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RESUMO - O Instituto Agrondémico busca realizar trabalhos funcionais visando a caracterizacdo de
genes envolvidos na sintese de terpenos. Assim, esta sendo verificada a expresséo de genes que
codificam terpenos sintases em frutos de laranja doce e tangerina. Nesses trabalhos, foi verificada
a composicao do 6leo essencial de citros e em ambos o0s casos o principal componente destes
Oleos foi o limoneno, que pode atingir 95% do total de compostos. Como o 6leo essencial de
laranja doce € um subproduto da producdo do suco concentrado, o valor comercial deste é baixo.
Consequentemente, o valor do limoneno também € baixo. A biotransformacédo do limoneno em
produtos de valor comercial maior tem sido buscada através de diferentes métodos com destaque
para a realizada por microrganismos. Anteriormente, foi feita a clonagem de sequéncias que
codificam proteinas do tipo P450 de citros que poderiam atuar sobre limoneno, modificando-o de
modo a gerar novos produtos e, posteriormente, isolou uma linhagem bacteriana capaz de
sobreviver em presenca de 6leo essencial de laranja, demostrando uma possibilidade de que esta
linhagem apresente genes que transformem o limoneno, tornando-o menos téxico para as células.
Posteriormente, foi feita a constru¢do de uma biblioteca gendmica a partir de DNA isolado de uma
bactéria capaz de crescer em presenca de Oleo essencial de citros. Agora se busca varrer esta
biblioteca através de transformacéo e andlise dos transformantes. Os testes de crescimento feitos a
partir dessa biblioteca gendmica se mostraram negativos. Assim, tenta-se construir uma nova

biblioteca usando um novo microrganismo, Xanthomonas.
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ABSTRACT - The Instituto Agrondmico aims the functional characterization of genes involved in the
synthesis of terpenes. Thus it is being evaluated the expression of genes encoding terpene
synthases in fruits of sweet orange and mandarin. In these studies we investigated the composition
of the essential oil of citrus and in both cases the principal component of these oils is limonene,
which can reach 95% of total compounds. As the essential oil of sweet orange is a byproduct of the
production of juice concentrate, its commercial value is low. Consequently, the economical value of
limonene is also low. The biotransformation of limonene products of greater commercial value has
been sought through different methods with emphasis on the biotransformation carried out by
microorganisms. Previously, we cloned sequences encoding P450-type proteins that could act on
citrus limonene, modifying it to generate new products, and later we isolated a bacterial strain
capable of surviving in the presence of the essential oil of orange demonstrating a possibility that
this strain carried genes whose products could act on limonene, making it less toxic to the cells.
Subsequently, it was constructed a genomic library from the isolated DNA of a bacterium that can
grow in the presence of the essential oil of citrus. This library was tested but the attempts to isolates
such genes were negative. Thus, a new library using DNA from a citrus pathogen, Xanthomonas

citri pv. citri is currently under construction.

Key-words: Biotransformation, genes, essential oil resistance, terpene.
1 INTRODUCAO

Terpenos constituem a maior e mais diversa classe de produtos naturais. Apesar de alguns
terpenos estarem envolvidos no metabolismo primario de plantas, como os horménios giberilina
(Hedden e Kamiya, 1997) e &cido abscisico (Schwartz e col., 1997), a vasta maioria sdo
classificados como metabdlitos secundarios. Apresentam fungdes ecologicas (Langenheim, 1994;
Dicke, 1994; Bouwmeester e col., 1999, Pichersky e Gershenzon, 2002), mas também sdo muito
utilizados como agentes de sabores e fragrancias adicionados a alimentos, bebidas, perfumes,
sables, pasta de dente e outros produtos (Verlet, 1993), além de apresentarem importancia

farmacoldgica (Crowell e col., 1992; Van Geldre e col.,1997).

Varios trabalhos tém sido publicados mostrando a composi¢éo de dleos essenciais de citros
(Dellacassa e col., 1992; Verzera e col., 1998; Verzera e col.,2000; Choi e Sawamura, 2000; Lota e
col., 2002; Vekiari e col., 2002; Moufida e Marzouk, 2003; Verzera e col., 2003; Sawamura e col.,

2004; Frizzo e col.,, 2004; Statti e col.,, 2004; Verzera e col.,, 2005). Além deles, em projetos
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recentes, também foi a avaliada a composicao do 6leo essencial da laranja doce e tangerina e, foi
verificado que o limoneno é o principal componente deste 6leo com até 95% de sua composi¢ao.

