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RESUMO 

 

O pinhão manso (Jatropha curcas L.), pertencente à família Euphorbiaceae, é uma 

planta oleaginosa com grande potencial para a produção de biocombustível devido à 

riqueza de lipídios em suas sementes. Ele também apresenta toxicidade devido à 

presença de ésteres de forbol. Nesse contexto, o objetivo deste estudo é realizar o 

isolamento de plastídios, local de síntese de ácidos graxos e de ésteres de forbol, 

presentes no endosperma de sementes em desenvolvimento de J. curcas. 

Experimentos preliminares através de análises morfológica, histológica e histoquímica 

foram realizados para determinação do estágio do desenvolvimento da semente mais 

adequado para o isolamento de plastídios presentes no endosperma. Estas análises 

revelaram que a deposição de lipídios e proteínas no endosperma se inicia por volta 

do 30o DAA. O isolamento de plastídios, do endosperma de sementes nesse estágio 

foi realizado por centrifugação em gradiente descontínuo de PBF-Percoll (10%, 22%, 

35%). A fração enriquecida de plastídios foi obtida a partir da banda formada na 

interface da camada de 22-35%. Análises por microscopia eletrônica de varredura e de 

transmissão foram realizadas para confirmar a eficiência do protocolo empregado na 

purificação dos plastídios. Mapas bidimensionais foram estabelecidos, os “spots” 

detectados nos mesmos serão identificados por espectrometria de massa, o que 

possibilitará a identificação das proteínas plastidiais envolvidas na síntese dos ácidos 

graxos e dos ésteres de forbol no endosperma de sementes de J. curcas.  
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ABSTRACT 

 

The physic nut (Jatropha curcas L.) belongs to Euphorbiaceae family, is an oleaginous 

plant with high potential for biofuel production due to the high amount of lipids in their 

seeds. This plant is toxic due to the presence of phorbol esters. In this context, the 

objective of this study is the isolation of plastids, site of synthesis of fatty acids and 

phorbol esters, present in the endosperm of developing seeds of J. curcas. Preliminary 

experiments using morphological, histology and histochemistry analysis were 

performed to determine the most appropriate stage for the isolation of plastids present 

in the developing endosperm seeds of J. curcas. These tests revealed that the lipid and 

protein deposition in the endosperm starts around the 30th DAA. The isolation of 

plastids, from endosperm at this stage was performed by discontinuous gradient 

centrifugation of PBF-Percoll (10%, 22% and 35%). The purified fraction of plastids 

was obtained from the band formed in the interface layer of 22-35%. Analyses by 

scanning and transmission electron microscopy were carried out to confirm the 

efficiency of the protocol used in the purification of plastids. Two-dimensional maps 

were established; spots detected will be identified by mass spectrometry, which allows 

the identification and better understanding of protein plastids involved in the synthesis 

of fatty acids and phorbol esters. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. O Pinhão manso 

O pinhão manso (Jatropha curcas L.) pertence à família Euphorbiaceae, subfamília 

Crotonideae e gênero Jatropha, o qual inclui cerca de 175 espécies, dentre as quais ocorre 

uma variação significativa quanto à resposta às pragas, perfil de ácidos graxos, padrão de 

inflorescência e infrutescência (LAKSHMINARAYANA e SUJATHA, 2001).  

 Segundo Openshaw (2000), o pinhão manso, é uma planta nativa da América, mas 

atualmente também é encontrada em países da África e Ásia. Ele pode ser cultivado em 

áreas de solos pouco férteis e de clima desfavorável à maioria das culturas alimentares 

tradicionais, como por exemplo, no semi-árido nordestino, pois essa espécie é bastante 

resistente à seca. (FRANCIS, 2005). Por ser perene, também contribui para a conservação 

do solo e reduz o custo de produção, fator importante para sua viabilidade econômica, 

especialmente na agricultura familiar.  

O pinhão manso é uma planta de porte médio, o que facilita a colheita das sementes. 

Entretanto, em condições ideais, poder atingir mais de 3 metros de altura (MELO et. al. 

2006). Seus frutos são cápsulas que contêm em seu interior as sementes. As sementes são 

escuras quando maduras, dentro das quais se encontra uma amêndoa branca. As sementes 

secas medem de 1,5 a 2 cm de comprimento, variando de acordo com as condições de 

cultivo, e apresentam considerável conteúdo de óleo (MELO et. al., 2006). A Figura 1 mostra 

aspectos morfológicos gerais do pinhão manso. 

Algumas variedades de pinhão manso foram obtidas através de seleções feitas em 

populações naturais. A variedade de Cabo Verde tem se dispersado por todo o mundo, a de 

Nicarágua produz poucos frutos, entretanto eles são largos resultando em uma 

produtividade equivalente às outras variedades (HENNING, 2006). No México existe uma 

variedade que parece ser menos tóxica que as demais, pois apresenta menores níveis de 

ésteres de forbol (MAKKAR e BECKER, 1997) 
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FONTE: www.es.gov.br. 

Figura 1: Aspectos morfológicos gerais do pinhão manso. A. fruto maduro; B. semente 

madura; C. mudas; D. parte aérea; E. folha; F. frutos em desenvolvimento; G. parte interna 

do fruto em desenvolvimento; H. inflorescência. 
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Em várias partes do mundo representantes do gênero Jatropha vêm sendo utilizados 

para a recuperação de áreas em processo de desertificação e de terras improdutivas, já que 

as folhas ao cair durante os meses do inverno, se acumulam no solo em torno da zona da 

raiz das plantas, melhorando a fertilidade do solo (KUMAR e SHARMA, 2008). 

O pinhão manso pode apresentar utilidade em diversos aspectos. A torta (resíduos 

da extração do óleo) da semente pode ser utilizada como fonte de nutrientes para plantas, já 

que são ricas em nitrogênio (KUMAR e SHARMA, 2008). Segundo Heller (1996) e Kaushik e 

Kumar (2004), diferentes partes da planta podem ser usadas na medicina popular: as 

sementes podem ser utilizadas no tratamento de artrite; o tronco, no tratamento de 

inflamação e sangramento gengival; o extrato vegetal no tratamento de alergias, 

queimaduras e cicatrização. Ainda relacionado com propriedades medicinais, compostos 

como a curcaciclina A, com atividade antitumoral foi encontrada nessa planta (VAN DEN 

BERG et. al., 1995). Substâncias como os ésteres de forbol, que são tóxicos para os 

humanos, foram isoladas e apresentaram propriedade moluscicida, inseticida e fungicida 

(SOLSOLOY e SOLSOLOY, 1997) 

Além dessas propriedades, o pinhão manso é uma oleaginosa que pode ser utilizada 

para a produção de biodiesel. Melo et. al. (2006), realizaram estudos do potencial do uso do 

pinhão manso para a produção do biodiesel e mostraram que as propriedades 

fluidodinâmicas do biodiesel de pinhão manso, massa específica e viscosidade, atendem às 

especificações da Portaria ANP no310/2001 (Petrodiesel- óleo diesel mineral); o ponto de 

fulgor, parâmetro importante para a segurança durante o manuseio do combustível, 

apresentou valor dentro das especificações da Portaria ANP no 42/2004 (B100-biodiesel 

puro). 

Estudos sobre fontes renováveis de energia vêm se intensificando nos últimos anos 

com o objetivo de se obter alternativas que minimizem problemas como a escassez e a alta 

no preço do petróleo, e que proporcionem menor agressão ambiental. Dentre essas fontes o 

biodiesel pode ser importante também para reduzir a importação de óleo diesel, podendo 

ser promissor para o desenvolvimento econômico. 

Por se tratar de uma oleaginosa, com potencial para produção de biodiesel, 

considerações sobre a importância dos lipídios se tornam necessário. 
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1.2.  Lipídios 

Os lipídios apresentam importantes funções biológicas para as plantas. Gorduras e 

óleos são formas importantes de armazenamento de carbono reduzido em muitas sementes 

e são compostos capazes de produzir grande quantidade de energia. (SLABAS e 

FAWCETT, 1992). 

Além dos lipídios de reserva, são também importantes os fosfolipídios polares, 

constituintes essenciais do sistema de membranas celulares e de organelas. A organização 

das membranas afeta diretamente a normalidade dos processos fisiológicos em sementes, 

como a germinação, a dormência, a manifestação do vigor, a tolerância à dessecação e o 

condicionamento fisiológico (NERY, 2006). 

Outros lipídios como as ceras, que constituem a cutícula reduzem a perda de água 

de tecidos expostos e dificultam a invasão de patógenos, proporcionando proteção à planta; 

os terpenóides (isoprenóides) incluem os carotenóides que estão envolvidos na fotossíntese 

e os esteróis os quais estão presentes em muitas membranas vegetais, também 

desempenham função de destaque nos vegetais (BUCHANAN et. al, 2000). 

Além de desempenhar papeis biológicos importantes, o óleo produzido por uma 

variedade de oleaginosas, como a soja, o babaçu, o girassol, a canola, o amendoim, a 

mamona e o pinhão manso, vem despertando interesse econômico para a sociedade, na 

medida em que o mesmo vem sendo vinculado à produção de biodiesel (SUBRAMANIAN et. 

al., 2005). 

Em se tratando do semi - árido do Nordeste brasileiro a produção de biodiesel a 

partir do óleo de mamona vem recebendo grande destaque. Contudo, outras oleaginosas 

adaptadas ao clima desfavorável dessa região, como a oiticica e o pinhão manso, objeto de 

estudo desse trabalho, merecem estudos mais aprofundados. 

Em sementes de pinhão manso, o embrião fica embebido no endosperma, o qual, 

segundo Yang (2009), constitui mais de 90% do peso total da semente, e 60% do 

endosperma é constituído de óleo, o qual pode ser consumido gradualmente durante os 

estágios iniciais do desenvolvimento da plântula.  

 

1.2.1. Armazenamento de lipídios nas sementes 

Os lipídios geralmente são estocados na forma de triacilgleceróis, três ácidos graxos 

esterificados ao glicerol. Eles fornecem energia e armazenamento de carbono, sendo a 
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principal forma de lipídios presente nas sementes, fruto e grãos de pólen. (BUCHANAN et. 

al, 2000). Essa forma de lipídio fica armazenada dentro de estruturas denominadas de 

corpos lipídicos ou oleossomos. A estrutura da membrana dos oleossomos, formada apenas 

por uma camada de fosfolipídios, resulta do padrão de biossíntese dos triacilgliceróis, a qual 

é completada por enzimas localizadas na membrana do retículo endoplasmático. A 

bicamada da membrana do retículo endoplasmático se intumesce e se separa à medida que 

mais triacilgliceróis são adicionados à estrutura em crescimento. Por fim um corpo lipídico 

maduro desprende-se do retículo endoplasmático (MURPHY, 2001). 

 O oleossomo é estabilizado por proteínas específicas com peso molecular de 15-24 

kDa, denominadas de oleosinas. Estas estão presentes na membrana fosfolipídica de 

camada única, evitam a fusão entre membranas de oleossomos adjacentes e previne a 

coalescência dessa organela durante a dessecação da semente (SILOTO et. al., 2006)  

Os copos lipídicos podem ser encontrados em diversos tecidos da semente como nos 

cotilédones e eixo embrionário, no escutelo ou na camada de aleurona. Nas sementes de 

mamona, como também de pinhão manso, os oleossomos se acumulam principalmente nas 

células do endosperma (HUANG, 1992). 

 

1.2.2. Composição de ácidos graxos na produção de óleo 

A síntese de ácidos graxos nos vegetais ocorre nos plastídios. São nessas organelas 

onde ocorre a maioria das atividades biossintéticas. Os leucoplastos de sementes 

oleaginosas em desenvolvimento não são fotossintéticos, eles, portanto, têm que importar 

moléculas do citosol para gerar precursores para biossíntese dos ácidos graxos, sendo o 

ATP, NADH, NADPH e o acetil – CoA seus precursores diretos. Nos leucoplastos de 

endosperma de mamona o substrato mais utilizado na biossíntese de ácidos graxos é o 

malato, pois seus leucoplastos contêm a enzima málica dependente de NADP, que pode 

funcionar tanto no fornecimento de carbono como de NADPH para a biossíntese dos ácidos 

graxos. Essa enzima por conferir à mamona a capacidade de gerar piruvato e NADPH 

dentro do leucoplasto, pode estar envolvida com a capacidade excepcional de síntese e 

estocagem de lipídios no endosperma de suas sementes (SHEARER et. al., 2004). 

A composição de ácidos graxos do óleo determina as suas propriedades e sua 

utilidade. A maioria das plantas produz apenas um pequeno número de ácidos graxos com 

16 ou 18 carbonos de comprimento, com zero a três duplas ligações em posições 

específicas. Estes são muitas vezes referidos como os ácidos graxos "comuns" e eles são 

os ácidos graxos predominantes de óleos vegetais comerciais (Tabela 1), como da soja 
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(Glycine max L., Fabaceae), dendê (Elaeis guineensis., Arecaceae), de canola (Brassica 

napus L., Brassicaceae) e girassol (Helianthus annuus L., Asteraceae) (SMITH, 2007).  

Dentro do reino vegetal, no entanto, um conjunto diversificado de ácidos graxos "incomuns" 

é sintetizado, muitos dos quais seriam matérias-primas industriais valiosas se disponíveis 

em quantidades suficientes. Esses ácidos graxos diferem dos ácidos graxos comuns em 

aspectos como o comprimento da cadeia, grau de insaturação e posição de dupla ligação, 

ou pela presença de funções químicas, tais como hidroxila, grupos acetilênicos e 

halogênicos (BADAMI e PATIL, 1981). Embora estes ácidos graxos possam estar presentes 

em níveis elevados em óleos de sementes, eles são geralmente encontrados somente em 

um pequeno número de espécies de plantas, a maioria das quais não tem características 

agronômicas adequadas à produção comercial, sendo a mamona uma exceção, pois produz 

ácido ricinoléico, ácido graxo incomum, em altos níveis e apresenta características que 

possibilitam sua aplicação comercial, sendo matéria prima para a produção de biodiesel e 

lubrificante. 

Desde o desenvolvimento das técnicas de biologia molecular, um esforço 

considerável tem sido dirigido para identificação dos genes que codificam enzimas 

responsáveis pela síntese de ácidos graxos.  

Técnicas como RNA de interferência (WANG e WATERHOUSE, 2002) podem ser 

aplicadas para silenciar genes específicos em uma planta. A aplicação dessa técnica pode 

ser utilizada para melhorar características específicas, tais como a composição dos ácidos 

graxos, ou para reduzir o teor de componentes indesejáveis das sementes, como a ricina 

em mamona (Ricinus communis L., Euphorbiaceae) (SMITH, 2007). 

