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RESUMO

A classe dos triterpenos pentaciclicos apresenta uma diversidade de estruturas que
€ devida ao numero de rearranjos que a molécula do precursor oxidoesqualeno sofre
durante a ciclizagdo, sendo a friedelina o derivado com maior nimero de rearranjos.
As oxidoesqualeno ciclases (OSCs) sdo enzimas que catalizam a biossintese dos
triterpenos, gerando essa variedade de estruturas. O objetivo deste estudo foi clonar
OSCs a partir de folhas de Maytenus ilicifolia Mart. ex Reissek, uma espécie
medicinal brasileira, para posterior andlise funcional dos seus triterpenos
pentaciclicos e localizagdo filogenética em relacdo as OSC j4 caracterizadas de
outras espécies. Para esta finalidade, adotou-se a estratégia de RT-PCR. O RNA
total foi extraido a partir das folhas de M. ilicifolia e utilizado na sintese de cDNA. A
amplificagdo de fragmentos “core” de genes de OSCs foi realizada com iniciadores
parcialmente degenerados desenhados para amplificar regibes conservadas entre
enzimas dessa familia. Os fragmentos clonados foram sequenciados e iniciadores
especificos foram desenhados para as amplificagcbes das extremidades 5 e 3.
Posteriormente iniciadores especificos foram desenhados para clonagem dos
cDNAs completos. Comparacado com banco de dados revelou que uma das ORFs
obtida possui alta identidade com cicloartenol sintases de outras espécies de plantas
ja caracterizadas e que outras trés ORFs clonadas possuem alta identidade com
triterpeno sintases como beta-amirina, lupeol e isomultiflorenol sintases. As ORFs
clonadas serao utilizadas em estudos futuros para expressao por sistema heterdlogo
permitindo a identificacdo das oxidoesqualeno ciclases por meio de analise dos
produtos gerados .

Palavras-chave: oxidoesqualeno ciclases, friedelina, Maytenus ilicifolia, triterpeno
sintases



ABSTRACT

The class of pentacyclic triterpenes presents a diversity of structures due to the
number of rearrangements that the molecule of oxidosqualene undergoes during
cyclization, being friedelin the derivative with maximum number of rearrangements.
The oxidosqualene cyclases (OSCs) are enzymes that catalyze the biosynthesis of
triterpenes, generating a wide variety of molecules. This study aims to clone OSC
from leaves of Maytenus ilicifolia Mart. ex Reissek, a medicinal species from Brazil,
for further functional analysis of its pentacyclic triterpenes and phylogenetic
localization in comparison of OSCs characterized from other species. For this
purpose, we adopted the strategy of RT-PCR. Total RNA was extracted from leaves
of M. ilicifolia and used in the synthesis of cDNA. The PCR amplification of core
fragments of OSC genes was performed with partially degenerated primers designed
to amplify highly conserved regions among this class of enzymes. The cloned
fragments were sequenced and specific primers were designed for amplification of &’
and 3’ ends. Then, specific primers were designed for amplification of full-length
cDNAs. Phylogenetic analyzes revealed that TS6 showed high identity with
cycloartenol synthase of several other plant species already characterized, and CS4
exhibit high identity to triterpene synthases as beta-amyrin, lupeol and
isomultiflorenol synthases from other plant species. The ORFs cloned will be used in
future studies for expression in heterologous system allowing identification of the

oxidosqualene cyclases by analysis of the products generated.

Key Words: oxidosqualene cyclases, friedelin, Maytenus ilicifolia, triterpene

synthase
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1. INTRODUCAO
1.1. Produtos Naturais Produzidos por Plantas

Desde os tempos antigos, as plantas tém sido utilizadas pela humanidade
como uma fonte valiosa de metabdlitos com propriedades terapéuticas. Grande
namero das farmacos modernos foi desenvolvido a partir de plantas utilizadas pelas
civilizacdes do Egito, China, india e Grécia (SHOEB, 2006). O papiro de Ebers,
primeiro tratado médico conhecido da civilizagdo egipcia, descreve receitas para o
tratamento de doencas utilizando plantas como babosa, absinto, mirra, hortel&, entre
outras (CORREA FILHO, 2008).

Atualmente, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que 80% da
populacdo mundial utilizam produtos naturais para seus cuidados primarios com a
saude e que mais de um terco dos farmacos aprovados no mercado sdo produtos
naturais ou derivados destes (CAO e KINGSTON, 2009; CRAGG e NEWMAN,
2002). O uso de plantas desempenha um papel importante na saude publica,
especialmente nos paises em desenvolvimento, onde muitas vezes, é o0 Unico
recurso terapéutico disponivel (MOSSI et al., 2009)

O conhecimento etnobotanico-farmacolégico acumulado por geragdes serviu
para o desenvolvimento de farmacos (Figura 1) de grande importancia e valor
comercial, tais como: o acido acetil-salicilico (A), principio ativo da Aspirina®,
composto modificado do acido salicilico, isolado inicialmente de uma Salicaceae; a
escopolamina (B), alcaloide isolado de Solanaceae e modificado constituindo o
principio ativo do Buscopan®, medicamento analgésico recomendado para dores
(FELIU, 2011); a vincristina (C) e vinblastina (D), isolados Catharanthus roseus G.
Don. (Apocynaceae), utilizados em combinacdo com outros quimioterapicos no
tratamento de vérios tipos de cancers (SHOEB, 2006); o paclitaxel (Taxol®, E),
isolado da planta Taxus brevifolia (Taxaceae), que apresenta atividade clinica
excelente contra cancer de ovario e de pulmdes (CHAUDHARY et al., 1994); e a
artemisinina (F) presente na espécie Artemisia annua, que exerce potente atividade
antimalarica (CECHINEL FILHO e YUNES, 1998).
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Rl

(T} R=Me
(D) R=CHO

Figura 1. Compostos bioativos derivados de plantas. (A) acido acetil-salicilico; (B)
escopolamina; (C) vincristina; (D) vinblastina, isolados Catharanthus roseus G.
Don. (Apocynaceae), utilizados em combinagdo com outros quimioterapicos no
tratamento de varios tipos de cancers (SHOEB, 2006); o paclitaxel (Taxol®, E),
isolado da planta Taxus brevifolia (Taxaceae), que apresenta atividade clinica
excelente contra cancer de ovario e de pulmdes apresentando-se como uma
promessa de boa atividade no tratamento de outras neoplasias (CHAUDHARY et
al., 1994) e a artemisinina (F).

Mesmo com o grande numero de espécies Uutilizadas pela medicina
tradicional, apenas a partir dos anos 1990, os estudos relacionados a descoberta
dos produtos naturais de plantas comecaram a receber um interesse crescente
objetivando principalmente farmacos com efeitos anticAncer e contra processos
inflamatorios (PINTO e REZENDE, 2003). Ainda nos anos 90, cerca de 75% dos
compostos naturais utilizados na industria farmacéutica foram isolados seguindo
recomendacdes da medicina popular (CECHINEL FILHO e YUNES, 1998).

A maioria das espécies vegetais € desconhecida do ponto de vista cientifico,
sendo que apenas 5%, das 250-500 mil espécies existentes no planeta, foram
estudadas quimicamente e menos de 5% foram testadas biologicamente (CECHINEL
FILHO e YUNES, 1998). Estima-se que no Brasil, apenas 10% das plantas foram
estudadas do ponto de vista quimico e farmacoldgico (VEPOORTE et al., 2000), de
modo que ainda ha muito trabalho a ser feito em relacdo a descoberta e
desenvolvimento dos produtos naturais devido a grande diversidade de plantas

existentes (NODARI E GUERRA, 2001). O estudo dos produtos naturais de plantas
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justifica-se devido a importancia que assume na descoberta de varias substancias
com aplicagdo na medicina, agricultura, inddstria de matérias e outras areas
(CORREA FILHO, 2008).

1.2. Metabolismo das plantas

Metabolismo pode ser definido como o conjunto de reacdes quimicas que
ocorrem continuamente nas células, sendo divididas em catabolismo (reacbes de
degradacdo), anabolismo (reacBes de sintese) e biotransformacdo (CORREA
FILHO, 2008). No caso das células vegetais, 0 metabolismo costuma ser dividido em
primario e secundario.

A maioria dos compostos presentes nas plantas faz parte do metabolismo
primério, como por exemplo, os polissacarideos, acucares simples, lipideos,
proteinas, entre outras moléculas, que sédo essenciais para o seu desenvolvimento e
sobrevivéncia (MARASCHIN e VERPOORTE, 1999). Por outro lado, os compostos
do metabolismo secundario, apesar de nem sempre serem necessarios para que
uma planta complete seu ciclo de vida, apresentam um papel importante na
interacdo das plantas com o meio ambiente (efeito atrativo de agentes polinisadores,
repulsivo a microrganismos, insetos ou vertebrados, ou até mesmo a germinacao de
outras plantas em locais préximos) garantindo, muitas vezes, a sobrevivéncia das
espécies no ecossistema (SANTOS, 2000).

A diversidade de metabdlitos secundarios de plantas é uma questdo de
grande interesse e importancia, uma vez que esses produtos naturais, inclusive com
estrutura muito semelhante, apresentam distintas atividades bioldgicas (PUPO et al.,
2007). A grande heterogeneidade de metabdlitos secundarios existente na natureza
€ geralmente derivada de modificacbes em estruturas comuns, que apos a
biossintese sdo submetidas a reacbes de hidroxilacdo, ciclizacdo, glicosilacéo,
metilacdo, prenilacdo, acetilacdo, sulfatacdo e bezoilacdo. Nos ultimos anos,
diversas enzimas modificadoras, como oxidases, aciltransferases e metiltranferases
foram clonadas e caracterizadas (MAURY et al, 2005).

Os principais grupos de metabdlitos secundarios, tanto em numero de
compostos como em importancia farmacolégica e ambiental, sdo os alcaloides, os
compostos fendlicos e os terpenoides (FELIU, 2011). Os alcaloides séo derivados de

aminoacidos aromaticos (triptofano, tirosina), os quais sé&o derivados do acido
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chiquimico e, também, de aminoéacidos alifaticos (ornitina, lisina). Os compostos
fendlicos sdo substancias que possuem pelo menos um anel aromatico no qual ao
menos um hidrogénio é substituido por um grupamento hidroxila e sdo derivados do
acido chiquimico ou &cido mevalénico (CORREA FILHO, 2008). Por fim, os
terpenos, metabdlitos de interesse nesse estudo, sdo produzidos a partir do acido
mevalonico (no citoplasma) ou a partir do piruvato e 3-fosfoglicerato (no cloroplasto).
respectivamente, a via do mevalonato e a do metileritritol ttm como produtos finais
0s terpenos e o0s esteroides, sendo considerado 0 grupo mais complexo e
diversificado dos metabdlitos secundarios (JAKIEMIU, 2008).

Os terpenos formam o maior grupo de compostos naturais encontrados em
plantas e sao constituidos por moléculas sucessivamente condensadas de isopreno.
Entre os terpenoides, os triperpenoides tém sido relatados como o Unico grupo de
compostos fitoquimicos com variadas atividades anticancer e que tém demonstrado
promissores resultados em estudos pré-clinicos.

Apesar da grande importancia e alto valor econdmico desses biofarmacos,
baixos niveis de produtividade tém sido usualmente encontrados nos sistemas de
producdo agricolas convencionais, devido a varios motivos, como 0 tempo
necessario para o desenvolvimento da planta ou a necessidade de condigfes ideais
para o cultivo (VERPOORTE et al., 2002). Com isso, surge a necessidade de
sistemas alternativos de producdo dessas biomoléculas e a producdo em sistema
heter6logo apresenta-se como um sistema com alto potencial para superacao desse
problema (VERPOORTE e MEMELINK, 2002).

1.3. Triterpenoides

Terpenoides representam o maior e mais diverso grupo de moléculas de
plantas e estdo presentes tanto como metabdlitos primarios como secundarios
(THOLL e LEE, 2011). Enquanto metabdlitos primarios, os terpenos apresentam
importantes fungbes, como na fotossintese, respiracdo, regulagdo do metabolismo
hormonal, regulacdo do crescimento e desenvolvimento, na definicdo de estruturas
de membrana, entre outras (MAURY et al., 2005). Ja como metabdlitos secundarios,
os derivados terpénicos podem ocorrer ou ser classificados como monoterpenos,
sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos e saponinas (SANTOS, 2004). Esses

metabolitos secundarios podem apresentar funcdes especializadas em interagcbes
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ecologicas, por exemplo, como fitoalexinas na defesa contra patdégenos de plantas
ou atuarem diretamente na defesa contra herbivoros (THOLL e LEE, 2011; XUE, et
al., 2012). Além disso, sdo de grande interesse devido as variadas propriedades
farmacoldgicas que suas estruturas apresentam, por exemplo: 0s anticancers
paclitaxel de Taxus spp e vincristina/vimblastina de Catharanthus roseus; o
antimalarico artemisinina de Artemisia annua; e o antirretroviral calanolide A de
Calophyllum lanigerum (CRAGG e NEWMAN, 2005).

Os terpenos sao sintetizados a partir da via do mevalonato ou a partir da via
do fosfato de metileritritol. A partir da via do mevalonato, que ocorre no citosol e esta
presente em todos os organismos, sdo sintetizados sesquiterpenos, triterpenos e
esteroides. Por outro lado, a partir da via do metileritritol, que ocorre nos cloroplastos
e outros plastideos e esta presente em algumas bactérias, algas e plantas, séao
sintetizados monoterpenos, diterpenos e carotenoides (FELIU, 2011; MAURY, et al.,
2005). A Figura 2 esquematiza estas vias. Na via do mevalonato, ocorrem varias
reacoes para formar a unidade basica dos terpenos, o isopentenil pirofosfato (IPP),
gue pode ser isomerizado em dimetilalil-pirofosfato (DMAPP). Na via do fosfato de
metileritritol, o gliceraldeido-3-fosfato e dois atomos de carbono derivados do
piruvato se combinam para formar um intermediario que € convertido em IPP ou
DMAPP (FELIU, 2011). Por sua vez, o IPP ou seu isémero, o DMAPP, unem-se para
formar moléculas maiores. Inicialmente, o IPP e o DMAPP reagem e formam o
geranil-pirofosfato (GPP, C10), a partir do qual sdo formados os monoterpenos
(JAKIEMIU, 2008). O GPP pode, entdo, ligar-se a outra molécula de IPP e formar
farnesil-difosfato (FPP, C15), precursor da maioria dos sesquiterpenos. A adicdo de
outra molécula de IPP forma o geranilgeranil-pirofosfato (GGPP, C20), precursor dos
diterpenos. Finalmente, FPP e GGPP podem dimerizar formando triterpenos (C30) e
tetraterpenos  (C40), respectivamente. Os esteroides sao sintetizados
posteriormente, a partir dos triterpenos (JAKIEMIU, 2008; MAURY et al., 2005).
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Figura 2. Rotas da biossintese dos terpenoides (JAKIEMIU, 2008).

A sintese de esteroides do metabolismo primario de plantas envolve a
ciclizacdo do 2,3-oxidoesqualeno em cicloartenol, por uma enzima da familia das
oxidoesqualeno ciclases, a cicloartenol sintase (Figura 3). O 2,3-oxidoesqualeno
pode ser ciclizado, também, por oxidoesqualeno ciclases (OSC) do metabolismo
secundério, as triterpeno sintases, gerando diversos triterpenos pentaciclicos, sendo
o mais comum deles a B-amirina (HARALAMPIDIS et al., 2001). As enzimas OSCs
catalizam a reacdo competindo pelo mesmo substrato para gerar produtos
especificos, direcionando o fluxo da via metabdlica para producdo de esteroides ou
triterpenoides (GUHLING, et al. 2005).
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Figura 3. Vias de producdo de esteroides em plantas, fungos e mamiferos e triterpenos
pentaciclicos no metabolismo secundario de plantas utilizando 2,3-oxidoesqualeno
como precursor em comum. HMG-CoA: 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA; MVA:
mevalonato; LAS: lanosterol sintase; CAS: cicloartenol sintase; TPS: triterpeno
pentaciclico sintases (BABIYCHUK et al., 2008).

