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RESUMO

O pinhdo manso (Jatropha curcas L.) merece destaque dentre as espécies oleaginosas
potenciais para producdo de biocombustiveis. A planta apresenta alto teor de 6leo em suas
sementes, e 0 residuo gerado a partir da extracéo do 6leo, sua torta, possui caracteristicas que
podem aumentar o valor econdmico da cultura. No entanto, o uso da torta € limitado devido a
compostos toxicos, os ésteres de forbol (EF). Apesar de bem definida a toxicidade e suas
desvantagens, o melhoramento da espécie, a fim de reduzir esses compostos, ainda ndo é
eficiente devido a falta de informacGes sobre sua biossintese. Este trabalho objetivou o estudo
protedmico de endosperma, folhas e raizes de pinhd manso, de dois acessos com teores
contrastantes de EF, visando identificar proteinas envolvidas na biossintese dos EF e
estabelecer o tecido onde o mesmo € sintetizado. Para tanto, endosperma, folhas e raizes de
pinhdo manso tiveram suas proteinas extraidas em tampao piridina/SDS, passaram por hidrolise
enzimatica fazendo uso de tripsina, e os peptideos obtidos apos a digestdo foram submetidas a
analises quantitativas por espectrometria de massas. Utilizaram-se a marcacgéo isobarica com o
reagente iTRAQ e estratégias livres de marcagdo. A analise protebmica dos trés tecidos resultou
na identificacdo de um total de 5068 proteinas. Destas, apenas 283 sdo compartilhadas entre os
trés tecidos, o que corresponde a 5,6% do total de identificacBes; 115 proteinas sdo exclusivas
de endosperma, 403 exclusivas de folha e 3091 proteinas apareceram exclusivamente em raizes,
considerando os parametros estabelecidos neste estudo. As vias metabdlicas de interesse foram
analisadas, a biossintese de lipideos em endosperma revelou proteinas como oleosinas e lipases
em ambos 0s acessos, e apesar de algumas proteinas relacionadas ao armazenamento de 6leo
terem sido identificadas apenas no acesso de alto teor de ésteres de forbol, a relacdo entre a
toxicidade e a producdo de 6leo ndo pode ser bem estabelecida sem testes adicionais. Nas
folhas, as proteinas relacionadas a biossintese de proteinas foram as mais abundantes, seguidas
daquelas relacionadas a fotossintese, com destaque para o acesso de alto teor de ésteres de
forbol. Quando verificada a sintese de terpenos, a maior parte das proteinas identificadas estava
localizada nas raizes de pinhdo manso, dentre elas identificamos proteinas como o geranil
geranil difosfato sintase e a enzima casbeno sintase, ambas envolvidas na biossintese de
precursores de diterpenos, ressaltando que a casbeno sintase ndo havia sido verificada em
analises protedmicas nesta espécie até o momento. Ainda nas raizes também foram
identificados transportadores de terpenos. Os resultados obtidos nesse estudo sugerem que 0S

ésteres de forbol apesar de acumulados nas sementes de pinhdo manso, sao sintetizados em suas



raizes e transportados para as demais partes da planta. Sendo assim, tais resultados servem como
subsidios para estudos posteriores que visem a reducdo dos componentes toxicos na cultura, 0

que garantird o melhor aproveitamento de seu potencial.

Palavras-chave: Biossintese. Casbeno sintase. Sementes oleaginosas. Protedbmica.

Terpenoides.



ABSTRACT

Jatropha curcas L. is worth mentioning among the oleaginous species potential for the
production of biofuels. The plant presents high oil content in its seeds, and the residue generated
from the extraction of the oil, its pie, has characteristics that can increase the economic value
of the crop. However, the pie use is limited due to toxic compounds, phorbol esters (PE).
Although the toxicity and its disadvantages are well defined, the breeding of the species in order
to reduce these compounds is still not efficient due to the lack of information about its
biosynthesis. This work aimed at the proteomic study of endosperm, leaves and roots of
jatropha, of two accessions with contrasting levels of PE, in order to identify proteins involved
in the biosynthesis of such compounds and establish the tissue where it is synthesized. For this
purpose, endosperm, leaves and roots of physic nut had their proteins extracted in pyridine /
SDS buffer, underwent enzymatic trypsin hydrolysis, and the peptides obtained after the
digestion were submitted to quantitative analysis by mass spectrometry using isobaric labeling
with the ITRAQ reagent as well as free labeling strategies. Proteomic analysis of the three
tissues resulted in the identification of a total of 5068 proteins. Of these, only 283 are shared
between the three tissues, corresponding to 5.6% of the total identifications; 115 proteins are
endosperm exclusive, 403 leaf exclusive and 3091 proteins appeared exclusively in roots,
considering the parameters established in this study. Metabolic pathways of interest were
analyzed, liposome biosynthesis in endosperm revealed proteins such as oleosins and lipases in
both accesses, and although some oil storage related proteins were only identified in the high-
content access of phorbol esters, the correlation between toxicity and oil production can not be
well established without additional testing. In the leaves the proteins related to protein
biosynthesis were the most abundant, followed by those related to photosynthesis, with
emphasis on the high content of phorbol esters. When the synthesis of terpenes was verified,
most of the identified proteins were located in the jatropha roots, among them we identified
proteins such as geranil geranyl diphosphate synthase and the casbene synthase (CS), both
involved in the biosynthesis of diterpene precursors, emphasizing that the CS has not been
verified in proteomic analyzes in this species until the moment. Also, in the roots, terpene
transporters were also identified. The results obtained in this study suggest that the phorbol
esters, although accumulated in jatropha seeds, are synthesized in their roots and transported to
the other parts of the plant. Therefore, these results serve as subsidies for further studies, aimed

at reducing the toxic components in the crop, which guarantees the best use of its potential.



Keywords: Biosynthesis. Casbene synthase. Oil seeds. Proteomics. Terpenoids.
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1 INTRODUCAO

O uso de tecnologias como a gaseificacdo, pirdlise, fermentacdo, dentre outras, para
obtencdo de biocombustiveis esta em evidéncia desde a constatacdo da escassez de reservas de
combustiveis fdsseis, aliada a conscientizacdo da necessidade da manutencdo de recursos
naturais. Os combustiveis oriundos de fontes renovaveis, além de garantir a manutencdo da
demanda energética no setor, minimizam os efeitos prejudiciais ao meio ambiente, resultantes
da utilizacdo de combustiveis derivados do petrdleo.

E cada vez maior o nimero de pesquisas que objetivam o uso dos biocombustiveis em
substituicdo e/ou adicdo aos combustiveis de origem féssil. O Brasil aparece com grande
potencial devido a sua ampla gama de culturas agricolas, fontes de matéria prima para produgao
de biocombustiveis. Além disso, possui posicdo geografica privilegiada em relagdo a outros
paises, que lhe garante sol o ano inteiro e alta disponibilidade de terras para uso agricola
(ZANETTI; MONTI ¢ BERTI, 2013).

Espécies como a soja (Glycine max (L.) Merril), canola (Brassica napus L.), dendé (Elaeis
guineensis L.), pinhdo-manso (Jatropha curcas L.), (LONG et al., 2015), além do algodao
(Gossypum hirsutum L.), coco (Cocos nucifera L.) (LAFONT et al., 2015) e ainda a mamoneira
(Ricinus communis L.) (IJAZ et al., 2016), amendoim (Arachis hypogea L.) e girassol
(Helianthus annus L.) (KUMAR; SHARMA, 2016), estdo entre as principais culturas com
potencial para producao de biodiesel.

Dentre essas culturas, aquelas que ndo sdo usadas ou pouco sdo usadas para fins
alimenticios, merecem atengdo especial por nao apresentarem conflito de interesses no seu
cultivo. Isso deve-se a preocupacdo quanto a utilizacdo de Oleos vegetais alimenticios na
produgdo de biocombustiveis vir a acarretar a escassez desses 6leos, além da elevacao de seus
precos (ARAUJO et al., 2014). Neste cenario, o pinhdo manso (Jatropha curcas L.) tem se
destacado em relagdo a outras culturas (FASSINOU et al., 2010).

Pertencente a familia das euforbiidceas, a mesma da mamoneira, mandioca e seringueira,
o pinhdo manso possui sementes com teor de 6leo em torno de 40-50%, que pode ser misturado
diretamente com petro-diesel ou transesterificado para uso como biodiesel. O 6leo de suas
sementes apresenta caracteristicas desejaveis para a produgdo de biodiesel, como baixa acidez,
baixa viscosidade e boa estabilidade. Dentre os subprodutos resultantes de sua extragdo, a casca
pode ser utilizada como fonte de energia calorifica para a fabricagdo do biodiesel e producgao
de biocombustivel de segunda geragdo. J& a torta, devido ao seu alto teor proteico, ¢ fonte

potencial na alimentacdo animal, podendo inclusive, substituir a soja, agregando, assim, valor
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economico a cultura (MAKKAR, BECKER, 2009; MANURUNG et al., 2009; MARAVI et al.,
2015).

Além do alto teor de 6leo, diversas caracteristicas fazem do pinhdo manso a oleaginosa
mais procurada para produgdo de biodiesel, dentre aquelas ndo comestiveis. Sao elas: seu curto
periodo de desenvolvimento, maior resisténcia a seca ¢ doengas em relagdo a outras culturas,
baixo custo de sementes e facil adaptacao em solos degradados considerados inaptos para uso
com culturas alimenticias (FAIRLESS, 2007; TATIKONDA et al., 2009; MARAVI et al., 2015).
No entanto, a presenga de compostos toxicos, como os ésteres de forbol (diterpenos policiclicos,
em que dois grupos hidroxila sobre 4tomos de carbono vizinhos sdo esterificados a acidos
graxos), limitam o uso de sua torta na alimentagao animal (GOEL et al., 2007; GOMES et al.,
2018).

Estdo disponiveis na literatura, estudos que objetivam a reducdo dos componentes
toxicos emJ. curcas a niveis toleraveis. Alguns estudos usam microrganismos para fermentagao
e degradagdo dos ésteres (PHENGNUAM & SUNTORNSUK 2013; SHARATH et al, 2014;
ZHANG et al., 2016; a). Outros apostam na atividade hidrolitica de enzimas como a lipase
(HIDAYAT et al., 2014) e a esterase (NAKAO et al., 2015). Todas essas abordagens sao
promissoras, mas ainda nao sdo aplicadas em larga escala por demandarem tempo e
apresentarem custos elevados.

Ciéncias como genOmica, transcriptdmica, metabolomica, protedmica, dentre outras,
buscam o entendimento do funcionamento celular dos organismos e suas alteragdes biologicas.
Em especial a protedmica, lida com a identificagcdo e quantificagdo de todas as proteinas de um
proteoma, incluindo as suas modificagdes poOs-traducionais, isoformas, proteoformas e
localizagdo subcelular (RAMPITSCH; BYKOVA 2012). Esta ciéncia consiste no estudo do
proteoma utilizando técnicas de separagdo e identificacdo, tais como: eletroforese,
cromatografia, espectrometria de massas e bioinformatica (HEIN et al., 2013; EMIDIO et al.,
2015). Os avangos obtidos fazendo uso da protedmica, aliada a espectrometria de massas,
podem ser a chave na obten¢do de respostas quanto as rotas biossintéticas dos compostos
toxicos do pinhdo manso.

Nesse estudo, fizemos uso da protedmica baseada em espectrometria de massas em
endosperma, folhas e raizes de pinhdo manso de diferentes acessos, sendo uma com alto teor
de ésteres de forbol e outra de baixo teor de ésteres de forbol. Foi feito uso de cromatografia
bidimensional, onde inicialmente as amostras passavam por cromatografia liquida em coluna
de fase reversa em pH bésico e eram posteriormente submetidas a uma nano cromatografia em

coluna de fase reversa em pH 4acido acoplado ao espectrometro de massas. Diferentes
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equipamentos e abordagens foram aplicadas, dependendo do tecido em estudo e do nosso
objetivo quanto ao mesmo, além de andlises que garantiram respostas tanto qualitativas quanto
quantitativas de nossos dados. Estudos anteriores desenvolvidos por nosso grupo foram
tomados como suporte para o desenvolvimento deste trabalho, os mesmos apontam que a
sintese dos ésteres de forbol ¢ realizada em tecidos como folhas e raizes e entdo direcionados

para as demais partes da planta, como os frutos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Obter o proteoma de endosperma, folhas e raizes de dois acessos de pinhdao manso (J.
curcas) com teores contrastantes de ésteres de forbol e a partir disso identificar o tecido/o6rgao

no qual os ésteres de forbol sdo sintetizados.

2.2 Objetivos especificos

- Comparar os proteomas de endosperma, folhas e raizes de acessos de pinhdo manso com teores
contrastantes de ésteres de forbol;

- Quantificar relativamente as proteinas observadas simultaneamente em ambos 0s acessos;

- Identificar o 6rgdo/tecido onde as proteinas relacionadas a sintese dos ésteres de forbol sdo
expressas;

- Auxiliar na identificacdo do local de sintese dos ésteres de forbol gerando o entendimento das

vias biossintéticas de sintese desses compostos na espécie em questao.
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 Jatropha curcas L.

3.1.1 Caracteristicas da planta

O pinhdo manso (Jatropha curcas L.) ¢ pertencente a familia das euforbidceas, uma
espécie perene, que apesar de sua origem nao estar bem esclarecida, acredita-se que seja
originaria do México e da América Central e distribuida na Africa, América Latina, India e
Sudeste Asiatico (EDRISI et al., 2015; PANDEY et al., 2012). Arbusto de crescimento rapido,
caducifdlio e sua altura normal ¢ de dois a trés metros, podendo alcangar até cinco metros em
condigdes especiais (DOMERGUE e PIROT, 2008).

Seus frutos sdo do tipo capsula ovoide, com diametro de 1,5 a 3,0 cm, trilocular,
contendo, por via de regra, trés sementes, sendo uma semente por loculo, formada por um
pericarpo ou casca dura e lenhosa indeiscente. Apresentam inicialmente coloracdo verde,
passando a amarelo, castanho e por fim preto, quando atinge o estado de maturagdo. As
sementes apresentam apreciaveis teores de 6leo, em torno de 40 a 50%, que representam entre
53 ¢ 79 % do peso do fruto (DIAS et al., 2007). O tegumento € rijo e quebradico, de fratura
resinosa. Debaixo do involucro da semente existe uma pelicula branca cobrindo a améndoa, o
albimen ¢ abundante, branco, oleaginoso, contendo o embrido provido de dois largos
cotilédones (DOMERGUE e PIROT, 2008).

A planta possui tronco com didmetro aproximado de 20 cm, este € dividido desde a base
em compridos ramos, com inumeras cicatrizes causadas pela queda das folhas na estagdo seca,
que ressurgem logo apos as primeiras chuvas. Suas raizes sdo curtas e apresentam pouca
ramificacdo (uma raiz principal e quatro raizes laterais), caule liso, de lenho mole e medula
desenvolvida, mas pouco resistente. As folhas apresentam coloragdo esverdeada, esparsas e
brilhantes, largas e alternas, em forma de palma com trés a cinco lobulos e pecioladas, com
nervuras esbranquicadas e salientes na face adaxial (DOMERGUE e PIROT, 2008;
OPENSHAW, 2000).

Espécie monoica, ou seja, apresenta na mesma planta sexos separados. As flores
masculinas ocorrem em maior nimero, ocupam as extremidades das ramificacdes e sdo
largamente pedunculadas. As flores femininas sdo ligeiramente maiores que as masculinas, de
coloracdo amarelo-esverdeadas, ocupam o centro das ramificagdes e possuem pedinculo mais

curto em relagdo as flores masculinas (DOMERGUE e PIROT, 2008).
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A produtividade do pinhdo manso vai variar de acordo com a regido de plantio, o método
de cultivo, a irrigagdo e a fertilidade do solo. Com produtividade maxima ocorrendo aos cinco
anos de cultivo, a planta pode sobreviver por até 50 anos. A maturagdo de seus frutos ocorre em
média de 30 a 45 dias, observando-se as alteracdes na cor, do verde ao amarelo, ao marrom e,
por fim, para o preto (DRANSKI et al. 2010). Mesmo sendo considerada uma planta rustica,
condi¢des desfavoraveis ao seu cultivo, como necessidades hidricas e¢ nutricionais afetam
diretamente sua produtividade (ABHILASH et al., 2011; EDRISI et al., 2015).

Apesar de seus beneficios, o pinhdo-manso ainda estd em fase de domesticacao e sua
margem de lucro observada a partir do cultivo dessa cultura ainda ¢ pequena (LONG et al.,
2015). Nao ha cultivares e sistemas de cultivo validados para diferentes regides produtoras do
pais; assim, o desenvolvimento de cultivares ¢ necessario para que a espécie se consolide como

alternativa para a producgdo de biodiesel em um futuro proximo (LAVIOLA et al., 2014).

3.1.2 Importéancia econémica

Diversas atividades farmacoldgicas sdo atribuidas a muitas espécies pertencentes a
familia das euforbiaceas (SALATINO et al., 2007;). Dentre as diferentes espécies, o pinhao
manso merece destaque especial, uma vez que varias partes da planta podem ser usadas para
fins medicinais em seres humanos e animais domésticos, além dos usos fitossanitarios na
agricultura, exercendo grande importancia entomobotanica, econdmica e ecologica (KUMAR
e TEWARI, 2015; RAHMAM et al., 2014).

Os subprodutos do pinhao manso podem ser usados para fins diversos: extratos de folhas
de pinhdo manso apresentam caracteristicas inseticidas e larvicidas contra Culex
quinquefasciatus, Anopheles stephensi e Aedes aegypti (CANTRELL et al., 2011;
SAKTHIVADIVEL e DANIEL, 2008), o 6leo extraido de seus frutos ¢ usado na producao de
sabao e biodiesel (KOH ¢ GHAZI, 2011; OPENSHAW, 2000; ), efeitos anti-inflamatorios
foram obtidos a partir de extratos de raizes e folhas (GUBITZ ef al., 1999; MUJUMDAR;
MISAR., 2004; OLUKUNLE et al., 2011; OTHMAN et al., 2015), e ainda efeito anti-
helmintico a partir de extrato de sementes ( MONTEIRO et al. 2011). De interesse agricola, sao
os extratos produzidos a partir do dleo extraido dos frutos de pinhdo-manso que podem ser
aplicados no controle de fitopatdgenos e pragas, tendo agdo pesticida (RATNADASS; WINK,
2012), inseticida (ALONSO; SANTOS, 2013).

O pinhdo manso ¢ apontado também como importante fitorremediador e bioacumulador.

Estudos relatam que a espécie foi capaz de extrair metais pesados como A/, Fe, Cr, Mn, Ar, Zn,
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Cd e Pb de solos contaminados (JUWARKAR et al., 2008; KUMAR et al., 2008;
MANGKOEDIHARDJO et al., 2008; YADAV et al., 2009). Foi observada sua atuagao indireta
na remoc¢ao de hidrocarbonetos de solos contaminados por residuos de petroleo, quando seus
exsudados radiculares favoreceram a proliferacio de microrganismos que degradam
hidrocarbonetos (AGAMUTHU et al., 2010). Ha relatos também de que seu potencial extrator
de metais pesados pode ser aumentado muitas vezes, se adicionados ao solo agentes quelantes
como o EDTA (JAMIL et al., 2009).

