência de DXR e Evolução Molecular 

A seqüência deduzida de aminoácidos de DXR de E. grandis foi submetida ao Psi-Blast no 

NCBI e o resultado demonstrou que a DXR de E. grandis tem alta homologia com as seqüências 

DXR de outras espécies de plantas, com 89% de identidade com a DXR de Hevea brasiliensis. A 

DXR também foi altamente similar com a DXR de Lycopersicum esculentum (87% de identidade, 
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95% positivos), Catharanthus roseus (86% de identidade, 93% positivos), Antirrhinum majus (85% 

identidade, 93% positivos), Camptotheca accuminata (85% de identidade, 91% positivos), Oryza 

saliva (85% de identidade, 89% positivos), Zea mays (85% de identtdade, 90% positivos), lvlentha x 

piperita (84% de identidade, 89% positivos), Ara!Jidopsis tlwliw,a (82% de identidade, 90% 

positivos), Artemisia cmnua (81% de identidade, 89% positivos) e Ginkgo biloha (78% de 

identidade, 84% positivos), o que sugere que a DXR de E. grandis pertence ao grupo das DXR.s. 

Para caracterizar a região N-terminal da DXR de E grandis, a seqüência de aminoacidos de 

oito DXRs de plantas foram alinhadas utilizando-se a ferramenta de alinhamento do Vector NTI 7. O 

resultado demonstrou que estas DXR.s têm alta similaridade em toda a região codificante. Porém, no 

sitio N-terminal, a seqüência é pobremente conservada, mas enriquecida de res1duos de serina, 

característica que é típica de peptideos de trânsito para plastídeos. 

Três domínios foram encontrados em todas as DXRs de plantas. O domínio I está no 

peptídeo de trânsito na região N-temúnal da DXR de E. grandis e é o provável sítio de clivagem 

desse peptídeo-sinal, possuindo o motivo conservado Cys-Ser-(Ala/Met/Val/Thr). O segundo 

dominio contém um extenso motivo rico em prolinas PP(P/S)AWPG(R/T) A (posição 85-91 AA na 

seqüência de E. grandis) também na região N-terrninal (Anexo 8). Um terceiro donúnio altamente 

conservado de ligação a NADPH (GSTGSIGT) foi encontrado também na região N-tenninal pelo 

alinhamento das seqüências de aminoácidos tanto de plantas quanto de plantas e bactérias (Anexos 8 

e 9). O cotàtor NADPH é utilizado pela DXR para a conYersão de DÀ'P a MEP. Assim, estes 

resíduos conservados em todas as seqüências DXR podem funcionar como importantes domínios 

catalíticos da enzima (Yao et al., 2007). 

Todas as DXRs clonadas a partir de plantas possuem um peptideo de trânsito para plastideos 

(cTP) identificado pelo programa ChloroP, e este apresenta uma extensa região rica em prolinas na 

região N-terminal da proteína madura. Esta região não está presente em DXR de procariotos, 

representados no alinhamento pela seqüência de F,. coli (Anexo 9). 

O cDNA de dxr de E. grandis representa a primeira seqüência gênica de DXR clonado a 

partir de espécies da familia Myrtaceae e, por isso, é interessante investigar sua posição ou relação 

evolutiva dentro de uma árvore filogenetica contendo várias seqüências de dx,r. Usando a versão 4 do 

programa MEGA e a partir do alinhamento de nucleotídeos de cada seqüência pelo ClustalW, a 

árvore filogenética de dxr foi construída a partir de diferentes. organismos inch1indo plantas (14 

seqüências de diferentes espécies de plantas) e bactérias (seqüência de E. coli; Figura 12). O 
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resultado demonstra que o gene dxr derivou-se a partir de um gene ancestral e evoluiu em dois 

grupos, incluindo o grupo de drr de plantas e o dxr de bactéria. De acordo com a árvore filogenética, 

a sequência de dxr de E. grandis pertence ao grupo de dxr vegetais e é mais ancestral que muitos 

genes dxr como a de AJ piperita e C. roseus, e mais derivada que dxr de monocotiledôneas (O. 

saliva e Z. may.~'). Todos esses resultados dr1s análises moleculares por intermédio de bioinformática, 

in silico, sugerem que a seqüência estudada de E. grandis codifica uma proteína DXR de planta 

envolvida na biossíntese de isoprenóides. 

41 

75 

..__ ________________ Eco J = ac2 :3 

Figura 12. Árvore filogenética demonstrando a relação evolutiva de dxr de plantas e bactérias utilizando alinhamento 

de nucleotídeos pelo ClustalW e análise pelo MEGA ve.rsào 4. O método neighbor-joining foi usado para construir a 

árrnre. As seqüências gênicas de rlxr usadas para análise da árvore foram as das plantas .\fentha x piperita (número de 

acesso no GenBank AF116825), Catharanthus roseus (AF250235), Camptotheca acuminata (DQ355159.l), Hevea 

brasiliensis (DQ-B75l-l-. l), Arabidopsis thaliana (AF l-l-8852), Oryza smiva (AF367205), Artemisia awwa 

(AF182287). Taxus cu'ipida (AY575140.1), Antirrhinum maju.• (AY770406.l). Plectrant/111s harha/rt'i (AY515699.l), 

Ginkgo biloba (AY494186.l), Lycopersicon esculentum (AF331705), Zea mays (AJ297566.l) e Escherichia coli 

(AB0133üü. l). 
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5- CONCLUSÕES GERAIS E PERSPECTIVAS 

A identificação de genes envolvidos na biossíntese de isoprenóídes plastídiais de grande valor 

econômico como os óleos essenciais (monoterpenos), os carotenóídes ou o taxol tem aberto as 

portas para a sua produção biotecnologica por meio da engenharia metabólica. A recente elucidação 

da rota plastidial DXP e a clonagem dos genes da rota têm permitido a manipulação genética dessa 

via plastidial em plantas. No presente trabalho, urna ampla revisão bíbliográfica foi apresentada no 

Capítulo 2 visando direcionar a busca por genes candidatos em eucalipto que apresentassem potencial 

relação com a biossíntese de óleos essenciais. Após o levantamento de dados bibliográficos, alguns 

genes foram selecionados tendo por base suas importàncias estratégicas na rota de sfotese de 

monoterpenos, sendo eles os codificadores das enzimas DXS, DXR, MDC e 1PPI. Utilizando-se 

ferramentas de bíoinformática e tendo por base as suas altas homologias com as seqüências 

disponíveis no banco de dados do Projeto GENOL YPTUS, seqüências heterólogas potencialmente 

codificadoras destas enzimas foram identificadas em E. grandis. Somente os cDNAs potencialmente 

completos foram selecionados, sendo que somente o do gene dxr foi investigado em maior 

profundidade por ser o único contendo o códon de início de tradução (Anexo 3). 

Assim, com vistas a confirmar a identidade bioquímica e melhor caracterizar o produto do 

gene dxr, o inserto de cDNA foi removido do plasmídeo pSport 1 e ligado ao vetor de expressão 

pGEX-4T-2, e essa construção foi utilizada para transfonnar Escherichia coli utilizando um sistema 

de expressão com fusão a GST. Por meio deste sístemas, seria esperada a expressão de dxr e a 

obtençâo de quantidades suficientes da proteína recombinante para sua caracterização bioquímica. 

