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RESUMO

O pinhdo manso (Jatropha curcas L.), pertencente a familia Euphorbiaceae, é uma
planta oleaginosa com grande potencial para a producdo de biocombustivel devido a
riqueza de lipidios em suas sementes. Ele também apresenta toxicidade devido a
presenca de ésteres de forbol. Nesse contexto, o objetivo deste estudo é realizar o
isolamento de plastidios, local de sintese de acidos graxos e de ésteres de forbol,
presentes no endosperma de sementes em desenvolvimento de J. curcas.
Experimentos preliminares através de analises morfolégica, histolégica e histoquimica
foram realizados para determinacéo do estagio do desenvolvimento da semente mais
adequado para o isolamento de plastidios presentes no endosperma. Estas analises
revelaram que a deposi¢do de lipidios e proteinas no endosperma se inicia por volta
do 30° DAA. O isolamento de plastidios, do endosperma de sementes nesse estagio
foi realizado por centrifugagdo em gradiente descontinuo de PBF-Percoll (10%, 22%,
35%). A fragdo enriquecida de plastidios foi obtida a partir da banda formada na
interface da camada de 22-35%. Analises por microscopia eletrénica de varredura e de
transmissao foram realizadas para confirmar a eficiéncia do protocolo empregado na
purificagdo dos plastidios. Mapas bidimensionais foram estabelecidos, os “spots”
detectados nos mesmos serdo identificados por espectrometria de massa, o0 que
possibilitard a identificacdo das proteinas plastidiais envolvidas na sintese dos &acidos

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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Isolamento de plastidios de endosperma de sementes em desenvol... Introducéo

1. INTRODUCAO
1.1. O Pinh&do manso

O pinhdo manso (Jatropha curcas L.) pertence a familia Euphorbiaceae, subfamilia
Crotonideae e género Jatropha, o qual inclui cerca de 175 espécies, dentre as quais ocorre
uma variagao significativa quanto a resposta as pragas, perfil de acidos graxos, padrédo de
inflorescéncia e infrutescéncia (LAKSHMINARAYANA e SUJATHA, 2001).

Segundo Openshaw (2000), o pinhdo manso, € uma planta nativa da América, mas
atualmente também é encontrada em paises da Africa e Asia. Ele pode ser cultivado em
areas de solos pouco férteis e de clima desfavoravel a maioria das culturas alimentares
tradicionais, como por exemplo, no semi-arido nordestino, pois essa espécie € bastante
resistente a seca. (FRANCIS, 2005). Por ser perene, também contribui para a conservacao
do solo e reduz o custo de producgédo, fator importante para sua viabilidade econémica,

especialmente na agricultura familiar.

O pinh&o manso é uma planta de porte médio, o que facilita a colheita das sementes.
Entretanto, em condi¢Ges ideais, poder atingir mais de 3 metros de altura (MELO et. al.
2006). Seus frutos sdo capsulas que contém em seu interior as sementes. As sementes séo
escuras quando maduras, dentro das quais se encontra uma améndoa branca. As sementes
secas medem de 1,5 a 2 cm de comprimento, variando de acordo com as condi¢bes de
cultivo, e apresentam consideravel contetdo de 6leo (MELO et. al., 2006). A Figura 1 mostra

aspectos morfolégicos gerais do pinhdo manso.

Algumas variedades de pinhdo manso foram obtidas através de selecdes feitas em
populagBes naturais. A variedade de Cabo Verde tem se dispersado por todo o mundo, a de
Nicaragua produz poucos frutos, entretanto eles sdo largos resultando em uma
produtividade equivalente as outras variedades (HENNING, 2006). No México existe uma
variedade que parece ser menos téxica que as demais, pois apresenta menores niveis de
ésteres de forbol (MAKKAR e BECKER, 1997)
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Isolamento de plastidios de endosperma de sementes em desenvol... Introducéo

FONTE: www.es.gov.br.

Figura 1: Aspectos morfologicos gerais do pinhdo 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. inflorescéncia.
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Isolamento de plastidios de endosperma de sementes em desenvol... Introducéo

Em varias partes do mundo representantes do género Jatropha vém sendo utilizados
para a recuperacdo de areas em processo de desertificacdo e de terras improdutivas, ja 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 pinhdo manso pode apresentar utilidade em diversos aspectos. A torta (residuos
da extracdo do 6leo) da semente pode ser utilizada como fonte de nutrientes para plantas, ja
gque sao ricas em nitrogénio (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
inflamacdo e sangramento gengival, o extrato vegetal no tratamento de alergias,
gueimaduras e cicatrizacdo. Ainda relacionado com propriedades medicinais, compostos
como a curcaciclina A, com atividade antitumoral foi encontrada nessa planta (VAN DEN
BERG et. al.,, 1995). Substéncias como os ésteres de forbol, que sdo toxicos para 0s
humanos, foram isoladas e apresentaram propriedade moluscicida, inseticida e fungicida
(SOLSOLOY e SOLSOLOY, 1997)

Além dessas propriedades, o pinhdo manso é uma oleaginosa que pode ser utilizada
para a produgdo de biodiesel. Melo et. al. (2006), realizaram estudos do potencial do uso do
pinhdo manso para a producdo do biodiesel e mostraram que as propriedades
fluidodinamicas do biodiesel de pinhdo manso, massa especifica e viscosidade, atendem as
especificagbes da Portaria ANP n®310/2001 (Petrodiesel- 6leo diesel mineral); o ponto de
fulgor, parédmetro importante para a seguranga durante o manuseio do combustivel,
apresentou valor dentro das especificacdes da Portaria ANP n® 42/2004 (B100-biodiesel

puro).

Estudos sobre fontes renovaveis de energia vém se intensificando nos ultimos anos
com o objetivo de se obter alternativas que minimizem problemas como a escassez e a alta
no precgo do petréleo, e que proporcionem menor agressdo ambiental. Dentre essas fontes o
biodiesel pode ser importante também para reduzir a importacdo de 6leo diesel, podendo

ser promissor para o desenvolvimento econémico.

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

consideracdes sobre a importancia dos lipidios se tornam necessario.
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1.2. Lipidios

Os lipidios apresentam importantes funcdes biolégicas para as plantas. Gorduras e
6leos séo formas importantes de armazenamento de carbono reduzido em muitas sementes
e sdo compostos capazes de produzir grande quantidade de energia. (SLABAS e
FAWCETT, 1992).

Além dos lipidios de reserva, sdo também importantes os fosfolipidios polares,
constituintes essenciais do sistema de membranas celulares e de organelas. A organizacao
das membranas afeta diretamente a normalidade dos processos fisiol6gicos em sementes,
como a germinacao, a dorméncia, a manifestacdo do vigor, a tolerancia a dessecacéo e o

condicionamento fisiol6gico (NERY, 2006).

Outros lipidios como as ceras, que constituem a cuticula reduzem a perda de agua
de tecidos expostos e dificultam a invaséo de patdgenos, proporcionando protecdo a planta;
os terpendides (isoprendides) incluem os carotendides que estdo envolvidos na fotossintese
e 0s esterbis 0s quais estdo presentes em muitas membranas vegetais, também

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

Além de desempenhar papeis bioldgicos importantes, o 6leo produzido por uma
variedade de oleaginosas, como a soja, o babagu, o girassol, a canola, o amendoim, a
mamona e o pinhdo manso, vem despertando interesse econdmico para a sociedade, na
medida em que o0 mesmo vem sendo vinculado a producéo de biodiesel (SUBRAMANIAN et.
al., 2005).

Em se tratando do semi - arido do Nordeste brasileiro a producdo de biodiesel a
partir do 6leo de mamona vem recebendo grande destaque. Contudo, outras oleaginosas
adaptadas ao clima desfavoravel dessa regido, como a oiticica e o pinhdo manso, objeto de

estudo desse trabalho, merecem estudos mais aprofundados.

Em sementes de pinh&o manso, o embrido fica embebido no endosperma, o qual,
segundo Yang (2009), constitui mais de 90% do peso total da semente, e 60% do
endosperma é constituido de 6leo, o qual pode ser consumido gradualmente durante os

estagios iniciais do desenvolvimento da plantula.

1.2.1.Armazenamento de lipidios nas sementes

Os lipidios geralmente sé@o estocados na forma de triacilglecerdis, trés acidos graxos

esterificados ao glicerol. Eles fornecem energia e armazenamento de carbono, sendo a
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principal forma de lipidios presente nas sementes, fruto e gréos de pélen. (BUCHANAN et.
al, 2000). Essa forma de lipidio fica armazenada dentro de estruturas denominadas de
corpos lipidicos ou oleossomos. A estrutura da membrana dos oleossomos, formada apenas
por uma camada de fosfolipidios, resulta do padréo de biossintese dos triacilglicerois, a qual
€ completada por enzimas localizadas na membrana do reticulo endoplasmatico. A
bicamada da membrana do reticulo endoplasmaético se intumesce e se separa a medida que
mais triacilglicerdis sao adicionados a estrutura em crescimento. Por fim um corpo lipidico

maduro desprende-se do reticulo endoplasmatico (MURPHY, 2001).

O oleossomo é estabilizado por proteinas especificas com peso molecular de 15-24
kDa, denominadas de oleosinas. Estas estdo presentes na membrana fosfolipidica de
camada Unica, evitam a fusdo entre membranas de oleossomos adjacentes e previne a

coalescéncia dessa organela durante a dessecacdo da semente (SILOTO et. al., 2006)

Os copos lipidicos podem ser encontrados em diversos tecidos da semente como nos
cotilédones e eixo embrionéario, no escutelo ou na camada de aleurona. Nas sementes de
mamona, como também de pinhdo manso, os oleossomos se acumulam principalmente nas
células do endosperma (HUANG, 1992).

1.2.2. Composicao de acidos graxos na producdao de 6leo

A sintese de acidos graxos nos vegetais ocorre nos plastidios. Sdo nessas organelas
onde ocorre a maioria das atividades biossintéticas. Os leucoplastos de sementes
oleaginosas em desenvolvimento ndo séo fotossintéticos, eles, portanto, tém que importar
moléculas do citosol para gerar precursores para biossintese dos acidos graxos, sendo o
ATP, NADH, NADPH e o acetil — CoA seus precursores diretos. Nos leucoplastos de
endosperma de mamona o substrato mais utilizado na biossintese de acidos graxos é o
malato, pois seus leucoplastos contém a enzima malica dependente de NADP, que pode
funcionar tanto no fornecimento de carbono como de NADPH para a biossintese dos acidos
graxos. Essa enzima por conferir a mamona a capacidade de gerar piruvato e NADPH
dentro do leucoplasto, pode estar envolvida com a capacidade excepcional de sintese e

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

A composicdo de &cidos graxos do 6leo determina as suas propriedades e sua
utilidade. A maioria das plantas produz apenas um pequeno nimero de acidos graxos com
16 ou 18 carbonos de comprimento, com zero a trés duplas ligagbes em posicdes
especificas. Estes sdo muitas vezes referidos como os acidos graxos "comuns” e eles sé&o

os acidos graxos predominantes de Oleos vegetais comerciais (Tabela 1), como da soja
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(Glycine max L., Fabaceae), dendé (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 &cidos graxos "incomuns"
€ sintetizado, muitos dos quais seriam matérias-primas industriais valiosas se disponiveis
em quantidades suficientes. Esses acidos graxos diferem dos acidos graxos comuns em
aspectos como o comprimento da cadeia, grau de insaturacdo e posicado de dupla ligagéo,
ou pela presenca de fungbes quimicas, tais como hidroxila, grupos acetilénicos e
halogénicos (BADAMI e PATIL, 1981). Embora estes &cidos graxos possam estar presentes
em niveis elevados em Oleos de sementes, eles sdo geralmente encontrados somente em
um pequeno numero de espécies de plantas, a maioria das quais ndo tem caracteristicas
agrondémicas adequadas a producdo comercial, sendo a mamona uma excec¢ao, pois produz
acido ricinoléico, acido graxo incomum, em altos niveis e apresenta caracteristicas que
possibilitam sua aplicagdo comercial, sendo matéria prima para a producdo de biodiesel e

lubrificante.

Desde o desenvolvimento das técnicas de biologia molecular, um esforco
consideravel tem sido dirigido para identificacdo dos genes que codificam enzimas

responsaveis pela sintese de acidos graxos.

Técnicas como RNA de interferéncia (WANG e WATERHOUSE, 2002) podem ser
aplicadas para silenciar genes especificos em uma planta. A aplicacdo dessa técnica pode
ser utilizada para melhorar caracteristicas especificas, tais como a composi¢do dos acidos
graxos, ou para reduzir o teor de componentes indesejaveis das sementes, como a ricina

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

A presenca de niveis relativamente baixos (10% a 15%) de acido ricinoléico (12-
hidroxi acido oléico), em um 6leo vegetal rico em acido oléico, por exemplo, proporcionou
uma melhora significativa na caracteristica do 6leo em aplicagcbes de lubrificantes
(GRUSHCOW e SMITH, 2006). J& foi demonstrado que esses niveis podem ser alcancados
pela transformacdo 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. Composicdo de acidos graxos (%) nas principais oleaginosas comercias (SMITH,
2007).