Por ano, aproximadamente 50 mil toneladas de R - (+) - limoneno sdo recuperados como
subproduto da induastria citrica mundial, sendo geralmente separado do 6leo essencial obtido no
suco de laranja pela sua baixa solubilidade em agua, alta tendéncia a autoxidacao e polimerizacao,
e formacao de ‘off-flavors’, tornando-se um subproduto industrial adequado para bioconversdes a
compostos de alto valor comercial (Berger e col., 2002). Existem varios relatos de biotransformacao
de R — (+) — limoneno com obtencdo dos compostos perilicos por linhagens bacterianas (Chatterjee
e Bhattacharyya 2001; Speelmans e col., 1998; Dhavalikar e Bhattacharyya, 1966; Cadwallader e
col., 1989; Chang e Oriel, 1994; Cheong e Oriel, 2000). Uma estratégia comum para a selecao de
linhagens bacterianas com potencial biotransformador de R — (+) — limoneno é a utilizacdo de
técnicas de enriquecimento de cultura utilizando o substrato limoneno como Unica fonte de carbono
(Speelmans e col., 1998; Dhavalikar e Bhattacharyya, 1966; Cadwallader e col., 1989; Chang e
Oriel, 1994; Dhavalikar e col., 1966). A biotransformacao de terpenos é de grande importéancia por
possibilitar a producdo de compostos enantiomericamente puros sob condi¢cdes brandas de reacéo.
Além disso, de acordo com os termos das legislacbes europeia e norte americana, esses
compostos obtidos por biotransformacdo podem ser considerados naturais (Berger, 1995). Estes
podem apresentar valor econdmico muito superiores aos de seus substratos e, assim, é bastante
importante o isolamento de microrganismos capazes de biotransformar terpenos visando
aplicacdes biotecnoldgicas. A identificacdo de uma linhagem bacteriana capaz de sobreviver em
presenca de Oleo essencial de citros € um bom indicativo de que este organismo apresenta um
sistema de modificacdo de limoneno. A atual proposta visa a busca de genes de resisténcia a

terpenos em bactérias.
2 MATERIAL E METODOS

Preparacao de bactérias competentes

Para fazer as células competentes da linhagem DH10B de Escherichia coli, pelo método de
Inoue (Inoue e col., 1990), transferiu-se uma coldnia para 25 mL de meio SOB (2% peptona, 0.5%
extrato de levedura, 10mM cloreto de soédio, 2,5mM cloreto de potassio, 10mM cloreto de
magneésio, 10mM sulfato de magnésio). A cultura foi incubada por 8 horas a 37°C com uma rotacao
de 250rpm. Essa cultura incubada foi usada para inocular 3 frascos contendo 250mL de meio SOB.
O primeiro recebeu 10 mL da cultura incubada, o segundo recebeu 4 mL e o terceiro recebeu 2

mL. Os 3 frascos foram incubados por 16 horas a 18°C no shaker a uma rota¢éo de 200 rpm. No
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dia seguinte, mediu-se a ODgg das 3 culturas, monitorando-se o0 crescimento a cada 45 minutos.
Quando a ODgy de uma das culturas atingiu 0,55, esta era transferida para um banho de gelo-agua
por 10 minutos. Assim as outras 2 culturas eram descartadas. Centrifugou-se a 2500 g por 10
minutos & 4°C e o meio foi descartado. As células foram ressuspendidas em 80 mL do tampao de
transformacao (55 mM cloreto de manganés, 15 mM cloreto de calcio, 250 mM cloreto de potassio,
0,01 M PIPES, pH 6,7) com movimentos circulares. Centrifugou-se as células a 2500g por 10
minutos a 4°C. Descartou-se 0 meio. Para o armazenamento das células competentes, elas eram
ressuspendidas em 20 mL de do tampéo de transformacéo, adicionando-se 1.5 mL de dimetil-
sulfoxido, e misturando-se com movimentos circulares e deixando-se no gelo por 10 minutos.
Alicotou-se entdo 100 uL em microtubos, congelando-se no nitrogénio liquido. As células foram
entdo armazenadas a - 80°C. A eficiéncia de transformacéao foi calculada transformando-se 100 pL
de células competentes com 0,1 ng de pGEM-3Z e plaqueando-se 100 pL da suspenséao diluida
serialmente por um fator de 10 x. Os transformantes obtidos foram contados e multiplicados pelo

fator de diluicdo.
Transformacdao bacteriana

Cinco microlitros das ligacdes foram usados para transformacdo misturando-se 100 uL de
suspenséo de células. O tubo foi incubado em gelo por 30 minutos e foi dado um choque térmico a
42°C por 45 segundos. As células voltaram para o gelo por 2 minutos quando foi adicionado 1 mL
de SOC (2% triptona, 0.5% extrato de levedura, 0.05% NaCl, 10 mM MgCI2, 20 mM glicose
adicionados apés autoclavacao) pré-aquecido. Os tubos foram incubados a 37°C por 1 hora com
agitacao (250rpm) e 100 uL de células foram distribuidos em placas com meio LB contendo 100 uL

de ampicilina. As placas foram incubadas durante a noite em estufa a 37°C.
Teste de crescimento

