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Resumo

O efeito benéfico das plantas medicinais encontra-se mais relacionado com o
extracto da planta do que com os seus componentes isolados, o que dificulta a defini¢ao
de caracteristicas de interesse no melhoramento dessas plantas. Caracteristicas agrond-
micas como o crescimento e a estabilidade na produg@o constituem, no entanto, objecti-
vos de interesse no melhoramento de plantas medicinais, permitindo obter quantidades
elevadas de extracto homogéneo por planta. A oxidase alternativa (AOX) foi proposta
como um marcador funcional para avaliacdo do crescimento estdvel sob diversas tipos
de stresse ambiental. No presente artigo sdo descritos os trabalhos relativos ao isola-
mento e caracteriza¢do de sequéncias da familia multigénica AOX de Hypericum perfo-
ratum L.. As sequéncias de AOX e os RAPD fingerprinting serdo ulteriormente utiliza-
dos na identificagdo de polimorfismos genéticos em populacdes Portuguesas de H.
perforatum com diferengas ao nivel do crescimento.
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Abstract

Title: Developing a functional marker for studies in biodiversity of wild popula-
tions of Hypericum perforatum L.

A beneficial use of medicinal plants is more often related to effects of plant ex-
tracts than to clearly identified components. Thus, in most plant species definition of
traits for breeding are not possible. However, agronomic traits, such as growth and sta-
ble yield production, are worthwile aims in breeding to obtain high amounts of homo-
geneous extracts per plant. Alternative oxidase (AOX) is hypothesized to be a marker
for stable growth behaviour under diverse types of environmental stress. Here, we re-
port isolation and characterization of AOX multigene sequences of Hypericum perfora-
tum L.. AOX gene sequences and RAPD fingerprinting will be used to identify genetic
polymorphism in natural Portuguese habitats with differences in growth characteristics.
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Introducao

Os recursos filogenéticos sdo uma componente chave no desenvolvimento sus-
tentavel da agricultura, nomeadamente na cultura de Hypericum perforatum L. A perda
dos recursos genéticos e, em consequéncia, da diversidade genética que esses represen-
tam, é uma realidade generalizada. Perante esta situacdo, é extremamente importante o
desenvolvimento de estratégias adequadas e eficazes para conservar estes recursos. As
tecnologias de marcadores moleculares sao o meio mais avancado e, possivelmente, o



mais eficaz para entender os fundamentos da diversidade genética. A sua aplicacdo
permite identificar e avaliar a variacdo genética de forma rdpida e minuciosa. Quando se
aplicam tecnologias moleculares para responder a perguntas biolégicas para compreen-
sdo da diversidade genética, como por exemplo a tolerincia ao stress, podem fazer-se
progressos notdveis ao garantir uma conservagao adequada e, em consequéncia, dispo-
nibilizar recursos genéticos para o melhoramento. A oxidase alternativa (AOX) foi pre-
viamente relacionada com a resposta das plantas a condicdes de stress (Vanlerberghe &
Mclntosh, 1992), permitindo colocar como hipdtese a existéncia de uma relagdo entre a
AOX e a tolerancia ao stress ambiental em H. perforatum. Perante esta hipdtese, €
objectivo desenvolver um marcador funcional para avaliacio da biodiversidade nesta
espécie, permitindo-nos determinar diferencas ao nivel da tolerancia a stresses ambien-
tais. Plantas mais robustas e adaptadas ao stress ambiental garantem-nos um rendimento
mais estdvel e uma qualidade mais homogenea e, consequentemente um menor uso de
fertilizantes e fitofarmacos. Este aspecto € especialmente importante na cultura de plan-
tas medicinais relativamente a adopg¢ao de boas praticas de producao.

O presente trabalho estd inserido num projecto Marie Curie Chair que pretende
investigar a aplicacdo dos genes AOX no melhoramento de plantas (Arnholdt-Schmitt et
al., 2006). Os genes da AOX foram ja isolados em diversas espécies vegetais, como
Olea europaea (Macedo et al., 2006), Vigna unguiculata (Costa et al., 2004), Arabidop-
sis thaliana (Saisho et al., 1997), Glycine max (Whelan et al., 1996) e Nicotiana taba-
cum (Whelan et al., 1995). No presente artigo falaremos sobre a estratégia molecular
seguida para o isolamento e caracteriza¢do dos genes AOX em H. perforatum.

Paralelamente ao isolamento e caracteriza¢do dos genes da AOX, assume eleva-
do interesse a caracterizacdo adicional de genétipos provenientes de distintos locais.
Para esta abordagem molecular, procurando diferengas ao nivel do gendtipo, seleccio-
nou-se a técnica de RAPD. Esta técnica foi previamente referida por Arnholdt-Schmitt
(2000, 2002) como aplicavel em H. perforatum para distin¢cdo de populacdes, tornando-
a por isso do nosso interesse. No presente artigo serd também descrito o caminho a per-
correr no estudo de polimorfismos genéticos existentes entre gendtipos provenientes de
diversos locais.