O alto teor de 6leo das sementes, que caracteriza a cultura como potencial na producao
de biocombustiveis, ¢ sem duvida, o atributo que gerou interesse mundial no pinhdo manso, €
¢ a principal caracteristica de importancia econdmica para a cultura. Sdo varios paises
apostando em pesquisas para o aproveitamento da cultura: o Reino Unido (JANAUN e ELLIS,
2010), a China (YE et al., 2009; LIU et al., 2012), a Malasia (KOH e GHAZI, 2011), a Suécia
(ARVIDSSON et al., 2011), a Tailindia (SIRIWARDHANA ef al., 2009), a india (BORA e
BARUAH, 2012) e o Brasil (LAVIOLA et al., 2014).

O processamento das sementes de pinhdo manso para extragdo do 6leo, matéria prima
na produgdo de biocombustiveis, gera subprodutos que agregam valor a cultura, a casca ¢ a
torta. A torta pode substituir a soja na alimentacdo animal, se for submetida a um processo de
desintoxicagdo, por exemplo. Considerando a importancia da soja na alimentacdo humana e seu
valor no mercado, principalmente a niveis de importagdo, essa substituicdo ¢ vantajosa em todos
os setores da cadeia (MAKKAR; BECKER, 2009; DUBEY et al., 2011).

Atorta ¢ gerada no momento da prensagem para obtencao do dleo e é rica em nitrogénio,
fosforo e potassio. Essas propriedades proporcionam seu uso como fertilizante direto em folhas,
frutas, vegetais de tubérculos (MOHAPATRA E PANDA, 2011; SRINOPHAKUN et al., 2012)
e um adubo verde para arroz (KUMAR; SHARMA, 2008; GUEDES et al., 2014). A casca ainda
pode ser usada na geracdo de energia, por meio da combustdo das mesmas para secagem de
améndoas de J. curcas e ainda durante o processo de producao do biodiesel. Além disso, a casca
¢ alvo de estudos para producdo de biocombustivel de segunda geracao, o bio-6leo de pirdlise

rapida (MANURUNG et al., 2009; KRATZEISEN et al., 2013).

3.1.3 Toxicidade do Pinhdo manso

A toxicidade das sementes de J. curcas deve-se a presenca de fatores proteicos e nio

proteicos que causam danos a satide animal e humana. A presenga de diterpenos (ésteres de
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forbol), proteinas inativadoras de ribossomos (RIP; curcinas), saponinas, inibidor de tripsina,
inibidores de protease, curcaina, jatrofidina, fitatos, alcaloides, lectinas, lignanas, taninos, latex
e peptideos ciclicos sdo componentes toxicos, alergénicos e antinutricionais, esses limitam o
aproveitamento do pinhdo manso, principalmente da torta resultante da extracdo do seu 6leo
(GOMES et al., 2018; MAKKAR et al., 1997; SABANDAR et al., 2013).

A curcina pertence ao grupo das lectinas e € uma proteina com acdo semelhante a da
ricina da mamona, exibindo, in vitro, efeito inibitério na sintese proteica. A curcina é
considerada proteina de inativagao de ribossomos (RIPs) do tipo I, e foi isolada de endosperma
de J. curcas e possui uma cadeia simples, com massa molecular de 28,1 kDa. Em estudos
realizados em sementes de J. curcas, onde a curcina foi isolada, a mesma foi caracterizada como
uma proteina basica importante, que constitui cerca de 20% do total de proteinas soliveis em
sementes. A agdo toxica da curcina estd associada a sua ingestao, atuando na inibi¢cao da sintese
proteica (BARBIERI et al., 1993; LIN et al., 2016; ZHANG et al., 2017).

Os antinutrientes sdao definidos por MAKKAR, (MAKKAR, 1993) como substancias
que, sozinhas ou devido a geracdo de seus produtos metabdlicos nos seres vivos interferem na
utilizagdao de alimentos ou ragdes, afetam a saude e reproducdo dos animais e levam a morte
quando ingeridos em altos niveis. Os fitatos e saponinas se ligam a minerais essenciais como o
calcio, magnésio, ferro e zinco, impedindo que sejam absorvidos pelo organismo e por isso
considerados antinutricionais (DEVAPPA, MAKKAR, BECKER 2010).

Os inibidores de protease sdao substancias antinutrientes generalizadas, presentes em
muitos ingredientes nutricionais derivados de plantas, em especial os inibidores de tripsina que
causam a reducdo na digestibilidade das proteinas (DEVAPPA, MAKKAR, BECKER 2010).
As lectinas podem localmente, interferir na digestdo e absor¢do de nutrientes, estimular
mudancas na flora bacteriana e modular o estado imunolégico do trato digestivo.
Sistematicamente, eles podem interromper o metabolismo de lipidios, carboidratos e proteinas,
promover o aumento e / ou a atrofia dos principais 6rgaos e tecidos internos e alterar o status
hormonal e imunolégico (VASCONCELOS; OLIVEIRA, 2004).

Os ésteres de forbol daqui por diante denominados com a sigla (EF), sdo considerados
os principais componentes toxicos presentes nas sementes de J. curcas. Estudos demonstraram
que os EF apresentam diferengas significativas quando comparado o seu teor entre espécies
toxicas e ndo toxicas. Em contrapartida, curcinas, inibidores de tripsina e lectinas apresentaram
teores semelhantes em ambas as espécies (HE et al., 2011; MAKKAR; ADERIBIGBE;
BECKER, 1998).
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3.1.4 Esteres de forbol

As plantas produzem numerosos compostos, estes sao classificados como metabodlitos
primarios e secundarios ou produtos naturais (CROTEAU; KUTCAHN; LEWIS, 2000). A
sintese quimica, biossintese e atividades biologicas dos metabolitos secundarios de plantas tem
sido alvo de estudos devido a aplicagdo destes na medicina, agricultura e nas industrias. No
entanto ainda se sabe relativamente pouco sobre seus reais papéis na natureza (GERSHENZON;
DUDAREVA, 2007). Os metabolitos secundarios das plantas podem ser divididos em 3 grandes
categorias: (a) terpenos ou terpenoides, (b) alcaldides e (c) compostos fenolicos. Sendo os
compostos classificados como terpenos a maior e mais diversificada classe de produtos naturais,
tendo em torno de 25000 estruturas ja relatadas (MAKKAR, 2016).

Alguns terpenos possuem funcdo fisiologica bem determinada, como por exemplo,
esterois (componentes da membrana, hormonios) e os carotendides (pigmentos fotossintéticos
e antioxidantes). Muitos terpenos atuam como toxinas, inibidores do crescimento ou
impedimentos para microrganismos e animais. O ataque de insetos herbivoros em plantas,
podem causar a liberagao de terpenos e também induzir a liberacdo de sinais que atraem
espécies predadoras (KESSLER; BALDWIN, 2001). A atuacao de terpenos como mensageiros
quimicos foi demonstrada por Cheng e colaboradores, que relatam a influéncia dos terpenos na
expressao de genes envolvidos em funcdes defensivas de plantas ou influenciando a expressao
génica de plantas vizinhas (CHENG et al., 2007). Entre os terpenos, os compostos diterpendides
dominaram a area de pesquisa nas espécies de pinhdo manso com relagdo a suas novas
estruturas quimicas e valores medicinais. Plantas de pinhao-manso contém uma rica fonte de
diterpenos ciclicos com esqueletos de tigliano, casbeno, dafanano, latirano, jatrofano,
podocarpano e rhamnofolano. Os diterpenos verificados em J. curcas estdo descritos na Tabela

1.
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Tabela 1. Diterpendides descritos em J. curcas (Adaptado de Sabandar et al., 2013)

Tecido na

Nome Tipo de Referéncia Estrutura
diterpeno planta
Jatropherol | o ]
Tigliano Sementes  Jing et al., 2005
] Naengchomnong
Jatropholone B Casbeno Raiz
et al., (1994)
20—
) ) Naengchomnong
Hydroxyjatrophol Casbeno Raiz
et al., (1994)
one
] Naengchomnong
Jatrophol Casbeno Raiz
et al., (1994)
Jatrophalactam Casbeno Raiz Wang et al., 2009
) Naengchomnong
Curcusones A Dafanano Raiz
et al., (1986a)
) Naengchomnong
Curcusones B Dafanano Raiz
et al., (1986a)
) Naengchomnong
Curcusones C Dafanano Raiz

et al., (1986a)
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Ri= CH3; R.,= OH
] Naengchomnong  Ri~
Curcusones D Dafanano Raiz :
et al., (1986a)
(o]
Ri= OH; R,= CH3
_ _ Naengchomnong Py
Curculathyrane A Latirano Raiz H
et al., (1986b) o ]
] ] Naengchomnong
Curculathyrane B Latirano Raiz .
et al., (1986b)
15-O-acetyl-15- .
. Ravindranath et
epi-(4E)- Latirano Parte
jatrogrossidentadi aérea al., (2004)
one
(14E)-14-0-5,6- Lati Parte Ravindranath et
epoxyjatrogrossid atirano .
ontadione aérea al., (2004)
Rz
R1 = a-OH; R, = OAc
3b-Acetoxy-12-
methoxy-13- .
Ravindranath et
methyl- Podocarpano Parte
podocarpa- aérea al., (2004)
8,11,13- triene-7-
one
3b,12-Hydroxy- .
13-methyl- Podocarpano Parte Ravindranath et
podocarpa- aérea al., (2004)
8,10,13-triene
Iso'atrgplr;)ssidio Rhamnafolane Parte Ravindranath et
) r?e aérea al., (2004)
2-epi- Parte Ravindranath et
Hydroxyisojatrog Rhamnafolane aérea al., (2004)

rossidione

R:= CH3; R,= OH
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o . Ling-yi et al.,
Caniojane Rhamnafolane Raiz
(1996)
. ] Chianese et al.,
Spirocucarcasone Rhamnofolane Raiz
(2011)
Jatrophalactone  Rhamnofolane Raiz Liu et al., (2012)
Jatrophalone Rhamnofolane Raiz Liu et al., (2012)
Jatrophadiketone  Rhamnofolane Raiz Liu et al., (2012)
) Dinorditerpen Parte Ravindranath et
Heudelatinone
0S aérea al., (2003)
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Os ésteres de forbol (EF) sdo substancias naturais comumente encontradas em espécies
de plantas das familias Euforbiaceae e Timelacaceae. Podem atuar como analogos do
diacilglicerol (DAG), um potente ativador da proteina quinase C (PKC), para amplificar a
eficacia dos carcindgenos (GOEL et al., 2007; DEVAPPA et al., 2010). A toxicidade dos EF ¢
em geral alta, mesmo em baixas concentragdes, podendo ativar vias celulares diferentes em
cada espécie animal afetada, levando a sintomas especificos em tecidos animais que variam de
tumor a inflamagdo, a diferenciagdo celular e a apoptose (GOEL et al., 2007, GOMES et al.,
2018; OSKOUEIAN et al., 2012).

Os ésteres de forbol sdo compostos de um diterpeno tetraciclico, denominado tigliano
(12-deoxi-16-hidroxiforbol), e dois &cidos graxos, que sdo esterificados nas posicdoes C13 e C16
do esqueleto tigliano (GOMES et al., 2018; HAAS; STERK; MITTELBACH, 2002; OHTANI
et al.,2017). O tigliano ¢ o radical alcool fundamental do EF (forbol-12-miristato-13-acetato),
contém quatro anéis (A — D), € pouco abundante, extremamente instavel e susceptivel a
oxidacao, hidrdlise e transesterificacdo (HAAS; STERK; MITTELBACH, 2002;).

Em J. curcas, até o momento foram encontrados seis derivados de éster de forbol de
esqueleto tigliano (Figura 1), todos com a mesma estrutura primaria de um 12-desoxi-16-
hidroxiforbol. Sao referidos como fatores C1-C6 de Jatropha, de acordo com a distribuicao de
carbono em suas cadeias laterais (GOMES et al., 2018 HAAS; STERK; MITTELBACH,
2002).

A via biossintética desses EF ainda é mal compreendida. A analise da expressao
diferencial de genes envolvidos no desenvolvimento e germinacdo de sementes em J. curcas
levou a identificacdo de genes potencialmente envolvidos na biossintese de EF, dentre eles estéo
incluidos genes que codificam para a sintese de terpenos como o farnesil-difosfato sintase
(FPS2) e a geranil geranil difosfato sintase (GGDP) (COSTA et al., 2010). Estudos recentes
evidenciaram os terpenoides com esqueletos tigliano, jatrofano, latirano e ingenano tem sua
sintese iniciada através da enzima casbeno sintase convertendo o geranil geranil difosfato (GPP)
nestes diterpenos (Figura 2) (KING et al., 2014; LI et al., 2015).

Os genes da casbeno sintase JcCCASA163 e seu homdlogo JcCASD168 foram
identificados em Jatropha, com anélises de transcriptoma relatando a expressdo de JcCCASD168
exclusivamente em sementes, enquanto JcCCASA163 pode ser expresso em sementes, folhas e
inflorescéncias. Quando regulado negativamente, o gene JcCCASA163 sozinho ou ambos o0s
genes, resulta na reducéo acentuada do contedo de EF nas sementes. Tais resultados sugerem

0 casbeno como precursor de ésteres de forbol e a casbeno sintase como um ponto de
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intercepcdo adequado para gerar plantas transgénicas com baixo ou nenhum contedo de EF
(LI et al.,2016).

Apesar dos primeiros estudos com a casbeno sintase terem sido realizados em Ricinus
communis, estudos de uma proteina de J. curcas homéloga a CS (JcCSH), que apresenta alta
identidade de sequéncia com CS de R. communis, demonstraram que esta proteina esta
localizada no cloroplasto e que possui 0 motivo DDXXD conservado entre terpeno ciclases
(NAKANO et al., 2012).



35

Figura 1. Estruturas quimicas dos ésteres de forbol encontrados no 6leo de sementes de J. curcas
(Adaptado de Gomes et al., 2018 e Haas et al., 2002
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Figura 2. Via dos produtos formados a partir do geranil geranil difosfato e possiveis enzimas envolvidas
(Adaptado de King et al., 2016; Luo, et al. 2016; Nakano et al., 2012)

OPP

. Casbeno - 5,6-oxidase
Casbeno sintase
Casbeno - 9-oxidase

v

) ) Alcool desidrogenase
Geranilgeranil Casbeno J
pirofosfato
12-hidroxi-16-deoxiforbol
R1=R2=0OH
Latirano

\

— — — —

Tigliano
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Estudos demonstraram que duas enzimas pertencentes ao complexo citocromo P450,
casheno-5-oxidase e casheno-9-oxidase, e a alcool desidrogenase sdo responsaveis pela sintese
do composto diterpendide latirano jolkinol. Essas enzimas catalisam a oxidagdo do casbeno nas
posicdes 5 e 9, 0 que é conservado em diversos diterpendides, inclusive no EF (KING et al.,
2016; KING et al., 2014; LUO et al., 2016).

A biossintese dos ésteres de forbol foi relatada em tecidos maternais como o tégma ou
integumento interno, nos estagios finais do desenvolvimento de sementes. Analises sobre a
distribuicdo de EF em sementes de J. curcas, demonstraram que embora a maior parte do EF
estivesse presente dentro do endosperma de sementes maduras, a maior concentracdo desses
diterpendides estava presente na camada interna do revestimento da semente, derivada da mée,
denominada tégma. O tégma que contém em torno de 26 a 30 células de espessura, é reduzido
a uma camada de células palicadas nas sementes maduras, o que dificulta a separacdo dos
tecidos. Esta reducdo ne camada de células que formam o tégma pode fazer com que os EF
hidrofobicos se difundam no endosperma, o que justificaria a maior parte dos EF serem
encontrados neste tecido. A constatacdo desses fatos levou os autores a indicar que a biossintese
dos ésteres de forbol em J. curcas € uma caracteristica monogénica dominante maternalmente
controlada (HE et al., 2011; KING et al., 2013). No entanto, analises recentes do proteoma de
J. curcas indicaram que essa sintese pode estar ocorrendo em outros tecidos, como folhas ou
raizes, e dai sendo translocados para as sementes em desenvolvimento (NAKANO et al., 2012;
SHAH et al., 2015; SOARES et al., 2014).

3.1.5 Acessos com alto e baixo teor de ésteres de forbol

O teor de ésteres de forbol € variavel em sementes de gendtipos diferentes de J. curcas,
podendo ser categorizados como tdxicos e ndo toxicos (comestiveis), as sementes consideradas
comestiveis foram evidenciadas apenas no México (HE et al., 2011; MAKKAR et al., 1998).
Em sementes toxicas os teores vao variar de menos de 1mg / g até mais de 7 mg / g dependendo
do método quantitativo utilizado (DEVAPPA et al., 2010; MAKKAR et al., 1997, MAKKAR
et al., 2008).

Foram descritas no México variedades livres de ésteres de forbol ou com quantidades
minimas (0,11 mg / g). No estado mexicano de Veracruz ¢ comum o consumo humano de
sementes, torradas ou como pastas e ainda usadas na alimentacdo animal. No entanto, essas
variedades sdo em geral inadequadas para uso na producdo de biodiesel, por apresentarem

rendimento baixo de frutos e alta susceptibilidade a estresses bidticos quando comparadas as
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variedades de alto teor de EF (HE et al, 2011; MAKKAR et al., 1997, MAKKAR;
ADERIBIGBE; BECKER, 1998; MAKKAR; MARTINEZ-HERRERA; BECKER, 2008).

Um estudo avaliando a toxicidade em relacao ao teor de 6leo demonstrou que dentre as
trés variedades estudadas: Malasia, India e Indonésia com 0,23%, 0,58% e 1,58% teor de ésteres
respectivamente, apresentaram concentracdes de oleo de 33,73%, 30,5% e 32,7% o que
demonstra que essa relagdo toxicidade - teor de 6leo, ainda ndo estd bem estabelecida e necessita
de maiores estudos (AHMED; SALIMON, 2009).

A analise protedmica em genotipos oriundos de seis regides da China, demonstrou que
os derivados de EF (fatores C1-C6) podem ter sua concentracao diferenciada dependendo da
regido de cultivo, (1,098 a 2,417 mg / g). Ainda na China quando avaliadas plantas de J. curcas
de 18 regides diferentes as concentragdes apresentaram variagdo de 0,87 a 3,32 mg / g (LIU et
al.,2013; MAKKAR; MARTINEZ-HERRERA; BECKER, 2008; MAKKAR et al., 1997).

Para as variedades toxicas métodos fisicos, quimicos e bioldgicos foram estabelecidos
para extracdo (DEVAPPA et al., 2010) e desintoxicagdo (GUEDES et al., 2014; HE et al., 2017,
KUMAR; MAKKAR; BECKER, 2010).

Um estudo protedmico quantitativo de variedades com teores contrastantes de ésteres
de forbol ¢ de fundamental importancia. Tal estudo pode levar a identificacdo de proteinas que
estejam envolvidas na sintese de ésteres de forbol, assim como o nivel de expressao das
proteinas nas variedades contrastantes e identificar o 6rgdo/tecido de sua expressao. O que pode
resultar na identificacao de genes alvo para estudos de biologia molecular que objetivem reduzir

os niveis de EF em variedades toxicas.

