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RESUMO

Embora o potencial das sementes de pinhdo manso como fonte de matéria prima para
a producédo de biodiesel seja amplamente reconhecido, pouco se sabe sobre os
padrées de deposicao de oleo e proteina durante o desenvolvimento da semente. A
disponibilidade deste conhecimento sera de fundamental importancia para a criagao
de novos gendtipos que atendam a demanda das industrias do biodiesel. Neste
trabalho, foi realizada uma analise protebmica inicial do endosperma em
desenvolvimento e maduro, objetivando identificar proteinas envolvidas no
metabolismo de acidos graxos assim como proteinas com propriedades
alergénicas/toxicas/antinutricionais que sdo responsaveis por tornar o residuo da
extragdo do o6leo inadequado para o consumo animal. Através de eletroforese
bidimensional (2DE) foram estabelecidos mapas de referéncia das fragbes protéicas
do endosperma de sementes em desenvolvimento (ESD) e maduras (ESM), que foram
obtidas explorando as propriedades de solubilidade diferencial das proteinas do
endosperma. Desses mapas de referéncia, um total 1480 spots foram selecionados
(712 “ESDOe 768 “ESMOQ, retirados dos géis 2DE e digeridos com tripsina para
posterior analise por espectrometria de massa. Foram utilizados para as buscas, os
bancos de dados do NCBInr e um banco de dados local de ESTs de sementes em
desenvolvimento e durante a germinagdo de sementes de pinhdo manso. Um total de
525 spots foram identificados e classificados funcionalmente. Embora a maioria das
proteinas identificadas fosse relacionadas com funcdo de reserva, proteinas
envolvidas em vias biossintéticas dos acidos graxos e dos diterpenos foram
identificadas, assim como varias proteinas relacionadas com metabolismo, inibidores
de protease e a proteina toxica curcina. A taxa de identificacado relativamente baixa
obtida neste estudo pode em parte ser atribuida ao fato de nao existir bancos de
dados extensos para esta espécie. Os resultados aqui apresentados representam a
primeira analise em profundidade do padrdo de deposicdo e identificacdo das
proteinas de sementes de pinhdo manso e fixam as bases sobre as quais o proteoma

completo de sementes de pinhdo manso podera ser estabelecido.
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ABSTRACT

Although the potential of J. curcas seeds as a biodiesel source is widely recognized,
very little is known about the patterns of oil and protein deposition during seed
development. The availability of this knowledge would be of importance for the creation
of new genotypes tailored to meet the demands of the biodiesel industry. In this work
we have performed an initial proteomic analysis of developing and mature endosperm,
aimed at identifying proteins involved in fatty acid metabolism as well as proteins with
alergenic/toxic/antinutritional properties that may be responsible for rendering the
residue resulting from oil extraction unsuitable for animal. For such two-dimensional
reference maps of proteins from developing (DES) and mature (MAT) endosperm were
established, taking advantage of the differential solubility properties of the endosperm
proteins. From these reference maps, a total of 1480 protein spots (712 “DESGand 768
“MESQ were excised from 2DE gels and digested with trypsin and the resulting
peptides were analyzed by mass spectrometry. The NCBInr database and a local EST
database from J. curcas developing and germinating seeds were used for protein
search. A total of 525 protein spots were identified and functionally classified. Even
though most of the identified proteins were shown to possess reserve functions,
proteins involved in the biosynthetic pathways of fatty acid synthesis and of diterpenes
were identified, in addition to various metabolic proteins, proteinase inhibitors and the
toxic protein curcin. The relatively low identification rate achieved in this study can at
least partially be ascribed to the fact that no extensive database is available for this
species. The results here presented represent the first in depth analysis of protein
deposition and identification of J. curcas seeds and it set the foundations upon which
the full proteome of J. curcas seeds will be established.
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1. INTRODUGAO

O pinhdo manso (Jatropha curcas L.) (FIGURA 1) é um arbusto, perene,
pertencente a familia Euphorbiaceae, cujas sementes sao hoje consideradas uma
fonte potencial de matéria prima para a produgédo de biodiesel. Ela € uma planta de
clima tropical e que pode ser cultivada tanto em areas de baixa como de elevada
pluviosidade, quer seja nas fazendas como uma cultura comercial ou como uma cerca
viva para proteger campos de pasto contra animais ou contra a erosdo dos ventos
(OPENSHAW, 2000). Antes de explorar a planta para aplicagbes industriais, €
imperioso que haja informagbdes completas sobre sua biologia, quimica, e todas as
outras utilidades, para que o potencial da planta possa ser utilizado ao maximo.

As grandes variagdes genéticas na morfologia das sementes e no conteudo de
6leo do pinhdo manso representam um grande potencial nos programas de
melhoramento desta espécie, particularmente na sele¢cao de gendtipos contendo maior
conteudo de o6leo e maior produtividade. Kaushik et al., (2007) estudando as
caracteristicas das sementes e o contetido de 6leo de 24 gendtipos coletados na india,
verificaram uma grande variagdo nas caracteristicas morfolégicas e no conteudo de
6leo das sementes. Os autores acreditam que este fato pode estar relacionado a
ampla distribuicao e boa adaptabilidade da espécie as mais diversas condicbes de
precipitacdo, temperatura e tipo de solo naquela regido. Trabalho semelhante foi
desenvolvido por Sunil et al., (2008), no qual esses autores, utilizando o método de
Soxhlet, avaliaram o conteudo do 6leo de 162 gendtipos do pinhdo manso coletados
na India peninsular, que variaram de 22% a 42%. Este método tem sido utilizado para
a identificagdo de linhagens superiores, avaliando as caracteristicas fenotipicas das
plantas registradas in situ.

Com intuito de avaliar associagdes genéticas e variabilidade nas sementes,
Rao et al., (2008) realizaram uma profunda e extensa exploragdo de germoplasmas
selvagens de 32 arvores de alta produtividade do pinhdo manso provenientes de 11
localidades, que cobriam uma area de 150.000 km? e extensas variagoes de latitudes
e longitudes. Os autores obtiveram resultados semelhantes aos obtidos por Kaushik et
al., (2007) e Sunil et al., (2008), onde puderam ser observados diferengas
significativas nos tragos das sementes, desde a morfologia, o teor de 6leo altura da
planta, razado flores femininas e masculinas e rendimento das sementes em razdo da

progénie.
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FIGURA 1. Aspectos gerais (folhas, frutos, sementes, inflorescéncias) da planta de pinhao

manso (Jatropha curcas).



18

Uma abordagem diferente foi utilizada por Ram et al., (2008), que através de
marcadores moleculares do tipo DNA polimorfico amplificado aleatoriamente (RAPD),
avaliaram a diversidade genética de 12 gendtipos de pinhdo manso estabelecendo
relagdes filogenéticas que resultaram na formagdo de 3 “clustersOde acordo com a
analise baseada no componente principal.

Um dos principais aspectos que desperta interesse no pinh&do manso, esta no
seu Oleo, que devido as suas caracteristicas, pode ser utilizado para a producao de
biodiesel (KUMAR et al., 2008). Uma das caracteristicas responsaveis por esse
interesse é a alta porcentagem de acidos graxos insaturados que fica em torno de 78 a
84%. Um exemplo disso é a composi¢gdo do 6leo de um gendétipo de pinhdo manso
proveniente da Nigéria, que consiste principalmente de acidos graxos como: acido
palmitico (13%), acido estearico (2.53%), acido oléico (48.8%) e acido linoléico
(34.6%) (SALIMON et al., 2008). Entretanto, estes mesmos autores estudando a
composi¢do quimica do 6leo de alguns gendtipos provenientes da malasia, a fim de
caracterizar melhor suas propriedades fisico-quimicas, mostraram que essas
proporgdes variam de acordo com o clima e a localidade.

Algumas consideragdes devem ser feitas quanto ao uso do 6leo do pinhdo
manso como um substituto potencial ao diesel. A viscosidade elevada do 6leo, bem
como sua baixa qualidade de ignigao, torna necessaria a transesterificagdo para que o
6leo adquira propriedades similares ao diesel mineral. Para tanto, a producao do
biodiesel do pinhdo manso associada a utilizagdo de seus co-produtos e também de
outros produtos provenientes de diferentes partes da planta, deve ser avaliada
economicamente de forma a assegurar a viabilidade da produgéo de ésteres etil/metil
de acidos graxos do dleo desta planta. (SIRISOMBOON et al., 2007; AUGUSTUS et
al., 2002)

Outro aspecto que desperta muito interesse no pinhdo manso sao as inUmeras
substancias quimicas presentes nas varias partes da planta (Tabela 1). O uso de
diversas partes do pinhdo manso, ja ha muito tempo, foi descrito na literatura pelas

varias utilidades na medicina popular e para fins veterinarios.
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Tabela 1. Compostos isolados de diferentes tecidos da planta do pinhdo manso

Tecido Substancias identifcadas Referéncia
i Acido cumarico, acido benzdico, &cido resorsilico, Hemalatha e Radhakrishnaiah (1993)
Parte aérea saponinas, taninos.
Taraxerol e R-sitosterol Mitra et al. (1970)
casca
folhas Triterpeno ciclico estigmasterol, flavandides Mitra et al. (1970), Khafagy et al. (1977), Hufford
(apigenina, vitexina e isovitexina) Oguntimein (1987) Khafagy et al. (1977)
latex Curaciclina A, octapeptideo ciclico e a curcaina Van den Berg et al. (1995) Nath e Dutta (1991)
(protease)
Stirpe et al. (1976) Adolf et al. (1984), Makkar et
sementes Curcina, ésteres de forbol, esterase, lipase, fitatos, al. (1997) Staubmann et al. (1999) Aregheore et
saponinas e inibidor de tripsina. al. (1997), Makkar e Becker (1997), Wink et al.
(1997)
raizes R-sitosterol, propacina, diterpenoide jatrophol, (Naengchomnong et al., 1986) (Naengchomnong
cumarina e taraxerol et al., 1994)

(KUMAR et al., 2008)

Alguns compostos com atividade antitumoral (curaciclina A e curcina) foram
encontrados nesta planta (VAN DEN BERG et al.,, 1995; JUAN et al., 2003b). Os
ésteres de forbol, principal componente responsavel pela toxicidade das sementes,
tém apresentado em ensaios laboratoriais e em campo propriedades inseticida,
fungicida e moluscicida (GOEL et al., 2007). Ja o 6leo da semente tem sido usado
como purgativo, no tratamento de eczemas, dores reumaticas e doencas de pele, além
de apresentar atividade antiinflamatéria e efeitos abortivos (KUMAR et al., 2008).

O latex do pinhdo manso é descrito na literatura pelo seu forte poder inibitério
no virus do masaico do melao, na cicatrizagédo de feridas, e principalmente na redugao
do tempo de coagulagdo do sangue humano, entretanto quando diluido, o latex
prolonga o tempo de coagulagdo, e em altas diluicbes ele impede a coagulagao
sanguinea. (OSONIYI & ONAJOBI, 2003) (KUMAR et al., 2008). Nath e Dutta (1997)
descreveram uma enzima proteolitica do latex, a curcaina, com atividade cicatrizante
em camundongos.

Embora muita atencao tenha sido dada a toxicidade e ao alto conteudo de 6leo
da semente do pinhdo manso, outro aspecto que chama a atencgéo € a alta tolerancia
dessa espécie as condicdes de déficit hidrico. A fim de compreender melhor o
mecanismo molecular de tolerancia ao sal e a seca, Zhang et al., (2007), isolaram o
cDNA de plantulas de pinhdo manso que codificava uma aquaporina (JcPIP2), e
mostraram que sob condi¢cdes de déficit hidrico, os niveis dessa proteina eram

abundantes na espécie resistente (GaoYou CSC63), enquanto que no gendtipo
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suscetivel (YanBian S1) eram insignificantes, mostrando a importante fungéo
desempenhada por essa proteina no rapido crescimento do pinhdo manso sob

condicdes de seca.

1.1 Toxicidade da semente do pinhdo manso.

Apesar de seu uso na medicina popular, as sementes do pinhdo manso séo
altamente téxicas. A torta da semente, depois da extragdo do o6leo, é rica em
proteinas, mas extremamente toxica para animais, inclusive para mamiferos, portanto
nao pode ser usada como ragdo animal. A excegdo é uma variedade com baixos
niveis de toxicidade existente no México que é usada para consumo humano apos a
calcinagcdo (MAKKAR et al., 1998).

Diversos sintomas clinicos foram observados em humanos apds consumo
acidental das sementes tais como tontura, perda dos reflexos, vomitos, diarréia e em
condicbes extremas até a morte. A presenga de diversas substancias téxicas na
semente (ésteres de forbol, a curcina, inibidores de protease, fitato e saponina) pode
estar causalmente relacionada com estes sintomas e conseqlientemente tornam
limitado o uso da torta resultante da extracdo do 6leo para a alimentagdo animal.
(MARTINEZ-HERRERA et al., 2006).

Os ésteres de forbol presentes em altas concentragbes na semente foram
identificados como o principal responsavel pela toxicidade da semente (JING et al.,
2005). Esses autores estudaram o efeito toxico do Jatropherol-I, um tipo de éster de
forbol extraido das sementes do pinhdo manso, em larvas do bicho da seda (Bombyx
mori L.). Os resultados mostraram que a toxicidade aguda causada pela ingestédo
desses diterpenos, estava associada com mudangas nas atividades de varias enzimas
do intestino do inseto e com mudangas patoldgicas nas células desse 6rgdo. Isso
sugere que o sistema digestivo do animal é um sitio de agéo do Jatropherol-I.

Gandhi et al.,(1995), analisando uma fragdo toxica extraida a partir do 6leo de
pinhdo manso, verificaram que o componente responsavel pela toxicidade era o éster
de forbol e que a DL50 dessa fragdo em ratos era de 6 ml/kg. Os autores também
mostraram uma atividade hemolitica tanto do 6leo como da fragéo toxica, e que esta
ultima quando aplicada sobre a pele de ratos e coelhos, causava uma irritacdo intensa
seguida de necrose.

Os ésteres de forbol sdo definidos como diterpenos tetraciclicos no qual dois
grupos hidroxilas em atomos de carbono vizinhos séo esterificados por acidos graxos.
Os ésteres de forbol e seus derivados sao tidos como potentes promotores de tumor e

em adicdo a esses efeitos, eles induzem uma notavel diversidade de outros efeitos
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bioldgicos em concentragbes muito baixas, além de ag&o primaria nas membranas
bioldgicas (GOEL et al., 2007). Esses compostos sdo moléculas anfifilicas e tem a
tendéncia de se ligar a receptores fosfolipidicos de membrana. Esses receptores sao
geralmente os alvos primarios para a agao dos ésteres de forbol. Os efeitos iniciais
nas membranas incluem modificacdo na atividade de receptores celulares, aumento
na entrada de nutrientes, como o 2-desoxiglicose, alteragdo da adesdo celular,
indugcdo de acido araquiddnico, liberagdo e sintese de prostaglandinas, inibigdo de
fatores de crescimento epidérmicos aos receptores da superficie celular e alteragdo no
metabolismo de lipideos (GOEL et al., 2007).

Martinez-Herrera et al., (2006) relataram que a diferenga entre variedades
toxicas e de baixa toxicidade, de diferentes regides climaticas do México, esta
diretamente relacionada ao alto conteudo dos ésteres de forbol. O éleo das variedades
Mexicanas de baixa toxicidade apresentava quantidades menores dos ésteres de
forbol (0,27 mg/ml), ja as variedades tdxicas apresentavam uma concentragdo bem
mais elevada (2.49 mg/ml) (MAKKAR & BECKER, 1997). A contribuigdo relativa dos
fatores genéticos e ambientais em determinar os niveis de ésteres de forbol nestes
genotipos ainda ndo é bem entendida (JING et al., 2005; MAKKAR & BECKER, 1997).

A curcina é uma toxina encontrada nas sementes de pinhdo manso que causa
entre outros efeitos irritagdo na mucosa gastrointestinal, vomitos, diarréia, além de
atuar inibindo fortemente a sintese de proteinas (JUAN et al. 2003a). A curcina € uma
RIP (as proteinas inativadoras de ribossomos sdo RNA-N-glicosidases que catalisam a
clivagem num sitio especifico do RNA, removendo uma adenina do rRNA 28S
eucariotico, bloqueando a sintese protéica) e segundo Luo et al., (2007), ela pertence
a classe de RIPs do tipo | que possui uma unica cadeia de aminoacidos, enquanto que
as RIPs dos tipos Il possuem duas cadeias (a cadeia A inativadora de ribossomos e a
cadeia B lectinica de ligagao a célula). Como a curcina ndo tem a cadeia lectinica, a
sua toxicidade é limitada pelo fato dela nédo entrar na célula. Assim, a curcina é
descrita na literatura como sendo bem menos téxica do que outras fitotoxinas, bem
conhecidas, como a ricina (Ricinus communis) e a abrina (Abrus precatorius)
(MAKKAR et al., 1997).

Para a maioria das RIPs do tipo 1 conhecidas, os valores de pl variam entre 8 e
11, com raras excegbes abaixo de 7. Entretanto, no pinhdo manso, os seis membros
da familia curcina, s&o divididos em duas subfamilias de acordo com os seus valores
de pl: a familia cur A, com pl de 7.9 e a familia cur B, com pl predito de 5.4. A familia
cur A contém a curcina localizada no endosperma, e a familia cur B contem a curcina

2 expressa em condi¢des de estresse bidtico e abiotico (HUANG et al., 2008).



22

Juan et al., (2003a) purificaram essa RIP e caracterizaram a sequéncia do
cDNA da curcina observando que a sequéncia de aminoacidos deduzida indicava que
uma pré-proteina com 293 aminoacidos era inicialmente traduzida e que apos o
processamento, a proteina madura tinha 251 aminoacidos. A sequéncia de
aminoacidos deduzida também mostrou homologia de 33 e 57% com as demais RIPs
do tipo | e com a cadeia A das RIPs do tipo 2, respectivamente.

Adicionalmente, Juan et al., (2003b) estudaram os efeitos da curcina na
atividade antitumoral através de ensaios de citotoxicidade utilizando um sistema de
células livres e um lisado de reticulécitos de coelho para quantificar a atividade
inibitéria da curcina na biossintese de proteinas. Os autores observaram um
acentuado efeito antitumoral presumivelmente relacionado com a atividade N-
glicosidase.

Outros componentes toéxicos presentes em sementes do pinhdo manso
também foram descritos como: o fitato que diminuem a biodisponibilidade de minerais
como calcio e ferro e comprometem a digestibilidade das proteinas, e inibidores de
tripsina que, interferem com os processos fisiologicos de digestdo e com o
funcionamento das enzimas proteoliticas do pancreas em ruminantes (MAKKAR et al.,
1997).

Além das sementes, outras partes da planta apresentam toxicidade, como:
folhas, frutos e latex. As folhas produzem um latex que possui propriedades irritantes
para a pele (OSONIYlI & ONAJOBI, 2003). Os mesmos autores investigaram e
observaram que dependendo da concentracdo, o latex do pinhdo manso possui agao
coagulante ou anticoagulante. Gubitz et al., (1999) citam a presenga, no latex, das
proteinas curaciclina A e B, sendo que a primeira mostra moderada inibicao da
atividade das proteinas do complemento (via classica), bem como da proliferagao das
células T humanas, como mostrado por Van Den Berg et. al., 1995.

O tratamento por radiagao ionizante pode servir como um possivel método de
processamento para inativagdo ou remogao de alguns fatores antinutricionais tais
como ésteres de forbol, fitatos, saponinas e lectinas (SIDDHURAJU et al., 2002;
KUMAR et al., 2008). Martinez-Herrera et al., (2006), estudaram a qualidade
nutricional e os efeitos de varios tratamentos (processamento hidrotermal, extragao
com solventes, extragdo com solvente mais bicarbonato de sodio e radiagéo ionizante)
para inativar os fatores antinutricionais de variedades téxicas e presumivelmente nao-
téxicas da farinha deslipidada do pinhdo manso proveniente de diferentes regides do
México. Como resultado, os autores conseguiram inativar os inibidores de tripsina por
aquecimento a 121° C por 15 minutos, € os niveis de fitato decresceram através da

radiagéo ionizante a 10 kGy. Os niveis de saponina decresceram com o tratamento de
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extragdo com etanol e irradiagdo. A extragdo com etanol seguido por tratamento com
bicarbonato de sddio 0,07% diminuiu a atividade lectinica, assim como, o contetudo
dos ésteres de forbol, que foi reduzido em até 97,7% em uma variedade Mexicana.
Esses tratamentos permitiram um aumento entre 78,6% e 80,6% da digestibilidade in

vitro o que aumentou para 86% com um tratamento térmico.

1.2 Biossintese e deposigdo de acidos graxos em sementes oleaginosas.

Em plantas, as gorduras e oOleos representam fontes importantes de
armazenagem de carbono reduzido nas sementes que podem também ser utilizados
para produgdo de energia. Esses compostos hidrofébicos existem principalmente na
forma de triacilglicerois (TAGs) — moléculas de acidos graxos unidas por ligagdes
esteres aos trés grupos hidroxilas do glicerol — e se acumulam durante a maturagédo da
semente, onde s&o armazenados até a germinagao, apos a qual sdo utilizados como
combustivel para o crescimento da plantula (GRAHAM, 2008). Os TAGs séo
armazenados no citoplasma das células do cotilédone ou endosperma, em organelas
denominadas oleossomos.

Cada oleossomo possui uma matriz de TAGs circundada por uma
monocamada de fosfolipidios e proteinas estruturais denominadas oleosinas, as quais
estdo usualmente presentes em duas ou mais isoformas altamente conservadas. Os
niveis protéicos de oleosinas tipicamente correlacionam-se com os oleossomos, sendo
abundantes em sementes com alta propor¢do de dOleos e pequenos oleossomos
(HSIEH & HUANG, 2004). Presume-se que as oleosinas funcionem na prevengéo do
coalescimento dos oleossomos, determinando sua estabilidade. O tamanho reduzido
dos oleossomos proporciona uma grande area de superficie por unidade de TAG, o
que segundo Graham (2008), seria importante na mobilizacdo dos TAG, porque
proporcionaria uma area de superficie suficiente para agao das lipases e/ou interagéo
com os glioxissomos. Os modelos para formagéo dos oleossomos em sementes em
desenvolvimento sugerem que TAGs sdo continuamente acumulados numa regido do
reticulo endoplasmatico que se destaca, na forma de goticulas de dleo envolta por
uma monocamada de fosfolipidios.

A sintese dos TAGs durante a maturagdo da semente ocorre no reticulo
endoplasmatico. A biossintese dos acidos graxos vegetais ocorre exclusivamente nos
plastidios e compreende basicamente a condensacao ciclica de unidades de dois
carbonos nas quais o acetil-CoA é o precursor. As cadeias acil em crescimento sdo
ligadas covalentemente a uma proteina acidica de baixo peso molecular, denominada

proteina carregadora de acil (ACP, acyl carrier protein). Os principais produtos da



24

sintese de acidos graxos em plastideos sdo o 16:0-ACP e 18:0-ACP que podem ser
submetidos a modificagdes subseqlientes, apds serem ligados ao glicerol para formar
glicerolipideos. Além disso, ligagbes duplas adicionais sdo inseridas nos acidos graxos
16:0 e 18:1 pelas isoenzimas dessaturases.

A composicado dos acidos graxos nos lipideos vegetais varia de acordo com a
espécie, por exemplo, as sementes de mamona apresentam altos niveis de acido
ricinoléico e baixos niveis de outros acidos graxos (ROJAS-BARROs et al., 2004),
correspondendo, o acido ricinoléico, a 90% de todo conteudo oléico da semente
(CHEN et al., 2007; HE et al., 2006). Ja em sementes de pinhdo manso onde o teor de
6leo chega a 60%, os maiores niveis sdo representados pelo acido oléico (18:1) e
linoléico (18:2) respectivamente, seguidos pelo acido palmitico (16:0) e estearico
(18:0) (YANG et al., 2009). Os acidos graxos mais abundantes produzidos nas
principais oleaginosas comerciais (soja, dendé, canola e girassol) compreendem
apenas quatro dos mais de 200 tipos diferentes, a citar: acido linoléico, acido
palmitico, acido laurico e acido oléico (THELEN & OHLROGGE, 2002).

Um melhor entendimento da biologia molecular do acumulo de d6leo na
semente vem emergindo de estudos com outras culturas oleaginosas, particularmente
de membros do género Brassica e seu parente selvagem, Arabidopsis (NAMBISAN,
2007). Tong et al. (2006), desenvolveram um estudo de caracterizagdo do gene da
proteina dessaturase carreadora de estearoil-acil (stearoyl-acyl carrier protein
desaturase - SAD), uma importante enzima da biossintese de acidos graxos em
vegetais superiores, presentes nos plastideos de sementes em desenvolvimento de
pinhdo manso. As sementes de pinhdo manso contém aproximadamente 26% de
acidos graxos saturados e 74% de acidos graxos insaturados, dos quais 42-49% é
constituido de acido oléico. Desse modo, sementes de pinhdo manso em
desenvolvimento devem possuir uma alta atividade de SAD (TONG et al., 2006).

Augustus et al. (2002) confirmaram a elevada porcentagem de acido oléico e
acido linoléico no 6leo do pinhdo manso, indicando que esta propriedade pode ser
potencialmente explorada na industria de tintas e esmaltes. Liu et al., (2002) apontam
o silenciamento dos genes delta-9 e 12-dessaturase como uma estratégia especifica
para um acumulo maior de acidos estearico ou oléico, respectivamente, como
realizado com outras culturas oleaginosas. Esterases e lipases extraidas de sementes
de oleaginosas podem ser potencialmente exploradas em varias aplicagbes na
industria farmacéutica, na sintese de compostos quimicos e em intervencoes
biotecnoldgicas em geral. Staubmann et al. (1999) isolaram duas novas esterases e

uma lipase de semente do pinhdo manso e demonstraram que esta lipase (JL) pode
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ser utilizada como um potente biocatalisador na hidrdlise de triglicerideos em
solventes organicos.