Material e métodos

1. Isolamento e caracterizacao dos genes da AOX

a) Material vegetal e extraccao de DNA: Foram utilizadas folhas jovens de uma plan-
ta de Hypericum perforatum L. germinada e cultivada em condicdes in vitro (Fig. 1-A).
O DNA foi extraido utilizando o DNEasy kit (Qiagen). A sua integridade foi analisada
por electroforese em gel de agarose (1%) ap6s coloracdo numa solu¢do de Brometo de
Etidio (EtBr) (0.2 ug/ml). A quantificagcdo foi efectuada utilizando concentracdes defi-
nidas de DNA lambda no software GeneTools da SynGene.

b) Analise por PCR: Os fragmentos relativos aos genes AOX foram amplificados utili-
zando o primer forward P1 e reverse P2 (Saisho et al., 1997), e os primers forward
41A0X1, 41A0X2, 40A0X2 combinados com o primer reverse 44AOXR (estes pri-
mers foram desenhados por José Hélio Costa et al. (nao publicados) no ambito de um
outro projecto integrado na Marie Curie Chair relacionado com os estudos em cenoura).
O programa de amplificagdo consistiu num passo inicial de 5 min a 94°C seguido de 35
ciclos, cada ciclo consistindo em 1 min a 94°C, 1 min a 55°C e 1 min a 72°C. Efectuou-
se um passo de extensdo final durante 10 min a 72°C. Os fragmentos amplificados
foram analisados em gel de agarose (1,4%) apds coloracdo numa solucdo de EtBr (0.2



pg/ml).
¢) Clonagem: Os fragmentos obtidos por PCR foram purificados utilizando o GFX

PCR DNA e Gel Purification kit (Amersham Biosciences) e clonados no vector de clo-
nagem pGEM®-T Easy System I (Promega). O produto da reaccao de ligacao foi utili-
zado para transformar bactérias competentes E. coli JIM109 (Promega). O DNA plasmi-
dico dos clones obtidos foi extraido segundo o método da Lise Alcalina (Birnboim &
Doly, 1979). Os diferentes clones foram caracterizados utilizando as enzimas de restri-
cdo: EcoRI, HpyF3I e Alul (Fermentas).

d) Analise de sequéncias: Os clones seleccionados foram sequenciados na empresa
MACROGEN (www.magrogen.com), utilizando o primer universal T7. A pesquisa de
sequéncias homologas na base de dados NCBI foi efectuada usando o algoritmo
BLAST (Altschul et al. 1990) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Para estabelecer o ali-
nhamento das sequéncias de H. perforatum obtidas no presente trabalho e sequéncias
homologas retiradas da base de dados utilizou-se o método ClustalW do programa
BioEdit. O programa MEGA 3.1 foi utilizado para construcao do dendrograma.

2. Estabelecimento do método RAPD fingerprinting para analise de polimorfismos
genéticos

a) Material vegetal e extraccao de DNA: Para avaliacdo da existéncia de um efeito do
método de extrac¢do no resultado obtido por RAPD foram efectuadas oito extrac¢des de
DNA de uma mesma planta. Para avaliagdo da aplicabilidade do método na distin¢ao de
genoétipos da regido do Alentejo foram iniciadas as andlises de plantas provenientes de
alguns dos locais de estudo — Aljustrel, Beja e Evora.

O procedimento seguido para extraccdo de DNA foi idéntico ao descrito no ponto 1a).
b) Analise por PCR: Para estabelecimento da técnica de RAPD fingerprinting foram
testados os 20 primers do Kit D Random (ROTH®). O programa de amplificacdo con-
sistiu num passo inicial de 5 min a 95°C seguido de 45 ciclos, cada ciclo consistindo em
1 min a 95°C, 1 min a 36°C e 2 min a 72°C. Para avaliacdo da existéncia de polimorfis-
mos foram ja testados os primers D11, D13, D16 e D20. As amplificacdes foram anali-
sadas em gel de agarose (1,4%) ap6s coloragao numa solucio de EtBr (0.2 pg/ml).

Resultados
1. Isolamento e caracterizacao dos genes da AOX

A reaccdo de amplificacdo, utilizando como femplate DNA genémico de uma
planta de H. perforatum e os primers P1 e P2, permitiu obter um amplicdo proximo de
450 pb (Fig. 1-B), resultado coincidente com o referido por Saisho et al. (1997) em A.
thaliana. No entanto, os mesmos autores referem a amplificagdo de um fragmento tni-
co, resultado ndo visivel com H. perforatum, onde ocorreu sempre a amplificacdo de um
outro fragmento de peso superior (~650 pb), independentemente das condi¢bes de
amplificacdo testadas (Fig. 1-B). A utilizacdo dos primers forward 41AOX1, 41A0X2,
40A0X2 combinados com o primer reverse 44AOXR permitiram amplificar fragmen-
tos de pesos moleculares bastante superiores ao amplicdo originado com os primers P1
e P2 (préximos de 1300 pb, Fig. 1-B). Este resultado era esperado, pois esses amplicoes
incluiam dois intrdes, parte do exdo 1, o exdao 2 completo e parte do exado 3.