Palma Palma

Acido graxo Soja {mesocarpo) {amendoa) Canola Girassol
Laurico {12:0) 45
Miristico{14:0) 18
Palmitico {16:0) 9 48 9 4 7
Estearico {18:0) 4 4 3 2 5
Olslico (18:1) 24 36 15 60 19
Linoléico (18:2) 54 10 8 20 68
Linolénico (18:3) 8 1 1
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Um progresso consideravel ocorreu nos Ultimos anos para aumentar a
homogeneidade dos acidos graxos que naturalmente existem nas principais culturas. Um
bom exemplo é o aumento do conteddo de &cido oléico (18:1) alcancado através do
melhoramento genético de canola (Brassica napus), soja (Glycine Max), girassol (Helianthus
annuus, Asteraceae), cartamo (Carthamus tinctorius L., Asteraceae) e amendoim (Arachis
hypogaea L., Fabaceae) gerando cultivares contendo esse acido graxo na faixa de 80% a
90% (DREXLER et. al., 2003). Niveis semelhantes foram obtidos na canola, soja e algodao
por engenharia genética (KINNEY, 1996; STOUTJESDIJK et. al., 2000; LIU et. al., 2002).

A composicdo dos principais acidos graxos do 6leo de pinhdo manso esta
apresentada na Tabela 2. O seu 6leo atende aos requisitos necessarios para producédo de
combustivel. Ele contém mais de 75% de acidos graxos insaturados. A composicdo de
acidos graxos do 6leo de J. curcas apresenta um predominio de acido oléico (C18: 1)
seguido de &cido linoléico (C18: 2). Além do genotipo, a composicao de acidos graxos do
Oleo é influenciada pelo estadio de maturacao dos frutos no momento da coleta (ACHTENA
et. al., 2008).

A composicéo de &cidos graxos pode ser alterada, até certo ponto, através de hibridagdo. No entanto, uma
abordagem mais especifica seria a de silenciar os genes delta-9 ou delta-12 desaturase para o acimulo dos
acidos estearico 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 producéo de biodiesel.

A partir do exposto acima, tem-se que a composi¢do dos acidos graxos do Oleo é
fundamental para determinar suas propriedades. Técnica de silenciamento génico pode ser
aplicada para a obtengéo de 6leo de melhor qualidade, voltado para produgéo de biodiesel.
Essa técnica pode ser bastante (til no contexto do 6leo de sementes de pinhdo manso, o
qgual, apesar de apresentar propriedades adequadas para a producdo de biodiesel, pode

passar a ter um rendimento produtivo de 6leo ainda melhor.
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Tabela 2: Composicdo de &cidos graxos (%) em pinhdo manso (ACHTENA et. al., 2008).

Acido graxo Pinhido manso
Palmitico {16:0) —_—
Estearico (18:0) -

Oleico {18:1) 42,02
Linoléico {18:2) A5E
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1.3. Toxicidade da semente

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

compostos toxicos: curcina e ésteres de forbol. Tais compostos serdo descritos a seguir.
1.3.1. Curcina

Muitas plantas contém proteinas que sdo capazes de inativar ribossomos, as quais
apresentam atividade N-glicosidica sendo estas denominadas de proteinas inativadoras de
ribossomo (RIPs). As RIPs séo divididas em trés classes: tipo I, tipo Il e tipo 1l (LUO, et. al.,
2007).

As RIPs do tipo | consistem de um polipeptidio de cadeia Unica com peso molecular
variando de 24 a 30 KDa e ponto isoelétrico em pH alcalino. As proteinas “pokeweed”
antiviral (PAP), tricisantina (TCS) e curcina, presentes em Phytolacca americana,
Trichosanthes kirilowii e Jatropha curcas, respectivamente, sdo exemplos de RIP do tipo |
(HUANG et. al., 2008).

As RIPs do tipo Il apresentam duas cadeias ligadas entre si: uma cadeia A, similar a
cadeia da RIP do tipo I, a qual possui a atividade catalitica N-glicosidica, e uma cadeia B,
uma lectina, galactose especifica, com atividade de se ligar a carboidrato, a qual reconhece
e se liga a receptores especificos da membrana celular, possibilitando sua entrada na célula
e levando a morte celular. A RIP do tipo Il melhor estudada € a ricina, presente em Ricinus
communis. A abrina, viscumina, ebulina e nigrina, sdo também representantes desse tipo de

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

As RIPs do tipo Il sdo consideradas uma peculiaridade da RIP do tipo I, sendo
encontrada, no milho, a b-32; e na cevada, JIP60 (HUANG, et. al., 2008). Ela € um peptideo
de cadeia Unica, consistindo de um dominio N-terminal semelhante ao da RIP do tipo I,

ligado a um dominio C-terminal com fun¢é@o desconhecida (HAO, et. al., 2001).

Devido a curcina ser uma RIP do tipo |, ela possui a atividade catalitica, mas nao é
capaz de se ligar a célula. Dessa forma, ela ndo € um composto que confere alta
propriedade toxica ao pinhdo manso. Na verdade o principal composto que confere
toxicidade as sementes e aos 6leos das sementes dessa espécie sao os ésteres de forbol,
0S quais apresentam propriedades extremamente tOxicas para a maioria dos vertebrados
(JING et. al., 2005)
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1.3.2. Esteres de forbol

Esteres de forbol sio diterpendides tetraciclicos no qual dois grupos hidroxila de
atomos de carbono vizinhos estédo esterificados a acidos graxos. Assim como 0s demais

diterpenos, eles sao produzidos nos plastidios (BUCHANAN, 2000),

A estrutura dos ésteres de forbol é dependente do esqueleto de carbono diterpeno
tetraciclico conhecido como tigliane, ele € a porcdo alcodlica fundamental nos ésteres de
forbol. Tigliane contem quatro anéis: A, B, C e D. A hidroxilacéo de sua estrutura basica em
diferentes posicOes, seguida de ligacdo de ésteres a varias moléculas 4cidas resultam na
formacdo de uma larga variedade de compostos de ésteres de forbol, no 4R-12-O-
tetradecanoilforbol-13-acetato (TAP), éster de forbol, por exemplo, o qual foi observado
primeiramente em plantas do género Croton (GOEL et. al., 2007) (Figura 2). Duas
categorias de forbol, a e 3, que diferem no seu grupo hidroxila no anel C, distinguem a forma
ativa da inativa. A localizagdo do grupo hidroxila dita a forma ativa (3) ou inativa (a), que
resulta em arranjo espacial do anel D. A forma inativa dos ésteres de forbol apresenta
propriedades lipofilica e fisico-quimica similares as da forma ativa (), entretanto elas ndo
sdo capazes de ativar a PKC devido as mudancas conformacionais (SILINSKY e SEARL,
2003).

Os ésteres de forbol e seus derivados podem induzir uma grande diversidade de
efeitos bioldégicos em concentracdes consideravelmente baixas. Sendo responséaveis por,

por exemplo, por efeitos irritantes na pele e pela promog¢é&o de tumores.

Os efeitos bioldgicos promovidos pelos ésteres de forbol ocorrem devido a interagcéo
dos ésteres de forbol com a proteina quinase C (PCK), afetando a atividade de varias
enzimas, biossintese de proteinas, DNA, poliaminas, processos de diferenciacéo celular e
expressao génica (GOEL et. al.,, 2007). Eles estimulam a PKC, que estad envolvida na
transducdo sinal e nos processos de desenvolvimento da maioria das células e tecidos,
produzindo uma variedade de efeitos bioldgicos, em uma ampla gama de organismos
(GOEL et. al., 2007).
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TIGLIANE PHORBOL

0 €0.{CH,)12CH3

TETRADECANOYL PHORBOL-13-ACETATE

Figura 2: Estrutura do tetradecanoil forbol-13-acetato (TPA) (Evans 1986).
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Os ésteres de forbol apresentam atividades pré-carcinogénica e acao inflamatéria. A
resposta inflamatoria se da devido aos ésteres de forbol mobilizarem fosfolipidios, liberando
acido araquiddnico e causando a secrecdo de prostaglandinas. Ja a atividade promotora de
tumor, parece estar relacionada com a capacidade apresentada pelos ésteres de forbol de
substituir o diacilglicerol, o ativador natural da proteina quinase C, (a qual esta relacionada
com a ativacdo de diversas vias metabdlicas), devido a sua similaridade estrutural com o
mesmo; e também as suas habilidades de estimular a sintese de proteinas, sintese de RNA
e DNA, comportando-se como agentes mitogénicos (OLIVEIRA et. al., 2002).

Os ésteres de forbol estdo presentes no pinhdo manso. Diversos estudos mostram
seus efeito biolégicos. Adolf et. al. (1984) verificaram o efeito irritante na pele ocasionado
por ésteres de forbol presentes em 6Oleos de sementes de pinhdo manso; Hirota et. al.
(1988) verificaram que esse composto, extraido da planta, induz a formacao de tumor; Wink
et. al. (1997) observaram a atividade inseticida de ésteres de forbol presentes em sementes
de pinhdo manso.

Jing et. al. (2005), obtiveram, a partir de sementes de pinhdo manso, um tipo de
éster de forbol, denominado de Jatropherol |. Esse composto apresentou efeitos toxicos em
Bombyx mori, em que alteragdes na atividade de enzimas intestinais foram verificadas.
Essas alteragcdes ocorrem devido ao Jatropherol - | atuar no reticulo endoplasmatico,
dilatando, levando a formacédo de vesiculas, e diminuindo a atividade ribossémica das
células epiteliais do intestino, prejudicando, portanto a sintese protéica. Outro éster de forbol
identificado no pinhdo manso é o forbol-12-miristato 13-acetato. Segundo Makkar e Becker
(1997), este é o principal composto téxico em Jatropha. O 12-deoxi-16-hidroxiforbol (Figura
3) é outro exemplo de éster de forbol obtido a partir do 6leo de pinhdo manso (HAAS, et. al.,
2002).
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Figura 3 - Estrutura do 12-deoxi-16-hidroxiforbol, presente no 6leo de semente de pinhdo
manso (GOEL et. al., 2007).
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1.4. Importancia dos plastidios no estudo de sementes de pinhdo manso.

Como ja citado acima, as sementes de pinhdo manso séo ricas em Oleo, com
potencial para producdo de biodiesel; e contém compostos téxicos, os ésteres de forbol que
limitam sua utilizacdo. Ambos compostos vém despertando um maior interesse no estudo

das sementes de pinhdo manso.

Tanto a sintese dos &cidos graxos, como a dos ésteres de forbol ocorrem nos
plastidios, dessa forma, o estudo do proteoma desta organela poderd propiciar o
conhecimento das enzimas envolvidas na sintese de acidos graxos, assim como das

enzimas envolvidas na biossintese dos ésteres de forbol.

1.4.1. Plastidios

Os plastidios sdo organelas presentes nas células de plantas os quais
desempenham func¢des biossintéticas e metabdlicas essenciais (KLEFFMANN et. al., 2007).
Eles estéo direta ou indiretamente envolvidos em processos importantes como na sintese de
amido; na biossintese de grupos fendlicos em aminoécidos aromaticos; na biossintese de
bases purinicas e pirimidinicas constituintes dos acidos nucléicos; biossintese de clorofila,
bem como na biossintese de &acidos graxos. Os isoprendides, também chamado de
terpendides, incluindo carotendides, esteréides e varios metabdlitos secundarios séo
produtos de vias anabdlicas dos plastidios (NEUHAUS e EMES, 2000). A oxidagcédo de
carboidratos também pode ocorrer nos plastidios através da via oxidativa das pentoses
fosfato. Varios fitohormonios incluindo é&cido abscisico, derivados de isoprendides e
brassinosterdides sdo também derivados da atividade dos plastidios (LOPEZ-JUEZ e PYKE,
2005).

Segundo Cheniclet et. al. (1988) tanto cloroplastos quanto leucoplastos se originam a
partir de proplastidios formados nas células meristematicas. De acordo com Lopez-Juez e
Pyke (2005) embrides e células ndo metabolicamente especializadas também contém
proplastidios. Os proplastidios apresentam 0,2 a 1uM de diametro. Apés a producédo dos
primeiros ribossomos, cada populacao de plastidio se diferencia de acordo com sua via de

desenvolvimento.

Existem diversos tipos de plastidios: os amiloplastos, que séo plastidios preenchidos
por grdos de amido, gerados a partir da importacdo de produtos da fotossintese; plastidios
especializados no armazenamento de lipidios, os leucoplastos; plastidios com capacidade

de acumular pigmentos, os cromoplastos; plastidios que atuam quando a luz é insuficiente
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para os cotilédones de plantulas em germinacao, os etioplastos (LOPEZ-JUEZ e PYKE,
2005).

1.4.2. Protebmica de plastidios

Uma das técnicas mais utilizadas para a separacdo de proteinas na protedmica

quantitativa € 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 dimenséo. Nessa técnica as
proteinas sdo separadas de acordo com duas propriedades fisico-quimica intrinsecas da
mesma. Dessa forma a eletroforese bidimensional ocorre em dois passos. No primeiro
passo, primeira dimensao, as proteinas sdo separadas de acordo com seu ponto isoelétrico
(pl); no segundo passo, segunda dimenséo, elas séo separadas de acordo com seu volume
molecular. Ou seja, a eletroforese 2-D resulta da combinagéo de duas técnicas; a focagem
isoelétrica (IEF), seguida de uma separagdo por SDS-PAGE. Quando bem sucedida,
obtem-se um gel de poliacrilamida contendo “spots” bem separados, cada um

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

Atualmente as aplicagbes da eletroforese 2-D permitem uma alta resolu¢cdo das
varias espécies protéicas presentes numa amostra biolégica, de uma forma reprodutivel. Ela
também permite separar as varias formas protéicas que tenham sofrido modificacdes pos-
traducdo. A separacdo destas formas € possivel visto que essas modificagcbes conferem
propriedades diferentes a proteina, em particular, um diferente pl ou peso molecular. Apés a
separacao protéica de uma amostra, a partir da eletroforese bidimensional, a identificacdo
de suas proteinas pode ser realizada através da espectrometria de massa, viabilizando o
estudo protedmico (LAMBERT et. al., 2005).