3.1.6 Protedbmica de J. curcas

O termo protedmica passou a ser utilizado na década de 90, a partir dos avangos na
quimica de proteinas, que permitiram a realizagdo de estudos em larga escala das proteinas
expressas pelos genomas. O proteoma de um organismo, tecido ou célula ¢ altamente dindmico
e vai depender inclusive de mudangas ambientais, portanto num dado estudo serdo apresentadas
as proteinas que refletem a expressdo génica naquele momento (RUEBELT, LEIMGRUBER,
et al., 2000).

Estudos protedmicos em plantas tém apresentado significativos avangos na identificagao
de proteinas em Arabidopsis (REICHEL et al., 2016), milho (YU et al., 2017), soja (JHON et
al.,2017); arroz (YE et al., 2015), pinhdo manso (PINHEIRO et al., 2013; SHAH et al., 2015;
SOARES et al., 2014), mamona (TEIXEIRA et al., 2018; NOGUEIRA et al., 2018), na
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quantificagcdo de proteinas em algodao (ZHANG et al., 2016b), milho (DAHAL et al., 2016),
mamao (SOARES et al., 2017), em estudos comparativos, de respostas a diferentes tipos de
estresse e de a¢do de patdgenos em plantas (MUNNER, JEONG, 2015; NAWROT et al., 2017;
LIMA et al., 2016), e em modificagdes pos-traducionais que atuam controlando a atividade e
localizagdo de determinadas proteinas (GUERRA et al., 2015; FRISO et al., 2015).

Em J. curcas, os primeiros estudos protedmicos datam de 2007, onde Liang e
colaboradores fazendo uso de eletroforese bidimensional e LC-MS/MS verificaram a resposta
de plantulas de pinhdo-manso ao estresse pelo frio (LIANG et al., 2007). Desde entdo foram
realizados diversos estudos a fim de obter mais informagdes sobre a cultura. Tecidos como
embrido e endosperma foram estudados comparativamente, foi verificado que as proteinas do
endosperma eram predominantemente enzimas relacionadas ao catabolismo e reservas que
forneciam nutricdo para o embrido em crescimento, enquanto as proteinas especificas do
embrido estavam relacionadas ao anabolismo e utilizavam a nutricdo do endosperma para
crescimento adicional (LIU et al., 2009; LIU et al., 2011).

O estudo de mobilizagdo do 6leo durante a germinacao de sementes de J. curcas
mostraram que o inicio da mobilizagdo de Oleo ocorre durante a germinagdo e,
subsequentemente, o 6leo ¢ consumido durante o desenvolvimento inicial das plantulas.
(YANG et al., 2009). Diversas vias tiveram seu envolvimento determinado na mobilizacao de
6leo em J. curcas, como o ciclo de beta-oxidagdo, ciclo glioxilato, glicolise, ciclo do acido
tricloroacético (TCA), gliconeogénese ¢ vias de pentoses fostfato (YANG et al., 2009; NDIMBA
et al.,2013). Em estudos da composi¢ao protedmica dos corpos oleosos de J. curcas e espécies
relacionadas, as oleosinas foram determinadas como os componentes principais dos corpos
oleosos (organelas responsaveis pelo armazenamento de 6leo). Neste estudo trés oleosinas
(JcOlel, JcOle2, JcOle3) foram isoladas e caracterizadas ao nivel do gene, transcrito e proteina
(POPLUECHAI et al., 2011).

Em 2013, Liu e colaboradores identificaram as proteinas envolvidas no fluxo de carbono
para o acumulo de lipidios em J. curcas (LIU et al., 2013). Investigagdes sobre a fotossintese
C3/C4 em J. curcas mostraram que fosfoenol piruvato carboxilase, conhecido por contribuir
para o metabolismo dos 4cidos graxos e fotossintese, era unico, pois continha apenas seis exons,
enquanto quase todas as plantas contém 10 exons (RAORANE et al., 2013).

Estudos em diferentes areas resultaram em avangos significativos sobre a cultura do
pinhdo manso, seu uso medicinal, aproveitamento de seu 6leo na producdo de biodiesel, os
efeitos e as causas de sua toxicidade. No entanto, a via biossintética dos diterpenos ainda nao

foi elucidada. Estudos protedmicos em plantas de J. curcas realizados pelo nosso grupo em
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plastideos do endosperma de sementes em desenvolvimento, endosperma em diferentes
estagios de desenvolvimento e integumento, identificaram 923, 1760 e 1770 proteinas
respectivamente; contudo, proteinas envolvidas na sintese de ésteres de forbol ndo foram
identificadas (PINHEIRO et al., 2013; SHAH et al., 2015; SOARES et al., 2014). Todavia,
quando realizamos estudos de expressao génica foi demonstrada a expressao de genes como a
casbeno sintase, enzima chave na sintese desses ésteres, especialmente em raizes e folhas
(SOARES, 2014). Dessa forma, observa-se a importancia de um estudo protedmico em raizes
e folhas, na tentativa de encontrar o 6rgao de sintese das enzimas chaves para a biossintese dos
EF. O trabalho que segue apresenta avangos no estudo protedmico de J. curcas e gera subsidios

para estudos que visem a redu¢do de componentes toxicos na cultura.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Obtencéo e propagacao de acessos contrastantes quanto ao teor de ésteres de forbol

No intuito de avaliar os proteomas de acessos contrastantes quanto ao teor de ésteres de
forbol, foram usados dois acessos de pinhdo manso provenientes de locais distintos. Exsicatas
destes dois acessos foram depositadas no Herbario Prisco Bezerra da Universidade Federal do
Ceara, onde foram identificadas como J. curcas e receberam os nimeros EAC 62156 ¢ EAC
62157 para o acesso de alto teor de ésteres de forbol e baixo teor de ésteres de forbol
respectivamente. O primeiro acesso (EAC 62156), com alto teor de ésteres de forbol € oriundo
da Fazenda Experimental Vale do Curu. A fazenda ¢ localizada na CE-020 Km 80, municipio
de Pentecoste — CE, distante cerca de 90 km da capital Fortaleza. Para obtencdo das sementes
de baixo teor de ésteres de forbol, estacas do acesso CNPAE-1002, depositada no Herbario
Prisco Bezerra (EAC 62157), prontas para o plantio foram cedidas pela Embrapa Agroenergia
localizada em Brasilia — DF, as mesmas sdo pertencentes ao Banco de Germoplasma que esta
implantado na Embrapa Cerrados, em Planaltina-DF. Foi realizado o plantio das mesmas em
maio de 2015 na Universidade Federal do Ceara em area experimental localizada no Nucleo de
Ensino e Pesquisa de Agricultura Urbana (Nepau). As estacas foram acondicionadas
inicialmente em sacos de polietileno contendo substrato padrao, onde foram mantidas durante
30 dias. Em seguida transplantadas para a area do plantio.

No caso das plantas com alto teor de EF, daqui por diante denominadas com a
abreviatura (ATEF) foi realizada coleta de frutos maduros entre os meses de novembro de 2015
e abril de 2016. Para o acesso de baixo teor, daqui por diante denominadas (BTEF) a coleta de
frutos foi feita entre os meses de marco e junho de 2016, cerca de oito meses apds o plantio. No
ato da coleta era verificada a coloragao marrom dos frutos, que ¢ indicativo de maturagdo, bem
como verificagdo visual de frutos saudaveis; ou seja, sem ocorréncia de pragas, doengas ou
deficiéncia nutricional. Os frutos maduros foram mantidos em casa de vegetagdo para secagem
por um periodo aproximado de 72h, e quando secos apresentavam deiscéncia espontanea dos
frutos. As sementes foram separadas dos frutos e levadas ao laboratorio para pesagem e
armazenamento. No ato da pesagem, eram selecionadas sementes com peso igual ou superior a

0,6g, e as mesmas eram armazenadas a 4°C.
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4.2 Processamento de endosperma

A casca da semente foi retirada e foi feita a separagdo de endosperma, descartando o
embrido e cotilédones. O experimento foi dividido em trés amostras biolégicas e para cada
biolégica foram selecionadas uma quantidade de endosperma com peso total de 6g. Os
endospermas foram seccionados e submetidos a deslipidacdo em acetona sob agitacdo constante
de 30rpm durante 24h. Apds a deslipidacdo, as amostras foram liofilizadas e posteriormente
trituradas em moinho elétrico até a obtencdo de um po fino, que foi armazenado a -20 °C até
ser usado para extracdo de proteinas.

4.3 Processamento de folhas e raizes

Folhas e raizes das plantas ATEF e BTEF foram obtidas de plantas cultivadas
hidroponicamente. Sementes foram germinadas em bandejas contendo areia lavada e apos 15
dias de cultivo as plantulas foram transplantadas para vasos de polietileno com capacidade de
4L, contendo solucdo nutritiva (Tabela 2). Foram colocadas duas plantas por vaso, em um total
de 10 vasos, mantidas durante quinze dias em casa de vegetacdo. A solucdo nutritiva estava
inicialmente numa concentracdo ¥ de forca na primeira semana, aumentada para %2 forca na
semana seguinte. O pH da solucdo foi verificado a cada dois dias, sendo corrigido para 6,0
quando necessario. Passados oito dias de cultivo foi necessario tutoramento das mudas para
evitar tombamento das mesmas, devido ao seu rapido crescimento. Nesse periodo de quinze
dias, as plantas ja apresentavam em torno de quatro a cinco folhas verdadeiras — parametro

utilizado para coleta.

Dez plantas foram selecionadas para cada tecido, sendo uma planta por vaso para coleta
de folhas e uma para coleta de raizes. Para coleta das folhas, quatro eram selecionadas; no caso
das raizes, toda area radicular era coletada. Os tecidos eram imediatamente pesados apos a
coleta. Uma média de 25¢g de raizes e 30g de folhas (peso fresco) foram obtidas em cada
replicata biolgica. Apos a pesagem, as amostras foram lavadas em agua bidestilada, maceradas
em nitrogénio liquido e colocadas em acetona, temperatura ambiente, por um periodo de 72h
com trocas de acetona a cada 12h e agitacdo constante de 60 rpm para retirada de pigmentos. O
material foi liofilizado por um periodo minimo de 24h ou até que estivesse completamente seco.
Ap0s isso, triturado em moedor elétrico, pesado e armazenado em aliquotas de 0,5g a -20°C até

0 momento de extragdo das proteinas.

Tabela 2. Solucdo nutritiva usada no cultivo hidropdnico de plantas de pinhdo manso.



*s/d = sem diluigéo
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Sais Massa Concentragdo  mL/L 1/2 1/4
molecular (M) (s/d)* forca forca
Nitrato de Calcio Calilod)z 23615 1 3 15 075
Cloreto de Amonio NHACI 53,49 1 4 2 1
Potéssio fosfato K2HPO4 174,18 1 1 0,5 0,25
Sulfato de Magnésio  MgS04.7H20 246,48 1 1 0,5 0,25
Nitrato de Potéssio KNO3 101,1 1 2 1 0,5
Cloreto de Potéssio KCL 74,56 1 2 1 0,5
FeSO4.7H20 278,02 1
Ferro EDTA ou 1 05 025
FeCl2.6H20 372,24 1
Solugéo de micronutrientes
Acido Bérico H3BO3 61,83 0,04
Cloreto de Manganés  MnCI2.4H20 197,9 0,009
Sulfato de Cobre ~ CuSO4.5H20 249,68 0,003 05 0%
Sulfato de Zinco ZnS04.7H20 287,54 0,007
Molibdato de sodio ~ \aM0O42M2 541 95 0,0001

O]
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4.4 Extracgdo de proteinas

A extracdo de proteinas foi realizada pelo método descrito por Vasconcelos et al.
(VASCONCELOS, NOGUEIRA et al. 2005). Pesou-se 100mg de tecido liofilizado de cada
uma das amostras armazenadas a -20°C. A extragdo foi realizada em tampé&o piridina/SDS
(piridina 50 mM, tiouréia 10 mM, SDS 1%, pH 5,0) na presenca de polivinil-polilpirrolidona
(PVPP) em uma proporc¢éo de 1:40:2 (amostra/tampao/PVPP).

Com a mistura homogeneizada fazendo uso de vortex, a mesma foi agitada
constantemente por um periodo de 2h a 4°C, seguida de centrifugacdo a 10000g por 30min. O
sobrenadante foi coletado e ao precipitado foi adicionado o mesmo volume inicial de tampao
para reextracdo seguindo o mesmo procedimento. Os sobrenadantes de ambas as extragdes
foram misturados e homogeneizados. Sendo entdo adicionado em quatro vezes o volume de
acido tricloroacético (TCA) 10% em acetona gelada e mantidos overnight a -20°C para

precipitacdo das proteinas.

No dia seguinte o material foi centrifugado a 10000g por 30min, o sobrenadante
descartado e o precipitado, adicionado de 1 mL de acetona gelada, foi agitado em vortex até
que o pellet ficasse em suspensédo para entdo prosseguir com centrifugacdo do material a 100009
por 10min. O procedimento foi repetido quatro vezes sempre descartando o sobrenadante e
ressuspendendo o precipitado até que ele estivesse totalmente solto, evidenciando assim a
retirada de todo o TCA da amostra. O precipitado com as proteinas extraidas foi seco a 30°C
por 30min em concentrador (Eppendorf). As amostras foram solubilizadas em uréia 7M /
tiouréia 2M. Foi realizada eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5% com SDS (SDS-PAGE)
para andlise do resultado da extracdo, utilizando 20 pg de proteinas, dosadas com base em

ensaio de quantificacdo com reagente Bradford (BRADFORD, 1976).
4.5 Hidrdlise enzimética das amostras, concentracao e limpeza dos peptideos

Para realizacdo da hidrolise, as concentracbes das proteinas foram determinadas por
ensaio fluorimétrico (Qubit® Quantitation Kit — Invitrogen), seguindo as instrucGes do
fabricante. Para a hidrélise das amostras de endosperma e folha, 100 pg de proteinas de cada
amostra tiveram suas pontes de enxofre reduzidas com ditiotreitol (DTT) 10 mM durante 1h a
30°C e alquiladas com iodoacetamida (IAA) 40 mM durante 30min a temperatura ambiente e
ao abrigo da luz. Em seguida a concentragdo de uréia foi reduzida para 0,6M adicionando

bicarbonato de aménio (BA) 50 mM, pH 8. A hidrolise foi feita adicionando tripsina (Promega,
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Madison, WI, EUA) as amostras na proporcdo de 1:50 (tripsina:proteina) mantidas em
incubacdo a 35° C por 18 horas. A reagdo foi interrompida com é&cido formico 0,1%

(concentracéo final).

Para as amostras de raiz, seguiu-se o protocolo de Velasquez et al. (2017) com algumas
modificacGes. Cem microgramas de proteinas tiveram suas pontes de enxofre reduzidas com 10
mM de tris (2-carboxietil) fosfina (TCEP) durante 1h a 30°C, seguida de alquilacdo com 50
mM de iodoacetamida (30 min a temperatura ambiente), na auséncia de luz e diluidas 1:10 com
50 mM de bicarbonato de trietilamonio (TEAB) pH 8, e digeridas com tripsina (1:50) por um
periodo de 18 horas a 35° C. A reacdo da tripsina foi interrompida com acido formico 0,1%

(concentracao final).

Para dessalinizacdo e concentracdo dos peptideos, o sobrenadante foi aplicado em
colunas stage tips confeccionadas manualmente em resina Poros R2 (Applied Biosystems).
Inicialmente foi feita lavagem da coluna em acetonitrila 100%, seguida de equilibrio em &cido
trifluoroacético 0,1% (TFA), adicdo dos peptideos a coluna pré-equilibrada, adicdo de TFA
0,1% e por fim eluicdo por meio de dois passos de acetonitrila (ACN, 50 e 70%). Os peptideos
eluidos foram colocados no concentrador a vacuo (Eppendorf) por aproximadamente 3 horas a
40° C até que estivessem totalmente secos. As amostras de folha foram ressuspensas em 20 uL
de &cido férmico 0,1% e quantificados com Qubit®, apds a determinagédo da concentracdo dos
peptideos um total de 6ug foi acondicionado em vials e injetados em espectrémetro de massas.
As amostras de endosperma e raiz foram processadas de diferentes formas, como descrito a
sequir.

4.6 Fracionamento off-line em coluna de Fase Reversa (pH basico) das amostras de
endosperma

As amostras de endosperma foram ressuspensas em 20mM de bicarbonato de aménio
(BA) e as concentracdes dos peptideos determinadas por ensaio fluorimétrico (Qubit®
Quantitation Kit — Invitrogen), seguindo as instru¢des do fabricante. Oitenta g de peptideos ja
ressuspendidos em solucdo A (BA 20 mM) foram submetidos a fracionamento em HPLC
(Cromatografia Liquida de Alta Performance), objetivando um fracionamento maior dos

peptideos e aumento no nimero de identificagdes.

Foi usado o cromatografo UFLC Shimadzu, equipado com coluna de fase reversa C18
em pH basico (Phenomenex/Gemini, 250 x 4,6 mm, 5 u). Para cada replicata biologica, os 80

Mg de peptideos foram aplicados em coluna através de gradiente de fase movel entre solugéo
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aquosa A e solugdo organica B (ACN 90%, 20mM de BA). O tempo total de corrida foi de
45min, com fluxo de 0,5 mL min-1, onde com o passar do tempo aumentava progressivamente
a concentracdo de solvente B passando na coluna. Iniciando com 100% de solvente A,
aumentando gradativamente até atingir 20% de B aos 20min, 60% aos 35min e a partir de 40
min até o término da corrida em 100% de B, finalizando com limpeza da coluna em solvente C
(ACN 65%, H20 35%). Sob leituras de 216 e 280 nm de absorbancia foi acompanhada a eluicéo
dos peptideos. Apo6s o fracionamento foi feito agrupamento de fragdes de modo a abranger todo
0 cromatograma, totalizando cinco fragdes. Cada uma das fracGes foi composta de 9 tubos, o
volume dos tubos foi concentrado em Speed Vac até um volume em torno de 20 pL, 0s volumes
foram transferidos para um mesmo tubo e foi realizada secagem total da fragcdo. Cada uma das
cindo fragcdes foi ressuspensa em 16ul de acido férmico 0,1%, centrifugadas a 120009 e

transferidas para os tubos (vials) para posterior injecdo no espectrémetro de massas.

4.7 Marcacgdo com iTRAQ e fracionamento off-line HILIC das amostras de raiz

Os peptideos resultantes da digestdo proteica das amostras de raiz foram ressuspensos
em 20 mM de bicarbonato de trietilamdnio (TEAB), quantificados com Qubit® e uma fracéo
correspondente a 33 g de cada replicata bioldgica foi submetida a marcacéo isobarica com o
reagente iTRAQ® (AB Sciex, 4-plex), seguindo as recomendacdes do fabricante. A marcacéao
com os reagentes 114, 115, 116 e 117 esta detalhada na Tabela 3. Os reagentes foram
distribuidos em replicatas bioldgicas diferentes, permanecendo incubados durante 1h a
temperatura ambiente, a reacdo foi parada com adi¢do de 60 pL de acido formico 1%, e em
seguida as solu¢des foram agrupadas, por fim o volume da mistura foi reduzido sob vacuo em

concentrador até aproximadamente 10 pL.
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Tabela 3. Esquema de marcacao isobarica com iTRAQ® 4-plex de amostras de raizes de J.

curcas. BTEF — baixo teor de ésteres de forbol; ATEF — alto teor de ésteres de forbol.