A presença de níveis relativamente baixos (10% a 15%) de ácido ricinoléico (12-

hidroxi ácido oléico), em um óleo vegetal rico em ácido oléico, por exemplo, proporcionou 

uma melhora significativa na característica do óleo em aplicações de lubrificantes 

(GRUSHCOW e SMITH, 2006). Já foi demonstrado que esses níveis podem ser alcançados 

pela transformação de sementes oleaginosas com o gene oleato-12 hidroxilase da mamona 

(BROUN et. al., 1998; SMITH et. al., 2003; GRUSHCOW e SMITH, 2006).  
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Tabela 1: Composição de ácidos graxos (%) nas principais oleaginosas comercias (SMITH, 

2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 



Isolamento de plastídios de endosperma de sementes em desenvol...                                   Introdução 

 

24 
 

Um progresso considerável ocorreu nos últimos anos para aumentar a 

homogeneidade dos ácidos graxos que naturalmente existem nas principais culturas. Um 

bom exemplo é o aumento do conteúdo de ácido oléico (18:1) alcançado através do 

melhoramento genético de canola (Brassica napus), soja (Glycine Max), girassol (Helianthus 

annuus, Asteraceae), cártamo (Carthamus tinctorius L., Asteraceae) e amendoim (Arachis 

hypogaea L., Fabaceae) gerando cultivares contendo esse ácido graxo na faixa de 80% a 

90% (DREXLER et. al., 2003). Níveis semelhantes foram obtidos na canola, soja e algodão 

por engenharia genética (KINNEY, 1996; STOUTJESDIJK et. al., 2000; LIU et. al., 2002).  

A composição dos principais ácidos graxos do óleo de pinhão manso está 

apresentada na Tabela 2. O seu óleo atende aos requisitos necessários para produção de 

combustível. Ele contém mais de 75% de ácidos graxos insaturados. A composição de 

ácidos graxos do óleo de J. curcas apresenta um predomínio de ácido oléico (C18: 1) 

seguido de ácido linoléico (C18: 2).  Além do genótipo, a composição de ácidos graxos do 

óleo é influenciada pelo estádio de maturação dos frutos no momento da coleta (ACHTENA 

et. al., 2008). 

A composição de ácidos graxos pode ser alterada, até certo ponto, através de hibridação. No entanto, uma 

abordagem mais específica seria a de silenciar os genes delta-9 ou delta-12 desaturase para o acúmulo dos 

ácidos esteárico e oléico, respectivamente, como vem sendo feito em outras culturas oleaginosas (LIU et. al., 

2002), e dessa forma, passar a ser uma melhor fonte de matéria – prima para produção de biodiesel. 

A partir do exposto acima, tem-se que a composição dos ácidos graxos do óleo é 

fundamental para determinar suas propriedades. Técnica de silenciamento gênico pode ser 

aplicada para a obtenção de óleo de melhor qualidade, voltado para produção de biodiesel. 

Essa técnica pode ser bastante útil no contexto do óleo de sementes de pinhão manso, o 

qual, apesar de apresentar propriedades adequadas para a produção de biodiesel, pode 

passar a ter um rendimento produtivo de óleo ainda melhor. 
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Tabela 2: Composição de ácidos graxos (%) em pinhão manso (ACHTENA et. al., 2008). 
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1.3. Toxicidade da semente 

Apesar de o pinhão manso poder ser utilizado para diversos fins, ele possui 

compostos tóxicos: curcina e ésteres de forbol. Tais compostos serão descritos a seguir. 

1.3.1.  Curcina 

 Muitas plantas contêm proteínas que são capazes de inativar ribossomos, as quais 

apresentam atividade N-glicosídica sendo estas denominadas de proteínas inativadoras de 

ribossomo (RIPs). As RIPs são divididas em três classes: tipo I, tipo II e tipo III (LUO, et. al., 

2007).  

As RIPs do tipo I consistem de um polipeptídio de cadeia única com peso molecular 

variando de 24 a 30 KDa e ponto isoelétrico em pH alcalino. As proteínas “pokeweed” 

antiviral (PAP), tricisantina (TCS) e curcina, presentes em Phytolacca americana, 

Trichosanthes kirilowii e Jatropha curcas, respectivamente, são exemplos de RIP do tipo I 

(HUANG et. al., 2008).   

As RIPs do tipo II apresentam duas cadeias ligadas entre si: uma cadeia A, similar a 

cadeia da RIP do tipo I, a qual possui a atividade catalítica N-glicosídica, e uma cadeia B, 

uma lectina, galactose específica, com atividade de se ligar a carboidrato, a qual reconhece 

e se liga à receptores específicos da membrana celular, possibilitando sua entrada na célula 

e levando à morte celular. A RIP do tipo II melhor estudada é a ricina, presente em Ricinus 

communis. A abrina, viscumina, ebulina e nigrina, são também representantes desse tipo de 

RIP, apresentando mesma estrutura e função que a ricina (XU e LIU, 2004).  

As RIPs do tipo III são consideradas uma peculiaridade da RIP do tipo I, sendo 

encontrada, no milho, a b-32; e na cevada, JIP60 (HUANG, et. al., 2008). Ela é um peptídeo 

de cadeia única, consistindo de um domínio N-terminal semelhante ao da RIP do tipo I, 

ligado a um domínio C-terminal com função desconhecida (HAO, et. al., 2001).  

Devido à curcina ser uma RIP do tipo I, ela possui a atividade catalítica, mas não é 

capaz de se ligar à célula. Dessa forma, ela não é um composto que confere alta 

propriedade tóxica ao pinhão manso. Na verdade o principal composto que confere 

toxicidade às sementes e aos óleos das sementes dessa espécie são os ésteres de forbol, 

os quais apresentam propriedades extremamente tóxicas para a maioria dos vertebrados 

(JING et. al., 2005) 
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1.3.2. Ésteres de forbol 

Ésteres de forbol são diterpenóides tetracíclicos no qual dois grupos hidroxila de 

átomos de carbono vizinhos estão esterificados a ácidos graxos.  Assim como os demais 

diterpenos, eles são produzidos nos plastídios (BUCHANAN, 2000),  

 A estrutura dos ésteres de forbol é dependente do esqueleto de carbono diterpeno 

tetracíclico conhecido como tigliane, ele é a porção alcoólica fundamental nos ésteres de 

forbol. Tigliane contem quatro anéis: A, B, C e D. A hidroxilação de sua estrutura básica em 

diferentes posições, seguida de ligação de ésteres a várias moléculas ácidas resultam na 

formação de uma larga variedade de compostos de ésteres de forbol, no 4ß-12-O-

tetradecanoilforbol-13-acetato (TAP), éster de forbol, por exemplo, o qual foi observado 

primeiramente em plantas do gênero Croton (GOEL et. al., 2007) (Figura 2). Duas 

categorias de forbol, α e ß, que diferem no seu grupo hidroxila no anel C, distinguem a forma 

ativa da inativa. A localização do grupo hidroxila dita a forma ativa (ß) ou inativa (α), que 

resulta em arranjo espacial do anel D. A forma inativa dos ésteres de forbol apresenta 

propriedades lipofílica e físico-química similares às da forma ativa (ß), entretanto elas não 

são capazes de ativar a PKC devido às mudanças conformacionais (SILINSKY e SEARL, 

2003). 

Os ésteres de forbol e seus derivados podem induzir uma grande diversidade de 

efeitos biológicos em concentrações consideravelmente baixas. Sendo responsáveis por, 

por exemplo, por efeitos irritantes na pele e pela promoção de tumores.  

Os efeitos biológicos promovidos pelos ésteres de forbol ocorrem devido à interação 

dos ésteres de forbol com a proteína quinase C (PCK), afetando a atividade de várias 

enzimas, biossíntese de proteínas, DNA, poliaminas, processos de diferenciação celular e 

expressão gênica (GOEL et. al., 2007). Eles estimulam a PKC, que está envolvida na 

transdução sinal e nos processos de desenvolvimento da maioria das células e tecidos, 

produzindo uma variedade de efeitos biológicos, em uma ampla gama de organismos 

(GOEL et. al., 2007). 
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Figura 2: Estrutura do tetradecanoil forbol-13-acetato (TPA) (Evans 1986). 
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Os ésteres de forbol apresentam atividades pró-carcinogênica e ação inflamatória. A 

resposta inflamatória se dá devido aos ésteres de forbol mobilizarem fosfolipídios, liberando 

ácido araquidônico e causando a secreção de prostaglandinas. Já a atividade promotora de 

tumor, parece estar relacionada com a capacidade apresentada pelos ésteres de forbol de 

substituir o diacilglicerol, o ativador natural da proteína quinase C, (a qual está relacionada 

com a ativação de diversas vias metabólicas), devido à sua similaridade estrutural com o 

mesmo; e também às suas habilidades de estimular a síntese de proteínas, síntese de RNA 

e DNA, comportando-se como agentes mitogênicos (OLIVEIRA et. al., 2002). 

Os ésteres de forbol estão presentes no pinhão manso. Diversos estudos mostram 

seus efeito biológicos. Adolf et. al. (1984) verificaram o efeito irritante na pele ocasionado 

por ésteres de forbol presentes em óleos de sementes de pinhão manso; Hirota et. al. 

(1988) verificaram que esse composto, extraído da planta, induz a formação de tumor; Wink 

et. al. (1997) observaram a atividade inseticida de ésteres de forbol presentes em sementes 

de pinhão manso. 

Jing et. al. (2005), obtiveram, a partir de sementes de pinhão manso, um tipo de 

éster de forbol, denominado de Jatropherol I. Esse composto apresentou efeitos tóxicos em 

Bombyx mori, em que alterações na atividade de enzimas intestinais foram verificadas. 

Essas alterações ocorrem devido ao Jatropherol - I atuar no retículo endoplasmático, 

dilatando, levando à formação de vesículas, e diminuindo a atividade ribossômica das 

células epiteliais do intestino, prejudicando, portanto a síntese protéica. Outro éster de forbol 

identificado no pinhão manso é o forbol-12-miristato 13-acetato. Segundo Makkar e Becker 

(1997), este é o principal composto tóxico em Jatropha. O 12-deoxi-16-hidroxiforbol (Figura 

3) é outro exemplo de éster de forbol obtido a partir do óleo de pinhão manso (HAAS, et. al., 

2002).  
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Figura 3 - Estrutura do 12-deoxi-16-hidroxiforbol, presente no óleo de semente de pinhão 

manso (GOEL et. al., 2007). 
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1.4. Importância dos plastídios no estudo de sementes de pinhão manso.  

Como já citado acima, as sementes de pinhão manso são ricas em óleo, com 

potencial para produção de biodiesel; e contêm compostos tóxicos, os ésteres de forbol que 

limitam sua utilização. Ambos compostos vêm despertando um maior interesse no estudo 

das sementes de pinhão manso.  

Tanto a síntese dos ácidos graxos, como a dos ésteres de forbol ocorrem nos 

plastídios, dessa forma, o estudo do proteoma desta organela poderá propiciar o 

conhecimento das enzimas envolvidas na síntese de ácidos graxos, assim como das 

enzimas envolvidas na biossíntese dos ésteres de forbol. 

 

1.4.1. Plastídios 

Os plastídios são organelas presentes nas células de plantas os quais 

desempenham funções biossintéticas e metabólicas essenciais (KLEFFMANN et. al., 2007). 

Eles estão direta ou indiretamente envolvidos em processos importantes como na síntese de 

amido; na biossíntese de grupos fenólicos em aminoácidos aromáticos; na biossíntese de 

bases purínicas e pirimidínicas constituintes dos ácidos nucléicos; biossíntese de clorofila, 

bem como na biossíntese de ácidos graxos. Os isoprenóides, também chamado de 

terpenóides, incluindo carotenóides, esteróides e vários metabólitos secundários são 

produtos de vias anabólicas dos plastídios (NEUHAUS e EMES, 2000). A oxidação de 

carboidratos também pode ocorrer nos plastídios através da via oxidativa das pentoses 

fosfato. Vários fitohormônios incluindo ácido abscísico, derivados de isoprenóides e 

brassinosteróides são também derivados da atividade dos plastídios (LOPEZ-JUEZ e PYKE, 

2005). 

Segundo Cheniclet et. al. (1988) tanto cloroplastos quanto leucoplastos se originam a 

partir de proplastídios formados nas células meristemáticas. De acordo com Lopez-Juez e 

Pyke (2005) embriões e células não metabolicamente especializadas também contém 

proplastídios. Os proplastídios apresentam 0,2 a 1µM de diâmetro. Após a produção dos 

primeiros ribossomos, cada população de plastídio se diferencia de acordo com sua via de 

desenvolvimento.  

Existem diversos tipos de plastídios: os amiloplastos, que são plastídios preenchidos 

por grãos de amido, gerados a partir da importação de produtos da fotossíntese; plastídios 

especializados no armazenamento de lipídios, os leucoplastos; plastídios com capacidade 

de acumular pigmentos, os cromoplastos; plastídios que atuam quando a luz é insuficiente 



Isolamento de plastídios de endosperma de sementes em desenvol...                                   Introdução 

 

32 
 

para os cotilédones de plântulas em germinação, os etioplastos (LOPEZ-JUEZ e PYKE, 

2005). 

 

1.4.2. Proteômica de plastídios 

Uma das técnicas mais utilizadas para a separação de proteínas na proteômica 

quantitativa é a eletroforese bidimensional. Os fundamentos dessa técnica foram 

apresentados pela primeira vez por O`Farrell e Klose em 1975.  

A eletroforese bidimensional apresenta uma maior capacidade para separar misturas 

protéicas complexas quando comparada a eletroforese em uma dimensão. Nessa técnica as 

proteínas são separadas de acordo com duas propriedades físico-química intrínsecas da 

mesma. Dessa forma a eletroforese bidimensional ocorre em dois passos. No primeiro 

passo, primeira dimensão, as proteínas são separadas de acordo com seu ponto isoelétrico 

(pI); no segundo passo, segunda dimensão, elas são separadas de acordo com seu volume 

molecular. Ou seja, a eletroforese 2-D resulta da combinação de duas técnicas; a focagem 

isoelétrica (IEF), seguida de uma separação por SDS-PAGE.  Quando bem sucedida, 

obtem-se um gel de poliacrilamida contendo “spots” bem separados, cada um 

correspondendo a uma proteína, ou a uma forma protéica (SANTOS et. al., 2005).  

Atualmente as aplicações da eletroforese 2-D permitem uma alta resolução das 

várias espécies protéicas presentes numa amostra biológica, de uma forma reprodutível. Ela 

também permite separar as várias formas protéicas que tenham sofrido modificações pós-

tradução. A separação destas formas é possível visto que essas modificações conferem 

propriedades diferentes à proteína, em particular, um diferente pI ou peso molecular. Após a 

separação protéica de uma amostra, a partir da eletroforese bidimensional, a identificação 

de suas proteínas pode ser realizada através da espectrometria de massa, viabilizando o 

estudo proteômico (LAMBERT et. al., 2005).  