Os transformantes foram crescidos em meio LB contendo ampicilina em presencga de 6leo
essencial (20-50 yL/mL de meio) e deixados no shaker a 37°C (250 rpm) por pelo menos 16 horas.
Os transformantes capazes de crescer nesse meio seriam plaqueados no mesmo meio contendo

ampicilina, isolando-se colbnias.
Construcéo da biblioteca de Xanthomonas

O DNA gendmico de uma linhagem de Xanthomonas citri pv citri (306) foi digerido usando a
enzima de restricdo Sau3Al (15 yL de DNA, 0.1 uL da enzima, 2 yL do Buffer React 4 10x, 2.9 pL
de agua), incubando-se a 37°C por 10 minutos. O resultado da digestao foi verificado em gel de

agarose 1%. As bandas do gel foram cortadas usando a luz UV, com o fragmento cortado estando
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entre 1500 a 5000 pb. Esses fragmentos foram purificados usando o MinElute Gel Extraction Kit
(250). Novamente, o resultado dessa purificacdo foi observado em gel de agarose 1% e as bandas
do gel cortadas conforme descrito a cima. Foi feita uma nova purificacdo da mesma forma como
anteriormente e o fragmento obtido foi usado para fazer a ligagdo no plasmideo pJET1.2
(Fermentas) usando o Clone Jet PCR Cloning Kit conforme as especificagbes do fabricante. Essa

ligacéo foi usada para a transformagao bacteriana.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente foi feita a preparacdo de bactérias competentes pelo método de Inoue. A
eficiéncia de transformacéo obtida para estas células competentes foi de aproximadamente 10’

transformantes/pg DNA.

Estas células foram usadas para transformacdo com a biblioteca construida no projeto
PIBITI anterior, quando foram obtidos 2684 transformantes, dos quais 2400 clones escolhidos para
a comporem o0 universo de trabalho com esta biblioteca. Estes transformantes foram testados
individualmente em meio contendo 6leo essencial de laranja doce (100 uL em 2 mL de meio), ndo
obtendo-se nenhum crescimento. A partir dai, outra forma de avaliacdo foi tentada, com o
crescimento dos transformantes em meio sem 06leo essencial por 16 horas e, no dia seguinte,
transferéncia de 10 pL da suspensdo bacteriana para novo meio, agora contendo diferentes
concentracdes de 6leo essencial. O crescimento foi verificado apds mais 24 horas de crescimento

a 37°C com agitacéo de 250 rpm, conforme a Tabela 1 e Figura 1.

Tabela 1. Avaliacdo do crescimento de transformantes, portanto a biblioteca gen6mica de

bactéria capaz de crescer em presenca de 6leo essencial de citros.

Oleo Essencial

Amostra
0 1,5625| 3,125 | 6,25 12.5 25 50 100

Transformante + = = - - - - -

Controle ndo
transformado
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Figura 1: Teste de crescimento dos transformantes em diferentes

concentracdes do 6leo essencial.

Esta auséncia de crescimento pode indicar que teriamos que provavelmente varrer muito
mais clones, se feito individualmente. Todavia, o fato de ndo termos obtido sucesso mesmo usando
as bactérias crescidas sem selecéo pelo 6leo, sugere que talvez a expressao do gene nao funcione
em E. coli ou que ndo tenhamos pego uma unidade transcricional suficientemente grande para
permitir a expressao. Diante destes resultados, procurou-se uma outra alternativa para obtencéo de
genes que codificam proteinas capazes de biotransformar limoneno. O cancro citrico é uma das
principais doencas de citros e é causada pela bactéria Xanhtomonas citri pv. citri. E uma bactéria
gram negativa que € dispersa pelo vento e pela acdo do homem, e que ataca todas as partes da
planta, inclusive os frutos, onde se concentram grandes quantidades de 6leo essencial dos citros.
Deste modo, esta bactéria poderia ser de fato uma boa alternativa para busca de genes capazes
de conferir um fen6tipo de resisténcia ao 6leo essencial de citros. Esta nova biblioteca esta sendo
construida através da purificacdo de fragmentos de 1,5 a 5 Kb, produtos da digestado parcial com
Sau3Al (Figura 2).
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5Kb —»

1.5Kb —»

Figura 2: Gel de agarose 0.7% da purificacdo com os fragmentos de 1.5 a 5 Kb. 1 = Marcador GeneRuler

1Kb Plus DNA (Fermentas); 2 = resultado da purificacéo

4 CONCLUSAO

Usou-se uma biblioteca gendmica construida a partir de DNA isolado de uma bactéria capaz
de crescer em presenca de Oleo essencial, com o intuito de isolar-se genes que possibilitam a
biotransformacéo de limoneno, principal componente do 6leo essencial de citros. Ao varrer-se esta
biblioteca através de transformacdo e analise dos transformantes, constatou-se que ndo fomos
capazes de . Sendo assim, uma nova biblioteca esta sendo construida usando um novo

microrganismo, Xanthomonas.
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