CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS
DEPARTAMENTO DE FITOTECNIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM AGRONOMIA/FITOTECNIA

DOMINGOS FERREIRA DE MELO NETO

ANALISE METABOLOMICA APLICADA A DOIS GENOTIPOS DE
PINHAO-MANSO (Jatropha curcas L.) COM NIVEIS CONTRASTANTES DE
ESTERES DE FORBOL

FORTALEZA
2023



DOMINGOS FERREIRA DE MELO NETO

ANALISE METABOLOMICA APLICADA A DOIS GENOTIPOS DE PINHAO-MANSO
(Jatropha curcas L.) COM NIVEIS CONTRASTANTES DE ESTERES DE FORBOL

Tese apresentada ao Programa de Pos-
Graduagdo em Agronomia/Fitotecnia do
Departamento de Fitotecnia da Universidade
Federal do Cear4, como requisito parcial a
obtencdo do titulo de Doutor em
Agronomia/Fitotecnia. Area de concentragio:
Bioquimica, Fisiologia e Biotecnologia
Vegetal.

Orientador: Francisco A. P. Campos
Coorientador: Fabio C. S. Nogueira

FORTALEZA
2023



Dados Internacionais de Catalogacdo na Publicagio
Universidade Federal do Ceara
Sistema de Bibliotecas
Gerada automaticamente pelo modulo Catalog, mediante os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

M485a  Me¢lo Neto, Domingos Ferreira de.
Analise Metaboldmica Aplicada a Dois Genotipos de Pinhdo-Manso (Jatropha curcas L.) com Niveis
Contrastantes de Esteres de Forbol / Domingos Ferreira de Mélo Neto. — 2023.
152 f. - il. color.

Tese (doutorado) — Universidade Federal do Ceara, Centro de Ciéncias Agrarias, Programa de Pds-
Graduagio em Agronomia (Fitotecnia), Fortaleza, 2023.

Orientagdo: Prof. Dr. Francisco de Assis de Paiva Campos.

Coorientagéio: Prof. Dr. Fabio César Sousa Nogueira.

1. Esteres de forbol. 2. Metabolémica de plantas. 3. Espectrometria de massas. 4. Terpendides. 5.
Oxilipinas. I. Titulo.
CDD 630




DOMINGOS FERREIRA DE MELO NETO

ANALISE METABOLOMICA APLICADA A DOIS GENOTIPOS DE PINHAO-MANSO
(Jatropha curcas L.) COM NIVEIS CONTRASTANTES DE ESTERES DE FORBOL

Tese apresentada ao Programa de Pos-
Graduagdo em Agronomia/Fitotecnia do
Departamento de Fitotecnia da Universidade
Federal do Ceara, como requisito parcial a
obtencdo do titulo de Doutor em
Agronomia/Fitotecnia. Area de concentragio:
Bioqguimica, Fisiologia e Biotecnologia
Vegetal.

Aprovada em: 15/03/2023

BANCA EXAMINADORA

Prof. Francisco A. P. Campos (Orientador)
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Prof. Fabio C. S. Nogueira (Coorientador)
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ)

Prof. Gilberto B. Domont
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ)

Dr. Rafael G. da Costa
Boston Children's Hospital-Harvard Medical School

Prof. Hector H. F. Koolen
Universidade do Estado do Amazonas (UEA)



A minha mae Vanaldi Ferreira, dedico!



AGRADECIMENTOS

Ao Prof. Chico Campos pela proposicdo dos experimentos, confiando a mim essa pesquisa
que foi a primeira analise metabolémica realizada no nosso laboratério. Agradeco também
pela supervisdo com rigor em todas as etapas e revisdo detalhada dessa tese. Esses 6,5 anos
sob sua orientacdo, entre o Mestrado e o Doutorado, foram de muito aprendizado,
especialmente pelos seus exemplos de dedicacédo ao trabalho.

Aos meus amigos do Laboratorio de Biologia Molecular de Plantas, tanto 0os mais antigos,
Roberto, Emanoella (Manu), Moab, Fabiano, Raquel, Magda e Jo&o, que tdo bem me
receberam quando cheguei para fazer o Mestrado em 2016 e me deram grande ajuda no
aprendizado e treinamento em protedmica de plantas, assim como os atuais, Sheheryar,
Lucas, Ingrid e Augusto que na necessidade me ajudaram sem medir esfor¢o, e ndo menos
importante, pela amizade que construimos.

A Manu faco um agradecimento especial pela importante contribuicdo nesse trabalho,
relativo a proposicao e treinamento no experimento com plantas enxertadas.

Ao Prof. Fabio Nogueira que tdo bem me recebeu na Unidade Protebmica (UP) e me
coorientou tanto no mestrado quanto no doutorado. Além disso, foi responsavel direto pelo
meu treinamento em cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas, que sem
duvida alguma constitui-se num diferencial importante. Agradeco ainda por suas valiosas
consideracBes, sempre muito lUcidas, a medida que tentavamos extrair o sentido bioldgico
daquele universo dos espectros de massa.

Ao Prof. Gilberto Domont também pela recep¢do amigéavel na UP e pela oportunidade em
realizar esse treinamento, inicialmente em protedmica e agora metabolémica, ambas baseadas
em espectrometria de massas. Ressalto ainda o0s importantes questionamentos sobre esse
trabalho e reflexdes durantes nossas reunides de grupo, vindos de quem eu considero meu
maior exemplo de vida dedicada a ciéncia, sempre motivado, inspirando a nés que estamos
iniciando.

Aos colegas da UP, Natalia, Yara, Jéssica, Mauricio, Patricia, Gabriel, Prof. Magno, Michele
e Luis pela 6tima recepgdo na UP e por todo auxilio durante as etapas de preparo de amostras,
aquisicdo de dados nos sistemas LC-MS/MS, processamento de dados e observacoes
pertinentes nas reunides em que apresentei resultados parciais, além do clima de cordialidade
sempre mantido entre todos no laboratério.

Ao pessoal do Departamento de Fitotecnia por liberarem o uso da area experimental no

Setor de Agricultura para cultivo das plantas de pinh&o-manso.



A Profa. Otilia e ao Dr. Jos¢ Chagas (Chaguinha) do Laboratério de Fitoquimica de
Plantas Medicinais Il (LAFIPLAM I1), onde foram dados os primeiros passos dessa pesquisa
e de quem recebi as primeiras orientacdes sobre a analise cromatografica dos ésteres de
forbol.

Ao Prof. Rafael Garret, a época coordenador do Laboratdério de Metabolémica (LabMeta),
LADETEC-UFRJ, por suas contribuices no desenho experimental dessa pesquisa e por
liberar gentilmente o uso do equipamento Q-Exactive, assim como pelo empréstimo da coluna
analitica, além de ter aceitado participar da banca de avaliacdo dessa tese e fazer expressivas
contribuigdes para melhoria do trabalho.

A Dra. Aline e a Profa. Marina, também do LabMeta, por dedicarem tempo a me auxiliar
durante a aquisicdo dos dados de LC-MS/MS.

Ao Prof. Hector Koolen por aceitar participar da banca de avaliacdo desse trabalho.

A Profa. Ménica Padilha, coordenadora do Laboratorio de Pesquisa de Agentes Anabolicos,
LADETEC-UFRJ, que gentilmente permitiu e confiou a mim os usos da balanca de
ultraprecisao e evaporador com fluxo de gas.

Ao pessoal do Laboratério de Fisiologia Vegetal (LabPlant) da UFC pelo uso do
liofilizador e centrifuga para tubos de ensaio.

As Professoras Candida e Rosilene, por terem realizado consideracbes importantes nesse
trabalho durante a defesa do projeto de qualificacéo.

Ao Prof. Tadeu e ao Prof. Pedro do Laboratorio de Proteinas Vegetais de Defesa, da UFC,
que gentilmente liberaram o uso do HPLC para determinacdo do padrdo de deposicdo de EF
nos tecidos de fruto em desenvolvimento.

Ao Programa de P6s graduacdo em Fitotecnia pela oportunidade de realizagcdo do curso
com bolsa.

A Coordenaco de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior — Brasil (CAPES) pelo
apoio financeiro na forma de bolsa de estudos.

A Alexandra Elbakyan pela criagdo e manutencdo do Sci-Hub (https:/sci-hub.se/), uma

iniciativa que exige grande esforco e coragem tremenda na tentativa de democratizar o acesso
a literatura cientifica.

Aos meus pais Vanaldi e Lourinaldo e minha irm& Alaides Priscila pelo amor
incondicional, apoio e compreenséo diante de minha auséncia em tantos momentos.

A quem ajudou na construcio desse trabalho de alguma forma e eu esqueci de mencionar.


https://sci-hub.se/

RESUMO

O pinh&o-manso (Jatropha curcas L.) tem sido estudado principalmente pelo seu potencial de
prover Oleo para producdo de biodiesel. Além disso, a torta obtida apo6s extragdo do 6leo
contém notével valor nutricional, mas seu uso na alimentacdo animal é impedido pela
toxicidade atribuida aos éteres de forbol (EF) encontrados na maioria dos genoétipos. Assim,
este trabalho analisou o padrdo de deposicdo de EF e o metaboloma de diferentes tecidos e
estagios de desenvolvimento de dois genoétipos de pinhdo-manso (HPE e LPE) que contrastam
no acimulo de EF. Viu-se que o gen6tipo HPE acumula EF no kernel de sementes maduras
numa concentracéo de 0,55 +0,062 pg.mg™, enquanto EF ndo foram detectados no gendtipo
LPE. Nas sementes produzidas pelos enxertos reciprocos dos genotipos HPE e LPE, ndo foi
observado efeito da enxertia sobre o acumulo de EF. J&, durante o desenvolvimento dos
frutos, os EF foram detectados e quantificados relativamente em todos os tecidos (pericarpo,
testa, tegma e endosperma) e estagios de desenvolvimento analisados (E1, E2, E3, E4 e E5)
do gendtipo HPE. Padrdes de deposicdo de EF distintos entre tecidos maternais e filiais foram
observados. Além disso, EF foram também detectados em folhas e raizes do genétipo HPE. A
deteccdo de EF na testa isolada e nas raizes, sdo reportadas de maneira inédita na literatura.
Pela abordagem metabolémica ndo-alvo, as raizes despontaram como principal repositério de
terpendides, especialmente sesqui e diterpenoides, em ambos 0s genotipos. Para maioria dos
diterpendides anotados, concentracdes relativas mais altas foram vistas no genoétipo HPE,
dentre eles, diterpendides com esqueleto tigliano, 0 mesmo encontrado nos EF, enquanto que
0 gendtipo LPE apresentou concentracBes relativas mais altas de sesquiterpendides. No
pericarpo e na testa em desenvolvimento, foram vistos principalmente diferencas no padréo de
deposicdo de compostos fenolicos, como flavonoides, acidos clorogénicos e taninos
hidrolisaveis. J4, no tegma de ambos 0s gendtipos, a abundancia relativa de lipideos de
membrana cai acentuadamente, acompanhada pelo aumento de diversas oxilipinas. Em
concluséo, esse trabalho detalhou a distribuicdo de EF em J. curcas, e explorou um conjunto
rico de dados metabolémicos que podem contribuir com o entendimento da biossintese de EF,
como também destacou diferencas nas distribuicGes de metabolitos de outras classes quimicas

entre 0s gendtipos, tecidos e estagios de desenvolvimento.

Palavras-chave: ésteres de forbol; metabolémica de plantas; espectrometria de massas;

terpendides; oxilipinas.