A mobilizagdo das reservas lipidicas em sementes oleaginosas é
desencadeada durante a germinagdo, quando as reservas acumuladas precisam ser
rapidamente convertidas a metabdlitos soluveis que possam ser transportados até a
plantula para prover seu crescimento. Este primeiro passo na quebra dos dleos
segundo Graham (2008), é a hidrolise catalisada por lipases, dos ftriacilglicerois
armazenados nos oleossomos, sendo a completa oxidagao dos acidos graxos a CO; e
H,O resumida nos seguintes estagios: a oxidagdo das longas cadeias de acidos
graxos a acetil-CoA (B-oxidagdo) nos glioxissomos; a conversdao do acetil-CoA a
compostos de quatro carbonos, via ciclo do glioxilato, e a sintese de malato para
gliconeogénese; ou a oxidagdo do acetil-CoA a CO, no ciclo do acido citrico e a
transferéncia de elétrons dos carreadores de elétrons reduzidos a cadeia respiratoria

mitocondrial.

1.3 A era pés-génomica e as técnicas de analise proteémica

O ano de 2001 ficou marcado pelo surgimento de novos paradigmas em face
da conclusdo do seqlienciamento do genoma humano. O principal deles é que a
sequéncia genOmica e a fungdo da proteina ndo podem ser diretamente
correlacionadas, pois o seqlienciamento de genes ndo gera informagdes que digam
respeito a regulagdo da expressdo génica, modificagdes pods-traducionais e
distribuicdo espaco-temporal em células e tecidos das proteinas presentes nestes
complexos sistemas de interagdes (FIELDS, 2001).

Assim a necessidade de suprir esta demanda de conhecimentos deu inicio a
era pos-gendémica e levou ao advento das tecnologias “6micasQ sendo a proteémica
designada para a analise de sistemas protéicos. O termo proteoma foi utilizado para
designar o conjunto de proteinas expressas por um genoma (WILKINS et al., 1997).
Mais recentemente, tal termo foi definido como a andlise sistematica da populagao de
proteinas de um tecido, célula ou compartimento celular em um dado momento (WIJK,
2001). Hoje se vislumbra uma enorme gama de aplicagdes a partir do conhecimento
detalhado de proteomas nas mais diversas areas como: medicina, agropecuaria e
biotecnologia. Tais aplicagdes se estendem desde o diagndstico e terapia de células
cancerosas até a descoberta de novas drogas.

Entretanto todos esses avancos na andlise de proteomas s6 foram possiveis
gragas ao advento e o aperfeicoamento principalmente das técnicas de eletroforese

bidimensional e da espectrometria de massa que tem permitido um entendimento
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minucioso dos mais diversos mecanismos celulares (WIJK, 2001). O grande numero
de proteinas analisadas e a rapidez com a qual os resultados sdo gerados (“High-
throughput Proteomics(Q) diferenciam as analises protedmicas dos métodos
convencionais de analise de proteinas (HIRANO et al., 2004). Assim, o objetivo inicial
da protedbmica era a identificagdo em larga escala de todas as proteinas em uma
célula ou tecido. Ja as aplicagdes mais atuais se comprometem a analisar varios
aspectos funcionais das proteinas tais como: modificacbes pds-traducionais, interagao
proteina-proteina, estrutura, atividade e marcadores moleculares (PARK, 2004). Tais
objetivos suportam a idéia de que a analise protedbmica vai muito além da listagem de
proteinas, podendo fornecer indicios substanciais quanto a organizagédo e a dinamica
dos processos metabdlicos, regulatdrios e de sinalizagao através dos quais a célula se
desenvolve, além de permitir o estudo da fungdo/comportamento dos genes com base
nas identificagdes das proteinas por eles expressas (CANTU & CARRILHO 2008).

1.4 Prote6mica baseada em 2-DE

A eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida foi inicialmente descrita na
década de 70 por Klose (KLOSE, 1975) e O’ Ferrel (O FARREL, 1975)
independentemente, constituindo uma técnica de separagao largamente utilizada para
a analise de misturas complexas de proteinas extraidas de células, tecidos ou outras
amostras biolégicas. Esta técnica promove a separagdo das proteinas em duas
dimensoes, de acordo com duas propriedades independentes. Na primeira dimensao,
a focalizagao isoelétrica (IEF), as proteinas sdo separadas de acordo com seus pontos
isoelétricos (pl). Na segunda dimensao, a eletroforese em gel de poliacrilamida com
dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) separa as proteinas de acordo com as seus
volumes moleculares.

Um passo fundamental para a utilizagdo em larga escala da eletroforese
bidimensional em estudos protedmicos foi o desenvolvimento de tiras de IPG com
gradientes imobilizados de pH (GORG et al., 2000). A partir dai milhares de proteinas
puderam ser separadas simultaneamente e foi possivel obter informagdes sobre o pl,
volume molecular e abundancia relativa, assim como modificagdes pos-traducionais, ja
que, geralmente, elas provocam mobilidade eletroforética alterada. Um fator
determinante nessa técnica é permitir analises posteriores ao fracionamento, como,

por exemplo, por espectrometria de massa (GORG et al., 2004).
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1.5 Espectrometria de massa

A espectrometria de massa utiliza-se de paradmetros como: rapidez, preciséo,
acuracia e sensibilidade para determinar a massa molecular de atomos ou moléculas
em Daltons (Da), a partir da razdo entre a massa e a carga (m/z) de ions na fase
gasosa. Com o desenvolvimento de técnicas de ionizagdo suaves como a ionizagdo
por dessorgdo a laser auxiliada por matriz (MALDI) e a ionizagdo por electrospray
(ESI), no inicio da década de 80, tornou-se possivel a aplicagdo da espectrometria de
massa na analise de biomoléculas maiores e polares como peptideos e proteinas
(KARAS et al.,1988)(FENN et al., 1989) (DOMON et al., 2006).

A associagao dessas novas técnicas com o desenvolvimento de algoritmos
computacionais permitiu correlacionar dados obtidos dos espectros de massa de
biomoléculas com sequéncias existentes em banco de dados. Outro avango
importante foi a conjugagdo de analisadores de massa em seqiiéncia (MS/MS), tal
arranjo aumentou muito o poder de resolugéo e a sensibilidade da técnica, tornando-a
praticamente obrigatéria nas andlises de moléculas biolégicas (MANN et al., 1995;
MANN et al., 2001; DOMON et al., 2006).

As aplicacbes da espectrometria de massa vao desde a resolucdo de diversos
problemas em quimica de proteinas, tais como: determinagdo precisa da massa
molecular, identificacdo de proteinas, identificagdo de modificagdes pds-traducionais
tais como glicosilagbes e fosforilagbes, checagem da corregdo de uma sequéncia de
aminoacidos, determinagdao da fidelidade e homogeneidade de proteinas
recombinantes, identificacdo de complexos protéicos ndo covalentes, detecgdo de
doencgas genéticas, até aplicacbes em areas como biotecnologia e areas correlatas
(LARSEN & ROEPSTORFF, 2000)(GSTAIGER & AEBERSOLD, 2009)

O espectrdmetro de massa tem como componentes basicos trés partes: a fonte
de ionizagdo (responsavel pela introdugdo de cargas e vaporizagdo da amostra), o
analisador (determina a relagdo m/z do analito) e o detector (detecta a presenga do
analito). As fontes de ionizagdo podem ser combinadas de diversas formas com os
analisadores permitindo a construgdo de equipamentos hibridos de alto desempenho
(DOMON et al., 2006). Uma combinagédo que tem se mostrado muito eficiente é o
MALDI-TOF (Time of flight), onde a ionizagdo e dessor¢gao da amostra ocorrem pela
diluicdo desta em uma matriz orgénica, geralmente o acido a-ciano-4-hidroxicinamico,
que contem um grupo cromoforo que absorve luz no comprimento de onda do

ultravioleta ou infravermelho. A medida que os solventes da matriz e da amostra
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evaporam ocorre uma co-cristalizacdo de ambos em uma placa de aco inoxidavel
contendo micro-fissuras para aplicagdo da mistura. Este cristal, submetido a tiros de
laser na faixa de absor¢cao do cromoforo, provoca uma fotoionizagao dos analitos pela
transferéncia de carga dos ions da matriz para a amostra e posterior dessorgéo,
fazendo com que entrem na fase gasosa. Apos entrarem na fase gasosa os analitos
sdo encaminhados ao analisador do tipo TOF, onde os ions séo acelerados por uma
diferenca de potencial aplicada entre a fonte e o detector e, portanto percorrem um
espaco livre (tubo de vd0), sob vacuo, até serem detectados. Por possuirem a mesma
voltagem de aceleragéo, os ions de m/z diferentes se separam no espago livre e
chegam em tempos diferentes proporcionais a raiz quadrada da relagdao massa/carga
(m/z) dos ions. Assim, os componentes individuais em uma mistura de ions séo
separados de acordo com suas relagdes m/z, tornando possivel a determinagao da
massa de cada proteina ou peptideo, submetido a analise, através da geragéo dos
espectros de massa (STEEN & MANN, 2004).

Depois de determinar os valores m/z e a intensidade de todos os picos do
espectro, podem-se obter informagdes em nivel de estrutura primaria (seqléncia) dos
peptideos ftripticos. Esta abordagem € chamada MS em tandem, MS/MS ou MS?, ja
que acopla dois estagios de MS e utiliza equipamentos do tipo MS/MS. Nesta técnica
um ion-parental (ou precursor) é selecionado no primeiro MS e, no segundo, sofre
uma fragmentagdo, geralmente com um gas inerte, denominada de dissociagao
induzida por colisdo (“Collision-Induced Dissociation, CIDQ. Os novos picos produzidos
pelos produtos gerados (ions-filhos) tém suas relagdes massa/carga determinadas em
um segundo analisador. De modo geral, cerca de seis séries de ions aparecem nos
espectros de MS/MS sob baixa energia de colisdo. Ocorrem as séries a, b, ¢, quando
a carga permanece na por¢do N-terminal da molécula e as séries x, y, z quando a
carga permanece na porg¢ao C-terminal (CHEN, 2008; DOMON et al., 2006 ; LARSEN
& ROEPSTORFF, 2000)

1.6 Identificagdo de proteinas por espectrometria de massa

Atualmente as quatro estratégias principais para a identificacdo de proteinas
por espectrometria de massa sao: por mapa de peptideos (peptide mass fingerprinting,
PMF), busca através de dados oriundos de MS/MS n&o processados (MS/MS Jion
search), busca por dados parciais de sequéncia (sequence tag) e busca por homologia
de seqiéncia (BLAST ou MS-BLAST). Dentre as citadas, a Unica estratégia que nao

foi utilizada neste trabalho foi a busca por dados parciais de seqiiéncia (sequence tag).
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Desde o desenvolvimento da técnica de impressédo digital por mapa de
peptideos por Mann et al., (1993), este tem se tornando o método preferido para a
identificacdo de proteinas em larga escala. A digestdo enzimatica de proteinas com
enzimas especificas, como a tripsina, gera um grupo de peptideos que sé&o
caracteristicos de cada proteina. Atualmente, com a rapidez com que os mais diversos
genomas tém sido sequienciados, a chance da correta identificagdo por PMF é cada
vez mais alta. Entretanto algumas limitagbes como: a presenga de mais de uma
proteina por spot no gel, digestdo incompleta, clivagens inespecificas e modificagdes
pos-traducionais podem impedir uma identificacdo confiavel. E no caso de genomas
néo seqiienciados, a identificagdo por PMF é limitadissima (LEON et al., 2007).

Com o refinamento das técnicas de seqiienciamento de DNA e de sua
utilizacdo em larga escala na década de 1990, foi possivel a construgdo de bancos de
dados cada vez mais sélidos e capazes de abrigar a um numero cada vez maior de
sequéncias obtidas pelos pesquisadores. A partir dai os pesquisadores se deram
conta de que o problema de sequenciamento de peptideos, utilizando-se dados de
MS/MS, poderia ser convertido em um problema de combinagdo com os bancos de
dados sem precisar fazer interpretacdo de espectros. Essa abordagem tornaria o
problema mais simples, visto que fazer uma busca em banco de dados é mais facil do
que processar os dados para sequenciamento de novo, ja que um espectro de
fragmentagdo de peptideos pode nao conter informacgéo suficiente para derivar a
sequéncia completa de aminoacidos sem ambiglidades, mas pode ainda ter
informacgéo suficiente para combina-la de maneira Unica com uma sequéncia peptidica
no banco de dados usando somente os fragmentos de ions observados e esperados
(CANTU & CARRILHO, 2008).

Atualmente existem varias ferramentas de busca (“PeptideSearchQ ‘SequestQ
“MascotQ “Sonar MS/MSOe “ProteinProspector)) que correlacionam espectros de
massas de fragmentos (néo interpretados) de peptideos com sequéncias tanto de
aminoacidos como de nucleotideos registradas em bancos de dados. De forma geral,
estes algoritmos tém como objetivo encontrar a sequéncia de aminoacidos, em um
determinado banco de dados, que melhor descreve os ions fragmentos encontrados
em um espectro. As sequéncias sao procuradas de acordo com a massa do peptideo
intacto (PMF) e com o espectro de fragmentagéo obtidos para cada peptideo (MANN
et al., 2001; CANTU & CARRILHO, 2008).

Outra abordagem para a identificagdo de proteinas que nao estdo depositadas
em bancos de dados, ou 0 genoma nao esta completamente sequenciado/disponivel e
que nao ha sequéncias de cDNA suficientes, é a interpretagdo manual ou automatica

dos espectros a fim de se derivar a sequéncia primaria de um determinado peptideo
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baseado Unica e exclusivamente nos dados obtidos por espectrometria de massas,
sem recorrer a banco de dados (seqiienciamento “de novoQ essas seqiiéncias podem
ser empregadas em buscas de similaridades de sequiéncia em programas especificos
(MS-BLAST) (SHEVCHENKO et al., 2001).

1.7 Proteomica vegetal

No periodo de fevereiro de 2004 a fevereiro de 2006 foram identificados 6044
registros no “ISI Web of knowledge* para buscas relacionadas aos termos “proteoma e
protedmicaQ dos quais apenas 125 referem-se aos termos “planta e proteomaOe 112
para os termos “planta e protedmicaO Embora esses nimeros venham crescendo a
cada ano, ja que no periodo de 1999 a 2003, apenas 100 registros foram identificados
no “ISIGROSSIGNOL et al., 2006).

Ja nos periodos seguintes de 2006 a outubro de 2008 foram identificados 10.586
registros no “ISI Web of knowledge* para buscas aos termos “proteoma e proteébmicaQ
dos quais se reduziram a apenas 251 quando os termos usados foram “planta e
proteomaQOe 272 para os termos “planta e protedmicaQ mostrando que as pesquisas
na area de protedbmica vegetal ainda sdo muito discretas na literatura.

Muito embora os trabalhos com os termos “proteébmica e proteomaOcrescam
exponencialmente a cada ano, no ano de 2009 os termos “planta e proteomaOe
“planta e protedmicaOn&o alteraram muito em relag&o ao periodo de 2006-2008.

Uma das grandes dificuldades encontradas na protedmica vegetal que faz com
que ela avance menos em relagao as pesquisas protedmicas de microorganismos, por
exemplo, em parte é devido a rapida disponibilidade das sequéncias genémicas
destes e menor complexidade do seu proteoma, somados a uma maior dificuldade na
identificagdo e caracterizagdo de proteinas de organismos vegetais que carecem ou
muitas vezes ndo possuem sequéncias gendmicas e de ETSs disponibilizadas em
bancos de dados (PARK, 2003). Enquanto alguns genomas de plantas tém sido
completamente sequenciados e disponibilizados nos ultimos anos, como os de arroz e
Arabidopsis thaliana, muitas outras espécies de plantas tal como o pinhdo manso,
ainda carecem de dados gendmicos suficientes, o que explica as baixas taxas de
identificagcao de proteinas, desta espécie, através do uso de bancos de dados.

Outras dificuldades s&o a extragdo de proteinas de tecidos vegetais ja que estes,
muitas vezes sao recalcitrantes (CARPENTIER et al., 2005) e a presencga de proteinas
muito abundantes em alguns tecidos vegetais como folha e endosperma, o que
dificulta o estudo das proteinas menos abundantes (KRISHNAN et al., 2009).
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Apesar dessas limitagbes, a combinacdo dos dados de PMF com os dados de
MS/MS, tem propiciado a obtencdo de alguns sucessos. Estes estudos
frequentemente exploram a disponibilidade dos programas de seqiienciamento ESTs.
Estas ESTs podem ser usadas para fazer correlagcdo com os dados de PMF e/ou
MS/MS de espécies estritamente relacionadas, ajudando significativamente nos
estudos protedbmicos de plantas que sdo pouco estudadas (CHOUDHARY et al,
2001).

Atualmente, o nimero de ESTs depositadas em bancos de dados, como o NCBI,
para espécies de importancia econdmica como a soja, milho, arroz e trigo, cresce
muito rapido a cada dia. Heazlewood e Millar (2006) citam a importancia do ndmero
total de ESTs Unicos e sua relagdo com o “potencial proteomicoQ ou seja, o aumento
da chance de se ter um “match” favoravel com um “score” significativo que dé
confianga na identificacdo daquela proteina a medida que o numero das ESTs
depositadas em banco de dados aumenta

Para a espécie Jatropha curcas, existia até abril de 2009, 1.012 ESTs depositadas
no NCBI. Em apenas dois meses (junho de 2009) esse numero duplicou passando a
ser de 2354 ESTs depositadas, dos quais a grande maioria era proveniente de folha e
raiz. Atualmente (dezembro de 2009), esse numero € de 13.193 (a grande maioria
proveniente de embrido), ou seja, um aumento de quase 13 vezes no numero de

sequéncias nucleotidicas depositadas em apenas oito meses.

1.8 Estudos proteémicos com o pinhdo manso

Os estudos protedmicos com o pinhdo manso ainda sdo bem discretos na
literatura, somente em 2009 foi publicado o primeiro trabalho utilizando essa
abordagem por Yang et al., (2009). Os autores realizaram observagdes ultraestruturais
por microscopia eletrénica e fizeram uma analise protedbmica do endosperma de
sementes durante a germinag&o. Eles mostraram uma diminuigdo acentuada no teor
de Oleo dos oleassomas durante a germinagdo e um aumento na quantidade de
glioxissomos e mitocdndrias o que € compativel com os eventos metabdlicos durante a
germinagao da semente. Ja na abordagem proteémica, eles observaram um aumento
na expressao de 50 spots envolvidos na mobilizagdo de 6leo que estdo presentes em
varias vias como: R-oxidagdo, ciclo do glioxalato, glicdlise, ciclo do acido citrico e
gluconeogénese.

Mais recentemente, Liu et al., (2009) descreveram uma analise protedmica
comparativa entre o embrido e o endosperma de sementes do pinhdo manso. Neste

trabalho, os autores mostraram um padrao de similaridade na distribuicdo de proteinas
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em ambos os tecidos o que os levou a selecionar quatorze spots em comum, mas que
apresentavam uma mudanca significativa no seu perfil de expressao. De acordo com o
volume percentual dessas proteinas no embrido e no endosperma, as proteinas do
endosperma foram relacionadas com enzimas do catabolismo e com proteinas de
reservas utilizadas durante a germinagdao de sementes, ja as proteinas do embrido
estavam envolvidas com o anabolismo.

Baseado no que foi exposto acima sobre as caracteristicas do 6leo do pinhao
manso e nas propriedades toxicas e antinutricionais do residuo proveniente da
extragdo do o6leo das sementes o presente trabalho pretende fazer um estudo
protedmico das sementes em desenvolvimento e maduras, com o propdsito de
identificar as proteinas envolvidas na sintese de acidos graxos, assim como identificar
proteinas envolvidas na toxicidade\alergenicidade do residuo de extragdo. Estes
estudos poderao formar um alicerce solido para futuros programas de melhoramento

genético desta espécie.
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2. OBJETIVOS

Estabelecer os proteomas do endosperma de sementes em desenvolvimento e

maduras de pinhdo manso.

Objetivos especificos

- Estabelecer metodologias para a extragéo e fracionamento de proteinas do

endosperma de sementes de pinhao manso;

- Estabelecer mapas bidimensionais reprodutiveis e de alta qualidade de
fragbes protéicas obtidas a partir de sementes em desenvolvimento e sementes

maduras.

- Identificar através de técnicas de espectrometria de massa proteinas obtidas

a partir dos geéis bidimensionais

- Avaliar as proteinas identificadas em relagdo a possiveis propriedades
téxicas, antinutricionais e alergénicas, assim como em relagdo ao seu envolvimento no

metabolismo de acidos graxos e diterpenos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Reagentes e Equipamentos

A procedéncia dos reagentes e equipamentos utilizados neste trabalho estéo

listados na Tabela 2 e Tabela 3, respectivamente.

Tabela 2 — Procedéncia dos reagentes utilizados

Reagente Fabricante
Acrilamida GE Healthcare
Agarose GE Healthcare
Bisacrilamida GE Healthcare
DeStreak Rehydration Solution GE Healthcare
Ditiotreitol, GE Healthcare
Glicina GE Healthcare
Immobiline™ DryStrip 11cm pH 3-10 4-7 6-11 GE Healthcare
Persulfato de Amonio GE Healthcare
SDS GE Healthcare
acido Trifluoroacético GE Healthcare
TEMED GE Healthcare
Thiouréia GE Healthcare
Tris GE Healthcare
Uréia GE Healthcare
Acido Tricloroacético Sigma
a-Cyano-4-hydroxycinnamic Sigma
Acetona Vetec
Metanol Vetec
Tripsina Promega
Acetonitrila Omnisolvy

Tabela 3 — Procedéncia dos equipamentos utilizados

Reagente Fabricante

Ettan™ IPGPhor™ GE Healthcare

Espectrémetro de massa ABI 4700 Applied Biosystems
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3.2 Material vegetal

As sementes de pinhdao manso foram obtidas no campo experimental do
Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal do Ceara.

As sementes utilizadas foram divididas em trés estagios de acordo com a
descricdo morfologica realizada por Camila B. Pinheiro (dados de comunicagao
pessoal). Estagio inicial, onde a testa apresenta coloragdo amarelada e o endosperma
ocupa uma pequena porgdo da semente; estagio intermediario em que a testa
apresenta coloragdo clara no centro e cinza nas extremidades e o endosperma esta
em franca expansdo, ocupando uma grande por¢cao da semente. E o estagio maduro,
em que a testa encontra-se completamente seca e escura e a semente encontra-se

em estado de dessecacgao.

3.3 Preparo das amostras

A eliminacdo da casca, integumentos internos e do eixo embrionario das
sementes foi feita manualmente com o auxilio de microscopio estereoscopico (Leica).
O endosperma fragmentado foi deslipidado por tratamento com acetona por 48 horas,
liofilizado e macerado até a obtencado de uma farinha fina, o qual foi utilizado para a

extracao de proteinas.

3.4 Extracao de proteinas totais

A extragao foi realizada utilizando 10 mg de farinha, misturados com 20 mg de
PVPP e 400 ul do tampéo de extragao (piridina 50 mM, tiouréia 10 mM, SDS 1%, pH
5,0) (ver ANEXO), em seguida agitado por 2 horas a 4 °C. Depois se procedeu uma
centrifugagcdo (4 °C a 10.000 x g por 30 minutos), apds o que o sobrenadante foi
cuidadosamente retirado e precipitado com 4 volumes de acetona gelada contendo
TCA 10 % por 2 horas a — 20 °C. Seguiu-se uma nova centrifugagao (10.000 x g por
20 minutos), descartando-se em seguida o sobrenadante e o precipitado ressuspenso
em 500 pl de acetona gelada. Esse procedimento foi repetido trés vezes e finalmente

o precipitado foi secado a vacuo em dessecador
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3.5 Extracao de proteinas com tris-HCI 0,1 M, NaCl 0,5 M, pH 8,0 e tampao
acetato 0,1 M, NaCl 0,5 M, pH 5,0.

Para a extragdo de proteinas, a farinha e o tampéao relevante foram misturados
na proporgéo de 1 : 30 e PVPP na proporgéo de 1:1. A mistura foi agitada durante 2
horas a 6°C e centrifugada por 30 min, 10.000 g a 6°C. Apds a centrifugagao o residuo
foi armazenado a — 20°C até sua posterior utilizagdo e o sobrenadante foi posto para
dialisar (membrana Spectra/Por, 3,5 kDa “cut offQ contra 50 volumes de agua
destilada por 48 horas a 4 °C, sendo que neste periodo a agua destilada foi trocada 4
vezes. As fragbes albumina e globulina foram obtidas por centrifugagéo (30 min,
10.000 x g a 6°C) do dialisado, liofilizadas e armazenadas a — 20°C até sua posterior

utilizacao.

3.6 Obtencgao da fragao glutelinica.

O residuo obtido da extragdo com tampao tris-HCI 0,1 M, NaCl 0,5 M foi
exaustivamente lavado com o mesmo tampao (5x), para a completa remogéo das
proteinas soluveis neste tampao, e subsequentemente lavado por mais duas vezes
com agua destilada. O residuo obtido foi extraido por 2 horas a temperatura ambiente
com uma solugdo de alcool etilico 80% (1: 30 p/v) para a obtengdo da fragado
enriquecida em prolaminas. Apds centrifugacdo (30 min, 10.000 g, 6°C), o
sobrenadante contendo as prolaminas foi descartado e o residuo foi extraido por 2 hs
a temperatura ambiente com uma solugéo contendo Uréia 6 molar, Triton X-100 1%,
0,5% DTT e 0,5% Pharmalyte. Apds centrifugagéo (30 min, 10.000 g a 6°C) o residuo
foi descartado e o sobrenadante, agora denominado fragao glutelina, foi armazenado a
-20 °C.

3.7 Dosagem de proteinas

A dosagem de proteinas foi feita utilizando o método de Bradford (1976),
utilizando albumina sérica bovina como proteina padrao para construgao de uma curva
de calibracdo. Quando necessario, a solubilizagdo das amostras era feita com uma
solugdo de uréia 7M/tiouréia 2M.
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3.8 Eletroforese bidimensional, coramento, digitalizagdo e analise dos géis.

As amostras foram solubilizadas em solugdo de reidratagdo contendo uréia 7
M, tiuréia 2 M, DTT 65 mM, CHAPS 0,5%, IPG buffer 0,5% e azul de bromofenol e
utilizadas para reidratar passivamente tiras de IPGdepHde 3a10,4a7e 6 a 11 de
11cm (Pharmacia Biotech) em uma cuba de reidratagdo (Pharmacia Biotech) durante
12 horas. A focalizagdo isoelétrica foi realizada no equipamento Ettan™ IPGPhor™
(GE-Healthcare) e focalizada com o seguinte programa: 1° passo 500volts linear por 2
horas, 2° passo 4.000 volts gradiente por 2horas e 30 minutos e 3° passo 10.000 volts
linear até 18000 Volts horas totais.