Estudos proteémicos, direcionados para a obtencdo de um maior conhecimento
sobre as proteinas envolvidas na sintese de um determinado composto, tornam-se limitados
guando realizados a partir do proteoma celular, o qual é formado por uma diversidade de
produtos protéicos presentes nos diversos compartimentos celulares. Devido a possibilidade
de fracionamento subcelular, proteomas de organelas podem ser definidos permitindo um
melhor conhecimento sobre as proteinas presentes em um determinado compartimento
subcelular (ANDERSEN e MANN, 2006).
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Dessa forma, a protedmica do plastidio se mostra uma ferramenta promissora para
ampliacdo do conhecimento sobre as enzimas envolvidas na sintese de acidos graxos e

ésteres de forbol.

A disponibilidade de sequéncias completas do genoma de plantas tem revelado a
extensdo e variedade de proteinas contidas nos plastidios (SOLL, 2002). Os plastidios
dependem da importacdo de proteinas presentes no citosol, codificadas pelo ndcleo, para
executar suas mudltiplas atividades biossintéticas (KLEFFMANN et. al., 2007). Proteinas
codificadas no nacleo séo traduzidas no citoplasma e importadas para dentro dos plastidios,
tendo um peptideo sinal localizado na por¢do N-terminal das proteinas (SOLL, 2002). De
acordo com Lopez-Juez e Pyke (2005), algoritmos tém sido desenvolvidos baseados nas
propriedades desses peptideos sinais e adicionalmente refinados em sequéncias
determinadas experimentalmente para identificacdo dos peptideos transientes. I1sso permite
uma diferenciacdo das proteinas plastidiais codificadas in situ, daquelas provenientes do

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

Diversos trabalhos foram realizados com o intuito de catalogar as proteinas
detectadas diretamente de plastidios, 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 proteinas de plastidios vém sendo produzidos o PLprot e o Plastid
Proteome Database (PPDB) (LOPEZ-JUEZ e PYKE, 2005).

A meta dos estudos de protebmica de organelas é analisar uma amostra protéica
originada a partir de preparacdes o0 mais enriquecida possivel da organela de interesse, e
que a contribuicAo de outras estruturas subcelulares seja minimizada (GAUTIER e
LARUZE, 2008). Dessa forma, € fundamental ter conhecimento a respeito dos principais
métodos utilizados para o isolamento de organelas e, mais especificamente, de plastidios,

para que o proteoma dos mesmaos possa ser determinado.

1.5. Principais métodos utilizados para isolamento de organelas

Segundo Huber et. al., (2003), processo de centrifugacdo em gradiente de densidade
€ 0 método mais eficaz para o isolamento de uma determinada organela. Ela vem sendo
aplicada para a obtencdo de uma fragéo enriquecida de uma determinada organela devido
ao fato dos diversos compartimentos celulares possuirem uma densidade especifica, que
varia de acordo com sua natureza e composicdo, que € relativamente distinta das outras
organelas (PASQUALI et. al., 1999).
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A composicdo do gradiente interfere no padrdo de sedimentacdo dos
compartimentos subcelulares. Os meios de centrifugacdo devem proporcionar uma ampla
faixa de densidade utilizando concentracdes convenientes, para que as organelas nédo
sejam modificadas. Dessa forma, alteracbes na osmolaridade devem ser evitadas ao

maximo.

Segundo Stasyk e Hirber, (2004), a sacarose ainda é um meio bastante utilizado
para a producdo de gradientes, apesar de algumas de suas propriedades, incluindo elevada
osmolaridade e viscosidade, poderem vir a ser um problema em certas circunstancias
(PERTOFT, 2000).

Compostos alternativos tém sido desenvolvidos para evitar esses problemas. Um
polimero sintético de sacarose conhecido como Ficoll pode ser introduzido para minimizar
efeitos hiperosmoticos, entretanto ele ndo é inteiramente bem sucedido em todas as
concentragdes. Dextran, um polimero natural de sacarose, tem sido utlizado 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 silica coloidal, o Percoll, sdo também empregadas, cada
uma com suas caracteristicas proprias, e todas tendo em vista atingir a maxima separacao

engquanto minimiza alteracdes na amostra.

Os gradientes de densidade podem ser continuos, no qual a densidade aumenta
linearmente ao longo do tubo, ou descontinuo, no qual o gradiente é dividido em porcdes de
densidades fixas (GAUTIER e LARUZE, 2008). Os gradientes continuos apresentam a desvantagem

de o enriquecimento de organelas ser baixo, resultando em fra¢g6es bastante diluidas. Enquanto centrifugagtes

utilizando gradientes descontinuos podem atingir a separacdo quase completa das particulas

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
0s mais simples, como sedimentagcdo simples, até sedimentagdo por taxa zonal, o qual
permite uma preparagdo mais pura em relagdo ao primeiro. Dentre esses pode-se citar o

uso de gradiente descontinuo de acUcares.

O uso de gradiente descontinuo de sacarose ou de outros aglcares como O
Metrizamida ou Nycondez, por exemplo, permite a preparacdo adequada de plastidios para

diversos estudos. Esse tipo de gradiente parece ser eficiente na preparacdo de plastidios
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livres de contaminacdo mitocondrial. Contudo ndo garante uma separacdo eficiente dos
peroxissomos. Outra limitacdo desse método estd no fato de que a desidratacdo das
organelas causada por uma alta concentracdo de acUcar resulta em danos osméticos as
membranas. Isso pode resultar em plastidios inadequados para varios experimentos
fisiolégicos ou de transporte (MIERNIK, 1989).

O problema da desidratacdo, observado no uso de gradiente descontinuo de sacarose,
pode ser resolvido por meio do uso de solucBes coloidais de silica como o Percoll. A baixa
osmolaridade das solugbes coloidais de silica permite formacdo de gradientes que s&o
aproximadamente isosmoticos, e a baixa viscosidade permite a separacdo de equivalentes
em menos tempo e a obtengéo de preparacdes mais puras (MIERNIK, 1985).

Y

O polietilenoglicol (PEG) pode ser acrescentado a solugdo de Percoll para evitar a
contaminacgdo de organelas de membrana simples, pois a posi¢cado dessas organelas € muito
sensivel a inclusdo com PEG. Dessa forma a posi¢cdo dos peroxissomos (organela de
membrana simples) nestes gradientes pode ser alterada de modo que eles ndo sejam um
contaminante significativo. Leucoplastos isolados de endosperma em desenvolvimento de R.
communis e purificados pela sedimentacao por taxa zonal em gradientes descontinuos de
Percoll foram utilizados no estudo da captacao e processamento de proteinas precursoras
de plastidios sintetizadas in vitro (MIERNIK, 1985).

O estudo do proteoma dos leucoplastos de sementes de pinhdo manso apresenta
bastante relevancia na medida em que o mesmo pode proporcionar a identificacdo de
proteinas envolvidas na sintese de ésteres de forbol, como também no metabolismo de
lipidios e que podem estar relacionadas com a producdo de 6leo com padrdes aplicaveis a

producao de biodiesel.

O presente trabalho busca obter uma fragdo enriquecida de plastidios, para
aquisicdo de um maior conhecimento sobre as proteinas envolvidas na sintese de acidos
graxos e ésteres de forbol, através do estudo protedmico dessa organela. Para tanto,
conhecimento morfolégico, histolégico e histoquimico da semente em desenvolvimento, se
torna fundamental para a escolha do estagio do desenvolvimento mais adequado para o

isolamento de plastidio.

Estudos envolvendo a caracterizagdo morfologica de sementes do pinhdo manso

foram realizados como relata o proximo item.

1.6. Caracterizagdo morfolégica de sementes de pinhdo manso
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A utilizacdo de critérios morfolégicos para selecdo de sementes durante o seu
desenvolvimento é de grande importancia para estudos fisiol6gicos, bem como bioquimicos.
Tal caracterizacdo reduz a variabilidade nas determinagfes experimentais e aumenta a
confiabilidade das comparacdes feitas entres Varios tratamentos experimentais
(GREENWOOD e BEWLEY, 1982).

A atribuicdo de marcadores morfolégicos no estabelecimento de estagios bem
definidos nas sementes em desenvolvimento vem sido adotada em diferentes espécies de
dicotiledbneas, no entanto tais critérios ndo tém sido claramente estabelecidos para pinhdo
manso. Nunes (2007) realizou estudos morfolégicos com sementes de pinhdo manso,
entretanto nesse trabalho apenas a caracterizacdo morfoldgica externa da semente madura
foi analisada. Gusman e Aquino (2009) analisaram caracteristicas morfoldgicas da semente
e de plantulas de pinhao manso, como também fizeram andlise de propriedades fisicas e
quimicas da semente, contudo a morfologia da semente em diferentes estagios de

desenvolvimento nao foi estudada.

Nesse contexto, torna-se interessante ser feito uma caracterizacdo morfolégica mais
acurada, que possibilite estabelecer uma diferenciacdo dos diversos estagios do
desenvolvimento da semente, levando-se em consideracdo, além dos caracteres
morfolégicos externos, aspectos das estruturas internas durante todo o desenvolvimento da

semente.

Estudos anatébmicos de sementes em desenvolvimento também contribuem para um
maior conhecimento sobre o processo de diferenciacdo dos tecidos. O conhecimento a
respeito do estagio do desenvolvimento da semente em que se inicia a formagdo do
endosperma, por exemplo, ndo somente € importante atuando como um fator de
caracterizacao do seu desenvolvimento, como também norteando o estagio adequado para
se iniciar a andlise de deposicao de diferentes compostos, como proteinas, carboidratos e

lipidio nesse tecido.

A escolha do estagio do desenvolvimento da semente, mais adequado para o
isolamento de plastidios, pode ser feita a partir de observacbes sobre o padrdo de
deposicao de lipidios e proteinas no endosperma. Esse tecido além de ser uma importante
fonte de alimentos é fonte de matéria prima para a fabricacdo de diversos produtos
industriais incluindo bicombustiveis (WANG, et. al., 2009). No presente trabalho ele é
apropriado para o processo de isolamento de plastidios no pinhdo manso devido a presenca

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

2.1.

Objetivo geral

Obter uma fragéo enriquecida de plastidios a partir do endosperma de sementes em

desenvolvimento de pinhdo manso (Jatropha curcas L.).

2.2.

Objetivos especificos
Caracterizar morfologicamente os estagios do desenvolvimento da semente.

Caracterizar o processo de deposicdo de reservas durante o desenvolvimento das
sementes, a partir de analises histologicas e histoquimicas.

Estabelecer o estagio do desenvolvimento da semente em que se iniciam a formacao

do endosperma e a deposicao de lipidios e proteinas.

Estabelecer um protocolo de isolamento de plastidios do endosperma de sementes
em desenvolvimento e avaliar a homogeneidade das preparacdes obtidas por

microscopia eletrénica.

Elaborar mapas protedmicos bi-dimensionais das proteinas extraidas das

preparacgdes de plastidios.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Caracterizacdo Morfologica, histologica e histoquimica

3.1.1. Caracterizagdo morfo-anatomica do desenvolvimento da semente de pinh&o

manso

Flores femininas de plantas de J. curcas cultivadas em campo no Campus do Pici,
em area 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 ap0s a antese (DAA), os
frutos foram coletados (Figura 4), e as sementes foram isoladas para determina¢éo de suas
massas fresca e seca em balanca analitica, bem como do comprimento, largura (diametro
maior), espessura (diametro menor) e tamanho do embrido com o uso de paquimetro. A
caracterizacdo da cor e textura da casca da semente também foi analisada. Tais
experimentos foram realizados com 10 sementes de cada dia ap6s a antese (DAA), sendo

feito trés repeticoes.

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

de pinhdo manso

A massa fresca total das sementes de pinhdo manso com 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35,
40, 45 e 50 DAA foi determinada em balanga analitica. Em seguidas as sementes foram
transferidas para estufa, onde permaneceram por 24 horas, a 100 °C. Transcorrido as 24
horas, as sementes foram colocadas em dessecador e imediatamente pesadas em balanca

analitica, para determinagdo da massa seca.
3.1.3. Analises histoldgicas de sementes em desenvolvimento de pinhdo manso

Sementes de J. curcas em desenvolvimento, com 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 e
50 dias ap6s a antese (DAA) foram coletadas na Taiba, Distrito de Sdo Goncalo do
Amarante, e armazenadas em frascos contendo o fixador Karnovsky (KARNOVSKY,1965)
por no minimo 48 horas. As amostras das sementes em desenvolvimento imersas em
Karnovsky foram entdo lavadas 4 vezes por cinco minutos com tampéao fosfato 0,2M e em
seguida passaram por um processo de desidratacdo em concentracdes crescentes de
etanol (10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% e 100%), por uma hora em cada
concentracdo. Apos a desidratacdo as amostras foram postas em solucéo de pré-infiltragdo
(50% alcool e 50% de resina basica LEICA HISTORESIN Embedding Kit), sob vacuo. Apos
48 horas as amostras foram postas na solucdo de infiltracdo (LEICA HISTORESIN

Embedding Kit) permanecendo nesta por 10 dias sob pressdo negativa.
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Figura 4: Desenvolvimento de sementes de pinhdo manso (J. curcas). A: campo
experimental; B: flor ap0s a antese; C: fruto em desenvolvimento com a etiqueta marcando

sua idade.
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Seccbes de 5um, obtidas em micrétomo LEICA 2065, foram coradas com azul de
toluidina 0,12%-Bérax 5% durante 10 minutos e Fucsina Basica 0.025% durante 1 minuto.

As laminas foram analisadas em microscépio de luz.