Ap6s clonagem dos fragmentos obtidos por PCR a existéncia de diferentes genes
foi determinada através da andlise dos padrdes de restri¢do obtidos com as trés enzimas
de restricao (ver exemplo Fig. 2). Foram analisados 108 clones recombinantes, selec-
cionando-se 49 para ulterior sequenciacdo. A identificacdo das sequéncias de H. perfo-



ratum como sendo de AOX baseou-se na elevada homologia com sequéncias de genes
codificantes de AOXs presentes na base de dados NCBI. Segundo esta anélise identifi-
caram-se 18 clones com elevada homologia com sequéncias codificantes de AOX.

Os clones 1, 2, 8,9 e 31 obtidos com os primers P1 e P2 apresentaram a maior
homologia com Catharanthus roseus (82%, no. de acesso AB009395.1), os clones 16 e
18 com Mangifera indica (82%, no. de acesso AF329898.1) e o clone 28 com o hibrido
Populus tremula x Populus tremuloides (83%, no. de acesso AJ251511.2). O alinha-
mento destas sequéncias permitiu confirmar que a regido amplificada em H. perforatum
com os primers P1 e P2 corresponde a uma zona mais conservada do exao 3, tal como
referido por Saisho et al. (1997) para A. thaliana. Os clones 2, 6 e 10, isolados com o
primer 40A0X2 e os clones 2 e 3 isolados com o primer 41 AOX2, apresentaram uma
homologia com Glycine max (entre 83% e 84%, no. de acesso AY303971.1). Por outro
lado, o clone 14 isolado com o primer 40AOX2 apresentou a maior homologia com
Catharanthus roseus (90%, no. de acesso AB009395.1). Os clones seleccionado com o
primer 41AOX1 (clones 1, 15, 20 e 30) apresentaram todos a maior homologia com
Populus temula x Populus tremuloides (85%, no. de acesso AJ251511.2).

O alinhamento das sequencias obtidas com os primers P1 e P2 permitiu confir-
mar que a regido amplificada em H. perforatum corresponde a uma regido do exao 3, tal
como referido por Saisho et al. (1997) em A. thaliana. Da mesma forma, as sequencias
isoladas com os primers forward 40A0X1, 40A0X2 e 41AOX2 em combinagdo com o
primer reverse 44A0XR, permitiu determinar as diferentes regides dos genes (exao 1/
intrdo 1/exao 2/intrdo 2/exao 3).

Ap6s dedugao das sequéncias de nucledtidos em aminodcidos, efectuou-se um
novo BLAST. Essa andlise revelou homologias proximas dos 90% com AOXs de dife-
rentes espécies. O dendrograma construido utilizando o péptido resultante da dedugao
das sequéncias isoladas de H. perforatum e sequencias homologas obtidas na base de
dados NCBI (péptido utilizado refere-se apenas a uma regido do exdo 3) permitiu a
separacdo das sequéncias em dois grupos, correspondentes as duas sub-familias, a
AOX1 e AOX2 (Fig. 3). No dendrograma ¢é possivel observar a inclusdo da AOX1d de
A. thaliana no grupo da sub-familia da AOX2, resultado possivelmente relacionado com
a grande diferenca desta proteina com os outros membros da sub-familia AOX1. Da
andlise da figura 3 verifica-se que um grupo de sequéncias de H. perforatum se encontra
incluido na sub-familia da AOX2 e dois grupos na sub-familia da AOX1. Perante este
resultado sugere-se a existéncia de um gene AOX2, representado pelos clones 9, 16 e 18
originados pelos primers P1 e P2; pelos clones 2, 6, 10 e 14 originados pelos primers
40A0X2 e 44A0XR; e pelos clones 2 e 3 originados pelos primers 41A0X2 e
44A0XR. Relativamente aos genes AOXI, os resultados obtidos no dendrograma suge-
rem a existéncia de 2 genes: um gene correspondente ao grupo constituido pelos clones
2 e 28 originado pelos primers P1 e P2, e pelos clones 1, 15, 20 e 30 originado pelos
primers 41A0X1 e 44A0XR; e o outro gene correspondente ao grupo constituido pelos
clones 1, 8 e 31 originado pelos primers P1 e P2.