Apos a focalizagao a tira era incubada sob agitagéo lenta por 20 minutos com
3 ml de solugdo de equilibrio (uréia 6 M, glicerol 30% (v/v), SDS 2% (p/v) , Tris-HCI
0,05 M e tragos de azul de bromofenol) contendo 57,8 mg de DTT para a redugdo das
proteinas e, em seguida, alquiladas com 69,3 mg de IAA também em 3 ml de solugao
de equilibrio por 20 minutos. Apos o equilibrio, a tira era transferida para um gel de 14
x 14 cm contendo 15% de poliacrilamida com SDS e alimentado por uma fonte Power-
Pac 3000 (Bio-Rad). A corrida transcorreu em duas etapas, na primeira foi utilizado 15
mA/gel por 15 minutos e na segunda 25 mA/gel até que o indicador (azul de
bromofenol) saisse do gel (em média 4 horas e 30 minutos). Ao fim da eletroforese,
0s geéis obtidos foram incubados com solugdo corante PhastGel Blue R-350 (ver
apéndice) a 0,02% por, no minimo, 4 horas.

O descoramento com solugao descorante (ver ANEXO) ocorreu por
aproximadamente 3 horas. Apés o descoramento os géis foram armazenados em
solugao de glicerol (ver ANEXO) a 4 °C.Os geéis foram escaneados utilizando-se o
programa Labscan v 3.0 (GE-Healthcare) no Umax scanner com sistema integrado de
transparéncia. As imagens foram analisadas no programa ImageMaster 2D (GE-
Healthcare) por uma combinacdo de detecgdo automatica dos spots, feita pelo
programa, e detec¢cdo manual.

Foi também comparado o padrdo de distribuicdo de massa molecular e do
ponto isoelétrico dos spots observados obtidos a partir da extragcdo das proteinas do
endosperma de sementes em desenvolvimento e madura de pinhdo manso utilizando

o programa Microsoft Office Excel 2007.

3.9 Selegao e processamento dos spots para espectrometria de massa

A digestdo das proteinas foi feita de acordo com o método de Hellman et al.,

(1995). Os spots foram selecionados, cortados em pedagos de 1 mm?®, totalmente
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descorados em solugdo de NH,HCO; 50 mM / acetonitrila (1:1) em pelo menos 3
lavagens de 15 min., e desidratados com acetonitrila 100% por 5 minutos. O solvente
remanescente foi removido dos pedacgos de gel em concentrador de amostra Speed
Vac (Savant). As proteinas foram reidratadas no gelo por 15 minutos, em 15 pL de
solucdo de bicarbonato de amobnio 25 mM contendo 0,2 pg de tripsina grau
sequienciamento modificada (Promega). Pedagos do gel foram cobertos com 20uL do
tampdo e a digestdo realizada a 37°C em banho por 16 horas. Em seguida os
peptideos foram extraidos do gel com solugéo acetonitrila 50%, TFA 5% em agua e
concentrados, até um volume de aproximadamente 5 puL no Speed Vac.

A mistura de peptideos da digestao triptica foi misturada 1: 1,5 com uma solugao
saturada de acido o-ciano-4-hidroxicinamico em acetonitrila 50% / acido
trifluoroacético 0,3% em agua. 1 pL da mistura foi aplicada na placa de MALDI e seco

a temperatura ambiente antes da analise no espectréometro de massa.
3.10 Busca em banco de dados
Os espectros de massa obtidos usando-se o equipamento ABI 4700 (Applied

Biosystems) foram analisados utilizando o programa MASCOT Daemon program

(Matrix Science, London, UK ,www.matrixscience.com) como ferramenta de busca nos

bancos de dados do NCBI, restringindo para Viridiplantae (Green Plants), em um
banco local (ESTs obtidos a partir de bibliotecas de cDNA de sementes em
desenvolvimento e de sementes em germinagao). Os critérios de busca foram todas
as massas moleculares e pontos isoelétricos, cisteinas modificadas por
carboxamidometilagdo e as possiveis modificagdes, como: oxidagdo de metionina,
fosforilagdo, cisteinas modificadas por acrilamida. Foi tolerada no maximo uma
clivagem perdida e uma variacdo de massa dos peptideos de 100 ppm. Foram
consideradas positivas para MS/MS as identificagbes onde pelo menos um peptideo
com jon score acima de 35 era encontrado. J4 para PMF, o valor minimo do protein
score que foi considerado era de 70. As identificagdes também levaram em conta a
relagdo entre o organismo, no qual as proteinas foram identificadas, e o organismo
estudado. O nome de todas as proteinas identificadas neste estudo é dado em inglés
para evitar dubiedades que possam surgir com a tradugao

A deducao da sequéncia de aminoacidos foi feita utilizando uma ferramenta de

traducao de nucleotideos no sitio do ExPASYy (http://www.expasy.ch/tools/dna.html) e a

predicdo do peptideo sinal foi feita no mesmo sitio utilizando a ferramenta SignalP

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO.

4.1 Escolha dos estagios de desenvolvimento das proteinas do endosperma de

sementes do pinhao manso.

As caracteristicas morfologicas das sementes de cada um dos trés estagios de
desenvolvimento aqui estudados estdo mostrados na Figura 2a. Estes trés estagios de
desenvolvimento podem também ser distinguidos tanto através da analise
histoquimica qualitativa de lipideos (Figura 2b), quanto através da analise histoquimica
qualitativa de proteinas (Figura 2c) como descrito por Camila B. Pinheiro (dados de
comunicagao pessoal). Os mapas bidimensionais (Figura 2d) para as proteinas totais
mostram também que cada um dos estagios tem um complemento de proteinas
distinto.

Como um dos objetivos do presente trabalho era o de identificar proteinas
envolvidas na biossintese de acidos graxos, nds optamos por nos concentrar no
estagio intermediario, onde se observa a deposigdo de lipideos e proteinas, e no
estagio final no qual esta deposicdo esta se dando com grande intensidade (Figuras
2b e 2c).

4.2 Estabelecimento dos mapas bidimensionais das proteinas totais do

endosperma de sementes em desenvolvimento e de sementes maduras

Mapas de referéncia bidimensionais de alta qualidade foram obtidos a partir do
extrato total de proteinas extraidas de sementes em desenvolvimento e sementes
maduras (FIGURA 3). A separacgéo das proteinas por focalizagéo isoelétrica foi realizada
utilizando tiras de IPG nas faixas de pH de 3-10, 4-7 e 6-11. Foram aplicados 250 ug de
proteina por gel. Durante a analise, cada gel foi dividido em quatro quadrantes o que
permitiu observar a grande diversidade de spots que variaram em massa de 6 a 97 kDa
nas faixas de pH estudadas, sendo predominante o nimero de spots na faixa de pH de 4-7
com faixa de massa molecular abaixo de 20 kDa. Outro detalhe que chama a atengao é a
presenga de um grande numero de spots basicos observados na faixa de pH de 3 -10 nos
géis do endosperma de sementes em desenvolvimento e maduras de pinhdo manso
quando comparados com os géis do endosperma maduro de sementes de mamona
extraidos com o mesmo tampao como descrito por Campos et al., 2010. A analise de
deteccdo de spots utilizando o programa ImageMaster 2D Platinum 5.0, indicou que
quando tiras de IPG com pl na faixa de 4 a 7 foram utilizadas, pelos menos cinquienta
spots a mais eram visualizados quando comparado com o gel nafaixadepHde 3a10ea

resolugao dos spots no gel era melhor.
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FIGURA 2. Aspectos morfolégicos e analise histoquimica em sementes em
desenvolvimento do pinhdo manso nos estagios inicial, intermediario e maduro. a)
Morfologia das sementes em desenvolvimento do pinhdo manso. b) Analise
histoquimica da deposi¢édo de lipidios em sementes em desenvolvimento do pinhao
manso. c¢) Analise histoquimica da deposigcdo de proteinas em sementes em
desenvolvimento do pinhdo manso. d) Mapas bidimensionais de referéncia do
endosperma de sementes em desenvolvimento do pinhdo manso obtidos apoés
extracdo total de proteinas. A quantidade de proteina aplicada foi de 250 ug. Os géis
foram corados com Coomassie brilhante blue.
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4.3 ldentificacdao de proteinas a partir dos mapas bidimensionais de proteinas

totais de sementes maduras.

Os spots numerados e indicados por setas vermelhas nos géis bidimensionais
da FIGURA 4 foram selecionados para a analise por espectrometria de massa. Os
spots foram excisados dos géis, digeridos com ftripsina e analisados em um
espectrometro de massa MALDI-TOF-TOF (ABI 4700-Applied Biosystems). Os dados
obtidos apds o processamento de todos os spots foram pesquisados no banco de
dados do NCBInr para Viridiplantae (Green Plants) e num banco local de ESTs do
endosperma em desenvolvimento e durante a germinagdo de sementes de pinh&o
manso. Este banco de dados foi montado a partir de 16212 sequéncias, divididos em
9.214 sequéncias obtidas a partir de sementes em desenvolvimento e 6.998
sequéncias obtidas de sementes germinantes. Estas sequéncias ainda n&do foram
depositadas em nenhum banco de dados com acesso livre ao publico em geral.

Dos 712 spots analisados, 296 spots foram identificados utilizando o banco
local de pinhdo manso enquanto apenas 34 spots foram identificados utilizando o
banco do NCBInr (TABELA 4). Quase todos os spots identificados nos mapas
bidimensionais eram de proteinas de reserva, sendo as 11S globulinas o grupo
predominante (legumin-like protein, 11S globulin seed storage protein, legumin B
precursor putative, glutelin type-A 3 precursor putative) seguido das 7S globulinas
(vicilin). Outras proteinas que n&o pertenciam ao grupo das proteinas de reserva foram
identificadas como: malate dehydrogenase, putative lactoylglutathione lyase,
elongation factor 1-alpha, heat shock protein.

Nossos resultados vao de encontro ao de muitos autores como os dados
publicados por Finnie et al., (2004) mostrando que muitos estudos com sementes de
cereais e de leguminosas as proteinas de reserva predominam nos geéis
bidimensionais provenientes do extrato total. Nogueira (2007), desenvolvendo um
estudo proteOmico baseado em 2-DE com sementes maduras de feijdo-de-corda
(Vigna unguiculata) mostrou que a maioria dos spots identificados eram proteinas de

reserva, principalmente, as globulinas 8S
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FIGURA 3. Mapas de referéncia do endosperma de sementes de pinhdo manso em desenvolvimento (a e b) e maduro (c e d) e do total de
spots detectados utilizando o software ImageMaster platinum 5.0 obtidos apos extragéo total de proteinas. A primeira dimenséao foi realizada

utilizando tiras de IPG com pH variando de 3-10 e 4-7. A quantidade de proteina aplicada foi de 250 yg. Os géis foram corados com
Coomassie brilhante blue.
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Quanto ao grande numero de spots relacionados as proteinas de reserva,
Magni et al., (2007) relatam que a abundancia dessas proteinas assim como a
presenca de diversas isoformas estdo relacionadas ao fato delas serem codificadas
por familias multigénicas, assim como pela a ocorréncia de modificagdes pos-
traducionais (glicosilagédo, por exemplo), € o extensivo processamento proteolitico. Como
consequéncia, muitos, se nao todos os peptideos identificados a partir de um extrato de
proteinas resolvidos por 2-DE, (como observado para o endosperma maduro de pinh&o
manso), pertencem a familia das proteinas de reserva. Isto significa que todas as demais
proteinas relacionadas com metabolismo, defesa, regulagdo entre outras atividades
celulares sdo pouquissimo representadas nos géis bidimensionais (ALCHE et al., 2006).

Através das sequéncias dos contigs 194 (glutelin type-A 3 precursor) e contig
206 (legumin B precursor, putative Ricinus communis) presentes no banco de EST de
pinhdo manso foi possivel deduzir a sequéncia completa de aminoacidos utilizando
uma ferramenta de tradugdo de nucleotideos no sitio do ExPASy

(http://www.expasy.ch/tools/dna.html) (FIGURA 5). A partir das sequéncias traduzidas

dos contigs foi possivel a identificagdo do sitio de clivagem da regido consenso Asn-
Gly entre as cadeias a e B, predicio do  peptideo sinal

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/), além de evidenciar a abundancia dos

aminoacidos glutamina e histidina.

A identificacdo e consequentemente as informacdes sobre a sequéncia
primaria destas proteinas s6 foram possiveis gragas a utilizagdo de um banco de
dados de ESTs da espécie em estudo. Isto reflete a dificuldade encontrada nos estudos
protedbmicos de espécies nao modelos e mostra ainda que a construgao e utilizagdo das
ESTs é uma alternativa eficiente, rapida e relativamente barata, se comparado ao
sequienciamento gendmico (HEAZLEWOOD e MILLAR 2006) (BHALERAO, 2003).

Nesta primeira parte do trabalho, tentou-se estabelecer o proteoma do endosperma
maduro de sementes de pinhdo manso através de uma combinagdo de técnicas de
eletroforese bidimensional e espectrometria de massa, a partir do extrato total de
proteinas. Muito embora mapas de referéncia de alta qualidade tenham sido obtidos, o que
permitiu a analise de uma quantidade substancial de spots por espectrometria de massa,
as identificagbes revelaram praticamente apenas um grupo de proteinas, as de reserva.
Os dados aqui obtidos demonstram que: (1) sdo necessarias outras abordagens para o
estudo sistematico das proteinas menos abundantes presentes no endosperma de pinhao
manso. Uma alternativa seria o fracionamento das proteinas presentes no endosperma
explorando a sua solubilidade em outros tampdes. (2) E indispensavel para a identificacdo
de proteinas de espécies ndo-modelos, o suporte € o incremento de bancos de dados de

ESTs, como uma alternativa ao seqiienciamento do genoma.
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FIGURA 4. Mapas de referéncia do endosperma de sementes maduras de pinhdo manso obtidos apds extracdo total de proteinas. As proteinas foram
separadas na primeira dimens&o utilizando tiras de IPG com pH variando de 3-10, 4-7 e 6-11. A quantidade de proteina aplicada foi de 250 ug; Os géis foram

corados com Coomassie brilhante blue. Os spots analisados por espectrometria de massa estao numerados.
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FIGURA 5. Identificagéo dos spots 52 e 129 como subunidades a e [ da Glutelin type-A 3 e da Legumin type B do endosperma de sementes maduras do pinhao manso.

Spot n° a

b
Sequéncia completa de aminoacidos deduzida a partir dos contigs do banco de EST de pinhdo manso.

Identificagdo da subunidade ¢

52

(pH 3-10)

129

(pH 3-10)

Contig 194
53" Frame 3

MANSSFLSLGLCFLVLFQTCFGQLEOLTTENRRPWOFRDORS DACRLERINAVEPSRRIQSE
AGVTDIWDENDEQFRCAGVVAMRHTIOERGLLLPLYANGPKLIYVL GRGI GAVFPGCPETF
SPSEP ERYGFGAGERESRRFD KVRSLROGDVIALPAGVAOWIYNSGRTPLVLVOQIIDTGN
AANOLDENHRAFFLAGNPORDVOSKRCAFRGSRMPLAGRESRRPSEERSGNIFSGLDEQLLAD
AFNVNVEVARKIKGONDNRGLIVSVERDFELLFPPRSAEEERREREEETOKOLEGTGYRPGGG
GRFVNGVEETFCTARLVENINDPSRADVFNPRAGRLTNINGODLPILSYIQOLSVOKGVLYRNAL
MSPHWNVDAHSINYFTRGNGHIQOIVDDNGETVFDGEVOAGQILTSPONFVVVKRAGSEGLEWYV
SFKTNDNAKIDOLAGRVSAIRSIPEEVLANVFOVFREDARRLKEIROQEVILFSPGTKPSSRN

Contig 206
53" Frame 1

MAKHFFFSLSLCLVLLFNVSFASEQVKOENECPOL CRLDRIEALEPDTRIQSEAGTIES
WNPSRDOFOCAGVAIVRRVIOPNGLLLPAYSNAHOLAFIVOGRGITGEMFPGCPETFOEYQOGAG
GSSRVED KVRHFRPGDIIALPAGVAHWCYNDGNEPVVAIYLLDTANSDNOLDMNPRHEFYLA
GNPEDEFROLYEGRREPGSGRHEGFSSRRRPEGRGTCNNLFCGLDSRLISEAFNIDESLARKL
SENDYRGSIINVEGKLOVVRPARTOSERE VGGSGAGGPYLGGGGCNGLEETFCSMRLKEN
IADPSRADVYIPEVGRVSTINSHNLPILRFLQLSASHVVLRNNAVRLPHWHLNAHSIIYALRGQOGR
VOITDEFGEIVFDGSVGAGOVLTVPONFVVVKOAETERFEYITFKTSDNAMTNDLVGRTSAVRA
LPLEVIANAFRVSREDARRIKFGREETTLGTSRSRPAGRTAVAS*

Glutelin type-A 3 a chain

Legumin type B B chain

< Spots numerados de acordo com a Fig. 5 e a Tabela 3.
Caracteristicas ilustradas sao: Sublinhado: Clivagem do peptideo sinal de acordo com SignalP (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP); Sublinhado em vermelho: Sitio de clivagem Asn-Gly

entre as subunidades a e R e residuo de cisteinas que formam as pontes de sulfeto entre as subunidades a e 3. Sublinhado em azul: Residuo de GIn e His. Sombreado: Peptideos identificados

por MS/MS de acordo com a tabela 3. A sequéncia completa de aminoacidos da proteina foi deduzido a partir dos contigs do banco de EST do pinhdo manso utilizando o sitio
http://www.expasy.ch./tools/dna.html

¢ Cada spot foi relacionado as subunidades a e B levando em consideragao a posigéo dos peptideos identificados por MS/MS ao longo da sequéncia da proteinas identificada.
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TABELA 4. Lista das proteinas do endosperma de sementes maduras do pinhao manso identificadas por MS e MS/MS.

Banco local de EST do pinhdo manso NCBI
MM/pl (kDa) Protein Protein Seq. ID
Spot n. Score/lon Seq. ID Peptideos ID (NCBI) Descrigdo das proteinas Scorel/lo Pe g;ieos ID (NCBI) Descrigdo das proteinas
Exp. Teor. score n score P
M7 71.5/6.98 59.7/6.1 88 ELAFGVSER/GTAVVVPAGHPAAFVASR gb|ABO36677.1| vicilin 46 ELAFGVESR qgi[137578 Vicilin
M10 71.0/7.34 59.7/6.1 78 ELAFGVSER/GTAVVVPAGHPAAFVASR gb|ABO36677.1| il - - -
vicilin
M12 71.5/7.66 59.7/6.1 36 NNNLEVVCFEINEEGNTR gbJABO36677.1| il - - -
vicilin
M23 57.2/7.37 59.7/6.1 32 NNNLEVVCFEINEEGNTR gb|ABO36677.1| il - - R
vicilin
M24 59.0/7.57 59.7/6.1 45 GTAVVVPAGHPAAFVASR gb|ABO36677.1| il - - -
vicilin
M26 58.3/8.12 59.7/6.1 42 ELAFGVSER gb|ABO36677.1| Vicili 41 ELAFGVESR gil137578 Vicilin
icilin
M27 57.9/8.52 59.7/6.1 188 ELAFGVSER/GTAVVVPAGHPAAFVASR/NNNLEVVC gb|ABO36677.1| L 39 ELAFGVESR gi|137578 Vicilin
FEINEEGNTR vicilin
M28 57.6/8.74 59.7/6.1 56 GTAVVVPAGHPAAFVASR gb|ABO36677.1| il - - -
vicilin
M30 55.1/9.11 59.7/6.1 51 GTAVVVPAGHPAAFVASR gb|ABO36677.1| icili - - -
vicilin
M31 55.1/9.23 59.7/6.1 61 GTAVVVPAGHPAAFVASR gb|ABO36677.1| il - - -
vicilin
M34 49.0/6.22 36/8.51 103 GYVGEDQLGQALEGSDVVIIPAGVPR gb|EEF38101.1| - - -
malate dehydrogenase
M38 47.2/6.84 59.76.1 121 AGTPLYLINR/VGQCQSQCER/NPYVFEEEHFTSIIK gb|ABO36677.1| il - - -
vicilin
M39 47.5/7.02 59.76.1 206 AGTPLYLINR/E} YVFEEEHFT gb|ABO36677.1| o - - -
SIK vicilin
M41 35.1/3.06 51.7/7.7 199 ETFQNVFR/HNQLDQYLR/SLDEQALAESFNVPTEIVR gb|AAD42944.1| . - - -
118 globulin
M42 35.1/3.15 51.7/7.7 194 ETFQNVFR/HNQLDQYLR/SLDEQALAESFNVPTEIVR gb|AAD42944.1| . - - -
118S globulin
M45 37.1/5.09 51.7/7.7 237 ETFQNVFR/HNQLDQYLR/SLDEQALAESFNVPTEIVR gb|AAD42944 .1 , - - -
118 globulin
M46 36.9/5.24 51.7/7.7 239 HNQLDQYLR/IRETFQNVFR/SLDEQALAESFNVPTEI gblAAD42944.1| . - - -
118 globulin
M47 37.3/5.35 51.7/7.7 231 ETFQNVFR/HNQLDQYLR/SLDEQALAESFNVPTEIVR gb|AAD42944.1| . - - -
118 globulin
M48 37.3/5.41 51.7/7.7 230 ETFQNVFR/HNQLDQYLR/SLDEQALAESFNVPTEIVR gb|AAD42944.1| , - - -
118 globulin
M49 36.9/5.54 51.7/7.7 263 ETFQNVFR/HNQLDQYLR/SLDEQALAESFNVPTEIVR gb|AAD42944.1| . - - -
118 globulin
M52 39.2/6.56 55.9/7.68 108 LIYVLQGR/DFELLFPPR/GIHGAVFPGCPETFQSPSE gb|EEF28918.1| . - - -
P glutelin type-A 3
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TABELA 4. Lista das proteinas do endosperma de sementes maduras do pinhao manso identificadas por MS e MS/MS.

Banco local de EST do pinhdo manso NCBI
MM/pl (kDa) Protein Protein Seq. ID
Spot n. Score/lon Seq. ID Peptideos ID (NCBI) Descrigdo das proteinas Scorel/lo Pe g;ieos ID (NCBI) Descrigdo das proteinas
Exp. Teor. score n score P
M53 30.4/6.78 55.0/7.68 176 DFELLFPPRIQSEAGVTDIWDENDE QFR/GIHGAVFP gb|EEF28918 1] ) N N N
GCPETFQSPSEPQER glutelin type-A 3
M54 39.4/6.93 55.9/7.68 200 LIYVLQGR/AFFLAGNPQR/DFELLFPPR/GIHGAVFP gb|EEF28918.1| . R - -
GCPETFQSPSEPQER glutelin type-A 3
M55 36.5/7.21 51.7/7.7 296 AFLLGGGQSR/ETFQNVFR/HNQLDQYLR/SLDEQAL gb|AAD42944 1 - R -
AESFNVPTEIVR 118S globulin
M56 36.7/7.56 51.7/7.7 270 ETFQNVFR/HNQLDQYLR/SLDEQALAESFNVPTEIVR gb|AAD42944.1| . - - -
118 globulin
M58 36.9/8.33 51.7/7.7 254 ETFQNVFR/HNQLDQYLR/SLDEQALAESFNVPTEIVR gblAAD42944 1| 115 alobul 40 LVYIVQGR gil6180065 glutelin
globulin
M59 38.8/8.91 51.7/7.7 257 ETFQNVFR/HNQLDQYLR/SLDEQALAESFNVPTEIVR gb|AAD42944.1| . - - -
118 globulin
M60 37.6/9.05 51.7/7.7 33 ETFQNVFR gb|AAD42944.1| X - - -
118S globulin
Mé61 37.3/9.12 51.7/7.7 249 ETFQNVFR/HNQLDQYLR/SLDEQALAESFNVPTEIVR gb|AAD42944 1| , - - -
11S globulin
M62 38.2/9.51 51.7/7.7 248 ETFQNVFR/HNQLDQYLR/SLDEQALAESFNVPTEIVR gb|AAD42944 1| . - - _
118 globulin
M63 38.0/9.85 51.7/7.7 300 AFLLGGGQSR/ETFQNVFR/HNQLDQYLR/SLDEQAL gb|AAD42944 1| - - -
AESFNVPTEIVR 118S globulin
M67 34.2/5.56 45.5/7.86 147 DQFQCAGVAIVR/GTCNNLFCGLDSR/LISEAFNIDES b|EEF38213.1 39 DPDGYTFELIQ 112494843 i i
ARV L AGNPEDERR gbl | logumin B R gil. Putative lactoylglutathione lyase
M68 34.3/5.62 45.5/7.86 211 DQFQCAGVAIVR/GTCNNLFCGLDSR/LISEAFNIDES gb|EEF38213.1| _ R )
LAR/HFYLAGNPEDEFR legumin B
M69 34.2/5.80 45.5/7.86 374 DQFQCAGVAIVR/GTCNNLFCGLDSR/LISEAFNIDES gb|EEF38213.1| . R - -
LAR/HFYLAGNPEDEFR/GITGEMFPGCPETFQEYQG legumin B
AGGSSR
M74 36.9/6.72 51.7/7.7 264 ETFQNVFR/HNQLDQYLR/HNQLDQYLR/SLDEQALA gblAAD42944 1| - - _
ESFNVPTEIVR 118 globulin
M75 36.1/6.91 51.7/7.7 183 ETFQNVFR/SLDEQALAESFNVPTEIVR gb|AAD42944.1| X - - -
118 globulin
M76 31.7/6.66 59.76.1 40 NPYVFEEEHFTSIIK gb|ABO36677.1| . - - -
Vicilin
Mm78 33.7/6.98 59.76.1 85 NPYVFEEEHFTSIIK gb|ABO36677.1| - - - -
Vicilin
M79 31.2/7.12 59.76.1 114 AGTPLYLINR/NPYVFEEEHFTSIIK gb|ABO36677.1| Vicil - - R
icilin
M80 33.7/7.18 51.7/7.7 217 ETFQNVFR/HNQLDQYLR/SLDEQALAESFNVPTEIVR gb|AAD42944.1| . - - -
118 globulin
M81 30.0/7.45 59.76.1 39 NPYVFEEEHFTSIIK gb|ABO36677.1| il - - -
vicilin
M82 30.9/8.07 55.9/7.68 44 GIHGAVFPGCPETFQSPSEPQER gb|EEF28918.1| - - -

glutelin type-A 3
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TABELA 4. Lista das proteinas do endosperma de sementes maduras do pinhao manso identificadas por MS e MS/MS.