A molécula de 2,3-oxidoesqualeno sofre diversos rearranjos apos o
fechamento dos anéis, sendo o derivado com menor ndmero de rearranjos o
germanicol e, a friedelina, o derivado com maior nimero de rearranjos, como pode
ser visto na Figura 4 (WANG et al.,, 2010). Friedelina é um dos derivados
triterpenoidicos de interesse terapéutico, visto que diferentes estudos comprovaram
variadas atividades biologicas para o composto puro ou em fracdo enriquecida
(KUETE et al., 2007; DURAIPANDIYAN et al., 2010).
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Figura 4. Triterpenos pentaciclicos formados por rearranjo enzimético e ciclizagdo da
molécula de oxidoesqualeno (WANG et al., 2010).

Além disso, friedelina é a molécula precursora dos quinonametideos
triterpénicos maitenina e pristimerina (Figura 5). Foi demonstrado que friedelina esta
presente nas folhas das espécies Maytenus spp e Salacia campestris e que a
sintese dos quinonametideos triterpénicos é compartimentalizada na casca das
raizes jovens destas plantas (CORSINO et al., 2000). Os quinonametideos
triterpénicos sdo metabolitos restritos as familias Celastraceae e Hippocrateaceae e
apresentam diversas atividades biolégicas como anticancer, antimicrobiana e
antimalarica (SANTOS-OLIVEIRA et al., 2009), sendo, portanto, de grande interesse
a sua producdo em maior escala e de forma a evitar o extrativismo predatorio das

espécies vegetais envolvidas.
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Figura 5. O precursor friedelina e seus derivados quinonametideos triterpénicos maitenina e
pristimerina.

1.4. Maytenus ilicifolia Mart ex Reissek

A espécie medicinal Maytenus Iilicifolia Mart ex Reissek (Figura 6) é
popularmente conhecida como “espinheira-santa”, “cancrosa de sete-espinhos”,
‘maiteno”, “espinho-de-Deus”, “salva-vidas”, “sombra-de-touro”, “coromilho-do-
campo” entre outros nomes (LORENZI e MATOS, 2002). Até recentemente, a
nomenclatura botanica utilizada era Maytenus ilicifolia Mart. ex Reissek, porém essa
espécie foi reclassificada e seu nome oficial aceito atualmente passou a ser
Maytenus officinalis Mabb. (CARVALHO, 2011).

A espécie pertence a familia Celastraceae, a qual compreende
aproximadamente 55 géneros e 850 espécies distribuidas em regibes tropicais e
subtropicais. O género Maytenus € um dos maiores na familia Celastraceae, com
cerca de 77 espécies relatadas na flora brasileira (CARVALHO, 2011). No Brasil,
esta espécie pode ser encontrada nas regides Centro-Oeste (Mato Grosso do Sul),
Sudeste (S&o Paulo) e Sul (Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul). Também
pode ser encontrada no Paraguai, Bolivia, Uruguai e Argentina (GUTIERREZ et al.,
2007).

E um arbusto ou arvore (Figura 6), perene, ramificada desde a base, medindo

até cinco metros de altura. As folhas apresentam dentes espinhosos nas margens,
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cerca de 9 a 14 unidades por folha, dispostas mais frequentemente na metade apical
foliar. A floragdo ocorre entre os meses de setembro a dezembro e a frutificagédo
ocorre entre os meses de outubro a fevereiro, originando frutos de coloracdo
vermelho-alaranjado (CARVALHO, 2011).

Figura 6. Maytenus ilicifolia Mart ex Reissek: A) Folhas; B) Folhas e flores; C) Frutos e
ramos, e D) Porte da arvore (Fonte: Lorenzi e Matos, 2002).

Na familia Celastraceae, diversas substancias com atividades biologicas ja
foram isoladas como, por exemplo, os maitansindides e poliésteres sesquiterpénicos
com atividade anticancer, os quinonametideos triterpénicos e dimeros triterpénicos
com atividade citotoxica e diversas outras substancias com atividade repelente e
imunossupressora (MUNOZ et al., 1995).

M. ilicifolia é tradicionalmente utilizada por suas propriedades analgésica,
antiulcerogénica, antisséptica, cicatrizante, diurética, laxativa e, estudos recentes
afirmam que a espécie possui atividades anticancer e antimicrobiana (SANTOS-
OLIVEIRA et al., 2009).

O primeiro relato sobre os efeitos terapéuticos da espinheira-santa ocorreu na

década de 20, quando se mostrou eficaz no tratamento de Ulceras gastricas. Em
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2002, Queiroga e colaboradores comprovaram o efeito sinérgico entre o0s
componentes de M. ilicifolia, ao demonstrar que o efeito antiulcerogénico dos taninos
€ potencializado na presenca dos 0leos essenciais, friedelina e friedelanol.

Friedelina, encontrada nas folhas, apresentou atividade antifingica contra
Curvularia lunata, Trychophyton rubrum, Trychophyton simii, Aspergillus niger e
Epidermophyton floccosum e Candida albicans foi ativa contra bactérias gram-
positivas (Streptococcus faecalis, Staphylococcus aureus e diferentes espécies de
Bacillus) e gram-negativas (como Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Proteus vulgaris, Shygella dysenteriae e Shygella flexneri) (KUETE et al., 2007;
DURAIPANDIYAN et al.,, 2010) e apresentou moderada atividade contra as
linhagens celulares neoplasicas P388 de leucemia linfocitica murina, HL60 de
leucemia humana e LL2, carcinoma de pulméo de Lewis (PILLAI MANOHARAN et
al.,, 2007). Ja seus derivados quinonametidicos maitenina e pristimerina,
encontrados nas raizes das espécies de Maytenus, demonstraram atividades
antioxidante, anti-inflamatéria e inibiram a proliferacdo de tumores (CORSINO et al.,
2000; CORSINO et al., 2003; SANTOS et al., 2010), recebendo especial atencao
como promissores agentes anticarcinogénicos (PETRONELLI et al., 2009; SANTOS-
OLIVEIRA et al., 2009; TIEDEMANN et al., 2009).

Recentemente, a importancia do uso popular e comprovacdo das suas
propriedades terapéuticas fez com que o Ministério da Saude incluisse a espécie na
lista de medicamentos fitoterapicos distribuidos a populacdo por meio do Sistema
Unico de Saude (SUS) (BRASIL, 2007).

1.5. Clonagem de Oxidoesqualeno Ciclases (OSCs)

As 2,3-oxidoesqualeno ciclases (OSCs) formam uma importante superfamilia
de enzimas que promovem a ciclizacdo do 2,3-oxidoesqualeno, formando esteroides
(metabolismo primério) ou triterpenos pentaciclicos (metabolismo secundério)
(HARALAMPIDIS et al., 2001).

Enquanto o genoma de plantas como Chlamydomonas reinhardtii € musgos
(Physcomitrella patens) apresentam apenas um gene de OSC, necessaria para a
biossintese de esteroides, plantas espermatofitas apresentam cerca de nove a

dezesseis genes de OSCs. Acredita-se que genes de OSCs envolvidos na
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biossintese de triterpenos sdo derivados, direta ou indiretamente, de um gene
ancestral de cicloartenol sintase (CS), que € essencial para biossintese de esterol
em plantas (XUE et al., 2012).

A primeira OSC clonada de uma planta foi uma cicloartenol sintase (CS) de
Arabidopsis thaliana, utilizando a estratégia de expressdo heterdloga, na qual uma
biblioteca de cDNA foi introduzida em uma levedura mutante, incapaz de converter
2,3-oxidoesqualeno em lanosterol, e os clones foram entdo selecionados através da
capacidade de converter oxidoesqualeno em cicloartenol (COREY et al.,1993)

Uma maneira alternativa para a clonagem de genes de OSCs de uma espécie
com genoma desconhecido, sem necessidade de construcao de bibliotecas de cDNA
representando seu transcriptoma completo, seguido de sondagens, pode ser feita
por meio da transcricdo reversa seguida de PCR (RT-PCR), utilizando
oligonucleotideos iniciadores gerados a partir da comparacdo das sequéncias
conhecidas de genes de enzimas da mesma familia (McPHERSON e MOLLER,
2006; FARREL, 2010).

A identificacdo de regibes conservadas por meio de alinhamento mudltiplo
entre sequéncias de proteinas da mesma familia pode ser utilizada para o desenho
de oligonucleotideos iniciadores pela conversdo da sequéncia de aminoacidos em
nucleotideos, utilizando-se um alfabeto de nucleotideos degenerados (EDWARDS,
1995; PRESTON, 1999). Como muitos aminoacidos codificam mais que um cédon, a
abordagem mais segura é desenhar iniciadores que representem todos o0s possiveis
cédons para cada aminoacido, porém, iniciadores com grande degeneracdo podem
anelar em outros genes e para reduzir essa desvantagem, os iniciadores podem ser
desenhados considerando o0s codons preferenciais exibidos pela espécie
(PRESTON, 1999). Outra possibilidade vantajosa para o desenho de iniciadores
degenerados consiste em selecionar regibes da proteina que apresentem
aminoacidos com poucas op¢des de cdédons (metionina e triptofano, representados
por um codon; cisteina, acido aspartico, acido glutamico, fenilalanina, histidina,
lisina, glutamina e tirosina, representados por dois cédons) e evitar regides que
contenham os aminoacidos leucina, arginina e serina, que sao representados por
seis diferentes cédons (McPHERSON e MOLLER, 2006).

Neste trabalho, foram utilizados iniciadores parcialmente degenerados
direcionados para amplificacdo de regides altamente conservadas de

oxidoesqualeno ciclases de plantas. Esses iniciadores foram descritos por Guhling et
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al. (2006) para clonagem de uma lupeol sintase de Ricinus communis e foram
utilizados também por Wang et al. (2010) para clonagem de diferentes
oxidoesqualeno ciclases, entre elas a friedelina sintase, de Kalanchoe
draigremontiana, sendo esta a Unica friedelina sintase clonada até o momento.

Com os iniciadores degenerados sao amplificados apenas fragmentos
denominados “core" das janelas de leitura (“open reading frames”, ORFs) dos genes
de OSCs. Para a obtencdo das ORFs completas, sdo necessarios iniciadores gene
especificos, desenhados de acordo com as diferentes sequéncias “core” obtidas
(Figura 7). A partir destes iniciadores, sao realizadas as extensdes no sentido 5’ e 3’
do fragmento “core” utilizando o sistema de amplificacao rapida das extremidades de
um cDNA (Rapid Amplification of cDNA Ends, RACE) (FARREL, 2010) .

Desta forma, o presente estudo utilizou as técnicas de RT-PCR para a
clonagem dos genes transcritos de oxidoesqualeno ciclases das folhas de M. ilicifolia
empregando iniciadores baseados no alinhamento das sequéncias de enzimas ja

conhecidas dessa superfamilia restringindo a clonagem destes genes.
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Figura 7. Estratégia de clonagem de genes de OSCs de M. ilicifolia, representado na escala
de 0 a 2650 pb. A caixa branca representa a regido codificadora do mRNA, e as
linhas representam as regibes 5 e 3’ nao codificadoras. A posigéo e diregdo de
cada iniciador sdo indicadas pelas setas. As caixas coloridas indicam os
fragmentos de cDNA amplificados por cada PCR.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Clonagem dos cDNAs das enzimas oxidoesqualeno ciclases expressos nas

folhas de Maytenus ilicifolia, em especial da enzima friedelina sintase.

2.2. Objetivos Especificos

a) Extracdo de RNA total a partir de folhas frescas;

b) Sintese de cDNA e amplificagdo do “core” de genes de oxidoesqualeno ciclases
utilizando oligonucleotideos iniciadores parcialmente degenerados;

c) Clonagem e sequenciamento dos fragmentos obtidos para determinacdo de
iniciadores especificos;

d) Amplificagcdo das extremidades 3’ e 5 dos fragmentos “core” por PCR com
iniciadores especificos e com uso de sistema de adaptadores universais as
extremidades (Rapid Amplification of cDNA Ends - RACE);

e) Determinacdo dos iniciadores especificos que permitam a clonagem dos
diferentes genes completos de oxidoesqualeno ciclases;

f) Comparagéo entre as sequéncias de aminoacidos das enzimas obtidas com outras

enzimas da familia das oxidoesqualeno ciclases ja descritas e caracterizadas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material Vegetal

Amostras de folhas da espécie Maytenus ilicifolia foram coletadas no Horto de
Plantas Medicinais e Toxicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas na UNESP

Campus de Araraquara e imediatamente congeladas em nitrogénio liquido.

3.2. Extracao de RNA total

As folhas congeladas foram trituradas em gral, com auxilio de pistilo (ambos
previamente tratados para remoc¢do de RNases) e aproximadamente 100 mg de
material triturado foram utilizados para extracdo do RNA total utilizando “RNeasy
Plant Mini Kit” (Qiagen). O material vegetal foi transferido para tubos de
microcentrifuga de 2 mL, onde foram adicionados 450 uL do tampao de lise a base
de hidrocloreto de guanidina (RCL) contendo B-mercaptoetanol e, em seguida, o
tubo foi agitado em um vértex. O material lisado foi transferido para uma coluna de
separacdo acoplada sobre um tubo coletor e centrifugado por 2 minutos na maxima
velocidade, a temperatura ambiente. O sobrenadante do filtrado foi transferido para
um tubo de centrifuga de 1,5 mL e misturado imediatamente por pipetagem com
meio volume de etanol 96-100%. A mistura foi transferida para uma coluna de
purificagcdo acoplada sobre um tubo coletor. Ap6s centrifugagédo por 15 segundos a
8.000 x g, o filtrado foi descartado, foram adicionados 700 yL do tampdo RW1 na
coluna e nova centrifugacdo foi realizada. O filtrado foi descartado e foram
adicionados 500 pL do tampéo RPE na coluna de purificacdo, centrifugando o tubo
por mais 15 segundos a 8.000 x g. O filtrado foi descartado e novamente o tampéao
RPE foi adicionado, centrifugando o tubo por 2 minutos. A coluna foi transferida para
um novo tubo coletor e centrifugada por 1 minuto a 16.100 x g, para remocéo de
residuos do tampao RPE. A coluna foi colocada em um novo tubo de microcentrifuga
de 1,5 mL, foram adicionados 30 pL de agua livre de RNase diretamente na
membrana da coluna de purificacéo e o tubo foi centrifugado por 1 minuto a 8.000 x

g e a centrifugacéo foi repetida com os mesmos 30 L filtrados.
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Uma aliquota diluida de RNA extraido foi utilizada para quantificacdo em
espectrofotometro (DU 800 Spectrophotometer — Beckman Coulter) nos
comprimentos de onda de 230, 260 e 280 nm, observando-se a relacdo entre
260/280 e 260/230. A qualidade do RNA extraido também foi verificada por
eletroforese desnaturante em gel de agarose 1,2% em TAE 1X (0,04 M Tris-acetato,
1 mM EDTA, agua Milli-Q), o qual também foi usado como tamp&o de corrida. Para a
eletroforese, foi aplicada uma solucdo contendo aproximadamente 3 pg do RNA
extraido, 60% (v/v) de formamida, 1X RNA loading buffer (50 mM Tris-HCI, pH 7,6,
0,25% de azul de bromofenol, 60% glicerol) e 1 yL de brometo de etideo (1 mg/mL).
A amostra foi incubada por 5 minutos a 65° C, em seguida incubada em banho de
gelo por 5 minutos e submetida a eletroforese com voltagem constante de 5 V/cm
(FARRELL, 2010). Ap6s a corrida, o gel foi visualizado sob luz ultravioleta e

fotografado com o sistema de gel documentagéo “INGENIUS” (Syngene).

3.3. Sintese de cDNA

A sintese de cDNA foi realizada com o kit “High-Capacity cDNA Reverse
Transcription” (Applied Biosystems) o qual utilizada iniciadores randomicos e a
transcriptase reversa Multiscribe® (MMLV) e, também, com o kit 3 RACE System for
Rapid Amplification of cDNA Ends (Invitrogen) o qual utiliza um iniciador constituido
por um oligo(dT) ligado a uma sequéncia de nucleotideos adaptadora e a

transcriptase reversa SuperScript™ Il (MMLV).

3.3.1. Sintese de cDNA com o kit “High-Capacity cDNA Reverse

Transcription”

A sintese do cDNA foi realizada com o kit “High-Capacity cDNA Reverse
Transcription” (Applied Biosystems) seguindo-se o protocolo recomendado pelo
fabricante. O volume final da reacéo foi de 25 L, sendo utilizados 5 ug do RNA total.
Em um tubo de 200 pL foram adicionados: 5 yL de tampao RT (10X), 5 yL de RT
random primers (10X), 2 yL de dNTPs (100 mM), 3 pL da enzima MultScribe
Reverse Transcriptase (50 U/uL), 5 pg do RNA extraido e agua H,O Milli-Q
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autoclavada para um volume final de 25 uL. A reacao foi incubada em termociclador
GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosytems) com a seguinte ciclagem: 25° C
por 10 min, 37° C por 120 min e 85° C por 5 s (FARREL, 2010).