2. Estabelecimento do método RAPD fingerprinting para analise de polimorfismos
genéticos

Com o objectivo de estabelecer o método de andlise por RAPD para ulterior
caracterizacdo de gendtipos de distintas origens foi previamente analisada a existéncia
de um efeito da técnica de extraccdo de DNA. Para tal foram efectuadas oito extraccoes
de DNA de uma mesma planta. O DNA obtido foi usando como template em oito reac-
coes de amplificacdo, utilizando primers seleccionados de um kit de 20 primers. Os



resultados obtidos permitiram verificar que os fingerprints produzidos eram idénticos, o
que garante a reprodutibilidade deste método no nosso laboratério. Como exemplo é
apresentado na figura 4-A a andlise resultante da amplificacdo com o primer D20.

Para iniciar os testes de aplicabilidade do método na distin¢do de plantas de dife-
rentes origens € necessario efectuar um screening dos primers. A figura 4-B mostra os
primeiros resultados obtidos na aplicacdo de apenas dois primers (D16 e D20) em plan-
tas de trés origens distintas (Aljustrel, Beja e Evora). Os dois primers utilizados nesta
primeira avaliacio revelaram polimorfismos entre a planta de Evora e as plantas prove-
nientes de Aljustrel e Beja (Figura 4-B), possivelmente relacionado com a maior proxi-
midade entre estes dois locais. Contudo, os primers ndo foram capazes de revelar possi-
veis diferéncas entre as plantas provenientes de Aljustrel e Beja, encontrando-se, no
entanto, a decorrer o screening de um maior nimero de primers.

Discussao

A identificacdo de genes da AOX pertencentes as duas sub-familias, AOX/ e
AOX2, encontra-se em concordancia com os resultados referidos por diversos autores
noutras espécies vegetais (Saisho et al., 1997; Considine et al., 2002). O esclarecimento
quanto ao numero de genes pertencentes a sub-familia AOX1 requererd trabalho ulte-
rior, nomeadamente o isolamento das extremidades das sequéncias. Neste momento
decorrem ja trabalhos nesse sentido, assim como no sentido de averiguar a existéncia de
mais genes em H. perforatum.

Os resultados obtidos na andlise por RAPD permitem concluir que a técnica foi
estabelecida com sucesso e que pode ser utilizada como ferramenta na andlise de poli-
morfismos genéticos existentes entre plantas de H. perforatum provenientes de distintos
locias, permitindo assim a caracterizagdo desses genotipos. Esta técnica foi previamente
referida por Arnholdt-Schmitt como metodologia para avaliacdo da biologia da repro-
ducgdo (2000) e também na caracterizacdo da biodiversidade em H. perforatum (2002).
A aplicagdo desta técnica consistird numa abordagem complementar ao desenvolvimen-
to de um marcador funcional baseado nos genes da AOX, pois permite uma analise mais
abrangente ao avaliar a biodiversidade ao nivel de uma maior parte do genoma.
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Figura 1. (A) Planta de H. perforatum in vitro. (B) Resultado da amplificagdo com os
primers 41A0X1 e 44A0XR (1), 40A0X2 e 44A0XR (2), 41A0X2 e 44A0XR (3),
P1 e P2 (4); MM: marcador molecular O’RangeRuler 100bp+500bp (Fermentas).
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Figura 2. Padrdes de restricdio de 10 clones obtidos com os primers 41AO0X2 e
44A0XR utilizando a enzima EcoRI (A) e as enzimas Alul e HpyF31 (B). Os clones
com diferentes padrdes de restri¢do, seleccionados para sequenciar, estdo identificados
com um circulo. A primeira linha de cada gel (MM) corresponde ao marcador molecular
O’RangeRuler 100bp+500bp (Fermentas).
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Figura 4. Exemplo referido no estabelecimento do método de analise por RAPD finger-
printing. (A) Resultado da amplificagdo com o primer D20 utilizando como template o
DNA de 8 extrac¢des independentes, ndo sendo visiveis diferencas; (B) Resultado da
avaliacdo de polimorfismos genéticos entre plantas de origens distintas (AL: Aljustrel,
BE: Bejae EV: Evora) utilizando dois primers (D16 e D20). Os polimorfismos visiveis
entre a planta proveniente de Evora e as plantas de Aljustrel e Beja estdo assinalados
com setas.
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Figura 3. Dendrograma construido com a sequéncia parcial de algumas proteinas de
AOX (sequencia parcial do exdo 3) de plantas, fungos e Tryponosoma. As sequéncias
foram obtidas no GenBank do NCBI e Swiss-Prot/TrEMBL. As diferentes sequéncias
de H. perforatum encontram-se identificadas pelo nimero dos clones seleccionados para
sequenciagdo e os primers usados para o isolamento. O dendrograma é Neighbor-
Joining (1000 bootstrap). A barra indica 0,05 substituicdes por sitio.