Banco local de EST do pinhdo manso NCBI
MM/pl (kDa) Protein Protein Seq. ID
Spot n. Score/lon Seq. ID Peptideos ID (NCBI) Descrigdo das proteinas Scorel/lo Pe ?i;ieos ID (NCBI) Descrigdo das proteinas
Exp. Teor. score n score P
M83 29.4/8.22 59.76.1 30 NPYVFEEEHFTSIIK gb|ABO36677.1| Vicil B B N
icilin
M85 29.1/8.76 49.4/9.15 56 YYCTVIDAPGHR gb|EEF34346.1| ) 56 YYCTVIDAPGH  i|119150 Elongation factor 1-alpha
elongation factor 1-alpha R
M86 31.0/8.90 52.4/6.44 81 HNQLDQYLR/APTEAQQCHLQR emb|CAAB4762.1| o ) - - R
legumin-like protein
M89 29.9/9.3 51.7/7.7 157 AFLLGGGQSR/ETFQNVFR/HNQLDQYLR gb|AAD42944.1| , - - -
118 globulin
M90 29.8/9.41 51.7/7.7 159 AFLLGGGQSR/ETFQNVFR/HNQLDQYLR gb|AAD42944.1| X - - -
118 globulin
M91 36.1/9.88 59.76.1 78 HNQLDQYLR/SLDEQALAESFNVPTEIVR gb|ABO36677.1| Vicil - - R
icilin
M92 34.2/9.88 51.7/7.7 164 HNQLDQYLR/SLDEQALAESFNVPTEIVR gb|AAD42944.1| ' - - -
118S globulin
M93 32.3/9.88 51.7/7.7 158 ETFQNVFR/HNQLDQYLR/SLDEQALAESFNVPTEIVR gb|AAD42944.1 . - - -
11S globulin
Mo4 29.8/9.89 51.7/7.7 93 ETFQNVFR/HNQLDQYLR gb|AAD42944 1| . - - -
118 globulin
M99 25.4/5.84 45.5/7.86 65 LISEAFNIDESLAR (65) gb|EEF38213.1| . - - -
legumin B
M103 24.9/6.55 55.9/7.68 43 AGSEGLEWVSFK gb|EEF28918.1| . - - -
glutelin type-A 3,
M105 24.6/7.20 51.7/7.7 107 AFLLGGGQSR/ HNQLDQYLR gb|AAD42944.1 . - - -
118 globulin
M106 24.8/7.56 51.7/7.7 121 AFLLGGGQSR/HNQLDQYLR gb|AAD42944.1| , 39 LVYIVQGR gil6180065 glutelin
118 globulin
M108 24.8/8.49 52.4/6.44 39 HNQLDQYLR emb|CAAB4762.1| o ) - - R
legumin-like protein
M109 24.8/8.99 51.7/7.7 238 AMPLDVLMNSYR/AMPLDVLMNSYR/AMHSPHWSIN gblAAD42944.1| . 44 AMPEDVLMNS gi[793856 globulin
DQR/AMHSPHWSINDQR/KLPILSFMDMSAER 118 globulin YR
M110 24.7/9.90 52.4/6.44 99 SLDEQALAESFNVPTEIVR emb|CAA64762.1| L . -
legumin-like protein
M112 22.4/6.20 55.9/7.68 52 AGSEGLEWVSFK gb|EEF28918.1| . - - -
glutelin type-A 3
M113 23.1/6.63 52.4/6.44 38 HNQLDQYLR emb|CAAB4762.1| o ) - - R
legumin-like protein
M114 22.9/6.85 51.7/7.7 34 HNQLDQYLR gb|AAD42944.1| X - - -
118 globulin
M115 21.1/6.89 51.7/7.7 43 HNQLDQYLR gb|AAD42944 1| X - - -
118 globulin
M116 21.2/7.15 51.7/7.7 82 HNQLDQYLR gb|AAD42944 1| - - -

118 globulin
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TABELA 4. Lista das proteinas do endosperma de sementes maduras do pinhao manso identificadas por MS e MS/MS.

Banco local de EST do pinhdo manso NCBI
MM/pl (kDa) Protein Protein Seq. ID
Spot n. Score/lon Seq. ID Peptideos ID (NCBI) Descrigdo das proteinas Scorel/lo Pe g;ieos ID (NCBI) Descrigdo das proteinas
Exp. Teor. score n score P
M117 23.1/7.54 51.7/7.7 102 AFLLGGGQSR/ HNQLDQYLR gb|AAD42944 1| . - - -
118 globulin
M118 22.0/7.51 51.7/7.7 45 HNQLDQYLR gb|AAD42944.1| X - - -
118 globulin
M119 23.1/8.0 59.76.1 170 EVDQAFGR/ ELAFGVSER/ gb|ABO36677.1| . 53 ELAFGVESR gi[137578 Vicilin
GTAVVVPAGHPAAFVASR Vicilin
M120 22.8/8.22 51.7/7.7 56 HNQLDQYLR gb|AAD42944.1| X - - -
118 globulin
M121 23.0/8.44 51.7/7.7 13 AFLLGGGQSR/ HNQLDQYLR gblAAD42944.1| . - - R
118 globulin
M122 22.9/8.82 59.76.1 91 ELAFGVSERIQNEEWFFPGPR gb|ABO36677.1| il 56 ELAFGVESR gi[137578 Vicilin
vicilin
M128 21.0/9.02 51.7/7.7 54 SLDEQALAESFNVPTEIVR gblAAD42944.1| 115 alobull 76 VSTVNiHNLPIL gi|8118510 legumin-like protein
globulin
M129 22.0/9.28 45.5/7.86 260 FEYITFK/ADVYIPEVGR/ALPLEVIANAFR/FLQLSASH gb|EEF38213.1| R R R
VVLR/VSTINSHNLPILR legumin B
M130 21.9/9.48 45.5/7.86 168 ALPLEVIANAFR/FLQLSASHVVLR/VSTINSHNLPILR gb|EEF38213.1| . - N "
legumin B
M133 20.0/5.61 51.717.7 58 LDNLNAAEPSR >gb|EEF32199.1| i . - - -
11S globulin subunit beta
M135 19.5/6.20 55.9/7.68 89 IQSEAGVTDIWDENDEQFR/GIHGAVFPGCPETFQSP gb|EEF28918.1| . R R R
SEPQER glutelin type-A 3
M136 19.5/6.37 55.9/7.68 239 LIYVLQGR/IQSEAGVTDIWDENDEQFR/GIHGAVFPG gb|EEF28918.1| X - - -
CPETFQSPSEPQER glutelin type-A 3,
M137 19.4/6.55 52.4/6.44 114 IDSEGGETEIWDPSEDQFQCAGVAAYR emb|CAAB4762.1| L . - - -
legumin-like protein
M138 19.4/6.77 55.9/7.68 198 IQSEAGVTDIWDENDEQFR/GIHGAVFPGCPETFQSP gb|EEF28918.1| A R R )
SEPQER glutelin type-A 3
M139 19.5/7.11 55.9/7.68 83 LIYVLQGR/GIHGAVFPGCPETFQSPSEPQER gb|EEF28918.1| . - - -
glutelin type-A 3
M141 19.3/7.95 55.9/7.68 293 IQSEAGVTDIWDENDEQFR/GIHGAVFPGCPETFQSP gb|EEF28918.1| A R R )
SEPQER glutelin type-A 3
M142 19.6/8.87 59.76.1 110 ELAFGVSER/GTAVVVPAGHPAAFVASR gb|ABO36677.1| Vicil - - R
icilin
M143 19.4/9.01 55.9/7.68 75 IVMELYQDVVPR/IVFFDMAVGGQPVGR >gb|ABL67655.1| . N - - R
putative cyclophilin
M144 19.1/9.30 55.9/7.68 225 LIYVLQGR/IQSEAGV TDIWDENDEQFR/GIHGAVFPG gb|EEF28918.1| i R R )
CPETFQSPSEPQER glutelin type-A 3,
M145 18.5/9.38 55.9/7.68 128 QSEAGVTDIWDENDEQFR/GIHGAVFPGCPETFQSP gb|EEF28918.1| i R R R
SEPQER glutelin type-A 3,
M146 18.6/9.91 55.9/7.68 182 gb|EEF28918.1| - - -

IQSEAGVTDIWDENDEQFR/GIHGAVFPGCPETFQSP
SEPQER

glutelin type-A 3,
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TABELA 4. Lista das proteinas do endosperma de sementes maduras do pinhao manso identificadas por MS e MS/MS.

Banco local de EST do pinhdo manso NCBI
MM/pl (kDa) Protein Protein Seq. ID
Spot n. Score/lon Seq. ID Peptideos ID (NCBI) Descrigdo das proteinas Scorel/lo Pe g;ieos ID (NCBI) Descrigdo das proteinas
Exp. Teor. score n score P
M147 18.0/9.93 45.5/7.86 182 ALPLEVIANAFR/FLQLSASHVVLR/VSTINSHNLPILR gb|EEF38213.1| . - - -
legumin B,
M148 17.6/9.44 45.5/7.86 73 ALPLEVIANAFR/VSTINSHNLPILR gb|EEF38213.1| . - - -
legumin B,
M149 18.5/5.10 55.9/7.68 34 IQSEAGVTDIWDENDEQFR gb|EEF28918.1| . - - -
glutelin type-A 3,
M150 18.5/5.27 45.5/7.86 68 DQFQCAGVAIVR gb|EEF38213.1| . - - R
legumin B,
M151 18.3/5.51 45.5/7.86 112 DQFQCAGVAIVR/GITGEMFPGCPETFQEYQGAGGS gb|EEF38213.1| . - - -
legumin B
M152 18.7/6.23 55.9/7.68 123 IQSEAGVTDIWDENDEQFR/GIHGAVFPGCPETFQSP gb|EEF28918.1| ) R : i
SEPQER glutelin type-A 3
M154 17.2/6.40 55.9/7.68 149 AFFLAGNPQR/DFELLFPPR/QLEGTGYRPGGGQGR gb|EEF28918.1| . - - -
glutelin type-A 3
M155 18.2/6.73 55.9/7.68 301 LIYVLQGR/IQSEAGV TDIWDENDEQFR/GIHGAVFPG gb|EEF28918.1| . - - -
CPETFQSPSEPQER glutelin type-A 3
M156 18.2/6.95 55.9/7.68 43 GIHGAVFPGCPETFQSPSEPQER gb|EEF28918.1| A - - -
glutelin type-A 3
M157 18.5/7.44 55.9/7.68 65 NPYVFEEEHFTSIIK gb|EEF28918.1| . - - -
glutelin type-A 3
M158 17.0/5.21 45.5/7.86 133 DQFQCAGVAIVR/GITGEMFPGCPETFQEYQGAGGS gb|EEF38213.1| ) R R )
SR legumin B,
M159 16.4/6.20 45.5/7.86 215 DQFQCAGVAIVR/LDRIEALEPDTR/GITGEMFPGCPE gb|EEF38213.1| - - -
TFQEYQGAGGSSR legumin B
M160 17.1/5.43 45.5/7.86 137 DQFQCAGVAIVR/HFYLAGNPEDEFR/IQSEAGTIESW gb|EEF38213.1| . - - -
NPSR legumin B
M161 16.3/5.45 45.5/7.86 301 DQFQCAGVAIVR/HFYLAGNPEDEFR/IQSEAGTIESW gb|EEF38213.1| - - -
NPSR/GITGEMFPGCPETFQEYQGAGGSSR legumin B
M162 15.4/5.39 45.5/7.86 120 DQFQCAGVAIVR/IQSEAGTIESWNPSR gb|EEF38213.1| . - - -
legumin B
M163 17.0/5.70 45.5/7.86 264 DQFQCAGVAIVR/LISEAFNIDESLAR/HFYLAGNPED gb|EEF38213.1| ) R R )
EFR/IQSEAGTIESWNPSR legumin B
M164 16.4/5.70 45.5/7.86 296 DQFQCAGVAIVR/IQSEAGTIESWNPSR/GITGEMFPG gb|EEF38213.1| - - -
CPETFQEYQGAGGSSR legumin B
M165 15.2/5.71 55.9/7.68 344 IQSEAGVTDIWDENDEQFR/NALMSPHWNVDAHSIN gb|EEF28918.1| - - -
YFTR/INALMSPHWNVDAHSINYFTR/GIHGAVFPGCP glutelin type-A 3
ETFQSPSEPQER
M166 17.3/5.91 45.5/7.86 208 LISEAFNIDESLAR/HFYLAGNPEDEFR/HFYLAGNPE gb|EEF38213.1| - - -
DEFR/AFFLAGNPQR legumin B
M167 16.5/6.00 45.5/7.86 206 GTCNNLFCGLDSR/LISEAFNIDESLAR gb|EEF38213.1| . - - -
legumin B
M168 17.2/6.76 45.5/7.86 33 LISEAFNIDESLAR gb|EEF38213.1| - - -

legumin B
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TABELA 4. Lista das proteinas do endosperma de sementes maduras do pinhao manso identificadas por MS e MS/MS.

Banco local de EST do pinhdo manso

NCBI

MM/pl (kDa) Protein
Spot n. Score/lon Seq. ID Peptideos
Exp. Teor. score

M171 14.8/6.54 55.9/7.68 190 LIYVLQGR/IQSEAGV TDIWDENDEQFR/GIHGAVFPG
CPETFQSPSEPQER

M172 14.6/6.71 55.9/7.68 91 IQSEAGVTDIWDENDEQFR/GIHGAVFPGCPETFQSP

SEPQER

M173 15.0/6.89 55.9/7.68 222 LIYVLQGR/IQSEAGV TDIWDENDEQFR/GIHGAVFPG
CPETFQSPSEPQER

M176 14.5/7.57 55.9/7.68 116 GGHVTNVNSHNFPILR

M178 15.9/8.28 51.7/7.7 250 AMHSPHWSINDQR/AMHSPHWSINDQR/EGDMFVIP

QFYAALGR/EGDMFVIPQFYAALGR

M181 15.2/8.35 55.9/7.68 39 DFELLFPPR

M182 14.4/8.15 55.9/7.68 118 GGHVTNVNSHNFPILR

M183 14.6/8.62 55.9/7.68 116 GGHVTNVNSHNFPILR

M185 14.1/5.49 55.9/7.68 77 LVHNINDPSR/GIHGAVFPGCPETFQSPSEPQER

M189 14.2/6.60 55.9/7.68 57 GGHVTNVNSHNFPILR

M190 14.4/6.78 55.9/7.68 31 GGHVTNVNSHNFPILR

M191 14.2/6.90 45.5/7.86 50 GGHVTNVNSHNFPILR

M184 14.8/9.96 45.5/7.86 33 ALPLEVIANAFR

M194 13.4/5.63 55.9/7.68 49 LIYVLQGR

M196 12.8/5.11 55.9/7.68 42 DFELLFPPR

M197 12.8/5.35 55.9/7.68 41 DFELLFPPR

M199 12.6/5.66 51.7/7.7 54 AMHSPHWSINDQR

M201 12.9/6.1 45.5/7.86 78 ADVYIPEVGR/ VSTINSHNLPILR

M203 12.7/6.65 52.4/6.44 69 LVYVIQGR/ADVYIPEVGR

M205 12.5/6.80 45.5/7.86 42 ADVYIPEVGR

M206 12.5/7.26 45.5/7.86 86 FLQLSASHVVLR

ID (NCBI)

Descrigdo das proteinas

Protein
Score/lo
n score

Seq. ID
Peptideos

ID (NCBI)

Descrigdo das proteinas

gb|EEF28918.1|
gb|EEF28918.1|
gb|EEF28918.1|
gb|EEF28918.1|
gb|AAD42944 1
gb|EEF28918.1|
gb|EEF28918.1|
gb|EEF28918.1|
gb|EEF28918.1|
gb|EEF28918.1|
gb|EEF28918.1|
gb|EEF28917.1|
gb|EEF38213.1|
gb|EEF28918.1|
gb|EEF28918.1|
gb|EEF28918.1|
gb|AAD42944.1

gb|EEF38213.1|

emb|CAABA762.1|

gb|EEF38213.1|

gb|EEF38213.1|

glutelin type-A 3
glutelin type-A 3
glutelin type-A 3
glutelin type-A 3
118 globulin
glutelin type-A 3
glutelin type-A 3
glutelin type-A 3
glutelin type-A 3
glutelin type-A 3
glutelin type-A 3
legumin B
legumin B
glutelin type-A 3
glutelin type-A 3
glutelin type-A 3
118S globulin
legumin B
legumin-like protein
legumin B

legumin B
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TABELA 4. Lista das proteinas do endosperma de sementes maduras do pinhao manso identificadas por MS e MS/MS.

Banco local de EST do pinhdo manso NCBI
MM/pl (kDa) Protein Protein Seq. ID
Spot n. Score/lon Seq. ID Peptideos ID (NCBI) Descrigdo das proteinas Scorel/lo Pe g;ieos ID (NCBI) Descrigdo das proteinas
Exp. Teor. score n score P
M207 12.5/8.63 55.9/7.68 39 AFFLAGNPQR gb|EEF28918.1| Jutelin t A3 - - i
glutelin type-
M210 11.5/5.20 51.7/7.7 35 GDMHIQIVDDSGNTVMDER sp|Q9XHPO.1| 11S globuli d st tei - - -
globulin seed storage protein
M213 10.9/5.80 55.9/7.68 213 DFELLFPPR gb|EEF28918.1| Jutelin t A3 - : B
glutelin type-
M231 9.7/8.71 52.4/6.44 91 IHLANQR/TIHNLESR emb|CAA64762.1| I indlik tei - - -
legumin-like protein
M233 11.1/10.0 52.4/6.44 44 AFLLGGGQSR emb|CAA64762.1| I in-lik tei - - -
egumin-like protein
M237 65.1/5.14 70.8/5.14 97 TTPSYVAFTDTER/NAVVTVPAYFNDSQR/ gb|EEF34649.1| heat shock brotein 93% 'I'I'PSYEVR/;\FTDT gil123601 Heat shock 70 kDa protein
p NAVVTVPAYFN
M242 68.0/6.99 59.76.1 93 GTAVVVPAGHPAAF EVVCE TR gblABO36677.1| Vil - - - ;
icilin
M247 52.5/7.00 59.76.1 37 GTAVVVPAGHPAAFVASR gb|ABO36677.1| il - - -
vicilin
M255 39.0/6.48 36.0/8.51 84 GYVGEDQLGQALEGSDVVIIPAGVPR gb|EEF38101.1| alate dehvd a - ° .
malate dehydrogenase
M264 36.4/6.61 55.0/7.68 97 LIYVLQGR/AFFLAGNPQR/GIHGAVFPGCPETFQSPS gb|EEF28918.1| utelin t A3 - - -
glutelin type-
M265 36.7/6.67 55.9/7.68 198 YGFGAGER/LIYVLQGR/AFFLAGNPQR/GIHGAVFPG gb|EEF28918.1| X - - -
CPETFQSPSEPQER glutelin type-A 3,
M266 36.7/6.94 55.9/7.68 240 YGFGAGER/LIYVLQGR/AFFLAGNPQR/IQSEAGVTD gb|EEF28918.1| . - - -
IWDENDEQFR/GIHGAVFPGCPETFQSPSEPQER glutelin type-A 3
M268 35.6/7.01 51.7/7.7 49 HNQLDQYLR gb|AAD42944 1| 11S globuli 99% LVYLVQGR gi|6180065 glutelin
globulin
M269 35.3/7.08 51.7/7.7 64 SLDEQALAESFNVPTEIVR gb|AAD42944.1| 11S globuli - - -
globulin
M271 34.5/6.87 51.7/7.7 191 AFLLGGGQSR/ETFQNVFR/HNQLDQYLR/IRETFQNV gb|AAD42944 1| X - - -
FR 118 globulin
M273 34.2/7.00 51.7/7.7 117 ETFQNVFR/HNQLDQYLR/IRETFQNVFR gb|AAD42944.1| 11S globuli - - -
globulin
M274 34.3/7.07 51.7/7.7 237 AFLLGGGQSR/ETFQNVFR/HNQLDQYLR/IRETFQNV gb|AAD42944 1| . - - -
FRITIVPDEREEEEFTYSRPGQSGR 118S globulin
M279 31.7/5.56 53.6/8.6 349 DQFQCAGVAIVR/LDRIEALEPDTR/GTCNNLFCGLDS gb|AAF73007.1| o ) - - -
RILISEAFNIDESLAR/HFYLAGNPEDEFR/GITGEMFP legumin-like protein
GCPETFQEYQGAGGSSR
M280 31.3/5.76 53.6/8.6 70 HFYLAGNPEDEFR gb|AAF73007.1| I indlik tei - - -
egumin-like protein
M291 27.1/5.31 53.6/8.6 32 DQFQCAGVAIVR gb|AAF73007.1| | inik i - - -
egumin-like protein
M302 24.9/5.52 53.6/8.6 184 GTCNNLFCGLDSR/HFYLAGNPEDEFR/GITGEMFPG gb|AAF73007.1| - - -

CPETFQEYQGAGGSSR

legumin-like protein
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TABELA 4. Lista das proteinas do endosperma de sementes maduras do pinhao manso identificadas por MS e MS/MS.

Banco local de EST do pinhdo manso NCBI
MM/pl (kDa) Protein Protein Seq. ID
Spot n. Score/lon Seq. ID Peptideos ID (NCBI) Descrigdo das proteinas Scorel/lo Pe ?i;ieos ID (NCBI) Descrigdo das proteinas
Exp. Teor. score n score P
M303 24.7/5.88 53.6/8.6 64 HFYLAGNPEDEFR gb|AAF73007.1| L . - - -
legumin-like protein
M304 23.8/5.22 51.7/7.7 78 HNQLDQYLR/SLDEQALAESFNVPTEIVR | gb|AAD42944.1]| , - - -
118 globulin
M305 23.4/5.87 55.9/7.68 32 ADVFNPR gb|EEF28918.1| . - - -
glutelin type-A 3,
M306 23.5/6.24 55.9/7.68 205 ADVFNPR/LVHNINDPSR/AGSEGLEWVSFK/INALMS gb|EEF28918.1]| , 52 ADVFNPR gil6180065 Glutelin
PHWNVDAHSINYFTR glutelin type-A 3,
M307 23.5/6.63 55.9/7.68 190 ADVFNPR/AGSEGLEWVSFK/NALMSPHWNVDAHSI gb|EEF28918.1| . 54 ADVFNPR gi|6180065 Glutelin
NYFTR glutelin type-A 3
M308 24.2/7.02 55.9/7.68 57 ADVFNPR gb|EEF28918.1| . 57 ADVFNPR gi|6180065 Glutelin
glutelin type-A 3,
M309 24.1/7.09 55.9/7.68 31 ADVFNPR gb|EEF28918.1| . - - -
glutelin type-A 3,
M312 19.5/5.43 55.9/7.68 202 ADVFNPR/LVHNINDPSR/AGSEGLEWVSFK/ gb|EEF28918.1| . 51 ADVFNPR gi|6180065 Glutelin
NALMSPHWNVDAHSINYFTR glutelin type-A 3,
M313 22.2/6.22 55.9/7.68 164 ADVFNPR/AGSEGLEWVSFK/ gb|EEF28918.1| . 46 ADVFNPR gi|6180065 Glutelin
NALMSPHWNVDAHSINYFTR glutelin type-A 3,
M314 22.8/6.76 51.7/7.7 88 AFLLGGGQSR/HNQLDQYLR gb|AAD42944 1| , - - -
118S globulin
M315 22.9/6.98 51.7/7.7 51 HNQLDQYLR gb|AAD42944 1| . - - -
118 globulin
M316 23.0/7.02 51.7/7.7 54 HNQLDQYLR gb|AAD42944.1| X - - -
118 globulin
M318 21.3/6.27 53.6/8.6 31 DQFQCAGVAIVR gb|AAF73007.1| L . - - -
legumin-like protein
M323 19.4/5.54 51.7/7.7 55 LDNLNAAEPSR gb|EEF32199.1| . R X - - -
118 globulin subunit beta, putative
M325 19.5/6.05 55.9/7.68 75 IQSEAGVTDIWDENDEQFR!/ gb|EEF28918.1| _ ) i ]
GIHGAVFPGCPETFQSPSEPQER glutelin type-A 3
M326 19.5/6.16 55.9/7.68 87 YGFGAGER/GIHGAVFPGCPETFQSPSEPQER gb|EEF28918.1| A - - -
glutelin type-A 3
M327 19.5/6.24 55.9/7.68 200 YGFGAGER/IQSEAGVTDIWDENDEQFR/ gb|EEF28918.1| . - - -
GIHGAVFPGCPETFQSPSEPQER glutelin type-A 3
M328 19.5/6.34 55.9/7.68 139 |QSEAGVTDIWDENDEQFR/ gb|EEF28918.1| . - - -
GIHGAVFPGCPETFQSPSEPQER glutelin type-A 3
M329 19.5/6.46 55.9/7.68 253 YGFGAGER/LIYVLQGR/IQSEAGVTDIWDENDEQFR/ gb|EEF28918.1| _ R R )
GIHGAVFPGCPETFQSPSEPQER glutelin type-A 3
M330 19.5/6.54 55.9/7.68 130 YGFGAGER/IQSEAGVTDIWDENDEQFR/GIHGAVFP gb|EEF28918.1| - - -
GCPETFQSPSEPQER glutelin type-A 3
M331 19.7/6.85 55.9/7.68 404 YGFGAGER/RPWQFR/LIYVLQGR/IQSEAGVTDIWDE gb|EEF28918.1| - - -

NDEQFR/GIHGAVFPGCPETFQSPSEPQER

glutelin type-A 3
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TABELA 4. Lista das proteinas do endosperma de sementes maduras do pinhao manso identificadas por MS e MS/MS.