ABSTRACT

The physic nut (Jatropha curcas L.) has been studied mainly for its potential to provide oil
for biodiesel production. In addition, the cake obtained after extracting the oil contains
remarkable nutritional value, but its use in animal feed is prevented by the toxicity attributed
to the phorbol ethers (PE) found in most genotypes. Thus, this work analyzed the pattern
deposition of PE and the metabolome of different tissues and developmental stages of two
physic nut genotypes (HPE and LPE) that contrast in the accumulation of PE. Initially, it was
observed that the HPE genotype accumulates PE in the kernel of mature seeds at a
concentration of 0.55 +0.062 pg.mg?, while PE were not detected in the LPE genotype. In
seeds produced by reciprocal grafts of the HPE and LPE genotypes, no effect of grafting on
PE accumulation was observed. During fruit development, PE were detected and quantified in
all tissues (pericarp, testa, tegmen and endosperm) and developmental stages analyzed (S1,
S2, S3, S4 and S5). Distinct PE deposition patterns between maternal and filial tissues were
observed. Furthermore, PE were also detected in leaves and roots of the HPE genotype. The
detection of PE in the testa isolated and in the roots, are reported in an unprecedented way in
the literature. By the non-target metabolomics approach, the roots emerged as the main
repository of terpenoids, especially sesqui and diterpenoids in both genotypes. However, for
most of the annotated diterpenoids, higher relative concentrations were seen in the HPE
genotype, among them, diterpenoids with tigliane skeleton, the same found in the PE, while
the LPE genotype showed higher relative concentrations of sesquiterpenoids. During pericarp
and testa development, mainly differences in the deposition pattern of phenolic compounds
such as flavonoids, chlorogenic acids and hydrolysable tannins were seen. Already in tegmen,
there was a sharp drop in the concentration of membrane lipids, accompanied by an increase
in several oxylipins. In conclusion, this work detailed the distribution of PE in J. curcas, and
explored a rich-set of metabolomic data that may contribute to the understanding of PE
biosynthesis, in addition to having been demonstrated differences in the distribution of

metabolites of other chemical classes among genotypes, tissues and developmental stages.

Keywords: phorbol esters; plant metabolomics; mass spectrometry; terpenoids; oxilipins.
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1 INTRODUCAO

O pinh&o-manso (Jatropha curcas L.) € uma Euphorbiaceae que surgiu no cenario
agricola mundial como cultura ndo alimenticia, com grande potencial de prover 6leo para
producdo de biodiesel (MEHER et al., 2013). Atrelado a producdo de 6leo, o subproduto
obtido apds sua extra¢do, conhecido por torta da semente de pinhdo-manso (Jatropha seed
cake), dada suas caracteristicas que lhe conferem alto valor nutricional (SAETAE;
SUNTORNSUK, 2010; SANCHEZ-ARREOLA et al., 2015), é uma matéria prima com
potencial de ser utilizada na alimentacdo animal. Além disso, 0 grande repertorio de
moléculas biologicamente ativas encontradas nesta espécie, especialmente diterpendides,
fazem do pinhdo-manso uma planta também interessante do ponto de vista farmacoldgico,
podendo ser uma fonte direta desses compostos ou servir de inspiracdo para sintese quimica
de futuros farmacos (CAVALCANTE; DIEGO DA CONCEICAO SANTOS; GUEDES DA
SILVA ALMEIDA, 2020).

A ocorréncia natural do pinhdo-manso se da em regides tropicais e subtropicais,
especialmente em paises das Américas Central e do Sul, Africa e Asia (LI et al., 2017). De
modo geral, a variabilidade genética observada em bancos de germoplasma é baixa (TREBBI
et al., 2015), enquanto a variabilidade em caracteristicas agronémicas, como exemplo,
produtividade de semente e 6leo, periodo de floracédo e perfil de acidos graxos é maior, 0 que
sdo de grande importancia em programas de melhoramento genético. Os maiores niveis de
heterozigose tém sido observados em germoplasmas do México, particularmente nos
gendtipos considerados ndo tdéxicos, em que os ésteres de forbol (EF) sdo ausentes
(LAVIOLA et al., 2018; L1 et al., 2017; MONTES; MELCHINGER, 2016). Esses compostos
(Figura 1), sdo ésteres diterpénicos baseados num esqueleto do tipo tigliano, esterificado por
acidos graxos dicarboxilicos (HAAS; STERK; MITTELBACH, 2002) e a eles é atribuido o
carater toxico dos gendtipos que os contém (HE et al., 2011). Assim, ndo se recomenda a

utilizacdo alimenticia da torta oriunda desse tipo de gendtipo.
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Figura 1. Estruturas dos ésteres de forbol isolados de J. curcas. S8o seis isOmeros constitucionais, chamados de Fatores Jatropha Ci-Ce,
formados por esqueleto diterpendide tetraciclico do tipo tigliano (com os carbonos numerados no Fator Jatropha Ci), o 12-deoxi-16-
hidroxiforbol, esterificado com acidos graxos dicarboxilicos nos carbonos 13 e 16, os quais diferem estruturalmente entre si

Fator Jatropha C; Fator Jatropha C; Fator Jatropha C;

Yy Ve

Fator Jatropha Cy Fator Jatropha Cs Fator Jatropha Cg

Fonte: Elaborado pelo autor a partir de Haas et al., (2002)
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Diversos métodos fisicos, quimicos e bioldgicos ja demonstraram ser capazes de
desintoxicar a torta de pinhdo-manso. A submissdo a radiacdo solar ou gama mostraram-se
como métodos eficientes na diminui¢do da concentracdo de EF a concentracdes abaixo de 0,1
ug.mg, consideradas seguras (GOGOI; NIYOGI; TYAGI, 2014; YUNPING et al., 2012).
De maneira semelhante, a extracdo com solventes organicos (metanol e etanol, por exemplo),
aplicacdo de peroxido de hidrogénio, bases (NaOH e Ca(OH).) e surfactantes, séo métodos
quimicos que também apresentam essa capacidade (GUEDES et al., 2014; ZHANG et al.,
2014). Além disso, a biodegradacdo desses compostos por microrganismos tem se mostrado
uma estratégia promissora (DE BARROS et al., 2011; RODRIGUES DA LUZ et al., 2014).
No entanto, muitos desses métodos trazem consequéncias indesejaveis, como a diminuicédo da
qualidade nutricional devido a degradacdo de proteinas e aminoacidos essenciais, ou
toxicidade, por causa da permanéncia de solventes organicos na torta ou pela secrecdo de
toxinas pelos microrganismos usados na biodegradagdo. Ademais, a maioria desses métodos,
sdo aplicaveis apenas em escala de pesquisa. Diante desses problemas, alternativas fazem-se
necessarias.

Desvendar a rota de biossintese dos EF ird iluminar caminhos que levem a estratégias
capazes de bloquear sua produ¢do nos gendtipos toxicos. Esta seria, talvez, a alternativa mais
econbmica, sustentavel e segura. Alguns esfor¢os tém sido despendidos na tentativa de
entender as bases genéticas por trds dessa caracteristica. Um conjunto rico de marcadores
moleculares dos tipos RAPD, SSR e SNP foram encontrados e relacionados a variagdo nos
niveis de EF em diversos genédtipos (TANYA et al., 2011; TREBBI et al., 2019; VISCHI;
RARANCIUC; BALDINI, 2015). Assim como, o mapeamento de QTLs (Quantitative Trace
Locus) determinou regides gendmicas nos grupos de ligacdo 3 e 8 como envolvidas com a
biossintese de EF (AMKUL et al., 2017; KING et al., 2013). Estudos bioquimicos também
foram realizados e trouxeram contribui¢des significativas. Por exemplo, a formacéo de 1R,3S-
casbeno, um diterpeno biciclico com esqueleto tipo casbano, a partir da ciclizacdo de
geranilgeranilpirofosfato (GGPP) (Figura 2), promovida pela enzima sintase do casbeno, esta
estabelecida ha bastante tempo, e é tida como a reagéo inicial da rota (KING et al., 2014). O
casbeno esta no centro de vérias rotas que levam a formacdo de uma variedade de diferentes
esqueletos basicos de diterpenos, sendo, portanto, precursor comum de varios deles, inclusive
do esqueleto tetraciclico tipo tigliano (Figura 2), encontrado nos EF. Trabalhos recentes

mostraram como se da a formacdo do diterpendide triciclico Jolkinol C, que tem esqueleto
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tipo latirano, a partir de casbeno (KING et al., 2016; LUO et al., 2016). Assim, uma analise
metabolémica ndo-alvo de diversos tecidos e estagios de desenvolvimento poderia contribuir
na compreensdo da rota biossintética de EF por meio da anotacdo de possiveis intermediarios

quimicos que precedem a formagdo dos EF.

Figura 2. Proposta do papel central do casbeno na formacdo de uma série de outros
esqueletos basicos diterpendides. O casbeno formado pela ciclizacdo de GGPP, sofre uma
ciclizacdo intramolecular para produzir um esqueleto tipo latirano, e deste, diversos outros
esqueletos s&o originados, como tigliano, dafano, ingenano, ramnofolano e jatrofano

o‘?
oﬂ

Tigliano

Sintase do
casbeno

1R,3S-casbeno

(esqueleto tipo
casbano)
\
Latlrano

/ J Dafano

Jatrofano ﬁ( § %

Ingenano

Ramnofolano

Fonte: Adaptado de King et al., (2016).

Mesmo sendo mais abundantes nas sementes, trabalhos anteriores propuseram o
envolvimento das raizes na biossintese dos EF, haja vista, um conjunto de transcritos da
sintase do casbeno e seu produto proteico tenham sido expressos neste drgdo, € 0S mesmos
ndo tiveram a expressdo detectada em tecidos da semente (DE ALMEIDA et al., 2021;
FARIAS et al., 2020; NASCIMENTO, 2017; SOARES, 2015). Uma maneira possivel de
testar o papel das raizes na biossintese de EF e o transporte de longa distancia desses
compostos (das raizes para parte aérea) seria aplicando a técnica de enxertia. Essa técnica tem
sido usada na pesquisa cientifica para entender importantes aspectos da biologia vegetal,
dentre esses, o padrdo de distribuicdo de pequenas moléculas produzidas pelo metabolismo
secundario, que pode envolver biossintese 0rgao-especifico, transporte de longa distancia e
armazenamento (DONG et al., 2022). O padrdo de distribuicdo de nicotina (biossintetizada
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nas raizes e translocada para folhas) em plantas de tabaco (BALDWIN, 1989) e dos
glicosideos cianogénicos em mandioca (biossintetizados nas folhas e translocados para raizes
(JYRGENSEN et al., 2005), como também a demonstracdo da auséncia de transporte de longa
distancia de brassinosterdides em plantas de ervilha (SYMONS; REID, 2004), sdo exemplos
de estudos que utilizaram a enxertia para entender o padrdo de distribuigdo de certos
metabolitos.

Assim, esse trabalho foi concebido para criar um entendimento sobre a biossintese dos
EF no pinh&o-manso, calcado em analise metabolémica. Para tanto, o trabalho foi dividido em
duas etapas. Numa primeira etapa, foi feita a caracterizacdo de dois gendtipos de pinh&o-
manso em relacdo ao acumulo de EF nas sementes maduras, para em seguida estudar o efeito
da enxertia na deposicdo de EF nas sementes obtidas a partir dos enxertos reciprocos entre
esses gendtipos. Adiante, foi determinado o padrdo de deposicdo de EF em quatro tecidos do
fruto em desenvolvimento (pericarpo, testa, tegma e endosperma) de ambos os genotipos.
Essas determinacdes foram baseadas em cromatografia liquida com separacdo em coluna de
fase reversa octadecilsilano (C18) e quantificacdo dos compostos no comprimento de onda de
254 nm. Na segunda etapa, foram utilizados os tecidos dos frutos obtidos dos genétipos ora
mencionados, em trés dos estagios de desenvolvimento analisados no estudo anterior, mais
folhas e raizes de plantas cultivadas em hidroponia, para um estudo metabolémico ndo-alvo
baseado em cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas de alta resolucéo (LC-
HRMS).

