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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 definicdo de caracteristicas de interesse no
melhoramento dessas plantas. Caracteristicas agronémicas como o crescimento e a estabilidade na produgcdo constituem, no entanto, objectivos 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 avaliagdo do crescimento estavel sob diversas tipos
de stresse ambiental. No presente trabalho sdo descritos os trabalhos relativos ao isolamento e caracterizagdo de sequéncias da familia multigénica AOX de Hypericum perforatum L.. As sequéncias de
AOX e os RAPD fingerprinting serao ulteriormente utilizados na identificagdo de polimorfismos genéticos em populagdes Portuguesas de H. perforatum com diferengas ao nivel do crescimento.

METODOLOGIA - RESULTADOS E DISCUSSAO

[ I. Material Vegetal e Extraccdao de DNA ]

[ IV. Andlise das Sequéncias Clonadas ]

O DNA gendémico de H. perforatum L., utilizado no
isolamento dos genes AOX e nos trabalhos de RAPD
Fingerprinting, foi extraido de folhas jovens de plantas
germinadas e cultivadas em condi¢des in vitro. Para os
trabalhos de RAPD fingerprint foram utilizadas plantas
de 10 locais diferentes no Alentejo, tendo como critério
de seleccdo o crescimento diferencial.

O DNA foi extraido utilizando o DNEasy kit (Qiagen).

( Il. RAPD Fingerprinting )

Para estabelecimento da técnica de RAPD fingerprinting foram testados os 20 primers do Kit D
Random (ROTH®).

Para avaliagdo da existéncia de um efeito do método de
extracgdo foram efectuadas oito extracgdes de DNA de
uma mesma planta.

Os resultados obtidos permitiram verificar que os
fingerprints produzidos eram idénticos, garantindo a
reprodutibilidade deste método resultante da amplificagédo

o com o primer D20.
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Para avaliacdo da aplicabilidade do método na
distingdo de genétipos da regido do Alentejo
foram iniciadas as analises de plantas
provenientes de Aljustrel (AL), Beja (BE) e Evora
(EV). Os primeiros resultados, obtidos com os
primers D16 e D20, revelaram polimorfismos
entre a planta EV e as plantas AL e BE.

[ lll. Isolamento e Clonagem dos Genes AOX ]

Para amplificar os fragmentos relativos aos genes AOX utilizaram-se os primers P1 e P2 (1), e os
primers 41A0X1, 41AOX2, 40A0OX2 combinados com o 44AOXR (Costa et al., ndo publicado).
Os fragmentos obtidos foram clonados no vector pGEM®-T Easy System | (Promega).

O produto da reacgdo de ligacdo foi utilizado para transformar bactérias competentes E. coli
JM109 (Promega).

O DNA plasmidico dos
clones recombinantes
foi extraido segundo o
método da Lise
Alcalina (2).

Para a caracterizacdo
dos clones utilizaram-
se as enzimas EcoRl
(a esquerda), HpyF3l e
Alul (a direita).
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Foram analisados 108 clones recombinantes seleccionando-se 49 para sequenciagdo. A identificagao
das sequéncias de H. perforatum como sendo de AOX baseou-se na elevada homologia com sequéncias
de genes codificantes de AOXs publicadas na base de dados NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).
Segundo esta andlise identificaram-se 18 clones recombinantes com elevada homologia com sequéncias
codificantes da AOX.

Para construgdo do dendrograma considerou-se o péptido putativo resultante da dedugdo de uma parte
da regido do exdo 3 das sequéncias isoladas de H. perforatum e de sequencias homoélogas. Para
estabelecer o alinhamento dessas sequéncias utilizou-se o método ClustalW do programa BioEdit. Para
a construgdo do dendrograma utilizou-se o programa MEGA 3.1 (Neighbor-Joining, 1000 bootstrap).
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De acordo com o dendrograma obtido pode sugerir-se a existéncia de 2 genes AOX7 (um
representado pelos clones 2 e 28 originado pelos primers P1 e P2, e pelos clones 1, 15, 20 e 30|
originado pelos primers 41AOX1 e 44AOXR; e outro gene correspondente ao grupo constituido pelos|
clones 1, 8 e 31 originado pelos primers P1 e P2) e 1 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 40A0OX2 e

44A0XR; e pelos clones 2 e 3 originados pelos primers 41AOX2 e 44AOXR).

CONCLUSOES

» A identificacdo de genes AOX pertencentes as duas sub-familias, AOX7 e AOX2, encontra-se em
concordancia com os resultados referidos por diversos autores noutras espécies vegetais (1; 3). O
esclarecimento quanto ao nimero de genes pertencentes a sub-familia AOX7 requerera trabalho
ulterior, nomeadamente o isolamento das extremidades das sequéncias.

» Os resultados obtidos na analise por RAPD permitem concluir que a técnica foi estabelecida com

sucesso e que pode ser utilizada como ferramenta na analise de polimorfismos genéticos existentes
entre plantas de H. perforatum provenientes de distintos locais, permitindo assim a caracterizagao
desses gendtipos. A aplicacdo desta técnica consistirA numa abordagem complementar ao
desenvolvimento de um marcador funcional baseado nos genes da AOX, pois permite uma andlise
mais abrangente ao avaliar a biodiversidade ao nivel de uma maior parte do genoma.