3.1.4. Analises histoquimicas de sementes em desenvolvimento de pinhdo manso

Andlises histoquimicas de endosperma sementes de pinhdo manso (J. curcas) em
desenvolvimento com 25, 30, 35, 40, 45 e 50 DAA, estagios em que o endosperma pode ser
bem visualizado, foram realizadas utilizando-se reagentes especificos a identificacdo de

lipidios e proteinas.

Para determinacdo de lipidios, cortes frescos a méao livre foram realizados no
endosperma de sementes em desenvolvimento nos estagios 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 agua.
Em seguida os cotes mais finos foram selecionados para serem analisados imediatamente
em microscopio de luz. A coloracdo vermelha de estruturas nas células do endosperma

indica presenca de lipidios.

Para deteccdo de proteinas as amostras do endosperma das sementes em
desenvolvimento nos diferentes estagios, acima citados, foram imersas em Karnovsky e
entdo lavadas 4 vezes por cinco minutos com tampao fosfato 0,2M e em seguida passaram
por um processo de desidratagdo em concentragdes crescentes de etanol (10%, 20%, 30%,
40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% e 100%), por uma hora em cada concentragdo. Apos a
desidratacdo as amostras foram postas em solugéo de pré-infiltragdo (50% &alcool e 50% de
resina basica LEICA HISTORESIN Embedding Kit), sob vacuo. Apds 48 horas as amostras
foram postas na solucéo de infiltracdo (LEICA HISTORESIN Embedding Kit) permanecendo

nesta por 10 dias sob presséo negativa.

Seccgdes de 5um, obtidas em micrétomo LEICA 2065, foram coradas com Xylidine
poceau (XP) 0,1% em &cido acético 3% durante 15 minutos a temperatura ambiente e em
seguida lavadas com acido acético 3% por 15 minutos, e posteriormente lavados 2 vezes,
rapidamente, em agua. Apos montagem em entelan foram analisados em microscépio de
luz. A coloracdo vermelha de estruturas nas células do endosperma indica presenca de

proteinas.
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3.1.5. Analise de sementes em desenvolvimento de pinh&o manso por microscopia

eletrénica de transmissao - MET

Endosperma de sementes de pinhdo-manso nos estagios em que precede (25 DAA),
se inicia (30 e 35 DAA) e posterior (45DAA) a deposicdo de proteinas e lipidios, foram
fixados em Karnovsky, em seguida foram lavados em tampé&o cacodilato 0,05M durante 10
minutos por trés vezes. As amostras foram entdo poés-fixadas em tetroxido de 6smio 1%
durante uma hora, sendo em seguida lavadas trés vezes em tampao cacodilato 0,05M
durante 15 minutos e posteriormente foram desidratadas em solugcbes de concentragbes de
alcool progressivamente crescentes de 15%, 30%, 50%, 85%, 90% (2 vezes) e 100% (3
vezes) durante 20 minutos em cada solugdo. As amostras foram infiltradas em propor¢coes
crescentes de resina L.R.White/etanol, finalizando o processo de infiltracdo, apos 4 dias,
com os explantes imersos em solucédo de L.R.White puro. Em seguida as amostras foram
incluidas em solucao de L.R.White com ativador, durante 3 dias, sob luz UV e refrigeracao,
para possibilitar a polimerizagéo. As amostras infiltradas foram primeiramente submetidas a
cortes semi-finos de 500nm para uma triagem do material antes da visualizagdo ao
microscoépio eletrénico. Esses cortes foram feitos em ultramicrétomo, Leica Ultracut UCT da
Leica, utilizando-se facas de diamante, colocados em laminas sob agua, secos em chapa
guente, e corados em azul de toluidina e observados em microscéopio Optico, Axioskop, da
Carl Zeiss. Apds 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 microscoépio

eletrénico.

3.2. Isolamento de plastidios de endosperma de sementes de pinhdo manso

Endosperma de sementes de pinhdo manso com caracteristicas semelhantes as
observadas com as de sementes com 30 DAA foi o Unico tecido a ser utilizado durante a
metodologia aplicada para a obtencdo de uma fracdo enriquecida de plastidios. A

eliminacdo da casca, integumento e do eixo embrionario foram feitos manualmente.

Para a obtencdo da fracdo enriquecida de plastidios foi adotada a seguinte
metodologia: Primeiramente, 15g de endosperma foram isolados e imersos em 5ml de
tampao de homogeneizacédo (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.

Apo6s a homogeneizacdo, 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, entdo, centrifugado a 200g, durante 10 minutos, a 6 °C. O precipitado
(fracdo I) (Figura 5A(l)) foi descartado e o sobrenadante foi centrifugado a 6000g, durante
15 minutos, a 6 °C. O sobrenadante foi entdo descartado e o precipitado (fracéo Il) (Figura
5A(I) foi ressuspenso em 2,5ml de T.H sem BSA. Doravante, fracdo sera denominada de

fracdo enriquecida em organelas.

No topo de um tubo falcon com gradiente descontinuo de PBF-Percoll 10%-22%-
35%, foi colocada a fracéo Il, ressuspensa em 2,5ml T.H sem BSA. Essa amostra foi entdo
centrifugada em rotor swing-out a 5000g, durante 45 minutos, com aceleragdo 8, e
desaceleracdo zero, a 4 °C (Figura 5B). A banda formada na interface da camada 22-35%,
foi coletada e diluida com 20 ml de T.H sem BSA e em seguida centrifugada a 1000g,
durante 10 minutos, a 6 °C, seguido de descarte do sobrenadante. O precipitado obtido
(fracao Ill) (Figura 5B(lIl)) sera doravante denominado de fracdo enriquecida em plastidios.
A composicdo das fragbes I, Il e Il foi avaliada por microscopia eletrénica de varredura
(MEV) e por microscopia eletrénica de transmissao (MET).
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Figura 5: Esquema do processo utilizado para o isolamento plastidial. A. Primeiros passos

de centrifugacdo, com obtencdo das fracdes | e Il (precipitado | e Il, respectivamente). B.

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

interfase de interesse, onde se espera encontrar uma fracdo enriquecida de plastidios na

fracéo Il (precipitado III).
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3.3.  Processamento das frag8es I, Il e lll para analise por microscopia eletrénica de
varredura (MEV)

As fracoes I, Il e lll, foram fixadas em Karnovsky (KARNOVSKY, 1965) em seguida
foram lavados em tampao cacodilato 0,05M durante 10 minutos por trés vezes. As amostras
foram entdo pos-fixadas em tetréxido de 6smio 1% durante uma hora, sendo em seguida
lavadas trés vezes em tampéo cacodilato 0,05M durante 15 minutos. Posteriormente foram
desidratadas em solucdes de alcool de concentracbes progressivamente crescentes de
15%, 30%, 50%, 85%, 90%, duas vezes consecutivas e 100%, trés vezes consecutivas,
durante 20 minutos em cada solugdo. As amostras permaneceram em alcool 100%
refrigerado até serem levadas ao aparelho de secagem ao ponto critico, modelo CPD 030
da BAL-TEC, onde foi realizada a troca de solvente (etanol por CO, liquido) e secagem.
ApoOs atingir o ponto critico as amostras foram montadas em "stubs" (suporte metélico) de
aluminio e levadas ao metalizador, modelo K550, da Emitech, onde receberam um banho de
vapor de ouro durante 2,5 minutos, em corrente de 35pA. Em seguida o material foi
analisado no microscépio eletrbnico de varredura, modelo DSM 962, da Zeiss, com
voltagem de 10kV e corrente de 80pA.

3.4. Processamento das frac@es |, I, lll para andlise por microscopia eletrénica de
transmisséo (MET)

As fragbes I, Il e Il foram fixadas, pos-fixadas e desidratadas como descrito
anteriormente. As amostras foram infiltradas em concentracdes crescentes de resina
L.R.White em etanol, finalizando o processo de infiltragdo, apds 4 dias, com os explantes
imersos em solugdo de L.R.White puro. Em seguida as amostras foram incluidas em
solucdo de L.R.White com ativador, durante 3 dias, sob luz UV e refrigeracdo, para
possibilitar a polimerizagdo. As amostras infiltradas foram primeiramente submetidas a
cortes semi-finos de 500nm para uma triagem do material antes da visualizagdo ao
microscépio eletrénico de transmisséo. Esses cortes foram feitos em ultramicr6tomo, modelo
Leica Ultracut UCT, da Leica, utilizando-se facas de diamante, colocados em laminas sob
agua, secos em chapa quente, e corados em azul de toluidina e observados em microscopio
optico, Axioskop, da Carl Zeiss. ApGs 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

exposicdo 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

microscopio eletrénico de transmissao, Jeol 1011, operando a 80 kV.

3.5. Estabelecimento de mapas bidimensionais da fracdo enriquecida de organelas

(fracao Il) e da fragao enriquecida de plastidios (fragcao IIl)
3.5.1. Extracao de proteinas totais com tampao piridina

Para a extracdo de proteinas totais da fracdo enriquecida de organelas e da fracao
enriquecida de plastidios foi utilizado o método descrito por Vasconcelos et. al. (2005).
Cada uma dessas fragdes foram, separadamente, misturadas com tamp&o contendo piridina
50 mM, tiouréia 10 mM, SDS 1%, pH 5,0 na proporcédo 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 agitacéo a 4°C 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 &cido tricloroacético (TCA)
para permitir a precipitacdo. O precipitado estocado por duas horas (ou durante a noite) a —
20°C foi entdo centrifugado a 10.000 g por 20 min e o sobrenadante descartado. O
precipitado contendo as proteinas totais em acetona gelada (100 ul/mg do material de
partida) foi agitado até adquirir o aspecto de suspensao, sendo em seguida centrifugado a
10.000 g por 5 min e o sobrenadante descartado. A lavagem foi realizada no minimo duas
vezes para livrar a amostra de qualquer traco de TCA. O precipitado final seco a vacuo no
dessecador foi estocado para posterior processamento. Para a dosagem de proteinas foi
adotado o método de Bradford (1976).

3.5.2. Dosagem de proteinas

O método de Bradford (1976) foi empregado para avaliar a quantidade de proteinas
obtidas durante o processo de extracdo da fracdo enriquecida de organelas e da fracdo
enriquecida de plastidios e estipular a quantidade de proteinas a ser utilizada nos

subseqlientes experimentos.
3.5.3. Eletroforese bidimensional, revelagdo e anélise daimagem

Aliquotas das amostras da fracdo enriquecida de organelas e da fragdo enriquecida
de plastidios, j& quantificadas quanto ao teor protéico, foram dissolvidas/ diluidas na solug&o
de reidratacdo (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 ul. O sistema IPGphor foi

utilizado para reidratagéo ativa e focalizacao isoelétrica da GE HealthCare de acordo com
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programas previamente definidos. Apds a focalizacao as tiras de IPG foram equilibradas sob
agitacdo em solucgéo (tris 50 mM, glicerol 30 %, uréia 6M, SDS 2% e azul de bromofenol)
com DTT (1% p/v) por 15 minutos, para a reducdo das proteinas e, em seguida, alquiladas
com IAA (3% p/v) também em solugéo de equilibrio por 15 minutos. Terminado o equilibrio
as tiras, apés lavagem rapida no tampdao de corrida para livra-los do excesso de solucdo de
equilibrio, foram levadas ao topo do gel da segunda dimens&o e cobertas com tampéao de
corrida. O SDS-PAGE da segunda dimenséo 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) saisse do gel. Terminada a corrida, o gel foi
corado com Coomassie Phast Gel Blue R 350 e armazenado em solug&o de glicerol 5%.

Os géis foram escaneados utilizando-se o programa LabScan v. 5.0 (GEHealthcare)
no ImageScanner (Amersham Biosciences) com sistema integrado de transparéncia, em

seguida foram submetidos a andlise utilizando o programa ImageMaster 2D Platinum.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizacdo morfologica, anatbmica e histoquimica de sementes em

desenvolvimento de pinhdo manso

Experimentos preliminares foram realizados para determinacdo do estagio de
desenvolvimento da semente mais adequado para o isolamento de plastidios presentes no

endosperma de sementes de pinhdo manso.

Os parametros utilizados para tal escolha se basearam em caracterizacbes

morfoldgica, anatbmica e histoquimica.

4.1.1. Dimens®8es de sementes em desenvolvimento de pinhdo manso

Durante o desenvolvimento da semente de pinhdo 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 analise foi possivel 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. Determinacdo das curvas de massa fresca e massa seca de sementes em

desenvolvimento de pinhdo manso

Através da analise da massa fresca e seca de sementes em desenvolvimento de
pinhdo manso com 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 e 50 DAA, pode-se observar que, 0s
dados de massa fresca ajustaram-se bem a um modelo de equacao polinomial quadratica,
apresentando um coeficiente de determinacéo (R?) igual a 0,8418. Aos 15 DAA a curva é
crescente atingindo um maximo 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 equacao linear, apresentando um coeficiente de
determinacdo igual a 0,9471. A medida que a semente se desenvolve ocorre um aumento
gradual da massa seca, a qual atinge seu valor mdximo aos 45 DAA, conservando-se,
praticamente inalterado, até os 50 DAA. As informacdes aqui descritas podem ser

observadas na Figura 7.
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Figura 6: Gréafico de dimensbes da semente de pinhdo manso em desenvolvimento.
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Figura 7: Curvas de massa fresca e massa seca de sementes de pinhdo manso em

desenvolvimento
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4.1.3. Caracterizagdo morfologica de sementes em desenvolvimento de pinh&o manso

Frutos com 5 dias apos a antese (DAA) apresentam-se rodeados pelas pétalas, em
processo de senescéncia, e pelas sépalas (Figura 8. Al). Os nectarios ainda estdo bem
evidentes e ja é possivel observar o ovario se desenvolvendo, com a diferenciacdo dos trés
carpelos (Figura 8. A2). As sementes sdo diminutas, com colora¢do branco — translicido
(Figura 8 A3). Elas apresentam uma média de 1,6 mm de comprimento; 0,91 mm de
didmetro (Figura 6); massa fresca de 0,00039g e massa seca de 0,00007g (Figura 7).