Para isso, inicialmente foi estudada a seqüência resultante do seqüenciamento do cDNA de 

dxr ligado a pSportl, onde foi verificado o início do cDNA a partir da identificação de um segmento 

do plasmídeo pSportl (Figura 13). A partir de então, foi analisada a presença de códon de início de 

tradução, ATG, no cDNA de dxr, que foi localizado no nucleotídeo 78, não sendo verificada a 

presença de stop-códons na região 5' não traduzida. Em seguida, foi verificada a presença de sítios 

de restrição no plasmídeo pSport1 para a liberação do genr d'(r mantendo o códon de início de 

tradução, ATG, em fase de leitura para inserção do gene no vetor de expressão pGEX-4T-2. Apesar 

da clonagem do gene dxr em pGEX-4T-2 ter sido confirmada (Figura 7), não houve expressão da 

proteína DXR recombinante ligada a GST em quaisquer das condições de expressão testadas. A 

razão para esse resultado foi encontrada após o seqüenciamento das extremidades do vetor pGEX-

4T-2 ligado a dxr, onde a análise da seqüência gerada demonstrou a presença de urna região 5' não 
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seqüenciamento de dxr ligado a pSportl. Essa diferença de nucleotídeos (39 pb) modificou a fase de 

leitura e, dessa forma, o ATG na seqüência de nucleotídeos do cDNA de DXR está fora de fase em 

pGEX-4T-2, o que explica a ausência de expressão da proteína DXR recombinante em qualquer uma 

das condições testadas (Figura 14). 

Com o resultado do seqüenciamento de pGEX-4T-2::dxr, confirmamos a inserção do gene 

DXR neste vetor, esclarecemos a ausência da expressão desta proteína recombinante em E. coli e 

podemos, agora, estudar novas condições de expressão para esse gene, permitindo-se, assim, a 

continuação de sua caracterização bioquímica. Assim, mais especificamente, os próximos passos a 

serem dados neste sentido incluem: (i) Repetir os experimentos de expressão heteróloga de dxr 

fusionado ao gene de GST em E. coli, utilizado-se desta vez o plasmídeo pGEX-4T-l que mantém a 

fase de leitura da seqüência desse gene; (ii) Gerar plantas transgênicas de tabaco, transformadas com 

a versão senso e anti-senso do gene dxr para analisar a influência de sua super-expressão ou inibição 

na síntese de terpenos, como óleos essenciais; (iii) Obter a seqüência completa dos genes de E. 

grandis codificadores de DXR, MDC, IPPI I e IPPI II para futuros estudos e caracterização dos 

mesmos; (iv) Investigar outros genes-chave da rota de biossíntese de óleos essenciais como aqueles 

codificadores de GTT (geraniltranstransferase) e GPP (geranildifosfato sintase). 

1 
1 

A S G S R F R F S F P L K F P P F P S 

2'l FGFGQIFVFP M ALNLLSPAE 
61 · ···········- GCTCTTAATTTGCTGTCGCCGGCCGAG 

41 I K A V S F L D S T K S N H H L H H L N 
121 ATCAAGGCCGTTTCGTTCTTGGATTCTACGAAGTCAAATCACCACCTTCACCACCTCAAT 

61 K L P G V Y T L K R K D C G T R R I H C 
181 AAGTTGCCAGGTGTATATACGT'l'GAAGAGGAAGGATTGTGGAACGAGAAGAATACATTGT 

81 S A Q P P P P A W P G R A V P E T N R K 
241 TCAGCACAGCCGCC'l'CCACCAGCCTGGCCTGGACGAGCTGTTCCCGAGACAAA'l'CGTAAA 

101 L W D G P K P I S I V G S T G S I G T Q 
301 TTGTGGGATGGCCCGAAGCCGA'l'TTCTATTGTTGGATCTACTGGTTCCATTGGAACACAG 

12 1 T L O I V A E N P O K F R V V A L A A G 
361 ACTTTGGACATAGTAGCAGAGAACCCTGATAAATTCAGAGTCGTGGCTCTTGCAGCTGGA 

141 S N V T L L S D Q V K R F K P Q L V A V 
421 TCMATCTTACACTTCTATCTGATCAGGTTAAGAGATTCAAGCCTCAATTGGTCGCAGTT 

161 R N E S L V D E L K E A L S O V E D K P 
481 AGGAATGAGTCACTAGTTGATGAACTCAAGGAGGCTCTATCTGATGTTGAAGACAAGCCT 

181 E I I P G E Q G V I E V A R H P D A V .T 
541 GAGATCATTCCAGGGGAACAAGGAGTTATTGAGGTGGCCCGCCATCCAGACGCTGTAACT 

201 V V T G I V G C A G L K P T V A A I E A 
601 GTAGTTACAGGTATAGTTGGTTGTGCAGGACTAAAGCCTACAG'l'GGC'l'GCCATTGAAGCA 
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221 G K D I A L A N K E T L I A G G P F V L 
661 GGCAAGGACATAGCTTTGGCCAATAAGGAGACCCTCATTGCAGGAGGTCCTTTTGTGCTC 

241 P L A H K H K V K I L P A D S E H S A I 
721 CCCCTTGCACACAAGCATAAAGTGAAGATTCTTCCGGCTGATTCTGAACATTCTGCCATA 

261 F Q C I Q G L P E G A L R R I I L 1· A S 
781 TTTCAGTGTATTCAGGGTTTACCAGAAGGTGCACTTCGGCGAATTATTTTGACTGCATCG 

281 G G A F R D W P V D K L K E V K V A D A 
8 41 GGTGGGGCTTTCAGGGATTGGCCAGTAGATAAATTAAAAGAAGTC;v,,J\.GTTGCTGATGCT 

301 L K H P N W N l'1 G K K I T V D S A T L F 
901 TTGAAGCATCCTAACTGGAATATGGGGAAAAAGATTACTGTTGACTCTGCTACCCTTTTC 

321 N K G L E V I E A H Y L Y G A D Y D H I 
961 AATAAGGGTCTTGAAGTCATTGAAGCGCA'ITATCTCTATGGAGCAGACTATGACCATATT 

341 E I V I H P Q S I I H S N V E T Q D S S 
1021 GAGATTGTGATTCATCCCCAATCTATCATTCACTCGATGGTGGAGACACAGGATTCATCC 

361 V L A Q L G W P D M R L P I L Y T l'1 S W 
1081 GTTCTCGCACAATTAGGGTGGCCCGATATGCGATTGCCGATCCTCTACACGATGTCATGG 

381 P E R I Y e s E I T w P R L D L e K L G 
1141 CCAGAGAGGATTTACTGCTCTGAAATAACTTGGCCTCGACTCGACCTTTGCA..AGCTTGGT 

401 S L T F K A P D N V K Y P S N G S C L C 
1201 TCACTAACATTCAAAGCTCCTGACAATGTGAAATATCCATCCAATGGATCTTGCCTATGC 

421 C W T G 
1261 TGCTGGACGGGCT 

Figura 13. Seqüência de cDNA de dxr utilizada para expressão em E. coli. Na figura, está representada a seqüência de 

1.250 nucleotídeos de dxr obtida a partir do seqüenciamento de plasmídeo pSportl. Em rosa está o fragmento do 

plasmídeo pSportl, em cinza está a região 5' não traduzida de dxr (78 pb) e, em verde, o ATG, códon de início da 

tradução. Como pode ser observado, o ATG está na fase correta de leitura e não há a presença de stop-códons na região 

5' não traduzida de dxr. 