3.3.2. Sintese de cDNA com kit 3’ RACE “System for Rapid Amplification
of cDNA Ends”

A sintese do cDNA com o kit 3' RACE “System for Rapid Amplification of
cDNA Ends” (Invitrogen) foi realizada seguindo-se o protocolo recomendado pelo
fabricante. Em um tubo de 0,5 mL, foram adicionados cerca de 5 pug de RNA total e
um volume de agua livre de nucleases suficiente para ajustar o volume final em 11
uL. Foi adicionado 1 pL de iniciador AP (10 uM) (Tabela 2C), o tubo foi centrifugado
brevemente, incubado a 70° C por 10 min e resfriado no gelo por 1 min. Foram
adicionados e misturados os seguintes reagentes: 2 uL do tampéao 10X da PCR (20
mM Tris-HCI (pH 8,4 a 22° C); 50 mM KCI); 2 pL de MgCl, (25 mM); 1 uL de dNTPs
(10 mM) e 2 uL de DTT (0,1 M). Apés homogeneizacdo da solucdo, o tubo foi
incubado a 42° C por 5 min. Em seguida, foi adicionado 1 pyL da trancriptase
SuperScript™ 1l (200 U/pL) e o tubo incubado a 42° C por 50 min. A reacgéao foi
incubada a 70° C por 15 min e resfriada no gelo. Foi entdo, adicionado e misturado 1
puL de RNase H (2 U/uL) e a reacao incubada a 37° C por 20 minutos.

3.4. Amplificagao de fragmentos “core” de oxidoesqualeno ciclases

Neste trabalho, para amplificagdo dos fragmentos “core” foram utilizados
oligonucleotideos iniciadores degenerados, baseados em regides conservadas da
familia das OSCs, descritos na literatura (GUHLING et al., 2006), bem como também

foram desenhados outros iniciadores degenerados, conforme mostra a Tabela 1.
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Tabela 1. Iniciadores utilizados na clonagem de fragmentos “core” de OSC e suas

caracteristicas principais.

Tamanho
Iniciador (nucleotideos) Tm (°C) Sequéncia 5’ -3’
Média
VZ01035? (F) * 23 54,9 TAYAATGGMAGYCARYTVTGGGA
VZ01036? (R) * 20 54,3 TRRCTYTCHCYCCAHCCACC
VZ01037" (F)* 21 57,1 TTYGGNWGYCARNHRTGGGAT
VZ01038° (R) * 22 61,7 TRRCTYTCHCCCCAHCCACCAT
VZ01040° (F) 22 66,7 CARWAYTDDGAYGGNGGNTGGG
VZ01041° (F) 21 60,9 CARAAYGARGAYGGNGGNNTGG
VZ01042° (R) 21 45,4 RAANSWYTGDATYTTCATNCC

Pares de iniciadores com maior especificidade para amplificagdo de genes de: “cicloartenol
sintase (VZO1035F e VZO1036R); ‘triterpenos sintases (VZO1037F e VZO1038R) e;
‘oxidoesqualeno ciclases em geral (VZO1040F e VZO1041F ou VZO1042R). * Iniciadores
degenerados descritos por Guhling et al. (2006).

As amostras de cDNA sintetizadas com os kits foram empregadas como
molde nas reacdes de amplificagdo da porcdo “core” de genes codificadores de
enzimas oxidoesqualeno ciclases (OSCs) de M. ilicifolia.

As reacOes de PCR foram preparadas em uma solucéo geral contendo: 0,5 pL
de cada iniciador (50 uM); 0,5 pL de dNTPs (10 mM); 2,0 uL de MgCl;, (50 mM); 2,5
uL de tampéo para Taq DNA Polimerase (10X; contendo 100 mM Tris-HCI pH 8,8,
200 mM (NH,4).SO4 e 0,1% (v/v) Tween® 20); 0,5 pL da enzima Tag DNA Polimerase
(5U/uL; Fermentas), 0,5 yL de cDNA e H,O Milli-Q autoclavada para um volume final
de 25 L. A amplificacéo foi realizada em termociclador com a seguinte condicéo:
“hot start” a 94° C por 2 min, seguido de 30 ciclos de 94° C por 45 s, 50° C por 60 s e
72° C por 90 s, com uma extenséo final a 72° C por 10 min.

Os resultados das reacbes de PCR foram analisados por eletroforese em gel
de agarose 0,8% corado com brometo de etidio (0,5 pg/mL) em TAE 1X, o qual
também foi usado como tampao de corrida. O gel foi submetido a voltagem
constante de 5 a 9,0 V/icm (RAPLEY, 1999), visualizado sob luz ultravioleta e

fotografado com o sistema de gel documentagéo “INGENIUS”.
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3.5 Clonagem dos fragmentos “core” obtidos

Apoés obtencao de fragmentos de DNA do tamanho desejado, procedeu-se a
clonagem em vetor plasmidial. Posteriormente, a clonagem dos fragmentos foi

confirmada pelo método de PCR de colbnia e digestao plasmidial.

3.5.1. Purificacdo dos Produtos da PCR a partir do gel

A purificacdo dos fragmentos de DNA a serem clonados foi realizada a partir
de gel de agarose com auxilio do kit “QlAquick Gel Extraction” (Qiagen). Os
fragmentos de interesse observados no gel de agarose foram recortados com uma
lamina de bisturi previamente limpa e colocados em tubos de microcentrifuga de 1,5
mL, onde foram adicionados 3 volumes de tampé&o QG para cada volume de gel (100
mg ~100 pL). Os tubos foram incubados a 50° C em bloco de aquecimento até que o
gel dissolvesse completamente (cerca de 10 min). Apos dissolucéo, foi adicionado 1
volume de isopropanol e a solucao foi transferida para uma coluna de purificacao
acoplada a um tubo coletor e centrifugada por 1 min a maxima velocidade. O filtrado
foi descartado e para lavagem foram adicionados 750 yL de tampéo PE na coluna,
sendo que os tubos foram centrifugados por 1 min a maxima velocidade. O filtrado
foi descartado e apds nova centrifugacéo, a coluna foi transferida para um novo tubo
de microcentrifuga de 1,5 mL e foram adicionados 30 uL de tampao EB (Tris-Cl, pH
8,5) para a eluicao.

Os resultados das purificagBes foram analisados submetendo-se uma aliquota
de 5 pL do produto purificado a eletroforese em gel de agarose 0,8% (RAPLEY,

1999), visualizado sob luz ultravioleta.

3.5.2. Reagéo de ligagdo com o vetor

Os fragmentos de interesse obtidos na PCR foram purificados e ligados ao
vetor pTZ57R/T, ilustrado na Figura 1, do kit “InsTAclone™ PCR Cloning Kit”
(Fermentas) seguindo-se o protocolo do fabricante.

Para aumento da eficiéncia de ligacao inserto-vetor, foi realizada uma reacéo

de ciclagem para incorporagdo de adenosina trifosfato nas extremidades 3’ dos
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fragmentos gerados na PCR. Para tanto, a reacdo foi realizada com 25 pL do
fragmento purificado, 0,5 yL de dATP (10mM), 2,5 pL de tampéao de Tag (10X,
contendo 100 mM Tris-HCI pH 8,8, 200 mM (NH4),SO. e 0,1% (v/v) Tween® 20), 2,0
puL de MgCl, (50 mM) e 0,5 pL de Taqg DNA Polimerase (5 U/uL, Fermentas) e H,O
Milli-Q autoclavada para um volume final de 50 pL. A reacao foi incubada a 72° C
por 30 min, purificada com o auxilio do kit “QlAquick PCR Purification kit” (Qiagen)
seguindo o protocolo do fabricante e utilizada para a reacéo de ligacéo.

Para cada reacéo de ligacdo, em um tubo de 1,5 mL, foram adicionados 3 pL
do vetor pTZ57R/T (55 ng/pL), 6 pL do tampéao de ligacéo (5X), 1 pL da enzima T4
DNA ligase (5 U/uL), 150 ng do fragmento da PCR a ser ligado e H,O Milli-Q
autoclavada para um volume final de 30 pL. As reacdes foram incubadas por a 16 h
a 16° C e depois submetidas a transformacdo em E. coli linhagem DH10B

competente.

3.5.3. Preparo de células competentes

Uma col6nia da bactéria Escherichia coli da linhagem DH10B foi inoculada em
5 mL de meio TYM (anexo) e incubada a 37° C sob agitagédo de 250 rpm por um
periodo de 12 a 16 h. A seguir a cultura foi diluida em 10 mL de TYM e incubada até
a atingir absorbancia (600 nm) entre 0,2 e 0,6. Os 10 mL da cultura foram diluidos
em 40 mL de TYM e incubados até atingir absorbancia entre 0,5 e 0,9. Em seguida
0s 50 mL da cultura foram diluidos em 200 mL de meio TYM e incubado a 37° C até
atingir a absorbéancia de 0,6. A cultura foi resfriada rapidamente e mantida em banho
de gelo até o final do procedimento. As células foram centrifugadas por 15 min a
4000 rpm, a temperatura de 4° C, em tubos falcons previamente resfriados. As
células foram ressuspendidas em 100 mL da solugcdo TBF1 (anexo) gelada e
centrifugadas por 8 min a 4000 rpm, a 4° C. As células foram ressuspendidas em 10
mL da solucdo TBF2 (anexo) gelada. Foram aliquotados 100 pL das células em

microtubos que foram imediatamente congeladas em nitrogénio liquido

3.5.4. Transformacéo bacteriana

O processo de transformacdo foi realizado utilizando-se as células

competentes e o produto de cada reacdo de ligacdo do inserto com o vetor. Para a
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transformacao, foram adicionados em um microtubo 20 pL da reacéo de ligacéo, 80
uL de tampéao de transformacao (anexo) e 100 pL da bactéria competente. O tubo foi
incubado no gelo por 30 min e, em seguida, incubado a temperatura ambiente por
10 min. Foi adicionado, em cada microtubo, 1 mL de meio LB (LUria-Berthani)
seguindo incubacéo a 37° C por 50 min. Os microtubos foram centrifugados por 1
min na maxima velocidade. O pellet gerado foi ressuspendido em 100 pL do
sobrenadante que foi plaqueado em meio LB contendo ampicilina (100 pg/uL), X-Gal

(32 pg/uL) e IPTG (160 mM) e as placas foram incubadas por 12 a 16 horas a 37° C.

3.6. Analise dos clones recombinantes

Para verificar a eficacia do processo de clonagem, isto €, a presenca de
células contendo os vetores ligados ao inserto de DNA, foram realizadas as técnicas
de PCR de colbnias e o diagnéstico de restricdo nos clones recombinantes obtidos

na transformacao.

3.6.1. PCR de colbnias

Algumas coldnias foram retiradas do meio de cultura, com auxilio de um palito
esterilizado, e diluidas em 10 yL de agua purificada. A presenca do inserto foi
verificada por PCR com os oligonucleotideos iniciadores M13 “forward” e “reverse”
presentes nas extremidades do sitio de clonagem multipla (MCS) do vetor
pTZ57RIT.

As reacOes de PCR foram preparadas em uma solugcdo geral contendo os
0,12 pL de iniciadores M13F e M13R (50 uM), 0,4 pL de dNTPs (10 mM), 1,2 pL de
MgCl, (50 mM), 2,5 pL de tampéo para Tag; 0,5 uL da enzima Tag DNA Polimerase
(5U/uL, Fermentas), 5 pyL da col6nia diluida e H,O Milli-Q autoclavada para um
volume final de 20 yL. A amplificacéo foi realizada em termociclador utilizando a
seguinte condigéo: “hot start” de 94° C por 2 min, seguido de 30 ciclos de 94° C por
30s,43°C por45s, 72° C por 60 s, com uma extensao final a 72° C por 10 min.

Da mesma forma que as demais reacdes de PCR, os resultados foram

analisados por eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etidio.
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3.6.2. Extracédo de DNA plasmidial

A extragcdo do DNA plasmidial foi realizada com o kit “QlAprep Miniprep”
(Qiagen). Para tanto, as células bacterianas de 2 mL de cultura, incubadas
“overnight”, foram decantadas em uma centrifuga de mesa (Eppendorf — 5415D) a
16.100 x g por 1 min. O pellet foi ressupendido em 250 yL de tampao P1 contendo
RNase, depois foram adicionados 250 uL de tamp&ao P2. O microtubo foi gentilmente
invertido por 4 a 6 vezes e foram adicionados 350 uL de tampao N3. Repetiu-se a
homogeneizacédo por inversdo e o microtubo foi centrifugado a 16.100 x g por 10
min. O sobrenadante foi transferido para a coluna QlAprep acoplada sobre um tubo
coletor e centrifugado por 1 min a 16.100 x g. O filtrado foi descartado, a coluna foi
lavada com 750 pyL de tampé&o PE e submetida a nova centrifugacao, repetindo-se a
mesma por 1 min para remoc¢édo de residuos do tampédo de lavagem. A coluna foi
transferida para um tubo de centrifuga, foram adicionados 50 pyL do tampé&o de
eluicdo EB, a coluna foi incubada a temperatura ambiente por 1 min e depois,
centrifugada por 1 min a 16.100 x g para eluicdo do DNA plasmidial.

3.6.3. Digestédo de DNA plasmidial

Para verificar a presenca do inserto no plasmideo extraido, foi realizada uma
digestéo dupla com as enzimas de restricdo EcoRI e BamHI (New England Biolabs).
Em um tubo de 1,5 mL foram adicionados 1 pL de soroalbumina bovina (10X; BSA,
New England Biolabs), 1 uL de tampé&o 4 (10X: 50 mM de acetato de potassio; 20
mM Tris-acetato, 10 mM de acetato de magnésio,1 mM DTT, pH 7,9; New England
Biolabs), 0,3 pL de cada enzima (20 U/uL), DNA plasmidial (~1 ug) e H.O Milli-Q
autoclavada para um volume final de 10 pL. As reacdes foram incubadas a 37° C por
2 h e o resultado da digestao foi visualizado por eletroforese em gel de agarose
0,8% corado com brometo de etidio.

3.7. Sequenciamento

Para as reagfes de PCR para sequenciamento foi utilizado o kit “Big Dye®

Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit” (Applied Biosystems). Foram misturados 1 uL



37

de mix Big Dye, 3,5 pyL do tamp&o de sequenciamento (5X), 1 yL de iniciadores (3,2
MM) M13 “forward” ou “reverse”, 4 yL do DNA plasmidial (100 ng/uL) e H,O Milli-Q
autoclavada para um volume final de 20 yL. As condigbes de amplificagdo foram:
“hot start” de 96° C por 1 min, seguida de 25 ciclos de 96° C por 10 s, 43° C por 5 s,
60° C por 4 min e extenséo final de 60° C por 5 min.

Apo6s a amplificagdo, as amostras foram precipitadas com o kit “Big Dye®
XTerminator™ Purification Kit” (Applied Biosytems) seguindo o protocolo do
fabricante, mantendo-as na auséncia de luminosidade. Para cada amostra a ser
sequenciada, foram utilizados 10 yL de solugdo X-Terminator, 45 pL de solucéo
SAM e 10 uL da PCR. As amostras foram submetidas a homogeneizacdo em vortex
por 30 min e centrifugadas por 2 min a 200 x g, 4° C. O sequenciamento automatico
foi realizado com 20 yL de cada amostra no sequenciador Genetic Analyzer 3130

(Applied Biosystems).

3.8. Analise in silico: programas computacionais utilizados

A qualidade e confiabilidade dos sequenciamentos realizados foram
verificadas com o software “Sequence Scanner v1.0” (Applied Biosystems) e o editor
“BioEdit Sequence Alignment Editor v7.0.9.0” (HALL, 1999), adotando como valores
de qualidade acima de phred 20. A ferramenta Blastn — “Basic Local Alignment
Search Tool” foi utilizada para comparacfes de identidade dos fragmentos clonados
com as sequéncias génicas ja depositadas nos bancos de dados publicos
(ALTSCHUL et al., 1990).

O alinhamento das sequéncias obtidas foi realizado com a ferramenta
ClustalW2, que permite o alinhamento de sequéncias de nucleotideos a partir de
suas sequéncias FASTA e, assim, possibilita a visualizacdo das regibes
conservadas entre os genes alinhados, bem como a identificacdo de regides para o
desenho de iniciadores (THOMPSON et al., 1994).