1.1 Fundamentacdo tedrica

1.1.1 Propriedades do 6leo e da torta de pinhdo-manso

A maior parte dos gendtipos cultivados de pinhdo-manso no mundo s&o toxicos. Por
essa condicéo, o 6leo produzido por esses gendtipos € destinado basicamente para a produgéo
de biodiesel. Trés principais atributos dos 6leos vegetais devem ser observados para a
producdo de biodiesel: teor de Oleo da semente, quantidade de &cidos graxos livres e a
proporcao entre acidos graxos insaturados, mono e poliinsaturados. No pinhdo-manso, essas
caracteristicas sdo bastante varidveis a depender do genotipo, das condi¢bes de cultivo e
estagio de maturagdo do fruto. Rodrigues et al. (2013), ao compararem o teor de 6leo de 12

gendtipos de pinhdo-manso, encontraram valores que variaram de 37 a 45% do peso seco de
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sementes secas ao ar. Enquanto a quantidade de &cidos graxos livres variou de 0,6 a 1,1%. Ja,
os acidos graxos oleico (18:1) e linoleico (18:2) apresentaram-se em maiores proporcdes
(~40% cada), seguidos dos &cidos palmitico (16:0) e esteadrico (18:0), com 13 e 6%,
respectivamente. Kumar e Das, (2018), ao estudarem 19 genotipos de pinh&o-manso,
encontraram valores semelhantes, porém a variacdo no teor de 6leo foi de 13,7 a 54,3% do
peso seco do kernel (semente sem a testa), sendo que para maioria dos genotipos, os valores
estiveram entre 30 e 40%. Os valores de acidos graxos livres foram de 0,21 a 1,82 para
maioria dos genotipos. Aléem disso, uma dependéncia entre o estagio de desenvolvimento do
fruto com o teor de 6leo e sua composicdo de acidos graxos também foi observada. O teor de
6leo mais elevado e uma maior proporcao dos acidos graxos oleico e linoleico foram vistos
em sementes colhidas a partir de frutos amarelos, em detrimento aos frutos no final da
senescéncia, de coloragdo marrom (JONAS; KETLOGETSWE; GANDURE, 2020).

A torta, obtida ap6s a extracdo do 6leo, contém potencialmente alto valor nutricional.
Mesmo havendo uma significativa variacdo no teor de proteina bruta a depender do genotipo,
a torta de pinhdo-manso é considerada um material rico em proteinas. Bash et al., (2009),
determinaram o teor de proteina bruta em 72 geno6tipos de pinhdo-manso, representativos de
13 paises, e encontraram valores entre 18,8 e 34,5% do peso seco do kernel, sendo que, para
maioria dos gendtipos, o valor esteve préximo a média 28,3%. Esses valores ainda sofrem
efeito do método de extracdo e, por essa razdo, Ahluwalia et al., (2020), ao otimizarem a
temperatura, pH de solubilizacdo e precipitacdo e tempo, encontraram um valor de proteina
bruta de 41,98% na torta fresca de pinhdo-manso. Além disso, a torta de pinhdo-manso
contém altas concentracGes de aminoacidos essenciais, com destaque para leucina (4,4%),
fenilalanina (2,88%) e valina (2,84%). Assim, essas caracteristicas, asseguram ser o pinhao-
manso uma oleaginosa com alto potencial para producdo de biodiesel, e seu principal
subproduto passivel de ser utilizado como suplemento em ra¢des para animais, desde que as
rotas que levam aos EF sejam totalmente compreendidas, para embasar alternativas
biotecnoldgicas que possam ser capazes de bloquear sua biossintese ou reduzi-la a niveis

seguros.
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1.1.2 Esteres de forbol: toxicidade e principais avancos no entendimento de sua biossintese

Os EF do pinhdo-manso, nomeadamente fatores Jatropha Ci-Cs, sd0 seis isbmeros
constitucionais de formula e massa molecular CssHs60s e 710,37 u, respectivamente. Em
comum, eles possuem um esqueleto diterpénico tetraciclico do tipo tigliano, especificamente
12-deoxi-16-hidroxiforbol, esterificado com acidos graxos dicarboxilicos nas hidroxilas dos
carbonos 13 e 16 (HAAS; STERK; MITTELBACH, 2002) (Figura 1). As diferencas
estruturais, sdo encontradas, portanto, apenas na por¢do do acido graxo. Em J. curcas, além
de estarem depositados nas sementes, onde estdo em maiores concentracfes, também ja foram
detectados nas folhas (BALDINI et al., 2014). O caracter lipidico desses compostos, fazem
com gue eles permanecam solubilizados no 6leo ap6s sua extracdo. A toxicidade atribuida a
essas moléculas advém de estudos toxicoldgicos realizados em modelos animais. Em ratos
que sofreram administracdo intragastrica de EF isolados do 6leo de pinhdo-manso, foi
evidenciada mortalidade dependente da dose, além de uma série de alteracBes
histopatoldgicas nos érgdos coracéo, intestino delgado, cérebro e baco (LI et al., 2010). Os
efeitos dos EF também foram analisados em caracoéis e Artemia salina, em que a mortalidade
dependente da dose também foi evidenciada. Além disso, foi constatado que o par de
epimeros C4 e Cs sdo significativamente mais toxicos (ROACH et al., 2012). Por fim, a
atividade citotoxica dos EF do pinhdo-manso também foi testada em células de rim bovino.
Foi visto que os EF alteram severamente o estado redox das células, o que leva a estresse
oxidativo, além de induzirem aumento nas expressbes de PKC-BII, proto-oncogenes,
citocinas pro-inflamatérias e caspase-3, levando a um quadro de carcinogénese
(OSKOUEIAN et al., 2019).

A distingdo entre gendtipos téxicos e ndo toxicos por meio de caracteristicas
morfolégicas das plantas ndo é seguramente possivel, o que alavancou as buscas por
marcadores moleculares capazes de distinguir esses dois grupos. Entre os anos de 2007 e
2015, diversos grupos de pesquisa no mundo, ao estudarem a diversidade genética entre
diversos gendétipos de pinhdo-manso, entre 0s quais incluiam-se genotipos tdxicos
(concentragdo de EF > 0,1 pg.mg?) e ndo-tdxicos (EF ndo detectados ou presentes numa
concentragéo abaixo de 0,1 pg.mg™), reportaram um conjunto rico de marcadores moleculares
dos tipos RAPD, SSR, AFLP e SCoT, sejam especificos ou polimérficos, capazes de
distinguir esses dois grandes grupos de genoétipos (BASHA; SUJATHA, 2007; MULPURI;
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MUDDANURU; FRANCIS, 2013; SUDHEER PAMIDIMARRI et al., 2009; TANYA et al.,
2011; VISCHI; RARANCIUC; BALDINI, 2015). Alem disso, ficou claro que a variabilidade
genética entre gendtipos toxicos é baixa, enquanto, entre 0s gendtipos mexicanos ndo-toxicos,
geralmente é mais alta. Nesse &mbito, um passo importante foi dado pelo trabalho publicado
por King et al., (2013), ao reportarem um mapa de ligacdo genético de alta densidade, criado a
partir de quatro populacdes e contendo mais de 400 marcadores codominantes tipos SSR e
SNP. Nesse trabalho, os autores identificaram no grupo de ligacdo 8 um locus envolvido com
a biossintese de EF; viram também que essa caracteristica sofre segregacdo 3:1, sendo
portanto monogénica dominante, além de corroborarem com os resultados apresentados por
Sujatha; Makkar; Becker., (2005), que ao avaliarem a deposi¢do de EF em sementes F1 do
cruzamento de parentais tdxicas e ndo-tdxicas, viram que os teores de EF ndo sdo afetados
pela fonte de grdo de polen, conduzindo a interpretagdo de que a biossintese de EF esta sob
controle maternal. Em 2017, outro mapa de ligacdo genética, construido a partir de uma
populacdo F> de 92 individuos e usando 143 marcadores SSR, foi langado por Amkul et al.,
(2017), e aqui, outro QTL relacionado a toxicidade no pinhdo-manso foi identificado, mas
agora no grupo de ligagdo 3. Em 2019, Trebbi et al., ao sequenciarem o genoma de plantas
parentais toxicas e ndo toxicas, como também de 81 plantas F» oriundas do cruzamento dos
parentais, identificaram mais dois marcadores SNP significativamente ligados a baixa
toxicidade e localizados no grupo de ligacdo 8. Assim, de maneira geral, esses trabalhos
trouxeram as principais descobertas, do ponto de vista genético, sobre a biossintese dos EF.
Muito embora a rota bioquimica responsavel pela formacdo dos EF permaneca
desconhecida, alguns passos importantes estdo reportados na literatura. De forma geral,
geranilgeranilpirofosfato (GGPP) é precursor de todos os diterpenos conhecidos. Diversas
enzimas, chamadas sintases de diterpenos (diTPS), podem atuar sobre GGPP para produzir
uma variedade de esqueletos basicos de diterpenos, os quais sdo decorados com diferentes
grupos quimicos, proporcionando toda diversidade de diterpendides que se conhece (ZERBE;
BOHLMANN, 2015). Dentre as muitas diTPS de plantas, a sintase do casbeno (EC: 4.2.3.8),
uma diTPS monofuncional classe | (ZERBE; BOHLMANN, 2015) se destaca em
Euphorbiaceae pela conversdo de GGPP a casbeno, um diterpeno biciclico do tipo casbano,
do qual se acredita derivar os demais esqueletos basicos dos diterpenos ja reportados na
familia (CROMBIE et al., 1980) (Figura 3). Nos trabalhos publicados por Nascimento,

(2017) e Soares, (2015), em J. curcas foi detectada a expressdo de varios candidatos a sintase
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do casbeno em raizes, e apenas um em folhas, enquanto Farias et al., (2020) reportaram, pela
primeira vez, a identificacdo do produto proteico de sintase do casbeno, também nas raizes.
Esse dado foi confirmado mais tarde por Almeida et al., (2021) via proteémica alvo-dirigida;
nesse mesmo estudo ndo foi verificada diferenca significativa na abundancia dessa enzima
entre gendtipos com teores contrastantes de EF. Em 2016, duas pesquisas independentes, uma
publicada por King et al., (2016), e outra por Luo et al., (2016), relataram 0s passos que levam
a biossintese do diterpenoide Jolkinol C (esqueleto tipo latirano; Figura 3A), em J. curcas
(ANEXO AA) e Euphorbia lathyris L. (ANEXO AB), respectivamente. Inicialmente, casbeno
deve sofrer oxidagOes sequenciais, especificamente nos carbonos 5, 6 e 9, por atividade de
enzimas citocromo P450, o que favorece a formacdo de uma ligacdo intramolecular entre os
carbonos 6 e 10. Dessa maneira, o biciclico casbeno, passa a um triciclico tipo latirano. A
Unica diferenca entre as propostas esta na formacéo da ligagcdo carbono-carbono 6-10, que em
E. lathyris se diz ter o envolvimento de Alcool desidrogenase 1 (EC: 1.1.1.1), enquanto em J.
curcas, foi colocado que € um passo espontaneo, ndo enzimatico. Assim sendo, acredita-se
que outras oxidacbes no esqueleto latirano leve a formacdo da ligacdo intramolecular
carbono-carbono C5-C14, dando origem entdo ao esqueleto tetraciclico tigliano, aquele
encontrado nos EF. Além disso, € esperado que enzimas aciltransferases estejam envolvidas
na esterificacdo da porcdo acido graxo. Diante de todas essas consideracdes, um estudo
metabolémico ndo-alvo comparativo entre genotipos de pinhdo-manso com teores
contrastantes de EF, poderd detectar possiveis intermediarios dessa rota, quer sejam
exclusivos ou apresentem concentracdes relativas significativamente diferentes entre dos

gendtipos, de modo a aprofundar nossa compreensdo acerca da biossintese de EF.

Figura 3. Estruturas moleculares de Jolkinol C e 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA).
(A) Estrutura molecular do Jolkinol C. (B) Estrutura molecular do TPA

A
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1.1.3 Métodos para a quantificacao dos ésteres de forbol

A falta de padrdes comerciais auténticos dos seis ésteres de forbol do pinhdo-manso,
fez com que as suas determinacGes tenham sido realizadas indiretamente, por meio de
equivalentes de um outro éster de forbol, o 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA)
(Figura 3B), isolado pela primeira vez de Croton tiglium e disponivel comercialmente. O
método que se estabeleceu é baseado em cromatografia liquida de alta performance (HPLC),
com separacdo em coluna de fase reversa octadecilsilano (C18) e deteccdo a 280 nm, em que
as areas integradas do bloco de picos correspondente aos EF do pinhdo-manso, é comparada a
area do padrdo TPA (MAKKAR et al., 1997). Apesar de sua utilizacdo para a quantificacdo
dos EF do pinhdo-manso ser disseminada, esse método apresenta alguns problemas. Embora
todos os seis isbmeros absorvam bem luz préximo a 280 nm, o par de epimeros Cas.s ndo
absorve tdo bem nessa faixa (KONGMANY et al., 2016); a integracdo das areas referentes a
todos os isdbmeros faz-se necessaria porque é bastante dificil obter uma boa resolugéo entre 0s
seis picos; se ha coeluicdo com outros compostos, e esses também absorvem luz na faixa de
280 nm, ndo é possivel eliminar essas substancias interferentes (comum em tecidos
pigmentados como folhas); finalmente, o0 TPA n&o apresenta banda méxima de absorcéo de
luz em 280 nm, o que leva a uma superestimacdo do contedo de EF. Para minimizar este
erro, um trabalho reportou 0 uso do comprimento de onda de 254 nm, banda em que tanto os
EF de J. curcas quanto o TPA, possuem absor¢do semelhante (HERATH et al., 2017).