1 -L V-KRKGS YPTS--V IEIQ 
1 

21 Q V S S M A F A G L A S H V W W W R P S 
6 1 

4 1 S K I G S G S A W I P R lJ S R V D P R V 
121 

61 R F P P L v L G K F L F S R W L L I e C 
1 s1 ■■lll■■llllll■■IIIIIÍllllll■■■■■■■■IGcTcTTAATTTGcTGT 

81 R R P R S. R P F R S W I 1 R S Q I T T F 
241 CGCCGGCCGAGATCA.AGGCCGTTTCGTTCTTGGATTCTACGAAGTCAAATCACCACCTTC 

101 T T S I S C Q V Y I R - R G R I V E R E 
301 ACCACCTCAATAAGTTGCCAGGTGTATATACGTTGAAGAGGAAGGATTGTGGA..ACGAGAA 

121 E Y I V Q H S R L H Q P G L D E L F P R 
361 GAATACATTGTTCAGCACAGCCGCCTCCACCAGCCTGGCCTGGACGAGCTGTTCCCGAGA 

141 Q I V N C G M A R S R F L L L D L L V P 
421 CAAATCGTAAATTGTGGGATGGCCCGAAGCCGATTTCTATTGTTGGATCTACTGGTTç:cA 

161 L E H R L W T - - Q R T L I N S E S W L 
481 TTGGAACACAGACTTTGGACATAGTAGCAGAGAACCCTGATAAATTCAGAGTCGTGGCTC 

18 1 L Q L D Q M L H F Y L I R L R D S S L N 
541 TTGCAGCTGGATCAAATGTTACACTTCTATCTGATCAGGTTAAGAGATTCAAGCCTCAAT 
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201 L V A V R N E S L V D E L K G G S I - C 
601 TTGGTCGCAGTTAGGAATGAGTCACTAGTTGATGAACTCAAGGGAGGCTCTATCTGATGT 

221 - R Q A - D H S R E Q G S Y - G G P P S 
661 TGAAGACAAGCCTGAGATCATTCCAGGGAACAAGGAAGTTATTGAGGTGGCCCGCCATCC 

241 R P C Y C S Y K Y S G L C R T K A Y S A 
72 1 AGACCCTGTTACTGTAGTTACAAGTATAGTGGGTTGTGCAGGACTAAAGCCTACAGTGCT 

261 A I E A G K D I A F G K R R P $ L Q E V 
78 1 GCCATTGAAGCAGGC1'.AGGACATAGCTTTTGGCAAAAGGAGACCCTCATTGCAGGAAGTC 

281 L L G L P L P Q Q K V K I L S A E F - N 
841 CTTTTGGGGCTCCCCTTGCCACAGCAAAAAGTGAAAATCCTTTCCGCTGAATTC'IGAAAT 

301 F G L F Q V F Q V N E G G P P R I F - V 
901 TTCGGCCTTTTTCAGGTTTTCCAGGTTAACGAAGGGGGGCCTCCGCGAATTTTTTGAGTG 

321 P R G G F Q D G P G K I K E P S A V A -
961 CCTCGGGGGGGCTTTCAGGATGGCCCGGGAAAAATAAAAGAGCCAAGTGCCGTAGCTTGA 

341 T L N W D G G K D S V L A P L K V W N L 
1021 ACTCTTAACTGGGATGGGGGAAAAGATAGTGTACTCGCTCCCCTTJ\AGGTTTGGAACCTAG 

Fig1tra 14. Seqüência resultante do seqüenciamento de dxr ljgado ao vetor pGEX-4T-2. Em azul está representado o 

plasmídeo pGEX-4T-2. Sublinhado está o sítio de SafJ (GTCGAC), o qual foi util izado para clivar o gene dxr do 

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

enzima. Em cinza está a região 5' não traduzida de dxr (39 pb) e, em verde, o ATG, códon de início da tradução. Como 

pode-se observar a partir do resultado desse seqi.ienciamento, a região 5' não traduzida do gene dxr é menor do que a 

representada pela na Figura 13. Essa diferença de nucleotídeos (39 pb) modificou a fase de leitura e, dessa forma, o ATG 

na seqüência de nucleotídeos do gene dxr está fora de fase em pGEX-4T-2, o que explica a expressão de GST nas 

colôruas testadas e a ausência de DXR recombinante. 
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A nexo 1 

Query= C. rcseus 
(1650 leccers) 

Distribution of 55 Blast Bits on the Ouery Sequence 
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Anexo 1. Resultado gráfico da comparação da seqüência nucleotídica consenso de dxr de Catharanthus roseus com o 

banco de dados do Projeto GENOL YPTUS pelo programa BLASTn na página de Serviços do Genolyptus 

(www.ige.ibi.unicamp.br/eucalyptus). Na figura estão representadas todas as potenciais seqüências similares à seqüência 

de dxr de C. roseus na população de cDNA do banco de dados do Projeto GENOL YPTUS; A seta indica a seqüência 

escolhida para trabalhar por incluir o códon ATG de início da tradução. 
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Anexo2 

Anexo 2. Tabela contendo os gene candidatos e o resultado da comparação com a seqüência consenso de cada um 

através do programa BLASTn e tBLASTx disponíveis no NCBJ. 

Nome da Enzima Nome do Seq. Consenso Seq. Genolyptus Blastn tBlastx 

Gene 

Rota Plastídica Independente de Mevalonato (MEP) 

1-Desoxixilulose 5- d:xps ou d:xs >AJ011840.2 C. roseus EUGR-FL-001- 126/155 (81%) 406/543 (74%) 

fosfato sintase 
mRNA for DXS 043-H08-GO 

1-Desoxixilulose 5- d:xr >AF250235 C. roseus EUGR-PU-003- 683/830 (82%) 310/341 (90%) 
fosfato (dxr) mRNA, complete 042-F0?-MG.R 
reductoisomerase cds 

Rota Citosólica Dependente de Mevalonato 

Difosfomevalonato mdc >AK228357. 1 I A EUGR-TS-001- 214/257 (83%) 125/147 (85%) 
descarboxilase thaliana mRNA for MDC 037-808-AF.R 

complete cds 

lsopentenildifosfato ippi/ >reflNM_ 121649.41 A. EUGR-TS-002- 384/488 (78%) 191/221 (86%) 
delta-isomerase 1 thaliana IPPI 1 019-805-CN.R 

mRNA,complete cds 

lsopentenildifosfato ippill >reflNM_ 111146.21 A EUGR-SE-001- 435/545 (79%) 204/241 (84%) 
delta-isomerase li thaliana IPPI li mRNA, 006-E0?-RS.S 

complete cds 
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Anexo 3 

~ ~ -----------l~ t Seaüência consenso ~ 
DXR 1623 pb 

~--------!~ t Seqüência consenso ~ 

~ MOC9W~ ~ 

t Seqüência consenso ~ 
IPPI 1 791 pb 

Seqüência consenso 

IPPI li 799 pb 

Anexo 3. Esquema demonstrando o posicionamento da seqüência de cada um dos genes candidatos da síntese de 

rnonoterpenos obtida no banco de dados do Projeto GENOL YPTUS na seqüência consenso e os códons de início e 

término de tradução. 
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Anexo4 

NgoA IV 3978 
Ora 1113872 Aat li _191 ----, multiple 

______ / P 
1 2

,
8

~
0 

.r c!onlng 
~l site 

Xmn 13329 

Sca 13212 

Eam 1105 12729 

T7 prometer 

pSPORT 1 
4109 bp 

/acl prometer 

cri 

AlvtN 12252 

pSl'ORTl mUIUpli•CIOnlngllto nna primar Dlf\Olng NglOII-S: 12S-372 

Sap 11719 

Esp3 1 582 

.- Hpa 1687 

_ ......._ EcoRV743 

__/ Apal984 

' BstE 111009 

-~Bel 11177 

1: s~ transcription stlrt ~l 
IAla'pUC fo,.11d 23.S... S.i, .. cilg Ptlmor SPSPr<m>tor lffll;, ,+ 
s -CCCAGT c.\CGACGTTG TAAAACG·3 .... 5 -,1.ffi.\GG TG>lc.ACTfü G-3 _. ~ 
5 -ccc:m C.\CGACGTTG TWACGACG GCCAGTGMT TG.\Affitlfl.l Tl\ACACfATA GMGAGCTAT GAO,lCGCAf Gc,lCGCGTAC GfAAGCTTGG ATCCTCUG,\ GCGGcc-.rccc I cDIIA ITTS;n I C~OO>T 