3.9. Amplificagdo Rapida das Extremidades 3’ do cDNA (RACE 3’)
A amplificacdo das extremidades 3’ do fragmento “core” de OSCs foi realizada
com auxilio do kit 3 RACE System for Rapid Amplification of cDNA Ends

(Invitrogen), seguindo o protocolo do fabricante. Iniciadores especificos desenhados
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na extremidade 3’ a partir do sequenciamento e alinhamento dos fragmentos “core” e
foram utilizados na amplificacdo das regides 3’ do cDNA sintetizado.
3.9.1 Sintese do cDNA

O cDNA foi sintetizado com o kit RACE 3 seguindo-se o protocolo
recomendado pelo fabricante, como descrito anteriormente, utilizando o inciador AP
(Tabela 2A). Em seguida, o cDNA obtido foi empregado para amplificacdo das

extremidades 3’ com iniciadores “forward” gene especificos.

3.9.2 Amplificacao r4pida das extremidades 3’ do cDNA (RACE 3’)

Para amplificacdo das extremidades 3' do cDNA molde, foram utilizados
iniciadores gene especifico “forward” desenhados com base nas extremidades 3’ de
cada grupo obtido nas analises dos fragmentos “core” (Tabela 2A) e um iniciador
AUAP “reverse” (Tabela 2C) fornecido no kit. Foi, também, realizada uma reacao de
nested PCR com iniciadores gene especifico para cada grupo e o iniciador AUAP,
para gerar produtos da amplificacdo mais especificos. .

Para a amplificacdo, foram adicionados e misturados em um tubo de 200 pL
0S seguintes reagentes: 5 pL de tampao 10X (20 mM Tris-HCI (pH 8,4), 50 mM KCI);
3 pL de MgCl; (25 mM), 1 uL de iniciador gene especifico forward (10 mM); 1 pL do
iniciador “reverse” AUAP (10 mM), 1 yuL de dNTPs (10 mM), 0,5 puL de Taq DNA
polimerase (5 U/uL, Fermentas), 2 uL do cDNA sintetizado e H,O Milli-Q autoclavada
para um volume final de 50 pL. O tubo foi centrifugado brevemente e a amplificagéo,
realizada em termociclador utilizando a seguinte condig&o: 94° C por 3 min, seguido
de 30 ciclos de 94° C por 45 s, 62° C por 60 s, 72° C por 90 s e uma extensao final a
72° C por 10 min. Com os produtos gerados na amplificacdo, foram entdo realizadas
as reacOes de “nested” com outros iniciadores gene especificos para cada grupo
(Tabela 3B). As condi¢des utilizadas para a reacdo e ciclagem foram iguais as
descritas acima. O produto de cada PCR foi visualizado por eletroforese em gel de
agarose 0,8% corado com brometo de etidio.

Os fragmentos de tamanho especifico resultantes das reacdes de nested
PCR, obtidos para cada um dos grupos, foram clonados no vetor pTZ57R/T,

sequenciados e analisados pelos mesmos procedimentos descritos anteriormente.
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Tabela 2. Iniciadores utilizados para clonagem dos fragmentos da extremidade 3’ do

cDNA de OSCs e suas principais caracteristicas.

A - Iniciadores gene especificos para PCR

Grupo Iniciador Tamanho Tm Sequéncia 5’ -3’

(Sense) (nt) Média

(°C)

Cs4 VZO 1134 20 70,6 GGAGGGCTAGCAGCAGCTGG
TS5 VZO 1133 24 68,6 GTGCAGTTATCTGATGGCTCATGG
TS6 VZ0 1132 20 69,7 AGGGGCTTGTAGCAGCTGGG
TS12 VZO 1164 20 64,8 CTGGACTTAATGCTGCTGGC
CS19 VZO 1165 18 64,6 AAGGGCTCACAGCAGCTG

B - Iniciadores gene especificos para “nested” PCR

Grupo Iniciador  Tamanho Tm Sequéncia 5 -3’

(Sense) (nt) Média

(°C)

CS4 VZO 1137 19 69,4 TGTCAGGCTGTGCGCAGAG
TS5 VZO 1136 19 69,1 ACTCGGAGGGCTAGCAGCG
TS6 VZO 1135 20 69,6 AGCCTTCGTAAGGCTTGCGC
TS12 VZO 1168 24 66,4 GTTTGGCTATACGCAAAGGAGTTG
CS19 VZO 1169 21 65,9 CATGCTGTGCGTAGAGGTGTC

C - Iniciadores universais “reverse” para sintese de cDNA, PCR e “nested” PCR

Iniciador  Reacgdao Tamanho Tm Sequéncia 5’ - 3’
(nt) Média
°C)
AP Sintese 37 75,3 GGCCACGCGTCGACTAGTACTTTTTT
de cDNA TTTTTTTTTTT
AUAP PCR e 20 67,2 GGCCACGCGTCGACTAGTAC
nested

PCR
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3.10. Extensao dos fragmentos “core” no sentido 5’

O cDNA sintetizado foi empregado como molde, também, nas reacfes de
amplificacdo para extensdo no sentido 5 dos fragmentos “core” dos genes
codificadores de OSCs. Para tanto, foram utilizados iniciadores gene especifico
‘reverse” (Tabela 3), desenhados com base nas extremidades 5 de cada grupo
obtido nas analises dos fragmentos “core”. Foi empregado um iniciador “forward”
degenerado descrito por Guhling et al. (2006).

As reacgOes de PCR foram realizadas seguindo-se o0 mesmo protocolo descrito
para amplificacdo dos fragmentos “core”, sendo que a Unica alteracao foi o ajuste da
temperatura de anelamento dos iniciadores para 60° C.

O produto de cada PCR foi visualizado por eletroforese em gel de agarose
0,8% corado com brometo de etidio. Os fragmentos resultantes de cada grupo foram
clonados no vetor pTZ57R/T, sequenciados e analisados pelos mesmos

procedimentos descritos anteriormente.

Tabela 3. Iniciadores utilizados para clonagem dos fragmentos de extensdao no

sentido 5’ do “core” de OSCs e suas principais caracteristicas.

Grupo Iniciador Tamanho Tm Sequéncia 5’ -3’

(“reverse”) (nt) Média

(°C)

CS4 VZO1192(R) 25 58,7 GAGTAGGAGCTACTTCATCTGTGAG
TS5 VZO1193(R) 22 63,5 ATGCCTTGACAAGAGTAGGAGC
TS6 VZO1194(R) 22 57,7 GACACAGACCATACTCTTCAAC
TS12  VZO1195(R) 22 64,6 TGGACTGATTTTACTGGCGAGG
CS19 VZO1196(R) 23 63,0 GCCTTGACAAGAGTAGGTGCTAC
OSCs* VzZ01040 (F) 22 66,7 CARWAYRDDGAYGGNGGNTGGG

* Iniciador degenerado descrito por Guhling et al. (2006).
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3.11. Amplificacdo Rapida das Extremidades 5’ do cDNA (RACE 5’)

A amplificacdo das extremidades 5’ do fragmento “core” de OSCs foi realizada
com auxilio do kit 5° RACE System for Rapid Amplification of cDNA Ends
(Invitrogen), seguindo o protocolo do fabricante. Iniciadores especificos desenhados
a partir da extremidade 5 dos fragmentos da extensdo sequenciados e alinhados,
foram utilizados na amplificacdo das regides 5 do cDNA sintetizado. Iniciadores
universais ou adaptadores também foram utilizados para a sintese de cDNA e
podem ser conferidos na Tabela 4 junto com os iniciadores especificos para a

amplificagdo da extremidade 5'.

Tabela 4. Iniciadores utilizados para clonagem dos fragmentos da extremidade 5’ do

cDNA de OSCs e suas principais caracteristicas.

A - Iniciador especifico para sintese do cDNA

Grupo Iniciador Tamanho Tm (°C) Sequéncia 5’ -3’
(“reverse”) (nt)

Cs4 VZ0O1172 22 69,3 GCATCTTCGTCTGGTCCCACTC

TS6 VZ0O1174 21 63,5 GTCCAAGATCCATTTCCTTCC

TS12 VZO1175 20 64,3 GTATTCGCCACCATCAGGTC

CS19 VzO01404 20 65,8 GTGATACCGCCACGATCAAG

B - Iniciadores gene especificos para PCR

Grupo Iniciador Tamanho Tm (°C) Sequéncia 5’ - 3’
(“reverse”) (nt)

Cs4 VZ0O1176 24 68,3 GCAAACATAAGTGAATGCTGTGGC

TS6 VZ01178 18 63,5 CACCCTCTCCACCCTCAG

TS12 VZO1179 23 62,2 GCAAACGCATACAAACATAGTTC

CS19 VZ01405 20 65,8 AAGCATCTTCGTCTGGTCCC
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C- Iniciadores gene especificos para nested PCR

Grupo Iniciador Tamanho Tm (°C) Sequéncia 5’ -3’
(“reverse”) (nt)

Cs4 VZ01180 21 68,1 GCAAACACTGTGCTGTGTCCC

TS6 VZ01182 24 62,3 AGCAACCTCAAAGTGACATAGTTC

TS12 Vvz0O1183 24 63,5 CATCATGCTAGGACCTTCTATGTG

CS19 VzZ01406 22 65,1 CACTGTGCTGTGTCCCTCTATG

D - Iniciadores universais “forward” para sintese de cDNA, PCR e nested PCR

Iniciador Reacdo Tamanho Tm (°C) Sequéncia 5’ -3’
(nt)
AP Sintese 37 75,3 GGCCACGCGTCGACTAGTACTTTTTT
de cDNA TTTTTTTTTTT
PCR e
AUAP “nested” 20 67,2 GGCCACGCGTCGACTAGTAC
PCR

3.11.1. Sintese do cDNA

Para a sintese do cDNA, em um tubo de 0,5 mL, foram adicionados 5 ug de
RNA total; 2,5 pmoles de iniciador gene especifico mais um volume de agua, livre de
nucleases, suficiente para ajustar o volume final em 15,5 pL. A mistura foi incubada
a 70° C por 10 minutos, para desnaturar o RNA, resfriada no gelo por 1 minuto e o
tubo centrifugado brevemente. Foram adicionados 2,5 uL de tampéao 10X de PCR
(Tris-HCI 200 mM, pH 8,4 e KCI 500 mM), 2,5 uL de MgCl, (25 mM), 1 puL de dNTPs
(10 mM) e 2,5 uL DTT (0,1 M); o tubo foi centrifugado brevemente e incubado a 42°
C por 1 minuto. Em seguida, foi adicionado 1 yL da enzima SuperScript ™ Il RT
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(200 U/uL), o tubo foi centrifugado brevemente e a reacao foi incubada a 42° C por
30 minutos. Para finalizar a reac&o, o tubo foi incubado a 70° C por 15 minutos,
centrifugado brevemente e incubado a 37° C por 1 minuto. Foi adicionado 1 uL de
RNase H e a reacdao foi incubada a 37° C por 30 minutos. O tubo foi novamente

centrifugado e armazenado no gelo.

3.11.2 Purificacdo do cDNA

Foram adicionados 120 pL de solugédo de ligagdo (Nal 6M) ao cDNA
sintetizado. A mistura (cDNA/Nal) foi transferida para uma coluna S.N.AP e
centrifugada por 20 segundos a 13.000 x g. O filtrado foi descartado e a coluna
lavada quatro vezes com 400 pL do tampéo de lavagem 1X gelado, centrifugando-se
a coluna por 20 segundos a 13.000 x g. A coluna foi lavada mais duas vezes com
etanol 70% e uma vez vazia para remocdo de residuos de etanol, utilizando as
mesmas condicbes das centrifugacbes anteriores. Em seguida, a coluna foi
transferida para um microtubo novo e o cDNA foi eluido com 50 pL de agua pre-
aquecida a 65° C.

3.11.3 Adicao de cauda poli-C ao cDNA

Para adicdo de cauda poli-C na extremidade 5 do cDNA, foram adicionados
em um microtubo: 6,5 pL de agua livre de nucleases, 5 pL do tampéao 5X (Tris-HCI
50 mM, pH 8,4, KCI 125 mM, MgCl, 7,5 mM), 2,5 puL de dCTP (2 mM) e 10 uL do
cDNA purificado. A reacéo foi incubada a 94° C por 3 minutos e resfriada no gelo por
1 minuto. Foi adicionado 1 pL da enzima TdT e a reacéo incubada a 37° C por 10
minutos. Em seguida, para inativar a enzima, a reacao foi aquecida a 65° C por 10

minutos, o tubo foi centrifugado e armazenado no gelo.

3.11.4 Amplificagao das extremidades 5’ do cDNA

O cDNA com cauda dC foi utilizado para amplificacédo da extremidade 5 dos
genes de OSCs. Para a amplificacao, foram adicionados e misturados em um tubo
de 200 L os seguintes reagentes: 5 puL de tampéao 10X (200 mM Tris-HCI (pH 8,4),
500 mM KCI); 3 pL de MgCl, (25 mM), 1 pL de dNTPS (10 mM); 2 pL de iniciador
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“forward” gene especifico (10 uM); 2 pL do iniciador “reverse” AAP (10 uM); 0,5 pL
de Tag DNA polimerase (5 U/uL), 5 puL do cDNA sintetizado e H,O Milli-Q
autoclavada para um volume final de 50 pL. O tubo foi centrifugado brevemente e a
amplificacéo, realizada em termociclador utilizando a seguinte condic&o: 94° C por 2
min, seguido de 30 ciclos de 94° C por 30 s, 60° C por 45 s, 72° C por 60 s e uma
extensdo final a 72° C por 10 min. Os produtos gerados na amplificagdo foram

utilizados nas reacodes de “nested” PCR.

3.11.5 “Nested” PCR

Um volume de 5 pL do produto obtido na PCR foi diluido em 495 pL de
tampao TE (10 mM Tris-HCI (pH 8,0), 1 mM EDTA). Para a amplificacdo, foram
adicionados em um tubo de 200 pL os seguintes reagentes: 5 pL de tampao 10X
(200 mM Tris-HCI (pH 8.4), 500 mM KCI); 3 pL de MgCl;, (25 mM), 1 pL de dNTPS
(10 mM); 2 pL de iniciador “forward” gene especifico (10 pM); 2 uL do iniciador
‘reverse” AUAP (10 uM); 0,5 puL de Taq DNA polimerase (5 U/uL), 5 pL do produto
de PCR diluido e H,O Milli-Q autoclavada para um volume final de 50 L. O tubo foi
centrifugado brevemente e a amplificacdo, realizada em termociclador utilizando a
seguinte condicdo: 94° C por 2 min, seguido de 30 ciclos de 94° C por 30 s, 60° C
por 45 s, 72° C por 60 s e uma extensao final a 72° C por 10 min.

O produto de cada PCR foi visualizado por eletroforese em gel de agarose
0,8% corado com brometo de etidio. Os fragmentos de tamanho especifico
resultantes das reacgdes de “nested” PCR, obtidos para cada um dos grupos, foram
clonados no vetor pTZ57R/T, sequenciados e analisados pelos mesmos

procedimentos descritos anteriormente.
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3.12. Clonagem das ORFs de OSCs de M. ilicifolia

Para obtencdo das ORFs de M. ilicifolia foram desenhados iniciadores de
acordo com as sequéncias das extremidades 5 e 3’ obtidas. As ORFs foram
clonadas no vetor pTZ57R/T e sequenciadas com iniciadores internos para depois

serem subclonadas no vetor de expressao pYES2.

3.12.1. Desenho de iniciadores especificos para amplificacdo das ORFs
de OSCs

Através da andlise das sequéncias obtidas das extremidades 5 e 3’ foram
desenhados iniciadores especificos (Tabela 5) para amplificacdo das ORFs das

provaveis oxidoesqualeno ciclases, utilizando como molde o cDNA de M.ilicifolia.

Tabela 5. Iniciadores especificos “forward” e “reverse” utilizados para amplificagéo
das ORFs de oxidoesqualeno ciclases de M. ilicifolia e suas principais

caracteristicas.