BTEF
BTEF
ATEF
ATEF

N P N

114
115
116
117
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As misturas concentradas foram diluidas em 90 pL de solugao A (ACN 90%, TFA 0,1%),
centrifugadas a 10000 g e o sobrenadante coletado e fracionado usando cromatografia liquida
de alta performance (HPLC), objetivando um maior fracionamento dos peptideos, aumento no
numero de identificagdes, além da eliminacdo do excesso de reagente iTRAQ. Para tanto, foi
usado cromatografo UFLC Shimadzu, equipado com coluna de interagdo hidrofilica HILIC
(Hydrophilic interaction liquid chromatography; Cromatec, 2,0 mm x 15 cm, 3 um, TKSgel
Amide-80). O grupo de peptideos marcados foi aplicada na coluna e eluidos, por meio de
gradiente de fase movel entre solucao A e solucao aquosa B (TFA 0,1%), sob fluxo de 0,2 mL
min-1, o gradiente consistiu em 100% de solucdo A por 5 min, aumentando progressivamente
a concentragao de solugdo B até alcancar 10% aos 10 min, 20% aos 55 min, 100% aos 60 min
e reduzindo a 0% aos 65 min, sob fluxo de 0,2 mL.min!. A elui¢do dos peptideos foi monitorada
por meio de leituras de absorbancia nos comprimentos de onda de 216 e 280 nm. Apos o
fracionamento, as fragcdes foram agrupadas com o cuidado para manter separados os picos de
maior intensidade, resultando em sete fragcdes para cada replicata biologica. Essas fragdes foram
secas sob vacuo, ressuspensas em 16 pL acido férmico 0,1%, centrifugadas a 12000 g e

transferidas para os tubos (vials) para injecdo no espectrometro de massas.

4.8 Analise por espectrometria de massas — LC-MS/MS

Para as amostras de endosperma as cinco fracdes obtidas da cromatografia em fase
reversa em alto pH foram analisadas em trés replicatas técnicas cada, sendo 2 pg de peptideos
em4 pL de acido formico 0,1% resultando uma concentragdo final de 0,5 pg/ pL. Cada replicata
técnica foi injetada em sistema nanoLC-EASY II (Proxeon Biosystems) acoplado a um
espectrometro de massas LTQ Orbitrap XL (Thermo Fisher Scientific). Inicialmente os
peptideos eram carregados em pré-coluna (3 cm x 100 um de didmetro interno, resina ReproSil-
Pur C18, 5 um, Dr. Maisch GmbH; Ammerbuch, Germany) e coluna PicoFrit-NewObjective
(25 cm x 75 pm diametro interno, resina ReproSil-Pur C18, 3 um Dr. Maisch GmbH;
Ammerbuch, Germany). O gradiente aplicado foi de 120 min, partindo de 98 % de fase A (0,1%
acido formico, 5% ACN) até 20 % da fase B (0,1% acido féormico, 95% ACN) até os 77 min,
chegando a 40% de fase B aos 107 min, passando de 40 a 95% até os 112 min e mantido em
95% de fase B até o fim da corrida, durante 8 min. Ao final, as colunas foram reequilibradas
com fase A para uma nova corrida.

A ionizagdo e transferéncia dos ions foi feita utilizando fonte de nano-electrospray

(Thermo Scientific), em polaridade positiva, com potencial de 2.3 kV e aquecimento de 200 °C.
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Ao eluirem da coluna, os peptideos eram ionizados por eletronebulizagdo (Electrospray
Ionization, ESI) e tinham entdo suas massas/carga (m/z) analisadas pelo LTQ Orbitrap XL
(Thermo Fisher Scientific). Os espectros MS1 foram adquiridos em modo positivo, € os
espectros MS/MS por data dependent acquisition (DDA). Cada evento de full scan
compreendeu um intervalo de 350-1800 m/z, resolugdo de 60.000 FWHM (para m/z 400) ¢
intensidade minima de 1x10°. Para obtencdo dos MS2, os seis fons mais intensos eram
selecionados e fragmentados usando dissociacao induzida por colisdo (CID) com energia de
colisdo normalizada de 30, janela de isolamento de m/z 2 e exclusdo dindmica de 45 s. Os
cromatogramas e espectros foram visualizados pelo software Xcalibur v.2.1, nos quais foi
verificado o padrao cromatografico quanto a complexidade de cada fragdo e a reprodutibilidade
entre as replicatas biologicas.

As amostras de folha e as sete fragdes de amostras de raiz obtidas no fracionamento por
HILIC foram analisadas em triplicata técnica, também em concentragdo final de 0,5 pg/ulL e
injetadas 4 pL por replicata técnica em um sistema de nano-cromatagrafia liquida (Easy-nLC
1000, Thermo Scientific) acoplada a espectrometro de massas hibrido Quadrupolo-Orbitrap (Q
Exactive Plus, Thermo Scientific). Para ambas as amostras inicialmente os peptideos eram
carregados inicialmente em uma pré-coluna (2cm x 100 pm, ReproSil-Pur C18-AQ, resina de
5 um; Dr. Maisch, Germany) e na sequéncia por uma coluna PicoFrit-NewObjective (28 cm x
75 wm diametro interno, resina ReproSil-Pur C18, 3 um Dr. Maisch GmbH; Ammerbuch,
Germany).

Para as amostras de folha, os peptideos foram eluidos utilizando um gradiente de 180
min partindo 95% de fase A (0,1% acido formico, 5% ACN), e 5% de fase B (0,1% acido
formico, 95% ACN) aumentando gradativamente até atingir 45% aos 160 min, 95% aos 167
min e mantendo os 95% até o final da corrida. No caso das amostras de raiz, um gradiente de
120 min comegando de 100% da fase A (0,1% acido férmico, 5% ACN) até 45% da fase B
(0,1% acido formico, 95% ACN) em 100 min, de 45 a 95% da fase B em 7 min e 13 min com
95% da fase B foi aplicado. Ao final, as colunas foram reequilibradas para uma nova corrida.

O espectrometro de massas operou no modo de aquisicdo andlise dependente de dados
(Data dependente acquisition - DDA), com full scan no MS1 na faixa de 375 — 2000 m/z,
resolucdo de 70.000 (para m/z 200), AGC (Automatic Gain Control) definido em 1x10° e tempo
maximo de inje¢do de 50 ms. Os 20 ions mais abundantes foram selecionados para as amostras
de folha e os 15 no caso de raiz e fragmentados em célula de colisaio HCD (Higher-energy
collisional dissociation), com energia de colisdo normalizada em 30 (NCE) e os fragmentos

analisados no MS2 usando resolucao de 17.500 (para m/z 200), com tempo maximo de injecao
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de 100 ms, AGC de 1x10°, janela de isolamento de m/z 2,0 para amostras de raiz e m/z 1.2 para
amostras de folha e exclusdo dinamica de 45 s. Para os ions sem determinagdo de carga e com
apenas uma carga nao foram adquiridos espectros de MS2. Os cromatogramas e espectros foram
visualizados pelo software Xcalibur v.2.1., nos quais foi verificado o padrao cromatografico
quanto a complexidade de cada fragdo e a reprodutibilidade entre as replicatas biologicas para

folhas e raizes.

4.9 Analise de dados

4.9.1 Identificacdo de proteinas

Os dados oriundos da espectrometria foram submetidos a analise no software Proteome
Discoverer 2.1 (Thermo Fisher Scientific). A identificacdo dos peptideos por Peptide Spectrum
Match - PSM foi realizada com o algoritmo Sequest HT, contra uma base de dados de Jatropha

curcas, disponivel em Uniprot (http:/www.uniprot.org/), em mar¢o de 2017 combinado com

contaminantes mais comuns em espectrometria de massas.

O parametro de busca esté sujeito ao equipamento utilizado e modo de aquisi¢ao de cada
uma das amostras. Para endosperma foi usado: hidrdlise triptica total, nimero de clivagens
perdidas igual a dois, tolerancia de massa do ion precursor de 10 ppm e ions fragmento de 0,5
Da, oxidacao da metionina como modificacdo variavel e carbamidometilacao de cisteina como
modificagdo fixa. Para as amostras de folha os parametros de endosperma foram mantidos,
diferenciando a tolerancia de massa dos ions fragmentos que foi de 0,1 Da.

Para as amostras de raiz os seguintes critérios foram adotados: tolerancia de massa do
peptideo de 10 ppm; tolerancia de massa dos fragmentos 0,1 Da; clivagem por tripsina total,
com limite maximo de duas clivagens perdidas; como modificacdes variaveis a oxidagdo da
metionina (+ 15,995 Da), marcagdao por iTRAQ 4plex (+ 144,102 Da em lisina, tirosina e
extremidade N-terminal) e modificagao fixa a carbamidometilacao da cisteina (+ 57,021 Da).
Em todos os casos, foi utilizada a ferramenta Target Decoy PSM Validator que processa os
dados contra uma base de dados reversa e estima a taxa de falsa descoberta ou FDR (False
Discovery Rate). As proteinas foram agrupadas usando o principio da maxima parcimonia.

Os resultados da busca foram submetidos a um filtro, onde foram consideradas as
proteinas caracterizadas como: master proteins, identificadas por a0 menos um peptideo tnico,
e que estivessem presentes em no minimo duas replicatas biologicas. Para aquelas proteinas

identificadas como Uncharacterized foi realizado Blastp usando como pardmetros: e-value


http://www.uniprot.org/
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1.0E-10, com nimero de Blast hits igual a 20, sendo considerado o de maior alinhamento, para
o corte de comprimento HSP (High-scoring Segment Pair) foi usado o padrao do software de
33, este ¢ usado para evitar ocorréncias em que o comprimento da regido correspondente ¢
menor que 100 nucleotideos, a sensibilidade do Blast na busca pelo comprimento da palavra
inicial do alinhamento local foi igual a 3 (valor padrdo do software para Blastp). O Blastp foi
realizado contra o banco de dados ndo redundante de Ricinus communis e Arabidopsis thaliana
do Uniprot utilizando a ferramenta de anotagdo Blast2GO (CONESA; GOTZ, 2008). As
proteinas dos diferentes acessos em cada tecido e entre os tecidos, foram agrupadas usando o
diagrama de  Venn, através do  software Venny 2.1  disponivel em:

(http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/Venny/).

4.9.2 Classificagdo funcional das proteinas identificadas

As proteinas identificadas em cada tecido foram classificadas em diferentes categorias
funcionais de ontologia MapMan BIN (THIMM et al., 2004) usando pipeline Mercator

(https://plabipd.de/portal/mercator4). O pipeline Mercator atribui automaticamente termos

funcionais as sequéncias de proteinas ou nucleotideos, ele usa a ontologia MapMan ‘BIN’, que
¢ adaptada para a anotagdo funcional dos dados ‘Omicos’ de plantas. O procedimento de
classificacdo executa pesquisas de sequéncia paralela em bancos de dados de referéncia,
compila os resultados e calcula os BINs do MapMan mais provaveis para cada consulta. As
anotacdes funcionais previstas pela Mercator alcancam precisdes acima de 90% quando
comparadas com a anotacdo manual (LOHSE et al., 2014). Para obter informacdes mais
detalhadas das fungdes das proteinas identificadas, as mesmas foram classificadas e agrupadas
manualmente em rotas de interesse nos bancos de dados do Kegg Pathway Database

(www.genome.jp/kegg/). Foi usado ainda o Transporter Classification Database

(http://www.tcdb.org/progs/blast.php) para analise dos transportadores identificados em nosso

estudo.

4.9.3 Andlises quantitativas

Os valores quantitativos para cada proteina foram obtidos pelo programa Proteome
Discoverer 2.1 (Thermo Fisher Scientific) usando os mddulos Precursor lon Area Detection
(endosperma e folha) e Reporter lon Quantification (raizes). No primeiro caso foram

produzidos médias da intensidade dos peptideos identificados e os valores quantitativos para as


http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/
https://plabipd.de/portal/mercator4
http://www.genome.jp/kegg/
http://www.tcdb.org/progs/blast.php
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proteinas sdo calculados através do valor médio de até trés peptideos inicos mais intensos para
cada proteina. Para quantificacio usando o iTRAQ-4plex, o modulo Reporter Ilon
Quantification suporta a identificagdo e quantificagdo dos ions repdrteres nos espectros de
MS/MS. A quantificagdo das proteinas ¢ estimada através da abundancia relativa dos peptideos
nas amostras, obtida pela comparacao da intensidade do pico dos ions reporteres nos espectros
de MS/MS.

Os dados quantitativos foram tratados usando o software Perseus versdo 1.6.0.2.
(TYANOVA et al., 2016). Para a andlise estatistica, inicialmente o valor quantitativo das
proteinas foram transformados em log2 e normalizados subtraindo-se pela mediana da
distribuicdo da amostra. A seguir, proteinas com menos de 50% de valores validos em cada
grupo (ATEF/BTEF) foram removidas da andlise e procedeu-se a imputacao de missing values
utilizando-se a ferramenta de imputacdo disponivel no programa Perseus (substituicdo
randOomica a partir da distribuicdo normal de cada amostra, usando-se apenas valores baixos
que mimetizam medidas pouco abundantes). Para verificagcdo de proteinas diferencialmente
expressas entre os diferentes acessos foi aplicado test-T de Student’s (p< 0,05 sob o p - value).
As andlises de clusterizagao hierarquica também foram realizadas no programa Perseus
(correlagdo de Pearson) apds normalizagdo dos dados por Z-score, a partir deste teste foram

identificadas as proteinas diferencialmente abundantes.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

A eletroforese em gel de poliacrilamida realizada a cada extracdo de proteinas para
verificacdo das mesmas, demonstra a qualidade das extracdes de proteinas para as replicatas
biologicas (Figura 3), das amostras de endosperma (A), folhas (B) e raizes (C). A qualidade e
homogeneidade entre as extracdes das diferentes replicatas biologicas ¢ fundamental para
garantir analises com a menor variabilidade possivel. Pode-se verificar algumas sutis diferencas
nos perfis eletroforéticos dos diferentes acessos e grande diferenga entre os perfis dos diferentes

tecidos, no entanto entre as replicatas técnicas de cada tecido e acesso ndo houve diferencgas.
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Figura 3. Eletroforese de proteinas em gel de poliacrilamida com SDS das replicatas biologicas
dos diferentes tecidos de Jatropha curcas com alto teor de ésteres de forbol (ATEF) e baixo teor
de ésteres de forbol (BTEF). (A), (B) e (C) correspondem a endosperma, folhas e raizes
respectivamente, foram aplicados 20 pg de proteinas em cada poco.

A BTEF ATEF
KDa Bl B2 B3 Bl B2 B3
B BTEF ATEF
KDa Bl B2B3 Bl B2 B3
C

BTEF ATEF
KDa Bl B2 B3 Bl B2 B3
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5.2 Fracionamento off-line de amostras de endosperma e raizes de J. curcas

5.2.1 Fracionamento off-line em coluna de fase reversa das amostras de endosperma

Nas amostras de endosperma, ap6s o fracionamento dos peptideos em coluna de fase
reversa foram obtidos os cromatogramas observados na Figura 4. Pode-se verificar a
reprodutibilidade entre as replicatas bioldgicas de cada acesso (Figura 4A e Figura 4B). Em
cada fracionamento foram coletados 45 tubos, estes foram agrupados em 5 fracfes formadas de
9 tubos cada. O modo como foram selecionadas as fracdes para injecdo em espectrémetro de
massas é apresentado na Figura 4B, e a juncédo das fracdes foi realizada de modo a abranger

todo o cromatograma.
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Figura 4. Cromatogramas obtidos pelo fracionamento em coluna de fase reversa dos peptideos obtidos
por hidrdlise de amostras isoladas de endosperma de acessos de pinhdo manso. (A) amostras de acesso
de alto teor de ésteres de forbol, replicatas bioldgicas 1, 2 e 3. (B) amostras de acesso de baixo teor de
ésteres de forbol, replicatas bioldgicas 1, 2 e 3. Os numerais na parte inferior de cada figura, referem-se
fracbes que foram reunidas apds a cromatografia e posteriormente submetidas a analise por
espectrometria de massas.

'?3451\2|3|4|||\IIIH!I\IIIHII\||||||\
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5.2.2 Fracionamento off-line em coluna HILIC das amostras de raizes de J. curcas

As amostras de raizes de pinhdo manso foram marcadas isobaricamente com reagente
iTRAQ® 4-plex (AB Sciex), agrupadas e fracionadas em coluna de interacdo hidrofilica
(HILIC). O cromatograma apresentado na Figura 5 foi obtido no fracionamento das amostras
de raizes, no qual, foram obtidos 25 tubos e estes foram agrupados em 7 fragdes distribuidas de
modo a reduzir a complexidade da amostra visando o aumento de identificacdes, as mesmas

estdo representadas na Figura 5.
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Figura 5. Cromatograma obtido pelo fracionamento em coluna HILIC dos peptideos obtidos pela digestdo triptica de proteinas extraidas de raizes
de acessos com alto teor de ésteres de forbol (ATEF) e baixo teor de ésteres de forbol (BTEF) e marcados com iTRAQ. Os numerais da parte
inferior da figura indicam as fracfes que foram reunidas ap6s a cromatografia e posteriormente injetados em espectrometro de massas.