Com 10 DAA, o ovario tri - carpelar em desenvolvimento sofre aumento consideravel,
as sépalas que o rodeiam ndo mais o recobrem completamente (Figura 8 B1). Os nectarios,
embora ainda presentes, estdo bem menores (Figura 8 B2). As sementes passam a ser
menos translicidas com coloracdo esbranquicada, mais opaca (Figura 8 B3), além de
possuirem dimensdes 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 apés a antese, o fruto de coloracdo verde esta mais volumoso,
apresentando 1,9 cm de comprimento e 1,39 cm de didmetro (Figura 8 C1). As sementes
passam a adquirir uma coloracao amarelo — esbranquicado (Figura 8 C2). Nesse estagio, 0
tecido nutritivo predominante ainda € o integumento interno, além do que, é possivel ver o
inicio da diferenciacdo do mesmo (Figura 8 C3). As sementes apresentam as seguintes
dimensdes 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).

Apés 20 dias da antese o fruto apresenta 3,0 cm de comprimento e 2,6 cm de
diametro (Figura 8 D1). A testa em formacao 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 0,069, respectivamente
(Figura 7).
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Figura 8: Caracterizacdo morfologica de sementes de pinhdo manso em desenvolvimento,
aos 5 (A), 10(B), 15(C) e 20(D) DAA.SDAA: Al. fruto; A2. Nectario evidente. A3. semente.
10DAA: B1. fruto B2. nectédrio se degenerando B3. Semente. 15DAA: C1. fruto C2.
semente C3. Parte interna da semente. 20DAA: D1. fruto D2. semente D3. Porgéo interna

da semente.
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Com 25 DAA, o fruto apresenta 3,18 cm de comprimento e 3,05 cm de diametro
(Figura 9 Al). A testa da semente em formacdo passa a ser bem mais perceptivel, com um
tegumento externo branco translicido (Figura 9 A2) e um interno com textura rigida e
coloracdo amarelo alaranjado ou amarelo alaranjado com por¢des escurecidas (Figura 9
A3). A partir da abertura da semente € possivel diferenciar o0 endosperma do integumento
(Figura 9 A4). Dessa forma, as analises histoquimicas foram iniciadas nesse estagio.
Fazendo-se um corte longitudinal da semente sem a testa (integumento externo), percebe-
se a presenca de trés camadas, uma camada mais externa, o integumento interno, sendo
densa; uma mais intermediaria, o endosperma celularizado em formacéo; e o centro da
semente apresentando-se mais fluido, endosperma nuclear (Figura 9 A4). O eixo
embrionario nesse estagio apresenta-se no estagio cotiledonar (Figura 9 A5). As sementes
apresentam a seguintes dimensées 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 diametro
(Figura 9 B1). A testa das sementes apresenta um tegumento externo (exotesta) branco
transltcido (Figura 9 B2) e um interno (endotesta) com textura rigida e coloracdo preta
amarronzada (Figura 9 B3). O endosperma, rodeando a semente, jA ocupa quase que
completamente o interior da mesma (Figura 9 B4), restando apenas uma fina pelicula
membranosa de integumento interno. O comprimento do eixo embrionario é
aproximadamente 2/3 do comprimento da semente (Figura 9 B5). As sementes apresentam
a seguintes dimensbes 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 diametro
(Figura 9 C1). As sementes apresentaram testa com tegumento externo (exotesta) branco
translicido, amarronzada nas extremidades (Figura 9 C2) e com tegumento interno
(endotesta) escuro (preto amarronzado) rigido e quebradico (Figura 9 C3). O eixo
embrionario atinge seu tamanho maximo a partir desse estagio, ele, juntamente com o
endosperma que o rodeia, ocupam quase que completamente o interior da semente (Figura
9 Cb), restando apenas uma fina pelicula membranosa de integumento interno (Figura 9
C4). As sementes apresentam a seguintes dimensdes 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

1,249 e 0,35g, respectivamente (Figura 7).
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Figura 9: Caracterizacdo morfologica de sementes de pinhdo manso em desenvolvimento, aos 25 (A), 30 (B) e 35 (C) DAA. 25 DAA: Al. fruto A2.
Semente inteira, A3. Semente sem testa, A4. porcao interna da semente, detalhe do endosperma e do integumento, A5. embrido. 30 DAA: B1. fruto
B2. Semente inteira, B3. Semente sem testa, B4. porcdo interna da semente, predominio de endosperma, B5. porcdo interna da semente,
endosperma e embrido. 35 DAA: C1. fruto C2. Semente inteira, C3. Semente sem testa, C4. Semente sem a testa e exotégma. C5. porcédo interna
da semente, endosperma e embrido.
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O eixo embrionario 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 pelicula membranosa de integumento

interno.

O fruto com 40DAA apresenta 3,1cm de comprimento e 2,93 cm de diametro (Figura
10 Al). A testa das sementes apresenta 0 tegumento externo com a seguinte caracteristica:
branco transllicido na regido mais central e coloragdo preta amarronzada se direcionando
das extremidades para o centro (Figura 10 A2). Assim, como o tegumento interno, ele
apresenta-se nesse estagio rigido e quebradico. As sementes apresentam a seguintes
dimensdes 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 didmetro, sua
coloracdo passa de verde a amarela (Figura 10 B1). As sementes apresentaram testa com
tegumentos externo e interno totalmente escurecidos, rigido e quebradico (Figura 10 B2). A
maioria dos frutos passa a adquirir coloragdo amarelo — esverdeado (Figura 10 B1). As
sementes apresentam a seguintes dimensdes 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

0,54q, respectivamente (Figura 7).

As sementes com 50 dias apdés a antese apresentam-se maduras, a carincula,
nesse estagio, se torna mais escurecida, e menos carnosa (Figura 10 C2). A semente tem
suas dimensdes e massa fresca diminuidas e ficam abrigadas nos frutos maduros, com
coloracao preta — amarronzado, com 2,61 cm de comprimento e 2,3 cm de didmetro (Figura
10 C1). As dimensbes 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 0,69 e 0,51, respectivamente (Figura 7)
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Figura 10: Caracterizagdo morfolégica de sementes de pinhdo manso em desenvolvimento,
aos 40 (A), 45 (B) e 50 (C) DAA. 40 DAA: Al. Fruto. A2. semente inteira. A3. porcao interna
da semente, endosperma e embrido. 45 DAA: B1l. fruto. B2. semente inteira. B3. porcdo
interna da semente, endosperma e embrido. 50 DAA: C1. Fruto. C2. Semente inteira, C3.

por¢éo interna da semente, endosperma e embri&o.
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4.1.4. Andlises histolégicas da deposicdo de reservas durante o desenvolvimento de

sementes de pinhdo manso

Andlises histologicas foram realizadas buscando — se ter uma maior informacéo a
respeito de como ocorre o desenvolvimento da semente de pinhdo manso, tendo como foco
principal o estabelecimento da fase em que se inicia a deposicdo de reservas lipidicas e
protéicas no endosperma, bem como a obtencéo de informacdes que permitam determinar o

padrédo de deposi¢cdo destas reservas no endosperma.

As andlises histolégicas mostraram que semente de pinhdo manso com 5DAA,
apresenta — se composta basicamente pelos integumentos interno e externo, tecidos de
origem materna (Figura 11 Al 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 comecam a ser
observadas, como mostra a Figura 11 B2. A formacdo do endosperma celular parece se
iniciar na porgdo onde o embrido se origina, no poélo micropilar, sendo ele circundado pelo

integumento interno.
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Figura 11: Andlise histologica de sementes de pinhdo manso em desenvolvimento aos 5
DAA (A), 10DAA (B). 5DAA: Al. 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 formacdo. 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 inicio de
diferenciagdo, no qual se observa um aumento no nimero de camadas de células que o
compde, bem como uma coloracdo mais intensa da camada mais interna que o forma
(Figura 12 Al). Nesse estagio a presenca do endosperma ainda € quase irrisoria,
entretanto, pode-se observar novas células se formando em direcdo ao pélo oposto ao de
inser¢cdo do embrido, 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 consideravel na regido onde o embrido esta inserido, com um aumento
concomitante no nimero de camadas de células que formam o endosperma em direcdo ao
pélo oposto ao de insercdo do eixo embrionario, entretanto o integumento interno parece
estar se degenerando (Figura 12 B1). A exotegma torna-se esclerificada, e a testa inicia sua

diferenciagéo (Figura 12 B2).
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Figura 12: Andlise histologica de sementes de pinhdo manso em desenvolvimento aos 15
DAA (A); 20 DAA (B ).15 DAA: Al. integumento da semente em inicio de diferenciagdo. A2.
Células do endosperma se formando em dire¢éo ao pélo oposto ao de inser¢cdo do embrido.
20 DAA: B1. preenchimento consideravel do endosperma na regido onde o embrido esta
inserido. B2. exotegma torna-se esclerificada, e a testa inicia sua diferenciagcdo. N:
integumento, T: testa + tegma, En: endosperma. Barra: 0,1 mm em Al e 0,2 mm em A2,
Bl e B2.
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Durante as analises histoldgicas da semente de pinhdo manso com 25 DAA, pode-se
observar que o integumento interno, o qual de inicio ocupava a maior parte da semente,
passa a ficar restrito, cada vez mais, a uma pequena porcao, enquanto o endosperma
encontra-se em continua expansdo (Figura 13 A2). Nesse estagio falta pouco para ele
preencher completamente a regido oposta a micropila, embora ja contorne inteiramente o
embrido o qual se encontra em estagio cotiledonar (Figura 13 Al). 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 estigio as células do endosperma passam a apresentar
substancias depositadas dentro de vacuolos, possiveis material de reserva. O embrido

encontra-se mais expandido.
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Figura 13: Andlise histoldgica de sementes de pinhdo manso em desenvolvimento aos 25 DAA (A); 30 DAA (B). 25 DAA: Al. embrido se encontra
em estagio cotiledonar. A2. Detalhe do integumento interno, e endosperma. A3. Testa e exotegma diferenciados. 30 DAA: B1l. embrido mais
expandido. B2. Detalhe das células do endosperma e embrido. B3. Detalhe da casca, integumento interno e endosperma. N: integumento interno,
T: testa + exotegma, En: endosperma, Emb: embrido, Cot: cotilédone. Barra: 0,1mm em B2 e 0,2 mm nas demais.
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As andlises histoldgicas mostraram que sementes com 35, 40, 45 e 50 DAA, também
apresentam substancias depositadas dentro de vacuolos, possiveis material de reserva, das
células do endosperma. Apesar de a analise histologica ndo fornecer dados quantitativos, €
bastante perceptivel o aumento progressivo na quantidade de substancias depositadas
dentro das células do endosperma com 35 DAA a 50 DAA (Figura 14)
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Figura 14: Analise histol6gica de células do endosperma de sementes de pinhdo manso com 25, 30, 35, 40, 45 e 50 DAA. A partir dos 30 DAA é

possivel observa substancias de reserva depositadas nas células do endosperma Barra: 0,05mm.
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4.1.5. Anélise histoquimica da deposi¢cdo de lipidios e proteinas em sementes em

desenvolvimento de pinhdo manso

Os testes histoquimicos para lipidios e proteinas utilizando-se Sudan IV e Xylidine
Ponceau, respectivamente, foram realizados em endosperma de sementes em
desenvolvimento a partir de 25 DAA, estagio em que o endosperma em formacao ja é

bastante perceptivel, prosseguindo até os 50 DAA.

Com 25 DAA o teste histoquimico apresentou resultado negativo para lipidio. Ja para
endosperma de sementes com 30, 35, 40, 45 e 50 DAA, observou-se coloragéo
avermelhada em estruturas celulares, o que indica resultado positivo para lipidios em
presenca de Sudan IV (Figura 15).
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Figura 15: Andlise histoquimica com Sudan 1V, especifica para lipidios, de células do endosperma de sementes de pinhdo manso com 25, 30, 35,
40, 45 e 50 DAA. Aos 30 DAA é possivel observar o inicio da deposicéo de lipidios nas células do endosperma. Barra: 0,05mm
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Através da analise do teste histoquimico para proteina foi possivel observar que a
deposicdo de proteinas ndo precede nem antecede a deposicao de lipidios, a deposi¢édo de

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

Embora a andlise histoquimica ndo seja um método aplicado para analise
gquantitativa e sim qualitativa, foi observado um aparente aumento progressivo ha
guantidade de proteinas e lipidios dentro das células do endosperma de 35 DAA até 45
DAA devido ao aumento da quantidade e da intensidade da coloracdo especifica (Figura 15
e 16).
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Figura 16: Andlise histoquimica com Xylidine Ponceau, especifica para proteinas, de células do endosperma de sementes de pinhao manso com 25,
30, 35, 40, 45 e 50 DAA. Aos 30 DAA é possivel observar o inicio da deposi¢édo de proteinas nas células do endosperma. Barra: 0,05mm
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4.1.6. Analise por microscopia de transmissdo (MET) de sementes em

desenvolvimento de pinhdo manso

Na andlise de MET das células do endosperma das sementes em desenvolvimento,
pode-se observar que aos 25 DAA (Figura 17 Al e A2), as células apresentam conteudo
citoplasmético limitado a uma pequena por¢cdo, se restringindo a periferia da célula,
apresentando-se rica em reticulo endoplasmatico rugoso. Enquanto o vacuolo é bastante
grande, ocupando a maior parte da célula. Nesse estagio ainda ndo é observada deposicdo
de reserva, entretanto pode-se observar o inicio da formacdo de vacuolos onde se
depositardo o0s corpos protéicos.