Mesmo com esses inconvenientes, esse método tem se mostrado consistente,
reprodutivel e com étima linearidade em diferentes condi¢cBes cromatograficas (tipos de
coluna e fase movel) (FARIA-MACHADO et al., 2019). Além disso, foi proposto um método
de adicdo de padrao de EF, em que, inicialmente, deve-se obter uma fracdo purificada dos seis
EF e depois adiciona-la em concentracdes crescentes nos extratos de amostras, para construir
uma curva de calibracdo. Dessa maneira, os valores alcancados, deixam de ser equivalentes de
TPA, e passam a valores reais de EF (NEU; SCHOBER; MITTELBACH, 2018).

Além dos métodos baseados em HPLC-UV, métodos baseados em espectrometria de
massas também estdo disponiveis na literatura. Como vantagens, esses métodos sdo muitos
mais sensiveis e problemas relacionados com a coeluicdo de compostos que ndo sejam
isdbmeros de EF ndo impedem a analise. Baldini et al., (2014), conseguiram determinar os EF

em extratos de folhas usando um método alvo-dirigido, ao monitorarem especificamente as
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transicbes 695 > 311, 677 >» 311 e 293 > 265. J4, Verardo et al., (2019), conseguiram
distinguir os diferentes EF do pinh&o-manso através dos perfis de fragmentacdo (MS/MS),
porém, nesse trabalho, utilizaram um extrato de 6leo, que é bem menos complexo do que
extratos de folhas, sementes e raizes, por exemplo. Seria interessante, dessa maneira, um

método LC-MS/MS ndo-alvo para determinacdo dos EF em matrizes complexas.

1.1.4 Terpenoides

Para além dos EF, um conjunto interessante de outros produtos naturais isolados do
pinhdo-manso foram caracterizados estruturalmente, dos quais, alguns apresentaram atividade
biologica. Desse conjunto, 0s mais representativos em numero pertencem as classes dos
terpendides e compostos fendlicos, sendo os primeiros, aqueles com maior numero de
estruturas determinadas (CAVALCANTE; DIEGO DA CONCEICAO SANTOS; GUEDES
DA SILVA ALMEIDA, 2020). De modo geral, os terpendides, também conhecidos por
isoprendides, sdo distribuidos ubiquamente em todos os reinos da vida (GUILLAUME et al.,
2019), e nas plantas, compreendem a classe de metabdlitos secundarios mais diversa, com
mais de 25.000 estruturas identificadas (TISSIER; ZIEGLER; VOGT, 2015). Um esquema
geral da biossintese dos terpendides é mostrado na Figura 4, em que, a adicdo sequencial de
uma, duas ou trés moléculas de isopentenilpirofosfato (IPP) ao iniciador dimetilalilpirofosfato
(DMPP), por reacéo de acoplamento regular (cabecga-cauda), catalisada por preniltransferases
especificas (CHANG; CHENG; WANG, 2021), produz os blocos de construcdo dos
terpendides, geranilpirofosfato (GPP; 10 carbonos), farnesilpirofosfato (FPP; 15 carbonos) e
geranilgeranilpirofosfato (GGPP; 20 carbonos), respectivamente. Esses substratos, sdo entdo
alvos de um diverso grupo de enzimas, chamadas terpeno sintases ou ciclases, que ciclizam
essas moléculas de diferentes maneiras e geram esqueletos com um ou mais anéis
(KARUNANITHI; ZERBE, 2019). Finalmente, esses scaffold podem ser modificados por
oxidag0es seletivas, segundo atividade de monooxigenases da familia citocromo P450. Esse
ganho de funcionalidade, permite ainda a decoragdo dessas estruturas por metilacéo,
alquilacdo, glicosilagdo, entre outras. Assim, esse vasto numero de possibilidades de
modificacdo dos esqueletos lineares, explica a grande diversidade de terpendides existentes na
natureza (MAFU; ZERBE, 2017).
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Em J. curcas, destaca-se a subclasse dos diterpendides, com 66 estruturas
caracterizadas, onde incluem-se os EF (Tabela 1). Esses compostos estdo distribuidos por toda
planta, mas, as raizes tém se mostrado como principal repositério (Figura 5A). Além disso,
esses diterpendides compreendem seis tipos de esqueletos bésicos, sdo eles: latirano,
ramnofolano, premircinano, jatrofolano, tigliano e podocarpano (Figura 5B). Outras classes
de compostos também ja foram isoladas e caracterizadas no pinhdo-manso. A isso inclui-se
mono, sesqui e triterpenos, lignanas, flavonoides, cumarinas e alcaloides, muitas delas com
propriedades citotoxicas e antioxidantes, 0 que torna essa espéecie interessante
farmacologicamente (CAVALCANTE; DIEGO DA CONCEICAO SANTOS; GUEDES DA
SILVA ALMEIDA, 2020a).

Figura 4. Esquema geral da biossintese de terpendides. As unidades monoméricas de 5
carbonos DMPP e IPP s&o condensadas por enzimas preniltransferases especificas, para gerar
esqueletos lineares de 10, 15 e 20 carbonos, respectivamente, geranilpirofosfato (GPP),
farnesilpirofosfato (FPP) e geranilgeranilpirofosfato (GGPP). Essas moléculas, por sua vez,
podem ser ciclizadas por terpeno sintases e serem modificadas por oxidacdo e adicdo de
outros grupos quimicos por enzimas Terpeno sintases, Monooxigenases do citocromo P450,
Alcool desidrogenases, Aciltransferases e Glicosiltransferase

DMPP IPP
(5¢) ~—— (50)

Preniltransferases
(condensagdes sequenciais)

G(G)PPS
Heterodimero

FPPS
Homodimero

Homodimero

[ GPP (10C) ][ FPP (15C) ][GGPP(ZOC) ]

(DMPP +IPP) (DMPP + 2IPP) (DMPP + 3IPP)
Terpeno sintases ou ciclases
l l l Monoxigenases do citocromo P450
l l l Alcool desidrogenases
l l l l 1 1 Aciltransferases
Glicosiltransferases
Monoterpendides Sesquiterpendides Diterpendides
Triterpendides Giberelinas

Ds
Carotendides C40 —— Apocarotendides
Tetraterpendides

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Tabela 1. Diterpendides isolados e caracterizados de J. curcas, com respectivos nomes, formula molecular, massa molecular, tipo de esqueleto
diterpénicos, parte da planta de onde foram extraidos e a referéncia bibliografica

Numero Nome Formula Massa Orgéo da Esqueleto Referéncia bibliogréafica
molecular monoisotdpica planta diterpénico
1 Jatrogrossidiona C20H2403 312,1721 raiz latirano (LIU et al., 2015)
2 2-Epihidroxiisojatrogrossidion Ca0H2504 332,1982 raiz latirano (LIU et al., 2015)
3 2-Hidroxiisojatrogrossidion Ca0H2804 332,1982 raiz latirano (LIU et al., 2015)
4 Curcusona A C20H2402 296,1771 raiz ramnofolano (NAENGCHOMNONG et
al., 1986)
5 Curcusona B C20H2402 296,1771 raiz ramnofolano (NAENGCHOMNONG et
al., 1986)
6 Curcusona C C20H2403 312,1721 raiz ramnofolano (NAENGCHOMNONG et
al., 1986)
7 Curcusona D C20H2403 312,1721 raiz ramnofolano (NAENGCHOMNONG et
al., 1986)
8 Curcusona E C20H2403 312,1721 raiz ramnofolano (CHIANESE et al., 2011)
9 Spirocurcasona C20H240, 296,1771 raiz spiroramnofolano (CHIANESE et al., 2011)
10 Fator Jatropha C1 Cu4Hs40s 710,3813 semente tigliano (HAAS; STERK;
MITTELBACH, 2002)
11 Fator Jatropha C2 Cu4H540s 710,3813 semente tigliano (HAAS; STERK;
MITTELBACH, 2002)
12 Fator Jatropha C3 C4H540s 710,3813 semente tigliano (HAAS; STERK;
MITTELBACH, 2002)
13 Fator Jatropha C4 Cu4H540s 710,3813 semente tigliano (HAAS; STERK;
MITTELBACH, 2002)
14 Fator Jatropha C5 Cu4Hs40s 710,3813 semente tigliano (HAAS; STERK;
MITTELBACH, 2002)
15 Fator Jatropha C6 CaaH540s 710,3813 semente tigliano (HAAS; STERK;
MITTELBACH, 2002)
16 Heudelotinona C18H200: 268,1458 parte aérea podocarpano (RAVINDRANATH et al.,
2004)
17 Jatrophalactama C20H29NOs3 331,2142 raiz lactama latirano (WANG et al., 2009)
18 Jatrophalactona Ca0H2605 346,1774 raiz (LIU et al., 2012)
19 Jatrophadicetona C20H2403 312,1721 raiz ramnofolano (LIU etal., 2012)
20 Jatrophodiona A Ca0H2604 330,1825 parte aérea premirsinano (XU etal., 2011)




21
22
23
24

25

26

27

28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46

Jatrowediol
Isojatrogrossidion
2-epi-isojatrogrossidion
15-O-acetil-15-epi-(4E)-
jatrogrossidentadion
(14E)-14-O-acetil-5,6-
epoxijatrogrossidentadion
3p-acetoxi-12-methoxi-13-
metil-podocarpa- 8,11,13-trien-
7-one

3B,12-dihidroxi-13-

metilpodocarpano-8,10,13-triene

Jatrophalona
Latiranlactona
Jatrocurcasenona A
Jatrocurcasenona B
Jatrocurcasenona C
Jatrocurcasenona D
Jatrocurcasenona E
Jatrocurcasenona F
Jatrocurcasenona G
Jatrocurcasenona H
Jatrocurcasenona |
Jatrophodiona B
Jatrophodiona C
Jatrophodiona D
jatrophodiona E
2-hidroxi-3-dehidroxicaniojana
Jatrocurcadiona A
Jatrocurcadiona B
Epi-jatrophol

C20H3004
C20H2803
C20H2803
C22H3005

C22H3004

C21H2604

C18H260:

C20H2604
C20H2804
C20H2604
C20H2605
C20H2803
C20H2603
C20H2604
C21H2505
C21H3204
C20H2605
C20H2603
C20H2803
C20H2803
C20H2602
C20H2602
C20H2405
C20H2603
C22H2804
C20H2403

334,2138
316,2033
316,2033
374,2087

358,2138

344,1982

274,1927

330,1825
332,1982
330,1825
346,1774
316,2032
314,1876
330,1825
357,1707
348,2295
346,1774
314,1876
316,2032
316,2032
298,1927
298,1927
344,1618
314,1876
356,1982
312,1721

raiz

raiz

raiz
parte aérea

parte aérea

parte aérea

parte aérea

raiz
raiz
raiz
raiz
raiz
raiz
raiz
raiz
raiz
raiz
raiz
raiz
raiz
raiz
raiz
raiz
parte aérea
parte aérea
casca da raiz

latirano
latirano
latirano
latirano

latirano

podocarpano

podocarpano

jatrofolano
latirano
latirano
latirano
latirano
latirano
latirano
latirano
latirano
latirano
latirano
premirsinano
premirsinano
premirsinano
premirsinano
ramnofolano
premirsinano
premirsinano
jatrofolano

(LIU et al., 2015)
(LIU et al., 2015)
(LIU et al., 2015)

(RAVINDRANATH et al.,
2004)

(RAVINDRANATH et al.,
2004)

(RAVINDRANATH et al.,
2004)

(RAVINDRANATH et al.,
2004)