Absorbancia maU x100

6.00-]

4.00-

2.00-

0.00-

216nm|4nm (1.00) Time 5742 Inten. 331.015 Ccc. ”E:St.hZZ

950

L65.0

--35.0

i 5.0
T T T
-0 20.0 40.0 60.0

1 6 7

% de solucao B (TFA 0,1%)



59

5.3 Anélise por espectrometria de massas — LC-MS/MS de amostras de endosperma,
folhas e raizes de acessos ATEF e BTEF de J. curcas

5.3.1 Andlise por espectrometria de massas — LC-MS/MS de proteinas extraidas do
endosperma de acessos ATEF e BTEF de J. curcas

Cada uma das cinco fragcdes obtidas em fracionamento em coluna de fase reversa, foram
analisadas em triplicata técnica em espectrémetro de massas do tipo LTQ Orbitrap XL (Thermo
Fisher Scientific). Um cromatograma representativo das 5 fracdes para cada replicata biol6gica,
e um cromatograma demonstrativo da reprodutibilidade das replicatas técnicas sdo mostrados
nas Figuras 6 e 7 A e B, para as amostras de acessos ATEF e BTEF respectivamente.
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Figura 6. (A) Cromatograma total de ions da fracdo 2 obtido no fracionamento em coluna de
fase reversa das trés replicatas bioldgicas (endosperma) dos acessos ATEF de pinhdo manso
(Jatropha curcas). (B) Cromatogramas representativos da reprodutibilidade entre as replicatas
técnicas das trés replicatas bioldgicas, tomando como exemplo as replicatas técnicas da fracdo
3 da replicata bioldgica 3.
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Figura 7. (A) Cromatograma total de ions da fragcdo 2 obtida no fracionamento em coluna de
fase reversa das trés replicatas bioldgicas (endosperma) do acesso BTEF de pinhdo manso
(Jatropha curcas). (B) Cromatogramas representativos da reprodutibilidade entre as réplicas
técnicas das trés replicatas biolégicas, tomando como exemplo as replicatas técnicas da fracdo
2 da replicata bioldgica 2.
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5.3.2 Anélise por espectrometria de massas — LC-MS/MS de proteinas extraidas de folhas
dos acessos ATEF e BTEF de J. curcas

A andlise das amostras de folha obtidas em corrida no espectrémetro de massas hibrido
Quadrupolo-Orbitrap (Q Exactive Plus, Thermo Scientific) estdo representadas nas Figuras 8 e
9, onde sdo mostrados os cromatogramas com a reprodutibilidade entre as replicatas técnicas e

bioldgicas de ambos 0s acessos de pinhdo manso.
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Figura 8. Cromatograma total de ions dos hidrolisados tripticos das trés replicatas biologicas e
técnicas 1, 2 e 3 de folhas do acesso ATEF de pinhao manso (Jatropha curcas).
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Figura 9. Cromatograma total de ions dos hidrolisados tripticos das trés replicatas biologicas e
técnicas 1, 2 e 3 de folhas do acesso BTEF de pinhdo manso (Jatropha curcas).
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5.3.3 Analise por espectrometria de massas — LC-MS/MS de proteinas extraidas de raizes
dos acessos ATEF e BTEF de J. curcas

As sete fracdes obtidas no fracionamento em coluna HILIC das amostras de raizes de
pinhdo manso marcadas isobaricamente foram injetadas em espectrometro de massas hibrido
Quadrupolo-Orbitrap (Q Exactive Plus, Thermo Scientific). Um exemplo dos cromatogramas
totais obtidos na corrida das amostras de raizes de pinhdo manso e um cromatograma mostrando
a deteccdo dos ions reporteres (m/z: 114, 115, 116 e 117) sdo mostrados na Figura 10A e B

respectivamente.
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Figura 10. (A) Cromatogramas total de ions da fracdo 6 obtido no fracionamento em coluna
HILIC das duas replicatas bioldgicas (raizes) dos acessos ATEF e BTEF de pinhdo manso
(Jatropha curcas). (B) Espectro de MS2 mostrando a deteccdo dos ions repérteres (m/z: 114,
115, 116 e 117).
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5.4 ldentificacdo das proteinas de endosperma, folhas e raizes de J. curcas

Neste estudo, foram identificadas um total de 5068 proteinas, com apenas 283 proteinas
compartilhadas entre os tecidos, o que corresponde a 5,6% do total de identificacfes. Ao
comparar as analises das proteinas identificadas em endosperma, folhas e raizes de J. curcas,
as raizes foram o tecido com maior nimero de identificacdes (4532), seguido de folhas (1775)
e endosperma (503). Avaliando os tecidos, 115 proteinas sdo exclusivas de endosperma, 403
proteinas sdo exclusivas de folha e 3091 proteinas apareceram exclusivamente em raizes,
considerando os filtros estabelecidos neste estudo. As proteinas identificadas exclusivamente
em raizes corresponderam a mais de 61% do total de identificacBes. Considerando o fato de
diferentes estratégias e equipamentos terem sido usados para cada tecido a realizagcdo do
comparativo entre as identificacdes é passivel de falhas na exatiddo das comparacdes e os dados
quantitativos dos mesmos ndao podem ser comparados. Portanto, foram realizadas analises
qualitativas e quantitativas para cada tecido e entre acessos e analises qualitativas verificando
as proteinas presentes entre tecidos e acessos diferentes. A Figura 11 mostra os dados gerais

obtidos (11A), e o diagrama de Venn do comparativo das identificacdes entre os tecidos (11B).

O estudo de diferentes tecidos (endosperma, folhas e raizes) de acessos de pinhdo manso
com teores de ésteres de forbol contrastantes revelou proteinas exclusivas de cada tecido,
algumas envolvidas em rotas de interesse como a sintese dos diterpenos. Estes resultados podem
auxiliar na elucidacdo de rotas ainda pouco conhecidas bem como dar embasamento para
estudos mais aprofundados e direcionados na busca por respostas quanto a producao e possivel
transporte de compostos como 0s terpenos para outras partes da planta. Os resultados obtidos

para cada tecido, bem como um comparativo entre os tecidos, sao descritos a seguir.

O genoma de J. curcas ainda ndo foi totalmente anotado, mesmo ja tendo sido
sequenciado, o que resultou num elevado numero de proteinas identificadas como nao
caracterizadas. Para dar continuidade as andlises o passo inicial foi a realiza¢do de um Blastp
usando os bancos de dados de R. communis e A. thaliana, o que possibilitou a identificagao
destas proteinas inicialmente classificadas como ndo caracterizadas. A partir da descri¢ao
adequada de todas as proteinas identificadas foi possivel a realizag¢do da classificacdo funcional
das mesmas usando 0 MapMan BIN com pipeline Mercator

(https://plabipd.de/portal/mercator4) e o enriquecimento da classificagdo das rotas de interesse

foi feito usando o KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes),

(https://www.genome.jp/kegg/).



https://plabipd.de/portal/mercator4
https://www.genome.jp/kegg/

68

Figura 11. A. Proteinas identificadas em endosperma, folhas e raizes dos acessos ATEF e BTEF
de Jatropha curcas. B. Diagrama de Venn representando as proteinas identificadas na analise
protedmica nos diferentes acessos de Jatropha curcas.

A

Amostra Endosperma Folhas Raizes

ATEF 435 1415 3001
BTEF 339 1645 4521

B

Endosperma Folhas

Raizes



69

5.4.1 Identificacéo das proteinas em amostras de raizes de J. curcas

Foram identificadas um total de 4850 proteinas, destas 4532 se enquadraram no filtro
de ao menos um peptideo Unico e de estar presente nas duas replicatas biologicas, os dados
gerais da andlise sdo apresentados na Figura 12 A. Deste total 2990 proteinas o que corresponde
a 66% do total sdo comuns a ambos os acessos, 1531 sdo exclusivas do acesso de baixo teor de
teor de ésteres de forbol mediante o filtro estabelecido e apenas 11 sdo exclusivas do acesso de
alto teor de ésteres como € mostrado no diagrama de Venn Figura 12B. O fato do maior nimero
de identificagdes exclusivas no acesso de baixo teor de ésteres de forbol nao significa que as
proteinas ndo estejam também presentes nas amostras de alto teor de ésteres de forbol, muitas
apareceram em apenas uma replicata bioldgica, ndo se enquadrando no filtro estabelecido e tal
fato pode ser explicado também por estas proteinas estarem pouco abundantes e ndo terem sido
detectadas nas analises, conforme pode ser verificado na Figura 10B durante toda a analise os
espectros das amostras de alto teor de ésteres de forbol apresentaram menor intensidade em
relagdo as amostras de baixo teor de ésteres de forbol.

Das 4532 proteinas identificadas em raizes de pinhdo manso, 2347 nao foram
classificadas, e por este fato submetidas a Blastp usando os bancos de dados de R. communis e
A. thaliana através da ferramenta Blast2GO. Todas as proteinas identificadas, o resultado do
Blastp realizado e o nimero de peptideos Unicos de cada proteina podem ser observados na
Tabela Suplementar 1. A andlise de componente principal (PCA) mostrou dois componentes
estatisticamente diferentes e identificou distingdo entre os perfis proteicos dos acessos de alto
e baixo teor (Figura 12C). As raizes foram o tecido com maior nimero de identificagdes, ¢
também o tecido onde foi realizada o maior nimero de identificagdes de proteinas de interesse

quanto a sintese de terpenos e diterpenos.
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Figura 12. (A) Proteinas identificadas e quantificadas em raizes dos acessos ATEF e BTEF de
Jatropha curcas. (B) Diagrama de Venn representando as proteinas identificadas na analise
protedomica de raizes nos diferentes acessos de pinhao manso. (C) Andlise de componente
principal do proteoma de raizes de Jatropha curcas.
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5.4.2 Identificacdo das proteinas em amostras de folhas de J. curcas

A analise protedmica de amostras de folha de J. curcas resultou na identificagdo de 2308
proteinas, destas 1775 proteinas apareciam em no minimo duas replicatas biologicas essas
foram consideradas neste estudo. A Figura 13A mostra o nimero de proteinas identificadas,
numero de peptideos unicos, nimero de proteinas usadas nas analises qualitativas e nimero de
proteinas diferencialmente expressas. Do total de proteinas identificadas 1285 eram comuns a
ambos os acessos, o que corresponde a 72,4% do total, 360 (20,3%) apareceram apenas no
acesso de baixo teor e 130 (7,3%) no acesso de alto teor de ésteres de forbol de acordo com o
filtro utilizado como mostra o diagrama de Venn (Figura 13B) mostra a distribuicao destas
proteinas para cada acesso.

Das 1775 proteinas encontradas, 1323 foram identificadas como ndo caracterizadas e
tiveram de ser submetidas a um Blastp usando os bancos de dados de Riccinus communis e
Arabidopsis thaliana. Todas as proteinas identificadas, o resultado do Blast realizado e o
namero de peptideos Uinicos estdo descritos na Tabela Suplementar 1. A analise de componente
principal (PCA) mostrou dois componentes estatisticamente diferentes e identificou distingao
entre os perfis proteicos dos acessos ATEF e BTEF (Figura 13C).

As folhas do pinhdo manso tém sido vastamente estudadas quanto ao seu potencial
medicinal como anti-inflamatério (GUBITZ et al., 1999), além de ser de interesse agricola
atuando no controle de patogenos de plantas (RATNADASS e WINK, 2012). O dnico estudo
protedmico realizado em folhas de pinhdo manso verificou os efeitos do estresse por frio,
usando a técnica de digestdo in gel de proteinas, neste estudo foram identificadas apenas 8
proteinas, desde entdo a maioria dos estudos na area tem focado na protedmica de seus frutos

(LIANG et al., 2007). Este é o primeiro estudo protedmico abrangente de folhas de J. curcas.
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Figura 13. (A). Proteinas identificadas e quantificadas em folhas de acessos ATEF e BTEF de Jatropha
curcas. (B) Diagrama de Venn representando as proteinas identificadas na analise protedmica de folhas

nos diferentes acessos de pinhdo manso. (C) Analise de componente principal do proteoma de folhas de
Jatropha curcas.
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5.4.3 Identificacd@o das proteinas em amostras de endosperma de J. curcas

Foram identificadas um total de 1386 proteinas, por no minimo um peptideo tnico. Estas
foram submetidas a um filtro, onde se considerou apenas aquelas que apareciam em no minimo
duas replicatas biologicas, objetivando aumentar a confiabilidade das identificagdes. A Figura
14A mostra o nimero de proteinas identificadas, o nimero de peptideos unicos, o nimero de
proteinas usadas nas andlises qualitativas e o nimero de proteinas diferencialmente expressas.

Considerado o filtro, este estudo identificou 503 proteinas no endosperma de diferentes
acessos de pinhdo manso. O diagrama de Venn (Figura 14B) mostra a distribui¢do destas
proteinas para cada acesso. Das 503 proteinas, 68 proteinas foram observadas exclusivamente
no acesso de baixo teor, 164 proteinas no acesso de alto teor e mais da metade, 271 proteinas,
o que corresponde a 53,9%, sdo comuns em ambos os acessos. Das 503 proteinas encontradas,
357 foram identificadas como “Uncharacterized” e foram submetidas a um BLAST contra os
bancos de dados de Riccinus communis e Arabidopsis thaliana. Assim, todas as proteinas
identificadas no endosperma, os resultados do Blast e o nimero de peptideos unicos de cada
proteina estao disponiveis na Tabela Suplementar 1.

Como estratégia estatistica e visual para obter uma visao geral dos proteomas dos
diferentes acessos, utilizou-se a analise de componente principal (PCA). Tal andlise foi
realizada no software Perseus 1.6.0.2. A analise identificou dois componentes estatisticamente
diferentes e mostrou que os perfis proteicos dos acessos de ATEF e BTEF sao distintos (Figura
14C).

O endosperma foi o tecido com o menor nimero de identificagdes dentre os tecidos
estudados, tal fato pode estar relacionado com o estagio de desenvolvimento do mesmo,

resultado semelhante ja foi verificado em estudo semelhante e sera discutido em seguida.
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Figura 14. (A) Proteinas identificadas e quantificadas em acessos ATEF e BTEF de endosperma de
Jatropha curcas. (B) Diagrama de Venn representando as proteinas identificadas na analise protedmica

nos diferentes acessos de pinhdo manso. (C) Andlise de componente principal do proteoma de
endosperma de Jatropha curcas.
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5.5 Classificagdo funcional das proteinas identificadas em raizes, folhas e endosperma de
J. curcas

A classificacdo funcional das proteinas identificadas foi feita usando o pipeline
Mercator com ontologia MapMan “BIN”, que ¢ adaptada para a anotagdo funcional dos dados
‘0micos’ de plantas, as anotagdes funcionais previstas pela Mercator alcangam precisdes acima
de 90% quando comparadas com a anota¢do manual. A pipeline Mercator classifica as proteinas
em 28 classes principais (Fotossintese; Respiracdo celular; Metabolismo de carboidratos;
Metabolismo de aminoacidos; Metabolismo de lipideos; Metabolismo de nucleotideos;
Metabolismo de coenzimas; Metabolismo de poliaminas; Metabolismo secundario;
Homeostase redox; Fitormdnios; Organizacdo da cromatina; Ciclo celular; Resposta ao dano
no DNA,; Biossintese de RNA; Processamento de RNA; Biossintese de proteinas; Modificagdo
de proteinas; Degradacdo de proteinas; Citoesqueleto; Parede Celular; Trafego de vesiculas;
Translocacdo de proteinas; Transporte de solutos; Absorcéo de nutrientes; Resposta a estimulos
externos; Regulacdo de multi-processos e Classificacdo de enzimas), e a cada classe ele atribui
subclasses, como por exemplo para a classe 1-Fotossintese sao atribuidas as quatro subclasses:
1.1 - Fotofosforilacdo, 1.2 - Ciclo de Calvin, 1.3 - Fotorrespiracdo e 1.4 - Fotossintese em
C4/CAM. As proteinas que ndo se enquadram nestas classes, como por exemplo

transportadores, nenhuma classificacao é atribuida.

Feita a comparacdo entre as classificaces funcionais para cada tecido e acessos ATEF
e BTEF (Figura 15), foi verificado que em algumas classes, a abundancia das proteinas foi
equivalente em todos os tecidos em ambos 0s acessos, principalmente naquelas de
funcionamento celular basico, como por exemplo as proteinas de parede celular. Outras classes
apresentaram destaque para proteinas relacionadas ao tecido especifico e sua funcdo nas
plantas, como foi o caso de fotossintese em folhas e metabolismo de lipideos em endosperma,
degradacdo e modificacdo de proteinas foram mais evidentes nas proteinas identificadas em

raizes.



Figura 15. Classificagdo funcional das proteinas identificadas em amostras de raizes, folhas e endosperma de diferentes acessos de Jatropha
curcas com base na classificagdo do MapMan.
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5.5.1 Classificacdo funcional das proteinas identificadas em raizes de J. curcas

Em amostras de raizes, a classificacdo funcional das proteinas identificadas mostrou que
a maioria das proteinas esta ligada a classificacdo de enzimas (oxiredutases, hidrolases,
isomerases, transferases, liases, ligases), seguida de biossintese, modificacdo e degradacdo de
proteinas respectivamente, a Figura 16 mostra a distribuicdo de todas as proteinas identificadas
nas diferentes classes usando a ferramenta MapMan com pipeline Mercator.

Além das raizes serem o tecido mais abundante em nimero de identificacdes, nas
mesmas também foram identificados o maior nimero de proteinas envolvidos no metabolismo
de terpenos, objetivo principal do nosso trabalho. A enzima casbeno sintase que ainda ndo havia
sido identificada por analises protedmicas de J. curcas foi encontrada exclusivamente neste
tecido independente de filtros, além da casbeno sintase foi verificado também neste tecido a
geranil geranil difosfato sintase, a casbeno 5,6 oxidase dentre outras.
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Figura 16. Classificacdo funcional das proteinas identificadas em amostras de raizes de acessos ATEF
e BTEF de Jatropha curcas com base na classificacdo do MapMan.
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5.5.2 Classificacdo funcional das proteinas identificadas em folhas de J. curcas

A classificagdo funcional usando MapMan das proteinas identificadas em amostras de
folhas de pinhdo manso (Figura 17) mostrou que a classe mais evidente é a de biossintese de
proteinas, seguida de proteinas ligadas a fotossintese e degradacdo de proteinas

respectivamente.
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Figura 17. Classificacdo funcional das proteinas identificadas em amostras de folhas de acessos ATEF
e BTEF de Jatropha curcas com base na classificacdo do MapMan.
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5.5.3 Classificagdo funcional das proteinas identificadas em endosperma de J. curcas

A classificagdo funcional das proteinas identificadas demonstrou que elas estdo
envolvidas em varias rotas metabdlicas, tais como metabolismo de lipideos, respiracao celular,
sintese de proteinas, etc. As rotas biossintéticas observadas e sua abundancia nos diferentes
acessos sao mostradas na Figura 18. Verificou-se também que a principal classe funcional é a
biossintese de proteinas, seguida de respostas a estimulos externos e equiparados, estdo a
respiracao celular, metabolismo de lipideos e a degradacdo de proteinas, seguido de classes
menos expressivas como a translocacdo de proteinas.

Quando visualizado de forma geral, nao houve diferenga significativa entre os diferentes
acessos, quanto ao numero de proteinas presentes em diferentes rotas metabolicas. Pode-se
verificar apenas alguma superioridade no numero de proteinas de acesso ATEF nas respostas a
estimulos externos, o que € representado principalmente por proteinas de choque térmico em
resposta a mudangas de temperatura, classificacdo de enzimas, representada principalmente por
oxirredutases e hidrolases e modificagdo de proteinas. A sintese e a degradagdo de proteinas
estdo mais evidentes em acessos BTEF, assim como a biossintese de RNA e metabolismo de
coenzimas. Classes como a fotossintese, o transporte de solutos e a absorcao de nutrientes, se

mostraram equivalentes nas proteinas encontradas em ambos 0s acessos.
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Figura 18. Classificacdo funcional das proteinas identificadas no endosperma de acessos ATEF e BTEF
de Jatropha curcas com base na classificagdo do MapMan.
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5.6 Proteinas diferencialmente abundantes entre acessos contrastantes quanto ao teor de
ésteres de forbol em raizes, folhas e endosperma de J. curcas

5.6.1 Proteinas diferencialmente abundantes entre acessos contrastantes quanto
ao teor de ésteres de forbol em raizes de J. curcas

Das 4532 proteinas submetidas a analises quantitativas, 185 foram diferencialmente
abundantes entre 0s acessos pelo teste test-T de Student’s (p< 0,05). Deste total 122 proteinas
estdo reguladas positivamente no acesso de baixo teor de ésteres de forbol (BTEF). Dentre as
proteinas reguladas positivamente em BTEF a 14 delas se enquadra na classe denominada de
classificagdo de enzimas que inclui as subclasses hidrolases, liases, transferases, oxirredutases,
dentre outras, 9 delas pertencem a biossintese de proteinas e 8 estao relacionadas a degradacédo
de proteinas. Quando avaliadas as proteinas reguladas positivamente em amostras ATEF as
proteinas relacionadas a classificacdo de enzimas tambeém foram as mais bem representadas,
seguida de degradacédo de proteinas e fotossintese. Duas proteinas relacionadas a resposta a
estimulos externos estavam mais abundantes em amostras ATEF, dentre elas uma proteina de
choque térmico (D6BR57). As proteinas de choque térmico tém sua expressdo aumentada
quando a planta é submetida a estresses por aumento de temperatura e outras formas de estresse,
o fato dessa proteina se mostrar mais abundante em amostras ATEF deve estar relacionada ao
fato desse acesso ser considerado tolerante quando comparado ao acesso de BTEF. Duas
proteinas relacionadas a sintese de terpenos foram mais abundantes em acessos ATEF sdo elas
a 2-methoxy-6-polyprenyl-1,4-benzoquinol methylase, mitochondrial (EC 2.1.1.201) que esta
envolvida na biossintese de ubiquinonas e a Farnesyl pyrophosphate synthase 1, mitochondrial
(EC 2.5.1.10).