Estudos proteômicos, direcionados para a obtenção de um maior conhecimento 

sobre as proteínas envolvidas na síntese de um determinado composto, tornam-se limitados 

quando realizados a partir do proteoma celular, o qual é formado por uma diversidade de 

produtos protéicos presentes nos diversos compartimentos celulares. Devido à possibilidade 

de fracionamento subcelular, proteomas de organelas podem ser definidos permitindo um 

melhor conhecimento sobre as proteínas presentes em um determinado compartimento 

subcelular (ANDERSEN e MANN, 2006). 
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Dessa forma, a proteômica do plastídio se mostra uma ferramenta promissora para 

ampliação do conhecimento sobre as enzimas envolvidas na síntese de ácidos graxos e 

ésteres de forbol. 

A disponibilidade de seqüências completas do genoma de plantas tem revelado a 

extensão e variedade de proteínas contidas nos plastídios (SOLL, 2002). Os plastídios 

dependem da importação de proteínas presentes no citosol, codificadas pelo núcleo, para 

executar suas múltiplas atividades biossintéticas (KLEFFMANN et. al., 2007). Proteínas 

codificadas no núcleo são traduzidas no citoplasma e importadas para dentro dos plastídios, 

tendo um peptídeo sinal localizado na porção N-terminal das proteínas (SOLL, 2002). De 

acordo com Lopez-Juez e Pyke (2005), algoritmos têm sido desenvolvidos baseados nas 

propriedades desses peptídeos sinais e adicionalmente refinados em seqüências 

determinadas experimentalmente para identificação dos peptídeos transientes. Isso permite 

uma diferenciação das proteínas plastidiais codificadas in situ, daquelas provenientes do 

citosol, ampliando o conhecimento sobre as proteínas presentes nessa organela. 

Diversos trabalhos foram realizados com o intuito de catalogar as proteínas 

detectadas diretamente de plastídios, como por Kleffmann et. al.(2007), Siddique et. al. 

(2006), Baginsky et. al. (2007), Rutschow et. al. (2008), Giacomelli et. al. (2006), Ytterberg 

et. al. (2006); Peltier et. al. (2006), utilizando a espectrometria de massa como ferramenta. 

Dois bancos de dados de proteínas de plastídios vêm sendo produzidos o PLprot e o Plastid 

Proteome Database (PPDB) (LOPEZ-JUEZ e PYKE, 2005). 

A meta dos estudos de proteômica de organelas é analisar uma amostra protéica 

originada a partir de preparações o mais enriquecida possível da organela de interesse, e 

que a contribuição de outras estruturas subcelulares seja minimizada (GAUTIER  e 

LARUZE, 2008). Dessa forma, é fundamental ter conhecimento a respeito dos principais 

métodos utilizados para o isolamento de organelas e, mais especificamente, de plastídios, 

para que o proteoma dos mesmos possa ser determinado. 

 

1.5. Principais métodos utilizados para isolamento de organelas 

 Segundo Huber et. al., (2003), processo de centrifugação em gradiente de densidade 

é o método mais eficaz para o isolamento de uma determinada organela. Ela vem sendo 

aplicada para a obtenção de uma fração enriquecida de uma determinada organela devido 

ao fato dos diversos compartimentos celulares possuírem uma densidade específica, que 

varia de acordo com sua natureza e composição, que é relativamente distinta das outras 

organelas (PASQUALI et. al., 1999).  
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A composição do gradiente interfere no padrão de sedimentação dos 

compartimentos subcelulares. Os meios de centrifugação devem proporcionar uma ampla 

faixa de densidade utilizando concentrações convenientes, para que as organelas não 

sejam modificadas. Dessa forma, alterações na osmolaridade devem ser evitadas ao 

máximo.  

Segundo Stasyk e Hirber, (2004), a sacarose ainda é um meio bastante utilizado 

para a produção de gradientes, apesar de algumas de suas propriedades, incluindo elevada 

osmolaridade e viscosidade, poderem vir a ser um problema em certas circunstâncias 

(PERTOFT, 2000).  

Compostos alternativos têm sido desenvolvidos para evitar esses problemas. Um 

polímero sintético de sacarose conhecido como Ficoll pode ser introduzido para minimizar 

efeitos hiperosmóticos, entretanto ele não é inteiramente bem sucedido em todas as 

concentrações. Dextran, um polímero natural de sacarose, tem sido utilizado no 

fracionamento de componentes celulares, entretanto ele é bastante viscoso (STECK et. al., 

1970). Muitas outras moléculas como compostos de iodo, Metrizamida, Nycodenz, Optiprep, 

por exemplo, como também de sílica coloidal, o Percoll, são também empregadas, cada 

uma com suas características próprias, e todas tendo em vista atingir a máxima separação 

enquanto minimiza alterações na amostra.  

Os gradientes de densidade podem ser contínuos, no qual a densidade aumenta 

linearmente ao longo do tubo, ou descontínuo, no qual o gradiente é dividido em porções de 

densidades fixas (GAUTIER  e LARUZE, 2008). Os gradientes contínuos apresentam a desvantagem 

de o enriquecimento de organelas ser baixo, resultando em frações bastante diluídas. Enquanto centrifugações 

utilizando gradientes descontínuos podem atingir a separação quase completa das partículas 

de uma forma conveniente e de baixo custo (HUBER et. al., 2003).  

 

1.5.1. Métodos utilizados para o isolamento de leucoplastos 

Diferentes métodos podem ser aplicados para o isolamento de leucoplastos, desde 

os mais simples, como sedimentação simples, até sedimentação por taxa zonal, o qual 

permite uma preparação mais pura em relação ao primeiro. Dentre esses pode-se citar o 

uso de gradiente descontínuo de açúcares. 

O uso de gradiente descontínuo de sacarose ou de outros açúcares como o 

Metrizamida ou Nycondez, por exemplo, permite a preparação adequada de plastídios para 

diversos estudos. Esse tipo de gradiente parece ser eficiente na preparação de plastídios 
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livres de contaminação mitocondrial. Contudo não garante uma separação eficiente dos 

peroxissomos. Outra limitação desse método está no fato de que a desidratação das 

organelas causada por uma alta concentração de açúcar resulta em danos osmóticos às 

membranas. Isso pode resultar em plastídios inadequados para vários experimentos 

fisiológicos ou de transporte (MIERNIK, 1989). 

O problema da desidratação, observado no uso de gradiente descontínuo de sacarose, 

pode ser resolvido por meio do uso de soluções coloidais de sílica como o Percoll. A baixa 

osmolaridade das soluções coloidais de sílica permite formação de gradientes que são 

aproximadamente isosmóticos, e a baixa viscosidade permite a separação de equivalentes 

em menos tempo e a obtenção de preparações mais puras (MIERNIK, 1985). 

O polietilenoglicol (PEG) pode ser acrescentado à solução de Percoll para evitar a 

contaminação de organelas de membrana simples, pois a posição dessas organelas é muito 

sensível à inclusão com PEG. Dessa forma a posição dos peroxissomos (organela de 

membrana simples) nestes gradientes pode ser alterada de modo que eles não sejam um 

contaminante significativo. Leucoplastos isolados de endosperma em desenvolvimento de R. 

communis e purificados pela sedimentação por taxa zonal em gradientes descontínuos de 

Percoll foram utilizados no estudo da captação e processamento de proteínas precursoras 

de plastídios sintetizadas in vitro (MIERNIK, 1985). 

O estudo do proteoma dos leucoplastos de sementes de pinhão manso apresenta 

bastante relevância na medida em que o mesmo pode proporcionar a identificação de 

proteínas envolvidas na síntese de ésteres de forbol, como também no metabolismo de 

lipídios e que podem estar relacionadas com a produção de óleo com padrões aplicáveis à 

produção de biodiesel.  

O presente trabalho busca obter uma fração enriquecida de plastídios, para 

aquisição de um maior conhecimento sobre as proteínas envolvidas na síntese de ácidos 

graxos e ésteres de forbol, através do estudo proteômico dessa organela. Para tanto, 

conhecimento morfológico, histológico e histoquímico da semente em desenvolvimento, se 

torna fundamental para a escolha do estágio do desenvolvimento mais adequado para o 

isolamento de plastídio.  

Estudos envolvendo a caracterização morfológica de sementes do pinhão manso 

foram realizados como relata o próximo item. 

 

1.6. Caracterização morfológica de sementes de pinhão manso  
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 A utilização de critérios morfológicos para seleção de sementes durante o seu 

desenvolvimento é de grande importância para estudos fisiológicos, bem como bioquímicos. 

Tal caracterização reduz a variabilidade nas determinações experimentais e aumenta a 

confiabilidade das comparações feitas entres vários tratamentos experimentais 

(GREENWOOD e BEWLEY, 1982).  

 A atribuição de marcadores morfológicos no estabelecimento de estágios bem 

definidos nas sementes em desenvolvimento vem sido adotada em diferentes espécies de 

dicotiledôneas, no entanto tais critérios não têm sido claramente estabelecidos para pinhão 

manso. Nunes (2007) realizou estudos morfológicos com sementes de pinhão manso, 

entretanto nesse trabalho apenas a caracterização morfológica externa da semente madura 

foi analisada. Gusman e Aquino (2009) analisaram características morfológicas da semente 

e de plântulas de pinhão manso, como também fizeram análise de propriedades físicas e 

químicas da semente, contudo a morfologia da semente em diferentes estágios de 

desenvolvimento não foi estudada.  

Nesse contexto, torna-se interessante ser feito uma caracterização morfológica mais 

acurada, que possibilite estabelecer uma diferenciação dos diversos estágios do 

desenvolvimento da semente, levando-se em consideração, além dos caracteres 

morfológicos externos, aspectos das estruturas internas durante todo o desenvolvimento da 

semente.  

Estudos anatômicos de sementes em desenvolvimento também contribuem para um 

maior conhecimento sobre o processo de diferenciação dos tecidos. O conhecimento a 

respeito do estágio do desenvolvimento da semente em que se inicia a formação do 

endosperma, por exemplo, não somente é importante atuando como um fator de 

caracterização do seu desenvolvimento, como também norteando o estágio adequado para 

se iniciar a análise de deposição de diferentes compostos, como proteínas, carboidratos e 

lipídio nesse tecido.  

A escolha do estágio do desenvolvimento da semente, mais adequado para o 

isolamento de plastídios, pode ser feita a partir de observações sobre o padrão de 

deposição de lipídios e proteínas no endosperma. Esse tecido além de ser uma importante 

fonte de alimentos é fonte de matéria prima para a fabricação de diversos produtos 

industriais incluindo bicombustíveis (WANG, et. al., 2009). No presente trabalho ele é 

apropriado para o processo de isolamento de plastídios no pinhão manso devido à presença 

de ésteres de forbol e de lipídios no mesmo. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo geral 

Obter uma fração enriquecida de plastídios a partir do endosperma de sementes em 

desenvolvimento de pinhão manso (Jatropha curcas L.).  

 

2.2. Objetivos específicos 

 Caracterizar morfologicamente os estágios do desenvolvimento da semente. 

 Caracterizar o processo de deposição de reservas durante o desenvolvimento das 

sementes, a partir de análises histológicas e histoquímicas. 

 Estabelecer o estágio do desenvolvimento da semente em que se iniciam a formação 

do endosperma e a deposição de lipídios e proteínas. 

 Estabelecer um protocolo de isolamento de plastídios do endosperma de sementes 

em desenvolvimento e avaliar a homogeneidade das preparações obtidas por 

microscopia eletrônica. 

 Elaborar mapas proteômicos bi-dimensionais das proteínas extraídas das 

preparações de plastídios. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1. Caracterização Morfológica, histológica e histoquímica 

3.1.1. Caracterização morfo-anatômica do desenvolvimento da semente de pinhão 

manso 

Flores femininas de plantas de J. curcas cultivadas em campo no Campus do Pici, 

em área sob responsabilidade do Departamento de Fitotecnia, foram marcadas no dia da 

sua abertura. Nos dias 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 e 50 dias após a antese (DAA), os 

frutos foram coletados (Figura 4), e as sementes foram isoladas para determinação de suas 

massas fresca e seca em balança analítica, bem como do comprimento, largura (diâmetro 

maior), espessura (diâmetro menor) e tamanho do embrião com o uso de paquímetro. A 

caracterização da cor e textura da casca da semente também foi analisada. Tais 

experimentos foram realizados com 10 sementes de cada dia após a antese (DAA), sendo 

feito três repetições. 

3.1.2. Determinação da massa fresca e massa seca de sementes em desenvolvimento 

de pinhão manso 

A massa fresca total das sementes de pinhão manso com 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 

40, 45 e 50 DAA foi determinada em balança analítica. Em seguidas as sementes foram 

transferidas para estufa, onde permaneceram por 24 horas, a 100 oC. Transcorrido as 24 

horas, as sementes foram colocadas em dessecador e imediatamente pesadas em balança 

analítica, para determinação da massa seca. 

3.1.3. Análises histológicas de sementes em desenvolvimento de pinhão manso  

 Sementes de J. curcas em desenvolvimento, com  5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 e 

50 dias após a antese (DAA) foram coletadas na Taíba, Distrito de São Gonçalo do 

Amarante, e armazenadas em frascos contendo o fixador Karnovsky (KARNOVSKY,1965) 

por no mínimo 48 horas. As amostras das sementes em desenvolvimento imersas em 

Karnovsky foram então lavadas 4 vezes por cinco minutos com tampão fosfato 0,2M e em 

seguida passaram por um processo de desidratação em concentrações crescentes de 

etanol (10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% e 100%), por uma hora em cada 

concentração. Após a desidratação as amostras foram postas em solução de pré-infiltração 

(50% álcool e 50% de resina básica LEICA HISTORESIN Embedding Kit), sob vácuo. Após 

48 horas as amostras foram postas na solução de infiltração (LEICA HISTORESIN 

Embedding Kit) permanecendo nesta por 10 dias sob pressão negativa. 
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Figura 4: Desenvolvimento de sementes de pinhão manso (J. curcas). A: campo 

experimental; B: flor após a antese; C: fruto em desenvolvimento com a etiqueta marcando 

sua idade. 
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Secções de 5μm, obtidas em micrótomo LEICA 2065, foram coradas com azul de 

toluidina 0,12%-Bórax 5% durante 10 minutos e Fucsina Básica 0.025% durante 1 minuto. 

As lâminas foram analisadas em microscópio de luz.  

 

3.1.4. Análises histoquímicas de sementes em desenvolvimento de pinhão manso 

Análises histoquímicas de endosperma sementes de pinhão manso (J. curcas) em 

desenvolvimento com 25, 30, 35, 40, 45 e 50 DAA, estágios em que o endosperma pode ser 

bem visualizado, foram realizadas utilizando-se reagentes específicos à identificação de 

lipídios e proteínas. 