(LIU etal., 2012)
(LIU etal., 2015)
(LIU et al., 2015)
(LIU etal., 2015)
(LIU et al., 2015)
(LIU etal., 2015)
(LIU et al., 2015)
(HUANG et al., 2021)
(HUANG et al., 2021)
(HUANG et al., 2021)
(HUANG et al., 2021)
(LIU etal., 2015)
(LIU et al., 2015)
(LIU etal., 2015)
(LIU et al., 2015)
(YANG et al., 2013)
(BAO et al., 2015)
(BAO et al., 2015)
(ZHANG et al., 2012)
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49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60

61
62
63
64
65
66

Jatrophaldeido
Epi-jatrophaldeido
Curcusecona A
Curcusecona B
Curcusecona C
Curcusecona D
Curcusecona E
Curcusona F
Curcusona G
Curcusona H
Curcusona |
Curcusona J
4-epi-curcusona E

3-Dehidroxi-2-epi-caniojana

Jatrophadicetona A

18-hidroxijatrophadicetona
2-epi-macroripremirsinona A
7[-hidroxijatropholona A
7B-hidroxijatropholona B

Acetoxijatropholona

C20H2203
C20H2203
C20H2405
C20H2403
C21H2803
C20H2403
C20H2403
C21H2803
C20H2604
C20H2403
C20H2603
C20H2603
C20H2403
C20H2404

C20H2404
C20H2404
C20H2804
C20H2403
C20H2403
C22H2604

310,1563
310,1563
344,1624
312,1721
328,2033
312,1721
312,1721
328,2033
330,1826
312,1721
314,1876
314,1876
312,1721
328,1671

328,1669
328,1602
332,1916
312,1652
312,1652
354,1831

casca da raiz
casca da raiz

raiz

raiz

raiz

raiz

raiz

raiz

raiz

raiz

raiz

raiz

raiz

raiz

raiz
raiz
raiz
raiz
raiz
raiz

jatrofolano
jatrofolano
seco-ramnofolano
seco-ramnofolano
seco-ramnofolano
seco-ramnofolano
seco-ramnofolano
ramnofolano
ramnofolano
ramnofolano
ramnofolano
ramnofolano
ramnofolano

ramnofolano
derivados
ramnofolano

ramnofolano

premirsinano
jatrofolano
jatrofolano
jatrofolano

(ZHANG et al., 2012)
(ZHANG et al., 2012)
(LIU et al., 2013)
(LIU et al., 2013)
(LIU et al., 2013)
(LIU et al., 2013)
(LIU et al., 2013)
(LIU et al., 2013)
(LIU et al., 2013)
(LIU et al., 2013)
(LIU et al., 2013)
(LIU et al., 2013)
(LIU et al., 2013)
(LIU et al., 2013)

(HUANG et al., 2020)
(HUANG et al., 2020)
(HUANG et al., 2020)
(HUANG et al., 2020)
(HUANG et al., 2020)

(CHIANESE et al., 2011)

Fonte: Elaborada pelo autor a partir das referéncias bibliogréaficas explicitadas.
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Figura 5. Distribuicdo dos diterpendides isolados de J. curcas de acordo com a parte da
planta de onde foram extraidos e tipo de esqueleto basico
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79%
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Numero de compostos
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Fonte: Elaborada pelo autor a partir dos dados mostrados na Tabela 1.

1.1.5 Compostos fendlicos

Depois dos terpendides, os compostos fenolicos séo a classe de produtos naturais com
maior nimero de estruturas caracterizadas em J. curcas, com destaques para lignanas e
flavonoides (CAVALCANTE; DIEGO DA CONCEICAO SANTOS; GUEDES DA SILVA
ALMEIDA, 2020). Na natureza, essa classe de produtos naturais, compdem uma miriade de
metabolitos produzidos a partir do metabolismo secundéario, que em plantas sdo derivados em
sua maioria de L-fenilalanina. A essa gama de compostos se atribui grande parte do sucesso
das plantas vasculares no ambiente terrestre, por seu papel estrutural nas paredes celulares,
como toxinas e, pigmentos depositados em estruturas florais para atrair polinizadores, sao
exemplos de fungdes dos compostos fendlicos na biologia das plantas (CHEYNIER et al.,
2013). Sdo, desde compostos simples, como o acido galico, até grandes polimeros como as
ligninas.

Majoritariamente, os compostos fenolicos séo derivados da via dos fenilpropanoides,
com poucas excecdes, como é o caso dos taninos hidrolisaveis. Ainda que 0s compostos
fendlicos sejam encontrados em todas as partes da planta, a distribuicdo espago-temporal
desses metabolitos segue um rigido controle. Exemplos dessa variacdo foram mostrados
recentemente para 11 cultivares de Zamthixylum bungeanum (ZHANG et al., 2023). Um
resumo das rotas de biossintese de compostos fenolicos é mostrado na Figura 6. Como pode
ser visto, p-cumaroil-CoA tem papel central, servindo de substrato para diversas enzimas que

direcionam seu fluxo para diferentes subclasses de compostos fendlicos (Figura 6).
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Em J. curcas, entre lignanas e neolignanas, foram caracterizados 10 compostos, todos
isolados de sementes e com propriedades antioxidantes (LI et al., 2014; SUZUKI et al., 2016).
Esses compostos sdo formados a partir do acoplamento oxidativo/dimerizacdo das formas
tautoméricas de monolignais, principalmente do alcool coniferil radical, gerado pela atividade
de peroxidases e lacases (ZALESAK; BON; POSPISIL, 2019). O acoplamento pode ser
intermediado por Dirigents Proteins (DIR), proteinas que ndo possuem atividade catalitica
propriamente dita, mas orientam as reacdes de maneira estereosseletiva, ou pode ocorrer
espontaneamente sem interferéncia de proteinas (PANIAGUA et al., 2017). Sob dependéncia
dos &tomos envolvidos na ligacdo de acoplamento dos tautdbmeros radicalares, esses
compostos sdo classificados em lignanas ou neolignanas. Por defini¢do, lignanas possuem
acoplamento C8-C8’, enquanto nas neolignanas, a dimeriza¢do pode ocorrer por quaisquer
ligacGes alternativas (LI et al., 2018).

Por outro lado, cinco flavonoides foram isolados do pinh&o-manso, sendo um de raiz,
um do caule e trés de folha (CAVALCANTE; DIEGO DA CONCEICAO SANTOS;
GUEDES DA SILVA ALMEIDA, 2020). A porta de entrada para as vias que levam a
biossintese dos flavonoides é catalisada por Chalcona sintase [EC 2.3.1.74] (LIU et al.,
2021a), que combina trés moléculas de malonil-CoA e quatro de p-cumaroil-CoA para formar
naringenina chalcona. Esse composto, além de originar o subgrupo das chalconas, conhecidas
como flavonoides de cadeia aberta, é o intermediario obrigatério das demais subclasses de
flavonoides como flavanonas, dihidroflavonois, isoflavonoides, flavonas, flavonois, flavan-
3,4-diois e flavan-3-ol (DIAS et al., 2021). Além disso, a glicosilacdo de esqueletos flavan-3-
ol, leva a formacdo das antocianinas. Todos os flavonoides possuem o scaffold comum
representado por C6-C3-C6, em que dois anéis benzenos sdo unidos por uma ponte de trés
carbonos.

Diante disso, uma analise metabolémica baseada em cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas, pelo seu poder de analisar diversos metabdlitos de diferentes
classes gquimicas num unico experimento, além da possibilidade de quantificacdo relativa
entre diferentes grupos de amostras permitira ndo apenas caracterizar os genétipos HPE e LPE
em relacdo a biossintese e distribuicdo de EF, como também estudar potenciais diferencas em

outras classes de metabolitos entre os gendtipos, tecidos e estagios de desenvolvimento.
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Figura 6. Visdo geral da biossintese de compostos fenolicos. L-fenilalanina, formada a partir
da rota do acido chiquimico pode sofrer modificacdes para originar p-cumaroil-CoA. Esse
metabolito tem papel central na biossintese de compostos fendlicos, sendo o percussor de uma
variedade enorme deles que compreendem diversas classes, como flavonodides, lignanas,
chalconas, estilbenos e cumarinas. Além disso, p-cumaroil-CoA e moléculas estruturalmente
semelhantes, como feruloil-CoA e cafeoil-CoA podem ser combinadas com o &cido quinico
para originar os acidos clorogénicos. Outro grupo de compostos fendlicos sdo os taninos
hidrolisaveis, formados pela combinacéo de acido galico e glicose.

Ac. quinico ’ Ac. galico Glicose

h —

| Ac. chiquimico ‘

Taninos hidrolisaveis

|
_ |
Ac1d0§ ) | L-Fenilalanina ‘
clorogénicos |
|
|

p-Cumaroil-CoA

Monolignois
Lignanas Estilbenos
Ligninas

1.1.6 Metabol6mica ndo-alvo e suas contribuicdes na biologia de plantas

Flavonoides
Isoflavonoides
Procianidinas

Fonte: Elaborado pelo autor.

Uma andlise metabolémica ndo-alvo, € uma abordagem analitica em que se busca
detectar e quantificar relativamente o0 maximo de metabdlitos (entende-se aqui como sendo
pequenas moléculas com massa molecular < 1.500 Da) presentes numa amostra. Um fluxo de
trabalho geral de uma analise metabolémica ndo-alvo € ilustrado na Figura 7. Das plataformas
analiticas capazes de realizar analise metabolémica ndo-alvo, tem notério destaque a
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas de alta resolu¢do (LC-HRMS)
(WOLFENDER et al., 2019). Em que, num primeiro momento, 0 extrato complexo é
fracionado por cromatografia liquida (LC), e a medida que os analitos eluem da coluna, séo
ionizados e ingressam no espectrdmetro de massas. Em equipamentos de espectrometria de
massas sequencial (no tempo e no espaco), no primeiro estagio da andlise por espectrometria
de massas (MS?), é feita uma leitura de massa em alta resolucio e precisdo de ions numa faixa

de m/z pré-estabelecida. Em seguida, ions selecionados (dependente do modo de aquisigédo
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dos dados) sdo fragmentados numa camara de colisdo, para obtencdo dos espectros de
fragmentacdo (MS?). Os dados de MS? representam a massa exata dos compostos e s&o
bastante importantes na determinacéo das férmulas moleculares, enquanto os dados de MS?
sdo utilizados na anotacdo estrutural.

Dentre as vantagens da técnica LC-MS/MS, destaca-se especialmente sua alta
sensibilidade, o que requer pequenas quantidades de amostra e a possibilidade de detectar
metabolitos que estejam em baixas concentracdes no extrato. Junta-se a isso, a capacidade de
deteccdo numa ampla faixa de massa sem a necessidade de derivatizacdo de compostos
polares (como realizado na técnica de cromatografia gasosa hifenada a espectrometria de
massas), e de analisar metabdlitos de diferentes polaridades simultaneamente. Além disso, o
volume bastante grande de informacéo coletada, contribui significativamente no entendimento
da relacdo entre a funcdo de tecidos e vias bioguimicas. Das limitagdes, mas que nao €
inerente da técnica LC-MS/MS, e sim relacionado ao preparo da amostra, ndo ha ainda um
método capaz de extrair metabdlitos de todas as classes quimicas conhecidas com a mesma
eficiéncia (MUSHTAQ et al., 2014). Outra limitacdo, diz respeito ao baixo ndmero de
metabolitos anotados por similaridade entre os espectros de MS? experimentais e aqueles
contidos nas bibliotecas espectrais. Por conta disso, muitos trabalhos de metabolémica,
principalmente metaboldmica de plantas, reportam um grande nimero features, termo em
inglés usado para designar um sinal formado por um tempo de retengdo, uma massa exata, e
que estd ausente no branco de extragdo, mas que nao necessariamente representa um
metabolito especifico, podendo ser adultos do mesmo metabodlito, picos de is6topos ou
artefatos. Esse fato é justificado pela baixa representatividade das bibliotecas de espectros,
que ainda ndo cobrem a maioria dos metabdlitos existentes na natureza; pelos diferentes
métodos de fragmentacdo (CID, HCD, ECD, por exemplo) e intensidades de energia de
colisdo que podem aplicadas, que produzem diferentes perfis de fragmentacdo de um mesmo
metabdlito, ou ainda, pela feature simplesmente se tratar de artefatos que se formam durante o
preparo e analise dos extratos (SINDELAR; PATTI, 2020).
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Figura 7. Fluxo de trabalho comum de uma analise metabolémica ndo-alvo baseada em
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS/MS). (1) Defini¢do do
desenho experimental. (2) Preparo e coleta de amostras de acordo com desenho experimental
de cada estudo, isso envolve resumidamente amostragem e extracdo dos metabdlitos. (3)
Analise dos extratos por LC-MS/MS, para aquisi¢cdo dos cromatogramas de ions, espectros de
massa dos fons precursores (MS?!) e respectivos espectros de fragmentagdo (MS?). (4)
Processamento dos dados brutos por softwares dedicados a deteccdo de features, anotacédo de
metabdlitos, construcdo de redes moleculares e quantificacdo por métodos estatisticos uni e
multivariados, de modo que informac6es bioldgicas relevantes sejam alcangadas

1 Desenho experimental 2 Preparo dos extratos 3 Aquisicdo dos dados em sistema LC-MS/MS
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Fonte: Elaborada pelo autor.