Banco local de EST do pinhdo manso NCBI
MM/pl (kDa) Protein Protein Seq. ID
Spot n. Score/lon Seq. ID Peptideos ID (NCBI) Descrigdo das proteinas Scorel/lo Pe g;ieos ID (NCBI) Descrigdo das proteinas
Exp. Teor. score n score P
M332 19.9/7.03 55.0/7.68 200 YGFGAGER/GLLLPLYANGPK/IQSEAGVTDIWDEND gb|EEF28918 1] ) B B R
EQFR/GIHGAVFPGCPETFQSPSEPQER glutelin type-A 3
M333 19.9/7.09 55.9/7.68 169 YGFGAGER/IQSEAGVTDIWDENDEQFR/GIHGAVFP gb|EEF28918.1| ) R . i
GCPETFQSPSEPQER glutelin type-A 3
M340 19.0/6.63 53.6/8.6 251 LVYVIQGR/APTEAQQCHLQR/GVLGLSYPSGCPQTF  emb|CAA64762.1| o ) - - -
HAEQQSR legumin-like protein
M341 19.2/6.90 53.6/8.6 296 LVYVIQGR/ITTTQPSHR/APTEAQQCHLQR/GVLGLS emb|CAA64762.1| o ) 37 LVYIVQGR gil6180065 glutelin
YPSGCPQTFHAEQQSR legumin-like protein
M345 18.2/5.39 53.6/8.6 159 DQFQCAGVAIVR/LDRIEALEPDTR/IQSEAGTIESWN gb|AAF73007.1| - - -
PSR/GITGEMFPGCPETFQEYQGAGGSSR legumin-like protein
M348 17.7/5.88 55.9/7.68 31 AFFLAGNPQR gb|EEF28918.1| . - - -
glutelin type-A 3
M349 17.2/5.88 55.9/7.68 192 GLIVSVER/AFFLAGNPQR/DFELLFPPR/IQLEGTGYR gb|EEF28918.1| . - - R
PGGGQGR glutelin type-A 3
M353 18.1/6.63 51.717.7 47 EGDMFVIPQFYAALGR gb|AAD42944 1| . - - -
11S globulin
M354 17.7/6.63 51.717.7 114 AMHSPHWSINDQR/ EGDMFVIPQFYAALGR gb|AAD42944 1| . - - -
118 globulin
M357 17.8/6.26 51.717.7 47 EGDMFVIPQFYAALGR gb|AAD42944 1| . - - -
118S globulin
M358 17.3/6.28 55.9/7.68 30 DFELLFPPR gb|EEF28918.1| . - - -
glutelin type-A 3
M359 17.3/6.46 55.9/7.68 192 GLIVSVER/AFFLAGNPQR/DFELLFPPR/ gb|EEF28918.1| . - - -
QLEGTGYRPGGGQGR glutelin type-A 3
M366 17.1/5.3 53.6/8.6 152 DQFQCAGVAIVR/IQSEAGTIESWNPSR gb|AAF73007.1| o ) - - -
legumin-like protein
M368 17.1/5.50 55.9/7.68 31 AFFLAGNPQR gb|EEF28918.1| . - - -
glutelin type-A 3
M369 17.1/5.62 53.6/8.6 384 DQFQCAGVAIVR/LDRIEALEPDTR/IQSEAGTIESWN gb|AAF73007.1| - - R
PSR/GITGEMFPGCPETFQEYQGAGGSSR/GITGEMF legumin-like protein
PGCPETFQEYQGAGGSSR
M371 16.8/5.95 53.6/8.6 284 LQVVRPAR/KLQSENDYR/GTCNNLFCGLDSR/HFYL gb|AAF73007.1]| o ) - - -
AGNPEDEFR legumin-like protein
M373 16.6/6.47 53.6/8.6 122 GTCNNLFCGLDSR/HFYLAGNPEDEFR gb|AAF73007.1| o ) - - -
legumin-like protein
M374 16.5/6.57 53.6/8.6 110 GTCNNLFCGLDSR/HFYLAGNPEDEFR gbJAAF73007.1| o ) - - R
legumin-like protein
M378 16.6/5.33 53.6/8.6 203 DQFQCAGVAIVR/LDRIEALEPDTR/IQSEAGTIESWN gb|AAF73007.1| . . - - -
PSR/GITGEMFPGCPETFQEYQGAGGSSR legumin-like protein
M379 16.7/5.47 53.6/8.6 163 GTCNNLFCGLDSR/HFYLAGNPEDEFR gb|AAF73007.1| - . - - -
legumin-like protein
M380 16.5/5.61 53.6/8.6 409 DQFQCAGVAIVR/LDRIEALEPDTR/IQSEAGTIESWN gbJAAF73007.1| - - -

PSR/GITGEMFPGCPETFQEYQGAGGSSR/GITGEMF
PGCPETFQEYQGAGGSSR

legumin-like protein
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TABELA 4. Lista das proteinas do endosperma de sementes maduras do pinhao manso identificadas por MS e MS/MS.

Banco local de EST do pinhdo manso

ID (NCBI)

Descrigdo das proteinas

Protein
Score/lo
n score

Descrigdo das proteinas

MM/pl (kDa) Protein
Spot n. Score/lon Seq. ID Peptideos
Exp. Teor. score
M382 15.8/5.58 55.9/7.68 317 LIYVLQGR/IQSEAGV TDIWDENDEQFR/GIHGAVFPG
CPETFQSPSEPQER
M383 15.6/5.64 55.9/7.68 208 ADVFNPR/LTNINGQDLPILSYIQLSVQK/NALMSPHW
NVDAHSINYFTR
M384 15.5/5.52 55.9/7.68 90 LIYVLQGR/IQSEAGVTDIWDENDEQFR
M387 15.6/6.24 51.7/7.7 229 IHLANQR/AMHSPHWSINDQR/AMHSPHWSINDQR/G
DMHIQIVDDSGNTVMDER/GDMHIQIVDDSGNTVMDE
R
M388 15.2/6.24 51.7/7.7 37 AMHSPHWSINDQR
M391 15.4/6.62 55.9/7.68 176 IQSEAGVTDIWDENDEQFR/GIHGAVFPGCPETFQSP
SEPQER
M392 15.3/6.66 55.9/7.68 174 IQSEAGVTDIWDENDEQFR/GIHGAVFPGCPETFQSP
SEPQER
M393 15.4/6.72 55.9/7.68 32 AGSEGLEWVSFK
M394 16.6/6.92 55.9/7.68 99 AGSEGLEWVSFK/NALMSPHWNVDAHSINYFTR
M395 15.5/6.79 55.9/7.68 61 NALMSPHWNVDAHSINYFTR
M398 15.9/5.19 55.9/7.68 161 ADVFNPR/LVHNINDPSR/NALMSPHWNVDAHSINYF
TR
M401 14.2/6.03 53.6/8.6 187 DQFQCAGVAIVR/IQSEAGTIESWNPSR/GITGEMFPG
CPETFQEYQGAGGSSR
M402 15.0/6.32 55.9/7.68 105 AGSEGLEWVSFK/INALMSPHWNVDAHSINYFTR
M411 14.8/5.17 55.9/7.68 71 IQSEAGVTDIWDENDEQFR
M412 14.6/5.33 55.9/7.68 48 ADVFNPR
M413 14.6/5.52 55.9/7.68 220 LIYVLQGR/IQSEAGV TDIWDENDEQFR/GIHGAVFPG
CPETFQSPSEPQER
M414 14.6/5.73 55.9/7.68 265 ADVFNPR/NALMSPHWNVDAHSINYFTR/NALMSPH
WNVDAHSINYFTR/
M415 14.3/6.04 55.9/7.68 44 AGSEGLEWVSFK
M418 13.8/6.37 55.9/7.68 69 AGSEGLEWVSFK
M420 13.6/6.69 53.6/8.6 67 APTEAQQCHLQR
M421 13.7/6.77 53.6/8.6 66 APTEAQQCHLQR

gb|EEF28918.1|
gb|EEF28918.1|
gb|EEF28918.1|
gb|AAD42944 1
gb|AAD42944 1
gb|EEF28918.1|
gb|EEF28918.1|
gb|EEF28918.1|
gb|EEF28918.1|
gb|EEF28918.1|
gb|EEF28918.1|
gb|AAF73007.1|
gb|EEF28918.1|
gb|EEF28918.1|
gb|EEF28918.1|
gb|EEF28918.1|
gb|EEF28918.1|
gb|EEF28918.1|
gb|EEF28918.1|
emb|CAAB4762.1|

emb|CAAB4762.1|

glutelin type-A 3
glutelin type-A 3
glutelin type-A 3
118 globulin
118 globulin
glutelin type-A 3
glutelin type-A 3
glutelin type-A 3
glutelin type-A 3
glutelin type-A 3
glutelin type-A 3
legumin-like protein
glutelin type-A 3
glutelin type-A 3
glutelin type-A 3
glutelin type-A 3
glutelin type-A 3
glutelin type-A 3
glutelin type-A 3
legumin-like protein

legumin-like protein

54

48

54

Seq. ID
Peptideos ID (NCBI)
ADVFNPR gi|6180065
ADVFNPR 0i|6180065
ADVFNPR gi|6180065
ADVFNPR gi|6180065

glutelin

glutelin

glutelin

glutelin
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TABELA 4. Lista das proteinas do endosperma de sementes maduras do pinhao manso identificadas por MS e MS/MS.

Banco local de EST do pinhdo manso NCBI
MM/pl (kDa) Protein Protein Seq. ID
Spot n. Score/lon Seq. ID Peptideos ID (NCBI) Descrigdo das proteinas Scorel/lo Pe ?i;ieos ID (NCBI) Descrigdo das proteinas
Exp. Teor. score n score P
M422 13.9/6.95 53.6/8.6 208 ADVYIPEVGR/FLQLSASHVVLR/VSTINSHNLPILR gb|AAF73007.1| L ) - - -
legumin-like protein
M423 13.9/4.67 55.9/7.68 32 DFELLFPPR gb|EEF28918.1| . - - -
glutelin type-A 3
M424 14.2/4.87 55.9/7.68 39 DFELLFPPR gb|EEF28918.1| . - - -
glutelin type-A 3
M425 13.3/4.98 55.9/7.68 32 DFELLFPPR gb|EEF28918.1| . - - -
glutelin type-A 3
M426 13.7/5.12 55.9/7.68 40 DFELLFPPR gb|EEF28918.1| . - - -
glutelin type-A 3
M433 14.3/5.46 55.9/7.68 36 IQSEAGVTDIWDENDEQFR gb|EEF28918.1| . - - -
glutelin type-A 3
M434 13.9/5.50 55.9/7.68 33 AGSEGLEWVSFK gb|EEF28918.1| . - - -
glutelin type-A 3
M437 13.6/5.63 51.717.7 107 AMHSPHWSINDQR/VKEGDMFVIPQF YAALGR gb|AAD42944 1| , - - -
11S globulin
M438 13.6/5.71 55.9/7.68 70 AGSEGLEWVSFK/AMHSPHWSINDQR gb|EEF28918.1| . - - -
glutelin type-A 3
M453 12.5/4.82 51.7/7.7 145 AMHSPHWSINDQR/VKEGDMFVIPQFYAALGRIVKE gb|AAD42944 1| , - - -
GDMFVIPQFYAALGR 118S globulin
M459 11.9/5.13 53.6/8.6 63 DQFQCAGVAIVR gb|AAF73007.1 L . - - -
legumin-like protein
M460 12.1/5.24 55.9/7.68 38 DFELLFPPR gb|EEF28918.1| . - - -
glutelin type-A 3
M466 12.0/5.75 55.9/7.68 40 DFELLFPPR gb|EEF28918.1| . - - -
glutelin type-A 3
M467 11.6/5.70 53.6/8.6 103 DQFQCAGVAIVR/IQSEAGTIESWNPSR gb|AAF73007.1| L . - - -
legumin-like protein
M468 11.6/5.76 53.6/8.6 204 DQFQCAGVAIVR/LDRIEALEPDTR/IQSEAGTIESWN gb|AAF73007.1| o ) - - -
legumin-like protein
M465 12.0/5.68 55.9/7.68 74 DFELLFPPR/ QLEGTGYRPGGGQGR gb|EEF28918.1| A - - -
glutelin type-A 3
M487 11.7/4.68 53.6/8.6 44 DQFQCAGVAIVR gb|AAF73007.1| - . - - -
legumin-like protein
M488 11.3/5.09 53.6/8.6 87 DQFQCAGVAIVR/LDRIEALEPDTR gbJAAF73007.1| o ) - - R
legumin-like protein
M497 10.5/5.59 55.9/7.68 47 LVHNINDPSRADVFNPR gb|EEF28918.1| . - - -
glutelin type-A 3
M499 10.1/5.58 55.9/7.68 292 YGFGAGER/IQSEAGVTDIWDENDEQFR/ gb|EEF28918.1| . - - -
GIHGAVFPGCPETFQSPSEPQER glutelin type-A 3
M500 76.0/5.99 59.76.1 33 QNEEWFFPGPR gb|ABO36677.1| - - -

vicilin
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TABELA 4. Lista das proteinas do endosperma de sementes maduras do pinhao manso identificadas por MS e MS/MS.

Banco local de EST do pinhdo manso NCBI
MM/pl (kDa) Protein Protein Seq. ID
Spot n. Score/lon Seq. ID Peptideos ID (NCBI) Descrigdo das proteinas Scorel/lo Pe ?i;ieos ID (NCBI) Descrigdo das proteinas
Exp. Teor. score n score P
M510 58.0/6.16 59.76.1 33 ELAFGVSER gb|ABO36677.1| icili - - - -
vicilin
M513 57.2/6.41 59.76.1 31 QNEEWFFPGPR gb|ABO36677.1| icil - - - -
vicilin
M520 39.0/6.60 55.9/7.68 33 GIHGAVFPGCPETFQSPSEPQER gb|EEF28918.1| . - - - -
glutelin type-A 3
M522 35.7/4.58 53.6/8.6 152 SLDEQALAESFNVPTEIVR emb|CAAB4762.1| - . - - - -
legumin-like protein
M523 36.3/5.26 53.6/8.6 241 LVYVIQGR/GVLGLSYPSGCPQTFHAEQQSR/GVLGL emb|CAA64762.1| L . 44 HDIGWGAYLR gi|5669782 Hv1LRR2
SYPSGCPQTFHAEQQSR/TIVPDEREEEEFTYSRPGQ legumin-like protein
SGR/IDSEGGETEIWDPSEDQFQCAGVAAYR
M524 36.0/5.37 53.6/8.6 344 LVYVIQGR/SLDEQALAESFNVPTEIVR/SLDEQALAE emb|CAAB4762.1| - . - -
SFNVPTEIVR/TIVPDEREEEEFTYSRPGQSGR legumin-like protein
M526 35.7/5.63 53.6/8.6 332 LVYVIQGR/ETFQNVFR/HNQLDQYLR/SLDEQALAES emb|CAA64762.1| . . - . - -
FNVPTEIVR/GVLGLSYPSGCPQTFHAEQQSR legumin-like protein
M530 36.3/5.74 53.6/8.6 109 GVLGLSYPSGCPQTFHAEQQSR emb|CAAG4762.1| o . - - - -
legumin-like protein
M531 36.5/5.82 53.6/8.6 219 LVYVIQGR/ETFQNVFR/SLDEQALAESFNVPTEIVR emb|CAA64762.1| o ) R . - R
legumin-like protein
M534 36.3/6.33 53.6/8.6 325 LVYVIQGR/ETFQNVFR/HNQLDQYLR/APTEAQQCHL  emb|CAA64762.1| o ) - . - R
QR/SLDEQALAESFNVPTEIVR legumin-like protein
M536 36.0/6.99 53.6/8.6 396 LVYVIQGR/ETFQNVFR/HNQLDQYLR/APTEAQQCHL  emb|CAA64762.1| - . - -
QR/SLDEQALAESFNVPTEIVR/GVLGLSYPSGCPQT legumin-like protein
FHAEQQSR
M539 31.4/6.57 53.6/8.6 41 FEYITFK gb|AAF73007.1| L . - - - -
legumin-like protein
M543 29.8/5.12 55.9/7.68 70 GIHGAVFPGCPETFQSPSEPQER gb|EEF28918.1| . - - - -
glutelin type-A 3
M544 30.9/5.25 53.6/8.6 272 LVYVIQGR/ETFQNVFR/GVLGLSYPSGCPQTFHAEQ emb|CAA64762.1| L X 38 LVYIVQGR gi|6180065 glutelin
R legumin-like protein
M547 25.0/5.01 53.6/8.6 128 SLDEQALAESFNVPTEIVR emb|CAAB4762.1| o ) - - - R
legumin-like protein
M548 25.0/5.13 53.6/8.6 178 SLDEQALAESFNVPTEIVR emb|CAAB4762.1| - . - - - -
legumin-like protein
M549 25.3/5.21 51.7/7.7 178 GDMHIQIVDDSGNTVMDER/GDMHIQIVDDSGNTVMD splQIXHPO.1| . . - . - _
ER 118S globulin seed storage protein
M551 25.7/5.54 53.6/8.6 110 APTEAQQCHLQR/GVLGLSYPSGCPQTFHAEQQSR emb|CAAG4762.1| L . - - - -
legumin-like protein
M552 25.3/5.50 53.6/8.6 256 LVYVIQGR/HNQLDQYLR/APTEAQQCHLQR/GVLGL emb|CAA64762.1| . . - . - -
SYPSGCPQTFHAEQQSR legumin-like protein
M555 25.6/6.50 55.9/7.68 124 ADVFNPR/NALMSPHWNVDAHSINYFTR gb|EEF28918.1| . 41 ADVFNPR gi|6180065 Glutelin
glutelin type-A 3
M556 24.0/5.57 53.6/8.6 366 LVYVIQGR/AFLLGGGQSR/GVLGLSYPSGCPQTFHA emb|CAAB4762.1| 34 LVYIVQGR 0i|6180065 glutelin

EQQSR/IDSEGGETEIWDPSEDQFQCAGVAAYR

legumin-like protein
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TABELA 4. Lista das proteinas do endosperma de sementes maduras do pinhao manso identificadas por MS e MS/MS.

Banco local de EST do pinhdo manso NCBI
MM/pl (kDa) Protein Protein Seq. ID
Spot n. Score/lon Seq. ID Peptideos ID (NCBI) Descrigdo das proteinas Scorel/lo Pe g;ieos ID (NCBI) Descrigdo das proteinas
Exp. Teor. score n score P
M560 23.2/4.61 45.5/7.86 33 TNENAQISPLAGR gb|EEF28917.1| legumin B - - -
M563 22.4/4.75 45.5/7.86 38 ADIYNPR gb|EEF28917.1]| . 38 ADLYNPR gil81988 legumin B -
legumin B
M564 22.7/5.03 53.6/8.6 110 SLDEQALAESFNVPTEIVR emb|CAAB4762.1| o ) - - -
legumin-like protein
M565 23.9/5.31 55.9/7.68 127 IQSEAGVTDIWDENDEQFR gb|EEF28918.1| . - - -
glutelin type-A 3
M541 29.0/4.68 55.9/7.68 35 GIHGAVFPGCPETFQSPSEPQER gb|EEF28918.1| . - - -
glutelin type-A 3
M566 24.0/5.54 55.9/7.68 92 IDSEGGETEIWDPSEDQFQCAGVAAYR gb|EEF28918.1| . - - -
glutelin type-A 3
M567 24.2/5.67 53.6/8.6 325 LVYVIQGR/AFLLGGGQSR/GVLGLSYPSGCPQTFHA emb|CAA64762.1| S . - - -
EQQSR/GVLGLSYPSGCPQTFHAEQQSR legumin-like protein
M568 24.4/5.79 59.76.1 192 ELAF EVVCE TR gb|ABO36677.1| o - - R
vicilin
M569 24.5/6.05 53.6/8.6 192 LVYVIQGR/AFLLGGGQSR/HNQLDQYLR/GVLGLSY emb|CAA64762.1| Lo . 50 ELAFGVESR gil137578 Vicilin
PSGCPQTFHAEQQSR legumin-like protein
M570 23.2/6.07 53.6/8.6 169 LVYVIQGR/AFLLGGGQSR/GVLGLSYPSGCPQTFHA emb|CAAB4762.1| L . 35 LVYIVQGR gi|6180065 glutelin
legumin-like protein
M572 24.9/6.36 53.6/8.6 384 LVYVIQGR/AFLLGGGQSR/HNQLDQYLR/GVLGLSY emb|CAAB4762.1| L . 36 LVYIVQGR gi|6180065 glutelin
PSGCPQTFHAEQQSR/IDSEGGETEIWDPSEDQFQC legumin-like protein
AGVAAYR
M573 23.5/6.28 53.6/8.6 54 GVLGLSYPSGCPQTFHAEQQSR emb|CAAB4762.1| o ) - - R
legumin-like protein
M574 23.7/6.35 53.6/8.6 253 LVYVIQGR/APTEAQQCHLQR/GVLGLSYPSGCPQTF emb|CAAB4762.1| o ) - - -
HAEQQSR/IDSEGGETEIWDPSEDQFQCAGVAAYR legumin-like protein
M575 22.9/6.35 53.6/8.6 56 HNQLDQYLR emb|CAA64762.1| - . - - -
legumin-like protein
M584 19.1/4.76 55.9/7.68 191 YGFGAGER/LIYVLQGR/GIHGAVFPGCPETFQSPSE gb|EEF28918.1| . - - -
glutelin type-A 3
M585 18.7/4.65 45.5/7.86 47 ALPLEVIANAFR gb|EEF38213.1| 3 - - -
legumin B
M578 22.7/6.54 53.6/8.6 147 LVYVIQGR/GVLGLSYPSGCPQTFHAEQQSR emb|CAAB4762.1| o ) - - R
legumin-like protein
M587 19.1/5.01 55.9/7.68 480 YGFGAGER/LIYVLQGR/IQSEAGV TDIWDENDEQFR/ gb|EEF28918.1| - - -
RIQSEAGVTDIWDENDEQFR/GIHGAVFPGCPETFQS glutelin type-A
PSEPQER
M588 19.0/4.93 55.9/7.68 114 YGFGAGER/IQSEAGVTDIWDENDEQFR gb|EEF28918.1| . - - -
glutelin type-A 3
M589 18.0/4.98 55.9/7.68 342 YGFGAGER/LIYVLQGR/IQSEAGV TDIWDENDEQFR/ gb|EEF28918.1| . - - -
GIHGAVFPGCPETFQSPSEPQER glutelin type-A 3
M590 20.4/5.71 55.9/7.68 72 IQSEAGVTDIWDENDEQFR gb|EEF28918.1| - - -

glutelin type-A 3
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TABELA 4. Lista das proteinas do endosperma de sementes maduras do pinhao manso identificadas por MS e MS/MS.

Banco local de EST do pinhdo manso NCBI
MM/pl (kDa) Protein Protein Seq. ID
Spot n. Score/lon Seq. ID Peptideos ID (NCBI) Descrigdo das proteinas Scorel/lo Pe g;ieos ID (NCBI) Descrigdo das proteinas
Exp. Teor. score n score P
M593 19.1/5.52 55.9/7.68 189 YGFGAGER/LIYVLQGR/GIHGAVFPGCPETFQSPSE gb|EEF28918 1] ) B B R
PQER/GIHGAVFPGCPETFQSPSEPQER glutelin type-A 3
M597 21.1/6.69 55.9/7.68 159 LIYVLQGR/IQSEAGVTDIWDENDEQFR gb|EEF28918.1| . - - -
glutelin type-A 3
M598 20.3/6.54 53.6/8.6 282 LVYVIQGR/GVLGLSYPSGCPQTFHAEQQSR/IDSEG emb|CAA64762.1| L . 35 LVYIVQGR gi|6180065 glutelin
GETEIWDPSEDQFQCAGVAAYR legumin-like protein
M571 24.5/6.27 53.6/8.6 47 HNQLDQYLR emb|CAA64762.1| L X -
legumin-like protein
M596 20.8/6.59 55.9/7.68 213 YGFGAGER/LIYVLQGR/IQSEAGVTDIWDENDEQFR/ gb|EEF28918.1| . -
GIHGAVFPGCPETFQSPSEPQER glutelin type-A 3
M600 20.3/6.80 53.6/8.6 107 NDSEGGETEIWDPSEDQFQCAGVAAYR emb|CAAB4762.1| L . 40 LVYIVQGR gi|6180065 glutelin
legumin-like protein
M601 21.1/6.91 55.9/7.68 144 LIYVLQGR/IQSEAGVTDIWDENDEQFR gb|EEF28918.1| . -
glutelin type-A 3
M602 21.2/6.99 55.9/7.68 284 YGFGAGER/LIYVLQGR/IQSEAGVTDIWDENDEQFR/ gb|EEF28918.1| . -
GIHGAVFPGCPETFQSPSEPQER glutelin type-A 3
M603 20.5/6.97 53.6/8.6 103 LVYVIQGR/APTEAQQCHLQR emb|CAAB4762.1| L . -
legumin-like protein
M604 19.4/6.49 55.9/7.68 29 YGFGAGER gb|EEF28918.1| . -
glutelin type-A 3
M613 16.2/4.64 53.6/8.6 127 SLDEQALAESFNVPTEIVR emb|CAAB4762.1| o . - - -
legumin-like protein
M614 16.6/5.11 51.7/7.7 74 VKEGDMFVIPQFYAALGR/GDMHIQIVDDSGNTVMDE splQIXHPO.1| . . R R R
R 118 globulin seed storage protein
M615 16.9/5.65 51.717.7 174 VKEGDMFVIPQFYAALGR/GDMHIQIVDDSGNTVMDE splQOXHPO.1| . . - - R
RIGDMHIQIVDDSGNTVMDER 118 globulin seed storage protein
M616 17.0/5.76 51.7/7.7 105 VKEGDMFVIPQFYAALGR/GDMHIQIVDDSGNTVMDE SplQIXHPO.1| . . - - R
R 118 globulin seed storage protein
M621 16.7/6.66 55.9/7.68 103 AGSEGLEWVSFK/NALMSPHWNVDAHSINYFTR gb|EEF28918.1| _ - - R
glutelin type-A 3
M623 16.5/6.58 55.9/7.68 85 NALMSPHWNVDAHSINYFTR/GIHGAVFPGCPETFQS gb|EEF28918.1| A R R )
PSEPQER glutelin type-A 3
M625 16.3/6.82 55.9/7.68 210 IQSEAGVTDIWDENDEQFR/GIHGAVFPGCPETFQSP gb|EEF28918.1| . - - -
SEPQER glutelin type-A 3
M627 16.7/7.00 55.9/7.68 68 ADVFNPRILIYVLQGR gb|EEF28918.1| . - - -
glutelin type-A 3
M632 14.9/4.96 59.76.1 51 NNNLEVVCFEINEEGNTR gb|ABO36677.1| Vicili - - -
icilin
M633 15.4/5.45 45.5/7.86 183 ADIYNPR/GGHVTNVNSHNFPILR gb|EEF28917.1| legumin B, 51 ADLYNPR gi|81988 legumin B
M638 15.1/5.56 55.9/7.68 30 GIHGAVFPGCPETFQSPSEPQER gb|EEF28918.1| - - -

glutelin type-A 3
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TABELA 4. Lista das proteinas do endosperma de sementes maduras do pinhao manso identificadas por MS e MS/MS.