Com 30 DAA a proporcdo da regido que o vacuolo ocupa na célula diminui
consideravelmente, e o conteddo citoplasmatico alcanca maiores proporcdes, se
expandindo e se distribuindo pela célula. A deposicdo de reservas protéica e de lipidios
pode ser observada, estes dentro de oleossomos, embora ainda ndo 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 proteina e lipidios atinge proporcdes consideraveis,
limitando a visualizagdo das demais organelas. Nesse estagio os oleossomos apresentam-
se intumescido. Massa fundamental, cristal6ide e globoide, estruturas tipicas presentes nos
corpos protéicos, podem ser observadas.

Analise 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 estagio foi possivel a visualizagédo
de praticamente somente de oleossomos corpos protéicos e parede celular, devido as
propor¢cdes que estes ocupam na célula, impedindo a visualizacdo das demais organelas.
(Figura 17 D1 e D2).
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Figura 17: Imagens por MET de células do endosperma de sementes de pinhdo manso com 25, 30, 35 e 45 DAA. V: vacuolo, C: citoplasma, setas
preenchidas: inicio da formacdo do vacuolo protéico, setas pontilhadas: parede celular, CP: corpo protéico, O: oleossomo, Cris: critaléide, glob:
globdide. Barra: 5um (A1,B1,C1,D1) e 2um (A2,B2,C2,D2).
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O acompanhamento do desenvolvimento das sementes €& feito com base nas
modificagbes que ocorrem em algumas caracteristicas fisicas e fisiolégicas, como tamanho,

teor de agua, conteudo de matéria seca acumulada e coloracdo da semente.

Apébs a fertilizacdo, o tamanho da semente aumenta rapidamente, atingindo o
maximo em curto periodo de tempo em relacdo a duracdo total do periodo de maturacéo.
Este rapido crescimento € devido a multiplicacdo e ao desenvolvimento das células do
embrido e do tecido de reserva (DUMA e ROGOWSKY,2008). Apds atingir o maximo, o
tamanho vai diminuindo devido a perda de 4gua pelas sementes e esta reducédo € variavel
com a espécie; em soja, por exemplo, € acentuada, enquanto que em milho é bem pequena.

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

Paralelamente, os produtos formados nas folhas, pela fotossintese, séo
encaminhados para a semente em formagéo, onde sdo transformados e aproveitados para a
formacéo 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
entdo se movem através do apoplasto até o saco embrionario e sdo reabsorvidos pelas
células do endosperma, caracterizando a rota de assimilados a partir da casca da semente
durante seu desenvolvimento (THORNE, 1981). Agua e solutos s&o transportados para a
semente através do floema. O descarregamento do floema ocorre através da testa e os
solutos sao entdo transportados para o embrido (ou endosperma) através do apoplasto.
(BRADFORD, 1994).

Os resultados observados durante a determinagéo da curva de massa fresca (Figura
7) mostram que inicialmente ocorre um aumento linear inicial até certo ponto, tal fato ocorre
devido a intensa diviséo celular e formacgéao do embrido (histodiferenciacdo); em seguida ela
prossegue com a expansdo celular acompanhada da fase de deposicdo de reserva e
maturacao da semente, em que apos o ganho de massa fresca mantém-se constante até se
iniciar a fase de dessecacdo, na qual a semente sofre desidratacdo e consequientemente
perde peso, como mostra a parte final da curva, na qual se observa um decréscimo linear a
partir dos 45DAA. Esses dados estédo de acordo com as fases pelas quais, segundo Thaker
(1999), as sementes de angiospermas em desenvolvimento passam, que sao:
histodiferenciacdo, expansao celular acompanhada de acumulo de reservas, e a fase final,

que corresponde ao dessecamento.

A matéria seca da semente sdo as proteinas, agucares, lipidios e outras substancias
gue sao acumuladas nas sementes durante o seu desenvolvimento. Logo apls a
fertilizacdo, o acumulo de matéria seca se processa de maneira lenta, pois as divisbes

celulares predominam, ou seja, estd ocorrendo um aumento expressivo no numero de
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células. Em seguida, verifica-se um aumento continuo e rapido na matéria seca, como pode
ser observado na figura 2, a partir dos 25DAA , até atingir o maximo, aos 45 DAA. Segundo
Silva et. al. (2001), em geral, a semente deve atingir a sua maxima qualidade fisiol6gica
quando o conteudo de matéria seca for maximo. Segundo os mesmos, durante esta fase de
intenso acumulo de matéria seca, o teor de 4gua da semente permanece alto, devido a agua
ser o0 veiculo responsavel pela translocacdo 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 estagios iniciais de deposicéo de lipidios e proteinas dos 30 aos 40 DAA. Além
disso, para que o material que chega a semente seja metabolizado, € necessario que o
meio, onde estdo ocorrendo as reagdes, seja bastante aquoso. Portanto, durante esta fase é
primordial que haja adequada disponibilidade de agua e de nutrientes no solo para que o

preenchimento das sementes seja satisfatério (THORNE, 1981).

Segundo Vicente-Carbajosa e Carbonero (2005), muitos estudos feitos com
maturacdo de sementes de diversas espécies apontam o ponto de maximo conteudo de
matéria seca como o melhor e mais seguro indicativo de que as sementes atingiram a
maturidade fisiol6gica. Dessa forma a maturidade fisioldgica fica caracterizada como aquele
ponto apdés o qual a semente ndo recebe mais nutrientes da planta mée, cessando a
conexdo planta-semente. A partir dai, a semente permanece ligada a planta apenas

fisicamente.

As andlises histoquimicas mostraram que a deposi¢cdo de lipidios, 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 lipidios em sementes de J .curcas em
diferentes estagios do desenvolvimento, utilizando espectroscopia por ressonancia nuclear
magnética, observaram que a sintese de lipidios em J. curcas ja podia ser registrada
proximo a terceira semana apés a fertilizacdo. Tal evento sugere que, devido a
espectroscopia por ressonancia nuclear magnética ser uma ferramenta de analise de maior
acuracia, quando comparada a analise por histoquimica, lipidios em gquantidades bastante
pequenas, em estagios que antecedem os 30 DAA, podem ndao ter sido detectados pela
técnica utilizada no presente trabalho. Ndo se pode também deixar de levar em
consideracdo o fato de que o presente trabalho utilizou apenas o endosperma como tecido
durante as andlises histoquimicas, enquanto Annarao, et. al. (2008) fez uso da semente
inteira. Segundo Raju e Ezradanam (2002) os estigmas sdo receptivos apos a abertura das
flores e assim permanece por trés dias, esse fato pode interferir na determinacdo exata da
idade da semente em determinado estagio do desenvolvimento, podendo, dessa forma,

ocorrer uma pequena variacdo na determinacdo da idade por até trés dias, e
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consequentemente, poder ser mais um fator que pode estar atuando na diferenca do

periodo de inicio da sintese de lipidios.

O trabalho de Annarao, et. al. (2008) também mostrou que a concentracdo de 4cidos
graxos livres apresenta maior percentual de contribuicdo acerca do total de lipidios nos
estagios iniciais do desenvolvimento da semente, em seguida, os lipidios na forma de
triacilglicerol passam a ocupar crescentemente a maior porcentagem nos estigios de

maturacdo da semente.

As andlises histoquimicas para proteinas mostraram que o armazenamento de
proteinas também se inicia aos 30 DAA (Figura 16) e € perceptivel que ha um aumento
crescente com o decorrer do desenvolvimento da semente. Estudos a respeito dos produtos
de acumulo de reservas e do padréo de expressao génica realizados por Hills (2004) com
sementes de Arabidopsis em desenvolvimento, mostraram que 0s picos de expressao de
genes que estdo envolvidos no metabolismo de carboidratos sdo 0s primeiros a serem
expressos; 0s que sao necessarios para a sintese de 6leo sdo expressos posteriormente, e
por ultimo sédo expressos 0s genes relacionados com a producdo de corpos protéico e

oleossomos.

Imagens obtidas em microscépico de transmissdo mostram-se em congruéncia com
os dados obtidos pela histoquimica, além de proporcionarem informagfes adicionais. A
partir das andlises por MET (Figura 17), pode-se observar que as proteinas de reserva
ficam depositadas em vacuolos modificados denominado de corpos protéicos, assim como
também pode ser observado por Hills (2004), ao fazer andlise por MET de células de

embrides em desenvolvimento.

A partir das imagens de MET de sementes em desenvolvimento obtidas no presente
trabalho, foi possivel fazer a visualizagdo de trés componentes formando o corpo protéico: a
massa fundamental, o cristal6ide e o globdide, 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
inclusdes de globdides de fitina. Em sementes de mamona, 0S corpos protéicos possuem
uma inclusdo extra de cristaldides de proteinas em adicdo aos globdides de fitina
(hexafosfato de inositol). Nessas sementes a fitina é restrita ao globdide da organela. Os

cristaléides sdo compostos por proteinas de reserva do tipo globulina.

As andlises histologicas mostraram que a medida que a semente se desenvolve o
endosperma vai atingido maiores propor¢cdes da semente enquanto o integumento interno

ao final do desenvolvimento se restringe a uma camada irriséria, como ja pode ser
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percebido na Figura 13 B3. O mecanismo que pode estar contribuindo para a expanséo 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 expansdo do endosperma celular em sementes de Ricinus em
desenvolvimento, os nucleos, das camadas de células do nucelo proximas a face em
expansdo do endosperma em desenvolvimento, exibem fragmentagdo do DNA, sugerindo
que as células estdo sofrendo morte celular programada. Apesar da fragmentag&o nuclear
do DNA néo ser um critério suficiente que comprove que esta havendo morte celular
programada por apoptose, caracteristicas morfolégicas e ultraestruturais consistentes com a
progressdao da morte celular programada foram verificadas nas células do nucelo
(GUNAWARDENA et. al.,, 2001). Essas incluem mudancas na densidade do tonoplasto,
formacéo de vesiculas no citoplasma, deformacdo do ndcleo e organelas, condensacéo da
cromatina nuclear, colapso e condensacao do citoplasma, e colapso celular. Varios 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 destruigdo do nucelo e

do integumentos durante o desenvolvimento da semente em varios outros sistemas.

Greenwood et.al. (2005), relataram que as células da primeira camada de células do
endosperma adjacentes a paredes celulares do apoplasto em colapso apresentam estrutura
de transferéncia celular. Essas sdo caracterizadas por invaginacdes na parede, que
aumentam substancialmente a area de superficie da membrana plasmatica. Essas
invaginacdes sao limitadas a 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
sdo conectadas com as células vizinhas apenas por plasmodesmos, ocorrendo dessa forma
transporte simpléstico dos solutos e nutrientes. Plasmodesmos parece ser a via primaria ou
Unica de transporte de solutos e nutrientes entre as células em desenvolvimento em

sementes de Ricinus.

As células de transferéncia do endosperma de Ricinus, certamente estdo envolvidas
na captura de catabdlitos provenientes do das células mortas do nucelo e dos integumentos

durante os estagios iniciais do endosperma em expansédo (GREENWOOQOD et.al., 2005).

Uma extensa vascularizacdo foi observada durante as analises histologicas das
sementes de J. curcas em desenvolvimento, com entrada a partir do pélo calazal, sendo
esta também verificada no évulo e na semente em desenvolvimento de Ricinus, como relata
Greenwood e Bewley, (1982), com entrada no pélo calazal ramificando-se nos tecidos

maternos para cercar 0 saco embrionario. Segundo esses autores, a vascularizacdo
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permanece ativa apés a destruicdo do nucelo e do integumento. Ela fornece os metabdlitos
que permitem um aumento de 25 vezes em relacdo ao peso seco do endosperma nos
ultimos dois ter¢os do desenvolvimento, apds a destruicdo do nucelo (GREENWOOD et. al.,
1984).

Como o presente trabalho tem no endosperma seu maior foco, se torna interessante

fazer algumas consideracfes a mais sobre o mesmo.

O desenvolvimento do endosperma se inicia com a fertilizacdo da célula central. No
endosperma nuclear, os nucleos iniciais do endosperma se dividem repetidamente, sem a
formacédo de parede celular, resultando em um endosperma cenocitico, no qual o nucleo se
distribui pela periferia de uma imensa célula, circundando um vacuolo central. (BOISNARD-
LORIG, et. al., 2001).

O processo de celularizagéo se inicia no ciclo final da mitose cenocitica, a partir do
endosperma micropilar, prosseguindo para o endosperma calazal (BROWN et. al., 1999).
Esse mesmo padrédo de celularizagdo 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
gue ele ocorra corretamente e a semente cresga. Segundo Berger et. al. (2006), durante o
crescimento da semente € necessario que ocorra uma coordenacdo entre o embrido, o
endosperma, e os tecidos de origem materna, 0s integumentos da semente e o nucelo.
Estudos recentes demonstram que uma acdo combinada entre o crescimento do
endosperma e integumento é essencial para a determinagdo do tamanho da semente em
Arabidopsis (GUITTON et. al., 2004).