Grupo Iniciador Tamanho Tm Sequéncia 5’ - 3’ Sitio de
(nt) (€9 restricdo
CS4F VZO1380 32 78,3 CGCGGATCCATCATGTGGAAGATAAAGATTGC BamHI
CS4 R VZO1382 35 72,0 GGAATTCCGTGTAAGTGGACATATCATATGATAGC EcoRl
TS6F VzZO1371 32 84,9 CGCGGATCCGCGACAATGTGGAGGCTCAAATT BamHI
TS6R VZO1372 36 73,9 TGCTCTAGAGCAAATTCAAAGAGACTGTAATACCCG Xbal
TS12F VZ0O1362 35 82,6 CGCGGATCCCGATCATGTGGAAGATAAAGATTGC BamHI
TS12R VZ0O1363 31 70,6 GGAATTCCTTACAAGTCTTGAGCACTTTCAG EcoRl

Na sequéncia dos iniciadores acima, a regido em negrito corresponde ao sitio de restricdo das

enzimas utilizadas para subclonagem das ORFs no vetor de expresséo.
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3.12.2. Amplificagcdo das ORFs de oxidoesqualeno ciclases e clonagem
no vetor pTZ57R/T

Para amplificacdo das ORFs foram adicionados e misturados em um tubo de
200 pL os seguintes reagentes: 2,5 pL de tampao de amplificagéo (10X); 1,25 pL de
solugao enhancer (10X); 0,5 pL de MgSO4 (50 uM); 0,5 puL de dNTPs (10 mM); 0,5
UL de cada iniciador especifico (50 uM); 0,2 pL da enzima Pfx DNA polimerase (2,5
U/uL - Invitrogen), 0,5 yL de cDNA e H,O Milli-Q autoclavada para completar o
volume para 25 pL. O tubo foi centrifugado brevemente e a amplificacdo, realizada
em termociclador utilizando a seguinte condigédo: 94° C por 2 min, seguido de 30
ciclos de 94° C por 30 s, 55° C por 45 s, 68° C por 3 min e uma extenséo final a 68°
C por 10 min.

O produto de cada PCR foi analisado por eletroforese em gel de agarose
0,8% corado com brometo de etidio. Os fragmentos de tamanho especifico (~2400
pb) resultantes das reacbes PCR, obtidos para cada um dos grupos, foram
purificados e clonados no vetor pTZ57R/T pelos mesmos procedimentos descritos
anteriormente. A clonagem foi confirmada por PCR de coldnias (alterando apenas o
tempo de extensdo para 180 segundos em relacdo as condi¢cdes de PCR de colbnia

descrita anteriormente) e por diagnéstico de restricdo conforme ja descrito.

3.12.3. Sequenciamento das ORFs de oxidoesqualeno ciclases

Para o sequenciamento completo das ORFs das oxidoesqualeno ciclases,
foram desenhados iniciadores especificos para amplificacdo das regides
correspondentes aos fragmentos “core”, extensédo e extremidades 5 e 3’ de cada
grupo como mostra a Tabela 6, sendo que para o0 sequenciamento das extremidades
5 e 3’ foram utilizados os iniciadores universais M13F e M13R presentes nas

extremidades do cassete de clonagem do vetor pTZ57R/T.
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Tabela 6. Iniciadores “forward” e “reverse” para sequenciamento das ORFs

completas de oxidoesqualeno ciclases de M. ilicifolia.

Grupo Regido/ Iniciador Tamanho Tm (°C) Sequénciab’ -3
Sentido (nt) Média

5/R VZ01508 18 55,1 CGCTCCAAGTATTCTCAT
Extensdo  VZ0O1473 18 55,8 GGGACACAGCACAGTGTTT
5/F

cs4 Extensao VZ01506 19 55,9 GGGTTATCTCTGACCTGAC
5/R
Core/ F VZ01471 25 61,8 CTCACAGATGAAGTAGCTCCTA

CTC

Core /R VZ0O1472 20 63,4 CCGAGTGCAAACATTGTACC
3/F VZ0O1507 17 56,0 TGATGGCTCATGGTATG
5/R VZ01512 19 60,1 CAAGATCCATTTCCTTCCA
Extenséo VZ0O1510 21 58,3 ACTATGTCACTTTGAGGTTGC
5/F

Tse Extensdo  VZO1194 20 54,3 GACACAGACCATACTCTTCAAC
5/R
Core/ F VZ0O1511 19 59,2 CATTCAGACTGCACATTCC
Core /R VZ0O1036 18 59,8 TRRCTYTCHCYCCAHCCACC
3/F VZ01513 20 59,8 AATAAAGGGGCTTGTAGCAG

As reacdes de PCR para o sequenciamento foram realizadas utilizado o kit

“Big Dye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit’ (Applied Biosystems). Foram

misturados 1 pL de mix Big Dye, 3,5 yL do tampao de sequenciamento (5X), 1 uL de

iniciadores (3,2 uM) M13 “forward”, “reverse” e iniciadores especificos, 4 yL do DNA

plasmidial (100 ng/uL) e H,O Milli-Q autoclavada para um volume final de 20 uL. As

condi¢des de amplificacao foram: “hot start” de 96° C por 1 min, seguida de 25 ciclos
de 96° C por 10 s, 43-55° C por 5 s, 60° C por 4 min e extensao final de 60° C por 5

min. A temperatura de anelamento foi ajustada de 43 a 55° C de acordo com cada

iniciador.

Apés a amplificacdo, as amostras foram precipitadas com o kit “Big Dye®

XTerminator™ Purification Kit” (Applied Biosytems) seguindo o protocolo do

fabricante, mantendo-as na auséncia de luminosidade. Para cada amostra a ser



48

sequenciada, foram utilizados 10 yL de solucdo X-Terminator, 45 pL de solugéo
SAM e 10 yL da PCR. As amostras foram submetidas a homogeneizacdo em vortex
por 30 min e centrifugadas por 2 min a 200 x g, 4° C. O sequenciamento automatico
foi realizado com 20 uL de cada amostra no sequenciador Genetic Analyzer 3130

(Applied Biosystems).

3.13. Construcédo de Dendograma comas as sequéncias de OSCs obtidas

O alinhamento de sequéncias foi realizada com o programa ClustalW2,
usando sequéncias de amino&cidos ja clonadas e caracterizadas de oxidoesqualeno
ciclases de plantas. Para comparacdo e clusterizacdo das sequéncias de OSCs
clonadas neste trabalho com outras OSCs ja descritas, foi criado um dendograma
com o programa MEGA 5 (versao 5.2) utilizando o método “neighbor-joining” e o
namero de replicagbes boostraps 1000. O numero de acesso no GenBank das

sequéncias utilizadas na analise sao descritos na Tabela 7.

Tabela 7. Sequéncias utilizadas na constru¢do do dendograma.

NUumero de acesso Espécie Funcdao

At4g15340 Arabidopsis thaliana Arabidiol sintase PEN1

At5g48010 Arabidopsis thaliana Thalianol sintase PEN4

At5942600 Arabidopsis thaliana Marneral sintase PEN5

At1g78500 Arabidopsis thaliana Multifuncional triterpeno
sintase PENG6

At3g45130 Arabidopsis thaliana Lanosterol sintase LAS1/PEN7

At1g78970 Arabidopsis thaliana Multifuncional triterpeno
sintase ILUP1

At1g78960 Arabidopsis thaliana Multifuncional triterpeno
sintase LUP2

At19g66960 Arabidopsis thaliana Multifuncional triterpeno
sintase LUP5

At2g07050 Arabidopsis thaliana Cicloartenol sintase CAS1

AB263204 Rhizophora stylosa Multifuncional triterpeno
sintase RsM2

AB289586 Bruguiera gymnorhiza Lupeol sintase BgLUS

AB257507 Kandelia candel Multifuncional triterpeno
sintase KcMS

DQ268869 Ricinus communis Lupeol sintase RcLUS

AB058643 Luffa cylindrica Isomultiflorenol sintase LcIMS1

AB037203 Glycyrrhiza glabra B-amirina sintase GghAS1

AB181244 Lotus japonicus B-amirina sintase OSC1

AB034802 Pisum sativum B-amirina sintase PSY
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AF478453 Medicago truncatula B-amirina sintase AMY1
AF478455 Lotus japonicus Multifuncional triterpeno
sintase LJAMY?2
AB034803 Pisum sativum Multifuncional triterpeno
sintase PSM
AB009030 Panax ginseng B-amirina sintase PNY
AB014057 Panax ginseng -amirina sintase PNY2
AB055512 Betula platyphylla B-amirina sintase BPY
ADK35123 Kalanchoe daigremontiana Taraxerol sintase KATAS
AB263203 Rhizophora stylosa Multifuncional triterpeno
sintase RsM1
AB206469 Medicago tirucalli B-amirina sintase EtbAS
ADK35125 Kalanchoe daigremontiana Friedelina sintase KAFRS
ADK35124 Kalanchoe daigremontiana Glutinol sintase KAGLS
ADK35126 Kalanchoe daigremontiana Lupeol sintase KdLUS
AB025343 Olea europaea Lupeol sintase OEW
AB025345 Taraxacum officinale Lupeol sintase TRW
AB181245 Lotus japonicus Lupeol sintase OSC3
AB116228 Glycyrrhiza glabra Lupeol sintase GgLUS1
AB055511 Betula platyphylla Lupeol sintase BPW
AB181246 Lotus japonicus Cicloartenol sintase OSC5
AB025968 Glycyrrhiza glabra Cicloartenol sintase GgCAS1
D89619 Pisum sativum Cicloartenol sintase PSX
AB009029 Panax ginseng Cicloartenol sintase PNX
ADK35127 Kalanchoe daigremontiana Cicloartenol sintase KACAS
AB033335 Luffa cylindrica Cicloartenol sintase LcCAS1
AB055509 Betula platyphylla Cicloartenol sintase BPX1
AB009031 Panax ginseng Lanosterol sintase PNZ
AB244671 Lotus japonicus Lanosterol sintase OSC7

XP_002310351.1

Vitis vinifera

B-amirina sintase VVbAS

XP_004139371.1

Cucumis sativus

Isomultiflorenol sintase CsIMS

XP_004141754.1

Cucumis sativus

Cicloartenol sintase CsCAS

XP 004303790.1 Fragaria vesca Cicloartenol sintase FVCAS
XP_004305792.1 Fragaria vesca B-amirin sintase FVbAS
XP_002269849.1 Vitis vinifera Cicloartenol sintase VVCAS

3.14. Subclonagem das ORFs no vetor pYES2

As ORFs de oxidoesqualeno ciclases obtidas foram subclonadas no vetor de
expressdo pYES2 (Invitrogen), sob controle do promotor de GAL1. Para tanto, o
vetor pYES e o vetor pTZ57R/T contendo o inserto foram digeridos com as enzimas
de restricdo apropriadas presentes no cassete de clonagem do vetor e nas

extremidades do inserto.
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3.14.1. Digestéo do vetor pYES2 e do inserto

Para a digestdo do vetor de expressédo pYES e do inserto presente no vetor
de clonagem pTZ57R/T foram adicionados em um microtubo os seguintes
reagentes: 2 yL de soroalbumina bovina (10X; BSA, New England Biolabs), 2 pL de
tampdo 4 (10X: 50 mM de acetato de potassio; 20 mM Tris-acetato, 10 mM de
acetato de magnésio,1 mM DTT, pH 7,9; New England Biolabs), 0,6 uL de cada
enzima (20 U/uL), 1 pL de DNA plasmidial (~500 pg) e H,O Milli-Q autoclavada para
um volume final de 20 pyL. Para a subclonagem dos insertos pertencentes aos
grupos CS4 e TS6, foram utilizadas nas reacfes de digestdo as enzimas BamHI +
EcoRI e BamHI + Xbal, respectivamente. As reacdes foram incubadas a 37° C por 2
h e o resultado da digestao foi visualizado por eletroforese em gel de agarose 1,2 %
corado com brometo de etidio. As bandas referentes ao vetor pYES2 (~6 Kb) e ao
inserto (~2,4 Kb) foram recortadas e purificadas do gel seguindo o protocolo descrito

anteriormente. e depois foram utilizadas na reagao de ligagéo.

3.14.2. Reacao de Ligacao

Para a reacdo de ligacdo foram adicionados em um microtubo, 2 pL de
tampéao da ligase (10X, 50 mM de Tris-HCI, 10 mM de MgCl,, 1 mM de ATP, 10 mM
de DTT, pH 7,5), 1 uL de T4 DNA ligase (400 U/uL; New England Biolabs), 50 ng do
vetor pYES2 purificado, 50 ng de inserto purificado e agua Milli-Q autoclavada
suficiente para completar 20 puL de reacdo. A reacao foi incubada a 16 °C por 48
horas.

3.14.3. Transformacéo bacteriana

A reacdo de ligacao foi transformada em E. coli linhagem DH10B competente

seguindo o protocolo descrito anteriormente.
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3.14.4. Analise dos clones recombinantes

Para verificar a eficacia do processo de clonagem, foi realizada a técnica de
PCR de colbnias. Para tanto, algumas colénias foram retiradas do meio de cultura,
com auxilio de um palito esterilizado e diluidas em 10 yL de agua pura. A presenca
do inserto foi verificada por PCR com os oligonucleotideos iniciadores especificos
“forward” e “reverse” presentes nas extremidades dos insertos.

As reacbes de PCR foram preparadas em uma solucédo geral contendo 0,12
ML de iniciadores “forward” e “reverse” (50 uM), 0,4 uL de dNTPs (10 mM), 1,2 uL de
MgCl, (50 mM), 2,5 pyL de tampéo para Taq; 0,5 uL da enzima Taq DNA Polimerase
(5U/uL, Fermentas), 5 yuL da colénia diluida e H,O Milli-Q autoclavada para um
volume final de 20 uL. A amplificacéo foi realizada em termociclador utilizando a
seguinte condigéo: “hot start” de 94° C por 2 min, seguido de 30 ciclos de 94° C por
30s,55°C por45s, 72° C por 180 s, com uma extensao final a 72° C por 10 min.

Da mesma forma que as demais reacdes de PCR, os resultados foram
analisados por eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etidio.
Com as colénias que mostraram a presenca do inserto foi realizada e extracéo
plasmidial para posterior transformacéo em levedura.

O DNA plasmidial extraido foi utilizado, também, para sequenciamento com o
iniciador T7 (5’ — TAATACGACTCACTAT - 3’), o qual esta presente na regiao 5’ do
cassete de clonagem do vetor pYES2, para confirmacdo da direcionalidade correta

do inserto.

3.15. Transformacéo de levedura

Uma coldnia de levedura, linhagem CEN.PK selvagem, foi inoculada em 5 mL
de meio YPD e incubada a 30° C, por 12 a 16 horas. Uma aliquota de 1 mL da
cultura foi centrifugada em um microtubo por 5 segundos na maxima velocidade .O
sobrenadante foi descartado, as células ressuspendidas em 1 mL de acetato de litio
(LiAc) 100 mM e incubadas por 15 minutos a temperatura ambiente. O tubo foi
centrifugado por 5 segundos na maxima velocidade e o sobrenadante removido por
pipetagem. Foram adicionados na seguinte ordem os reagentes: 240 pL de
polietilenoglicol (PEG - 50%), 36 uL de LiAc (1 M), 50 uL de SS-DNA (2 mg/mL), 10
uL de DNA plasmidial e 45 L de agua Milli-Q autoclavada, o tubo foi vortexado por
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1 minuto e incubado a 42° C por 20 minutos. Em seguida, o tubo foi centrifugado por
10 segundos, na maxima velocidade e o sobrenadante removido com o pipetador. O
“pellet” foi ressupendido em 150 uL de agua Milli-Q autoclavada, plaqueado em meio
sintético completo sem a adicdo de uracila (SC-URA); e incubado a 30° C por 2-3
dias. Col6nias isoladas das leveduras transformadas foram repassadas para outra
placa SC-URA.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Extracdo de RNA e Sintese de cDNA

Entre as metodologias de extracdo de RNA disponiveis atualmente, as que
utilizam solugbes a base de tampdes de guanidina apresentam melhor rendimento e
alta qualidade das amostras de RNA. Tampdes de tiocianato de guanidina ou
hidrocloreto de guanidina sdo extremamente caotropicos, sendo os mais eficazes
agentes desnaturantes de proteinas, incluindo as RNases (FARREL, 2010).

Tratando-se da extracdo de RNA de plantas, € necessario levar em conta a
presenca de compostos fenodlicos e polissacarideos que promovem a degradacao e
oxidacdo dos éacidos nucleicos durante o procedimento de extracdo a partir de
diferentes tecidos, interferindo no isolamento e na qualidade do RNA (CORDEIRO,
2010).

Para estimar a pureza do RNA extraido, € fundamental observar a relacdo de
absorbéancia entre acidos nucleicos e proteinas (260/280 nm) e entre acidos
nucleicos e polissacarideos, fenol ou sais (260/230 nm), que deve ser estar entre 1,8
a 2,0, indicando que a presenca desses contaminantes esta em nivel insignificante.