Banco local de EST do pinhdo manso NCBI
MM/pl (kDa) Protein Protein Seq. ID
Spot n. Score/lon Seq. ID Peptideos ID (NCBI) Descrigdo das proteinas Scorel/lo Pe ?i;ieos ID (NCBI) Descrigdo das proteinas
Exp. Teor. score n score P
M639 14.6/5.57 51.7/7.7 41 VKEGDMFVIPQFYAALGR sp|Q9XHPO.1| . . - - -
118 globulin seed storage protein
M644 13.7/6.39 55.9/7.68 40 AFFLAGNPQR gb|EEF28918.1| - - -

glutelin type-A 3
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4.4 |dentificagao de proteinas menos abundantes.

A deteccdo de proteinas menos abundantes € um problema comum na
separacdo de proteinas por eletroforese bidimensional e na analise proteémica de
plantas (KRISHNAN et al., 2009). Muitas estratégias tém sido desenvolvidas para
promover a deteccdo de proteinas pouco abundantes por 2-DE. Por exemplo,
enriqguecimento de proteinas baseado no fracionamento por tamanho, fracionamento
sub-celular para estudos de sub-proteomas, precipitacdo seletiva, centrifugacédo
utilizando gradientes de densidade de sacarose e cromatografia de troca iénica (SUN
et al.,, 2009) (ROBERT et al., 2007) (ROLLAND et al., 2006). Neste sentido alguns
protocolos simples e rapidos vém sendo descritos na literatura como o de Xi et al,,
(2006), onde foi utilizado um protocolo de extragdo de proteinas baseado na
precipitacao diferencial com polietilenoglicol (PEG). Mais recentemente, Krishnan et
al., (2009), desenvolveram um método rapido e simples de excluir as proteinas
abundantes de soja, tais como glicininas e R-conglicinina precipitado-as com uma
solugdo 10 mM de caélcio, permitindo assim uma analise proteémica avancada desta e
de outras leguminosas.

As analises por espectrometria de massa das proteinas totais presentes nos
mapas de referéncia bidimensionais do endosperma maduro de sementes de pinhao
manso (FIGURA 4, TABELA 4) mostram que quase a totalidade das proteinas
identificadas é representada por proteinas de reserva. Levando isso em consideragéo,
foi utilizada uma metodologia de fracionamento baseada na solubilidade diferencial
das proteinas obtidas pela extragdo da farinha de endosperma nos tampdes tris e
acetato, com o intuito de obter mapas bidimensionais enriquecidos em proteinas

menos abundantes que as proteinas de reserva.

4.5 Fracionamento e estabelecimento dos mapas bidimensionais de referéncia

do endosperma de sementes em desenvolvimento e maduras do pinhdao manso.

Mapas de referéncia bidimensionais de alta qualidade das fragdes albuminica,
globulinica e glutelinica foram obtidas a partir do extrato protéico da farinha do
endosperma de sementes em desenvolvimento (FIGURAS 6 e 7) e maduras (FIGURA
8 € 9), extraidas com tampéao tris-HCI 0,1 M, NaCl 0,5 M, pH 8,0 e tampéo acetato 0,1
M, NaCl 0,5 M, pH 5,0.
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FIGURA 6. Mapas de referéncia das fragcbes do endosperma de sementes em desenvolvimento de pinhdo manso e do total de spots detectados
utilizando o software ImageMaster platinum 5.0 (albuminas e globulinas extraidas com tampéao tris 0.1 M pH 8.0 NaCl 0.5 M, géis da parte superior;
albuminas e globulinas extraidas com tampao acetato 0.1 M pH 5.0 NaCl 0.5 M, géis da parte inferior). As proteinas foram separadas na primeira
dimensao utilizando tiras de IPG com pH variando de 3-10 e 4-7. A quantidade de proteina aplicada foi de 250 ug; Os géis foram corados com

Coomassie brilhante blue.
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FIGURA 7. Mapas de referéncia da fragao glutelinica do endosperma de sementes em desenvolvimento de pinhdo manso extraido com tampé&o tris 0.1 M

pH 8.0 NaCl 0.5 M e do total de spots detectados utilizando o software ImageMaster platinum 5.0. As proteinas foram separadas na primeira dimensao

utilizando tiras de IPG com pH variando de 3-10 e 4-7. A quantidade de proteina aplicada foi de 250 ug; Os géis foram corados com Coomassie brilhante
blue
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FIGURA 8. Mapas de referéncia das fragdes do endosperma de sementes maduras de pinhao manso e do total de spots detectados utilizando o

software ImageMaster platinum 5.0 (albuminas e globulinas extraidas com tampéao tris 0.1 M pH 8.0 NaCl 0.5 M, géis da parte superior; albuminas e

globulinas extraidas com tampéao acetato 0.1 M pH 5.0 NaCl 0.5 M, géis da parte inferior). As proteinas foram separadas na primeira dimenséao

utilizando tiras de IPG com pH variando de 3-10, 4-7 e 6-11. A quantidade de proteina aplicada foi de 250 pg; Os géis foram corados com Coomassie

brilhante blue.
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FIGURA 9. Mapas de referéncia da fragdo glutelinica do endosperma de sementes maduras de pinhdo manso extraido com tampéo tris-HCI
0.1 M pH 8.0 NaCl 0.5 M e do total de spots detectados utilizando o software ImageMaster platinum 5.0. As proteinas foram separadas na
primeira dimensao utilizando tiras de IPG com pH variando de 3-10, 4-7 e 6-11. A quantidade de proteina aplicada foi de 250 ug; Os géis foram

corados com Coomassie brilhante blue.
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Os mapas bidimensionais mostraram que o fracionamento foi eficaz no sentido
de obter trés fragbes protéicas onde cada uma delas possuia um complemento
particular de proteinas e distinto das proteinas abundantes presentes no extrato total
extraido com tampé&o piridina/SDS (FIGURA 4).

A analise de detecgdo de spots através do programa ImageMaster 2D Platinum
5.0 revelou que os géis das fragbes albuminica e globulinica do endosperma em
desenvolvimento (FIGURA 6) extraidos com tampao tris-HCI 0,1 M, NaCl 0,5 M, pH
8,0 foram capazes de revelar uma quantidade maior de spots nas faixas de pH de 3-10
e 4-7 quando comparados com o tampéao acetato 0,1 M, NaCl 0,5 M, pH 5,0. Ja a
mesma analise com as mesmas fragdes e com os mesmos tampdes s6 que com o
endosperma maduro revelaram que os géis das fragdes albuminica e globulinica
(FIGURA 8) extraidos com tampéao acetato 0,1 M, NaCl 0,5 M, pH 5,0 foram capazes
de extrair uma quantidade maior de spots nas faixas de pH de 3-10 e 4-7 quando
comparados com o tampao tris-HCI 0,1 M, NaCl 0,5 M, pH 8,0, mas na faixa de pH de
6-11 ocorreu o inverso, isto pode ser explicado pela faixa de pH do tampao acetato
que é mais acido que a faixa de pH do tampao tris.

Um detalhe importante é a quantidade de spots detectada para as fragdes
albuminica do endosperma em desenvolvimento na faixa de pH de 3-10 extraidas com
tampao tris-HCI 0,1 M, NaCl 0,5 M, pH 8,0 e acetato 0,1 M, NaCl 0,5 M, pH 5,0 que foi
baixa quando comparado com os outros géis. Na FIGURA 10 pode-se observar que os
géis do endosperma em desenvolvimento para as fragdes albuminicas e globulinicas
apresentaram uma quantidade muito maior de spots com peso molecular alto se
comparados com os geéis do fracionamento do endosperma maduro (FIGURA 11) onde
prevalecem spots com massa molecular abaixo de 30 kDa. Na FIGURA 11 se observa
ainda que as fracbes obtidas a partir da extragdo com tampao acetato apresentaram
uma diversidade maior de spots tendo muitos destes 20 kDa ou menos quando
comparados com as fragdes obtidas a partir da extragdo com tampao tris.

Os mapas bidimensionais da fragdo glutelinica do endosperma de sementes
em desenvolvimento extraidas com tampéao tris-HCI 0,1 M, NaCl 0,5 M, pH 8,0
(FIGURA 7) apresentaram um perfil de proteinas bem diferenciado da fragédo glutelinica do
endosperma maduro extraido com o mesmo tampao (FIGURA 9). E observado um grupo bem
caracteristico de proteinas abundantes tanto nos géis de pH de 3-10 quanto de 4-7 na faixa
de 45 a 25 kDa. Na fragao glutelinica do endosperma maduro, os géis na faixa pH de 6-11,
apresentaram uma grande diversidade de proteinas basicas, abundantes e com um perfil
de proteinas muito semelhante ao dos mapas de pH de 6-11 das fragdes globulinicas do
endosperma maduro extraidos tanto com tampao acetato 0,1 M, NaCl 0,5 M, pH 5,0
quanto com o tampdo tris-HCI 0,1 M, NaCl 05 M, pH 8,0.
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FIGURA 10. Comparacao do padrao de distribuicdo de massa molecular e do ponto isoelétrico dos spots obtidos a partir da extracao das

proteinas do endosperma de sementes em desenvolvimento de pinhao manso. 1) Spots da fragao albuminica extraidos com tris-HCI 0.1 M pH
8.0 NaCl 0.5 M (azul) ou acetato 0.1 M pH 5.0 NaCl 0.5 M (vermelho) na faixa de pH de 3-10 (a) e 4-7 (b) . 2) Spots da fragdo globulinica
extraidos com tris 0.1 M pH 8.0 NaCl 0.5 M (azul) ou acetato 0.1 M pH 5.0 NaCl 0.5 M (vermelho) na faixa de pH de 3-10 (c) e 4-7 (d).
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FIGURA 11. Comparacao do padrao de distribuicdo de massa molecular e do ponto isoelétrico dos spots obtidos a partir da extracao das

proteinas do endosperma de sementes em desenvolvimento de pinhao manso. a) Spots da fragao albuminica extraidos com tris-HCI 0.1 M pH
8.0 NaCl 0.5 M (azul) ou acetato 0.1 M pH 5.0 NaCl 0.5 M (vermelho) na faixa de pH de 3-10 (a.1), 4-7 (a.2) e 6-11 (a.3). b) Spots da fragéo
globulinicas extraidos com tris-HCI 0.1 M pH 8.0 NaCl 0.5 M (azul) ou acetato 0.1 M pH 5.0 NaCl 0.5 M (vermelho) na faixa de pH de 3-10

(b.1), 4-7 (b.2) e 6-11 (b.3).
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4.6 Identificagao de proteinas.

Um total de 300 spots dos mapas bidimensionais (FIGURA 8 e FIGURA 9) do
endosperma maduro foram processadas para analise por espectrometria de massa,
mas a analise nao foi realizada devido a problemas técnicos com o espectrémetro de
massa. Sendo assim, s6 puderam ser analisados por espectrometria de massa os
spots dos géis do endosperma em desenvolvimento (FIGURA 6 e FIGURA 7). Os
spots foram excisados dos géis, digeridos com tripsina e analisados em um
espectrometro de massa MALDI-TOF-TOF (ABI 4700-Applied Biosystems). Os dados
obtidos apds o processamento de todos os spots foram pesquisados no banco de

dados do NCBInr (http://www.ncbi.nim.nih.gov/) para Viridiplantae (Green Plants) e

num banco local de ESTs de sementes em desenvolvimento e de sementes em
germinagdo de pinhdo manso. Dos 768 spots analisados, 181 spots foram
identificados utilizando o banco local do pinhdo manso enquanto 85 spots foram
identificados utilizando o banco do NCBInr. Apesar das taxas de identificagdo ainda
serem baixas, foi possivel a identificagdo de uma quantidade muito maior de proteinas
menos abundantes, mostrando que esta estratégia de obter fragdes protéicas
enriquecidas em diferentes classes de proteinas de solubilidade especifica representa
uma estratégia promissora. Na TABELA 5, todas as proteinas identificadas estéo
listadas, estando também indicadas as massas moleculares e os pl experimentais e
tedricos de cada spot, o “ion scoreOde cada identificagdo, as seqiiéncias dos
peptideos identificados por MS/MS e os numeros de entrada no NCBI.

LIU et al, 2009, através de LC-MS/MS identificaram 14 spots que eram
comuns no endosperma e no embrido de sementes de pinhdo manso mas que quando
comparados, mostravam uma grande diferenga no padrdo de expressado. Os autores
identificaram cinco proteinas relacionadas com estresse das quais uma, Hsp 70 que é
depositada durante a maturacdo da semente, foi também identificada nos nossos
estudos tanto no endosperma maduro quanto em desenvolvimento; esta proteina esta
envolvida no enovelamento de proteinas e em especial de proteinas de reserva
(SHEWRY et al., 1995).

Nos mapas 2-DE de referéncia do endosperma em desenvolvimento foi
possivel a identificagdo de proteinas que nao foram identifcadas no endosperma
maduro e que estdo envolvidos na biossintese de acidos graxos e na toxicidade da
semente, como: enoyl ACP reductase, acyl-CoA-binding protein,
binding/catalytic/coenzyme, lipid binding protein, ent-copalyl diphosphate synthase e a
curcina (Tabela 5).
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4.7 Proteinas identificadas na fragao albuminica.

A grande maioria (85%) das proteinas identificadas nas fragbes albuminicas
extraidas com os tampdes tris-HCI 0,1 M, NaCl 0,5 M, pH 8,0 e acetato 0,1 M, NaCl
0,5 M, pH 5,0 ndo pertencem a categoria das proteinas de reserva, mostrando mais
uma vez que o fracionamento foi muito efetivo para a obtencdo de fragdes
enriquecidas em determinadas classes de proteinas (FIGURA 12). A presenga de
proteinas de reserva do tipo legumina, vicilina, etc., deve-se possivelmente a um
fendbmeno de co-precipitagdo ocorrido durante a dialise, ou, alternativamente, a um
tempo insuficiente de didlise.

Em uma analise protedmica de germinagao e crescimento pds-germinativo de
pinhdo manso, Yang et al., (2009) identificaram cinqienta proteinas que mudavam de
expressao durante a embebigcdo. Algumas destas proteinas foram identificadas nos
nossos estudos, localizadas principalmente na fracdo albuminica. Entre elas estavam
as proteinas fructose-bisphosphate aldolase, malate dehydrogenase e triose-
phosphate isomerase relacionadas com a mobilizagdo de lipidio. Outras proteinas
também relacionadas com o metabolismo de lipidio como a lipid binding protein e
malate dehydrogenase, putative foram identificadas nos nossos estudos, mas nao
foram identificadas no trabalho citado. A acyl-CoA-binding protein uma proteina
pequena (10 kDa) que se liga a cadeia de ésteres de acil-CoA com alta afinidade e
pode funcionar como um transportador intracelular de ésteres de acil-CoA
(YURCHENKO et al., 2009) também foi identificada nesta fragao.

Na fragdo albuminica oriunda da extragcdo da farinha do endosperma com tampéao
acetato, foi identificada a proteina ent-copalyl diphosphate synthase, que é uma enzima
plastidial da familia das sintases de terpenos (BUCHANAN et al., 2000) e que catalisa a
primeira reagao de ciclizagdo do geranylgeranyl diphosphate na rota metabdlica de sintese
de precursores de diterpenos ciclicos (FIGURA 13), tais como as giberelinas e o esteviol
(BRANDLE et al., 2007; RICHMAN et al., 1999). Uma andlise do banco de ESTs do pinh&o
manso utilizado neste estudo indicou a presenga de varios transcritos que codificam para
proteinas relacionadas com a sintese dos compostos isopentenil difosfato e
dimetilalildifosfato que sao precursores para a sintese de terpendides tanto a partir de vias
citoplasmaticas quanto de vias plastidiais (BUCHANAN et al, 2000). Também foi
detectado neste banco de dados transcritos relacionados com a sintese de diterpenos (que
se da nos plastideos), categoria a qual pertence os ésteres de forbol. Estes resultados dao
testemunho do potencial que uma combinagao de analise protedmica e transcriptébmica

pode oferecer para elucidar a via biossintética dos ésteres de forbol.
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Diversas isoformas de proteinas relacionadas com estresse oxidativo aqui
identificadas, tais como superdxido dismutase, Cu-Zn superoxide dismutase e
glutathione S-transferase também foram identificadas por Yang et al., (2009). Outra
proteina relacionada com estresse oxidativo, a lactoylglutathione lyase, uma enzima
envolvida na conversao do S-d-lactoylglutathione e do lactato foi identificada no nosso
estudo e no estudo de Liu et al., (2009), com pinh&do manso.

A phospholipase D (PLD), chama a atengéao por ter sido identificada através do
banco do NCBI, muito embora seu mRNA tenha sido detectado e seqlienciado na
biblioteca de cDNA. Esta enzima catalisa a hidrolise da ligacdo fosfodiéster de
glicerofosfolipidos para gerar acido fosfatidico e um grupo cabega livre hidrofilico. Em
organismos superiores, a PLD especificamente catalisa a hidrélise de fosfatidilcolina a
acido fosfatidico e colina. Sendo o acido fosfatidico um importante segundo
mensageiro em plantas e animais (LIU et al., 2010).

No presente estudo, € digno de nota que nenhum spot relacionado com as
albuminas 2S foi identificado seja na fragdo albuminica ou em outra fragdo. Ja
Campos et al., (2010), utilizando um método de fracionamento de proteinas muito
semelhante ao realizado neste estudo, identificou inUmeros spots bem abundantes
presentes nos géis bidimensionais, como sendo 2S albuminas, além do que obtiveram
uma fragdo albuminica que teve apenas trés tipos de proteinas identificadas, a ricina,
as 2S albuminas e as aglutininas, curiosamente as principais proteinas envolvidas com
a toxicidade da semente de mamona. Este resultado é surpreendente, uma vez que no
banco local de ESTs de pinhdo manso estdo presentes diversos transcritos que
codificam para esta proteina. Adicionalmente, um exame dos mapas de referéncias da
fragdo albumina (FIGURA 6 e FIGURA 8) mostra a presenga de diversas proteinas de
peso molecular equivalente aos das cadeias que foram as albuminas 2S.

Na fragdo albumina foram também identificadas proteinas relacionadas com
diversos processos celulares como: transdugdo de sinal (WD-repeat protein e
nucleoside diphosphate kinase), Ribossomos e tradugao (translation initiation inhibitor,
putative), metabolismo de carboidrato (polygalacturonase, putative), energia

(glutaredoxin), proteinases (cysteine protease, putative) além da curcina (FIGURA 14).
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FIGURA 12. Mapas de referéncia da fracdo albuminica do endosperma de sementes em desenvolvimento de pinhdo manso. Os spots identificados
por espectrometria de massa MALDI-TOF-TOF estao representados por setas. As albuminas extraidas com tampao tris-HCI 0.1 M pH 8.0 NaCl 0.5
M nas faixas de pH de 3-10 e 4-7 estdo representados nos géis a e b; As albuminas extraidas com tampao acetato 0.1 M pH 5.0 NaCl 0.5 M nas
faixas de pH de 3-10 e 4-7 estao representadas nos géis c e d. As setas pretas representam proteinas de reserva, e as setas vermelhas indicam

protel'nas que ndo sido de reserva. (spot 163 : acyl-CoA-binding protein; spot 227 : lipid binding protein; spot 239 : curcin precursor; spot 240: curcin precursor; spot 320:

binding/catalytic/coenzyme binding; spot 397: ent-copalyl diphosphate synthase; spot 398: ent-copalyl diphosphate synthase; spot 416 : curcin precursor ; spot 424: curcin precursor ; spot 425: curcin

precursor; spot 426 H curcin precursor ).
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FIGURA 13. Representacdo esquematica mostrando o envolvimento da enzima ent-
copalyl diphosphate synthase, identificada na fragdo globulinica de sementes em
desenvolvimento de pinhdo manso na rota de biossintese das giberelinas e do steviol
a partir do geranilgeranil-difosfato (RICHMAN et al., 1999).
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FIGURA 14. Distribuicdo funcional relativa das proteinas identificadas na fragao
albuminica extraida com tempao tris ou acetato do endosperma de sementes em

desenvolvimento de pinhdo manso.
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4.8 Proteinas identificadas na fragao globulinica.

Na fragéo globulinica, a grande maioria das proteinas identificadas (75%) foi de
proteinas de reserva (FIGURA 15). A analise desta fragdo permitiu a identificagdo de
proteinas tais como a curcina, que nado haviam sido previamente identificadas quando
da analise da fragdo proteinas totais. E digno de nota que a curcina foi identificada
unicamente através do banco do NCBI, ja que nenhum clone correspondente a curcina
foi identificado quando do sequienciamento dos clones da biblioteca de cDNA de
sementes em desenvolvimento e de sementes em germinagdo e que serviram de
bases para a construgdo do banco de ESTs local usado neste trabalho. E ainda
relevante salientar que nos dois artigos ja citados (LIU et al., 2009) (YANG et al., 2009)
e que tratam da protedmica de sementes do pinhdo manso, esta proteina nao foi
identificada.

Na fragdo globulinica obtida a partir da extracdo da farinha de endosperma com
tampao tris, foram também identificadas proteinas pertencentes a familia das ATPases. As
proteinas identificadas foram as subunidades alfa e beta, que estdo relacionadas com a
produgcdo de ATP a partir de ADP na presengca de um gradiente de protons. Estas
proteinas nao foram identificadas na fragdo globulinica obtida a partir da extragdo da
farinha de endosperma com tampao acetato, indicando assim a utilidade da obtencao de
fracbes protéicas a partir de critérios de solubilidade diferencial. Além dessas proteinas,
outras relacionadas com diversos processos celulares, como metabolismo secundario
(dihydroneopterin aldolase, putative), proteinases (Aspartic proteinase nepenthesin-2
precursor, putative) e transdugdo de sinal (nucleoside diphosphate kinase) foram
identificadas nesta fracao (FIGURA 16).
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FIGURA 15. Mapas de referéncia da fragdo globulinica do endosperma de sementes em desenvolvimento de pinhdo manso com os spots
identificados por espectrometria de massa MALDI-TOF-TOF representados por setas. A fragdo globulinica extraida com tampéo tris-HCI 0.1 M pH
8.0 NaCl 0.5 M esta representada na faixa de pH 4-7 (Gel a); A fragado globulinica extraida com tampéo acetato 0.1 M pH 5.0 NaCl 0.5 M esta
representada na faixa de pH 4-7 (Gel b). As setas pretas representam proteinas de reserva, e as setas vermelhas indicam proteinas que nao sao

de reserva. (spot 501 : curcin precursor; spot 537 curcin precursor; spot 662 : : atpA; spot 661: : atpA; spot 660: : atpA; spot 750: phytochrome; spot 749: phytochrome; spot 715: curcin precursor ).
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FIGURA 16. Distribuigdo funcional relativa das proteinas identificadas na fragao

globulinica extraida com temp&o tris ou acetato do endosperma de sementes em

desenvolvimento de pinhdo manso.
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4.9 Proteinas identificadas na fragao glutelinica.

A fragao glutelinica obtida de acordo o método descrito por DE ANGELIS et al.,
2009, foi obtida a partir do residuo da extracao de farinha de endosperma com tampao
tris-HCI 0.1 M pH 8.0 NaCl 0.5 M. Esta fracao apresentou uma pequena diversidade
de proteinas, e contém predominantemente (80%) proteinas de reserva (FIGURA 17).
Nesta fragdo a curcina, que ja havia sido identificada na fragdo globulinica, foi
identificada, além de proteinas relacionadas com transdugdo de sinal (nucleoside
diphosphate kinase), metabolismo energético (glutaredoxin), defesa (peroxiredoxin) e
glicolise (fructose-bisphosphate aldolase) (FIGURA 18). Nesta fragdo foram também
identificadas diversas chaperoninas tais como a protein disulfide isomerase, a putative
cyclophilin e heat shock protein, que ja haviam sido identificadas quando da analise do
endosperma maduro (TABELA 4). A presenga dessas proteinas em fragdes em que
predominam as proteinas de reserva da testemunho do envolvimento das
chaperoninas no enovelamento e montagem das proteinas de reserva no reticulo
endoplasmatico, assim como na catalise da formagéo de pontes dissulfeto que podem
ocorrer inter e intra cadeia das subunidades das proteinas de reserva (MUNTZ et al.,
1998; SHEWRY et al., 1995).

Digno ainda de nota, é o fato de que na fragdo glutelinica foi também
identificada a proteina enoyl ACP reductase, enzima que catalisa a ultima reagéo no
ciclo de alongamento dos acidos graxos (FIGURA 19) (MASSENGO-TIASSE et al.,
2009).
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FIGURA 17. Mapas de referéncia da fragdo glutelinica do endosperma de sementes em desenvolvimento de pinhdo manso com os spots
identificados por espectrometria de massa MALDI-TOF-TOF representados por setas. A fragédo glutelinica extraida com tampéao Tris-HCI 0.1 M pH
8.0 NaCl 0.5 M esta representada na faixa de pH de 3-10 (Gel a) e 4-7 (Gel b). As setas pretas representam proteinas de reserva, e as setas

vermelhas indicam protel'nas que ndo sao de reserva. (spot 138 : curcin precursor; spot 144 : curcin precursor; spot 80 : enoyl ACP reductase; spot 103: Protein disulfide-isomerase

precursor; spot 104: Protein disulfide-isomerase precursor; spot 105: Protein disulfide-isomerase precursor; spot 106: Protein disulfide-isomerase precursor).
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FIGURA 18. Distribuicdo funcional relativa das proteinas identificadas na fragao
glutelinica extraida com tampao tris do endosperma de sementes em desenvolvimento

de pinhdo manso.
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FIGURA 19. Representagdo esquematica mostrando o envolvimento da enzima enoyl
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ACP reductase, identificada na fragao glutelinica de sementes em desenvolvimento de
pinhdo manso, com a reacdo terminal no ciclo de alongamento dos &cidos graxos
(MASSENGO-TIASSE et al., 2009).
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4.10 Utilizagao de bancos de ESTs para a identificagao de proteinas.