O enorme volume de dados coletados por essas plataformas, aliado a alta
complexidade, exige ferramentas computacionais capazes de processar 0s espectros de massa,
de tal maneira, que informacdes bioldgicas relevantes sejam acessadas (Figura 7, passo 4). O
processamento dos espectros inclui etapas, por exemplo, de eliminagdo de ruido, reconstrucao
dos cromatogramas de ions extraidos, desconvolucdo de sinais, alinhamento de
cromatogramas, filtragem de sinais com base numa amostra branco, anotacdo dos metabolitos
por correspondéncia espectral contra uma biblioteca, visualizagdo dos resultados, entre outras.
Para isso, varios pacotes de softwares estdo disponiveis, onde incluem-se tanto programas
disponiveis gratuitamente como MS-DIAL (TSUGAWA et al., 2015) MZmine (SCHMID et
al.,, 2023) e XCMS (TAUTENHAHN et al., 2012), quanto comerciais como Compound
Discoverer™ (Thermo Fisher Scientific). Para quantificagdo relativa, ainda que o MS-DIAL

possua alguns modulos destinados a analise estatistica, o MetaboAnalyst (PANG et al.,
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2022a), disponivel gratuitamente on-line, € um dos recursos mais usados para esse fim.
Existem ainda, varios softwares que realizam anotacdo in silico dos metabdlitos, por pesquisa
em bases de dados de estruturas, como o SIRIUS (DUHRKOP et al., 2019) e 0 MS-FINDER
(TSUGAWA et al., 2016), sendo esta, uma alternativa para aumentar o nimero de anotacdes,
ou pelo menos fazer ontologia de classe quimica.

De modo a enriquecer as anélises metabolémicas, os arquivos de saida dos softwares
que realizam o processamento dos espectros, podem ser usados para construcdo de redes
moleculares. Atualmente, isso é possivel gratuitamente usando a plataforma on-line do Global
Natural Products Social Molecular Networking (GNPS)
(https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/static/gnps-splash.jsp) (WANG et al., 2016). Por essa

abordagem, ¢ possivel agrupar metabdlitos anotados, ou simplesmente features, em “familias
moleculares” por semelhanca dos seus espectros de fragmentacdo. Na representacdo grafica
das redes, os nos representam os metabolitos, os quais sdo unidos por arestas quando
determinado nivel de similaridade espectral é atingido (Figura 8). Um aspecto muito positivo
dessa ferramenta, é que uma feature pode estar unida por uma aresta a um metabdlito anotado,
e assim, a descoberta de novas moléculas num grande conjunto de dados é facilitada. Um
modelo especifico de rede molecular, chamado Feature-Based Molecular Networking
(FBMN) (NOTHIAS et al., 2020), vem sendo explorado e mostrando-se bastante atil em
analises metabolémicas nédo-alvo, decorrente da inclusdo dos dados quantitativos na rede

molecular e da possibilidade de manter isdmeros em nds distintos.

Figura 8. Criacdo de redes moleculares a partir de espectros de fragmentacdo de metabolitos.

Espectros de fragmentagdo Similaridade espectral Geragdo de Redes Moleculares
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Fonte: Adaptado de Jeramie Watrous et al., (2012)
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Por meio de analise metabolémica, Zhao et al., (2022), ao estudarem a distribuicéo
espacial de diterpendides macrociclicos, com esqueletos dos tipos ingenano e latirano em
Euphorbia lathyris, determinaram que esses compostos sdo acumulados principalmente em
raizes e sementes, e que o padrdo de esterificacdo difere entre os dois 6rgdos. Esses resultados
guiaram ainda um estudo de transcriptdmica, onde foi possivel identificar diversos transcritos
relacionados com biossintese e transporte desses diterpendides. J&, Czechowski et al., (2018),
foram capazes de correlacionar 0s niveis contrastantes de artemisinina e metabolitos
relacionados entre dois quimiotipos de Artemisia annua, com a expressdo de transcritos
envolvidos na rota biossintética. Enquanto, Mannochio-Russo et al., (2022) realizaram uma
investigagdo quimiotaxondmica da familia Malpiguiaceae, e ao alinharem ferramentas de
analise metabolémica e de filogenia, conseguiram identificar familias moleculares exclusivas
de alguns géneros. Assim, a integracdo de diversas ferramentas aplicadas as analises
metaboldmicas, vem trazendo valiosas contribui¢cdes no entendimento da biologia vegetal nos

altimos anos.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Estudar o padrdo de deposicdo dos ésteres de forbol e seus precursores e comparar o
metaboloma de diversos tecidos e estagios de desenvolvimento dos gendtipos de pinh&o-

manso HPE e LPE.

2.2 Objetivos especificos

Determinar o teor de ésteres de forbol nas sementes maduras dos genotipos HPE e
LPE;

e Estudar o efeito da enxertia entre os gendtipos HPE e LPE no acumulo de ésteres de

forbol nas sementes maduras de plantas enxertadas;

e Determinar o padréo de deposicdo dos EF em tecidos de frutos em desenvolvimento
dos genotipos HPE e LPE;

e Aplicar uma abordagem metabolémica ndo-alvo para comparar o padréo de deposicao
de metabdlitos em folhas e raizes de plantas jovens dos gendtipos HPE e LPE

cultivados em sistema hidropénico;

e Aplicar uma abordagem metabolémica ndo-alvo para comparar o padréo de deposicéo
de metabdlitos em tecidos isolados de frutos em desenvolvimento dos genétipos HPE

e LPE de pinh&o-manso.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material vegetal

Todos os estudos foram realizados com dois gendtipos de pinhdo-manso com niveis
contrastantes de EF, para os quais, existem depositos no herbario Prisco Bezerra da
Universidade Federal do Ceard, com numeros 62156 (chamado genétipo HPE) e 62157
(chamado gendtipo LPE), ambos identificados como Jatropha curcas L.

Sementes maduras foram inicialmente utilizadas para caracterizacdo dos genotipos
HPE e LPE quanto ao acumulo de EF. A seguir, estacas de ambos os gendtipos, conseguidas
com um colaborador, foram utilizadas para propagacdo das plantas na area experimental do
Setor de Agricultura/Departamento de Fitotecnia/Universidade Federal do Ceara. Apds o
primeiro ciclo produtivo, sementes maduras sem a testa foram novamente utilizadas para
determinacdo do teor de EF. Dessas plantas foram colhidos frutos em cinco estagios de

desenvolvimento, como também sementes maduras para 0s experimentos descritos a seguir.

3.1.1 Obtencdo e caracterizacdo dos tecidos de frutos em desenvolvimento

O padréo de deposicao de EF foi avaliado nos frutos de ambos os genétipos em cinco
estagios de desenvolvimento, denominados de E1, E2, E3, E4 e E5 (Quadro 1), com base na
escala proposta por Shah, (2014). Apos a coleta do material em campo, os frutos foram
refrigerados a uma temperatura de ~4 °C e posteriormente dissecados em pericarpo, testa,
tegma e endosperma. O isolamento dos tecidos de semente ocorreu em lupa Olympus modelo
SZ2-ILST com auxilio de espatula e pinga, com transferéncia imediata para tubos imersos em
gelo. Em seguida, os tecidos foram congelados e postos para liofilizar em liofilizador
LIOTOP modelo L101.
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Quadro 1. Caracterizacdo morfoldgica de frutos de pinhdo-manso em cinco estagios de
desenvolvimento, denominados E1, E2, E3, E4 e E5

Frutos em desenvolvimento

Descricéo

El

Pericarpo verde intenso. As sementes possuem a
testa branca em ambas as camadas e sem indicio
de lignificacdo, tegma espesso e 0 endosperma
esta no inicio do processo celularizagdo, mas ja
envolve todo o embrido e, suas primeiras camadas
celularizadas j& atinge a extremidade calazal,
enguanto o embrido ainda é cordiforme.

E2

Pericarpo verde intenso. A camada externa da
testa permanece branca e maleédvel, enquanto a
camada interna estd no inicio da lignificacdo e
apresenta coloragdo marrom nas extremidades
micropilar e calazal. O tegma nesse estagio, cerca
de 50% ja foi digerido durante o processo de
morte celular programada, e o0 endosperma
aproximadamente dobrou de tamanho e, o
embrido é cotiledonar.

E3

Pericarpo ainda verde. A camada externa da testa
permanece branca e maleavel, enquanto a camada
interna esta completamente marrom e lignificada.
O tegma foi cerca de 90% consumido e as poucas
camadas de celulas remanescentes estdo
comprimidas junto a testa em razdo do
crescimento do endosperma, que ja apresenta 0s
primeiros aspectos de acumulo de 6leo. Aqui, 0
crescimento dos cotilédones ja atinge a porcao
central da semente.

E4 S

Pericarpo amarelo. Nas sementes, as camadas
externa e interna da testa estdo lignificadas e
escurecidas. O tegma permanece como uma fina
pelicula comprimida entre o endosperma e a testa.
O endosperma toma a maior parte do interior da
semente, enquanto os cotilédones embrionéarios
concluiram o crescimento, chegando préximo da
extremidade calazal.

E5

Pericarpo marrom e esta nas fases finais de
senescéncia. Enquanto a semente, em relacdo ao
estadio anterior, esta apenas mais desidratada.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Na sequéncia, os tecidos tegma e endosperma foram macerados em almofariz,
enquanto o pericarpo e a testa foram moidos em moedor de café Cadence digrano modelo
MDR302, em que apenas a fracdo mais fina aderida a tampa foi coletada. Apos a obtencédo do
po fino, as amostras foram transferidas para tubos plasticos e armazenados em freezer a -20

°C para posterior extracdo dos metabolitos.

3.1.2 Obtencéo de sementes maduras de plantas enxertadas

Para a analise do acumulo de EF em sementes maduras de plantas enxertadas,
sementes de ambos os gendtipos foram postas para germinar em substrato contendo areia
lavada e serrapilheira decomposta, na proporcao 2:1. Ao atingirem 15 dias ap6s a emergéncia,
as plantas foram submetidas ao procedimento de enxertia (MUDGE et al., 2009). Primeiro, foi
realizado um corte transversal, aproximadamente 1 cm abaixo das folhas cotiledonares. No
porta-enxerto (cavalo), o corte longitudinal no centro do caule teve aproximadamente 1 cm de
profundidade. A base do caule do enxerto (cavaleiro) foi cortada em bisel duplo, na forma de
“V”. As duas partes foram encaixadas, seladas com fita adesiva porosa e as folhas destacadas,
mantendo-se apenas as folhas imaturas proximas ao meristema apical.

As plantas recém enxertadas foram mantidas por duas semanas em cadmara Umida no
laboratério, depois foram levadas a casa de vegetacdo, onde permaneceram por 1,5 meses, e
posteriormente transplantas para o campo. Além dos enxertos reciprocos, dois grupos
controles foram adicionados. Um formado por plantas ndo enxertadas (plantas matrizes), e
outro formado por plantas autoenxertadas de ambos 0s gendétipos. Na Figura 9 é mostrado um
esquema de cada um dos grupos de plantas.