A integridade do RNA total deve ser verificada por eletroforese desnaturante
em gel de agarose, observando-se uma banda referente a subunidade 28S, de
intensidade em torno de duas vezes maior que a banda correspondente a
subunidade 18S e pouco arraste entre e abaixo dessas bandas devem existir, pois
indicam a degradacao do RNA, enquanto bandas acima da subunidade 28S indicam
contaminagao por DNA (FARREL, 2010).

Neste estudo, o primeiro método a ser utilizado foi a extracdo com o reagente
Trizol (Invitrogen), uma solu¢cdo monofasica de fenol e isotiocianato de guanidina.
Posteriormente, optou-se por outro método de extracéo utilizando o kit “SV Total
RNA Isolation System” (Promega), que utiliza um tamp&o composto por tiocianato de
guanidida e B-mercaptoetanol. Por fim, foi realizada outra extragdo com o kit
‘RNeasy Plant Mini Kit” (Qiagen) que contém duas opg¢des de tampdes, um
constituido por tiocianato de guanidina e outro por hicrocloreto de guanidina, ambos
utilizados ap6s adigéo de B-mercaptoetanol. Dentre estes trés métodos empregados,
a concentracdo, a qualidade e a integridade de RNA extraido foram insatisfatorias

nas extragdes realizadas com o reagente Trizol e com o kit “SV Total RNA Isolation
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System” (dados ndo mostrados). A opc¢ao pelo kit “RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen)”
com o tampao de hidrocloreto de guanidina (tampé&o RLC) foi eficiente para uso do
RNA extraido das folhas de M. ilicifolia para a sintese de cDNA.

A integridade do RNA extraido com o tampdo RLC foi verificada por
eletroforese desnaturante em gel de agarose (Figura 8A), em que foi possivel
observar a banda correspondente a subunidade 28S de rRNA apresentando maior
intensidade que a banda correspondente a subunidade 18S.

A estimativa da pureza do RNA extraido foi verificada pelo valor da relacao
entre 260/230 nm e 260/280 nm acima de 1,8. Pelo calculo de quantificacdo, as
extragdes com “RNeasy Plant Mini Kit” renderam em torno de 500 pg/mL de RNA

total.

285 4— — 3000 pb
3000 ph <— [
185 44— —
—% 1000 pb
— 250 pb

5.85 €—
100 pb <—

Figura 8. Confirmacdo de RNA total e cDNAs obtidos. A) Eletroforese desnaturante em gel
de agarose (1,2%) de RNA total extraido de folhas de M. ilicifolia; amostras 1 (5,2
Hg) e 2 (3,8 ug) correspondentes a duas extragbes com tampdes RLC e RLT,
respectivamente. B) Sintese de cDNA, 1: Marcador de peso molecular 1Kb
(Invitrogen) e 2: cDNA sintetizado com oligo-dT e SuperScript™Il (RACE 3’). C)
Sintese de cDNA, 1 e 2: cDNA sintetizado com iniciadores randdmicos e
MultiScribe® (High Capacity), 3: Marcador de peso molecular 1Kb (Promega).

Assim, ap6s obtencdo de RNA total de qualidade adequada, foi possivel
proceder a sintese de cDNA a partir de mRNA utilizando oligonucleotideos
randdmicos e a transcriptase reversa Multiscribe® (MMLV) do kit “High Capacity
cDNA Reverse Transcription”. As fitas de cDNA resultantes foram utilizadas
diretamente como molde nas reacdes de PCR, sem tratamento com RNase. A
sintese de cDNA foi realizada, também, com iniciadores oligo-dT e a enzima
SuperScript™Il do kit “3° RACE “System for Rapid Amplification of cDNA Ends”
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(Invitrogen) e foram tratadas com RNase H sendo depois utilizadas diretamente nas
reacoes de PCR.

A qualidade de amplificacdo do cDNA total obtido pode ser observada nas
Figuras 8B e 8C em que a presenca de um arraste de acido nucleico, sem formacéo

de bandas nitidas, confirma a transcri¢cao reversa de mRNAs de variados tamanhos.
4.2. Clonagem do fragmento “core”

Para realizar a amplificagdo dos fragmentos “core” dos genes de cicloartenol
sintase (metabolismo primério) e triterpeno sintases (metabolismo secundario), foi
necessario o uso de oligonucleotideos iniciadores degenerados desenhados de
acordo com o alinhamento de sequéncias de aminoacidos de oxidoesqualeno
ciclases ja existentes na literatura (GUHLING et al., 2006). A porgdo “core”
representa a regido central de OSCs a qual apresenta o dominio funcional das
enzimas. A partir de dados da literatura, estimou-se que os fragmentos a serem
obtidos com as reacfes de amplificacdo com os iniciadores “forward” e “reverse”
(Figura 9) deveriam ser de aproximadamente 750 pares de bases (pb) (WANG et al.,
2010).

A partir do alinhamento de OSCs, de diferentes espécies vegetais, € possivel
observar uma regido de diferenca dos residuos de aminoacidos entre grupo de
cicloartenol sintases e triterpeno sintases por volta da posi¢cdo 415 (GUHLING et al.,
2006), como ilustrado na Figura 10A. Assim, a regido abrangendo os residuos
marcados por asteriscos na Figura 10A foi utilizada para o desenho de iniciadores
“forward” buscando especificidade para a amplificacao de fragmentos de cicloartenol
sintases (CS; VZ01035) e de fragmento de triterpeno sintases (TS; VZ01037).

~750 bp |
— 3

RACE S Extensao RACE 3

3 ’ 5

Figura 9. Amplificacdo de fragmentos “core” de oxidoesqualeno ciclases. A caixa branca
representa a regido codificadora e as linhas pontilhadas representam as regides
ndo codificadoras 5’ e 3'. A regido laranja representa o fragmento “core” a ser
amplificado (~750 pb) e as setas laranjas indicam a direcdo e a regido de
anelamento dos iniciadores degenerados utilizados na amplificacao.
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Inicialmente, a amplificacdo de fragmentos do tamanho esperado de cerca de
750 pb ocorreu apenas quando foi utilizado o par de oligonucleotideos iniciadores
VZ01035 e VZ01036 (Figura 10B), possivelmente de maior especificidade para
cicloartenol sintases. Por isso, foram desenhados outros iniciadores (VZ01040,
VZ01041, VZ01042), a partir de dominios conservados, na tentativa de amplificar
genes de oxidoesqualeno ciclases em geral, uma vez que a amplificagcdo com os
iniciadores baseados nas sequéncias de triterpeno sintases nao ocorreu. Porém,
novamente, nao foi observada amplificacdo com estes outros iniciadores (dados ndo
mostrados).

Em seguida, diferentes estratégias de amplificagdo foram realizadas variando-
se as condicOes das reacfes de PCR e utilizando-se RNA extraido de outros
exemplares de M. ilicifolia que apresentaram maior producdo de friedelina por
andlise de cromatografia gasosa acoplada a espectrémetro de massas (colaboracao
com o grupo da Profa. Dra. Maysa Furlan, Instituto de Quimica, UNESP,
Araraquara). A amplificacéo utilizando os iniciadores mais especificos para triterpeno
sintases (VZO1037 e VZ01036) foi realizada com sucesso (Figura 10B) quando foi
utilizado o RNA extraido de outro exemplar de M. ilicifolia que apresentou maior
producéo de friedelina.

Os fragmentos gerados nas PCRs foram purificados e submetidos ao
processo de clonagem no vetor pTZ57R/T, sendo que apds a transformacédo em E.
coli, as clonagens foram confirmadas em diversas colonias por reacdes de PCR de
colénias e por diagndéstico de restricao.

Um dos resultados da PCR de colénias é exemplificado na Figura 10C e,
como pode ser observado, apenas as colbnias numeradas como 4 e 5 nao
apresentaram inserto, enquanto todas as outras coldnias apresentaram um produto
de amplificacdo do tamanho esperado de aproximadamente 850 pb.

A extracdo de DNA plasmidial e o diagnoéstico de restricdo foram realizados
com as mesmas colbnias que apresentaram, por PCR de colbnia, o inserto clonado.
A Figura 10D exemplifica a verificacdo, por eletroforese, de bandas de tamanho
correspondente ao vetor digerido (2886 pb) e de bandas de tamanho esperado do

fragmento liberado na digestédo (~750 pb).
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Ccs

3000 pb

750 pb

750 pb 750 pb

Figura 10. Estratégia de clonagem dos fragmentos “core” dos genes de OSCs das folhas de
M. ilicifolia. Regido de anelamento dos iniciadores “forward”, reacédo de PCR e
confirmacdo da clonagem. A) Regido conservada de residuos de aminoacidos
entre os grupos de cicloartenol sintases (bloco superior) ou triterpeno sintases
(bloco inferior:) (GUHLING et al. 2006). B) Amplificacdo de genes de
oxidoesqualeno ciclases por RT-PCR utilizando iniciadores degenerados para
cicloartenol e triterpeno sintase: CS e TS, respectivamente e L= Marcador de peso
molecular 1 Kb (Invitrogen). C) Exemplo de gel de PCR de alguns clones
analisados, mostrando amplificacdo do inserto (amostras 1 a 3 e 6 a 11) de cerca
de 850 pb, ou auséncia do inserto (amostras 4 e 5). D) Exemplo de confirmacgéo
da clonagem das mesmas coldnias por diagndstico de restricdo (BamHI/EcoRl)
apresentando bandas do vetor e do inserto (cerca de 750 pb).

Das coldonias em que a presenca do inserto foi confirmada pelas duas
técnicas apresentadas, o DNA plasmidial extraido foi utilizado para sequenciamento
automatico com os iniciadores M13F e M13R. Para avaliar a confiabilidade das
sequéncias de nucleotideos obtida foi utilizado o software “Sequence Scanner v 1.0”.
Com o auxilio do editor “BioEdit Sequence Alignment Editor v 7.0.9.0”, foram
retiradas de cada sequéncia as regides de bases pertencentes ao vetor para que
somente as sequéncias clonadas do cDNA das folhas de M. ilicifolia fossem
analisadas. De forma geral, os dados de clonagem dos fragmentos “core” de

oxidoesqualeno ciclases obtidos podem ser resumidos da seguinte forma (Tabela 8):



Tabela 8. Dados da clonagem de fragmentos “core”.
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Caracteristicas Fragmentos CS Fragmentos TS
Par de iniciadores VZ01035+VZ01036 VZ01037+VZ01036
Colbnias obtidas ~350/placa ~350/placa
Colbdnias analisadas 100 260
Clones sequenciados 61 82
Sequéncias analisadas 45 79

Para analisar a cobertura e, também, agrupar as sequéncias de fragmentos

“core” obtidas, todas as sequéncias de nucleotideos foram alinhadas utilizando-se o

programa ClustalW2 (THOMPSON et al., 1994), por meio do qual foi possivel obter

um agrupamento (Figura 11) entre os contigs de todas as sequéncias de cada grupo
mostrando a formacdo de 6 grupos (CS4, TS5, TS6, TS12, CS19 e TS46) que

indicaram diferencas de identidade entre si, como mostra a tabela 9. O grupo

nomeado como TS46 foi identificado em um rastreamento ja no final deste projeto,

por isso, ainda nao foram realizadas as extensdes para obtencdo das extremidades

5e3d.

TS5
C519

T56

1512

Cs54

TS46

Figura 11. Agrupamento dos fragmentos “core” obtido com o programa ClustalW2. Seis
diferentes grupos foram observados e analisados no BlastX. Os grupos
nomeados CS4 e TS5 apresentaram maior identidade com sequéncias descritas
de pB-amirina sintase; o grupo CS19 apresentou maior identidade com
sequéncias de B-amirina, glutinol, isomultifiorenol e damarenediol sintase; o
grupo TS12, com B-amirina e lupeol sintases; e o0s grupos TS6 e TS46
apresentaram maior identidade com as sequéncias de cicloartenol sintase de

diversas espécies. TS: triterpeno sintases e CS: cicloartenol sintases.
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Tabela 9. Identidade entre as sequéncias de DNA dos fragmentos core de OSCs
clonados de M. ilicifolia, em porcentagem.

TS5 CS19 TS6 TS46 TS12

% % % % %

CS19 91,6 -
TS6 59,5 62,7 -
TS46 62,0 63,3 76,2 -
TS12 69,3 69,1 63,3 63,6 -
CS4 93,2 91,5 62,4 64,6 69,7

As sequéncias também foram analisadas no programa Blastn que mostrou
alta identidade e cobertura das sequéncias obtidas neste trabalho com outras
oxidoesqualeno ciclases depositadas no GenBank. Tendo como partida andlises
feitas com o programa Blastn, foi possivel confirmar que os fragmentos “core”
clonados nesta primeira etapa do projeto representam partes de genes de
oxidoesqualeno ciclases uma vez que apresentaram identidade com sequéncias de
enzimas OSCs ja descritas, como B-amirina, cicloartenol sintase, lupeol sintase,
entre outras de varias espécies vegetais.

E importante lembrar que apesar de terem sido utilizados iniciadores
possivelmente mais especificos para a amplificacdo de fragmentos de cicloartenol
sintases (CS; VZ0O1035) e triterpeno sintases (TS; VZ01037) desenhados em
regides caracteristicas de cada tipo de oxidoesqualeno ciclase, na pratica ndo foi
observada essa especificidade na amplificagdo, uma vez que,fragmentos core
obtidos com os iniciadores especificos para triterpeno sintases revelou fragmentos
com alta identidade tanto para triterpeno como cicloartenol sintases, enquanto 0s
fragmentos core obtidos com o iniciador mais especifico para cicloartenol sintases

revelou fragmentos com alta identidade apenas com triterpeno sintases.
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4.3. Amplificagao da extremidade 3’ do cDNA de OSCs

Para a amplificagdo das extremidades 3’° do cDNA, foram utilizados
iniciadores “forward” gene especificos desenhados para cada grupo dos fragmentos
‘core”, e um iniciador “reverse” universal AUAP fornecido no kit de RACE 3
(Invitrogen), levando a amplificagdo de fragmentos de aproximadamente 600 pb,
como mostra a Figura 12.

O alinhamento das sequéncias dos fragmentos “core” dos grupos CS4, TS5 e
CS19 (Figura 11) revelou que estes grupos apresentam alta similaridade, entéo,
foram desenhados iniciadores em regides com pequenas diferencas entre eles, na
tentativa de amplificar os fragmentos da extremidade 3’ de cada grupo

separadamente.

Figura 12. Amplificagdo de fragmentos da extremidade 3’ de oxidoesqualeno ciclases. A
caixa representa a regido codificadora e as linhas pontilhadas representam as
regides ndo codificadoras 5 e 3’. A regido laranja representa o fragmento “core”
ja obtido. A regido verde representa o fragmento extremidade 3 a ser
amplificado (~550 pb) e as setas verdes indicam a direcdo e a regido de
anelamento dos iniciadores especificos “forward” e do universal AUAP “reverse”
ao cDNA sintetizado com o adaptador AP utilizados na amplificagéo.

As amplificacbes foram realizadas com os iniciadores especificos para os
grupos CS4, TS5, TS6, TS12 e CS19, sendo observados fragmentos de tamanhos
variados e uma banda com intensidade um pouco maior em aproximadamente 600
pb (dados ndo mostrados). Para aumentar a especificidade da amplificacdo, foram
realizadas reacdes de “nested PCR” com os produtos destas primeiras reacdes de
PCR, utilizando outros iniciadores “forward” gene especificos, que anelam em uma
regido mais interna dos fragmentos gerados. Foram, entdo, observadas bandas

intensas em torno de 550 pb (Figura 13), as quais foram utilizadas para clonagem.



61

=» ~ 600 pb

L CS4 TS5 TS6 TS12 CS19

Figura 13. Amplificagdo das extremidades 3’ dos cDNAs obtidos: “Nested PCR” com
iniciadores especificos de regides mais internas, indicando a amplificacdo de
uma banda intensa com cerca de 550 pb para os grupos CS4, TS5, TS6, TS12 e
CS19; L: Marcador de peso molecular 1Kb (Invitrogen).

Os fragmentos obtidos foram entdo clonados, sequenciados e analisados da
mesma forma que os fragmentos clonados até entdo. A analise no Blastn sugeriu
gue os grupos CS4, TS5, TS12 e CS19 apresentaram alta identidade (70%) com [3-
amirina e lupeol sintase de diferentes espécies vegetais. O grupo TS6 apresentou
alta identidade (70 - 80%) com cicloartenol sintases de outras espécies.