A descricdo das proteinas diferencialmente expressas, a forma como as mesmas foram
reguladas neste tecido e o processo bioldgico em que foram alocadas através da andlise pelo

MapMan, TCDB e ou Kegg sdo apresentadas na Tabela 4.
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Tabela 4. Proteinas diferencialmente abundantes em amostras de raizes de Jatropha curcas, relacdo de abundancia e processos bioloégicos onde
foram alocadas. (+) mais abundante; (-) menos abundante.

B9T4X3
BORVTY
AOA067KH13
BISQH3
BIRKNS5
B9SQS5
B9S966
B9S120
B9SIC5
AOA067JVS5
B9RT70
B9SHO2
BISKF7
BIRM38
BIRVQO
B9ISGKO
B9R714
B9R8J1
BIRQ25
B9T066
AOA067LQJ4
AO0A067KBD5
AOA0B7KPI2
Q8LEJ7
023339

14 kDa proline-rich protein DC2.15, putative
26S proteasome regulatory subunit rpnl, putative

2-methoxy-6-polyprenyl-1,4-benzoquinol methylase, mitochondrial

3-hydroxyacyl-CoA dehyrogenase, putative
3-hydroxyacyl-CoA dehyrogenase, putative
3-isopropylmalate dehydratase, putative

3'-N-debenzoyl-2'-deoxytaxol N-benzoyltransferase, putative

40S ribosomal protein S14, putative
40S ribosomal protein S19, putative
40S ribosomal protein S24
60S ribosomal protein L22, putative
60S ribosomal protein L26, putative
60S ribosomal protein L37a, putative
60S ribosomal protein L38, putative
Actin, putative
Adaptin ear-binding coat-associated protein, putative
Adenine phosphoribosyltransferase, putative
Alcohol dehydrogenase, putative
Aldehyde oxidase, putative
Alpha-glucosidase, putative
Annexin
Aspartate aminotransferase
Aspartate aminotransferase
At1g55265
At4g14840

N&o atribuido
Degradacédo de proteinas
Metabolismo de coenzimas
Néo atribuido
Metabolismo de lipideos
Metabolismo de aminoacidos
Transferases
Biossintese de proteinas
Biossintese de proteinas
Biossintese de proteinas
Biossintese de proteinas
Biossintese de proteinas
Biossintese de proteinas
Biossintese de proteinas
Organizagéo da cromatina
Nao atribuido
Metabolismo de nucleotideos
Metabolismo secundario
Fitormonios
Parede celular
N&o atribuido
Absorcédo de nutrientes
Absorc¢éo de nutrientes
Nao atribuido
N&o atribuido



Q94438
Q94JT5
QOFL37
B9S667
B9RMS51
COLE59
A0A0B67JWN2
D6BQPO
Q9FHT3
B9R8B6
A0A0B7KRKO
AOA067L687
BIR8X2
B9RSN1
A0A067KUO7
BIR7R6
BIRXC7
BIR7A3
AOA067KD26
AOA067L699
D6BQN1
BIRBM7
B9T2D3
B9S9U3
BIRKS9
BIRVX9
B9T668
B9STJ6
B9T5D7
BISKX9

At4921108/At4g21108
AT4g35220/F23E12 220
At5g46230
ATP binding protein, putative
ATP binding protein, putative
ATP synthase subunit alpha, chloroplastic
ATP-dependent Clp protease proteolytic subunit
Auxin-repressed protein-like protein ARP1
CAB69840.1
Calcium lipid binding protein, putative
Carboxypeptidase
CASP-like protein
Chaperone protein dnaJ, putative
Chaperonin containing t-complex protein 1, zeta subunit, tcpz, putative
Coatomer subunit delta
Cop9 complex subunit, putative
Coproporphyrinogen 111 oxidase, putative
Cucumisin, putative
Cyanate hydratase
Cyclin-dependent kinases regulatory subunit
Cysteine proteinase inhibitor
Cytochrome C1, putative
Cytochrome P450, putative
Cytochrome P450, putative
Dead box ATP-dependent RNA helicase, putative
Dihydroorotase, mitochondrial, putative
Dihydroxyacetone kinase, putative
DNA binding protein, putative
Enoyl-ACP reductase (EAR)
Enoyl-CoA hydratase, mitochondrial, putative
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Néo atribuido

Nao atribuido

Néo atribuido

Metabolismo de carboidratos

Né&o atribuido

Fotossintese
Degradacao de proteinas

Nao atribuido

Néo atribuido

Nao atribuido
Degradacdo de proteinas

Nao atribuido

Nao atribuido

Citoesqueleto

Trafego de vesiculas
Degradacdo de proteinas
Metabolismo de coenzimas
Degradacdo de proteinas
Liases
Ciclo celular
Nao atribuido
Respiracéo celular

Oxirredutases

Oxirredutases
Processamento de RNA

Metabolismo de nucleotideos

Transferases

Nao atribuido
Metabolismo de lipideos

Hidrolases



BIRW25
BISATO
AOA0B7L8I3
B9S1A2
BISQU9
Q09152
QISNC3
B9SX77
B9T600
BISXY3
BIRBES
AODA0B7TKYM1
B9S4S9
AOA0B7IVF6
BORVB?
QOLFT3
BIRYP6
D6BR57
QIFGS5
BIRKC6
AOA0B7LHZ5
BIRJIG?
BISWJ3
B9SUO5
BISKY7
B9S6DS
E6NU26
E6NUB3
AO0A0B7KCO0
Q9IM4Q8

Epoxide hydrolase, putative
Epoxide hydrolase, putative
Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit D
Eukaryotic translation initiation factor 4e, putative
Eukaryotic translation initiation factor 4e, putative
Farnesyl pyrophosphate synthase 1, mitochondrial
Fasciclin-like arabinogalactan protein 11
Filamin-A-interacting protein, putative
Flavonol synthase/flavanone 3-hydroxylase, putative
Glucan endo-1,3-beta-glucosidase, putative
Glucan endo-1,3-beta-glucosidase, putative
Glutamine synthetase
Glutathione reductase, putative
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
Glycerol kinase, putative
Glycosyl hydrolase family 81 protein
Heat shock protein, putative
Heat-shock protein
High-affinity nitrate transporter 3.1

Histone acetyltransferase type B catalytic subunit, putative

Histone H2B
Homomeric Acetyl-CoA Carboxylase (Hom-ACCase)
Hsp90 co-chaperone AHAL, putative
Hydroxyacylglutathione hydrolase, putative
Importin beta-1, putative
Inorganic pyrophosphatase, putative
JHLO5D22.7 protein
JHLO6P13.2 protein
Lactoylglutathione lyase
Legumin B, putative

+ + + + + + + +

+ +
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N&o atribuido
N&o atribuido
Biossintese de proteinas
Biossintese de proteinas
Biossintese de proteinas
Metabolismo secundario
Resposta a estimulos externos
Citoesqueleto
Oxirredutases
Hidrolases
Hidrolases
Absorcédo de nutrientes
Homeostase redox
Respiracdo celular
Metabolismo de lipideos
Né&o atribuido
Modificacdo de proteinas
Resposta a estimulos externos
Absorcédo de nutrientes
N&o atribuido
Organizacdo da cromatina
Metabolismo de lipideos
N&o atribuido
Respiracéo celular
Translocagéo de proteinas
N&o atribuido
Organizacgéo da cromatina
N&o atribuido
Respiracéo celular
N&o atribuido



B9S2P8
AOA067LAMS
D2D960
BORTC5
AOA067JYFO
B9SE08
AOA067LOY5
BIRKHS3
B9S1WS
B9S217
B9S8LS
B9S765
A0A0B7KGXO0
B9SIM1
A0A067IXMS
QICAF4
BO9RMD1
BISRC6
B9RQ14
BIRKS0
B9RGI7
BIR8X1
B9TSES
B9SL24
G9IBP2
A0A067JVS1
AOA067L073
BIRKX2
AOA067LAO5
BORL34

Leucoanthocyanidin dioxygenase, putative
Lipoxygenase
Major allergen Pru ar 1-like protein
Major allergen Pru ar, putative
Malic enzyme
Mannose-1-phosphate guanyltransferase, putative
Methionine S-methyltransferase

Mitochondrial import inner membrane translocase subunit tim17, putative

Mta/sah nucleosidase, putative
Mta/sah nucleosidase, putative
Multicopper oxidase, putative

N-acetyl-gamma-glutamyl-phosphate reductase, putative

NEDDB8-activating enzyme E1 regulatory subunit
Neutral alpha-glucosidase ab, putative
Nicalin
Nuclear pore complex protein NUP1
Nuclear transport factor, putative
Nucleic acid binding protein, putative
Nucleic acid binding protein, putative
Nucleosome assembly protein, putative
Oligopeptidase B, putative
Organic anion transporter, putative
Oxidoreductase, putative
Patellin-6, putative
Pathogenesis-related protein 102
Pectin acetylesterase
Pectinesterase
Pentatricopeptide repeat-containing protein, putative
Peptidylprolyl isomerase
Periplasmic beta-glucosidase, putative

+ +

+ +

Oxirredutases
Fitorménios
Néo atribuido
Nao atribuido
Respiracdo celular
Metabolismo de carboidratos
Metabolismo de aminoacidos
Translocacdo de proteinas
Néo atribuido
Nao atribuido
Oxirredutases
Metabolismo de aminoacidos
Degradacao de proteinas
Hidrolases
Nao atribuido
Translocacdo de proteinas
Nao atribuido
Nao atribuido
Processamento de RNA
Organizagéo da cromatina
Nao atribuido
Transporte de solutos
Nao atribuido
Nao atribuido
Nao atribuido
Parede celular
Parede celular
Nao atribuido
Modificagdo de proteinas
Hidrolases
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AOA0B7L780
QISHJ6
BORBF3
Q8GVES
AOA067IM51
B9SDDS
B9SCA3
D2E4AS
AOAOB7KWS1
Q8L793
BORTB3
QISFT9
BIRVS5
QIFKRO
AOA067L355
QISA16
B9T4B6
B9S2B7
BIRS40
AOA067KSY6
BIR7WS
Q8GYZ3
Q9FE79
BISAYS
B9ISAY9
B9SAZ7
B9S8X4
BORI44
B9SOK6
BIREQ4

Peroxidase
Peroxisomal and mitochondrial division factor 2
Phenylalanyl-tRNA synthetase beta chain, putative
Phosphoenolpyruvate carboxylase 4
Phosphoglycerate kinase
Phospholipase C 3, putative
Phospholipase C, putative
Phospholipase D
Plasma membrane ATPase
Polyadenylate-binding protein-interacting protein 3
Polygalacturonase, putative
PPPDE putative thiol peptidase family protein
Pre-mRNA-processing-splicing factor, putative
Probable S-adenosylmethionine-dependent methyltransferase At5938780
Proteasome subunit alpha type
Protein PHLOEM PROTEIN 2-LIKE A9
Protein phosphatase 2c, putative
Protein PPLZ12, putative
Protein transporter, putative
Protein yippee-like
Protein yrdA, putative
Putative uncharacterized protein At1g19130/F14D16 18
Ras-related protein RABA4c
Reticuline oxidase, putative
Reticuline oxidase, putative
Reticuline oxidase, putative
Ribonuclease t2, putative
Ribonucleic acid binding protein S1, putative
Ribonucleoprotein, chloroplast, putative
Ribose-5-phosphate isomerase, putative

+ + +
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N&o atribuido
Ciclo celular
Biossintese de proteinas
Fotossintese
Respiracdo celular
Metabolismo de lipideos
N&o atribuido
Metabolismo de lipideos
Transporte de solutos
Néo atribuido
Hidrolases
Degradacéo de proteinas
Processamento de RNA
Transferases
Degradacao de proteinas
Nao atribuido
Modificacdo de proteinas
Nao atribuido
Tréafego de vesiculas
Nao atribuido
Respiracdo celular
Nao atribuido
Tréafego de vesiculas
Oxirredutases
Oxirredutases
Oxirredutases
Né&o atribuido
Processamento de RNA
Né&o atribuido
Fotossintese



COLES?2
BIRBKS5
B9SZV1
B9T3B3
B9S815
BORHZ4
BIRUQG
Q84XU2
AOA0B7L3F3
BIRYC5
F4IL68
BIRHX5
B9STIL
BISAP2
BIRMES
B9RDAL
AOAOB7KG Y0
BIS3FO
BIRPA3
BORUL3
B9S4AM4
BISPAT
BIRG20
AOA0B7KUH1
B9SKZ1
B9T3S8
BISKK1
BORLH4
064765
QISUCY

Ribulose bisphosphate carboxylase large chain
Ribulose-phosphate 3-epimerase
RNA binding protein, putative
RNA binding protein, putative
Serine carboxypeptidase, putative
Serine/threonine protein kinase, putative
Serine/threonine-protein kinase SAPK3, putative
Serine/threonine-protein phosphatase 5
Serine/threonine-protein phosphatase
Serine-threonine protein kinase, plant-type, putative
SH3 domain-containing protein
Short chain alcohol dehydrogenase, putative
Signalosome subunit, putative
Small nuclear ribonucleoprotein SM D3, putative
Small rubber particle protein, putative
Structural constituent of nuclear pore, putative
Structural maintenance of chromosomes protein
Sugar transporter, putative
Syntaxin, putative
Thioredoxin H-type, putative
Threonyl-tRNA synthetase, putative
Tip120, putative
Transferase, transferring glycosyl groups, putative
Transmembrane 9 superfamily member
Ubiquitin-activating enzyme E1, putative
Ubiquitin-protein ligase, putative
Uclacyanin-2, putative
UDP-glucosyltransferase, putative
UDP-N-acetylglucosamine diphosphorylase 1
Uncharacterized GPl-anchored protein At4g28100

Fotossintese
Metabolismo de carboidratos
N&o atribuido
N&o atribuido
Degradacao de proteinas
Modificacdo de proteinas
Modificacdo de proteinas
Modificacdo de proteinas
Fitormdnios
Néo atribuido
Trafego de vesiculas
Néo atribuido
Degradacao de proteinas
Processamento de RNA
Metabolismo de lipideos
Translocacdo de proteinas
Ciclo celular
Transporte de solutos
Tréafego de vesiculas
Homeostase redox
Biossintese de proteinas
Degradacéo de proteinas
Né&o atribuido
Nao atribuido
Degradacao de proteinas
Nao atribuido
Né&o atribuido
Metabolismo secundario
Metabolismo de carboidratos
N&o atribuido



AOA067LLMO
AOAO067LQNS
BOSCR4
BOSRT1
BOR705
BO9RK69
BOSMF9
BOSHW1
AO0A067L370
B9SZES5

Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Vacuolar protein sorting-associated protein VPS4, putative
Vacuolar sorting receptor 1, putative
Voltage-dependent anion-selective channel, putative
WND-repeat protein, putative
WD-repeat protein, putative
Xylem serine proteinase 1, putative
Xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase
Zeamatin, putative
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N&o atribuido
Processamento de RNA
Trafego de vesiculas
Trafego de vesiculas
Transporte de solutos
Organizacéo da cromatina
Fitormdnios
Degradacédo de proteinas
Transferases
Néo atribuido
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5.6.2 Proteinas diferencialmente abundantes entre os acessos contrastantes em folhas de
J. curcas

As proteinas presentes em ambos os acessos foram submetidas a analise estatistica pelo
teste test-T de Student’s (p< 0,05). Das 1082 proteinas quantificadas, 72 apresentaram diferenca
estatistica e foram submetidas a clusterizagao hierarquica (correlagdo de Pearson). A descri¢ao
das proteinas diferencialmente expressas, a forma como as mesmas foram reguladas neste
tecido e o processo biologico em que foram alocadas através da analise pelo MapMan sdo
apresentadas na Tabela 5. Das 72 proteinas, 30 estavam estatisticamente mais abundantes no

acesso de alto teor de ésteres de forbol (ATEF) e pertenciam a diferentes processos biologicos.



Tabela 5. Proteinas diferencialmente abundantes em amostras de folhas de Jatropha curcas, relagdo de abundancia e processos bioldgicos onde

foram alocadas. (+) mais abundante; (-) menos abundante.