I- -SP6prolllOI01-I W7F 'sõilr'' ,~,U 1'W11
1
iCli lll 'airriil 'Trur' 7i\JiT"' 

' '----' L--J 

300 
• 

SW> I Xo>i lll 

cx-peptlde ~tlrt 
3ôlJ 
• 

I-----T7 prornw----l • •I 
GGGTCGACCC GOOMTTCCG GACCGGTo\CC TGCAGGC&TA CCAGCTTTCC CTATMJTG,16 TCGTATTMA GCTIGC.CGT AATCATGGTCA TAGCTGmc CTGTGTGAAA TTGTTAfCCG CT-3 

1l'ã/ 1 r sm,I 1EroR 1" Rli li I rpí Ir ~ 1 1 
.... 3 -613 GATATtloCTC AOCATAAM - s ·G G,\Cl,CACTTT AAl:AATAIY'..C GH 

Actl ~~~ L____J T7 Ptonlllt• Pdrmr Mt3/j:,UC Re>itrtll 23-Bm Sequtn~ng Pnn-..r 
r,m2 I PtM I ss'8:l87 1 +-

T7 trl'ISl:lj)iOII ~I 

'RtqlÍrt< lrcr;aso:l "'lJ'lllO:OtlAfor Olrlplllo di99Slioo. 
'Thl~\111 ruticfün silolistoflbinoo ~itlinllle SJII .MO~• illt10d•:>,l ln10tfrl \li:!Ornp<~ lg,1ion ofthtclW,l ln~ 

Anexo 4. Mapa esquemático do vetor pSportl (lnvitrogen). Está sendo mostrado também o sítio de multiclonagem 

uti lizado na remoção do fragmento de dxr. 

UFRGS - BIBUOTF.:CA 
INST. BlOCIÊNCIA~ 
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Anexos 

Anexo 5. Alinhamento das seqüências resultantes do resseqüenciarnento dos cDNA dos genes codificadores de DXR, 

MDC, IPPI I e IPPI II de E. grandis com as seqüências consenso de C. roseus ou A. thaliana, utilizando o programa 

CluslalW disporúvel em http://www.ebi.ac.uk.clustalw/#. A seqüência de dxr de C roseus está disponível no GenBank 

sob o código de acesso AF250235, a seqüência de mdc de A. tha/iana AK228357.IA, a seqüência de ippi I de A . 

dwlíana NM_121649.4 e a seqüência de ippt U deA. thalia11a sob o código de acesso NM_J 11146.2. 

Alinhamento DXR: 

DXRCroseus 
DXRGenol yptus 

DXRCroseus 
DXRGenolyptus 

DXRCroseus 
DXRGenol yptus 

DXRCroseus 
DXRGenolyptus 

DXRCroseus 
DXRGenolyptus 

DXRCroseus 
DXRGenolyptus 

DXRCroseus 
DXRGenolyptus 

OXRCroseu:s 
DXRGenolyptus 

DXRCroseus 
DXRGe.nolyptus 

DXRC.t:oseus 
DXRGenol yptus 

DXRCroseus 
DXRGenolyptus 

DXRCroseus 
DXRGenolyptus 

DXRCroseus 
DXRGenolyptus 

DXRCroseus 

CACGCGTCCGGCTCGCGCTTCCGCTTCTCCTTTCCTCTCAAGTTCCCTCCTTTTCCCTCC 60 

- --- -------------------------ATGGCTTTGAATTCGCTGTCCCCACCTAAA 30 
TTTGGTTTTGGGCAAATTTTTGTTTTCCCGATGGCTCTTAATTTGCTGTCGCCGGCCGAG 120 

ATCAAGACTATTTCGTTCTTGGATTCCTCCAAGTCGAATTATAATCTTMTCTTCTCAA- 89 
ATCAAGGCCGTTTCGTTCTTGGATTCTACGAAGTCAAATCACCACCTTCACCACCTCAAT 180 

- - GCTCCCAGGAGGATTTGCT'rTTAAGAAGAAAGATTTTGGAGCAAGTGGCGGAMGAAA 14 7 
MGTTGCCAGGTGTATATACGTTGAAGAGGAAGGATTGTGGMCGAG---------AAGA 231 

ATTCAATGTTCAGTACAGCCACCTCCACCGGCATGGCCGGGGAGGGCTGTTGCAGAGCCT 207 
ATACATTGTTCAGCACAGCCGCCTCCACCAGCCTGGCCTGGACGAGCTGTTCCCGAGACA 291 

GGTTATAAGACTTGGGAAGGTCAGAAGCCCATTTCAATAGTTGGCTCTACAGGCTCAGTA 267 
AATCGTAAATTGTGGGATGGCCCGAAGCCGATTTCTATTGTTGGATCTACTGGTTCCATT 351 

GGAACTCAGACACTAGATA'fAG'tTGCTGAGAATCX::AGACAAATTTAGAGTTGTTGCACTT 327 
GGAACACAGACTTTGGACATAGTAGCAGAGAACCX::TGATAAATTCAGAGTCGTGGCTCTT 411 

GCTGCCGGTTCAAACGTGACTCTTCTTGCTGATCAGGTCAAAACATTCAAGCCTCAGTTA 387 
GCAGCTGGATCAAATGTTACACTTCTATCTGATCAGGTTAAGAGATTCAAGCCTCAATTG 471 

GTTTCTGTCAG/\AATGAGTCATTGGTTAATGMCTCAAAGAGGCTTTATCTGATGTTGAT 447 
GTCGCAGTTAGGMTGAGTCACTAGTTGATGAACTCAAGGAGGCTCTATCTGATGTTGAA 531 

GACAAACCTGAAATTATTCCTGGCGAACAAGGTGTTGTTGAGGTTGTCCGTCACTCAGAT 507 
GACAAGCCTGAGATCATTCCAGGGGAACAAGGAGTTATTGAGGTGGCCCGCCATCCAGAC 591 

GCTGTCACCGTTGTTACTGGAATAGTCGGCTGTGCAGGTCTAAAGCCTACAGTGGCTGCC 567 
GCTGTAACTGTAGTTACAGGTATAGTTGGTTGTGCAGGACTAAAGCCTACAGTGGCTGCC 651 
• l i • 

ATAGAAGCTGGAAAAGACATTGCCTTGGCCAATAAAGAGACACTAATCGCTGGTGAWCCT 627 
ATTGAAGCAGGCAAGGACATAGCTTTC-GCCAATAAGGAGACCCTCATTGCAGGAGGTCCT 711 

TTTGTGCTTCCTCTTGCACACAAGCATAAAGTGAAGATTCTTCCTGCTGATTCAGAACAT 687 
TT'rGTGCTCCCCCTTGCACACAAGCATAAAGTGAAGATTCTTCCGGCTGATTCTGAACAT 7 7 1 

TCTGCTATATTCCAGTGTATCCAAGGTTTGCCGGAGGGTGCTCTTAGGCGCATAATTTTA 747 
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DXRGenolyptus 