 Para determinação de lipídios, cortes frescos a mão livre foram realizados no 

endosperma de sementes em desenvolvimento nos estágios acima citados e colocados em 

contato com Sudan IV, 2% em etanol 92%, por 30 minutos. Em seguida foram lavados 

rapidamente em uma série decrescente de etanol 70%, 50% e 30% finalizando com água. 

Em seguida os cotes mais finos foram selecionados para serem analisados imediatamente 

em microscópio de luz. A coloração vermelha de estruturas nas células do endosperma 

indica presença de lipídios. 

Para detecção de proteínas as amostras do endosperma das sementes em 

desenvolvimento nos diferentes estágios, acima citados, foram imersas em Karnovsky e 

então lavadas 4 vezes por cinco minutos com tampão fosfato 0,2M e em seguida passaram 

por um processo de desidratação em concentrações crescentes de etanol (10%, 20%, 30%, 

40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% e 100%), por uma hora em cada concentração. Após a 

desidratação as amostras foram postas em solução de pré-infiltração (50% álcool e 50% de 

resina básica LEICA HISTORESIN Embedding Kit), sob vácuo. Após 48 horas as amostras 

foram postas na solução de infiltração (LEICA HISTORESIN Embedding Kit) permanecendo 

nesta por 10 dias sob pressão negativa. 

Secções de 5μm, obtidas em micrótomo LEICA 2065, foram coradas com Xylidine 

poceau (XP) 0,1% em ácido acético 3% durante 15 minutos a temperatura ambiente e em 

seguida lavadas com ácido acético 3% por 15 minutos, e posteriormente  lavados 2 vezes,  

rapidamente, em água. Após montagem em entelan foram analisados em microscópio de 

luz. A coloração vermelha de estruturas nas células do endosperma indica presença de 

proteínas. 
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3.1.5. Análise de sementes em desenvolvimento de pinhão manso por microscopia 

eletrônica de transmissão - MET 

Endosperma de sementes de pinhão-manso nos estágios em que precede (25 DAA), 

se inicia (30 e 35 DAA) e posterior (45DAA) à deposição de proteínas e lipídios, foram 

fixados em Karnovsky, em seguida foram lavados em tampão cacodilato 0,05M durante 10 

minutos por três vezes. As amostras foram então pós-fixadas em tetróxido de ósmio 1% 

durante uma hora, sendo em seguida lavadas três vezes em tampão cacodilato 0,05M 

durante 15 minutos e posteriormente foram desidratadas em soluções de concentrações de 

álcool progressivamente crescentes de 15%, 30%, 50%, 85%, 90% (2 vezes) e 100% (3 

vezes) durante 20 minutos em cada solução. As amostras foram infiltradas em proporções 

crescentes de resina L.R.White/etanol, finalizando o processo de infiltração, após 4 dias, 

com os explantes imersos em solução de L.R.White puro. Em seguida as amostras foram 

incluídas em solução de L.R.White com ativador, durante 3 dias, sob luz UV e refrigeração, 

para possibilitar a polimerização. As amostras infiltradas foram primeiramente submetidas a 

cortes semi-finos de 500nm para uma triagem do material antes da visualização ao 

microscópio eletrônico. Esses cortes foram feitos em ultramicrótomo, Leica Ultracut UCT da 

Leica, utilizando-se facas de diamante, colocados em lâminas sob água, secos em chapa 

quente, e corados em azul de toluidina e observados em microscópio óptico, Axioskop, da 

Carl Zeiss. Após essa triagem, trocou-se a espessura de corte para 60nm (cortes ultrafinos) 

utilizando-se facas de diamante. Esses cortes foram coletados em grades de cobre de 200 

mesh cobertas com formvar e carbono. O contraste dos cortes foi em seguida realizado com 

acetato de uranila 2%, durante 1 hora, e visualizados diretamente em microscópio 

eletrônico. 

 

3.2. Isolamento de plastídios de endosperma de sementes de pinhão manso 

Endosperma de sementes de pinhão manso com características semelhantes às 

observadas com as de sementes com 30 DAA foi o único tecido a ser utilizado durante a 

metodologia aplicada para a obtenção de uma fração enriquecida de plastídios. A 

eliminação da casca, integumento e do eixo embrionário foram feitos manualmente.   

Para a obtenção da fração enriquecida de plastídios foi adotada a seguinte 

metodologia: Primeiramente, 15g de endosperma foram isolados e imersos em 5ml de 

tampão de homogeneização (T.H) contendo albumina sérica bovina (BSA). O material foi 

picotado e em seguida homogeneizado em 10 ml de T.H com BSA, durante 10 minutos. 

Após a homogeneização, o material foi filtrado em membrana cheesecloth. O material retido 
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na membrana foi novamente homogeneizado em 10 ml de T.H com BSA durante 10 

minutos. O filtrado foi, então, centrifugado a 200g, durante 10 minutos, a 6 oC. O precipitado 

(fração I) (Figura 5A(I)) foi descartado e o sobrenadante foi centrifugado a 6000g, durante 

15 minutos, a 6 oC. O sobrenadante foi então descartado e o precipitado (fração II) (Figura 

5A(II)) foi ressuspenso em 2,5ml de T.H sem BSA. Doravante, fração será denominada de 

fração enriquecida em organelas. 

No topo de um tubo falcon com gradiente descontínuo de PBF-Percoll 10%-22%-

35%, foi colocada a fração II, ressuspensa em 2,5ml T.H sem BSA. Essa amostra foi então 

centrifugada em rotor swing-out a 5000g, durante 45 minutos, com aceleração 8, e 

desaceleração zero, a 4 oC (Figura 5B). A banda formada na interface da camada 22-35%, 

foi coletada e diluída com 20 ml de T.H sem BSA e em seguida centrifugada a 1000g, 

durante 10 minutos, a 6 oC, seguido de descarte do sobrenadante. O precipitado obtido 

(fração III) (Figura 5B(III)) será doravante denominado de fração enriquecida em plastídios. 

A composição das frações I, II e III foi avaliada por microscopia eletrônica de varredura 

(MEV) e por microscopia eletrônica de transmissão (MET). 
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Figura 5: Esquema do processo utilizado para o isolamento plastidial. A. Primeiros passos 

de centrifugação, com obtenção das frações I e II (precipitado I e II, respectivamente). B. 

Fase envolvendo montagem do gradiente de PBF-Percoll, com posterior obtenção da 

interfase de interesse, onde se espera encontrar uma fração enriquecida de plastídios na 

fração III (precipitado III). 
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3.3. Processamento das frações I, II e III para análise por microscopia eletrônica de 

varredura (MEV) 

As frações I, II e III, foram fixadas em Karnovsky (KARNOVSKY, 1965) em seguida 

foram lavados em tampão cacodilato 0,05M durante 10 minutos por três vezes. As amostras 

foram então pós-fixadas em tetróxido de ósmio 1% durante uma hora, sendo em seguida 

lavadas três vezes em tampão cacodilato 0,05M durante 15 minutos. Posteriormente foram 

desidratadas em soluções de álcool de concentrações progressivamente crescentes de 

15%, 30%, 50%, 85%, 90%, duas vezes consecutivas e 100%, três vezes consecutivas, 

durante 20 minutos em cada solução. As amostras permaneceram em álcool 100% 

refrigerado até serem levadas ao aparelho de secagem ao ponto crítico, modelo CPD 030 

da BAL-TEC, onde foi realizada a troca de solvente (etanol por CO2 líquido) e secagem. 

Após atingir o ponto crítico as amostras foram montadas em "stubs" (suporte metálico) de 

alumínio e levadas ao metalizador, modelo K550, da Emitech, onde receberam um banho de 

vapor de ouro durante 2,5 minutos, em corrente de 35µA. Em seguida o material foi 

analisado no microscópio eletrônico de varredura, modelo DSM 962, da Zeiss, com 

voltagem de 10kV e corrente de 80µA. 

 

3.4. Processamento das frações I, II, III para análise por microscopia eletrônica de 

transmissão (MET) 

As frações I, II e III foram fixadas, pós-fixadas e desidratadas como descrito 

anteriormente. As amostras foram infiltradas em concentrações crescentes de resina 

L.R.White em etanol, finalizando o processo de infiltração, após 4 dias, com os explantes 

imersos em solução de L.R.White puro. Em seguida as amostras foram incluídas em 

solução de L.R.White com ativador, durante 3 dias, sob luz UV e refrigeração, para 

possibilitar a polimerização. As amostras infiltradas foram primeiramente submetidas a 

cortes semi-finos de 500nm para uma triagem do material antes da visualização ao 

microscópio eletrônico de transmissão. Esses cortes foram feitos em ultramicrótomo, modelo 

Leica Ultracut UCT, da Leica, utilizando-se facas de diamante, colocados em lâminas sob 

água, secos em chapa quente, e corados em azul de toluidina e observados em microscópio 

óptico, Axioskop, da Carl Zeiss. Após essa triagem, trocou-se a espessura de corte para 

60nm (cortes ultrafinos) utilizando-se facas de diamante. Esses cortes foram coletados em 

grades de cobre de 200 mesh cobertas com formvar (revestimento que estabiliza o material e 

oferece melhor apoio para os cortes) e carbono (estabiliza o filme de formavar durante a 

exposição aos feixes de elétrons). O contraste dos cortes foi em seguida realizado com 
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acetato de uranila 2%, durante 1 hora. Os cortes foram visualizados diretamente em 

microscópio eletrônico de transmissão, Jeol 1011, operando a 80 kV. 

 

3.5. Estabelecimento de mapas bidimensionais da fração enriquecida de organelas 

(fração II) e da fração enriquecida de plastídios (fração III) 

3.5.1. Extração de proteínas totais com tampão piridina 

 Para a extração de proteínas totais da fração enriquecida de organelas e da fração 

enriquecida de plastídios foi utilizado o método descrito por Vasconcelos et. al. (2005).  

Cada uma dessas frações foram, separadamente, misturadas com tampão contendo piridina 

50 mM, tiouréia 10 mM, SDS 1%, pH 5,0 na proporção de 1:40 (p/v), em seguida adicionada 

polivinilpolipirrolidona (PVPP), em quantidade igual a duas vezes a massa da amostra. A 

mistura ficou sob forte agitação a 4ºC por duas horas e o material, centrifugado a 10.000 g 

por 40 min. Ao sobrenadante foram adicionados quatro volumes (1:5, volume do 

sobrenadante/volume total) de acetona gelada contendo 10% de ácido tricloroacético (TCA) 

para permitir a precipitação. O precipitado estocado por duas horas (ou durante a noite) a – 

20ºC foi então centrifugado a 10.000 g por 20 min e o sobrenadante descartado. O 

precipitado contendo as proteínas totais em acetona gelada (100 μl/mg do material de 

partida) foi agitado até adquirir o aspecto de suspensão, sendo em seguida centrifugado a 

10.000 g por 5 min e o sobrenadante descartado. A lavagem foi realizada no mínimo duas 

vezes para livrar a amostra de qualquer traço de TCA. O precipitado final seco a vácuo no 

dessecador foi estocado para posterior processamento. Para a dosagem de proteínas foi 

adotado o método de Bradford (1976). 

3.5.2.  Dosagem de proteínas  

O método de Bradford (1976) foi empregado para avaliar a quantidade de proteínas 

obtidas durante o processo de extração da fração enriquecida de organelas e da fração 

enriquecida de plastídios e estipular a quantidade de proteínas a ser utilizada nos 

subseqüentes experimentos. 

3.5.3. Eletroforese bidimensional, revelação e análise da imagem 

 Alíquotas das amostras da fração enriquecida de organelas e da fração enriquecida 

de plastídios, já quantificadas quanto ao teor protéico, foram dissolvidas/ diluídas na solução 

de reidratação (uréia 7 M, tiouréia 2 M, DTT 65 mM, CHAPS 1% p/v, pharmalyte 0,5% v/v e 

azul de bromofenol 0,002% p/v) para um volume final de 200 μl. O sistema IPGphor foi 

utilizado para reidratação ativa e  focalização isoelétrica da GE HealthCare de acordo com 
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programas previamente definidos. Após a focalização as tiras de IPG foram equilibradas sob 

agitação em solução (tris 50 mM, glicerol 30 %, uréia 6M, SDS 2% e azul de bromofenol) 

com DTT (1% p/v) por 15 minutos, para a redução das proteínas e, em seguida, alquiladas 

com IAA (3% p/v) também em solução de equilíbrio por 15 minutos. Terminado o equilíbrio 

as tiras, após lavagem rápida no tampão de corrida para livrá-los do excesso de solução de 

equilíbrio, foram levadas ao topo do gel da segunda dimensão e cobertas com tampão de 

corrida. O SDS-PAGE da segunda dimensão foi realizado em sistema vertical em géis 15% 

de 14 x 14 cm. Os 15 primeiros minutos da corrida ocorreu a 10 mA/gel, em seguida a 20 

mA/gel até que o indicador (azul de bromofenol) saísse do gel. Terminada a corrida, o gel foi 

corado com Coomassie Phast Gel Blue R 350 e armazenado em solução de glicerol 5%. 

 Os géis foram escaneados utilizando-se o programa LabScan v. 5.0 (GEHealthcare) 

no ImageScanner (Amersham Biosciences) com sistema integrado de transparência, em 

seguida foram submetidos à análise utilizando o programa ImageMaster 2D Platinum.  
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1. Caracterização morfológica, anatômica e histoquímica de sementes em 

desenvolvimento de pinhão manso 

Experimentos preliminares foram realizados para determinação do estágio de 

desenvolvimento da semente mais adequado para o isolamento de plastídios presentes no 

endosperma de sementes de pinhão manso. 

Os parâmetros utilizados para tal escolha se basearam em caracterizações 

morfológica, anatômica e histoquímica.  

 

4.1.1. Dimensões de sementes em desenvolvimento de pinhão manso 

 Durante o desenvolvimento da semente de pinhão manso, foram mensurados o 

comprimento, a largura e a espessura das sementes com 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 e 

50 DAA. A partir dessa análise foi possível observar que ocorre um aumento dessas 

medidas até 25 DAA, mantendo-se constante até os 45 DAA, a partir do qual é observado 

um leve decréscimo (Figura 6). 