BIR9I60
AOA0B7KLS3
Q41135
COLEBS6
BISSWO
AOA067JTSS
AOA067JS15
BISCH9
BIRNP5
AOA0B7K542
B9RDG1
AOALPSB1M4
B9SS69
B9SS36
AOA0B7KRUY
AOAQB7IPE2
D6BRD6
BISKV5
AOA067L3H5
BOR7A2
B9T5D7
AOAOBTKLPY
B9SX58
BIT2G4

1-pyrroline-5-carboxylate dehydrogenase, putative
3-isopropylmalate dehydrogenase
50 kDa ketoavyl-ACP synthase
50S ribosomal protein L23, chloroplastic
60S ribosomal protein L34, putative
Adenylosuccinate synthetase, chloroplastic
Alpha-galactosidase
AMP dependent CoA ligase, putative
Arginine/serine-rich splicing factor, putative
ATP synthase subunit gamma
Calcium lipid binding protein, putative
Calcium/calcium/calmodulin-dependent Serine/Threonine-kinase
Casein kinase, putative
Chaperonin containing t-complex protein 1, eta subunit, tcph, putative
Chlorophyll a-b binding protein, chloroplastic
Chlorophyll a-b binding protein, chloroplastic
Chloroplast photosystem 11 10 kDa polypeptide
Cinnamoyl-CoA reductase, putative
Coatomer subunit alpha
Cucumisin, putative
Enoyl-ACP reductase (EAR)
Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit C
Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit, putative
Exocyst complex component, putative

Metabolismo de aminoacidos

Metabolismo de aminoacidos
Metabolismo de lipideos
Biossintese de proteinas
Biossintese de proteinas

Fotossintese
Néo atribuido
Né&o atribuido
Processamento de RNA
Respiracdo celular
Néo atribuido
Né&o atribuido
Modificacdo de proteinas
Citoesqueleto
Fotossintese
Fotossintese
Fotossintese
N&o atribuido
Tréfego de vesiculas
Degradac&o de proteinas
Metabolismo de lipideos
Biossintese de proteinas
Biossintese de proteinas
Tréfego de vesiculas



AOA067L2U1
BIRYH9
B9RQ36

AOA067TKWZ0
BIRYP6

AOALI9LT48
BISVA2
E6NUL3

BI9RMM7
B9SGG2
B9SYS2

AOAQ67L8H7

AOA067JES2
BORMF2
B9T1E7
Q93VR4
B9SDQ6
B9S5M4
BIRNS7

A0A067JQQ4

AOA067TKNW6

AOAQB7LTET

B9S592
BITOKO
B9S2Z0
Q84W43
BIRAB2
BIRXMS
BIRWS0
AOAQB7KZP4

Ferredoxin

Ferredoxin--nitrite reductase, chloroplast, putative

Fk506 binding protein, putative

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
Heat shock protein, putative
Hydroxyproline-rich glycoprotein family protein
Imidazole glycerol phosphate synthase subunit hisf, putative
JHLO7KO02.13 protein

Ketoacyl-ACP Reductase (KAR)

Leukocyte receptor cluster (Lrc) member, putative
Lupus la ribonucleoprotein, putative
Methyltransferase
Mg-protoporphyrin IX chelatase
Mitochondrial import receptor subunit TOM20, putative
Mitochondrial oxoglutarate/malate carrier protein, putative
MLP-like protein 423
Myo inositol monophosphatase, putative
Nascent polypeptide associated complex alpha subunit, putative
Nitrogen regulatory protein P-II, putative
Non-specific lipid-transfer protein
Pectinesterase
Phosphoribulokinase
Photosystem | reaction center subunit 1V A, chloroplast
Plasminogen activator inhibitor 1 RNA-binding protein, putative
Porphobilinogen deaminase, putative
Proline-tRNA ligase (DUF1680)

Protein DEK, putative
Protein sufB, putative
Protein THYLAKOID FORMATIONZ1, chloroplast, putative
Pyruvate kinase

Fotossintese
Absorcéao de nutrientes
Translocagdo de proteinas
Fotossintese
Modificacdo de proteinas
Citoesqueleto
Metabolismo de aminoacidos
Processamento de RNA
Metabolismo de lipideos
Processamento de RNA
Nao atribuido
Metabolismo de lipideos
Metabolismo de coenzimas
Translocagdo de proteinas
Metabolismo de lipideos
Nao atribuido
Hidrolases
Modificacao de proteinas
Nao atribuido
Nao atribuido
Parede celular
Fotossintese
Fotossintese
Nao atribuido
Metabolismo de coenzimas
Nao atribuido
Nao atribuido
Metabolismo de coenzimas
Fotossintese
Respiracéo celular
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P92963
F4J9G2
BISFUO
B9SZV1
AOALPSBDEQ
BIRVH3
BIRRLY
BORT21
BISGV5
B9RID3
FAILQ2
B9SJ18
AO0A067KPWO
A0A0B7KV11
AO0A0B7KXQO9
B9S2B6
B9S8H8
Q941Q3

Ras-related protein RABB1c
Rhodanese/Cell cycle control phosphatase superfamily protein
Ribosomal protein L5, putative
RNA binding protein, putative
Rubisco methyltransferase family protein
Small nuclear ribonucleoprotein Ula,U2b, putative
Splicing factor, putative
SpoOB-associated GTP-binding protein, putative
Stachyose synthase, putative
Steroid binding protein, putative
Transmembrane protein
Ubiquitin-conjugating enzyme, putative
UBX domain-containing protein
Uncharacterized protein
Vegetative storage protein 2
Voltage-dependent anion-selective channel, putative
Xylem serine proteinase 1, putative
Zinc finger CCCH domain-containing protein 37

Trafego de vesiculas
N&o atribuido
Biossintese de proteinas
N&o atribuido
Néo atribuido
Processamento de RNA
Néo atribuido
Néo atribuido
Néo atribuido
Fitormdnios
Néo atribuido
Degradacdo de proteinas
Néo atribuido
Né&o atribuido
Néo atribuido
Transporte de solutos
Degradacdo de proteinas
Biossintese de RNA
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5.6.3 Proteinas diferencialmente abundantes entre 0s acessos contrastantes em endosperma de
J. curcas

A andlise estatistica realizada no software Perseus demonstrou 20 proteinas
diferencialmente expressas entre os diferentes acessos quando aplicado o test-T de Student’s
(p< 0,05), as mesmas foram submetidas a clusterizagdo hierarquica (correlagio de Pearson)
como ¢ mostrado na Figura 19. A descricio das proteinas diferencialmente expressas
comparando a forma como as mesmas foram reguladas neste tecido em acessos de alto teor de
¢ésteres de forbol, e o processo biologico em que foram alocadas através da andlise pelo
MapMan sao apresentadas na Tabela 6.

Das 20 proteinas diferencialmente expressas, nove foram reguladas positivamente no
acesso de alto teor de ésteres de forbol (ATEF), e pertenciam a classe de biossintese de
proteinas, metabolismo de aminoacidos, classificacdo de enzimas (oxirredutase e hidrolase) e
respostas a estimulos externos. Entre as 11 reguladas de forma negativa, ou seja, menos
expressas no acesso ATEF em relacdo ao acesso de baixo teor de ésteres de forbol (BTEF) estéo

as proteinas das classes de degradacdo de proteinas, metabolismo de carboidratos e fotossintese.



Figura 19. Heat Map das proteinas diferencialmente expressas de amostras de endosperma de Jatropha curcas, pelo test-T de Student’s (p< 0,05).
Comparando as proteinas presentes na amostra ATEF contra a amostra BTEF, a cor laranja representa proteinas com maior abundancia e a cor amarela

proteinas com menor abundancia.
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Tabela 6. Proteinas diferencialmente expressas em amostras de endosperma de Jatropha curcas, relacdo de abundancia e processos biologicos
onde foram alocadas. (+) maior abundancia; (-) menor abundancia.

BISW16
B9SA28
QILDV4
B9SUZ4
AOA0B7LBI4
023029
FAKG52
AOAOB7KPH9
BISQPO
AOA067KZ28
BORSR4
BISWNO
B9S3Z6
BISDX6
QIM4Q8
AOA0BTKKO7
004487
BIRNHO
COLES?2
B9T2C7

11S globulin subunit beta, putative
2S albumin, putative
Alanine aminotransferase 2, mitochondrial
Alcohol dehydrogenase, putative
Alpha-mannosidase
AWPM-19-like family protein
CAP160 protein
Carboxypeptidase
Embryonic abundant protein, putative
Glucose-6-phosphate isomerase
Heat shock protein 70kD, putative
Heat-shock protein, putative
Late embryogenesis abundant protein D-34, putative
Legumin B, putative
Legumin B, putative
Peroxidase
Probable elongation factor 1-gamma 1
Protein disulfide isomerase, putative
Ribulose bisphosphate carboxylase large chain
Serine-threonine protein kinase, plant-type, putative

Nao atribuido

Nao atribuido
Metabolismo de aminoacidos

Oxirredutases

Hidrolases
N&o atribuido
Nao atribuido
Degradacdo de proteinas

Nao atribuido
Metabolismo de carboidratos
Resposta a estimulos externos
Resposta a estimulos externos

Nao atribuido

Nao atribuido

Nao atribuido

Nao atribuido

Biossintese de proteinas

Nao atribuido

Fotossintese

Nao atribuido
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5.7 Principais proteinas identificadas e classes funcionais relacionadas nos diferentes
tecidos e entre acessos ATEF e BTEF de J. curcas

5.7.1 Proteinas relacionadas ao metabolismo secundario identificadas em diferentes
tecidos de acessos contrastantes de J. curcas

Avaliando as proteinas identificadas nos trés tecidos, varias delas pertencem ao
metabolismo secundéario (Tabela suplementar 2), e a maioria foi identificada exclusivamente
em raizes. Treze enzimas do tipo cinnamol- Coa redutases (EC 1.2.1.44) que possui papel
critico na formacdo de lignina sendo fundamental no desenvolvimento estrutural e atua na
defesa de plantas foram identificadas, 4 delas exclusivamente em raizes BTEF, para aquelas
encontradas em ambos 0s acessos ndo houve diferenca estatistica quanto a abundancia. Varias
enzimas envolvidas na biossintese de flavonoides como: Flavonol synthase/flavanone 3-
hydroxylase, putative (EC 1.14.11.9), Leucoanthocyanidin dioxygenase, putative (EC
1.14.11.19), Chalcone synthase (EC 2.3.1.74), Chalcone-flavonone isomerase family protein
(EC5.5.1.6) também foram identificadas, duas delas foram estatisticamente diferentes (B9S2P8
e B9T600), ambas foram expressas duas vezes mais em amostras BTEF (Tabela 4), ambas
atuam na protecdo de plantas contra danos oxidativos. Cinco Anthocyanin 5-aromatic
acyltransferase, putative (EC 2.3.1.153) foram encontradas, do total 4 estdo presentes apenas
em raizes, sendo 3 delas exclusivas de raizes BTEF, e uma delas identificada em endosperma
do acesso ATEF, nenhuma delas apresentou diferenca estatistica. Foram verificadas tambem
cinco Phenylalanine ammonia-lyase (EC 4.3.1.24) em amostras raizes e folhas, estas atuam na
biossintese de compostos fendlicos (flavonoides, fenilpropandides e lignina em plantas), atuam
na defesa das plantas contra o ataque de patdgenos. As proteinas do metabolismo secundario
atuantes diretamente na sintese de terpenos foram analisadas separadamente e serdo discutidas

no topico seguinte.

5.7.2 Proteinas relacionadas a sintese de terpenos identificadas em diferentes
tecidos de acessos contrastantes de J. curcas

Objetivando o entendimento da via de sintese dos diterpenos, grupo que inclui os ésteres
de forbol, principal composto toxico da cultura do pinhdo manso, as proteinas observadas na

via dos terpenos foram verificadas (Tabela 7). Foram identificadas 37 proteinas em diferentes
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vias como sintese de terpenos, monoterpenos e diterpenos, os detalhes das identificacfes podem

ser verificados na Tabela Suplementar 3.
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Tabela 7. Proteinas relacionadas a sintese de terpenos identificadas em acessos ATEF e BTEF de endosperma, folhas e raizes de Jatropha curcas.

+ 4+ + + + F o+ o+ A+ o+ o+ o+

+ F + + F F o+ F o+

WBNXM5
AO0A067JREL
AOA067KH13
AODA067K Y47
AODA067L1K9
AOA088FR32
$45388
D4P8l4
B9RZD3
B9SB47
P69834
B9S414
B9T2B5
B9T619
BISWB7
B9RI0O0
Q8VYB7
P57681
B9SIN2
BIRUX9
BIRUXS
BIRUX2
BORUX7
AOA067KVC6
AODA067K3N5

1-deoxy-D-xylulose 5-phosphate reductoisomerase
2-C-methyl-D-erythritol 2,4-cyclodiphosphate synthase
2-methoxy-6-polyprenyl-1,4-benzoquinol methylase, mitochondrial
3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A reductase
Casbene 5,6-oxidase
Casbene synthase 1
Ent-kaurene oxidase
Geranylgeranyl diphosphate synthase
4-hydroxy-3-methylbut-2-enyl diphosphate reductase, putative
4-diphosphocytidyl-2-C-methyl-d-erythritol kinase, putative
2-C-methyl-D-erythritol 4-phosphate cytidylyltransferase, chloroplastic
Ent-kaurene synthase A, chloroplast, putative
1-deoxyxylulose-5-phosphate synthase, putative
1-deoxyxylulose-5-phosphate synthase, putative
4-hydroxy-3-methylbut-2-en-1-yl diphosphate synthase, putative
Probable terpene synthase 6
Geranylgerany| transferase type-2 subunit alpha 1
Farnesylcysteine lyase
Probable terpene synthase 8
Gibberellin 20 oxidase, putative
Gibberellin 20 oxidase, putative
Gibberellin 20 oxidase, putative
Gibberellin 20 oxidase, putative
Diphosphomevalonate decarboxylase
Isopentenyl diphosphate isomerase



+ + + 4+ +

+ 4+ + + F o+ o+ o+

B9SAS57
Q09152
BIRDWS
Q8S4Y1
B9YRCO8
AOAOB4KET70
Q93WBS
B9SIM2
BIRVQ5
BIRH09
B9RS29
B9RZI6
BISRBY
A0A067IVGE

Acetyl-CoA acetyltransferase, mitochondrial, putative
Farnesyl pyrophosphate synthase 1, mitochondrial
Caax prenyl protease ste24, putative
Acetyl-CoA acetyltransferase, cytosolic 1
Hydroxymethylglutaryl-CoA synthase, putative
Casbene synthase (Fragment)
2-C-methyl-D-erythritol 4-phosphate cytidylyltransferase
Ent-kaurene synthase B, chloroplast, putative
9-cis-epoxycarotenoid dioxygenase, putative
(R)-limonene synthase, putative
Tocopherol cyclase, chloroplast, putative
Gibberellin 20 oxidase, putative
Gibberellin 3-beta-dioxygenase, putative
Mevalonate kinase
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Do total de proteinas identificadas 27 foram encontradas somente em raizes de J. curcas,
correspondendo a 72% do total de identificacfes, 20 proteinas pertencem a sintese de terpenos,
13 pertencem a sintese de diterpendides dentre estas o geranil geranil difosfato sintase (EC
2.5.1.29), a enzima casbeno sintase (EC 4.2.3.8) e a enzima casbeno 5,6 oxidase, ressaltando
que todas as proteinas relacionadas a sintese de diterpenos foram encontradas exclusivamente

em raizes.

Os terpenos sdo essenciais para o crescimento, desenvolvimento e para o metabolismo
geral das plantas. Alguns terpendides especializados ocorrem com padrdes distintos de
distribuicdo taxondmica, em que compostos ou grupos de compostos relacionados sao
encontrados apenas em algumas espécies de plantas ou familias, como ocorre com 0s ésteres
de forbol, que sdo mais comumente encontradas em espécies de plantas das familias
Euforbiaceae e Timelaeaceae. (BOHLMANN; KEELING, 2008; CROTEAU; KUTCAHN;
LEWIS, 2000).

Todas as vias metabolicas dos terpendides vegetais partem da formacéo de apenas dois
precursores isoméricos de cinco carbonos (C5), dimetilalil difosfato (DMADP) e isopentenil
difosfato (IDP). DMADP e IDP sdo formados na via do acido mevaldnico (MEV) e na via 2C-
metil-D-eritritol-4-fosfato (MEP). Os terpendides vegetais menores, os hemiterpenoides (C5),
podem ser formados diretamente a partir da DMADP pela atividade da terpenoides sintase
(TPS) (BOHLMANN; KEELING, 2008; MILLER et al., 2001). Alternativamente, a montagem
de duas, trés ou quatro unidades C5 por preniltransferases (PT), produz o geranil difosfato
(GDP; C10), farnesil difosfato (FDP; C15) e geranilgeranil difosfato (GGDP; C20)
(TAKAHASHI; KOYAMA, 2006).

Para serem formados os terpendides vegetais necessitam de varios compartimentos
subcelulares, o que por consequéncia requer o transporte intra e intercelular de intermedidrios
(CROTEAU et al., 2000). Os passos iniciais da biossintese terpenodides das vias MEV (&cido
mevalonico) e MEP  (2C-metil-D-eritritol-4-fosfato)  ocorrem  no reticulo
endoplasmatico/citosol e nos plastideos, respectivamente. Enzimas do tipo terpenoide sintases
(TPS) e preniltransferases (PT) da via terpendide central também sdo encontradas no citosol e
nos plastideos. O conhecimento da localizacdo celular e subcelular de todas as enzimas de uma
via terpenodide especifica ¢ importante para direcionar esforcos na engenharia de vias e
redirecionar estrategicamente o fluxo metabdlico (WU et al., 2006).

Os ésteres de forbol (EF) s@o considerados os principais componentes toXicos presentes

nas sementes de J. curcas e sao compostos de um diterpeno tetraciclico, denominado tigliano
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(12-hidroxi-16-deoxiforbol), dois dcidos graxos, que sdo esterificados nas posi¢des C13 e C16
do esqueleto tigliano (GOMES et al., 2018; HE et al., 2011). A sintese dos ésteres de forbol tem
como precursor geral o intermediario do metabolismo de diterpenos geranil geranil difosfato,
este ¢ convertido em casbeno pela enzima casbeno sintase, o casbeno ¢ um diterpeno biciclico
simples que tem sido sugerido como o primeiro intermedidrio comprometido com os
diterpenoides multiciclicos mais complexos encontrados nas espécies de Euphorbia (KIRBY et
al.,2010; LUO et al., 2016). A casbeno sintase foi identificada inicialmente em Ricinus
communis (DUEBER et al., 1978, citado por LUO ef al., 2016), a mesma fo1 identificada em
nosso estudo exclusivamente em raizes de ambas as variedades, o mesmo ocorreu com o geranil
geranil difosfato sintase.

Analises de vasta complexidade estrutural, de muitos tipos de diterpendides
macrociclicos encontrados na natureza indicam que os diterpenos multiciclicos possuem um
grau mais alto de oxigenagdo em comparagdo com os casbenos biciclicos. Esta relagdo entre os
estagios de ciclizacao e oxigenacao pode fornecer a chave para a formagao de diterpenodides
multiciclicos nos quais ciclizagdes intramoleculares sdo provaveis de ocorrer em uma via
combinada controlada por monoxigenases do citocromo P450 (P450s) (LUO et al., 2016;
ZERBE et al., 2013).

Alguns trabalhos recentes mostraram que duas enzimas pertencentes ao complexo
citocromo P450 (casbeno-5-oxidase e casbeno-9-oxidase) e a alcool desidrogenase sao
responsaveis pela sintese de um composto que € conservado em varios diterpendides, incluindo
os ésteres de forbol, o composto diterpendide latirano jolkinol (KING et al., 2016; LUO et al.,
2016). A proteinas do tipo alcool desidrogenase foram encontradas nos trés tecidos
(endosperma, folhas e raizes), ja a proteina casbeno-5,6-oxisase foi encontrada exclusivamente
em amostras de raiz em ambos os acessos. A Tabela 7 mostra as proteinas relacionadas a
biossintese dos diterpenos.

Todas as proteinas identificadas neste estudo que estdo relacionadas a sintese de
diterpenos, com excecdo proteinas alcool desidrogenases, foram encontradas exclusivamente
em raizes de pinhdao manso. Esta descoberta refor¢a os trabalhos de Nakano, Shah, Soares e
seus colaboradores, que acreditam que sintese dos ésteres acontece em tecidos como folhas e
raizes e sdo transportados para tecidos como as sementes de pinhdo manso (NAKANO et al.,

2012; SHAH et al., 2015; SOARES et al., 2014).
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5.7.3 Proteinas relacionadas ao transporte de terpenos identificadas em diferentes
tecidos de acessos contrastantes de J. curcas

A partir das identificacbes das proteinas relacionadas a sintese de terpenos estarem
presentes em sua grande maioria em raizes, foi feita uma analise pelo banco de dados de
transportadores (TCDB), no intuito de identificar transportadores especificos de terpenos, a fim
de esclarecer a hipotese da sintese em raizes e transporte para outras partes da planta. Nossa
analise classificou 611 proteinas como transportadores (Tabela Suplementar 4). Apesar do
transporte de diterpenos ndo esta bem evidenciado, ao verificar os transportadores do tipo ABC
envolvidos no transporte de metabdlitos secundérios, Jasinski e colaboradores identificaram
uma familia ABC tipo pleitropic drug resistance, como sendo a responsavel pelo transporte do
diterpeno esclareol (JASINSKI et al., 2001).