DXRCroseus 
DXRGenolyptus 

DXRCroseus 
DXRGenol yptus 

DXRCroseus 
DXRGenol yptus 

DXRCroseus 
DXRGenol yptus 

DXRCroseus 
DXRGenol yptus 

DXRCroseus 
DXRGenol yptus 

DXRCroseus 
DXRGenol yptus 

DXRCroseus 
DXRGenol yptus 

DXRCcoseus 
DXRGenolyptus 

DXRCroseus 
DXRGenolyptus 

DXRCroseus 
DXRGenolyptus 

DXRCroseus 
DXRGenolyptus 

DXRCroseus 
DXRGenolyptus 

DXRCrÓseus 
DXRGenolyptus 

DXRCroseus 
OXRGenolyptus 

DXRCroseus 
DXRGenolyptus 

TCTGCCATATTTCAGTGTATTCAGGGTTTACCAGAAGGTGCACTTCGGCGAATTATTTTG 831 
***** **• ** ******** ** ***** ** ** ***** *** **** ** ***** 

ACAGCTTCTGGCGGTGCTTTCAGGGATTGGCCAGTCGAGAAATTGAAAGAAGTTAAAGTA 807 
ACTGCATCGGGTGGGGCTTTCAGGGATTGGCCAGTAGATAAATTAAAAGAAGTCAAAGTT 891 

GCCGATGCTTTGAAGCATCCCAACTGGAATATGGGJ\AAGAAGATTACGGTGGATTCTGCT 867 
GCTGATGCTTTGAAGCATCCTAACTGGAATATGGGGAAAAAGATTACTGTTGACTCTGCT 951 

ACTCTCTTTAATAAGGGTCTGGAAGTTATTGAAGCTCACTATCTTTTTGGCGCTGAATAT 927 
ACCCTTTTCAATAAGGGTCTTGAAGTCATTGAAGCGCATTATCTCTATGGAGCAGACTAT 1 011 

GACAACATCGATATAGTAATTCATCCCCAATCTATCATACACTCAATGGTTGAGACACAG 987 
GACCATATTGAGATTGTGATTCATCCCCAATCTATCATTCACTCGATGGTGGAGACACAG 1071 

GATTCATCGGTCTTGGCACAA TTGGGG'l'GGCCTGATATGCGTTTGCCTATTCTTTACACC 1 04 7 
GAT'rCATCCGTTCTCGCACAATTAGGGTGGCCCGATATGCGATTGCCGATCCTCTAG.l\CG 1131 

TTATCCTGGCCAGACAGAATTTCTTGTTCTGAGATTACTTGGCCCCGCCTTGATCTTTGC 1107 
ATGTCATGGCCAGAGAGGATTTACTGCTCTGAAATAACTTGGCCTCGACTCGACCTTTGC 1191 

AAGCTTGGATCTCTGACATTTAAAACCCCCGATAATGTCAAGTACCCATCCA- TGGACTT 1166 
AAGCTTGGTTCACTAACATTCAAAGCTCCTGACAATGTGAAATATCCATCCAATGGATCT 1 251 

1 1 1 > 1 ·I ,., ·I 

GGCA'I'ATGCTGCTGGTCGAGCAGGAGGGACAATGACGGGAGTTCTAAGTGCAGCAAATGA 1 226 
TGCCTATGCTGCTGGACGGGCT----------------------------- --------- 1 273 

GAAGGCAGTTGAGTTGTTTATTGATGAGAAAATTAGCTACTTGGATATTTTCAAGGTCGT 1286 

TGAGCTGACATGCGCGAAGCATCAAGCAGAACTGGTAACTTCACCATCACTCGACGAAAT 1346 

CATACATTACGACTTGGGGGCAAGGGACTATGCTGCAAGTTTTCAGAACAGTCTTGGTTT 1406 

GAGCCCTGCCCTTGTATGACGATGAACGAGATTTATAAGTTGGGTTTTCTTTGTATTGGT 1466 

ACAATCTTTGCCTAAATTCAGCAGATGGGTTGATGCAAAAAGTGTCATATTCAAGAAAAT 1526 

GAAAGATGTGATCAATCAAATATTGGTCCATCATTATAGGCTATAATACATGTCTTGATG 1586 

TCT'CTT'rGCTTTATAGTTCTTTATAAGATCAAA TAAAACAGTGATGGTTTCCTTAAAAAA 1 6 4 6 

AMA 1650 

Alinhamento MDC: 

►IDCAtl1dlÍ<rnd 

MDCGenolyptus 

MDCAthaliana 
MDCGenolyptus 

ATTTCTATTTGMTCTTC'l'GAAAwC1 AÇACAG,-, rc lC'l\,AAAT ,.;,.;AAAAA,:,;;:n GAGCTG b G 

TGTTAATGGGAGGAGAAATGGGTGGTGATGGTGACGGCGCAGACTCCAACGAATATCG<::C 120 
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MDCAthaliana 
HDCGenolyptus 

MDCAthaliana 
MOCGenolyptus 

MDCAthaliana 
t-tDCGen,:,lyptus 

MDCAthaliana 
MDCGenolyptus 

MDCAthaliana 
MDCGenolypt us 

11DCAthaliana 
MDCGenolyptus 

l1DCAthaliana 
MDCGenolyptus 

l1DCAthaliana 
MDCGenolyptus 

MOCAthaliana 
MOCGenolyptus 

MDCAthaliana 
MDCGenolyptus 

MDCAthaliana 
MDCGenolyptus 

MDCAthaliana 
MDCGenolyptus 

MDCAthaliana 
MDCGenolyptus 

MDCAthaliana 
MDCGenolyptus 

MDCAthaliana 
MDCGenolyptus 

MDCAthaliana 
MOC:Genolyptus 

MDCAthaliana 
MDCGenolyptus 

MDCAthaliana 
MDCGenolyptus 

MDCAthaliana 
MOCGenolyptus 

GTGATTAAGTATTGGGGAAAGAGAGATGAGGTTCGGATTCTTCCCATTAATGATAGCATT 180 

AGCGTCACGCTTGATCCTGATCACCTCTGTACTCTCACCACCGTCGCTGTTAGTCCTTCC 240 

TTTGATCGAGATCGAATGTGGCTCAATGGCAAGGAAATCTCGCTTTCTGGAAGTAGGTAC 300 

CAGAATTGCTTGAGGGAAATTCGAAGTCGTGCTGATGATGTAGAAGATAAAGAAAAGGGT 360 

ATCAAGATTGCGAAGAAAGATTGGGAGAAGCTGCATCTGCACATTGCTTCTCATAACAAC 420 

TTCCCTACTGCTGCTGGCTTAGCATCTTCTGCTGCTGGTTTTGCTTGCTTAGTTTTTGCT 480 
---- ---- - ------------------------------- - ----------CCTGGCGGT 9 . . 
CTTGCCAAGTTGATGAATGTAA.ATGAAGATCCAAGCCAACT~TCTGCTATAGCAA-GGCA 539 
ACGGTCCGGATTCCGG- -GTCGAT- AGCGTCCGAGACA- CTTTCTGCTATTGCTCCGGCA 65 

; ' 

AGGTTCAGGAAGTGCTTGCCGTAGTTTATTTGGGGGATTTGTCAAGTGGAATATGGGAAA 599 
AGGTTCAGGTAGCGCTTGTCGCAGCTTATATGGTGGATTCGT.AAAGTGGATAATGGGAAA 125 

CAAAGAAGATGGAAGTGACAGTGTTGCAGTTCAACTGGTAGATGATAAGCACTGGGATGA 659 
AGAGGAAAATGGAAGTGACAGCCTTGCTGTTCAGCTAGCAGATGAAAAACACTGGGATGA 185 

TCTTGTTATCATTATTGCTGTGGTTAGTTCACGACAGAAGGA'\ACAAGCAGCACCTCGGG 719 
ACT'l'GTTATTA'ICATTGCTGTGGT AAGTTCCCGGCAAAAGGAAACAAGTAGCACCTCAGG 2 4 5 