Mutagbes no gene HAIKU (IKU) diminuem o tamanho do endosperma e
eventualmente o tamanho da semente e do embrido (GARCIA et. al. 2003). Os genes
HAIKU: IKU2 e MINISEED3 (MINI3) codificam uma quinase repetida rica em leucina € um
fator de transcricdo WRKY, respectivamente (LUO et. al. 2005). Esses genes S80 expressos
no endosperma imediatamente apds a fertilizacdo. A diminuigdo no tamanho do endosperma
em mutantes iku é acompanhada pelo decréscimo no alongamento celular do integumento
da semente, indicando comunicacdo entre esses dois componentes distintos geneticamente
(GARCIA et. al. 2005). Similarmente, a redugdo no grau de alongamento celular no
integumento da semente reduz o crescimento do endosperma. Inversamente, aumentando o
numero 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 embrido
iniciar a maior fase de proliferacdo celular apos o estagio cordiforme. Esses resultados
mostram a capacidade dos integumentos das sementes em regular o crescimento do
endosperma por um efeito esporofitico materno. Em espécies de cereais, o embrido
permanece confinado a um pequeno volume na semente madura e o endosperma estende
seu desenvolvimento até a maturagdo da semente e armazenamento das reservas. Dessa
forma, o modelo de controle de tamanho da semente estabelecido em Arabidopsis €
provavel que seja aplicado aos cereais (BERGER et. al., 2006), bem como a Jatropha
curcas, como observado no presente trabalho. A natureza do mecanismo de comunicagao
entre endosperma e integumentos permanece desconhecida. Um provéavel fator poderia ser
forcas biofisicas; o endosperma em crescimento poderia exercer tensdes mecanicas nas
células do integumento (HAUGHN e CHAUDHURY, 2005).
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4.2. I1solamento de plastidios de sementes em desenvolvimento de pinhdo manso

O processo de isolamento de plastidios ocorreu atravées de uma série de
centrifugacdes, dentre as quais o passo de centrifugacdo em gradiente descontinuo de PBF-
Percoll, foi fundamental para a obtencdo de uma fracdo rica em plastidios localizada na
interface das camadas de 35-22% do gradiente de PBF-Percoll (Figural8).

Durante o processo de isolamento de plastidios trés fracdes foram obtidas
denominadas de:

FRACAO I: precipitado obtido apds a centrifugacdo a 200g por 10 minutos, do filtrado do
homogeneizado (Figura 5 Al);

FRACAO II: precipitado obtido apds a centrifugacdo do primeiro sobrenadante: 6000g por
15 minutos (Figura 5 All);

FRACAO lII: precipitado obtido apds a centrifugacdo a 1000g por 10 minutos, da fracdo da
interface  33-22% do gradiente de PBF-Percoll, diluida em tampdo de
homogeneizagéo (Figura 5 Alll).

Para avaliar o grau de pureza e se ter uma no¢ado da composicdo em organelas de
cada fracdo, as fracdes I, Il e Ill foram examinadas através da microscopia eletrénica de

varredura e da microscopia eletrénica de transmisséao.
4.2.1. Andlise por microscopia eletrénica de varredura (MEV)

O microscoépio eletrbnico de varredura é capaz de produzir imagens de alta
resolucdo, entretanto ele proporciona apenas visualizagdo da superficie de uma amostra.
Dessa forma, a analise por microscopia de varredura forneceu pouca informag¢ao quanto a

composicdo em organelas e grau de pureza das fracdes I, 1l e Ill.

Esta andlise mostrou que & medida que ocorre uma nova centrifugacado, as fragbes
obtidas apresentam um aspecto mais homogéneo. Na fracéo | foi observada a presenca de
organelas de tamanhos diversificados, bem como de um presumivel material celular lisado
sobre as mesmas, correspondendo possivelmente a restos celulares e fragmentos de
tecidos. (Figura 19. Al). Na fracdo Il as organelas apresentaram um tamanho mais
homogéneo. Como ela foi obtida a partir de um sobrenadante, um menor grau de deposi¢cédo
de possiveis lisados celulares foi observado (Figura 19. A2). Por fim, a fracdo Ill, mostrou-
se com o aspecto mais homogéneo com relacdo a forma e tamanho das estruturas

observadas (Figura 19. A3).

76



Isolamento de plastidios de endosperma de sementes em desenvol... Resultados e Discussao

a2 10%

22%

35%

Figura 18: Fracdo enriquecida em plastidios obtida através centrifugacdo de uma fragcdo
enriquecida em organelas em um gradiente descontinuo de PBF-Percoll. A seta indica a

fracao enriquecida em plastidios na interface entre as camadas 35 e 22% de PBF- Percoll
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4.2.2. Andlise por microscopia eletrénica de transmisséo (MET)

s

O microscopio eletrbnico de transmissdo é utilizado para a observacdo de cortes
ultrafinos. Os cortes ultrafinos permitem que diversas camadas da amostra sejam
visualizadas, permitindo a analise da fase interna de estruturas. No caso da analise de um
tecido, por exemplo, esses cortes proporcionardo a visualizacdo das células bem como das

organelas que fazem parte das mesmas.

A microscopia eletrénica de transmissao (MET) permitiu, dessa forma, uma analise
da fase interna das estruturas presentes na fracao |, Il e lll, possibilitando uma investigacéo

mais acurada dessas trés fracoes.

A andlise por MET da fracdo | (Figura 19. B1) proporcionou a visualizacdo 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 andalise por MET da fracédo Il foi possivel
observar a presenca de vérias organelas diferentes, algumas delas danificadas.
Oleossomos, plastidios e mitocdndrias foram possiveis de serem identificados, contudo, ndo
foi observada a presenca de corpos protéicos. Essa fracdo foi entdo denominada de fracao
enriquecida de organelas (Figura 19. B2).

Na andlise por MET da fracéo lll foi possivel observar, de forma mais nitida, que a
fracdo localizada da interface das camadas de 35 e 22% do gradiente de PBF-Percoll é
composta na sua maioria por Unico tipo de organela, apresentando um alto padrdo de
homogeneidade. Segundo Miernyk et. al. (1989) os leucoplastos in situ sdo tipicamente
ovoides, entretanto quando isolados sob condi¢cdes isosmotica apresentam forma esférica
com uma matriz granular uniforme, poucos plastoglobulos e sem membrana elaborada no
estroma, ou seja, sem tilacéides, tais caracteristicas se assemelham as observadas nessa
fracdo (Figura 19. B3). Os plastidios observados na fragdo Ill apresentaram tamanhos
variados, intactos na sua maioria. Essa fracdo foi, dessa forma, denominada de fracdo
enriguecida de plastidios. Muito embora outras organelas como mitocdndrias tenham sido

observadas, mesmo que em quantidade bem menor.
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FRACAO Il

Figura 19: Microscopia eletrénica de varredura (MEV) e de transmissdo (MET) das fracbes I, Il e lll. A. MEV das fracdes I, Il e lll. B. MET das
fracdes I, Il e lll. Barra de 5um em A e 2um em B.
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Embora trabalhos empregando gradiente de sacarose e de Nicodenz por Balmer et.
al., 2006, sejam utilizados para obtencdo de fracdo enriquecida de plastidios, Miflin e
Beevers (1974) se mostraram insatisfeitos com os resultados obtidos ao fazer uso desta
metodologia. Segundo os autores a mudanca brusca das concentracdes de sacarose levou

a ruptura de uma quantidade consideravel dos plastidios.

A utilizacdo de gradiente descontinuo de Percoll é descrita na literatura como um
método importante no isolamento de plastidios, essa técnica mostrou ser eficiente na
separacao dos leucoplastos, das fracdes citosolicas 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 modificagbes, e, assim como 0s acima
relacionados, utiliza gradiente descontinuo de Percoll. Este protocolo mostrou-se eficiente
na obtencdo de uma fracdo enriquecida de leucoplastos, como mostrado nos resultados
obtidos por MET (Figura 17. B). Muito embora os resultados obtidos através das analises de
microscopia eletronica indicar que a fragao Ill é composta predominantemente de plastidios,
outros parametros, tais como ensaios enzimaticos especificos para organelas individuais,

deverdo ser utilizados para aferir a homogeneidade desta fracéo.

As analises por microscopia eletrbnica de varredura e transmissdo forneceram
indicios que a fracdo Il é enriquecida com organelas tais como mitocondrias, plastidios e
oleossomos. As mesmas andlises mostraram que a fragdo Il € composta
predominantemente de plastidios. Nés decidimos assim estabelecer mapas bidimensionais

das proteinas presentes em ambas as fracoes.

4.3. Estabelecimento de mapas bidimensionais

Apbés um melhor conhecimento, sobre o grau de pureza das fracbes I, Il e lll,
proporcionado pelas imagens obtidas por microscopia eletronica de varredura e de
transmissdo, mapas bidimensionais da fracdo Il (fracdo enriquecida em organelas) e da

fracdo Il (fragdo enriquecida em plastidios) foram estabelecidos.

4.3.1. Fracao rica em organelas (Fracéao Il)

O método de extracdo de proteinas utilizado para a extracdo de proteinas das
fracOes Il e lll foi 0 mesmo descrito por Vasconcelos et. al., 2005, e a dosagem de proteinas

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 proteina,
da extracdo da fracdo enriquecida de organelas, e 25,2 ug, de proteina, da extracdo da
frac@o enriquecida de plastidios.

Nos géis da fracdo enriquecida de organelas foram aplicados 500 ug de proteina,
utilizando tiras de IPG com pl na faixa de 3-10 . (Figura 20. A). Visto que foi observada
uma grande quantidade de “spots” concentrados na regidao compreendida na faixa de pl de
4-7, um novo mapa, utilizando-se tira de IPG com pl na faixa de 4-7 ,foi estabelecido
(Figura 20. B).

Apébs a obtencdo dos mapas bidimensionais, procedeu-se com a andlise dos géis
utilizando o programa ImageMaster 2D Platinum. O programa detectou 353 “spots” no gel
proveniente da separacdo das proteinas na faixa de pl de 3-10, e 455 no gel proveniente da
separacdo das proteinas na faixa de pl de 4-7. Os “spots” detectados apresentaram uma
variagdo 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 parametros utilizados para detec¢do dos spots pelo programa foram feitos em
cima do ajuste dos valores de “Smooth”, “Saliency” e “Min Area”. O “Smooth” fixa 0 nimero
de vezes que o ImageMaster ira suavizar a imagem antes da detecgao de “spots”, ele deve
ser otimizado para deteccao de todos os “spots” reais e dividir o maior nimero possivel de
“spots” sobrepostos, sem se preocupar com manchas de ruido, que podem ser filtrados com
os parametros “Saliency” e “Min Area”. O parametro de “Saliency” € uma medida baseada
na curvatura do “spot”. Ela indica o quanto um ponto se destaca em relagdo ao gel.
Manchas reais de saliéncia geralmente tém valores elevados, enquanto artefatos e ruidos
de fundo tém pequenas saliéncias. Ela é bastante eficiente na filtragem de spots. Depois de
definido um valor de saliéncia adequado para filtrar todos os pontos de ruido, deve-se ainda
livrar-se de artefatos como particulas de poeira, que consistem em alguns pixels muito
escuros, usando o parametro “Min Area”, o qual elimina manchas que tém uma area menor
do que o limite especificado (expressa em numero de pixels). Os valores desses parametros
que melhor se ajustaram para ambos os géis, foi de 2 para Smooth, 35.0000 para Saliéncia

e 13 para Min Area.
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Figura 20: Mapas bidimensionais da frac&o enriqguecida de organelas. Durante a primeira dimenséo as proteinas 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 500ug de proteinas. Os géis, apés a segunda dimenséo, 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). Apos a corrida com
tira de IPG com pH na faixa de 4-7 foi possivel detectar um aumento consideravel na
quantidade de “spots” detectados, passando de 241 para 455, acréscimo de 88,79% (Figura
21.B).

A partir dos géis obtidos da fragao enriquecida de organelas, um total de 567 “spots”
poderdo ser excisados e digeridos para posterior andlise 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 importancia de se ter utilizado tiras de IPG com pH na faixa de 4-7, o que
possibilitard uma maior quantidade de proteinas identificadas por espectrometria de massa.

Os mapas bidimensionais obtidos da fracdo enriquecida de organelas poderéo
fornecer informacgdes importantes. Fazendo uso da espectrometria de massa para
identificacdo das proteinas presentes nessa fracdo, pode-se verificar se nessa amostra
estdo presentes proteinas plastidiais. Em caso de muitas destas proteinas serem
identificadas nesta fracdo, pode-se inferir que uma grande quantidade de plastidios ndo
intactos podem estar se sedimentando juntamente com as outras organelas que formam a
fracdo enriquecida de organelas. Nesse caso, fazer alteracées nos parametros utilizados,
para a obtencdo de um protocolo mais eficiente, em que os plastidios presentes em uma
amostra estejam intactos e concentrados na fracdo enriquecida de plastidios, sera
conveniente.
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Figura 21: Mapas bidimensionais da fragdo enriquecida de organelas. Durante a primeira dimenséo as proteinas 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 500ug de proteinas. Os géis, apos a segunda dimenséo, foram
corados com Coomassie Phast Gel Blue R-350. Em A, a regido amarela corresponde a faixa de pH de 4-7, na qual pode ser observada uma grande
quantidade de “spots” (241 “spots”) concentrados nessa regiao. 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 marcagdes em vermelho correspondem ao total de spots, 112 “spots” em A e 455

“spots” em B.
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4.3.2. Fracao rica em plastidios (Fracéo Ill)

Trés mapas bidimensionais, gel A, B e C, (Figura 22) utilizando tiras de IPG com pl
na faixa de 4 a 7, foram obtidos a partir da fracdo enriquecida de plastidios. O gel A foi

selecionado como gel de referéncia, nele foram aplicados 400ug de proteina (Figura 22.A)

A analise a respeito das semelhancas entre o gel de referéncia e os géis B e C foi
realizada utilizando-se o icone “scatter plot” do programa ImageMaster 2D Platinum, o qual
proporciona informacdes sobre o grau de similaridade entre os géis, a partir do coeficiente
de correlagéo (Corr). Este coeficiente pode variar de 1 a -1, em que um valor proximo a 1
indica um bom ajuste entre os géis. A analise do grau de similaridade entre o gel de
referéncia e o gel B, apresentou um coeficiente de correlagédo de 0,972, enquanto entre o gel
de referéncia e o gel C, foi de 0,717. Apesar das concentracdes de proteinas aplicadas aos
géis ndo terem sido as mesmas, devido a limitagdo na obtengédo de maiores quantidades de
proteina durante o processo de isolamento da fragdo enriquecida de plastidios, os valores

mostram-se préximos a 1, sendo um indicativo de que os géis obtidos sdo reprodutiveis.