Desta forma, € possivel afirmar que os iniciadores e a metodologia de
amplificacdo baseada em RT-PCR foram eficientes para a clonagem de fragmentos

génicos pertencentes a familia das enzimas oxidoesqualeno ciclases.

4.4. Extensao no sentido 5’ dos fragmentos “core”

A estratégia para obtencédo da regido 5 do cDNA foi baseada em
metodologias descritas na literatura (WANG et al., 2010), nas quais, antes da
realizacdo de RACE 5’, sdo realizadas extensdes 5 dos fragmentos core. Além
disso, extremidade 5 possui cerca de 1300 pb, o que torna mais viavel a
amplificacédo de dois fragmentos separadamente.

ApoOs as analises das sequéncias dos fragmentos “core”, foram desenhados
iniciadores “reverse” gene especificos para cada grupo formado. Um iniciador
“forward” degenerado descrito previamente por Guhling et al. (2006) foi utilizado
como par para cada iniciador “reverse” especifico, gerando fragmentos de cerca de

850 pb, como mostra a Figura 14.
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O alinhamento das sequéncias dos fragmentos “core” dos grupos CS4, TS5 e
CS19 revelou que estes grupos apresentam alta similaridade. Assim, foram
desenhados iniciadores em regidbes com pequenas diferencas, na tentativa de se

amplificar os fragmentos da extens&o 5’ de cada grupo separadamente.

Figura 14. Amplificacdo de fragmentos da extenséo 5’ de oxidoesqualeno ciclases. A caixa
representa a regido codificadora e as linhas pontilhadas representam as regides
nado codificadoras 5 e 3. As regides laranja e verde representam,
respectivamente, os fragmentos “core” e 3’, ja obtidos. A regido azul representa o
fragmento da extensdo 5’ a ser amplificado (~850 pb) e as setas azuis indicam a
direcao e a regiao de anelamento do iniciador degenerado “forward” e iniciadores
“reverse” especificos para cada grupo (dentro da regido “core”).

Foram realizadas reacdes de amplificacdo do fragmento da extenséo 5’ para
0S grupos CS4, TS5, TS6, TS12 e CS19. Como mostra a Figura 15A, foram
observadas bandas de baixa intensidade no gel, por isso, foram realizadas reacoes
de reamplificacdo (Figura 15B) com os produtos gerados na PCR, com o objetivo de

aumentar a quantidade de produto para a clonagem.

A B

~850 pb
~850 pb <—

CS4 TS5 TS6 TS12 Cs19 L L Cs4 TS5 TS6 TS12 Cs19

Figura 15. Amplificacdo dos fragmentos de extensdo 5’ do core. A) PCR dos grupos CS4,
TS5, TS6, TS12 e CS19 que amplificaram (bandas fracas) o fragmento de
tamanho esperado; B) Reamplificagdo dos produtos da PCR em A, gerando um
fragmento de cerca de 850 pb de maior intensidade, L: Marcador de peso
molecular 1 kb (Invitrogen).

Os fragmentos foram entdo clonados em pTZ57R/T, sequenciados e
analisados pela mesma metodologia que os fragmentos “core”. A analise utilizando

Blastn sugeriu que os grupos CS4, TS5, TS6, TS12 e CS19 podem ser fragmentos
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com alta identidade (70 a 80%) com OSCs de diversas espécies vegetais, como [3-
amirina, multifuncional triterpeno e cicloartenol sintases.

As sequéncias correspondentes aos fragmentos da extenséo 5’ obtidas foram
utilizadas para o desenho de iniciadores “reverse” gene especificos para realizacéo
do RACE 5.

4.5. Amplificagao das extremidades 5’ dos cDNAs de OSCs

Para a amplificagdo das extremidades 5 do cDNA, foram utilizados
iniciadores “reverse” gene especificos desenhados para cada grupo dos fragmentos
da extensao 5’, e um iniciador “forward” universal AUAP fornecido no kit de RACE &’
(Invitrogen), levando a amplificacdo de fragmentos de aproximadamente 600 pb,
como mostra a Figura 16.

O alinhamento das sequéncias dos fragmentos da extensdo 5 dos grupos
CS4 e TS5 mostram alta identidade, por isso, foram utilizados os mesmos
iniciadores “reverse” especificos para amplificacdo da extremidade 5 desses dois
grupos. O grupo CS19 também apresentou alta identidade com os grupos CS4 e
TS5 e, entdo, foram desenhados iniciadores em regides com pequenas diferengas
na tentativa de amplificar os fragmentos da extremidade 5 desse grupo

separadamente.

Figura 16. Amplificagdo de fragmentos da extremidade 5’ de oxidoesqualeno ciclases. A
caixa representa a regido codificadora e as linhas pontilhadas representam as
regides nado codificadoras 5 e 3. As regides laranja, verde e azul representam,
respectivamente, os fragmentos “core”, 3’ e extensdo 5 ja obtidos. A regido
amarela representa o fragmento da extremidade 5’ a ser amplificado (~600 pb) e
as setas amarelas indicam a direcdo e a regido de anelamento do iniciador
universal “forward” (AUAP) com o adaptador AP e os iniciadores ‘reverse”
especificos.

As amplificacbes foram realizadas com os iniciadores especificos para os
grupos CS4/TS5, TS6, TS12 e CS19, sendo observados fragmentos de tamanhos
variados e uma banda com intensidade um pouco maior em aproximadamente 600

pb (dados ndo mostrados). Para aumentar a especificidade da amplificacdo, foram
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realizadas reacdes de “nested PCR” com os produtos destas primeiras reacdes de
PCR, utilizando outros iniciadores “reverse” gene especificos que anelam em uma
regido mais interna dos fragmentos gerados. Foram, entdo, observadas bandas

intensas em torno de 600 pb (Figura 17), as quais foram utilizadas para clonagem.

~550 pb <—

CS4 TS6 CS19 TS12 L

Figura 17. Amplificagéo das extremidades 5 dos cDNAs obtidos (RACE %’). “Nested PCR”
com iniciadores especificos de regibes mais internas, indicando a amplificacdo de
uma banda intensa com cerca de 550 pb para os grupos CS4/TS5, TS6, TS12 E
CS19; L: ladder 1 kb DNA plus (Invitrogen).

4.6. Montagem virtual dos fragmentos: “core” + RACE 3’

Como os iniciadores “forward” especificos utilizados na RACE 3’ foram
desenhados de acordo com regides conhecidas das extremidades 3’ dos fragmentos
“core” (Figura 18A), a montagem virtual dos fragmentos foi realizada sobrepondo-se
as extremidades até a regido dos iniciadores, observando que essas regides devem

apresentar alta identidade, como mostra a Figura 18B.
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GIGITGACTTIICTACTAATTAATCAGAGTGACGACEETEET a0
GIGITGACTIICTACTAATTAATCAGAGTGACGRACEEEEGA a0

R A R AR A A R AR A A A AR AR A A A AR AAA R AR ERAAARAAERAAAREARRRA AR EERR &

GITGGTAGGACTTACARARATTGTCAGTTIGIGCGCAGAGE 59
GTTGGTAGGACTTACARARATTGTCAGTTIGIGCGCAGAGSE &0

o R R R R R R R R o R ok R o o ok R o o R o o o R R ol R R o ol R R R ol R R R o R R R R R o o R R o R o R o R o R R

TGICGATITITTACTARAGAATCAGAGCGATGAT GETGGATGGAGAGRALAGECE 113
TGICGATITITTACTARAGAATCAGAGCGATGAT GETCEATGEGGAGRALAGTTA 114

R R R R R R R R R AR R R AR AR AR AR AR AR AR AR R R AR R R AR R R

ITATCTITTGTICCAAAGAGCTTAGAACTGETEEATGGAGE 60
ITTATCTITTGTICCAAAGAGCTTAGARACTGETEECTEEEEA 60

R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R AR R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R A

ad
GATTTICTTICTGAAAACTCARAGTGATGACGECEGAT 60

R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R AR R AR R R R R R R R R

GATTTTTTACTAACGAATCARAGTGATGATGETGGATEE a0
CATTTTTTACTAACGAATCARAGTGATGATGETGGATEE a0

o R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R ok R R ok R ok R o R R R o R R R R R R R R R R R R R R R R

Figura 18. Montagem virtual dos fragmentos “core” com os fragmentos da RACE 3. A) A
selecdo na figura indica a regido na qual o iniciador degenerado (laranja) e
iniciador especifico (verde) de cada grupo foram desenhados. B) Alinhamento
mutiplo (realizado com ClustalW?2) para verificar a similaridade entre as regiées de
sobreposicéo de cada um dos grupos: CS4, TS5, TS6, TS12 e CS19.
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A montagem destes dois fragmentos gerou fragmentos virtuais de cerca 1300
pb que, por meio da ferramenta de analise Blastn indicaram alta identidade (70%)
com cicloartenol sintases de diversas espécies para o grupo TS6, alta identidade
(70% - 80%) com triterpeno sintase para os grupos CS4, TS5, TS12 e CS19.

4.7. Montagem virtual dos Fragmentos: Extensao 5’ + “Core” + RACE 3’

Como os iniciadores “reverse” especificos utilizados na extensao 5 foram
desenhados de acordo com regides conhecidas das extremidades 5’ dos fragmentos
“core” (Figura 19A), a montagem virtual dos fragmentos foi realizada sobrepondo-se
as extremidades até a regido dos iniciadores, observando que essas regides devem

apresentar alta identidade como mostra a Figura 19B.
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~ITTITGECAGCCARCTETGEGATGCAACCTITIGGCTITICAAGCCCTGGTITGCTAGCARATC 55
ACATGG-AGCCAGTTGTGEGATGCAACCTTIGGCTITICAAGCCCTGGTTGCTAGCARATC &8
EHE REREE AR E R AR AR R R AR AR A A A A AR R R R R R R R R R

TCACAGATGAGTAGCTCCTACTIC 83
TCACAGATGAGTAGCTCCTACTC 82
EEEERER R AR A R A AR

ITTGECAGCCARCTGTIGLGATGCAACCTTITGGCTTTCAAGCCCTGGTTIGCTAGCAATCT 60
TCAGTTGIGELATGCAACCTTIGGCITTICAAGCTCTGGITGCTAGCAATCT 23
HH EE R RME KR AEEEARRARAAAEAAAAFAARAEAERER AR A AR AR R R R R R R

CACAGATGARAGTAGCTCCTACTICITGICRAAGGCAT 96
AACAGATGAAGTAGCTCCTACTCTTGTCRAGGCAT 44

o o o o o o o o o R R o R ke R o e o o o o e o R R

ATGGGATTICTGCATTTGCCGTTCAAGCRAATTATTTCTACAGACC 60

-TTGEGAGTCAGGAGTGEGATTICTGCATITGCCGITCAAGCAATTATTTCTACAGACC 57
# R REEEE B R T T T T T T e

TIGTIGAGAGTATGGTCIGIGIC 83
TIGTTIGAGAGTATGGTCIGIGIC 81
AR EEE R R AR AR R R R R

"""" ATG GTGEGATACTAGTCTIGCTCTCCAAGCATTGATTGCCAGCAACCTC 55

LA LA ok R R R R R R R R R ok R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R o R R

GCCAGTARARTCAGTCCC 79
GCCAGTRARARTCAGTCCAR 77
EREEEEE R R AR R R R

GTTTIGG ACTGTGEEATGCRAACCTTIIGGCTTITCAAGCCCTIGGTIGCTAGCARTC 59
TACATGECAGCCAGCTGTGEGATGCARCCTTITGGATTTCAAGCTCTGGTIGCTAGCARTC 60

= o o o ol o e ol o ol ol o o ol ol ol ol ol o o ol o o ol ol o ol oy ol ol ol o ol o ol ol ol i ol o ol ol o o ol ol ol ol o o o o o o

TCACAGATGRAAGTAGCACCTACTCTIIGICRAAGGC 93
TRACAGATGRAGTAGCACCTACTCTTIGTCRAGGT 94
I e T T

Figura 19. Montagem virtual dos fragmentos da extensdo 5 com os fragmentos core. A) A

selecdo na figura indica a regido na qual o iniciador degenerado (laranja) e
iniciador especifico (azul) de cada grupo foram desenhados. B) Alinhamento
realizado com ClustalW2 para verificar a similaridade entre as regides de
sobreposicéo de cada um dos grupos: CS4, TS5, TS6, TS12 e CS109.
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4.8. Montagem virtual de todos fragmentos (RACE 5’ + Extensao 5’ +
“Core” + RACE 3)

Como os iniciadores “forward” especificos utilizados na RACE 5’ foram
desenhados de acordo com regides conhecidas das extremidades 5’ dos fragmentos
da extensdo 5 (Figura 20A), a montagem virtual dos fragmentos foi realizada
sobrepondo-se as extremidades até a regido dos iniciadores, observando que essas
regides devem apresentar alta identidade como mostra a Figura 20B.

B
csa Race 3' GEAATACACATAGAGGGACACAGCACAGTIGT 53
TS5 Extensdo GEAATACACATAGAGGGACACAGCACAGTIGT 52

Race 5F
Extensdo

R R RO R RO R R R R RO R R R R R R R R RO R R R R R

&

GICTITCATATTGAGGGTCCAAGCACCATGTTTIGETAC &0
GICT-CATAT-GAGG--TCAAGCACCATGTTTIGGTAC 53
TS6 BEk e kE Kk REERE KR EERERREEE RERREE RERE e o o e e o o e o e e o e
Race 57 TGCCCTGAACTATGTICACTTITGAGGTITGET 90
Extensdo ITG-CCTGARACTATGTICACTITGAGGTITGET 82
Bk o e e e e e o e e o e e o e
GAATACACATAGRAGGGACACAGCACAGTS 51
GAATACACATAGRAGLGACACAGCACAGTS 51

RacebS!
TS12 { Extensdo

*k*:** .*****I*k oy o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o
I CACATAGAAGGTCCTAGCATGATG
Races' GATTA 50
CS19 {Extensio GATTACACATAGAAGGTCCTAGCATGATG 51
= __****k !-:!:.!:*****kk***k**kk**kk**k***k***k**

Figura 20. Montagem virtual dos fragmentos da extremidade 5 com os fragmentos da
extensdo 5. A) A selegéo na figura indica a regido na qual o iniciador degenerado
(azul) e o iniciador especifico (amarelo) de cada grupo foram desenhados. B)
Alinhamento realizado com ClustalW2 para verificar a similaridade entre as
regides de sobreposi¢céo de cada um dos grupos: CS4/TS5, TS6, TS12 e CS19.
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A partir dos fragmentos virtualmente montados, foram obtidas as sequéncias
traduzidas das enzimas OSCs e o alinhamento multiplo utilizando a ferramenta
ClustalW?2 revelou uma identidade acima de 90% entre os fragmentos CS4, TS5 e
CS19, enquanto que a similaridade entre CS4, TS5 ou CS19 com TS6 ou TS12 foi
de cerca de 30%, indicando a maior proximidade entre as trés primeiras sequéncias
e maior distanciamento com a sequéncia tedrica do fragmento TS6. J4 a similaridade
entre as sequéncias TS6 e TS12 foi de 21%, indicando que esses grupos Sao 0s
mais diferentes entre si.

As mesmas sequéncias montadas virtualmente foram submetidas ao BlastX
que demonstrou que as construgdes virtuais apresentaram alta similaridade com
sequéncias de oxidoesqualeno ciclases de varias espécies depositadas no
GenBank. Desta forma, € possivel afirmar que a metodologia de amplificacédo
baseada em RT-PCR e as extensdes utilizando os sistemas RACE 3’ e RACE 5
foram eficientes para a clonagem de genes pertencentes a familia das enzimas
oxidoesqualeno ciclases da espécie M. ilicifolia.