AATGCGTGAGAGTGTTGAGACAAGTTTGCTTTTACAGCATAGAGCAAAGGAAGTTGTCCC 779 
AATGCGTGAAAGTGTTGAAACAAGTTTGCTTTTGCAACATAGAGCGAAGGAGGTGGTGCC 305 

AGTACGGATTTTGCAAATGGAAGAAGCTATAAAGAATCGAGATTTCACATCTTTTACAAA 839 
CAAGCGGATTCTAAAGATGGAAGAAGCCATTCAGAATCGCGACTTTGCATCTTTTGCAGC 365 

ATTGACGTGTTCAGACAGTAATCAGTTTCATGCTGTTTGTATGGATACATCTCCACCCA'r 8 9 9 
ACTAGCCTGTGCTGACAGTAATCAG'l'TCCATGCAGTGTGCCTCGATACATCTCCTCCAA T 4 2 5 

ATTCTACATGAATGACACCTCCCACAGGA'rAATCAGCTTAGTTGAAAAGTGGAACCGTTC 9 5 9 
TTTCTACATGAATGACACATCCCACAGGATAATTAACTGTGTTGAGAAATGGAATCGCTC 485 

TGCCGGTACACCAGAGATTGCTTATACATTTGATGCTGGCCCAAATGCAGTCATGATTGC 1019 
AGAAGAAGCGCCTCAG-TTGCATACACTT'fTGATGCGGGAC- AAATGCAGTTCTTATCGC 5 4 3 

AAGAAACAGGAAAGTAGCAGTTGAATTGCTGCAGGGGCTGCTCTACTGCTTCCCTCCTAA 1079 
ACGCAATAGAAAGGCAGCTTCACTGTTGCTTCAGCGACTGCTATACTACTTCCCTCCCAA 603 
' ' 1 t 1 1·1· 1 t 1 · Ir 

GCCTGACACAGACATGAAGAGTTACGTACTGGGGGATACATCGATAGTAl'MGAGGCAGG 1139 
CCCAAAAACCGACATGAACAGTTATGTTCTTGGTGACAAGTCAATCCTGAAAGATGCTGG 663 

CTTGGAAGG-------------AGAGCTTCCACAA----------GGAATTAAAGACAAA 1176 
AATCCAAGGGATAGATGAATGTAAAACCTTTGCCACCGCCCTCCGGAAATCAAGGAATAA 723 

ATTGGAAGTCAGGATCAAA.AAGGTGAAGTGAGTTATTTTATATGCAGCAGACCTGGAAGA 1236 
AATTCCCGCCAAAAAAACAGAGGTGAAGTTAGTTACTTCCTCTGCCCAAAACTTGGGAG- 782 
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MDCAthaliana 
MDCGenolyptuo 

MDCAth,3liana 
MDCGenolyptus 

MDCAthaliana 
MDCGenolypt.us 

MDCAthaliana 
MDCGenolyptus 

MDCAthaliana 
MDCGenolyptus 

GGTCCTGTGGTGCTTCAAGACCAAACTCAAGCTCTTCTCCATCCTCAAACTGGCCTCCCC 1296 
GG'rCCGGT--TGCCTCCAAA--GAAAGTACGGCTTTATTGGCCCCTAAACG- -------- 829 

AAATAACCAT'I'TCTATGTCTTGTTGTTACTTCAACTCTGAGATTTGCAACAGCTTCATCT 1356 

TTTGCTTTGCCAGCTCCAACTCTTGTCCTAAGAGAGCACTCTTCTGAATCTTTTCCCAAT 1416 

TATTTGTGTTTACGTACAATTCTTCTGCATCGGGTGCAAAAAACAAAACAATCAATATTG 1476 

CAAACGAATAN!,ATCTTGATGCC'll:AAAAAAAAA 1509 

A1inahmento IPPI I: 

IPPIIAthaliana 
J P PI I Geno l ypt ,~s 

I PPIIAthaliana 
I PPIIGenolyptus 

I E'PIIAthaliana 
Il?PIIGenolyptus 

IPPIIAthaliana 
IPPIIGenolyptus 

I PPIIAthal iana 
IPPIIGenolyptus 

IPPIIAthaliana 
I l?l?IIGenolyptus 

IPPIIAthaliana 
IPPIIGenol yptus 

IPPIIAthaliana 
IPPIIGenolyptus 

I PPIIAthaliana 
I PPIIGenolyptus 

IPPI:LAthaliana 
IPPIIGenolyptus 

IPPIIAthaliana 
IPPIIGenolyptus 

IPPIIAthaliana 
I PPIIGenol yptus 

IPl?IIAthaliana 
Il?l?IIGenolyptus 

AAGAGAAACAAAGACGTAATCCAAAATGTCTACTGCTTCACTATTTAGCTTCCCTTCATT 60 

TCATCTCAGATCCCTCCTTCCTTCTCTCTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCCTCTTCCCGATT 120 
----------------------------------------------------------cc 2 

TGCCCCTCCCCGTCTTTCTCCGATCCGATCTCCGGC- GCCGAGGACTCAGCTGTCTGT- T 178 
TGCAGAACGGTCCGGATTCCCGGGTCGACTAGCGTCCGCTCCCTCCTCGTCCCTCTCTCT 62 
' ' ' 

CGCGCTTTCTCAGCCG- TCACCATGACCGATTCTAACGATGCTGGAATGGATGCTGTTCA 237 
CTCTCTCTGTCGATCGACCGCCATGGCCGACGGTGCCGACGCCGGCATGGACGCCGTCCA 122 

GAGACGACTCATGTTTGAAGACGAATGCATTCTCGTTGATGAAAATGATCGTGTGGTGGG 297 
GCGGCGCCTCATGTTCGAGGACGAATGCATCTTGGTGGATGAGAACGACAATGTCGTCGG 182 

ACATGACACTAAGTATAACTGTCATCTGATGGAAAAGATTGAAGCTGAGAATTTACTTCA 357 
TCACGAGTCGAAGTATAACTGTCATTTGATGGAGAAAATCGAGTCCTTGAATCTGTTGCA 242 

CAGAGCTTTCAGTGTGTTTTTATTCAACTCCAAGTATGAGTTGCTTCTCCAGCAACGGTC 417 
TAGGGCATTCAGTGTGTTTTTGTTCAACTCAAAATATGAGCTACTGCTTCAGCAACGCTC 302 

AAAAACAAAGGTTACTTTCCCACTTGTGTGGACAAACACTTGTTGCAGCCATCCTCTTTA 477 
TGCCACAAAGGTAACATTCCCCCTTGTGTGGACAAACACCTGCTGCAGCCATCCATTGTA 362 

CCGTGAATCCGAGCTTATTGAAGAGAATGTGCTTGGTGTAAGAAATGCCGCACAAAGGAA 537 
CCGGGAGTCCGAGCTCATTGCTGAGAACGCCCTTGGGGCGAGGAATGCTGCACAAAGGAA 422 

GCTTTTCGATGAGCTCGGTATTGTAGCAGAAGA'rGTACCAGTCGATGAGTTCACTCCCTT 597 
GCTCTTGGACGAACTGGGCATTCCTGCTGAAGATGTGCCGGTTGATGAATTCATTCCTCT 482 

GGGACGCATGCTTTACAAGGCACCTTCTGATGGGAAATGGGGAGAGCACGAAGTTGACTA 657 
GGGTCGAATGCTGTATAAGGCACCTTCTGATGGAAAGTGGGGAGAGCACGAACTTGATTA 542 