A familia de transportadores do tipo ABC completos podem ser subdivididos em quatro
subfamilias principais - MDR (multirresisténcia a drogas), MRP (proteina associada ao MDR),
ABCA e PDR (resisténcia a drogas pleiotropicas) (BRULE, SMART 2002). A superfamilia
(ABC) de transportadores de membrana é encontrada em todas as espécies procarioticas e
eucarioticas. Todos os membros desta familia estdo envolvidos no transporte ativo de muitos
compostos quimicamente e estruturalmente ndo relacionados e usam a hidrélise do ATP como
fonte de energia (HIGGINS, 1992, citado por JASINSK et al., 2011). Em nosso estudo 22
transportadores do tipo ABC foram encontrados, sendo dois deles do tipo PDR (B9SMW1 e
BO9RQF2), identificados exclusivamente em ambos 0s acessos de raizes, e igualmente
abundantes em ambos 0s acessos.

O fato de um componente ser sintetizado num tecido e transportado para outro ja foi
observado em outro membro da familia Euphorbiaceae, a mandioca. Essa cultura tem como
componente toxico o acido cianidrico (HCN), esse acido estd ligado a carboidratos
denominados de glicosideos cianogénicos, sendo liberado apos sua hidrélise. Estudos com essa
cultura demonstraram que apesar de acumulados em suas raizes, estes componentes toxicos sao
sintetizados em suas folhas, para entdo serem transportados e acumulados em suas raizes
(SELMAR, 1994).

Os trabalhos protedmicos que levantaram a hipotese do transporte de terpenos fizeram
estudos de tecidos especificos, este € o primeiro estudo na area que abrange diferentes tecidos
de J. curcas. Soares e colaboradores através da analise protedmica do integumento interno de
sementes de J. curcas, identificaram proteinas envolvidas no metabolismo secundario, mas

nenhuma proteina que possa estar envolvida na biossintese de ésteres de forbol, como ¢ o caso

da sintase de casbene que foi identificada (SOARES et al., 2014). SHAH e colaboradores na
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andlise protedmica de endosperma de pinhdo manso em diferentes estagios de
desenvolvimento, identificou um total 1760 proteinas e dentre estas diversas enzimas
envolvidas biossintese de precursores de diterpendides, mas nenhuma envolvida diretamente
na sua sintese (SHAH et al., 2015). O mesmo ocorreu na analise de plastideos de sementes em
desenvolvimento, onde dentre as 923 proteinas identificadas varias enzimas envolvidas na
biossintese de varios precursores de diterpendides foram identificadas, mas nenhuma casbeno
sintase (Pinheiro et al., 2013). A evidéncia da expressdao génica da sintase de casbeno em
plantulas, folhas maduras e em polpa de frutos, demonstra que esses compostos toxicos estao
distribuidos por toda a planta (NAKANO et al., 2012). Os resultados obtidos pelos autores
acima citados levam a conclusdo da ndo sintese desses componentes toxicos nas sementes de J.
curcas, mas da presenca destes por toda a planta. O que os leva a levantar a hipotese de que
eles tém sua sintese realizada em outro tecido da planta e sdo posteriormente direcionados a
suas sementes. Até entdo ndo havia suporte experimental para esta teoria, a identificacio em
raizes de J. curcas de enzimas como casbeno sintase, e ainda a evidéncia de transportadores do
tipo ABC da subfamilia PDR em suas raizes realizada por nosso estudo, dao suporte para

investigacdes direcionadas a confirmagao de tal teoria.

5.7.4 Proteinas identificadas, classificadas funcionalmente e estatisticamente diferentes
relacionadas ao metabolismo de lipideos em amostras de endosperma de J. curcas

Estudos protebmicos de endosperma de pinhdo podem ser encontrados em literatura,
foram realizados estudos comparativos entre endosperma e embrido de pinhdo manso em
diferentes estagios do desenvolvimento do fruto (LIU et al., 2009; LIU et al., 2011), o proteoma
do endosperma foi também investigado com objetivo de compreender a mobilizacéo de 6leo na
germinacdo de sementes de pinhdo-manso (YANG et al., 2009), e o proteoma de endosperma
em diferente estagios de desenvolvimento foi comparado (SHAH et al., 2015). Mas até entdo
ndo hé relatos de estudo comparativo de endosperma de variedades contrastantes quanto ao teor

de ésteres de forbol.

O ¢6leo das sementes oleaginosas sdo os lipideos armazenados como triacilglicerdis nos
chamados corpos oleaginosos. Em J. curcas estudos protedmicos de corpos oleaginosos
revelaram as oleosinas como seus principais componentes (POPLUECHALI et al., 2011).
Devido ao alto teor de dleo nas sementes de pinhdo manso, o que justifica seu potencial como
matéria prima para producdo de biocombustiveis, a rota do metabolismo dos lipideos merece

atengdo. Assim, a andlise do metabolismo de lipideos no endosperma ¢ de interesse e as
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proteinas envolvidas na biossintese dos acidos graxos, em ambos os acessos foram analisadas.
O objetivo foi verificar se o teor de ésteres de forbol pode estar relacionado com a produgdo de
6leo na espécie. Das 503 proteinas identificadas em endosperma (Tabela Suplementar 1), 36
estdo envolvidas no metabolismo de lipideos (Tabela 8), deste total 33 estdo presentes em

acessos ATEF, sendo 8 destas exclusivas deste acesso.



Tabela 8. Proteinas relacionadas a sintese e degradagdo de acidos graxos e proteinas associadas a corpos lipidicos identificadas em endosperma de

acessos ATEF e BTEF de Jatropha curcas.

ABWES5
Q56WD9
Q41135
AOA067JFR1
AOA067IMAG
A0A067JUCS
B9SJJ8
B9SHBO
B9SUZ9
B9RII0
B9RB49
BIRB49
QO000L2
BISQUS
BISPX3

AOAQ67L189

AOA067KC33

BORZN2
C5ILA9
BISDU7
BIOSUS2
BIRMM7
D2CGD5
BOT1U3

16.6 kDa oleosin
3-ketoacyl-CoA thiolase 2, peroxisomal
50 kDa ketoavyl-ACP synthase
Aconitate hydratase
Aconitate hydratase
Acyl carrier protein
Alcohol dehydrogenase, putative
Alcohol dehydrogenase, putative
Alcohol dehydrogenase, putative
Alcohol dehydrogenase, putative
Aldehyde dehydrogenase, putative
Aldehyde dehydrogenase, putative
Beta-ketoacyl-ACP synthase Il
Calcium ion binding protein, putative
Corticosteroid 11-beta-dehydrogenase, putative
Dihydrolipoamide acetyltransferase component of
pyruvate dehydrogenase complex
Dihydrolipoamide acetyltransferase component of
pyruvate dehydrogenase complex
Dihydrolipoamide dehydrogenase, putative
Heteromeric acetyl-CoA biotin carboxylase
Hydroxyacyl-ACP Dehydrase
Isocitrate lyase
Ketoacyl-ACP Reductase (KAR)
Lipase
Long-chain-fatty-acid CoA ligase, putative

X X X X

XX XX XXX X X XX XXXXXX X

X X X X X X X

X

X X X

Atividades associadas a corpos lipidicos

Degradacdo de lipideos
Sintese de lipideos
Degradacdo de lipideos
Degradacéo de lipideos
Sintese de lipideos
Degradacéo de lipideos
Degradacdo de lipideos
Degradacéo de lipideos
Degradacdo de lipideos
Degradagdo de lipideos
Degradacdo de lipideos
Sintese de lipideos

Atividades associadas a corpos lipidicos
Atividades associadas a corpos lipidicos

Sintese de lipideos

Sintese de lipideos

Sintese de lipideos
Sintese de lipideos
Sintese de lipideos
Degradacéo de lipideos
Sintese de lipideos
Degradacéo de lipideos
Sintese de lipideos



BOT1U3
AOAO067KZE2
AOAO067KFB5
AOAO067KNF4

BOT1E7

BORAWTY
AOAO067KGL5
I7F877

Q9ZPI5

D2E4AS5
AOA067JEA2
AO0A067JRD2

Long-chain-fatty-acid CoA ligase, putative
Malate dehydrogenase

Malate synthase
Malic enzyme

Mitochondrial oxoglutarate/malate carrier protein,

putative

Oleosin 18.2 kDa, putative

Oleosin
Oleosin

Peroxisomal fatty acid beta-oxidation multifunctional

protein MFP2

Phospholipase D

Pyruvate kinase

S-(hydroxymethyl)glutathione dehydrogenase

X X X

X X X X X X X X

X X XX X X X X X

X

Degradacéo de lipideos
Sintese de lipideos
Degradacéo de lipideos
Sintese de lipideos

Sintese de lipideos

Atividades associadas a corpos lipidicos
Atividades associadas a corpos lipidicos
Atividades associadas a corpos lipidicos

Degradacéo de lipideos

Degradacéo de lipideos
Sintese de lipideos
Degradacdo de lipideos
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Verificadas as proteinas envolvidas na sintese de acidos graxos, algumas estdo presentes
apenas no acesso de alto teor de ésteres de forbol como € o caso da Beta-ketoacyl-ACP synthase
II, enzima que catalisa a reagdo no metabolismo do 4cido palmitico ao acido estearico e a
subsequente formacao de acido oleico. As Dihydrolipoamide acetyltransferase component of
pyruvate dehydrogenase complex, Heteromeric acetyl-CoA biotin carboxylase ¢ Long-chain-
fatty-acid CoA ligase, putative também apareceram somente no acesso de alto teor de ésteres
de forbol. As sintetases de acil-coenzima A (CoA) grupo ao qual pertence a Long-chain-fatty-
acid CoA ligase (ACSs, EC 6.2.1.3) catalisam a formagao de um composto tio€ster a partir de
acidos graxos livres, ATP e CoA (KORNBERG; PRICER, 1953 citado por SCHNURR et al,
2002). A biossintese dos acidos graxos, em plantas, ocorre em sua maior parte em dois
compartimentos subcelulares, nos plastideos e no reticulo endoplasmatico. Nos plastideos,
ocorre a sintese a partir do acetil-CoA até a formagdo dos acidos graxos palmitico (16:0) ou
estearico (18:0) e a desaturacdo do dacido estedrico para oleico (18:1), no reticulo
endoplasmatico ocorrem as conversoes adicionais de acido oleico em linoleico (18:2) e
posteriormente acido linolénico (18:3) (SOMERVILLE et al., 2000).

Quando verificadas as proteinas relacionadas a degradacao de 4cidos graxos, uma lipase
foi identificada somente no acesso ATEF. Em plantas oleaginosas como a J. curcas as lipases
atuam na mobilizacdo dos triglicerideos de armazenamento através da hidrolise para acidos
graxos. Os acidos graxos liberados pelas lipases sdo canalizados para as vias produtoras de
energia, fornecendo energia para o crescimento do embrido e da plantula (STAUBMANN et
al., 1999). Analisando as proteinas relativas a corpos lipidicos, foram verificadas oleosinas,
principais componentes de corpos oleaginosos em J. curcas, em ambos 0s acessos
(POPLUECHALI ef al., 2011). A analise das proteinas envolvidas no metabolismo de lipideos
de endosperma de J. curcas entre acessos com teores de ésteres de forbol contrastantes
identificou maior nimero de proteinas relacionadas a produgdo e armazenamento de 6leo em
sementes de alto teor de ésteres de forbol sendo necessarios testes adicionais especificos para
tal comprovagao.

Estudos anteriores realizando a protedmica de endosperma de acessos ATEF com
objetivo de compreender a mobiliza¢do de 6leo na germinagdo de sementes de pinhdo-manso
demonstraram que o teor de 6leo ¢ estavel até o momento em que se inicia a germinacao. As
proteinas do tipo oleosinas foram reguladas negativamente no inicio da germinagao de sementes
indicando que a mobilizacdo de 6leo das sementes ¢ iniciada no momento da germinacio
(YANG et al., 2009). Em um estudo anterior com sementes em desenvolvimento realizado por

nosso grupo, foi mostrado que o endosperma maduro foi o estdgio com menor numero de
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identificacdes (307 proteinas) quando comparado a endosperma em estagios mais jovens, em
andlise realizada a partir da digestdo de spots proteicos de eletroforese bidimensional (SHAH
et al., 2015). O nosso trabalho partindo de digestdo de proteinas em solugdo e uso de
fracionamento em coluna de fase reversa aumentou o numero de identificagdes em
aproximadamente 64%.

A andlise quantitativa ndo mostrou diferencga estatistica entre as proteinas relacionadas
ao metabolismo de lipideos que foram encontradas em ambos os acessos. O fato das proteinas
relacionadas a respostas a estimulos externos (proteinas de choque térmico) estarem reguladas
positivamente em acessos ATEF ¢ relacionada a sua alta susceptibilidade a estresses bioticos e
abioticos. As proteinas de choque térmico (Hsp — Heat Shock Proteins) sdo uma classe
conservada de proteinas indutiveis pelo estresse que atuam principalmente como chaperonas
moleculares nas respostas primarias de protecao celular, (LI; BUCHNER, 2013; LINDQUIST;
GRAIG, 1988). Dentre os genes da familia de resposta ao choque térmico, o HSP70 ¢ um dos
genes altamente conservados e o primeiro a ser induzido em resposta a diversos fatores
estressantes (MUKHOPADHYAY et al., 2003).

Dado a importancia econdmica de J. curcas estar relacionada com a produgado de 6leo
por suas sementes, estabelecer a relacdo entre o teor de oleo e a toxicidade da planta ¢ de
extrema importancia. A literatura ja disponivel confirma que tal relagdo ainda ndo esta bem
estabelecida, estudos onde foram quantificados teor de 6leo e concentragdo de ésteres
mostraram variagdes entre os resultados que nao permitiram o estabelecimento concreto de tal
relacdo (AHMED; SALIMON, 2009). Pesquisas com acessos de baixo teor de ésteres de forbol
apontam menor rendimento deste, no entanto o baixo rendimento ¢ atribuido a fatores
secundarios como menor rendimento dos frutos e alta susceptibilidade a estresses bioticos
quando comparados aos acessos de alto teor de EF (HE et al., 2011; MAKKAR et al., 1997;
MAKKAR; ADERIBIGBE; BECKER, 1998; MAKKAR; MARTINEZ-HERRERA;
BECKER, 2008). Os resultados obtidos neste estudo e a bibliografia consultada sugerem que o
melhoramento da cultura deve reduzir a toxicidade da planta, mas a0 mesmo tempo manter sua

resisténcia para assim garantir a producdo de 6leo.
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5.7.5 Proteinas identificadas, classificadas funcionalmente e estatisticamente diferentes
relacionadas a fotossintese em diferentes tecidos de acessos contrastantes de J.
curcas

Foram identificadas 122 proteinas relacionadas a fotossintese (Tabela suplementar 4),
todas presentes em folhas, 15 destas também estavam presentes em endosperma e 75 também
foram identificadas em raizes de J. curcas. Das 9 proteinas relacionadas a fotossintese que
apresentaram diferenca estatistica em amostras de folha, 7 delas foram mais abundantes de
amostras de folhas de ATEF (Tabela 5). Dentre as proteinas mais abundantes em ATEF estdo
as subunidades de ligagédo a clorofila (Chlorophyll a-b binding protein, chloroplastic) estas
atuam na absorcdo mais eficiente da energia. A enzima fotossintética Phosphoribulokinase
(2.7.1.19) que tem por principal funcdo regenerar o RuBP, que é o substrato inicial e a molécula
receptora de CO: do ciclo de Calvin, também estava regulada positivamente em amostras
ATEF, a mesma é essencial e atua catalisando a fosforilacdo dependente de ATP da ribulose 5-
fosfato na ribulose 1,5-bisfosfato, ambos intermediarios no Ciclo de Calvin.
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6 PERSPECTIVAS FUTURAS

O objetivo principal do nosso trabalho foi ao analisar os diferentes tecidos de J. curcas
identificar o possivel 6rgdo/tecido onde os ésteres de forbol sdo sintetizados. A evidéncia de
enzimas envolvidas na sintese de diterpenos nos leva a sugerir as raizes como sendo o local de
sintese desses compostos que sao posteriormente transportados para as demais partes da planta.
Até entdo a enzima casbeno sintase ndo havia sido encontrada em analises protedbmicas nesta
cultura, tal achado é fundamentalmente importante para programas que visem o melhoramento
da cultura. No entanto analises adicionais sd0 necessarias para que possamos comprovar esta

teoria.

A aplicagdo da protedmica alvo direcionada como SRM (Selected Reaction Monitoring) e
PRM (Parallel reaction monitoring) nos tecidos estudados usando padrfes para as proteinas de
interesse pode confirmar a raiz como 0rgdo de sintese e ainda determinar se ha ou ndo diferenca
guanto a abundancia dessas proteinas entre os diferentes acessos. Uma analise mais cuidadosa
dos transportadores de terpenos, e a forma como os ésteres de forbol ou seus intermediarios séo
transportados tambem seria interessante. A identificacdo de ésteres de forbol nos diferentes
tecidos usando HPLC também seria de fundamental importancia. Em literatura diversos
trabalhos evidenciam os ésteres de forbol em frutos, um trabalho demonstra os mesmos em
folhas, mas ainda ndo ha evidéncias dos ésteres de forbol em raizes por analises deste tipo. A
realizacdo de experimentos em casa de vegetacdo que objetivem a verificacdo do transporte dos
ésteres de forbol das raizes para as demais partes da planta também podem realizados. A partir
da confirmacao do érgdo de sintese e 0 modo como 0 mesmo é transportado pode-se lancar mao
do melhoramento genético a fim de reduzir os teores dos ésteres de forbol em plantas de pinhao

manso e garantir o maior aproveitamento da cultura.
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7 CONCLUSAO

A analise protedmica dos diferentes tecidos de acessos contrastantes quanto aos teores
de ésteres de forbol de J. curcas é o primeiro estudo protebmico abrangente de folhas e raizes
nesta cultura. A identificacdo de enzimas envolvidas na biossintese de ésteres de forbol como:
casbeno sintase, casbeno 5,6 oxidase e geranil geranil difosfato sintase, e de transportadores de
terpenos terem sido identificadas exclusivamente em raizes, e com base em dados de literatura,
os resultados aqui obtidos indicam ser as raizes o local de sintese dos ésteres de forbol. A anélise
protedmica de diferentes tecidos de J. curcas levou a indicios importantes quanto a biossintese
dos ésteres de forbol, necessitando de analises complementares para comprovacdo desta teoria.
Os resultados aqui obtidos geram subsidios para o melhoramento da cultura e o melhor

aproveitamento do seu potencial econémico.
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