De forma geral, os dados de clonagem dos fragmentos da RACE 3’, da
extensdo 5’ e da RACE 5’ de oxidoesqualeno ciclases obtidos podem ser resumidos

da seguinte forma (Tabela 10):
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Tabela 10. Dados das clonagens dos fragmentos obtidos para RACE 3’, extenséo &’

e RACE 5.
Colbnias
. verificadas .
Fragmento Grupo Colc.)nlas vara Clon(.as Sequ-enmas
obtidas sequenciados analisadas
presenca
do inserto
RACE 3’ Cs4 ~ 350 20 10 8
TS5 ~ 350 20 10 10
TS6 ~ 350 20 10 7
TS12 ~ 350 10 6
CS19 ~ 350 10 4 4
Extenséo CS4 ~ 350 20 10 9
5’ TS5 ~ 350 20 9 8
TS6 ~ 350 20 7 4
TS12 ~ 350 20 7 3
CS19 ~ 350 20 7 6
RACE5S CS4/TS5 ~ 350 20 5 4
TS6 ~ 350 20 12 12
TS12 ~ 350 20 5 4
CS19 ~ 350 20 15 12
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4.9. Amplificacdo das ORFs de oxidoesqualeno ciclases e clonagem no vetor
pTZ57R/T

As montagens virtuais foram utilizadas no desenho dos iniciadores
especificos para amplificacdo das ORFs completas das provaveis oxidoesqualeno
ciclases. Para tanto, as montagens foram alinhadas no programa ClustalW2 e
iniciadores “forward” foram desenhados nas extremidades 5’, proximo ao coédon de
iniciagdo (AUG), e iniciadores “reverse” foram desenhados nas extremidades 3,
proximo ao codon de terminacdo (UAA/UGA/UAG), como mostra 0 esquema na
Figura 21A. Como os grupos CS4, TS5 e CS19 apresentaram alta similaridade
(>90%) entre suas sequéncias génicas montadas, foram desenhados iniciadores
especificos comuns para amplificacdo das ORFs desses grupos. Foram, também,
desenhados iniciadores especificos para amplificacdo das ORFs dos grupos TS6 e
TS12.

As reagbes de PCR foram realizadas com os iniciadores especificos e a
amplificacédo foi observada apenas para os grupos CS4 e TS6, sendo que o grupo
TS12 nado apresentou amplificagdo (Figura 21B). Os fragmentos obtidos com
tamanho esperado de cerca de 2500 pb foram clonados no vetor de clonagem
pTZ57R/T, e a confirmacdo da clonagem foi realizada por PCR de col6nias (Figura
21C) e diagndstico de restricdo (Figura 21D).
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—> ~2900 pb

~2500 pb < 1 R —> ~2500 pb

Cs4 L Tse Ts12 1 2 3 4 5 L L 1 2 3 4 5

Figura 21. A) Clonagem das ORFs de oxidoesqualeno ciclases. A caixa representa a regiao
codificadora com cerca de 2500 pb, em cujas extremidades foram desenhados os
iniciadores especificos, “forward” e “reverse”, indicados pelas setas vermelhas.B)
Amplificacdo das ORFs de oxidoesqualeno ciclases para os grupos CS4, TS6 e
para o grupo TS12, que ndo amplificou. C) Exemplo de confirmacédo da clonagem
por PCR de colénias com os iniciadores M13 do cassete de clonagem, gerando
um fragmento de ~2500 pb. D) Diagnéstico de restricdo com as enzimas BamHI +
EcoRl, liberando uma banda referente ao inserto (~2500 pb) e outra referente ao
vetor pTZ57R/T (~2900 pb).

4.10. Sequenciamento completo das ORFs de oxidoesqualeno ciclases obtidas

Apés a confirmacao da clonagem, os plasmideos que apresentaram insertos
foram submetidos ao sequenciamento utilizando os iniciadores universais M13,
presentes nas extremidades do cassete de clonagem do vetor pTZ57R/T. Nesta
etapa do sequenciamento, foi possivel analisar as extremidades 5’ e 3’ das ORFs de
cada clone dos grupos CS4 e TS6.

O alinhamento multiplo, com o programa ClustalW2, entre as sequéncias das
extremidades 5’ ou 3’ do grupo TS6, revelou que todas os clones analisados neste
grupo sdo idénticos. Ja o alinhamento entre as sequéncias das extremidades 5 ou 3’

do grupo CS4 revelou diferencas entre clones analisados. Os diferentes clones do
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grupo CS4 (denominados: CS4.1, CS4.5 e CS4.11) e um clone do grupo TS6 foram
sequenciados internamente com iniciadores especificos para o grupo.

De forma geral, os dados de clonagem das extremidades 5 e 3, de
oxidoesqualeno ciclases obtidos podem ser resumidos da seguinte forma (Tabela
11):

Tabela 11. Dados das clonagens das ORFs completas no vetor pTZ57R/T e analises

realizadas das extremidades 5’ e 3.

Coldnias
. verificadas _
Colbnias Clones Sequéncias
Fragmento Grupo . para . )
obtidas sequenciados analisadas
presenca
do inserto
Extremidade
CS4 ~400 60 50 46
5ed
Extremidade
TS6 ~400 108 50 42

5ed

Apods o0 sequenciamento das extremidades e regides internas, as sequéncias
foram montadas virtualmente com o programa DNA Baser (verséo 3.4.5.2), a fim de
se obter as sequéncias das ORFs completas.

Como mostra a Figura 22, foram observados nas oxidoesqualeno ciclases
clonadas quatro motivos QW, os quais sao caracteristicas da superfamilia das OSCs
(GUHLING et al., 2006),. Foram observados ainda o sitio catalitico DCTAE e a
regido caracteristica de cicloartenol sintases (GYN) na sequéncia TS6 e uma regido
caracteristica de triterpeno sintases (SFG) nas sequéncias CS4. As sequéncias de
aminoacidos das OSCs obtidas foram alinhadas com o programa ClustalW?2
demonstrando que as sequéncias do grupo CS4 (CS4.1, CS4.5 e CS4.11)
apresentam 98% de identidade entre si e 51% de identidade com a ORF do grupo
TS6.
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C54.5 A P YNE Y LY T INDFVGROIWEED B TPEELTEIEEARRKFTENRYEVEPLSDLLWMMOFLEKNNFKORT I PELR IGERECVT YEDVT TALERY
C54.11 AD GNCEYNEYLYTTHD WEFD GTPEELTEIEEAREKFTENRYEVKEASDLLWMMOFLEKNNFKORT I PELE T GEKE
CS54.1 WET KT ADSSSE Py NEYLY TTNDFVGROIWEFD GTPEELTEIEEARRKFTENRYEVKPASDLLMMOFLRKNNFK Qg TT PPLRIGEKE
TSE

Ccs4.5 105 B8 HWPAENAGYSFFLPEFIFCLYITGHLNSI ITPEHRKEILRFIYN GHSTVERTAFT! \RARKHILD
C54.11 105 HWPAEN, FFLEEFIFCLYITGHLNSI ITPEHRKEILRFIYN \RARKHIL
CS4.1 105 |35 HWPAENAGVSFFLPEFIFCLYITGHLNSI ITPEHRKEILRFIYN

TS6 106 T q

CS4.5 213 VLG C] ) 0 ;
CS4.11 213 [Nwie iFSVLGT Pk W CRMIYMEMS? ] : YHETEWRKMRHRCEE
CS4.1 212 egen e H-fIEEEE'nILP L’I.E'IHE'j&-ﬂ'_ _!H'-.""J.'l-fll:'l 3 QLR YHEIEWRKMEHRCAK
TS& 216 MISZIZNT
C54.5 323

CS4.11 323 nE:.FE'.E:HLr-j'IP DYLHVAEDGMKY

Cs4.1 322 GEYFKKHLAR T PDYLHVAEDGHKY

TSE 326

CS4.5 433

C54.11 433

CS4.1 432

TS6 434

CS4.5 540 MEMLNEMEFLENIVIEHTYIECTGS51 IAFT TLEKLF PGHRTEDIDNFIVNATRYLE HGLC MFALGGLAAAGRT YK
CS4.11 540 MEMLNEMEFLENTVIEHTYTECTGSST IAF TTLKLF PGHRTDI DNFTVNATRYLE NWGIC MFALGGLARA

CS4.1 539 iE.t-ﬂI.IIEl-iEFLE.HI"IEHTLIEI‘TI

TSE 543

C54.5 650

CS4.11 650

CS4.1 649

TSE 653

CS4.5 760

C54.11 760

Cs4.1 759

TS6 754

Figura 22. Sequéncias de aminoacidos das OCSs de M. ilicifolia. Os quatro motivos QW,
séo sublinhados por uma linha tnica. O motivo DCTAE esta sublinhado com uma
linha dupla. As regides caracteristicas de triterpeno (SFG), para sequénicas dos
grupos CS4, e cicloartenol sintases (GYN), para a sequéncia do grupo TS6, sdo
destacadas por uma caixa vermelha.
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4.11. Comparacdo de sequéncias de aminoacidos de CS4 e TS6 e suas

relacbes com outros membros da superfamilia das OSCs

Um dendograma foi construido utilizando uma sequéncia deduzida de
aminoacidos dos grupos CS4 e TS6, juntamente com outras OSCs de plantas ja
descritas. As andlises utilizando o método “neighbor-joining” (MEGA 5) mostrou que
CS4 estdo muito proximas de um grupo de enzimas triterpeno sintases, formando
um ramo dentro deste grupo e mostrando 59-73% de identidade com enzimas de
outras espécies, por exemplo, 73% com B-amirina sintase de Populus trichocarpa e
Vitis vinifera (VvbAS), 64% com lupeol sintase de Arabidopsis thaliana, 59% com
isomultiflorenol sintase de Cucumis sativus (CsIMS) (Figura 23). Finalmente, TS6 foi
observada em um grupo mais relacionado com um grupo de cicloartenol sintases de
varias outras espécies, apresentando identidade de 60-83% com outras sequéncias

de cicloartenol sintases ja descritas e caracterizadas.
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B-amirina sintase (P. ginseng)

B-amirina sintase (P. ginseng)

B-amirina sintase (V. vinifera)

B-amirina sintase (B. platyphylla)

Taraxerol sintase (K. daigremontiana)
Lupeol sintase (K. daigremontiana)
Friedelina sintase (K. daigremontiana)
Glutinol sintase (K. daigremontiana)
B-amirina sintase (F. vesca)

Multifuncional triterpeno sintase (R. stylosa)
Multifuncional triterpeno sintase (P. sativum)
B-amirina sintase (M. truncalli)
Multifuncional triterpeno sintase (L. japonicus)
B-amirina sintase (G. glabra)

B-amirina sintase (L. japonicus)

B-amirina sintase (P. sativum)

B-amirina sintase (M. truncatula)

<+— M. ilicifolia
<«— M. ilicifolia
<+— M. ilicifolia

Multifuncional triterpeno sintase (A.
Multifuncional triterpeno sintase (A.
Multifuncional triterpeno sintase (A.

Lupeol sintase (B. gymnorhiza)
Multifuncional triterpeno sintase (K.

thaliana)
thaliana)
thaliana)

candel)
Lupeol sintase (R. communis)
Multifuncional triterpeno sintase (R.

Arabidiol sintase (A. thaliana)
Talianol sintase (A. thaliana)

stylosa)

Multifuncional triterpeno sintase (A. thaliana)
Marneral sintase (A. thaliana)

Isomultifluorenol sintase (L. cylindrica)
Isomultifluorenol sintase (C. sativus)
Lupeol sintase (L. japonicus)

Lupeol sintase (G. glabra)

Lupeol sintase (B. platyphylla)

Lupeol sintase (O. europaea)

Lupeol sintase (T. officinale)
Cicloartenol sintase (L. cylindrica)
Lanosterol sintase (P. ginseng)

Lanosterol sintase (A. thaliana)
Lanosterol sintase (L. japonicus)
Cicloartenol sintase (B. platyphylla
Cicloartenol sintase (F. vesca
Cicloartenol sintase (C. sativus

M. ilicifolia

Cicloartenol sintase (V. vinifera)
Cicloartenol sintase (A. thaliana)

Cicloartenol sintase (K. daigremontiana)
Cicloartenol sintase (P. ginseng)

Cicloartenol sintase (P. sativum)

Cicloartenol sintase (L. japoicus)
Cicloartenol sintase (G. glabra)

Figura 23. Dendograma construido com o programa MEGA 5, utlizando o método neighbor-

joining e 1000 bootstraps, comparando as novas OSC clonadas de M. ilicifolia (TS6, CS4.1,

CS4.5, CS4.11) com OSCs ja caracterizadas de outras espécies vegetais.
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4.12. Subclonagem das ORFs de oxidoesqualeno ciclases no vetor de
expressao pYES2

Os plasmideos contendo as ORFs pertencentes ao grupo CS4 e ao grupo
TS6 foram digeridos com as enzimas de restricdo BamHI + EcoRIl e BamHI + Xbal,
respectivamente, purificadas do gel e subclonadas no vetor de expressao pYES2. A
Figura 23 exemplifica os resultados das digestdes do inserto (A) e vetor pYES2 (B)
para subclonagem.

A confirmacéo das subclonagens foi realizada por PCR de colbnias, com 0s
iniciadores presentes nos insertos, como exemplifica a Figura 23C, e por diagndstico
de restricdo (Figura 23D) utilizando uma enzima presente apenas no cassete de
clonagem do vetor (Hindlll para todos 0s grupos) e outra presente apenas no inserto
(Xbal para o grupo TS6 e EcoRI para o grupo CS4) seguindo a mesma metodologia

descrita anterioriormente.

~2900 pb <—
~2500 pb ¢

~5900 ph €—

~5900 pb <4— Bl
(TR 10 52500 ph 4— Dttt

L1 23 45 12 3 4 L

Figura 24. Subclonagem das ORFs em pYES2 e confirmacdo das subclonagens. A)
Digestéo do inserto: 1 - Digestado do plasmideo pTZ57R/T (~2900 pb) liberando o
inserto (~2500 pb) e 2 — Plasmideo nédo digerido; B) Digestdo do vetor: 1 —
PYES2 digerido (~5900 pb) e 2 — pYES2 néo digerido; 3) Confirmacdo das
subclonagens por PCR de col6nia: 1 — Col6nia sem a presenca de inserto e 2 a
5 — Colbnias com a presenca de inserto, e D) Diagnéstico de restricao: 1 a 4 —
vetor pYES (~5900 pb) e inserto (~2500 pb). Em todos, L = Marcador de peso
molecular 1 kb (Invitrogen).
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Os plasmideos resultantes da subclonagem foram, também, extraidos e
submetidos ao sequenciamento com o iniciador T7 “forward”, confirmando a
direcionalidade correta das ORFs nas novas constru¢des plasmidiais.

As contrugdes plasmidiais das oxidoesqualeno ciclases no vetor pYES2 ser&o
utilizadas futuramente para expressdo em Saccharomyces cerevisiae, a fim de se

analisar os triterpenos produzidos por cada uma das enzimas OScs cujos genes
foram clonados.
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5. CONCLUSOES

e A técnica de RT-PCR utilizando o mRNA das folhas de M. ilicifolia e
iniciadores degenerados possibilitou a amplificacdo de fragmentos que
apresentaram alta identidade com genes de oxidoesqualeno ciclases

vegetais;

e A partir destes fragmentos, foram obtidas as extremidades 5’ e 3’ dos genes

destas enzimas;

e A partir das extremidades 5’ e 3’ foram obtidas as ORFs completas das

oxidoesqualeno ciclases;

e O alinhamento entre as sequéncias de residuos de aminoacidos permitiu
identificar as ORFs clonadas como pertencentes a familia de OSCs e

caracterizar dominios conservados destas enzimas.

e As comparacgdes entre as ORFs clonadas neste trabalho com outros membros
da familia das OSCs permitiram afirmar que se tratam de genes de M. ilicifolia
com alta identidade com genes da mesma familia enzimética ja descritos em

outras espécies vegetais.
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ANEXOS



Solugdes para preparo de bactérias ultracompetentes

e TBF1 (100 mL)

KOAc 0,03 M 0,294 ¢
MnCl, 0,05 M 0,990 g
KCI 0,10 M 0,746 g
CaCl, 0,01 M 0,147 g
Glicerol 15 % (m/v) 159

Esterilizar por filtracdo

e TBF2 (100 mL)

MOPS pH7 0,01 M 0,204 g (ou 2 mL de estoque 0,5 M)
CaCl,.2H,0 0,075 M 11,03 g

KCI 0,01M 0,075g

Glicerol 15 % (m/v) 15¢

Esterilizar por autoclavagéo

e TYM (1000 mL)

Triptona 209
Extrato de levedura 509
NacCl 4,89
MgSOz7HZO 2,5 g

Esterilizar por autoclavagéo

Tampé&o de Transformacao
KCM (10X) 1,0 mL
PEG 10% 1,5 mL
Agua Milli-Q autoclavada 7,5 mL
e KCM (10X)
1M KCI
0,3 M CacCl,
0,5M MgCl,
e PEG 10%
PEG 6000 ou 4000 m/v

Esterilizar as solugdes por filltracéo
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