TCTACTCTTCATCGTGCGGGATGTGAAGCTTCAACCAAACCCAGATGAAGTGGCTGAGAT 717 
CTTGCTGTTCATCGTTCGAGACGTGAAGGTCAATCCCAACCC-GACGAGGTCGCCGAAAT 601 

'1 

CAAGTACGTGAGCAGGGAAGAGCTTAAGGAGCTGGTGAAGAAAGCAGATGCTGGCGATGA 777 
CAAGTATGTGAACCAGGACA---TTGAAGGACTGTTGA-GAAAGCA-- TGCGGGCGAAGG 655 
.,; ; ' 
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IPPIIAthaliana 
l l?l?IIGenol ypt us 

I PPIIAthaliima 
I Pl?IIGenolyptu,:; 

I PPIIAthaliana 
I l?l?IIGenolyptus 

I PPIIAtha li ana 
IPPIIGenolyptus 

IPPIIAthaliana 
I PPIIGenolyptus 

AGCTGTGAAACTATCTCCATGGTTCAGATTGGTGGTGGATAATTTCTTGATGAAGTGGTG 837 
GGGCCTGAA- CTGTCCCC--TGTCAATTATGGtGACACTTCTGTTCATGTTGA------- 705 

GGATCATGTTGAGAAAGGAACTATCAC'l'GAAGCTGCAGACATGAAAACCATTCACAAGCT 8 97 
--------T'l'AGCAAAGGGA-----ACTGAGAGCCCTG- 'rATGAAA- CCATCCAAGCTGA 7 50 

CTGAACTTTCCATAAGTTTTGGATCTTCCCCTTCCCATAATAAAATTAAGAGATGAGACT 957 
CTGMTTTG'l'CGGTAGA---- - ---------CGCACATAAAGAGGCI\AATGGACC----- 791 

TTTATTGATTACAGACAAAACTGGCAACAAAATCTATTCCTAGGATTTTTTTTTGCTTTT 1017 

TATTTACTTTTGATTCATCTCTAGTTTAGT'l'TTCATCTTTTGTT 1061 

Alinhamento IPPI II: 

IPPIIIAthaliana 
IPPIIIGenolyptus 

I PPIIIAthaliana 
I PPIIIGenolyptus 

Il?PIIIAthaliana 
I PPIIIGenolyptus 

I PPIIIAthaliana 
I PPIIIGenolyptus 

I PPIIIAthal iana 
IPPIIIGenolyptus 

IPPIIIAthaliana 
I PPIIIGenolyptus 

IPPIIIf-thaliana 
IPPIIIGenolyptus 

IPPIIIAthaliana 
I Pl?I IIGenol yptus 

IPl?IilAthaliana 
IPPIIIGenolyptus 

IPPIIIAthaliana 
IPPIIIGenolyptus 

IPPIIIAthaliana 
IPPIIIGenolyptus 

lPPIIIAthaliana 
IPPIIIGenolyptus 

IPPIIIAthaliana 
IPPIIIGenolyptus 

ATCACCACATGCGACACACCAACACCAATGTCTGCTTCTTCTTTATTTAATCTCCCATTG 60 

ATTCGCCTCAGATCTCTCGCTCTTTCGTCTTCTTTTTCTTCTTTCCGATTTGCCCATCGT 120 
---------------------CCTGCAGGTACGGGTCGGA--TTCCGGGTCGAACAGCGT 37 

CCTCTGTCATCGATTTCACCGAGAAAGTTACCGAATTTTCGTGCTTTCTCTGGTACCGCT 180 
CCGCCTTCCCCTCTCCCTCCTCGTCCC'l'CTCT---CTCTCTCTCTGTCGATCG-ACCGCC 93 

ATGACAGATACTAAAGATGCTGGTATGGATGCTGTTCAGAGACGTCTCATGTTTGAGGAT 240 
ATGGCCGACGGTGCCGACGCCGGCATGGACGCCGTCCAGCGGCGCCTCA 'l'GTTCGAGGAC 153 

GAATGCATTCTTGTTGATGAI\ACTGATCGTGTTGTGGGGC-TGACAGCAAGTATAATTGT 299 
GAATGCATCTTGGTGGATGAGAACGACAATGTCGTCGGTCACGAGTCGAAGTATAACTGT 213 

CATCTGATGGAAAATATTGAAGCCAAGAATTTGCTGCACAGGGCTTTTAGTGTATTTTTA 359 
CATTTGATGGAGAAAATCGAGTCCTTGAATCTGTTGCATAGGGCAT'l'CAGTGTGTTTTTG 273 

'1 

TTCAACTCGAAGTATGAGTTGCTTCTCCAGCAAAGGTCAAACACAAAGGTTACGTTCCCT 419 
TTCAACTCAAAGTATGAGCTACTGCTTCAGCAACGCTCTGCCACAAAGGTAACATTCCCC 333 

CTAGTGTGGACTAACACTTGTTGCAGCCATCCTCTTTACCGTGAATCAGAGCTTATCCAG 479 
CTTGTGTGGACAAACACCTGCTGCAGCCATCCATTGTACCGGGAGTCCGAGCTCATTGCT 393 

GACAATGCACTAGGTGTGAGGAATGCTGCACAAAGAAAGCTTCTCGATGAGCTTGGTATT 539 
GAGAACGCCCTTGGGGCGAGGAATGCTGCACAAAGGAAGCTCTTGGACGAACTGGGCATT 453 

GTAGCTGAAGATGTACCAGTCGATGAGTTCACTCCCTTGGGACGTATGCTGTACAAGGCT 599 
CCTGCTGAAGATGTGCCGGTTGATGAATTCATTCCTCTGGGTCGAATGCTGTATAAAGCA 513 

CCTTCTGATGGCAAATGGGGAGAGCATGAACTTGATTACTTGCTCTTCATCGTGCGAGAC 659 
CCTTCTGATGGMAGTGGGGAGAGCACGAACTTGATTACTTGCTGTTCATCGTTCGAGAC 573 

GTGAAGGTTCAACCAAACCCAGATGAAGTAGCTGAGATCAAGTATGTGAGCCGGGAAGAG 71 9 
GTGAAGGTCAATCCCAACCCCGACGAGGTCGCCGATATCAAGTATGTGAACCAGGAGCAG 633 

CTGAAGGAGCTGGTGAAGAAAGCAGATGCAGGTGAGGAAGGTTtGAAACTGTCACCATGG 779 
TTGAAGGAGCTGTTGAGGAAAGCCGATGCGGGCGAGGGGGGCT--GPACTGTC- CCCTGG 690 
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IPPIIIAthaliana 
Il'l?IIIGenolyptu" 

I PPIIIAthaliana 
IPPIIIGenolyptus 

I PPIIIAthaliana 
IPPIIIGenolyptus 

IPPIIIAthaliana 
IPPIIIGenolyptus 

I PPIIIAthaliana 
I PPTIIGenolyptus 

TTCAGATTGGTGGTGGACAATTTCTTGATGAAGTGGTGGGATCATGTTGAGAAAGGAACT 839 
'r'rCMT'r- - /\1'GG'l'GGACA- CT'I'CTTGTTCA--TGGTGGGACC- TGTC- AGAAGGGAAC'l' 'I 4 3 
H 

TTGGTTGAAGCTATAGACATGAAAACCATCCACAAACTCTGAACATCTTTTTTTAAAGTT 899 
GAAGGAGCAGCTG-----ATTGAAACATTCCCAGCTGACCGGAATTTTGGCGGGACCGTA 198 

TTTAAATCAATCAACTTTCTCTTCATCATTTTTATCTTTTCGATGATAATAATTTGGGAT 959 
CATAAGGCGGGAl1A--------------------------------------------- 812 