 

4.1.2.  Determinação das curvas de massa fresca e massa seca de sementes em 

desenvolvimento de pinhão manso  

Através da análise da massa fresca e seca de sementes em desenvolvimento de 

pinhão manso com 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 e 50 DAA, pode-se observar que, os 

dados de massa fresca ajustaram-se bem a um modelo de equação polinomial quadrática, 

apresentando um coeficiente de determinação (R2) igual a 0,8418. Aos 15 DAA a curva é 

crescente atingindo um máximo em torno dos 30 DAA, mantendo–se constante até 40 DAA, 

a partir do qual ocorre um decréscimo gradual da massa fresca, com uma perda de massa 

fresca mais acentuada observada aos 50 DAA. Quanto aos dados de massa seca, esses 

melhor se ajustaram a um modelo de equação linear, apresentando um coeficiente de 

determinação igual a 0,9471. À medida que a semente se desenvolve ocorre um aumento 

gradual da massa seca, a qual atinge seu valor máximo aos 45 DAA, conservando-se, 

praticamente inalterado, até os 50 DAA. As informações aqui descritas podem ser 

observadas na Figura 7. 
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Figura 6: Gráfico de dimensões da semente de pinhão manso em desenvolvimento. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Isolamento de plastídios de endosperma de sementes em desenvol...             Resultados e Discussão 

 

49 
 

 

 

Figura 7: Curvas de massa fresca e massa seca de sementes de pinhão manso em 

desenvolvimento 
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4.1.3. Caracterização morfológica de sementes em desenvolvimento de pinhão manso 

Frutos com 5 dias após a antese (DAA) apresentam-se rodeados pelas pétalas, em 

processo de senescência, e pelas sépalas (Figura 8. A1). Os nectários ainda estão bem 

evidentes e já é possível observar o ovário se desenvolvendo, com a diferenciação dos três 

carpelos (Figura 8. A2). As sementes são diminutas, com coloração branco – translúcido 

(Figura 8 A3). Elas apresentam uma média de 1,6 mm de comprimento; 0,91 mm de 

diâmetro (Figura 6); massa fresca de 0,00039g e massa seca de 0,00007g (Figura 7). 

Com 10 DAA, o ovário tri - carpelar em desenvolvimento sofre aumento considerável, 

as sépalas que o rodeiam não mais o recobrem completamente (Figura 8 B1). Os nectários, 

embora ainda presentes, estão bem menores (Figura 8 B2). As sementes passam a ser 

menos translúcidas com coloração esbranquiçada, mais opaca (Figura 8 B3), além de 

possuírem dimensões maiores, medindo 4,2 mm de comprimento; 2 mm largura e 1,73mm 

de espessura (Figura 6); e pesando 0,0074g e 0,0007g de massa fresca e seca 

respectivamente (Figura 7). 

A partir do dia 15 após a antese, o fruto de coloração verde está mais volumoso, 

apresentando 1,9 cm de comprimento e 1,39 cm de diâmetro (Figura 8 C1). As sementes 

passam a adquirir uma coloração amarelo – esbranquiçado (Figura 8 C2). Nesse estágio, o 

tecido nutritivo predominante ainda é o integumento interno, além do que, é possível ver o 

início da diferenciação do mesmo (Figura 8 C3). As sementes apresentam as seguintes 

dimensões 8,18 mm de comprimento, 4,03 mm de largura e 3,73 mm de espessura (Figura 

6); as médias das massas fresca e seca foram de 0,051g e 0,004g, respectivamente (Figura 

7). 

Após 20 dias da antese o fruto apresenta 3,0 cm de comprimento e 2,6 cm de 

diâmetro (Figura 8 D1).  A testa em formação da semente ainda é bastante delicada (Figura 

8 D2) e o integumento interno ainda predomina como tecido nutritivo (Figura 8 D3). As 

sementes apresentam 1,85 cm de comprimento, 0,94 cm de largura e 0,8 cm de espessura 

(Figura 6); as médias das massas fresca e seca foram de 0,77g e 0,06g, respectivamente 

(Figura 7). 
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Figura 8: Caracterização morfológica de sementes de pinhão manso em desenvolvimento, 

aos 5 (A), 10(B), 15(C)  e 20(D) DAA.5DAA: A1. fruto; A2.  Nectário evidente. A3. semente. 

10DAA: B1. fruto B2. nectário se degenerando  B3. Semente. 15DAA: C1. fruto C2. 

semente  C3. Parte interna da semente. 20DAA: D1. fruto D2. semente  D3. Porção interna 

da semente. 
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Com 25 DAA, o fruto apresenta 3,18 cm de comprimento e 3,05 cm de diâmetro 

(Figura 9 A1). A testa da semente em formação passa a ser bem mais perceptível, com um 

tegumento externo branco translúcido (Figura 9 A2) e um interno com textura rígida e 

coloração amarelo alaranjado ou amarelo alaranjado com porções escurecidas (Figura 9 

A3). A partir da abertura da semente é possível diferenciar o endosperma do integumento 

(Figura 9 A4). Dessa forma, as análises histoquímicas foram iniciadas nesse estágio. 

Fazendo–se um corte longitudinal da semente sem a testa (integumento externo), percebe-

se a presença de três camadas, uma camada mais externa, o integumento interno, sendo 

densa; uma mais intermediária, o endosperma celularizado em formação; e o centro da 

semente apresentando-se mais fluido, endosperma nuclear (Figura 9 A4). O eixo 

embrionário nesse estágio apresenta-se no estágio cotiledonar (Figura 9 A5). As sementes 

apresentam a seguintes dimensões 2,06 cm de comprimento, 1,18 cm de largura e 0,93 cm 

de espessura (Figura 6); as médias das massas fresca e seca foram de 1,22g e 0,2g, 

respectivamente (Figura 7). 

Com 30 DAA, o fruto apresenta 3,17 cm de comprimento e 3,05 cm de diâmetro 

(Figura 9 B1). A testa das sementes apresenta um tegumento externo (exotesta) branco 

translúcido (Figura 9 B2) e um interno (endotesta) com textura rígida e coloração preta 

amarronzada (Figura 9 B3). O endosperma, rodeando a semente, já ocupa quase que 

completamente o interior da mesma (Figura 9 B4), restando apenas uma fina película 

membranosa de integumento interno. O comprimento do eixo embrionário é 

aproximadamente 2/3 do comprimento da semente (Figura 9 B5). As sementes apresentam 

a seguintes dimensões 2,08 cm de comprimento, 1,18 cm de largura e 0,94 cm de 

espessura (Figura 6); as médias das massas fresca e seca foram de 1,26g e 0,27g, 

respectivamente (Figura 7). 

Com 35 DAA, o fruto apresenta 3,07 cm de comprimento e 2,94 cm de diâmetro 

(Figura 9 C1). As sementes apresentaram testa com tegumento externo (exotesta) branco 

translúcido, amarronzada nas extremidades (Figura 9 C2) e com tegumento interno 

(endotesta) escuro (preto amarronzado) rígido e quebradiço (Figura 9 C3). O eixo 

embrionário atinge seu tamanho máximo a partir desse estágio, ele, juntamente com o 

endosperma que o rodeia, ocupam quase que completamente o interior da semente (Figura 

9 C5), restando apenas uma fina película membranosa de integumento interno (Figura 9 

C4). As sementes apresentam a seguintes dimensões 2,06 cm de comprimento; 1,18 mm de 

largura e 0,96 mm de espessura (Figura 6); as médias das massas fresca e seca foram de 

1,24g e 0,35g, respectivamente (Figura 7). 
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Figura 9: Caracterização morfológica de sementes de pinhão manso em desenvolvimento, aos 25 (A), 30 (B) e 35 (C) DAA. 25 DAA: A1. fruto A2. 

Semente inteira, A3. Semente sem testa, A4. porção interna da semente, detalhe do endosperma e do integumento, A5. embrião. 30 DAA: B1. fruto 

B2. Semente inteira, B3. Semente sem testa, B4. porção interna da semente, predomínio de endosperma, B5. porção interna da semente, 

endosperma e embrião. 35 DAA: C1. fruto C2. Semente inteira, C3. Semente sem testa, C4. Semente sem a testa e exotégma. C5. porção interna 

da semente, endosperma e embrião. 
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O eixo embrionário juntamente com o endosperma que o rodeia, ocupam quase que 

completamente o interior da semente aos 40, 45 e 50 DAA, como mostra a Figura 10 (A3, 

B3 e C3, respectivamente) restando apenas uma fina película membranosa de integumento 

interno. 

O fruto com 40DAA apresenta 3,1cm de comprimento e 2,93 cm de diâmetro (Figura 

10 A1). A testa das sementes apresenta o tegumento externo com a seguinte característica: 

branco translúcido na região mais central e coloração preta amarronzada se direcionando 

das extremidades para o centro (Figura 10 A2). Assim, como o tegumento interno, ele 

apresenta-se nesse estágio rígido e quebradiço. As sementes apresentam a seguintes 

dimensões 2,05 cm de comprimento; 1,2 cm de largura e 0,94 cm de espessura (Figura 6); 

as médias das massas fresca e seca foram de 1,23g e 0,46g, respectivamente (Figura 7). 

Com 45 DAA, o fruto apresenta 3,02 cm de comprimento e 2,87 cm de diâmetro, sua 

coloração passa de verde a amarela (Figura 10 B1). As sementes apresentaram testa com 

tegumentos externo e interno totalmente escurecidos, rígido e quebradiço (Figura 10 B2). A 

maioria dos frutos passa a adquirir coloração amarelo – esverdeado (Figura 10 B1). As 

sementes apresentam a seguintes dimensões 2,01 cm de comprimento; 1,27 cm de largura 

e 0,92 cm de espessura (Figura 6); as médias das massas fresca e seca foram de 1,11g e 

0,54g, respectivamente (Figura 7). 

  As sementes com 50 dias após a antese apresentam-se maduras, a carúncula, 

nesse estágio, se torna mais escurecida, e menos carnosa (Figura 10 C2). A semente tem 

suas dimensões e massa fresca diminuídas e ficam abrigadas nos frutos maduros, com 

coloração preta – amarronzado, com 2,61 cm de comprimento e 2,3 cm de diâmetro (Figura 

10 C1). As dimensões apresentadas pelas sementes foram 1,86 cm de comprimento; 1,16 

cm de largura e 0,9 cm de espessura (Figura 6); as médias das massas fresca e seca foram 

de 0,6g e 0,51, respectivamente (Figura 7) 

 

 

 

 

 

 

 



Isolamento de plastídios de endosperma de sementes em desenvol...            Resultados e Discussão 

 

55 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10: Caracterização morfológica de sementes de pinhão manso em desenvolvimento, 

aos 40 (A), 45 (B) e 50 (C) DAA. 40 DAA: A1. Fruto. A2. semente inteira. A3. porção interna 

da semente, endosperma e embrião. 45 DAA: B1. fruto. B2. semente inteira. B3. porção 

interna da semente, endosperma e embrião. 50 DAA: C1. Fruto. C2. Semente inteira, C3. 

porção interna da semente, endosperma e embrião. 
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4.1.4. Análises histológicas da deposição de reservas durante o desenvolvimento de 

sementes de pinhão manso 

Análises histológicas foram realizadas buscando – se ter uma maior informação a 

respeito de como ocorre o desenvolvimento da semente de pinhão manso, tendo como foco 

principal o estabelecimento da fase em que se inicia a deposição de reservas lipídicas e 

protéicas no endosperma, bem como a obtenção de informações que permitam determinar o 

padrão de deposição destas reservas no endosperma. 

As análises histológicas mostraram que semente de pinhão manso com 5DAA, 

apresenta – se composta basicamente pelos integumentos interno e externo, tecidos de 

origem materna (Figura 11 A1 e A2). O integumento, que reveste a semente apresenta, 

aproximadamente, seis camadas de célula (Figura 11 A3).  

Aos 10 DAA pode-se notar que os integumentos continuam ocupando a maior parte 

da semente (Figura 11 B1 e B3). As primeiras células do endosperma começam a ser 

observadas, como mostra a Figura 11 B2. A formação do endosperma celular parece se 

iniciar na porção onde o embrião se origina, no pólo micropilar, sendo ele circundado pelo 

integumento interno. 
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Figura 11: Análise histológica de sementes de pinhão manso em desenvolvimento aos 5 

DAA (A), 10DAA (B). 5DAA: A1. semente composta basicamente pelos integumentos. A2. 

células do integumento em aumento maior. A3. Detalhe dos integumentos interno e externo. 

10 DAA B1. semente composta basicamente pelos integumentos. B2. detalhe das primeiras 

células do endosperma em formação. B3.detalhe dos integumentos interno e externo. N: 

integumento interno, Int: integumento externo, En: endosperma. Barras: primeira, segunda 

e terceira coluna: 0,2; 0,1; e 0,05mm, respectivamente. 
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Com 15 DAA o integumento externo da semente mostra-se em início de 

diferenciação, no qual se observa um aumento no número de camadas de células que o 

compõe, bem como uma coloração mais intensa da camada mais interna que o forma 

(Figura 12 A1). Nesse estágio a presença do endosperma ainda é quase irrisória, 

entretanto, pode-se observar novas células se formando em direção ao pólo oposto ao de 

inserção do embrião, enquanto o integumento interno continua perfazendo grande parte da 

semente (Figura 12 A2) .  

Com 20 DAA o endosperma apresenta-se mais expandido, apresentando um grau 

de preenchimento considerável na região onde o embrião está inserido, com um aumento 

concomitante no número de camadas de células que formam o endosperma em direção ao 

pólo oposto ao de inserção do eixo embrionário, entretanto o integumento interno parece 

estar se degenerando (Figura 12 B1). A exotegma torna-se esclerificada, e a testa inicia sua 

diferenciação (Figura 12 B2).  
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Figura 12: Análise histológica de sementes de pinhão manso em desenvolvimento aos 15 

DAA (A); 20 DAA (B ).15 DAA: A1.  integumento da semente em início de diferenciação. A2. 

Células do endosperma se formando em direção ao pólo oposto ao de inserção do embrião. 

20  DAA: B1. preenchimento considerável do endosperma na região onde o embrião está 

inserido. B2. exotegma torna-se esclerificada, e a testa inicia sua diferenciação.  N: 

integumento, T: testa + tegma, En: endosperma. Barra: 0,1 mm em A1 e 0,2 mm em A2, 

B1 e B2.  
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Durante as análises histológicas da semente de pinhão manso com 25 DAA, pôde-se 

observar que o integumento interno, o qual de início ocupava a maior parte da semente, 

passa a ficar restrito, cada vez mais, a uma pequena porção, enquanto o endosperma 

encontra-se em contínua expansão (Figura 13 A2). Nesse estágio falta pouco para ele 

preencher completamente a região oposta à micrópila, embora já contorne inteiramente o 

embrião o qual se encontra em estágio cotiledonar (Figura 13 A1). A testa encontra-se 

progressivamente mais diferenciada (Figura 13 A3). 