Apesar do grande desafio que é o estudo proteémico de plantas para as quais
ndo estdo disponiveis dados gendmicos, a utilizagdo dos bancos de ESTs tem
permitido avangos significativos. Por exemplo, os estudos de Choudhary et al., (2001)
e Jstergaard et al., (2004), permitiram a identificacdo das principais proteinas soluveis
em extrato aquoso de cevada e separadas em géis de pH de 4-7, através da utilizagéo
de um banco de EST de cevada. Ja Kwon et al., (2003), mostraram que a utilizagdo de
um banco de EST para a identificagdo de proteinas por MS foi uma ferramenta valiosa
que permitiu a identificacdo em larga escala de proteinas de Panax ginseng.

Os dados apresentados nesta dissertagdo corroboram a idéia de que o
estabelecimento de um banco de dados de ESTs para o mesmo tecido/érgao utilizado
na analise protebmica, € uma alternativa a produgdo de dados gendmicos. Muito
embora uma fragcdo importante do total das proteinas identificadas tenha sido feita a
partir do banco de dados do NCBI, a disponibilidade do banco de ESTs de sementes
em desenvolvimento e sementes germinantes ampliou significativamente o nimero de
proteinas identificadas permitindo a identificacdo de proteinas que puderam ser
classificadas funcionalmente em diversas classes (TABELA 6). Por exemplo, no
estudo com as proteinas totais do endosperma de sementes maduras, a taxa de
identificagao foi de 5% quando o banco de dados do NCBI foi usado, mas esta taxa de
identificagao pulou para 42% com a utilizagdo do banco de dados local (TABELA 4 e
TABELA 5). Resultados semelhantes foram obtidos no caso dos estudos com o
endosperma de sementes em desenvolvimento. Praticamente todos os spots que
foram identificados utilizando o banco do NCBInr foram também identificados
utilizando o banco local de pinhdo manso, sendo uma das exceg¢des a curcina. Por
outro lado, muitas proteinas sé puderam ser identificadas através do uso do banco de
dados local.

Mesmo assim, para um numero consideravel de spots, a identificacdo da
proteina correspondente nao foi possivel. Este fato se deve tanto a escassez de
informacgdes no nivel de sequéncias de nucleotideos e de proteinas depositados em
bancos de dados e também a diversidade (nimero), qualidade e tamanho dos ESTs
disponiveis no banco local. Apés a analise dos dados apresentados neste trabalho
terem sido concluidas, cientistas chineses e brasileiros adicionaram aproximadamente
13000 ESTs no banco de dados do NCBI, ampliando para 13.201 o nimero de ESTs
disponiveis para a comunidade cientifica

(http://www.ncbi.nim.nih.gov/gquery/?term=jatropha+curcas)
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Uma alternativa para a identificagdo de proteinas de espécies nao-modelo
baseado em espectrometria de massa é a interpretacdo manual ou automatica dos
espectros seguidos por busca de homologia de sequéncias como o MS-BLAST
(CANTU & CARRILHO, 2008). Neste estudo foi possivel a interpretagdo manual e
automatica com alta confianga de um peptideo de excelente espectro encontrado em
varios spots (FIGURA 20), onde se deduziu a sequéncia completa do peptideo, mas a
busca por similaridade de sequéncia ndao obteve resultado, provavelmente por nao

haver peptideo com similaridade depositada nos bancos de dados.
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TABELA 6. Lista dos tipos de proteinas no endosperma de sementes em desenvolvimento e
maduras de Pinhdo manso identificados por MS e MS/MS. As identificagbes foram
organizadas de acordo com sua Classificagao funcional.

Classificagao funcional

Proteinas identificadas

Proteinas de reserva

Legumin-like protein [Ricinus communis]
118 globulin seed storage protein

Vicilin GC72-A (Gossypium hirsutum)

Legumin B - tick bean (fragment)

Seed storage protein A [Vigna luteola]
Legumin B precursor, putative [Ricinus communis]
Glutelin type-A 3 precursor, putative [Ricinus communis]
Nutrient reservoir, putative [Ricinus communis]

Chaperoninas, choque térmico,
enovelamento

Protein disulfide isomerase, putative [Ricinus communis]
Putative cyclophilin [Citrus cv. Shiranuhi]
Heat shock protein, putative [Ricinus communis]
Protein disulfide-isomerase precursor (PDI)
BiP [Glycine max]
TRP-containing protein [Ostreococcus lucimarinus CCE9901]

Metabolismo de lipidio

Malate dehydrogenase, putative [Ricinus communis]
Phospholipase D [Ricinus communis]
Acyl-CoA-binding protein [Jatropha curcas]
Enoyl ACP reductase [Olea europaea subsp. europaea]

Metabolismo de carboidrato

Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase, putative [Ricinus communis]
Fructose-bisphosphate aldolase, putative [Ricinus communis]
Triosephosphate isomerase, putative [Ricinus communis]
Polygalacturonase, putative [Ricinus communis]
Ribulose-1,5-bisphosphate large subunit [Dendrobium equitans]

Ribossomos, tradugéo de

Elongation factor 1-alpha, putative [Ricinus communis]
Ripening regulated protein DDTFR10-like [Solanum tuberosum]

proteinas Translation initiation inhibitor, putative [Ricinus communis]
Glutaredoxin [Vernicia fordii]
Energia Chloroplast septum site-determining protein [Chlamydomonas reinhardtii]

atpA [Jatropha curcas]

Metabolismo secundario

Dihydroneopterin aldolase, putative [Ricinus communis]

Transdugéo de sinal

Nucleoside diphosphate kinase, putative [Ricinus communis]
WD-repeat protein, putative [Ricinus communis]
Lipid binding protein, putative [Ricinus communis]
Phytochrome [Macrozamia communis]

Defesa

Cu-Zn superoxide disumtase [Populus alba]
Lactoylglutathione lyase, putative [Ricinus communis]
Peroxiredoxin, putative [Ricinus communis]
Hv1LRR2 [Hordeum vulgare]
Glutathione-s-transferase Omega, putative [Ricinus communis]

Proteinases, ubiquitinacao

Cysteine protease, putative [Ricinus communis]
Aspartic proteinase precursor, putative [Ricinus communis]
Ubiquitin, putative [Ricinus communis]

RIP Curcin precursor [Jatropha curcas]
Membrana, transporte, . . .
receptores Type llla membrane protein cp-wap13 [Vigna unguiculata)
Biossintese de horménios ent-copalyl diphosphate synthase [Arabidopsis thaliana]
Hipotética Hypothetical protein LOC_0Os10g28620 [Oryza sativa]
Transposigao Transposase mariner transposase undefined product (IC) [Ostreococcus tauri]

Glicosidase, Hidrolase

Alpha-L-arabinofuranosidase [Raphanus sativus]
Xylan 1,4-beta-xylosidase [Populus alba x Populus tremula]
Putative carboxymethylenebutenolidase [Arabidopsis thaliana]

Ligag&o, Transporte

Binding / catalytic/ coenzyme binding [Arabidopsis thaliana]
ABC (ABCB) family transporter [Ostreococcus lucimarinus |
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FIGURA 20. Analise por espectrometria de massa dos peptideos tripticos eluidos do
spot H15 placa 5772. (a) Espectro de massa dos peptideos gerados pela digestao do
spot H15 com tripsina. (b) O ion em evidéncia (1530.5908) foi escolhido para
fragmentagdo e analise de MS/MS, uma sequéncia (EEGEVGSEDEAR) foi obtida
manualmente a partir desse espectro de fragmentagéo, pela série “yO (c) Confirmagao
da sequéncia obtida através de seqilienciamento Denovo automético usando o
software PeaksOnline 20 (HSEEGEVGSEDEAR).
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TABELA 5. Lista das proteinas do endosperma de sementes em desenvolvimento do pinhdo manso identificadas por MS e MS/MS.

Banco local de EST do pinhdao manso NCBI
Protein Protein
Spot n. MMipl (kDa) Score/lon Seq. ID Peptideos ID (NCBI) Descrigdo das proteinas Scorello PSetc!(.jID ID (NCBI) Descrigdo das proteinas
Exp. Teor. score n score eptideos
D1 17.0/5.7 53.6/8.6 45 DQFQCAGVAIVR gbJAAF73007.1 legumin-like protein - - -
D3 16.9/5.9 53.6/8.6 153 Ay e S gblAAF73007.1 legumin-like protein . - -
D3 15.4/5.9 51.7/7.7 40 TIHNLESR Sp|QIXHPO.1| 118 globulin seed storage protein - - -
D9 12.716.7 11.1/6.0 34 HIGGCDATTGLHGEGK gb|AAC39481.1| glutaredoxin 71/ - CADB87535.1| putative xyloglucan endotransglycosylase
D12 16.2/6.59 16.3/6.3 80 GDYAIDIGR / IGATNPAESAPGTIR gb|EEF35859.1| nucleoside diphosphate kinase /173 G',;Xf:giggﬁf gi|1346675 Nucleoside diphosphate kinase B
D13 15.9/6.5 45.5/7.8 32 YGFGAGEER gb|EEF28917.1| legumin B, putative [Ricinus communis] - . - -
D15 14.7/6.56 53.6/8.6 74 ADVYIPEVGR/VSTINSHNLPILR gb|AAF73007.1 legumin-like protein - - -
D16 17.4/6.65 51.717.7 85 TIHNLESR /SPLAGYTSVMR sp|Q9XHPO.1| 118 globulin seed storage protein - - -
D17 13.1/5.87 11.1/6.0 41 HIGGCDATTGLHGEGK gb|AAC39481.1| glutaredoxin - - -
D31 17.1/5.43 55.9/7.6 30 LIYVLQGR gb|EEF28918.1| glutelin type-A 3, putative - - -
D37 21.4/498  38.0/9.18 N N . 75/ gil159477869 chloroplast sergﬁoTeﬁ:te'determ'”'"g
D38 24.0/5.31 53.6/8.6 61 HFYLAGNPEDEFR gb|AAF73007.1 legumin-like protein - - -
D49 27.6/5.77 53.6/8.6 94 DQFQCAGVAIVR/ HFYLAGNPEDEFR gbJAAF73007.1 legumin-like protein - - -
D51 28.1/6.04 53.6/8.6 103 KLQSENDYR/ HFYLAGNPEDEFR gbJAAF73007.1 legumin-like protein - - -
D54 29.0/6.5 53.6/8.6 107 o ey AIVRI gblAAF73007.1 legumin-like protein - - -
D58 2556.63  24.2/5.64 11 AL G L rPASTGRI gb|EEF43161.1] Peroxiredoxin, putative - - -
D59 23.8/6.65 55.9/7.6 44 AGSEGLEWVSFK gb|EEF28918.1| glutelin type-A 3, putative - - -
D62 18.5/7.0 55.9/7.6 37 DFELLFPPR gb|EEF28918.1| glutelin type-A 3, putative - - -
D65 37.1/6.15 55.9/7.6 33 DFELLFPPR gb|EEF28918.1| glutelin type-A 3, putative - - -
D66 34.9/6.33 45.2/4.82 - - - - 75/ gi145354669 TRP-containing protein
D67 35.3/6.39 55.9/7.6 32 DFELLFPPR gb|EEF28918.1| glutelin type-A 3, putative - - -
D68 36.7/6.38 55.9/7.6 107 LIYVLQGR/AFFLAGNPQR/ DFELLFPPR gb|EEF28918.1| glutelin type-A 3, putative - - -
D69 36.3/6.65 55.9/7.6 107 LIYVLQGR / AFFLAGNPQR / DFELLFPPR gb|EEF28918.1| glutelin type-A 3, putative - - - -
D70 35.3/7.0 55.9/7.6 124 LIYVLQGR/AFFLAGNPQR/DFELLFPPR gb|EEF28918.1| glutelin type-A 3, putative 86% LVYLLQGR gi|7739791 glutelin
D71 34.1/7.02 51.7/7.7 109 SLDEQALAESFNVPTEIVR/DFELLFPPR sp|QIXHPO.1| 118 globulin seed storage protein - - -
D72 24.5/7.01 55.9/7.6 33 AGSEGLEWVSFK gb|EEF28918.1| glutelin type-A 3, putative - - -
D74 40.6/6.71 35.6/6.4 - - - 39 IVQGLHIDEFSR ref|:)3(‘I136_:§) (1)|253 malate dehydrogenase, putative
D75 40.8/6.79 38.6/6.57 76 VAPEVIAEYTVR/LASINVENVEENRR gb|EEF33801.1| fructose-bisphosphate aldolase, putative 43 VAPEVIAEYTVR gi|218157 cytoplasmic aldolase
D76 32.6/4.5 25.3/4.47 - - - 59 KLDDYLLTR gi|78191406 ripening regulated protein DDTFR10-like
D80 39.5/5.2 41.8/8.2 - - - - 57% VNTLSAGPLR gi|25989478 enoyl ACP reductase
D88 79.6/6.15 53.6/8.6 39 LISEAFNIDESLAR gb|AAF73007.1 legumin-like protein - - -
D90 79.6/6.15 53.6/8.6 91 KLQSENDYRIGTCNNLFCGLDSRILISEAFNIDE - 1 A AF73007.1 legumin-like protein - - -
KLQSENDYR/DQFQCAGVAIVR/ Lo .
D91 80.8/6.05 53.6/8.6 193 GTCNNLFCGLDSR /HFYLAGNPEDEFR gb|AAF73007.1 legumin-like protein - - -
D93 58.6/6.6 53.6/8.6 78 DQFQCAGVAIVR LISEAFNIDESLAR gb|AAF73007.1 legumin-like protein - - -
D103 80.2/5.16 73.5/5.06 - - - 82/ - gi|62433284 BiP
FDLTGIPPAPRIFE ) .
D104 80.8/5.12 73.4/5.10 - - - 77178 ELNygllgGRéNTgDEI gi|224072248 heat shock protein, putative
D105 71.3/4.8 55.4/4.91 193 SDYEFGHTLDAEKFIQQ%'_';\‘\\,SA%?(PP'FLAK’LSGQ gb|EEF48327.1| protein disulfide isomerase, putative 50 SDYEFGHTLDAK gi[223546830 Protein disulfide-isomerase
D106 71.3/14.7 55.5/4.95 - - - - 99,47%/ GYPTVYFR gi[11133775 Protein disulfide-isomerase precursor
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TABELA 5. Lista das proteinas do endosperma de sementes em desenvolvimento do pinhdo manso identificadas por MS e MS/MS.