ATGTGAGACACTTACAAAACTTCCAAGCACCTCAGGCAATAATAAAGTTTTCGTTTTTAT 1019 

CTTAATT 1026 
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pGEX-4T-2 (27-4581-tO 
Thrombin 

!Leu \/ai Pro Mrl· Gly Ser! Pro GIJ lle Pro Gly 5:!r Thr Arg Ala ,.'.\la Ala Ser 
CTG GTT CCG CG1 GGA TCC CCA GGA ATT CCC GGG TCG ACT CG.i\ GCG GCC GCA TCG TGA 

1 µ t 1 . ... - ·1 -

BamH I EcoR I Sma I Sal 1 ' Xho 1 • r,J ot I Stop codon 

Anexo 6. Mapa esquemático do vetor pGEX (GE Healthcare) de fusão a glutationa-S-transfcrase. Está sendo rnostrado o 

sítio de multiclonagem na versão do pGEX-4T-2 além do sítio de clivagem proteolítica por trombina. 
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Anexo 7 

CaMV35S 
polyA 

Borda T esqu~rda 

Xho Hmd 

804 

Nhel 
Spe 
Bgl 
Nco 1 
EcoRI 
Sma l 

P,::unJ/1 Hnd 

---1-1 CaMV35S • · • 

DXR 
polyA 

Borda T direita 

Anexo 7. Desenho esquemático do vetor de expressão binário pUESC28, contendo a seqüência do gene dxr na versão 

senso. A ligação do gene no vetor foi realizada no sítio da enzima de restrição SmaI (em vermelho). 
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Anexo 8 
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Anexo 8. Alinhamento da região N-terminal de seqüência de aminoácidos de DXRs de plantas utilizando o programa 

vector NTI 7. Três domínios altamente conservados foram encontrados em todas as DXRs de plantas e estão 

sublinhados. O domínio I (em vermelho) é o provável sítio de clivagem do peptídeo-sinal, e possui o motivo conservado 

Cys-Ser-(AJa/Met/Val/Thr). O segundo domínio (em preto) contém um extenso motivo rico em protinas 

PP(P/S)AWPG(R/T)A (posição 81-91 pb) na seqüência de DXR de E.grandis) também na região N-terminal. O terceiro 

domínio (em azul) é um domínio altamente conservado de ligação a NADPH (GSTGSlGT), encontrado também em 

procari~tos, como pode ser visto no Anexo 9. O provável sítio de clivagem do peptídeo de trânsito para plastídeos foi 

predito pelo programa ChloroP e está indicado pela seta. As DXRs usadas para análise foram as das plantas Mentha x 

piperita (número de acesso no GenBank AFl 16825), Catharanthus roseus (AF250235), Camptotheca acuminata 

(DQ355159.1 ), Hevea brasiliensis (DQ4375 l 4. l), Arabidopsis thaliana (AFI 48852), Artemisia annua (AFI 82287) e 

Cistus incanus (A Y297794.2). 
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Anexo 9 

Croseus 
Mpiperita 
Athaliana 
Cacuminata 
E. grandis 
Ecoli 

Croseus 
Mpiperita 
Athaliana 
cacumina·ta 
E.grandis 
Ecoli 

Cros-eus 
Mpiperita 
Atha l iana 
Cacuminata 
E. grandis 
Ecoli 

croseus 
Mpiperita 
Athaliana 
Cacumi.nata 
E . grandis 
Ecoli 

--------- - - ------- --- -----------MALNSLSPPKIKTISFLDSSKSNYNL-N 27 
-------------------------------------MAPTEIKTLSFLDSSKSNYNL- N 22 
--------------------- ----------MMTLNSLSPAESKAISFLDTSRFNP- --- 25 
--------------------------------MALNLLSPTEIKAISFLDSSKSNNS--Y 26 
XXHASGSRFRFSFPLKFPPFPSFGFGQIFVFPMALNLLSPAEIKAVSFLDSTKSNHHLHH 60 

LLKLPGGFAFKKKDFGASGGKKI, QP----- AEPGYKTWEGQKPISI 82 
PLKFQGGFAFKRKDSGCTAAKRVH QSQS--- FPEPGRMTWEGPKPISV 79 
IPKLSGGFSLRRRNQGRGFGKGV" KVQQQQ VPEAPRQSWDGPKPISI 85 
LLKLQGG!ALKRKDYGATFGKRI QP----- VAEPGRKIWDGPKPIAV 81 
LNKLPGVYTLKRKDCG---TRRI QP- --- VPETNRKLWDGPKPISI 112 
------------------------- - - - - ---- ------- - - - - - --- ------11KQLTI 6 

* : : : 

VGSTGSVGTQTLDIVAENPDKFRVVALAAGSNVTLLADQVKTFKPQLVSVRNESLVNELK 142 
IGSTGSIGTQTLDIVAENPDKFRIVALAAGSNVTLLADQVKAFKPKLVSVKDESLISELK 139 
VGSTGSIGTQTLDIVAENPDKFRVVALAAGSNVTLLADQVRRFKPALVAVRNESLINELK 145 
VGSTGSIGTQTLDIVAEHPDKFRVVALAAGSNVALLAOQVRQFKPKLVAIRNESLITELK 141 
VGSTGSIGTQTLDIVAENPDKFRVVALAAGSNVTLLSDQVKRFKPQLVAVRNESLVDELK 172 
LGSTGSIGGSTLDVVRHNPEHFRVVALVAGKNVTRMVEQCLEFSPRYAVMDDEASAKLLK 66 
:***** :* *** : * . : * : : ** : *** . ** . ** : : : * * . * . : : *: 

EALSDVDDKPEIIPGEQGVVEVVRHSDAVTVVTGIVGCAGLKPTVAAIEAGKDIALANKE 202 
EALAGFEDMPEIIPGEQGMIEVARHPDAVTWTGIVGCAGLKPTVAAIEAGKDIALANKE 199 
EALADLDYKLEIIPGEQGVIEVARHPEAVTWTGIVGCAGLKPTVAAIEAGKDIALANKE 205 
AALSDFEPKPEIISGEEGIAEVARHPEAVSVMTGIVGCAGLKPTVAAIEAGKDIALANKE 201 
EALSDVEDKPEIIPGEQGVIEVARHPDAVTVVTGIVGCAGLKPTVAAIEAGKDIALAN~E 232 
TMLQQQGSRTEVLSGQQAACDMAALEDVDQVMAAIVGAAGLLPTLAAIRAGKTILLANKE 126 

* :: . * :: . * ::. *** . *** **:*,-;*,*** * ***** 

Anexo 9. Alinhamento da região N-terminal de seqüência de aminoácidos de DXRs de plantas e E. coli utilizando o 

Programa ClustalW 1.8. Três domínios altamente conservados foram encontrados em todas as DXRs de plantas e estão 

destacados. O domínio I (em verde) e o domínio □ (em azul) já foram descritos na legenda do Anexo 8 e somente estão 

presentes em DXRs de plantas. O terceiro domínio (em cinza) é um domínio altamente conservado de ligação a NADPH 

(GSTGSIGT) encontrado também em procariotos, aqui representado pela seqüência de E. coli. O peptídeo-sinal para 

plastídeo, que é a seqüência anterior ao primeiro domínio, não está presente na seqüência de E. coli. As DXRs usadas 

para anál ise foram as derivadas de Mentha x piperita (número de acesso no GenBank AFl 16825), Catharanthus roseus 

(AF250235), Camptotheca acuminata (DQ355159.l), Hevea brasiliensis (DQ437514.l), Arabidopsis thaliana 

(AFI48852) e Escherichia coli (AB013300.l ). 
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