Apoés a separacdo das proteinas presentes na fragdo enriquecida de plastidios por
eletroforese bidimensional, foram detectados, pelo programa ImageMaster 2D Platinum, 833
“spots” no mapa de referéncia Os parametros utilizados para detecgdo dos spots pelo
programa foram feitos em cima do ajuste dos valores de “Smooth”, “Saliency” e “Min Area”.
Os valores desses parametros, que melhor se ajustaram aos géis, foi de 2 para Smooth,

35.0000 para Saliéncia e 13 para Min Area.

As analises iniciais dos géis obtidos a partir da fracdo enriquecida de plastidios
mostraram que na faixa de pH de 4 a 7, a distribuicdo dos “spots” se deu de forma bastante
uniforme, com baixa sobreposi¢cdo 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 centrifugacdes

necessarias para a obtencao da fracao enriquecida de plastidios.

Apesar de os spots apresentarem-se bem distribuidos nessa faixa de pH, observa-se
gue a regido mais proxima ao pH 7 apresenta uma densidade de spots levemente maior que
a mais préxima ao pH 4. Dessa forma, analises adicionais com tira de IPG de pH de 6-11,

poderdo proporcionar a deteccdo de um nimero maior de spots.
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Figura 22: Mapas bidimensionais da fracdo enriquecida de plastidios. Trés mapas bidimensionais, gel A, B e C, utilizando tiras de IPG com pH
na faixa de 4 a 7 para fazer a separacdo protéica durante a primeira dimens&o, foram obtidos a partir da fragéo enriquecida de plastidios. Os géis,
apos a segunda dimenséo, foram corados com Coomassie Phast Gel Blue R-350. O gel A foi selecionado como gel de referéncia, ao qual foram
aplicados 400 ug de proteina.
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A andlise do gel de referéncia da fracdo enriquecida de plastidios, utilizando o
programa ImageMaster 2D Platinum, mostra que os “spots” detectados apresentaram uma
variacdo 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 fracdo enriquecida de organelas 455,
(quando os géis com tira de IPG de pH na mesma faixa sdo comparados) . Esta analise
também mostrou um predominio de “spots” detectados em baixa abundéancia, a maioria
deles com massa molecular acima de 25 KDa (Figura 23.A).A analise quanto ao volume
relativo que o spot ocupa no gel, mostrou que somente 17 dos “spots” que formam o gel de
referéncia 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 regido mais préxima ao pH 7 e a maioria apresenta massa molecular menor

que 30.
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Figura 23: Mapa bidimensional de referéncia da fragdo enriquecida de plastidios. (A) Gel de referéncia obtido da fracdo enriquecida de
plastidios utilizando tira de IPG com pH na faixa de 4 a 7. Ele apresenta um predominio de “spots” em baixa abundancia, a maioria deles com massa
molécula acima de 25 KDa. (B) Somente 17 dos “spots” que formam o gel de referéncia (833 “spots”) apresentam volume relativo maior que um
(marcacdo em vermelho e azul), 5 destes possuindo intensidade relativa também maior que 1 (marcado em azul). Estes “spots” mais abundantes

ficam localizados na regido mais proéxima 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 referéncia obtido da fragao enriquecida de plastidios utilizando tira de IPG com
pH na faixa de 4 a 7. Somente 17 dos “spots” que formam o gel de referéncia apresentam volume relativo maior que um, 5 destes possuindo

intensidade relativa também maior que 1 (linhas marcadas de cor marrom).

SpotiD pl MW Intensidade Area Volume % Intensidade % Volume Saliéncia
106 5.85948 82692 1.11602 771331  4.54098 0.986566 2.24161 2610.93
107 5.94741 83205 0.993734 7.01796  3.93519 0.878468 1.94257 1642.60
108 5.78707 82692 0.897988 7.56277  3.90200 0.793829 1.92619 1173.32
713 6.61724 25153 1.04276 6.60936  3.22162 0.921804 1.59032 3075.08
726 7.01293 24721 0.839856 7.89252 2,74829 0.742439 1.35667 3029.02
761 6.20086 23498 0.961327 5.16849  2.30095 0.849820 1.13584 4607.21
820 6.4034 20425 0.871333 6.82441  2.44958 0.770265 1.20921 3011.96
822 6.90172 19948 1.46822 15.6130  12.1219 1.29791 5.98388 7877.72
831 6.59655 20075 1.11285 6.54484  3.07074 0.983765 1.51584 4350.84
880 6.41810 18008 1.46928 10.8173  9.35749 1.29885 4.61924 9697.87
902 5.62672 17492 1.20039 7.87818  4.60273 1.06115 2.27209 3732.56
904 5.86983 17581 0.979244 5.68462 2.32221 0.865747 1.14634 1685.63
907 5.94224 17186 1.54240 12.6667 11.0764 1.36350 5.46776 8381.74
966 5.92931 15223 1.36373 7.69180 5.17737 1.20555 2.55576 7339.02
972 6.47500 15146 1.10478 6.16491 3.11718 0.976631 1.53877 5186.93
983 5.74052 14750 1.05340 5.42656 2.52687 0.931212 1.24737 4905.43

1000 6.95345 14094 0.945703 6.91043 2.86979 0.836009 1.41665 4184.52
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Apo6s futura identificacdo das proteinas por espectrometria de massa uma melhor
analise sobre as proteinas, podera ser feita utilizando informagdes conjuntas obtidas a partir
do programa ImageMaster 2D Platinum, uma vez que este é capaz, por exemplo de calcular
a quantidade relativa de proteina presente em cada “spot’, a partir da analise de
intensidade, volume e area de cada um. Essa quantificacédo possibilitard, dessa forma, uma
melhor definicdo acerca da variacdo do padréo da expresséo

O isolamento da fracdo enriquecida de plastidios, com posterior extracdo e
separacdo das proteinas por eletroforese bidimensional € uma estratégia bastante
apropriada para aquisi¢do de um maior conhecimento sobre o padréo de expressao protéica
como também para fornecer maiores indicios a respeito da eficiéncia do protocolo para a

obtencdo da fracdo enriquecida de plastidios, quando aliada & espectrometria de massa
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5. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS FUTURAS

O presente trabalho almeja identificar as proteinas envolvidas na sintese de acidos

graxos e de ésteres de forbol, a qual ocorre nos plastidios.

De acordo com os resultados obtidos durante a caracterizagdo morfologica,
histolégica e histoquimica, o estagio do desenvolvimento da semente escolhido para
realizacdo do isolamento de plastidios, foi aquele que apresentou as caracteristicas

descritas para sementes com 30 DAA.

Os resultados mostraram que o armazenamento de lipidios nas sementes de J.
curcas se inicia a partir de 30 DAA, estagio no qual o endosperma ja esta bem diferenciado

e facil de ser isolado do restante da semente para posterior isolamento de plastidios.

Sementes com caracteristicas morfologicas semelhantes as observadas com
25DAA, estagio que antecede imediatamente a deposicao de lipidios, poderao ser utilizadas
para estudos posteriores sobre as proteinas de interesse acima citadas. No presente
trabalho ndo foi observada a deposicéo lipidios nesse estagio, entretanto Annarao, et. al.
(2008) os detectou em estagios anteriores a 30 DAA, sugerindo que aos 25 DAA pode estar
ocorrendo sintese de acidos graxos que servirdo de precursores para a formacgdo de
triacilgliceréis. Nesse estagio o endosperma ja pode ser bem percebido e possivel de ser

isolado do restante da semente.

Os resultados obtidos a partir da caracterizagdo morfolégica, histologica,
histoquimica e ultraestrutural, fornecem informagcdes importantes acerca da escolha do
melhor estagio do desenvolvimento da semente (30 DAA) a ser utilizado no presente

trabalho, bem como para outros fins.

Também ¢é importante ressaltar que, em condicdes de campo, a evolucdo de
determinadas caracteristicas ndo é facil de ser monitorada e a fixacdo de uma data ou
época para a ocorréncia da maturidade fisiologica, em funcéo de eventos como semeadura,
florescimento e frutificacdo, pode apresentar diferencas para uma mesma espécie e cultivar
em funcdo das condi¢bes de clima, estado nutricional das plantas, dentre outros fatores.
Portanto, torna-se necessario conhecer outros parametros que permitam detectar a
maturidade fisiologica, correlacionando-a com caracteristicas morfoldégicas da planta, dos
frutos e/ou sementes. Tal fato destaca, mais uma vez, a importancia da caracterizagédo
morfoldgica 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 eletrénica sugerem que a camada localizada na
interface 35-22% do gradiente descontinuo de PBF-Percoll é enriquecida de plastidios. Os
mapas bidimensionais obtidos da fragdo enriquecida de organelas e de plastidios deverao
ter seus “spots” excisados e identificados por espectrometria de massa, para fornecer um
melhor conhecimento a respeito das proteinas presentes nessas amostras, bem como do

padrédo de expressdo das mesmas.

Estratégias estdo sendo desenvolvidas para remocado e degradacdo dos ésteres de
forbol, (MAKKAR et. al., 2009), entretanto estas ndo sao atrativas economicamente. Seria,
portanto, interessante a realizacdo de estudos direcionados para o desenvolvimento de
plantas de J. curcas geneticamente modificadas, para que as mesmas passem a apresentar
maior padrdo de qualidade com relacdo a sintese de &cidos graxos e diminuicdo dos niveis
de ésteres de forbol. Nesse contexto, estratégia de silenciamento génico podera ser
utilizada para impedir a expressdo de um determinado gene relacionado a via de sintese

dos diterpenos, sendo os ésteres de forbol um deles.

Deve-se levar em consideracdo que enzimas envolvidas na via de sintese dos
ésteres de forbol, também podem ser fundamentais para a via de sintese 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 néo

impossibilite o funcionamento de outras vias.

A técnica de silenciamento génico também podera ser utilizada para inativar genes
relacionados com a producdo de &cidos graxos que ndo apresentam caracteristicas
apropriadas para a producdo de biodiesel e que diminuem a eficiéncia da obtencéo de 6leo
de qualidade desejavel.

A identificacdo das proteinas detectadas nos géis bidimensionais da fracdo
enriquecida de plastidios, com analise da variacdo do padrdo de expressdo da mesma,
fornecera suporte para os estudos mencionados acima. O desenvolvimento de pesquisas
voltadas para o melhoramento genético do pinhdo manso, que viabilize a obtencao de 6leo
de melhor qualidade nas suas sementes, e que possibilite a producdo de sementes ndo
toxicas, livres de ésteres de forbol, para que as mesmas possam ser utilizadas como fonte
de alimento, podera ser uma via para 0 progresso dessa cultura, que assim como a

mamona, torne-se uma grande cultura com aplicacao industrial.
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7. ANEXO
L.I. Solucao de Karnovsky {5:3:2) 1.VL.Solucao de equilibrio
Glutaraldeido 1% TrisHCL pH8,8 S0mM
Formaldeido 4% Glicerol 30%
Tampéo fosfato pH 7.2 02M Ureia 6mM
LI T aodeh izaca SbS 2%
I. Tampao de homogeneizagao
= =8 - Azul de bromofenol tracos
HEPESKOH, pH 7.5 S0 mM
D-Sorbitol 04M L.VI. Tampao de amostra
EDTA 2mM TrisftHCL pH6,8 ™
EDTA_Na2 2H20 2mM Glicerol 204
MgCI2 6H20 1mM sSDS 10%
DTT 1 mM Azul de bromofenol fracos
BSA 1% (pV) LVIIL. Main Gel {15%)
Ficoll 1% (piv
= (PN) Bis-Acrilamida 30% 15mi
NaF 20mM .
Tris 1,5M pH 8,8 7,5ml
H,O Milli -
LO Milli-Q SDS 10% 300 pl
LIIl. Solugcao PBF-Percoll PSA 10% 300 pi
PEG 8000 ou PEG 4000 3% (piv) TEMED 24y
Bsh 12%(piv) H,O destilada 6.9 ml
Ficoll 1% (piv) -
LIX. Tampao de corrida
Percoll -
Tris 0,25M
L.IV. Tampao de extracao Glicina 1,92M
Piridina/ HCI pH3,0 S0nM) SDS 1%
Tiuréria 10mM H,O destilada p/ 1000ml
SDS 1% I.X. Sol. Corante PhastGel Blue R-350
LV. Solucao de reidratacao Estoque:
1 tablete em 80 ml de agua (agito por 10
Uréia yd' minutos) + 120 n-l'l de me-t'anol (agito até
completa dissolucao, filtracéo).
Tiuréia 2M
DTT 65mM Corante 0,02%:
100 ml de corante estoque + 900 ml de
CHAPS 1% solucdo descorante .
IPG Buffer 0.5% I.XI. Solucio Descorante
Azul de Bromofenol tracos acido acético: metanol: agua (1:3:6)
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