Banco local de EST do pinhdao manso NCBI
Protein Protein
Spot n. MMipl (kDa) Score/lon Seq. ID Peptideos ID (NCBI) Descrigdo das proteinas Scorello Pgegcl:l:e?)s ID (NCBI) Descrigdo das proteinas
Exp. Teor. score n score P
32
DQFQCAGVAIVR/GTCNNLFCGLDSR/ - .
D112 32.8/5.98 53.6/8.6 185 LISEAFNIDESLAR/ HFYLAGNPEDEFR gb|AAF73007.1| legumin-like protein - - -
DQFQCAGVAIVR/GTCNNLFCGLDSR/ - .
D113 32.0/6.0 53.6/8.6 279 LISEAFNIDESLAR/HFYLAGNPEDEFR gb|AAF73007.1| legumin-like protein - - -
DQFQCAGVAIVR/GTCNNLFCGLDSR/ s )
D114 33.9/5.76 53.6/8.6 243 LISEAFNIDESLAR/HFYLAGNPEDEFR gb|AAF73007.1| legumin-like protein - - -
DQFQCAGVAIVR/GTCNNLFCGLDSR/
LISEAFNIDESLAR/HFYLAGNPEDEFR/ - ’
D115 30.6/5.8 53.6/8.6 505 |IQSEAGTIESWNPSR/ gb|AAF73007.1| legumin-like protein - - -
GITGEMFPGCPETFQEYQGAGGSSR
DQFQCAGVAIVR/GTCNNLFCGLDSR/
D116 34.5/5.6 53.6/8.6 390 HFYLAGNPEDEFR/IQSEAGTIESWNPSR/ gb|AAF73007.1| legumin-like protein - - -
GITGEMFPGCPETFQEYQGAGGSSR
DQFQCAGVAIVR/GTCNNLFCGLDSR/
D117 32.0/5.5 53.6/8.6 348 LISEAFNIDESLAR/HFYLAGNPEDEFR/ gb|AAF73007.1| legumin-like protein - - -
GITGEMFPGCPETFQEYQGAGGSSR
DQFQCAGVAIVR/GTCNNLFCGLDSR/
D119 33.3/5.4 53.6/8.6 366 LISEAFNIDESLAR/HFYLAGNPEDEFR/ gb|AAF73007.1| legumin-like protein - - -
HFYLAGNPEDEFR/IQSEAGTIESWNPSR
D120 36.1/5.6 53.6/8.6 144 DA enpEDEr o S gblAAF73007.1| legumin-like protein . - -
D126 23.6/7.7 51.7/7.7 122 THNLESRISPLAGYTSYMR/AMHSPHWSINDQ Sp|QOXHPO.1| 11S globulin seed storage protein - - -
D132 21.7/9.17 53.6/8.6 135 FEYITFK/ADVYIPEVGR/VSTINSHNLPILR gb|AAF73007.1| legumin-like protein - - -
D133 24.8/8.0 55.9/7.68 45 LVHNINDPSR gb|EEF28918.1| glutelin type-A 3, putative - - -
D134 24.7/8.33 51.7/7.7 90 TIHNLESR/SPLAGYTSVMR sp|QIXHPO.1| 118 globulin seed storage protein - - -
D136 27.5/7.97 55.9/7.68 65 AFFLAGNPQR/DFELLFPPR gb|EEF28918.1| glutelin type-A 3, putative - - -
D137 29.3/8.4 55.9/7.68 71 AFFLAGNPQR/ DFELLFPPR gb|EEF28918.1| glutelin type-A 3, putative - - - -
EAFGFSYSSHEIPV
D138 29.2/8.59 32.4/8.69 - - - 104 LRIVGGTSYFFNDP gi[18091793 curcin
ESLADAK
D144 29.2/7.9 32.4/8.69 - - - - 93,79% TYLFTDTK gi[18091793 curcin
D145 28.1/7.4 55.9/7.68 34 DFELLFPPR gb|EEF28918.1| glutelin type-A 3, putative 72/ 0i|226517324 predicted protein
SPLAGYTSVMR/AMHSPHWSINDQR/AMHSPH
D149 24.9/18.7 51.7/7.7 413 WSINDQR/NRDPQSMLFTPTSR/EGDMFVIPQF Sp|QIXHPO.1| 118 globulin seed storage protein - - -
YAALGR/GDMHIQIVDDSGNTVMDER
D150 24.6/8.9 51.7/7.7 105 AMHSPHWS'NDg;(dﬂ.?,f::gVS'NDQR’NRDP sp|QOXHPO.1| 118 globulin seed storage protein - - -
AMPLDVLMNSYR/AMHSPHWSINDQR/AMPLD
D152 24.5/9.3 51.7/7.7 187 VLMNSYRIAMHSPHF\:\_II_SSIgDQRINRDPQSMLFT sp|Q9XHPO.1| 118 globulin seed storage protein - - -
D153 22.610.1 53.6/8.6 260 BT AL RGRIALPLEVIANAFRIFLQ  gb|AAF73007.1] legumin-like protein 60 ISTINSHNLPILR  gi[158998780 11S legumin protein
D154 22.8/10.2 53.6/8.6 216 FEVITFIADVYIPEVGRIFLQLSASHWLRIVST  gb|AAF73007.1] legumin-like protein 60 ISTINSHNLPILR  gi[158998780 11S legumin protein
D163 12.8/5.7 10.2/6.3 - - - 95% LILYGLFK 9i|91992436 acyl-CoA-binding protein
AVAVLNSSEGVK/ ) putative cytosolic CuZn-superoxide
D168 17.5/6.41 15.1/5.47 - - - 58 AVVWHADPDDLGK 0113274150 dismutase
D169 17.2/6.35 15.1/5.64 - - - - 52 AVVVHADPDDLGK gi[223548249 cu/zn superoxide dismutase, putative
D172 17.3/5.64 20/8.73 153 ,STYQVMLPJ;mT;§§VEDQTEQLLK gb|EEF29818.1| translation initiation inhibitor, putative - - -
D174 19.1/5.37 21.9/6.23 47 THGAPEDEIR dbj|BAF80585.1| Cu-Zn superoxide disumtase 47 THGAPEDEIR gi|59797458 superoxide dismutase
D177 17.7/4.9 11.8/4.93 - - - - 54% GQDGNEVFFR gi|6433950 SUMO protein
D182 30.5/5.62 27.4/5.89 53 VATPAQAQEVHFELR gb|EEF29228.1| triosephosphate isomerase, putative 53 VATPAQAQEVHFE 1953507042 triosephosphate isomerase, putative
D186 34.6/5.34 31.9/5.19 37 DPDGYTFELIQR gi|79317690 lactoylglutathione lyase - - -
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TVLVDNEDFLK/
D188 35.3/509 26.4/6.22 - - - 99,98% DPDGYTFELLQR/ gi[79317690 lactoylglutathione lyase
GPTPEPLQVMLR
D189 36/4.99 31.9/5.19 71 DPDGYTFELIQR gi|79317690 lactoylglutathione lyase 71 DPDGYTFELIQR gi|15221116 lactoylglutathione lyase
D190 36.7/4.91 31.9/5.19 58 DPDGYTFELIQR gi|79317690 lactoylglutathione lyase 77/ - gb|AAB39950| xyloglucan endotransglycosylase
D192 33/4.99 41/5.96 41 EEDYPYTGTDR gb|EEF49466.1| cysteine protease, putative 46 EEDYPYTGTDR gi|16076437 cysteine proteinase
D193 44.1/6.11 36/8.51 66 LFGVTTLDVVR/LKPELLASIEK gb|EEF38101.1| malate dehydrogenase, putative 35 LFGVTTLDVVR gi|126896 Malate dehydrogenase, mitochondrial
D196 43.8/6.25 36/8.51 229 evi‘é‘égéf’é'gﬁ[é%émﬁfi‘éﬁpa gb|EEF38101.1| malate dehydrogenase, putative 120 LF?_F’ NlNL%X,R;(DD gil223536453 malate dehydrogenase, putative
D198 44.4/5.88 36/8.51 53 GYVGEDQLGQALEGSDVVIIPAGVPR gb|EEF38101.1| malate dehydrogenase, putative 35 LFGVTTLDVVR gi|126896 Malate dehydrogenase, mitochondrial
D206 83.1/5.04  83.7/8.14 - - - 67,80% LGFFDGDPK gil74355968 a'pha'l"arab'"Of:;?i';zzidase [Raphanus
D208 72.6/5.5 81.4/6.0 - - - - 7% LGFFDGDPSK gi|85813772 xylan 1,4-beta-xylosidase
D218 66.0/6.38 51.5/6.75 40 AHSASITDFGGVGDGVK gb|EEF50572.1| polygalacturonase, putative - - -
D219 66.6/6.56 51.5/6.75 45 AHSASITDFGGVGDGVK gb|EEF50572.1| polygalacturonase, putative - - -
D224 12.5/7.21 14.6/9.94 32 EGIPPDQQR gb|EEF32073.1| ubiquitin, putative - - -
D227 13.3/8.47 12.4/9.0 67 IVYVAQTCGLAFSPGTK gb|EEF48944.1| lipid binding protein, putative - - - -
TYLFTDTK/
D239 29.717.17 32.4/8.69 - - - 99.1% VGGTEX;;::DPES gi|18091793 curcin precursor
D240 2077736 32.4/8.69 - - - 39 EAFGFSYSSHEIPV  4il18091793/ curcin precursor
D244 101.0/5.6 91.9/5.4 - - - 36 DDNPIGATLIGR gi|1698844 phospholipase D
D260 84.4/5.23 91.9/5.4 - - - 44 HDIGWGAYLR gi|5669782 Hv1LRR2
D292  45.0/6.21 36/8.51 115 YYD G v PAGVPR gb|EEF38101.1] malate dehydrogenase, putative 97,20%  DDLFNLNAGLVK gi|126896 Malate dehydrg?;:f;% mitochondrial
D294 43.9/5.84 36/8.51 51 DDLFNINAGIVK gb|EEF38101.1| malate dehydrogenase, putative - - - -
D296 44.6/5.6 36/8.51 64 GYVGEDQLGQALEGSDVVIIPAGVPR gb|EEF38101.1] malate dehydrogenase, putative 64,00% G‘fgf\?ﬁ;ﬁ‘\‘,ﬁ‘; gi|2497858 Malate dehydrogenase, mitochondrial
D297 43.9/5.41 36/8.51 43 GYVGEDQLGQALEGSDVVIIPAGVPR gb|EEF38101.1] malate dehydrogenase, putative - - - -
D301 35.1/5.32 31.5/7.63 52 DPDGYTFELIQR gb|EEF43857.1| lactoylglutathione lyase, putative - - - -
TVLVDNEDFLK/DP
D304 36.8/5.0 31.5/7.63 124 LLHVVYR/DPDGYTFELIQR gb|EEF43857.1| lactoylglutathione lyase, putative 99,99% DGYTFELLQR/LLH gi[79317690 lactoylglutathione lyase
VVYR
D305 34.7/5.0 315/7.63 47 DPDGYTFELIGR gb|EEF43857.1] lactoylglutathione lyase, putative 99.98%  TVLVDNEDFLK  gi|140068658 Glyoxalase/bleomycin resistance
protein/dioxygenase
D306 35.9/5.0 31.5/7.63 99 LLHVVYR (31) / DPDGYTFELIQR gb|EEF43857.1| lactoylglutathione lyase, putative - - -
D307 35.7/4.91 31.5/7.63 99 LLHVVYR (31)/ DPDGYTFELIQR gb|EEF43857.1| lactoylglutathione lyase, putative - - -
D308 35.9/4.84 31.5/7.63 51 DPDGYTFELIQR gb|EEF43857.1| lactoylglutathione lyase, putative - - - -
D310 30.4/5.61 27.4/5.89 38 VATPAQAQEVHFELR gb|EEF29228.1| triosephosphate isomerase, putative 83,00% VATPAC}_/;QEVHFE gi|76573375 triosphosphate isomerase-like protein
D312 28.4/5.4 27.4/5.13 30 LPPILDATAEQPPLFDGTIR gb|EEF37170.1| glutathione-s-transferase omega - - -
D314 30.2/5.25 27.4/5.89 37 VATPAQAQEVHFELR gb|EEF29228.1| triosephosphate isomerase - - -
D316 27/5.27 25.8/5.26 - - - - 77,30% ALLPDLYR 9i|21554208 putative carboxymethylenebutenolidas
D317 27.0/5.27 71.06.96 - - - - 50 ELAFGVESR gi|137578 Vicilin
D322 28.1/5.96 38.6/6.57 29 VAPEVIAEYTVR (29) gb|EEF33801.1| fructose-bisphosphate aldolase, putative - - - -
D328 31.84.47  16.1/6.43 87 GDYAIDIGR/IGATNPAESAPGTIR spIP47920.1] nucleoside diphosphate kinase 99,00%  CRNALISRNGAT  gil19570344 nucleoside diphosphate kinase 1
D341 16.7/6.0 16.1/6.43 70 GDYAIDIGR/IIGATNPAESAPGTIR sp|P47920.1| nucleoside diphosphate kinase 99,62% GDYAIDIGR gi|12230332 Nucleoside diphosphate kinase (NDK)
D247 10.2/5.43 51.7/7.73 38 TIHNLESR gb|EEE93847.1| 11S globulin precursor - - - -
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D320 30.6/5.62 34.8/8.37 - - - 48 KAEQY-hfgSG'PY gi|18404496 binding / catalytic/ coenzyme binding
D333 19.1/5.19 21.9/6.23 43 THGAPEDEIR dbj|BAF80587.1| Cu-Zn superoxide disumtase 99,34% THGAPEDELR gi|59797458 superoxide dismutase
D334 18.8/5.42 21.9/6.23 56 THGAPEDEIR dbj|BAF80587.1| Cu-Zn superoxide disumtase - - -
D335 16.7/5.0 20.0/8.73 49 YFPAPFPSR gb|EEF29818.1| translation initiation inhibitor, putative - - - -
D337 16.7/5.26 20/8.73 92 TENAPAALGPYSQAIKIFISDSVEDGTEQLLK  gb|EEF29818.1| translation initiation inhibitor, putative 99,34%  ANNLYFLSGVLGL  gil110739384 translational inhibitor protein like
D338 16.7/6.68 20/8.73 79 YFPAPFPSR /TENAPAALGPYSQAIK gb|EEF29818.1| translation initiation inhibitor, putative - - - -
D340 16.7/5.6 20/8.73 41 GDYAIDIGR sp|P47920.1| nucleoside diphosphate kinase - - - -
D343 16.5/6.18 16.1/6.43 - - - - 39 EHGAPEDGNR gi|12230567 Superoxide dismutase [Cu-Zn]
ALPLEVIANAFR/HFYLAGNPEDEFR/
D363 11.5/5.53 31.5/7.63 98 IQSEAGTIESWNPSR gb|EEF43857.1| - - - -
D370 12.0/5.68 20.0/9.77 - - - - 51 ADLYNPR gi|81988 legumin B
D371 12.2/5.78 11.1/6.05 71 TVPNVFIGGK/KLFNQLGAAFK gbJAAC39481.1| glutaredoxin 95.55% TVPNVFLGGK gi|1732424 glutaredoxin
TVPNVFIGGK/LFNQLGAAFK/ .
D373 12.9/5.99 11.1/6.05 143 KLFNQLGAAFK gb|AAC39481.1| glutaredoxin - - - -
D374 11.6/6.0 60.9/5.19 - - - 50 IPAGTIERLWNPND  gil70672850 seed storage protein A
D383 13.1/6.63 11.1/6.05 129 LFNQLGAAFK/KLFNQLGAAFK gb|AAC39481.1| glutaredoxin - - - -
D397 12.9/7.23 92.9/5.86 - - - 44 EFSYNYLLEK gi|15235504 ent-copalyl diphosphate synthase
D398 12.7/7.16 92.9/5.86 - - - - 46 EFSYNYLLEK gi|15235504 ent-copalyl diphosphate synthase
D399 14.7/7.29 53.6/8.65 122 FLQLSASHVVLR/VSTINSHNLPILR gb|AAF73007.1| legumin-like protein 48 ISTVNSHNLPILR 9i|158998780 11S legumin protein
D401 16.6/8.58 45.5/7.86 31 GGHVTNVNSHNFPILR gb|EEF28917.1| legumin B, putative - - - -
D410 15.1/6.8 53.6/8.65 95 ADVYIPEVGR/VSTINSHNLPILR gbl|AAF73007.1| legumin-like protein 45 ISTVNSHNLPILR 9i[158998780 118 legumin protein
D412 31.0/9.36 9.8/5.31 - - - 78 gi|31432146 hypothetical protein LOC_Os10g28620
QQTLSFTGSYADF
D413 30.6/9.48 32.4/8.69 - - - 70 LSRIE[QEeESYSSH gi|18091793 curcin
QQTLSFTGSYADF
D416 30.4/8.75 32.4/8.69 - - - 81 LSRIEEAIFF"SE:YSSH gi[18091793 curcin
D418 47.7/6.93 38.6/6.57 48 VAPEVIAEYTVR gb|EEF33801.1| fructose-bisphosphate aldolase, putative 48 VAPEVIAEYTVR gi|218157 cytoplasmic aldolase
D422 22.0/6.78 52.4/6.44 31 LVYVIQGR emb|CAAB4762.1| legumin-like protein - - - -
QQTLSFTGSYADF
D424 29.8/6.71 32.4/8.69 - - - 181 LSRIEEAIESESYSSH gi|18091793 curcin
QQTLSFTGSYADF
LSR/EAFGFSYSSH . )
D425 29.6/6.90 32.4/8.69 - - - 281 EIPVLRVGGTSYR  9il18091793 curcin
FNDPESLADAK
QQTLSFTGSYADF
LSR/EAFGFSYSSH . .
D426 29.5/7.1 32.4/8.69 - - - 319 EIPVLRIVGGTSYF gi|18091793 curcin precursor
FNDPESLADAK
D427 88.4/6.34 101.5/6.32 - - - - 37 DHANYYSPR gil4163997 alpha-xylosidase precursor
D455 62.5/6.32 53.6/8.65 29 LISEAFNIDESLAR gb|AAF73007.1| legumin-like protein - - -
D459 52.2/6.67 49.8/8.82 43 HFDFVTSR gb|EEE70850.1| Aspartic proteinase nepenthesin-2, putative - - -
D460 51.9/6.71 49.8/8.82 38 HFDFVTSR gb|EEE70850.1| Aspartic proteinase nepenthesin-2, putative - - - -
D474 46.3/5.71 39.3/6.24 - - - - 37 VPEGFDYELYNR gi|2218152 type Illa membrane protein cp-wap13
D484 39.3/5.85 55.9/7.68 54 DFELLFPPR gb|EEF28918.1| glutelin type-A 3, putative - - - -
D486 37.5/5.59 53.6/8.6 43 HFYLAGNPEDEFR gb|AAF73007.1| legumin-like protein - - -
D487 38.0/5.44 53.6/8.6 62 HFYLAGNPEDEFR gb|AAF73007.1| legumin-like protein - - -
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D490 39.9/6.35 55.9/7.68 38 AFFLAGNPQR gb|EEF28918.1] glutelin type-A 3, putative 81% LVYLLQGR gil7739791 glutelin
D491 38.2/6.37 55.9/7.68 33 DFELLFPPR gb|EEF28918.1| glutelin type-A 3, putative - - -
D492 35.3/5.41 53.6/8.6 95 LISEAFNIDESLAR/HFYLAGNPEDEFR gb|AAF73007.1| legumin-like protein - - -
D493 34.3/5.42 53.6/8.6 101 LISEAFNIDESLAR/HFYLAGNPEDEFR gb|AAF73007.1] legumin-like protein - - -
D494 35.1/5.55 53.6/8.6 168 A TR e - ARMFYLAGN b AAF73007.1| legumin-like protein . - -
D498 34.5/5.92 53.6/8.6 71 KLQSENDYR/HFYLAGNPEDEFR gb|AAF73007.1| legumin-like protein - - - -
TYLFTDTK/EAFGF . .
D501 28.8/6.14 32.4/8.69 - - - 93 SYSSHEIPVLR gi[18091793 curcin precursor
D507 35.3/6.71 59.76.1 88 GAMSGPYYNSR/NNYGQLFEVGSR gb|ABO36677.1| vicilin - - - -
D511 31.9/5.71 53.6/8.6 70 LISEAFNIDESLAR/HFYLAGNPEDEFR gb|AAF73007.1| legumin-like protein - - -
D515 26.4/5.0 53.6/8.6 110 YA GNP g o ASE  b|AAF73007.1] legumin-like protein - - -
D516 27.1/5.16 53.6/8.6 170 A TR oo IASEAGT  b|AAF73007.1] legumin-like protein . - -
D517 24.5/5.1 53.6/8.6 42 HFYLAGNPEDEFR gb|AAF73007.1] legumin-like protein - - -
D524 28.4/5.34 54 IGLIYENELAER gb|EEF36024.1| nutrient reservoir, putative - - -
D525 27.1/5.33 53.6/8.6 36 HFYLAGNPEDEFR gb|AAF73007.1| legumin-like protein - - -
D526 25.4/5.27 53.6/8.6 82 HFYLAGNPEDEFR gb|AAF73007.1] legumin-like protein - - -
D527 24.0/5.27 53.6/8.6 177 A TR e o IASEAGT  gb|AAF73007.1] legumin-like protein . - -
D528 25.0/5.46 53.6/8.6 217 A DR YL R OOFAGTIES  gb|AAF73007.1| legumin-like protein . - -
D530 25.5/5.65 52.3/6.4 151 IGLIYENELAER/IPAGSAFYLINPAEGQR gb|EEF36024.1| nutrient reservoir, putative - - -
D531 25.9/5.91 52.3/6.4 57 IGLIYENELAER gb|EEF36024.1| nutrient reservoir, putative - - -
D532 24.9/5.82 55.9/7.68 48 LVHNINDPSR gb|EEF28918.1| glutelin type-A 3, putative - - -
CVNGVFLKPVQLQ
R/QQTLSFTGSYA
D537 28.8/6.83 32.4/8.69 - - - 380 DFLSR/EAFGFSYS gi[18091793 curcin precursor
SHEIPVLRIVGGTS
YFFNDPESLADAK
D538 25.2/6.66 55.9/7.68 36 LVHNINDPSR gb|EEF28918.1| glutelin type-A 3, putative - - - -
D539 23.9/6.63 55.9/7.68 48 AGSEGLEWVSFK gb|EEF28918.1| glutelin type-A 3, putative - - -
D541 20.5/5.29 53.6/8.6 62 DQFQCAGVAIVR/HFYLAGNPEDEFR gb|AAF73007.1| legumin-like protein - - -
D542 18.7/5.43 55.9/7.68 32 LIYVLQGR gb|EEF28918.1| glutelin type-A 3, putative - - -
D548 24.4/6.23 55.9/7.68 42 LVHNINDPSR gb|EEF28918.1| glutelin type-A 3, putative - - -
D549 20.8/6.61 52.4/6.44 52 LVYVIQGR gb|EEE93847.1| legumin-like protein - - -
D550 20.2/6.62 52.4/6.44 40 LVYVIQGR gb|EEE93847.1| legumin-like protein - - -
D553 20.4/6.89 52.4/6.44 74 LVYVIQGR/HNQLDQYLR emb|CAA64762.1| legumin-like protein - - -
’ transposase mariner transposase
D556 14.8/4.97 74.1/10.4 - - - 75/ gi|119358823 undefined product (IC)
D558 17.2/6.01 20/8.73 101 GDYAIDIGRIIGATNPAESAPGTIR gbJAAA19005.1| nucleoside diphosphate kinase 67 IIGATNPAESAPGT!  4il1346675 Nucleoside diphosphate kinase B
D560 16.2/6.95 52.4/6.44 37 HNQLDQYLR gb|EEE93847 1| legumin-like protein - - -
D564 12.6/4.67 22.7/7.9 - - . 72 0il98647394 ribulose-1,5-bisphosphate
carboxylase/oxygenase large subunit
D579 12.6/6.22 73.215.17 - - - 84% LLSPEEVSAMVLA  gb|EEF43398. heat shock protein, putative
D594 16.5/6.67 55.9/7.68 55 LIYVLQGR gb|EEF28918.1| glutelin type-A 3, putative - - - -
D596 17.216.56 20/8.73 78 GDYAIDIGR/IGATNPAESAPGTIR gb|AAA19005.1| nucleoside diphosphate kinase 41 IGATNPAESAPGTI 41346675 Nucleoside diphosphate kinase B
D598 17.0/6.81 14.7/7.97 58 FHGFHGVKPEER 0i|223536652 dihydroneopterin aldolase, putative 58 FHGFHGVKPEER 9i|223536652 dihydroneopterin aldolase, putative
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D621 72.1/7.84 55.9/7.68 31 AFFLAGNPQR gb|EEF28918.1| glutelin type-A 3, putative - - -
D626 66.0/6.51 45.5/7.86 33 ADVYIPEVGR gb|EEF38213.1| legumin B, putative - - -
D633 76.6/6.57 59.7/6.1 41 NNYGQLFEVGSR gb|ABO36677.1| Vicilin - - -
D660 67.5/5.58 59.76.1 53 EAYPGDVFYLHSR gb|ACN72677.1| atpA - - -
D661 64.8/5.41 55.4/5.28 34 EAYPGDVFYLHSR gb|ACN72677.1| atpA - - - -
D662 64.8/5.3 55.4/5.28 - - - 53 EAYPGDVFYLHSR gi|114522 ATP synthase subunit alpha
D689 40.8/6.81 51.7/7.7 62 ETFQNVFR/HNQLDQYLR gb|AAD42944 1| ) - . -
118 globulin precursor
D691 43.0/6.41 55.9/7.68 33 AFFLAGNPQR gb|EEF28918.1| glutelin type-A 3, putative 79 gi|159480438 katanin p60 catalytic subunit
D690 42.2/6.67 55.9/7.68 79 AFFLAGNPQR/DFELLFPPR gb|EEF28918.1| glutelin type-A 3, putative - - -
D692 42.5/6.15 55.9/7.68 37 AFFLAGNPQR gb|EEF28918.1| glutelin type-A 3, putative - - -
D693 42.7/5.93 55.9/7.68 35 DFELLFPPR gb|EEF28918.1| glutelin type-A 3, putative - - -
D696 39.3/6.03 59.7/6.1 32 NNYGQLFEVGSR gb|ABO36677.1| vicilin - - -
D695 37.7/5.97 45.5/7.86 35 HFYLAGNPEDEFR gb|EEF38213.1| legumin B, putative - - -
D697 39.5/6.52 59.7/6.1 113 NNYGQLFEVGSR/ GTAVVVPAGHPAAFVASR gb|ABO36677.1| vicilin - - -
KLQSENDYR/DQFQCAGVAIVR/
D698 36.5/5.77 45.5/7.86 372 LDRIEALEPDTR/GTCNNLFCGLDSR/ gb|EEF38213.1| legumin B, putative - - -
HFYLAGNPEDEFR/IQSEAGTIESWNPSR
D699 33.7/5.77 45.5/7.86 49 HFYLAGNPEDEFR gb|EEF38213.1| legumin B, putative - - -
D708 39.0/5.35 45.5/7.86 110 HFYLAGNPEDEFR/IQSEAGTIESWNPSR gb|EEF38213.1| legumin B, putative - - -
D709 36.7/5.31 45.5/7.86 136 D A o, CDEFR/ gbIEEF38213.1| legumin B, putative - - -
D710 39.3/5.21 45.5/7.86 82 LISEAFNIDESLAR/HFYLAGNPEDEFR gb|EEF38213.1| legumin B, putative - - -
D711 37.7/5.2 45.5/7.86 46 HFYLAGNPEDEFR gb|EEF38213.1| legumin B, putative - - -
D701 37.3558  45.5/7.86 316 e ewpSn GbIEEF38213.1] legumin B, putative - - -
D702 33.9/564  455/7.86 257 D S WabEn -AGNPE  gb|EEF38213.1| legumin B, putative - - -
D703 32.2/5.62 45.5/7.86 103 DQFQCAGVAIVR/HFYLAGNPEDEFR gb|EEF38213.1| legumin B, putative - - -
D704 39.7/5.5 45.5/7.86 72 HFYLAGNPEDEFR gb|EEF38213.1| legumin B, putative - - -
D705 37.7/5.45 45.5/7.86 138 HFYLAGNPEDEFR/IQSEAGTIESWNPSR gb|EEF38213.1| legumin B, putative - - -
D706 34.9/549  455/7.86 214 A TR e o IASEAGT b EEF38213.1] legumin B, putative - - -
D712 39.3/5.33 45.5/7.86 36 HFYLAGNPEDEFR gb|EEF38213.1| legumin B, putative - - -
D714 28.7/6.91 55.9/7.68 70 AFFLAGNPQR/DFELLFPPR gb|EEF28918.1| glutelin type-A 3, putative - - - -
QQTLSFTGSYADF .
D715 30.5/6.86 32.4/8.69 - - - /136 LSRIEéAI;sE:YSSH gi[18091793 curcin precursor
LVHNIND! EVWVSFI E
D718 26.9/6.71 55.9/7.68 333 WVSFK/INALMSPHWNVDAHSINYFTR/NALMS gb|EEF28918.1| glutelin type-A 3, putative - - -
PHWNVDAHSINYFTR
D719 24.9/6.8 51.7/7.7 109 SPLAGYTSVMR/AMPLDVLMNSYR gb|EEE93847.1| 118 globulin - - -
D720 23.1/6.79 52.4/6.44 60 APTEAQQCHLQR gb|EEE93847.1| legumin-like protein - - -
D722 21.2/6.98 45.5/7.86 81 ADVYIPEVGR/VSTINSHNLPILR gb|EEF38213.1| legumin B, putative - - -
D723 25.0/6.65 52.4/6.44 117 LVYVIQGR/ITTTQPSHR/APTEAQQCHLQR emb|CAAB4762.1| legumin-like protein - - -
D729 17.9/6.68 55.9/7.68 36 LIYVLQGR gb|EEF28918.1| glutelin type-A 3, putative - - -
D730 17.1/6.67 55.9/7.68 38 LIYVLQGR gb|EEF28918.1| glutelin type-A 3 precursor, putative - - -
D371 12.1/5.77 45.5/7.86 132 ADVYIPEVGRIFLQLSASHVVLRIVSTINSHNLP! 5 |EEF38213.1| legumin B, putative 52 ISTINSHNLPILR  gi| 158998780 11S legumin protein
D372 12.8/5.82 45.5/7.86 205 ADVYIPEVGRIFLQLSASHVVLRIVSTINSHNLPL o |EEF38213.1| legumin B, putative 61 ISTINSHNLPILR  gi| 158998780 11S legumin protein
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TABELA 5. Lista das proteinas do endosperma de sementes em desenvolvimento do pinhdo manso identificadas por MS e MS/MS.

Banco local de EST do pinhdao manso NCBI
Protein Protein
Spot n. MMipl (kDa) Score/lon Seq. ID Peptideos ID (NCBI) Descrigdo das proteinas Scorello Pgegcl:l:e?)s ID (NCBI) Descrigdo das proteinas
Exp. Teor. score n score P
D734 17.9/6.54 45.5/7.86 80 FEYITFK/ADVYIPEVGR gb|EEF38213.1| legumin B, putative 70 FHGFHGVKPEER gi|223536652 dihydroneopterin aldolase, putative
D735 1776682 45.5/7.86 - . - - 137 FHSFHOVKPEER!  gi[223536652 dihydroneopterin aldolase, putative
D736 18.6/6.19 45.5/7.86 106 FEYITFK/ADVYIPEVGR/FLQLSASHVVLR gb|EEF38213.1| legumin B, putative - - - -
D737 17.8/6.2 45.5/7.86 168 BT Y e PR SHVVLRVST  ghlEEF38213.1| legumin B, putative - - -
D378 12.6/6.22 45.5/7.86 210 ADVYIPEVGRIFLQLSASHVVLRIVSTINSHNLP! g1 |EEF38213.1| legumin B, putative - - -
D749 12.7/5.58 21.2/7.75 - - - - 73 gi[10637914 phytochrome
D750 12.7/5.51 21.2/7.75 - - - - 78 gi[10637914 phytochrome
D738 16.6/6.25 45.5/7.86 208 ADVYIPEVGR/FLQLSASHVVLRIVSTINSHNLPL ) e EEag013.1| legumin B putative 56 ISTINSHNLPILR  gi| 158998780 11S legumin protein
D760 14.3/5.51 45.5/7.86 30 LISEAFNIDESLAR gb|EEF38213.1| legumin B, putative - - -
D778 18.6/5.98 45.5/7.86 97 LISEAFNIDESLAR/HFYLAGNPEDEFR gb|EEF38213.1| legumin B, putative - - -
D779 18.3/5.98 45.5/7.86 44 HFYLAGNPEDEFR gb|EEF38213.1| legumin B, putative - - -
D782 16.6/5.86 45.5/7.86 38 ADVYIPEVGR gb|EEF38213.1| legumin B, putative - - -
D783 16.7/5.66 51.7/7.7 115 KLPILSFMDMSAER/GDMHIQIVDDSGNTVMDE o1, AAD42944.1 ) . . .
11S globulin
D784 26.4/5.33 45.5/7.86 54 HFYLAGNPEDEFR gb|EEF38213.1| legumin B, putative - - -
D785 25.5/5.34 45.5/7.86 74 HFYLAGNPEDEFR/IQSEAGTIESWNPSR gb|EEF38213.1| legumin B, putative - - -
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5. Conclusoées e Perspectivas.

As sementes do pinhdo manso, tal como a semente das Euphorbiaceae em
geral, sédo ricas em lipideos e proteinas armazenadas no endosperma e que sao
mobilizadas durante a germinagao para propiciar o crescimento e desenvolvimento da
plantula (GRAHAM, 2008). No endosperma das sementes, ha a predominancia de
uma classe de proteinas, chamadas genericamente de proteinas de reserva que se
distribuem entre diferentes classes quando o fator solubilidade é levado em
consideragdo: albuminas, globulinas, prolaminas, etc. Geralmente, cada tipo particular
de semente possui uma categoria de proteina de reserva que tem uma predominancia
sobre as demais classes. Nas sementes de leguminosas, por exemplo, predominam
as globulinas, enquanto que nos cereais predominam as glutelinas (SHEWRY, 1995).
Assim, quando da extracdo de proteinas do endosperma utilizando solventes capazes
de extrair todas os tipos de proteinas, ha predominancia, no extrato protéico, das
proteinas de reserva, o que eclipsa a maioria das outras classes de proteinas. Por
esta razdo, a identificagdo de proteinas de reserva a partir de géis bidimensionais
preparados com tal tipo de fracdo protéica é tarefa simples, mas a identificagdo de
proteinas que n&o as de reserva, € tarefa rigorosamente impossivel. No presente
trabalho nés mostramos que a obtengao de fragdes protéicas baseadas em critério de
solubilidade, adequa-se bem a uma estratégia protedmica baseada em eletroforese
bidimensional. Os géis de referéncia preparados a partir de cada uma das fragdes
disponibilizam centenas de spots para serem processados e analisados no
espectrédmetro de massa. Esta estratégia podera ser somada a uma outra na qual
cada um dos tipos de fragbes disponiveis & submetido a cromatografias
multidimensionais, em sistemas acoplados ao espectrémetro de massa.

Neste trabalho, a percentagem de sucesso na identificagdo dos spots foi
relativamente baixa, mas isto pode ser melhorado ndo apenas por um maior rigor na
etapa de processamento das amostras especialmente na digestdo com tripsina, como
também no uso de estratégias alternativas de identificagdo de proteinas, através, por
exemplo, do sequienciamento de novo. Outro fator importante para a baixa taxa de
identificagao foi o reduzido nimero de informagao sobre sequéncias génicas do pinhao
manso disponiveis nos bancos de dados. Muito embora este fator tenha sido
parcialmente minorado pelo acesso que tivemos a um banco de ESTs de sementes
em desenvolvimento e de sementes em germinagdo, o numero de sequéncias
disponiveis é pequeno, limitando assim as possibilidades de se obter o proteoma

completo do endosperma. Recentemente, 13.000 ESTs de pinhdao manso foram



94

depositadas no banco do NCBI o que ira possibilitar a identificacdo de uma quantidade
e uma variedade maior de proteinas a partir dos dados coletados neste estudo.

Os dados aqui apresentados, foram também importantes para mostrar que as
combinacdes de estudos protedmicos e transcriptdmicos, oferecem uma oportunidade
interessante para que se possam estabelecer as vias biossintéticas de 4cidos graxos e
dos ésteres de forbol, os principais componentes toxicos das sementes de pinhao
manso. Como estes compostos sado sintetisados nos plastideos, o isolamento destas
organelas nas sementes em desenvolvimento e o estabelecimento de seu proteoma,
sera condicdo sine qua non para o delineamento da rota biossintética destes
compostos.

Outro passo que deve ser dado € o refinamento dessas e de outras fragbes de
grupos distintos de proteinas utilizando técnicas de fracionamento mais sofisticadas e
menos laboriosas como cromatografias multidimensionais acoplados ao espectrometro
de massa. Assim as identificagbes poderao ser mais rapidas e praticas, e uma
quantidade muito maior de proteinas poderdo ser identificadas, estabelecendo
proteomas mais abrangentes o que permitira uma compreensdo maior da biologia das

sementes do pinhdo manso.
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7. ANEXO

7.1 Solugao Descorante
Acido acético: Metanol: Agua (1: 3: 6)

7.2 Solugao de equilibrio
Tris/ HCI pH 8,8 50 mM
Glicerol 30 %

Uréia6 M
SDS 2 %
Azul de bromofenol tragos

7.3 Solugao corante Phast gel Blue R-350.
Corante estoque
1 tablete em 80 ml de agua (agito por 10 min.) + 120 ml de metanol (agito até completa
dissolugao, filtragéo)
Corante 0,02%
100 ml de corante estoque + 900 ml de descorante

7.4 Tampao da amostra.

Tris/HCI 1,0 M pH 6,8
Glicerol

SDS 10 %

Azul de bromofenol
Agua (dest.) p/ 50 ml.

7.5 Solugao de glicerol
Metanol 50 %
Glicerol 5 %

7.6 Tampao de extracao
Piridina 50 mM
Tiuréia 10 mM
SDS 1%
pH 5,0 com HCI

7.7 Solugao de reidratacao
Uréia7 M
Tiuréia2 M
DTT* 65 mM
CHAPS* 1 %
IPG Buffer* 0,5 %
Azul de bromofenol* tragos

7.8 Tampao de corrida
Tris 0,25 M
Glicina 1,92 M
SDS 1%
Agua (dest.) p/ 1000 ml.