Aos 30 DAA o endosperma ocupa todo o eixo apical basal (Figura 13 B1 e B2), 

sendo o integumento interno restrito a uma fina camada de células colapsadas (Figura 13 

B3). Pode-se observar que nesse estágio as células do endosperma passam a apresentar 

substancias depositadas dentro de vacúolos, possíveis material de reserva. O embrião 

encontra-se mais expandido. 
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Figura 13: Análise histológica de sementes de pinhão manso em desenvolvimento aos 25 DAA (A); 30 DAA (B). 25 DAA: A1. embrião se encontra 

em estágio cotiledonar. A2.  Detalhe do integumento interno, e endosperma. A3. Testa e exotegma diferenciados. 30 DAA: B1. embrião mais 

expandido. B2. Detalhe das células do endosperma e embrião. B3. Detalhe da casca, integumento interno e endosperma.   N: integumento interno, 

T: testa + exotegma, En: endosperma, Emb: embrião, Cot: cotilédone. Barra: 0,1mm em B2 e 0,2 mm nas demais. 
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As análises histológicas mostraram que sementes com 35, 40, 45 e 50 DAA, também 

apresentam substâncias depositadas dentro de vacúolos, possíveis material de reserva, das 

células do endosperma. Apesar de a análise histológica não fornecer dados quantitativos, é 

bastante perceptível o aumento progressivo na quantidade de substâncias depositadas 

dentro das células do endosperma com 35 DAA a 50 DAA (Figura 14) 
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Figura 14: Análise histológica de células do endosperma de sementes de pinhão manso com 25, 30, 35, 40, 45 e 50 DAA. A partir dos 30 DAA é 

possível observa substâncias de reserva depositadas nas células do endosperma Barra: 0,05mm. 
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4.1.5.  Análise histoquímica da deposição de lipídios e proteínas em sementes em 

desenvolvimento de pinhão manso 

Os testes histoquímicos para lipídios e proteínas utilizando-se Sudan IV e Xylidine 

Ponceau, respectivamente, foram realizados em endosperma de sementes em 

desenvolvimento a partir de 25 DAA, estágio em que o endosperma em formação já é 

bastante perceptível, prosseguindo até os 50 DAA. 

Com 25 DAA o teste histoquímico apresentou resultado negativo para lipídio. Já para 

endosperma de sementes com 30, 35, 40, 45 e 50 DAA, observou-se coloração 

avermelhada em estruturas celulares, o que indica resultado positivo para lipídios em 

presença de Sudan IV (Figura 15). 
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Figura 15: Análise histoquímica com Sudan IV, específica para lipídios, de células do endosperma de sementes de pinhão manso com 25, 30, 35, 

40, 45 e 50 DAA. Aos 30 DAA é possível observar o início da deposição de lipídios nas células do endosperma. Barra: 0,05mm 
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Através da análise do teste histoquímico para proteína foi possível observar que a 

deposição de proteínas não precede nem antecede a deposição de lipídios, a deposição de 

ambos se inicia no mesmo estágio aos 30 DAA (Figura 16).  

Embora a análise histoquímica não seja um método aplicado para análise 

quantitativa e sim qualitativa, foi observado um aparente aumento progressivo na 

quantidade de proteínas e lipídios dentro das células do endosperma de 35 DAA até 45 

DAA devido ao aumento da quantidade e da intensidade da coloração especifica (Figura 15 

e 16). 
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Figura 16: Análise histoquímica com Xylidine Ponceau, específica para proteínas, de células do endosperma de sementes de pinhão manso com 25, 

30, 35, 40, 45 e 50 DAA. Aos 30 DAA é possível observar o início da deposição de proteínas nas células do endosperma. Barra: 0,05mm 
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4.1.6. Análise por microscopia de transmissão (MET) de sementes em 

desenvolvimento de pinhão manso 

  

Na análise de MET das células do endosperma das sementes em desenvolvimento, 

pode-se observar que aos 25 DAA (Figura 17 A1 e A2), as células apresentam conteúdo 

citoplasmático limitado a uma pequena porção, se restringindo a periferia da célula, 

apresentando-se rica em retículo endoplasmático rugoso. Enquanto o vacúolo é bastante 

grande, ocupando a maior parte da célula. Nesse estágio ainda não é observada deposição 

de reserva, entretanto pode-se observar o início da formação de vacúolos onde se 

depositarão os corpos protéicos. 

Com 30 DAA a proporção da região que o vacúolo ocupa na célula diminui 

consideravelmente, e o conteúdo citoplasmático alcança maiores proporções, se 

expandindo e se distribuindo pela célula. A deposição de reservas protéica e de lipídios 

pode ser observada, estes dentro de oleossomos, embora ainda não intumescido (Figura 

17B1 e B2). 

Observando-se a Figura 17 C1 e C2, pode-se perceber que aos 35 DAA o material 

de reserva depositado na forma de proteína e lipídios atinge proporções consideráveis, 

limitando a visualização das demais organelas. Nesse estágio os oleossomos apresentam-

se intumescido. Massa fundamental, cristalóide e globóide, estruturas típicas presentes nos 

corpos protéicos, podem ser observadas. 

Análise por MET também foram realizadas em células de endosperma de sementes 

com 45 DAA, os resultados obtidos se assemelharam bastante aos observados nas 

amostras de endosperma com 35 DAA. Entretanto nesse estágio foi possível a visualização 

de praticamente somente de oleossomos corpos protéicos e parede celular, devido às 

proporções que estes ocupam na célula, impedindo a visualização das demais organelas. 

(Figura 17 D1 e D2). 
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Figura 17: Imagens por MET de células do endosperma de sementes de pinhão manso com 25, 30, 35 e 45 DAA.  V: vacúolo, C: citoplasma, setas 

preenchidas: início da formação do vacúolo protéico, setas pontilhadas: parede celular, CP: corpo protéico, O: oleossomo, Cris: critalóide, glob: 

globóide. Barra: 5µm (A1,B1,C1,D1) e  2µm (A2,B2,C2,D2). 
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O acompanhamento do desenvolvimento das sementes é feito com base nas 

modificações que ocorrem em algumas características físicas e fisiológicas, como tamanho, 

teor de água, conteúdo de matéria seca acumulada e coloração da semente.  

Após a fertilização, o tamanho da semente aumenta rapidamente, atingindo o 

máximo em curto período de tempo em relação à duração total do período de maturação. 

Este rápido crescimento é devido à multiplicação e ao desenvolvimento das células do 

embrião e do tecido de reserva (DUMA e ROGOWSKY,2008). Após atingir o máximo, o 

tamanho vai diminuindo devido à perda de água pelas sementes e esta redução é variável 

com a espécie; em soja, por exemplo, é acentuada, enquanto que em milho é bem pequena. 

Em Jatropha curcas foi observado que essa perda de tamanho é bastante tênue (Figura 6).  

Paralelamente, os produtos formados nas folhas, pela fotossíntese, são 

encaminhados para a semente em formação, onde são transformados e aproveitados para a 

formação de novas células, tecidos e como futuro material de reserva. O floema termina na 

casca, onde ocorre o descarregamento dos solutos, sacarose, por exemplo. Os solutos 

então se movem através do apoplasto até o saco embrionário e são reabsorvidos pelas 

células do endosperma, caracterizando a rota de assimilados a partir da casca da semente 

durante seu desenvolvimento (THORNE, 1981). Água e solutos são transportados para a 

semente através do floema. O descarregamento do floema ocorre através da testa e os 

solutos são então transportados para o embrião (ou endosperma) através do apoplasto. 

(BRADFORD, 1994). 

Os resultados observados durante a determinação da curva de massa fresca (Figura 

7) mostram que inicialmente ocorre um aumento linear inicial até certo ponto, tal fato ocorre 

devido à intensa divisão celular e formação do embrião (histodiferenciação); em seguida ela 

prossegue com a expansão celular acompanhada da fase de deposição de reserva e 

maturação da semente, em que após o ganho de massa fresca mantém–se constante até se 

iniciar a fase de dessecação, na qual a semente sofre desidratação e conseqüentemente 

perde peso, como mostra a parte final da curva, na qual se observa um decréscimo linear a 

partir dos 45DAA. Esses dados estão de acordo com as fases pelas quais, segundo Thaker 

(1999), as sementes de angiospermas em desenvolvimento passam, que são: 

histodiferenciação, expansão celular acompanhada de acúmulo de reservas, e a fase final, 

que corresponde ao dessecamento. 

 A matéria seca da semente são as proteínas, açúcares, lipídios e outras substâncias 

que são acumuladas nas sementes durante o seu desenvolvimento. Logo após a 

fertilização, o acúmulo de matéria seca se processa de maneira lenta, pois as divisões 

celulares predominam, ou seja, está ocorrendo um aumento expressivo no número de 
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células. Em seguida, verifica-se um aumento contínuo e rápido na matéria seca, como pode 

ser observado na figura 2, a partir dos 25DAA , até atingir o máximo, aos 45 DAA. Segundo 

Silva et. al. (2001), em geral, a semente deve atingir a sua máxima qualidade fisiológica 

quando o conteúdo de matéria seca for máximo. Segundo os mesmos, durante esta fase de 

intenso acúmulo de matéria seca, o teor de água da semente permanece alto, devido à água 

ser o veículo responsável pela translocação do material fotossintetizado da planta para a 

semente o que justifica os dados obtidos de massa fresca da semente se manter em altos 

valores nos estágios iniciais de deposição de lipídios e proteínas dos 30 aos 40 DAA. Além 

disso, para que o material que chega à semente seja metabolizado, é necessário que o 

meio, onde estão ocorrendo as reações, seja bastante aquoso. Portanto, durante esta fase é 

primordial que haja adequada disponibilidade de água e de nutrientes no solo para que o 

preenchimento das sementes seja satisfatório (THORNE, 1981). 

Segundo Vicente-Carbajosa e Carbonero (2005), muitos estudos feitos com 

maturação de sementes de diversas espécies apontam o ponto de máximo conteúdo de 

matéria seca como o melhor e mais seguro indicativo de que as sementes atingiram a 

maturidade fisiológica. Dessa forma a maturidade fisiológica fica caracterizada como aquele 

ponto após o qual a semente não recebe mais nutrientes da planta mãe, cessando a 

conexão planta-semente. A partir daí, a semente permanece ligada à planta apenas 

fisicamente.  

As análises histoquímicas mostraram que a deposição de lipídios, nas células do 

endosperma de sementes de J. curcas, se inicia aos 30 DAA (Figura 15), entretanto 

Annarao, et. al. (2008), a partir de estudos do perfil de lipídios em sementes de J .curcas em 

diferentes estágios do desenvolvimento, utilizando espectroscopia por ressonância nuclear 

magnética, observaram que a síntese de lipídios em J. curcas já podia ser registrada  

próximo a terceira semana após a fertilização. Tal evento sugere que, devido à 

espectroscopia por ressonância nuclear magnética ser uma ferramenta de análise de maior 

acurácia, quando comparada à análise por histoquímica, lipídios em quantidades bastante 

pequenas, em estágios que antecedem os 30 DAA, podem não ter sido detectados pela 

técnica utilizada no presente trabalho. Não se pode também deixar de levar em 

consideração o fato de que o presente trabalho utilizou apenas o endosperma como tecido 

durante as análises histoquímicas, enquanto Annarao, et. al. (2008) fez uso da semente 

inteira. Segundo Raju e Ezradanam (2002) os estigmas são receptivos após a abertura das 

flores e assim permanece por três dias, esse fato pode interferir na determinação exata da 

idade da semente em determinado estágio do desenvolvimento, podendo, dessa forma, 

ocorrer uma pequena variação na determinação da idade por até três dias, e 
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conseqüentemente, poder ser mais um fator que pode estar atuando na diferença do 

período de início da síntese de lipídios. 

O trabalho de Annarao, et. al. (2008) também mostrou que a concentração de ácidos 

graxos livres apresenta maior percentual de contribuição acerca do total de lipídios nos 

estágios iniciais do desenvolvimento da semente, em seguida, os lipídios na forma de 

triacilglicerol passam a ocupar crescentemente a maior porcentagem nos estágios de 

maturação da semente. 

As análises histoquímicas para proteínas mostraram que o armazenamento de 

proteínas também se inicia aos 30 DAA (Figura 16) e é perceptível que há um aumento 

crescente com o decorrer do desenvolvimento da semente. Estudos a respeito dos produtos 

de acúmulo de reservas e do padrão de expressão gênica realizados por Hills (2004) com 

sementes de Arabidopsis em desenvolvimento, mostraram que os picos de expressão de 

genes que estão envolvidos no metabolismo de carboidratos são os primeiros a serem 

expressos; os que são necessários para a síntese de óleo são expressos posteriormente, e 

por último são expressos os genes relacionados com a produção de corpos protéico e 

oleossomos.  

Imagens obtidas em microscópico de transmissão mostram-se em congruência com 

os dados obtidos pela histoquímica, além de proporcionarem informações adicionais. A 

partir das análises por MET (Figura 17), pode-se observar que as proteínas de reserva 

ficam depositadas em vacúolos modificados denominado de corpos protéicos, assim como 

também pode ser observado por Hills (2004), ao fazer análise por MET de células de 

embriões em desenvolvimento.  

A partir das imagens de MET de sementes em desenvolvimento obtidas no presente 

trabalho, foi possível fazer a visualização de três componentes formando o corpo protéico: a 

massa fundamental, o cristalóide e o globóide, como podem ser visualizados na figura 17C 

e 17D, aos 35DAA e 45 DAA. Segundo Youle e Huang (1976), o corpo protéico possui uma 

matriz protéica amorfa, e em muitas leguminosas, essas organelas também podem possuir 

inclusões de globóides de fitina. Em sementes de mamona, os corpos protéicos possuem 

uma inclusão extra de cristalóides de proteínas em adição aos globóides de fitina 

(hexafosfato de inositol). Nessas sementes a fitina é restrita ao globóide da organela. Os 

cristalóides são compostos por proteínas de reserva do tipo globulina.  

As análises histológicas mostraram que à medida que a semente se desenvolve o 

endosperma vai atingido maiores proporções da semente enquanto o integumento interno 

ao final do desenvolvimento se restringe a uma camada irrisória, como já pode ser 
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percebido na Figura 13 B3.  O mecanismo que pode estar contribuindo para a expansão do 

endosperma durante o desenvolvimento da semente é a morte celular programada que 

ocorre nas células de origem materna: o nucelo e o integumento. Wang e Gilchrist (1996) 

relataram que com a expansão do endosperma celular em sementes de Ricinus em 

desenvolvimento, os núcleos, das camadas de células do nucelo próximas à face em 

expansão do endosperma em desenvolvimento, exibem fragmentação do DNA, sugerindo 

que as células estão sofrendo morte celular programada. Apesar da fragmentação nuclear 

do DNA não ser um critério suficiente que comprove que está havendo morte celular 

programada por apoptose, características morfológicas e ultraestruturais consistentes com a 

progressão da morte celular programada foram verificadas nas células do nucelo 

(GUNAWARDENA et. al., 2001). Essas incluem mudanças na densidade do tonoplasto, 

formação de vesículas no citoplasma, deformação do núcleo e organelas, condensação da 

cromatina nuclear, colapso e condensação do citoplasma, e colapso celular. Vários autores 

(LAM e GREENBERG, 2000; BEWLEY e BLACK, 1994; GREENWOOD e BEWLEY, 1982; 

SIMCOX et. al. 1979; GREENWOOD et.al. 1984; GREENWOOD e BEWLEY, 1985) 

relataram que o processo de morte celular programada tem levado a destruição do nucelo e 

do integumentos durante o desenvolvimento da semente em vários outros sistemas.  