Logo na primeira safra, que ocorreu aproximadamente um ano apds o transplantio, as
sementes maduras foram colhidas. Apds a remocdo da testa, o grdo restante (kernel),
composto por tegma, endosperma e embrido foi fragmentado em pequenos pedagos e
liofilizado. Seguindo-se com maceracdo em almofariz, o pé foi adquirido sera transferido para
tubos pléasticos e armazenado em freezer -20 °C para posterior extracdo de metabolitos.
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Figura 9. Esquema dos diferentes grupos de plantas do experimento com plantas enxertadas.
A. Plantas matrizes do gendtipo 62156 (HPE). B. Plantas matrizes do genotipo 62157 (LPE).
C. Plantas autoenxertadas do genotipo HPE. D. Plantas autoenxertadas do genotipo LPE. E.
Plantas enxertadas, em que o enxerto € oriundo do genotipo HPE, e o porta-enxerto do
genétipo LPE. F. Plantas que correspondem aos enxertos reciprocos das plantas
esquematizadas em E. A seta vermelha em C indica o local da enxertia

Plantas matrizes Plantas matrizes autoenxertadas Enxertos reciprocos

vV © v ¢V

Fonte: Elaborada pelo autor.
3.1.3 Obtencao de folhas e raizes

O estudo comparativo entre folhas e raizes dos genétipos HPE e LPE, foi realizado
com plantas jovens cultivadas em casa de vegetacdo. Para facilitar a coleta das raizes e reduzir
as contaminacOes advindas de substratos solidos, as plantas foram cultivadas em sistema
hidropénico (YAMADA et al., 2018). Sementes colhidas das plantas matrizes, foram
colocadas para germinar em recipientes plasticos contendo areia lavada. Passados 7 dias ap0s
a emergéncia, as plantulas foram transferidas para vasos de 4L contendo solucdo nutritiva
adaptada de Hoagland e Arnon, (1950), ¥ da forca (duas plantas por vaso). O pH da solucéo
nutritiva foi monitorado diariamente e ajustado para 6 quando necessario. A partir da segunda
semana, a concentracdo da solugdo nutritiva foi aumentada para %2 da for¢a, havendo trocas
semanais, até completados 45 dias de cultivo. Os sais que compuseram a solucdo nutritiva, e
suas respectivas concentragdes, séo mostradas na Tabela 2.

No ato da coleta, as folhas e raizes foram lavadas em &gua destilada e congeladas para
liofilizagdo. O material desidratado foi macerado e guardado em tubos plasticos e armazenado

em freezer -20 °C para posterior extracdo dos metabdlitos.



48

Tabela 2. Composicdo da solugdo nutritiva utilizada no cultivo hidropdnico de plantas de
pinhdo-manso

Sais de Massa Concentracao 1/2 daforca 1/4 da forca
macronutrientes molecular estoque (M) (mL.L?) (mL.L?)
Ca(NOs)2.4H0 236,15 1 1,25 0,625

K2HPO4 174,18 1 0,5 0,25
MgSO4.7H20 246,48 1 0,5 0,25
KNOs3 101,1 1 2,5 1,25
KCI 74,56 1 0.25 0,5
Fe-EDTA 1 0,5 0,25
Sais de
micronutientes
HsBo3 61,83 0,04
MnCl2.4H.0 197,9 0,009
CuS04.5H,0 249,68 0,003 0.5 0,25
ZnS04.7H0 287,54 0,007
NaMo004.2H.0 241,95 0,0001

Fonte: Adaptada de Hoagland e Arnon 1950

3.2 Extragdo dos metabolitos

Para todos os estudos foram utilizadas trés réplicas bioldgicas de cada grupo de amostras.
Os metabdlitos foram extraidos segundo o protocolo proposto por He et al., (2011). Foram
pesados 100 mg de cada amostra e adicionados 1,5 mL da solucdo de extracdo (n-
heptano/propan-2-ol na propor¢do 3:2). A mistura foi agitada vigorosamente em vértex por 30
s e mantida sob agitacdo por 1 h em mesa agitadora. Em seguida, foi centrifugada por 20 min
a temperatura ambiente e 1.300 x g. O sobrenadante foi coletado e transferido para um novo
tudo. Foram realizadas mais duas lavagens do pellet, uma com a solucdo de n-
heptano/propan-2-ol (3:2) e uma ultima com apenas propan-2-ol. Os sobrenadantes
combinados tiveram os solventes evaporados em concentrador Eppendorf sob vacuo e
temperatura de 30 °C. O extrato resultante foi solubilizado em 500 pL de n-heptano, ao qual,
igual volume de acetonitrila (ACN) foi adicionado. A mistura foi agitada vigorosamente em
vortex e em seguida centrifugada por 15 min a temperatura ambiente e 500 x g. A fase de
cima (n-heptano) foi descartada e esse passo repetido. Por fim, a fase de baixo (ACN), foi
transferida para novo microtubo de 1,5 mL, previamente pesado em balanca de alta preciséo e
seca nas condigdes descritas acima. Na sequéncia, o tubo contendo o extrato livre de solvente

foi novamente pesado para quantificacdo do extrato bruto. Esse extrato foi solubilizado em de
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ACN 70% para uma concentracdo aproximada de 5 pg. pL™, centrifugado a 12.000 x g a
temperatura ambiente por 10 min e usado para anélises subsequentes.

3.3 Determinacéo dos ésteres de forbol por HPLC-DAD

Um volume de 50 pL dos extratos na concentragio de 5 pg.uL™, foram analisados em
HPLC Jasco equipado com coluna analitica Gemini C18 Phenomenex (250 x 4,6 mm;
tamanho de particula de 5 pm, e poro de 110 A), mantida & 40 °C sob uma vazdo de 0,7
mL.min?. O padrio de elui¢io deu-se segundo um gradiente linear de 80 & 90% de fase B em
15 min, seguido de 90 a 98% de B em 7 min, e finalizando com fluxo isocréatico de 98% de B
por 13 min. A fase mdvel foi constituida por H>O (fase A), e ACN (fase B), ambas com 0,1%
de TFA. Os dados foram adquiridos numa faixa de comprimento de onda de 200 a 700 nm, e
0s cromatogramas para visualizacdo dos EF foram plotados a 280 nm. A identificacdo dos
picos correspondentes aos ésteres de forbol foi feita pela analise dos espectros de absor¢édo de
luz e pelo padrdo de eluicdo, j& bem documentados na literatura. Além disso, o contraste
desses picos entre os dois genotipos de pinhdo-manso deu maior seguridade na identificagdo.
A quantificacdo foi feita pela integracédo da area do bloco de picos referentes aos isbmeros de

EF & 254 nm, e comparacdo com uma curva de calibracéo do padrdo TPA.

3.4 Andlise dos extratos por LC-MS/MS

Os experimentos de LC-MS/MS foram conduzidos para amostras de folhas e raizes
das plantas descritas no tépico 3.1.3 e, tecidos de fruto em desenvolvimento nos estagios E1,
E2 e E3, descritos em 3.1.1. A aquisi¢do dos dados brutos foi realizada em dois experimentos
separados. O primeiro, correspondeu a analise dos extratos de folhas e raizes, formado por 12
amostras, sendo 2 6rgdos (folha e raiz), 2 genotipos (HPE e LPE) e 3 réplicas bioldgicas,
perfazendo 4 grupos de amostras. O segundo, correspondeu a andlise dos tecidos de fruto em
desenvolvimento. Este, formado por 72 amostras, as quais representavam 4 tecidos (pericarpo,
testa, tegma e endosperma), 2 genoétipos (HPE e LPE), 3 estagios de desenvolvimento (E1, E2
e E3), com trés réplicas bioldgicas, representando 24 grupos de amostras. Os controles e
garantias de qualidade desses experimentos seguiram recomendagdes do Quality Assurance
and Quality Control Consortium (MQAQC) (KIRWAN et al., 2022) sendo baseados na
injecdo aleatoria das amostras em duplicata analitica e injecOes regulares das respectivas

misturas de amostras (pooled QCs), do padrdo comercial TPA como padrdo externo e dos
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brancos de extracdo. As injecdes de pooled QCs, TPA e brancos de extracdo ocorreram a cada
6 amostras durante a analise dos extratos de folha e raiz e, a cada 8 amostras a analise dos
extratos de fruto em desenvolvimento. Além disso, imediatamente antes do inicio de cada um
dos experimentos, o equipamento foi calibrado com as solugdes comerciais Pierce™
(referéncia 88323) e Pierce™ (referéncia 88324) para os modos de ionizacdo positivo e
negativo, respectivamente.

Os extratos foram inicialmente diluidos para uma concentragdo de 1 pg.uL? e
analisado via sistema LC-MS/MS. Um volume de 2 pL de extrato foram coletados por um
amostrador automatico TriPlus™ RSH Thermo Scientific e enviados a um cromatégrafo
Dionex Ultimate 3000 (Thermo Scientific) equipado com coluna Ace (150 x 2,1 mm;
tamanho de particula igual a 3 um), mantida a 40 °C. A separacdo cromatogréafica ocorreu sob
uma vazdo de 0,250 pL.min?, obedecendo o seguinte gradiente de eluicdo: 0 a 3,5 min
manteve-se 80% de fase B; entre os minutos 3,5 e 4,5 foi aumentada para 95%, mantendo-se
assim até atingir 16,5 min; entre 16,5 e 17,5 min a quantidade de fase B retornava para 80%
de B, e era mantida até 23 min para reequilibrio da coluna. As fases mdveis foram compostas
por H2O (fase A) e MeOH (fase B), modificadas com 0,1% de acido férmico. Ao eluirem da
coluna, os analitos eram analisados em espectrometro de massas Q-Exactive Plus (Thermo
Scientific). A ionizacdo foi por ESI (Eletrospray ionization) operando com alternancia de
polaridade, a uma voltagem de 3,6 kV. A temperatura do capilar de transferéncia foi mantida
em 320 °C, e fluxos de gases de nebulizacdo e auxiliar de 45 e 15 unidades arbitrarias. A
aquisicdo dos dados ocorreu por método DDA (Data dependent acquisition), em que cada
evento de varredura completa (MS?) abrangeu uma faixa de m/z 200 — 1200, resolucéo
35.000, AGC target 16, e tempo de injecdo de 120 ms. Os trés ions mais intensos foram
selecionados para aquisicdo dos espectros de fragmentagdo (MS?), com resolucéo de 17.500,
AGC target 175, tempo de injecdo de 50 ms, janela de isolamento de 1,2 m/z e fragmentados
por método HCD (High energy collision dissociation). Para ambas as polaridades, foram
utilizadas rampas de energia de colisdo normalizada, sendo de 30 a 50 para 0 modo positivo
de 15 a 35 para 0 modo negativo. A exclusdo dindmica foi setada em 10 s. Por fim, os dados

brutos foram arquivados no formato .raw.
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3.5 Processamento dos dados brutos e anotagdo de metabdlitos