Greenwood et.al. (2005), relataram que as células da primeira camada de células do 

endosperma adjacentes à paredes celulares do apoplasto em colapso apresentam estrutura 

de transferência celular. Essas são caracterizadas por invaginações na parede, que 

aumentam substancialmente a área de superfície da membrana plasmática. Essas 

invaginações são limitadas à parte da parede celular das células do endosperma que fazem 

fronteira com a camada de células em colapso, as outras partes de suas paredes celulares 

são conectadas com as células vizinhas apenas por plasmodesmos, ocorrendo dessa forma 

transporte simplástico dos solutos e nutrientes. Plasmodesmos parece ser a via primária ou 

única de transporte de solutos e nutrientes entre as células em desenvolvimento em 

sementes de Ricinus. 

As células de transferência do endosperma de Ricinus, certamente estão envolvidas 

na captura de catabólitos provenientes do das células mortas do nucelo e dos integumentos 

durante os estágios iniciais do endosperma em expansão (GREENWOOD et.al., 2005).  

Uma extensa vascularização foi observada durante as análises histológicas das 

sementes de J. curcas em desenvolvimento, com entrada a partir do pólo calazal, sendo 

esta também verificada no  óvulo e na semente em desenvolvimento de Ricinus, como relata 

Greenwood e Bewley, (1982), com entrada no pólo calazal  ramificando-se nos tecidos 

maternos para cercar o saco embrionário. Segundo esses autores, a vascularização 
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permanece ativa após a destruição do nucelo e do integumento. Ela fornece os metabólitos 

que permitem um aumento de 25 vezes em relação ao peso seco do endosperma nos 

últimos dois terços do desenvolvimento, após a destruição do nucelo (GREENWOOD et. al., 

1984). 

Como o presente trabalho tem no endosperma seu maior foco, se torna interessante 

fazer algumas considerações a mais sobre o mesmo.   

O desenvolvimento do endosperma se inicia com a fertilização da célula central. No 

endosperma nuclear, os núcleos iniciais do endosperma se dividem repetidamente, sem a 

formação de parede celular, resultando em um endosperma cenocítico, no qual o núcleo se 

distribui pela periferia de uma imensa célula, circundando um vacúolo central. (BOISNARD-

LORIG, et. al., 2001).  

O processo de celularização se inicia no ciclo final da mitose cenocítica, a partir do 

endosperma micropilar, prosseguindo para o endosperma calazal (BROWN et. al., 1999). 

Esse mesmo padrão de celularização pode ser observado durante o desenvolvimento das 

sementes de J. curcas durante os experimentos de histologia (Figuras 11.B2, 12.A2 e 12. 

B1) .  

Durante o processo de desenvolvimento da semente uma série de fatores atua para 

que ele ocorra corretamente e a semente cresça. Segundo Berger et. al. (2006), durante o 

crescimento da semente é necessário que ocorra uma coordenação entre o embrião, o 

endosperma, e os tecidos de origem materna, os integumentos da semente e o nucelo. 

Estudos recentes demonstram que uma ação combinada entre o crescimento do 

endosperma e integumento é essencial para a determinação do tamanho da semente em 

Arabidopsis (GUITTON et. al., 2004). 

Mutações no gene HAIKU (IKU) diminuem o tamanho do endosperma e 

eventualmente o tamanho da semente e do embrião (GARCIA et. al. 2003). Os genes 

HAIKU: IKU2 e MINISEED3 (MINI3) codificam uma quinase repetida rica em leucina e um 

fator de transcrição WRKY, respectivamente (LUO et. al. 2005). Esses genes são expressos 

no endosperma imediatamente após a fertilização. A diminuição no tamanho do endosperma 

em mutantes iku é acompanhada pelo decréscimo no alongamento celular do integumento 

da semente, indicando comunicação entre esses dois componentes distintos geneticamente 

(GARCIA et. al. 2005). Similarmente, a redução no grau de alongamento celular no 

integumento da semente reduz o crescimento do endosperma. Inversamente, aumentando o 

número de células no integumento da semente leva a um aumento simétrico no crescimento 

do endosperma (CANALES et. al. 2002, SCHRUFF et. al. 2006).  
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Em Arabidopsis, o tamanho final da semente é determinado antes de o embrião 

iniciar a maior fase de proliferação celular após o estágio cordiforme. Esses resultados 

mostram a capacidade dos integumentos das sementes em regular o crescimento do 

endosperma por um efeito esporofítico materno. Em espécies de cereais, o embrião 

permanece confinado a um pequeno volume na semente madura e o endosperma estende 

seu desenvolvimento até a maturação da semente e armazenamento das reservas. Dessa 

forma, o modelo de controle de tamanho da semente estabelecido em Arabidopsis é 

provável que seja aplicado aos cereais (BERGER et. al., 2006), bem como à Jatropha 

curcas, como observado no presente trabalho. A natureza do mecanismo de comunicação 

entre endosperma e integumentos permanece desconhecida. Um provável fator poderia ser 

forças biofísicas; o endosperma em crescimento poderia exercer tensões mecânicas nas 

células do integumento (HAUGHN e CHAUDHURY, 2005). 
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4.2. Isolamento de plastídios de sementes em desenvolvimento de pinhão manso 

O processo de isolamento de plastídios ocorreu através de uma série de 

centrifugações, dentre as quais o passo de centrifugação em gradiente descontínuo de PBF-

Percoll, foi fundamental para a obtenção de uma fração rica em plastídios localizada na 

interface das camadas de 35-22% do gradiente de PBF-Percoll (Figura18). 

Durante o processo de isolamento de plastídios três frações foram obtidas 

denominadas de: 

FRAÇÃO I: precipitado obtido após a centrifugação a 200g por 10 minutos, do filtrado do 

homogeneizado (Figura 5 AI); 

 FRAÇÃO II: precipitado obtido após a centrifugação do primeiro sobrenadante: 6000g por 

15 minutos (Figura 5 AII); 

FRAÇÃO III: precipitado obtido após a centrifugação a 1000g por 10 minutos, da fração da 

interface 33-22% do gradiente de PBF-Percoll, diluída em tampão de 

homogeneização (Figura 5 AIII). 

 

Para avaliar o grau de pureza e se ter uma noção da composição em organelas de 

cada fração, as frações I, II e III foram examinadas através da microscopia eletrônica de 

varredura e da microscopia eletrônica de transmissão.  

4.2.1. Análise por microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

O microscópio eletrônico de varredura é capaz de produzir imagens de alta 

resolução, entretanto ele proporciona apenas visualização da superfície de uma amostra. 

Dessa forma, a análise por microscopia de varredura forneceu pouca informação quanto à 

composição em organelas e grau de pureza das frações I, II e III.  

Esta análise mostrou que à medida que ocorre uma nova centrifugação, as frações 

obtidas apresentam um aspecto mais homogêneo. Na fração I foi observada a presença de 

organelas de tamanhos diversificados, bem como de um presumível material celular lisado 

sobre as mesmas, correspondendo possivelmente a restos celulares e fragmentos de 

tecidos. (Figura 19. A1). Na fração II as organelas apresentaram um tamanho mais 

homogêneo. Como ela foi obtida a partir de um sobrenadante, um menor grau de deposição 

de possíveis lisados celulares foi observado (Figura 19. A2). Por fim, a fração III, mostrou-

se com o aspecto mais homogêneo com relação à forma e tamanho das estruturas 

observadas (Figura 19. A3).  
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Figura 18: Fração enriquecida em plastídios obtida através centrifugação de uma fração 

enriquecida em organelas em um gradiente descontínuo de PBF-Percoll. A seta indica a 

fração enriquecida em plastídios na interface entre as camadas 35 e 22% de PBF- Percoll  
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4.2.2. Análise por microscopia eletrônica de transmissão (MET) 

O microscópio eletrônico de transmissão é utilizado para a observação de cortes 

ultrafinos. Os cortes ultrafinos permitem que diversas camadas da amostra sejam 

visualizadas, permitindo a análise da fase interna de estruturas. No caso da análise de um 

tecido, por exemplo, esses cortes proporcionarão a visualização das células bem como das 

organelas que fazem parte das mesmas.  

A microscopia eletrônica de transmissão (MET) permitiu, dessa forma, uma análise 

da fase interna das estruturas presentes na fração I, II e III, possibilitando uma investigação 

mais acurada dessas três frações.  

A análise por MET da fração I (Figura 19. B1) proporcionou a visualização de uma 

grande quantidade de corpos protéicos e oleossomos, como também de uma variedade de 

outros componentes como restos celulares e fragmentos do endosperma, muitos deles 

aparentemente com ruptura de membrana. Na análise por MET da fração II foi possível 

observar a presença de várias organelas diferentes, algumas delas danificadas. 

Oleossomos, plastídios e mitocôndrias foram possíveis de serem identificados, contudo, não 

foi observada a presença de corpos protéicos. Essa fração foi então denominada de fração 

enriquecida de organelas (Figura 19. B2).  

Na análise por MET da fração III foi possível observar, de forma mais nítida, que a 

fração localizada da interface das camadas de 35 e 22% do gradiente de PBF-Percoll é 

composta na sua maioria por único tipo de organela, apresentando um alto padrão de 

homogeneidade. Segundo Miernyk et. al. (1989) os leucoplastos in situ são tipicamente 

ovóides, entretanto quando isolados sob condições isosmótica apresentam forma esférica 

com uma matriz granular uniforme, poucos plastoglobulos e sem membrana elaborada no 

estroma, ou seja, sem tilacóides, tais características se assemelham às observadas nessa 

fração (Figura 19. B3). Os plastídios observados na fração III apresentaram tamanhos 

variados, intactos na sua maioria. Essa fração foi, dessa forma, denominada de fração 

enriquecida de plastídios. Muito embora outras organelas como mitocôndrias tenham sido 

observadas, mesmo que em quantidade bem menor. 
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Figura 19: Microscopia eletrônica de varredura (MEV) e de transmissão (MET) das frações I, II e III. A. MEV das frações I, II e III. B. MET das 

frações I, II e III. Barra de 5µm em A e 2µm em B. 
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Embora trabalhos empregando gradiente de sacarose e de Nicodenz por Balmer et. 

al., 2006, sejam utilizados para obtenção de fração enriquecida de plastídios, Miflin e 

Beevers (1974) se mostraram insatisfeitos com os resultados obtidos ao fazer uso desta 

metodologia. Segundo os autores a mudança brusca das concentrações de sacarose levou 

à ruptura de uma quantidade considerável dos plastídios.  

A utilização de gradiente descontínuo de Percoll é descrita na literatura como um 

método importante no isolamento de plastídios, essa técnica mostrou ser eficiente na 

separação dos leucoplastos, das frações citosólicas mitocondrial e peroxissomal, por Gupta 

e Singh (1996), Smith et. al. (1992), Negm et. al. (1995), Shearer et. al. (2004), Primavesi et. 

al. (2008) e Jain et. al. (2008). 

O protocolo de isolamento de leucoplasto utilizado no presente trabalho baseou-se 

no proposto por Boyle et. al. (1986), com algumas modificações, e, assim como os acima 

relacionados, utiliza gradiente descontínuo de Percoll. Este protocolo mostrou-se eficiente 

na obtenção de uma fração enriquecida de leucoplastos, como mostrado nos resultados 

obtidos por MET (Figura 17. B). Muito embora os resultados obtidos através das análises de 

microscopia eletrônica indicar que a fração III é composta predominantemente de plastídios, 

outros parâmetros, tais como ensaios enzimáticos específicos para organelas individuais, 

deverão ser utilizados para aferir a homogeneidade desta fração. 

As análises por microscopia eletrônica de varredura e transmissão forneceram 

indícios que a fração II é enriquecida com organelas tais como mitocôndrias, plastídios e 

oleossomos. As mesmas análises mostraram que a fração III é composta 

predominantemente de plastídios.  Nós decidimos assim estabelecer mapas bidimensionais 

das proteínas presentes em ambas as frações.  

 

4.3. Estabelecimento de mapas bidimensionais  

Após um melhor conhecimento, sobre o grau de pureza das frações I, II e III, 

proporcionado pelas imagens obtidas por microscopia eletrônica de varredura e de 

transmissão, mapas bidimensionais da fração II (fração enriquecida em organelas) e da 

fração III (fração enriquecida em plastídios) foram estabelecidos. 

4.3.1. Fração rica em organelas (Fração II) 

O método de extração de proteínas utilizado para a extração de proteínas das 

frações II e III foi o mesmo descrito por Vasconcelos et. al., 2005, e a dosagem de proteínas 

foi realizada de acordo com o método de Bradford (1976). Constatou-se através da 
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dosagem que a partir de 1g de endosperma (massa fresca), obtém - se 0,54 mg de proteína, 

da extração da fração enriquecida de organelas, e 25,2 µg, de proteína, da extração da 

fração enriquecida de plastídios.  

Nos géis da fração enriquecida de organelas foram aplicados 500 µg de proteína, 

utilizando tiras de IPG com pI na faixa de 3-10 . (Figura 20. A).  Visto que foi observada 

uma grande quantidade de “spots” concentrados na região compreendida na faixa de pI de 

4-7, um novo mapa, utilizando-se tira de IPG com  pI na faixa de 4-7 ,foi estabelecido 

(Figura 20. B).  

Após a obtenção dos mapas bidimensionais, procedeu-se com a análise dos géis 

utilizando o programa ImageMaster 2D Platinum. O programa detectou 353 “spots” no gel 

proveniente da separação das proteínas na faixa de pI de 3-10, e 455 no gel proveniente da 

separação das proteínas na faixa de pI de  4-7. Os “spots” detectados apresentaram uma 

variação de massa molecular de 11-85 KDa, sendo a maioria com massa molecular maior 

que 20 KDa.  Entretanto, a maioria dos “spots” mais abundantes apresentaram massa 

molecular menor que 30 KDa.  

Os parâmetros utilizados para detecção dos spots pelo programa foram feitos em 

cima do ajuste dos valores de “Smooth”, “Saliency” e “Min Area”.  O “Smooth” fixa o número 

de vezes que o ImageMaster irá suavizar a imagem antes da detecção de “spots”, ele deve 

ser otimizado para detecção de todos os “spots” reais e dividir o maior número possível de 

“spots” sobrepostos, sem se preocupar com manchas de ruído, que podem ser filtrados com 

os parâmetros “Saliency” e “Min Area”. O parâmetro de “Saliency” é uma medida baseada 

na curvatura do “spot”. Ela indica o quanto um ponto se destaca em relação ao gel. 

Manchas reais de saliência geralmente têm valores elevados, enquanto artefatos e ruídos 

de fundo têm pequenas saliências. Ela é bastante eficiente na filtragem de spots. Depois de 

definido um valor de saliência adequado para filtrar todos os pontos de ruído, deve-se ainda 

livrar-se de artefatos como partículas de poeira, que consistem em alguns pixels muito 

escuros, usando o parâmetro “Min Area”, o qual elimina manchas que têm uma área menor 

do que o limite especificado (expressa em número de pixels). Os valores desses parâmetros 

que melhor se ajustaram para ambos os géis, foi de 2 para Smooth, 35.0000 para Saliência 

e 13 para Min Area. 
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Figura 20: Mapas bidimensionais da fração enriquecida de organelas. Durante a primeira dimensão as proteínas foram separadas utilizando tira 

de IPG com pH na faixa de 3-10 (A) e na faixa de 4-7 (B). Aos géis foram aplicados 500µg de proteínas. Os géis, após a segunda dimensão, foram 

corados com Coomassie Phast Gel Blue R-350. 
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Dos 353 “spots” detectados no gel proveniente da corrida com tira de IPG com pH na 

faixa de 3-10, 241 se concentravam na faixa de pH 4-7 (Figura 21.A). Após a corrida com 

tira de IPG com pH na faixa de 4-7 foi possível detectar um aumento considerável na 

quantidade de “spots” detectados, passando de 241 para 455, acréscimo de 88,79% (Figura 

21.B).  

 A partir dos géis obtidos da fração enriquecida de organelas, um total de 567 “spots” 

poderão ser excisados e digeridos para posterior análise por espectrometria de massa. 

Desses, 112 “spots” presentes no mapa bidimensional com tira de IPG com pH na faixa de 

3-10 (excluindo os spots localizados na faixa de pH de 4-7) (Figura 21.A) e 445 presentes 

no mapa bidimensional com tira de IPG com pH na faixa de 4-7 (Figura 21.B) Tal fato 

mostra a importância de se ter utilizado tiras de IPG com pH na faixa de 4-7, o que 

possibilitará uma maior quantidade de proteínas identificadas por espectrometria de massa. 

Os mapas bidimensionais obtidos da fração enriquecida de organelas poderão 

fornecer informações importantes. Fazendo uso da espectrometria de massa para 

identificação das proteínas presentes nessa fração, pode-se verificar se nessa amostra 

estão presentes proteínas plastidiais. Em caso de muitas destas proteínas serem 

identificadas nesta fração, pode-se inferir que uma grande quantidade de plastídios não 

intactos podem estar se sedimentando juntamente com as outras organelas que formam a 

fração enriquecida de organelas. Nesse caso, fazer alterações nos parâmetros utilizados, 

para a obtenção de um protocolo mais eficiente, em que os plastídios presentes em uma 

amostra estejam intactos e concentrados na fração enriquecida de plastídios, será 

conveniente. 
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Figura 21: Mapas bidimensionais da fração enriquecida de organelas. Durante a primeira dimensão as proteínas foram separadas utilizando tira 

de IPG com pH na faixa de 3-10 (A) e na faixa de 4-7 (B). Aos géis foram aplicados 500µg de proteínas. Os géis, após a segunda dimensão, foram 

corados com Coomassie Phast Gel Blue R-350. Em A, a região amarela corresponde à faixa de pH de 4-7, na qual pode ser observada uma grande 

quantidade de “spots” (241 “spots”) concentrados nessa região. Os spots que se localizam nessa faixa de pH puderam ser detectados de forma mais 

eficiente quando se utilizou tira de IPG com pH na faixa de 4-7.  As marcações em vermelho correspondem ao total de spots, 112 “spots” em A e 455 

“spots” em B. 
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4.3.2. Fração rica em plastídios (Fração III) 

Três mapas bidimensionais, gel A, B e C, (Figura 22) utilizando tiras de IPG com pI 

na faixa de 4 a 7,  foram obtidos a partir da fração enriquecida de plastídios. O gel A foi 

selecionado como gel de referência, nele foram aplicados 400µg de proteína (Figura 22.A) 

A análise a respeito das semelhanças entre o gel de referência e os géis B e C foi 

realizada utilizando-se o ícone “scatter plot” do programa ImageMaster 2D Platinum, o qual 

proporciona informações sobre o grau de similaridade entre os géis, a partir do coeficiente 

de correlação (Corr). Este coeficiente pode variar de 1 a -1, em que um valor próximo a 1 

indica um bom ajuste entre os géis. A análise do grau de similaridade entre o gel de 

referência e o gel B, apresentou um coeficiente de correlação de 0,972, enquanto entre o gel 

de referência e o gel C, foi de 0,717. Apesar das concentrações de proteínas aplicadas aos 

géis não terem sido as mesmas, devido à limitação na obtenção de maiores quantidades de 

proteína durante o processo de isolamento da fração enriquecida de plastídios, os valores 

mostram-se próximos a 1, sendo um indicativo de que os géis obtidos são reprodutíveis. 

Após a separação das proteínas presentes na fração enriquecida de plastídios por 

eletroforese bidimensional, foram detectados, pelo programa ImageMaster 2D Platinum, 833 

“spots” no mapa de referência Os parâmetros utilizados para detecção dos spots pelo 

programa foram feitos em cima do ajuste dos valores de “Smooth”, “Saliency” e “Min Area”. 

Os valores desses parâmetros, que melhor se ajustaram aos géis, foi de 2 para Smooth, 

35.0000 para Saliência e 13 para Min Area. 

As análises iniciais dos géis obtidos a partir da fração enriquecida de plastídios 

mostraram que na faixa de pH de 4 a 7, a distribuição dos “spots” se deu de forma bastante 

uniforme, com baixa sobreposição observada entre os mesmos. Os “spots” apresentam-se 

bem definidos, sem “arrastados”, isso possivelmente ocorreu devido ao decréscimo de 

interferentes que foram progressivamente sendo retirados durante a série de centrifugações 

necessárias para a obtenção da fração enriquecida de plastídios. 

Apesar de os spots apresentarem-se bem distribuídos nessa faixa de pH, observa-se 

que a região mais próxima ao pH 7 apresenta uma densidade de spots levemente maior que 

a mais próxima ao pH 4. Dessa forma, análises adicionais com tira de IPG de pH de 6-11, 

poderão proporcionar a detecção de um número maior de spots.  
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Figura 22: Mapas bidimensionais da fração enriquecida de plastídios. Três mapas bidimensionais, gel A, B e C, utilizando tiras de IPG com pH 

na faixa de 4 a 7 para fazer a separação protéica durante a primeira dimensão,  foram obtidos a partir da fração enriquecida de plastídios. Os géis, 

após a segunda dimensão, foram corados com Coomassie Phast Gel Blue R-350. O gel A foi selecionado como gel de referência, ao qual foram 

aplicados 400 µg de proteína. 
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A análise do gel de referência da fração enriquecida de plastídios, utilizando o 

programa ImageMaster 2D Platinum, mostra que os “spots” detectados apresentaram uma 

variação de massa molecular de 10-90 KDa e que a quantidade de spots detectada nesta 

833  foi quase o dobro (1,8x a mais) da detectada na fração enriquecida de organelas 455, 

(quando os géis com tira de IPG de pH na mesma faixa são comparados) . Esta análise 

também mostrou um predomínio de “spots” detectados em baixa abundância, a maioria 

deles com massa molecular acima de 25 KDa (Figura 23.A).A análise quanto ao volume 

relativo que o spot ocupa no gel, mostrou que somente 17 dos “spots” que formam o gel de 

referência apresentam volume relativo maior que hum, 5 destes possuindo intensidade 

relativa também maior que 1 (Figura 23.B e Tabela 3). Estes “spots” mais abundantes ficam 

localizados na região mais próxima ao pH 7 e a maioria apresenta massa molecular menor 

que 30.  
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Figura 23: Mapa bidimensional de referência da fração enriquecida de plastídios.  (A) Gel de referência obtido da fração enriquecida de 

plastídios utilizando tira de IPG com pH na faixa de 4 a 7. Ele apresenta um predomínio de “spots” em baixa abundância, a maioria deles com massa 

molécula acima de 25 KDa. (B) Somente 17 dos “spots” que formam o gel de referência (833 “spots”) apresentam volume relativo maior que um 

(marcação em vermelho e azul), 5 destes possuindo intensidade relativa também maior que 1 (marcado em azul). Estes “spots” mais abundantes 

ficam localizados na região mais próxima ao pH 7 e a maioria apresenta massa molecular menor que 30.  
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Tabela 3: “Spots” mais abundantes detectados no gel de referência obtido da fração enriquecida de plastídios utilizando tira de IPG com 

pH na faixa de 4 a 7. Somente 17 dos “spots” que formam o gel de referência apresentam volume relativo maior que um, 5 destes possuindo 

intensidade relativa também maior que 1 (linhas marcadas de cor marrom).  
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Após futura identificação das proteínas por espectrometria de massa uma melhor 

análise sobre as proteínas, poderá ser feita utilizando informações conjuntas obtidas a partir 

do programa ImageMaster 2D Platinum, uma vez que este é capaz, por exemplo de calcular 

a quantidade relativa de proteína presente em cada “spot”, a partir da análise de 

intensidade, volume e área de cada um. Essa quantificação possibilitará, dessa forma, uma 

melhor definição acerca da variação do padrão da expressão  

O isolamento da fração enriquecida de plastídios, com posterior extração e 

separação das proteínas por eletroforese bidimensional é uma estratégia bastante 

apropriada para aquisição de um maior conhecimento sobre o padrão de expressão protéica 

como também para fornecer maiores indícios a respeito da eficiência do protocolo para a 

obtenção da fração enriquecida de plastídios, quando aliada à espectrometria de massa 
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5. CONCLUSÃO E PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

O presente trabalho almeja identificar as proteínas envolvidas na síntese de ácidos 

graxos e de ésteres de forbol, a qual ocorre nos plastídios.  

De acordo com os resultados obtidos durante a caracterização morfológica, 

histológica e histoquímica, o estágio do desenvolvimento da semente escolhido para 

realização do isolamento de plastídios, foi aquele que apresentou as características 

descritas para sementes com 30 DAA.  

Os resultados mostraram que o armazenamento de lipídios nas sementes de J. 

curcas se inicia a partir de 30 DAA, estágio no qual o endosperma já está bem diferenciado 

e fácil de ser isolado do restante da semente para posterior isolamento de plastídios. 

 Sementes com características morfológicas semelhantes às observadas com 

25DAA, estágio que antecede imediatamente a deposição de lipídios, poderão ser utilizadas 

para estudos posteriores sobre as proteínas de interesse acima citadas. No presente 

trabalho não foi observada a deposição lipídios nesse estágio, entretanto Annarao, et. al. 

(2008) os detectou em estágios anteriores a 30 DAA, sugerindo que aos 25 DAA pode estar 

ocorrendo síntese de ácidos graxos que servirão de precursores para a formação de 

triacilgliceróis.  Nesse estágio o endosperma já pode ser bem percebido e possível de ser 

isolado do restante da semente. 

Os resultados obtidos a partir da caracterização morfológica, histológica, 

histoquímica e ultraestrutural, fornecem informações importantes acerca da escolha do 

melhor estágio do desenvolvimento da semente (30 DAA) a ser utilizado no presente 

trabalho, bem como para outros fins.  

Também é importante ressaltar que, em condições de campo, a evolução de 

determinadas características não é fácil de ser monitorada e a fixação de uma data ou 

época para a ocorrência da maturidade fisiológica, em função de eventos como semeadura, 

florescimento e frutificação, pode apresentar diferenças para uma mesma espécie e cultivar 

em função das condições de clima, estado nutricional das plantas, dentre outros fatores. 

Portanto, torna-se necessário conhecer outros parâmetros que permitam detectar a 

maturidade fisiológica, correlacionando-a com características morfológicas da planta, dos 

frutos e/ou sementes. Tal fato destaca, mais uma vez, a importância da caracterização 

morfológica da semente em desenvolvimento de J. curcas, bem como em uma variedade de 

aspectos, realizadas no presente trabalho. 
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 As imagens obtidas por microscopia eletrônica sugerem que a camada localizada na 

interface 35-22% do gradiente descontínuo de PBF-Percoll é enriquecida de plastídios. Os 

mapas bidimensionais obtidos da fração enriquecida de organelas e de plastídios deverão 

ter seus “spots” excisados e identificados por espectrometria de massa, para fornecer um 

melhor conhecimento a respeito das proteínas presentes nessas amostras, bem como do 

padrão de expressão das mesmas. 

Estratégias estão sendo desenvolvidas para remoção e degradação dos ésteres de 

forbol, (MAKKAR et. al., 2009), entretanto estas não são atrativas economicamente. Seria, 

portanto, interessante a realização de estudos direcionados para o desenvolvimento de 

plantas de J. curcas geneticamente modificadas, para que as mesmas passem a apresentar 

maior padrão de qualidade com relação à síntese de ácidos graxos e diminuição dos níveis 

de ésteres de forbol. Nesse contexto, estratégia de silenciamento gênico poderá ser 

utilizada para impedir a expressão de um determinado gene relacionado à via de síntese 

dos diterpenos, sendo os ésteres de forbol um deles. 

Deve-se levar em consideração que enzimas envolvidas na via de síntese dos 

ésteres de forbol, também podem ser fundamentais para a via de síntese de outros 

compostos, possivelmente essenciais para a planta. Dessa forma, um estudo a respeito 

dessas enzimas deve ser criterioso para que a escolha do gene a ser silenciado não 

impossibilite o funcionamento de outras vias. 

 A técnica de silenciamento gênico também poderá ser utilizada para inativar genes 

relacionados com a produção de ácidos graxos que não apresentam características 

apropriadas para a produção de biodiesel e que diminuem a eficiência da obtenção de óleo 

de qualidade desejável. 

A identificação das proteínas detectadas nos géis bidimensionais da fração 

enriquecida de plastídios, com análise da variação do padrão de expressão da mesma, 

fornecerá suporte para os estudos mencionados acima. O desenvolvimento de pesquisas 

voltadas para o melhoramento genético do pinhão manso, que viabilize a obtenção de óleo 

de melhor qualidade nas suas sementes, e que possibilite a produção de sementes não 

tóxicas, livres de ésteres de forbol, para que as mesmas possam ser utilizadas como fonte 

de alimento, poderá ser uma via para o progresso dessa cultura, que assim como a 

mamona, torne-se uma grande cultura com aplicação industrial. 
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