Uma visdo geral do processamento dos dados das analises metabolémicas, que
incluiram deteccdo de features, alinhamento de cromatogramas, anotacdo de metabdlitos,
analise estatistica uni e multivariada e, construcao de redes moleculares baseadas em features,
é mostrada na Figura 10. Os dados brutos de LC-MS/MS foram inicialmente processados
utilizando o conjunto de ferramentas do MZmine 3 (SCHMID et al., 2023) (disponivel em:

http://mzmine.github.io/). A primeira etapa do processamento dos dados consistiu na

separacdo dos conjuntos de dados, de acordo com o modo de ionizacdo. A seguir, a
eliminacdo do ruido eletrénico, pelo processo de deteccdo de picos usando o algoritmo Mass
detection, obedeceu a uma intensidade minima de 3 x 10° em MS* e 3 x 10° em MS?. Para
reconstrugdo dos cromatogramas extraidos de ions foi utilizado o modulo ADAP
Cromatogram Builder, em que os picos deveriam ter pelo menos 7 leituras de massa, limiar
de intensidade de grupo e a intensidade mais alta minima de 8 x 10° e 9,5 x 10°,
respectivamente. A desconvolucdo dos picos e pareamento dos dados de MS! e MS? foi
realizada com o médulo Local minimum features resolver (tolerancia de tempo de retencdo de
0,1 min; tolerancia de erro de massa entre MS® e MS? de 5 ppm; limiar cromatogréfico 0,95;
intervalo minimo de pesquisa de tempo de reten¢éo 0,03; altura minimo absoluta 3 x 10° e
intervalo de duracdo do pico de 0,01 minutos). A remocdo de isétopos foi feita usando 13C
isotope filter (tolerancia de m/z de 0,001 ou 3,5 ppm; tolerancia de tempo de retencdo 0,02
minutos; estado maximo de carga igual a 1 e manutencdo do is6topo mais intenso). O
alinhamento dos cromatogramas foi realizado com o algoritmo Join aligner (tolerancia de m/z
10 ppm; peso para dimensdo m/z igual a 75; tolerancia de tempo de retencédo igual a 0,2 min e
peso para a dimensdo tempo de retencdo de 25). Todo e qualquer sinal presente numa amostra
e também em pelo menos uma corrida do branco de extracdo, foi eliminado. Além disso,
mantiveram-se na lista de features detectadas apenas aquelas que foi obtido pelo menos um
espectro de MS?, ja que as tentativas de anotagdo, contra a biblioteca e in silico, como
também a construgdo das redes moleculares, requerem os espectros de fragmentacdo. A
anotacdo dos metabdlitos por similaridade espectral, foi realizada contra bibliotecas curadas
contendo 290.856 e 36.848 espectros, para 0s modos positivo e negativo, respectivamente,
obtidas diretamente no site do MS-DIAL (disponivel em:

http://prime.psc.riken.jp/compms/msdial/main.htmI#MSP) no formato msp. Para tanto, foi

estabelecida a tolerancia de m/z do precursor de 0,005 Da ou 20 ppm, dos fragmentos de 0,01

Da ou 20 ppm, pelo menos 4 fragmentos correspondentes e pontuacdo de cosseno > 0,6.


http://mzmine.github.io/
http://prime.psc.riken.jp/compms/msdial/main.html%23MSP
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Figura 10. Arquitetura geral do processamento dos dados da analise metabolémica néo-alvo.
(A) Processamento de dados dos extratos de folha e raiz. (B) Processamento de dados dos
extratos de tecidos do fruto em desenvolvimento

(A) (B)
Processamento dos espectros de massa Processamento dos espectros de massa
(Positivo e Negativo separados) (Positivo e Negativo separados)
Processamento
dos dados brutos s $
e anotagdo por Alinhamento das features Alinhamento das features
similaridade 3 3
espectral e in . AT T
silico (MZmine 3 Gap-filling Gap-filling
¢ SIRIUS 5.6.3) 4 4
Anotagdo por similaridade espectral Anotagdo por similaridade espectral
MS/MS e in silico MS/MS e in silico
Construgdo de -
FBMN* (GNPS) FBMN Folha e Raiz BMN FBMN FBMN |  FBMN
Pericarpo | Testa Tegma | Endosperma
Anilise estatistica
(Perseus 1.6.15 ¢ Folha Raiz Pericarpo Testa Tegma Endosperma
MetaboAnalyst 5)

Fonte: Elaborada pelo autor.

Na tentativa de aumentar o nimero de metabdlitos anotados, 0s espectros de massa
(MS! e MS?) do conjunto de features detectadas apds processamento no MZmine 3, foram
carregados e analisados pelo fluxo de trabalho do SIRIUS 5.6.3 (DUHRKOP et al., 2019). A
predicdo de férmula molecular utilizando o médulo SIRIUS seguiu as configuracdes propostas
pelos autores, com buscas nas bases de dados Bio Database, Biocyc, CHEBI, COCONUT,
EcoCyc Mine, GNPS, KEGG, KEGG Mine, KNApSAcK, Natural Products, Plantcyc e
PubChem. Foram aceitos os tipos de ions [M+H]" e [M+Na]* para o modo positivo e, [M-H]
e [M+COOH-H] para o modo de ionizacdo negativa. As 10 formulas moleculares mais bem
ranqueadas pelo algoritmo ZODIAC foram utilizadas para construcdo das arvores de
fragmentacdo, enquanto, a férmula que ocupou a primeira posicdo do rank, foi utilizada para
anotacdo in silico por pesquisa nas bases de dados de estruturas e tipos de ions
supramencionados, por meio do algoritmo CSI:FinderID. Por fim, o0 médulo CANOPUS foi
também utilizado para predicéo de classes quimicas a partir da impresséo digital prevista pelo
CSI:FinderID.
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3.5.1 Construcdo de Redes Moleculares Baseadas em Features

Outra ferramenta a que foram submetidos os dados exportados (espectros de MS? e
tabela com dados quantitativos) apds o processamento no MZmine 3, foi o modulo de
construcdo de Redes Moleculares Baseada em Features (FBMN) do GNPS (Figura 10). Os
parametros de filtro foram mantidos os padrbes do programa, sendo removidos 0s picos com
+/- 17 Da em torno do m/z do precursor, para retirada de possiveis sinais residuais do
precursor, e eliminacéo de picos em janelas de +/- 50 Da, mantendo-se apenas 0s 6 picos mais
intensos dentro de cada janela ao longo de todo espectro. A tolerancia de massa do ion
precursor e ions fragmentos aceitas foram de 0,02 Da. Redes moleculares foram entdo criadas
guando uma pontuagdo de cosseno acima de 0,7 e mais de 6 picos correspondentes forem
alcancados. Além disso, as arestas entre dois no6s foram mantidas na rede se, e somente se,
cada um dos nos aparecer nos 10 principais n6s mais semelhantes entre si. Finalmente, o
tamanho maximo de uma familia molecular foi definido como 100 e as bordas de pontuacédo
mais baixas foram removidas, até que o tamanho da familia molecular estivesse abaixo desse
limite. Foram criadas redes moleculares separadamente, sendo uma para cada tecido do fruto
em desenvolvimento. J4, os dados de folha e raiz, foram colocados na mesma rede. O

Cytoscape 3.9.1 (SU et al., 2014) (disponivel em: https://cytoscape.org/download.html) foi

usado para visualizar e editar as redes moleculares exportadas do GNPS.

3.5.2 Quantificacéo relativa dos metabolitos

A quantificacdo relativa dos metabdlitos entre os grupos de amostra foi realizada
utilizando médulos do Perseus 1.6.15 (TYANOVA et al., 2016) e MetaboAnalyst 5 (PANG et
al., 2022) (Figura 9). No Perseus, as matrizes de dados foram carregadas e os diferentes
grupos de amostras, categorizados. Adiante, os dados foram transformados para escala
logaritmica, utilizando a funcdo log2(x) e filtrados, permanecendo apenas 0s metabdlitos
detectados em duas réplicas bioldgicas de pelo menos um grupo, para aquisicdo do nimero
total de features detectadas. Nesse ponto, houve entdo uma decomposicdo dos conjuntos de
dados, os quais foram separados por tecido e submetidos a analise estatistica. Por exemplo, o
conjunto de dados do experimento comparativo entre folha e raiz, adquirido no modo de
ionizacdo positiva, foi separado em duas matrizes de dados, uma com os dados de folha, e
outra com os dados de raiz. Assim, a quantificacao relativa foi feita comparando os gendtipos

HPE e LPE. De maneira semelhante, porem mais complexa, o conjunto de dados do


https://cytoscape.org/download.html
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experimento que analisou os extratos de fruto em desenvolvimento, foi separado em quatro
subconjuntos de dados, um para cada tecido (pericarpo, testa, tegma e endosperma). Aqui,
portanto, as comparac@es foram feitas entre os genotipos e estagios de desenvolvimento. Apds
essa decomposicdo, mais um filtro foi aplicado as matrizes, mantendo-se apenas features
detectadas em duas réplicas biolégicas de pelo menos um grupo, sendo este conjunto
considerado como numero total de features detectadas em cada grupo. Ja, para 0s testes
estatisticos propriamente ditos, as matrizes sofreram mais um processo de filtragem,
excluindo-se as features que possuirem menos de 85% dos dados de area. Finalmente, os
dados foram normalizados por subtracdo da mediana na coluna, enquanto os valores ausentes
foram imputados de acordo com a distribuicdo normal (largura da distribuicdo gaussiana igual
a 0,3; e o deslocamento para baixo usando unidades de desvio padrdo igual a 1,8) e entdo se
procedeu com as analises de componentes principais (PCA), e testes de comparacdo de
médias, realizados no MetaboAnalyst 5.0. Para os conjuntos de dados de folha e raiz, as
comparagGes das médias deram-se pela aplicacdo do teste-T de Student a 5% de
probabilidade. J4, para os conjuntos de dados do fruto em desenvolvimento, os dados foram
submetidos previamente a teste de ANOVA, e a ao teste de Tukey a posteriori, a 5%
probabilidade com p-valor ajustado por FDR (False Discovery Rate). As features
diferencialmente abundantes estatisticamente foram submetidas a clusterizacdo hierarquica,

apos os dados terem sidos normalizados por Z-score na linha.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacgdo dos gendtipos HPE e LPE por HPLC-DAD

A analise dos extratos de sementes por cromatografia liquida em coluna de fase
reversa, permitiu caracterizar os dois gendtipos quanto ao acumulo de EF. Os cromatogramas
dos extratos de sementes de ambos 0s, obtidos & 280 nm, sdo mostrados na Figura 11, em que
0 cromatograma relativo ao genétipo HPE (linha azul) apresenta uma sequéncia de 5 picos
que eluiram entre 17,5 — 22,5 min, os quais estdo ausentes no cromatograma do gendtipo LPE
(linha rosa). Com base na literatura, (BALDINI et al., 2014; KONGMANY et al., 2016;
FARIA-MACHADO et al., 2019) esse perfil cromatogréafico e os espectros de absor¢do de luz
caracteristicos desse conjunto de picos, correspondem aos seis isdmeros de EF do pinh&o-
manso, especificamente chamados de Fatores Jatropha C:-Cs. Ademais, a comparacao da area
integrada desse bloco de picos com uma curva de calibracdo do padrdo TPA (variando de 0,1
a1 pg.uLt; volume de injecéo igual a 50 pL, o que correspondeu as quantidades de 5 & 50 pg
de TPA,; tempo de retencdo = 24,75 min; Figuras 11B e 11D), levou a uma concentracdo de
EF de 0,5519 +0,062 pg.mg™ no gendtipo HPE (Figura 11E). E importante ressaltar, que para
a quantificacdo, utilizou-se o comprimento de onda de 254 nm, a fim de minimizar o erro
experimental, ja que 280 nm promove uma superestimacao da concentracdo de EF (HERATH
etal., 2017).

A ocorréncia de diversos gendtipos de pinhdo-manso com quantidades variaveis de EF
em suas sementes tem sido demonstrada em diversos trabalhos. Basha et al., (2009), ao
analisarem 72 gendtipos de pinhdo-manso, encontraram valores que variaram desde 0,01 a
6,44 mg.g* de ésteres de forbol em equivalentes de TPA, usando o comprimento de onda de
280 nm para quantificar. Como também, para certos gendtipos, EF ndo foram detectados. De
maneira semelhante, Borah et al., (2018) caracterizaram 28 gen6tipos de pinhdo-manso
coletados de diferentes localidades da india, e determinaram concentracées de EF no 6leo
extraido das sementes valores que variaram de 1,09 a 4,3 mg.g™. Mais recentemente, Vega-
Quiros et al., (2021), na busca por marcadores moleculares SNPs associados a auséncia ou
baixa concentracdo de EF em sementes de J. curcas, caracterizaram 54 gendétipos de
diferentes paises, e encontraram tanto gendtipos com EF ndo detectaveis, como gendtipos
com concentragio de EF na faixa de 0,78 mg.gl Com isso, torna-se claro a grande
variabilidade que ocorre na concentracdo de EF nos diferentes genotipos cultivados no

mundo.
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Figura 11. Caracterizacdo dos gendtipos HPE e LPE de J. curcas por HPLC-DAD quanto ao
acumulo de ésteres de forbol nas sementes. (A). Cromatogramas obtidos apds separacdo em
coluna de fase reversa e detecgdo a 280 nm. Imediatamente abaixo dos cromatogramas,
constam os respectivos espectros de absorcdo de luz apontados como Ci, Cz, C3, Ce € Cs-Cs.
(B). Cromatogramas do padrdo 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA), nas quantidades 0
(linha rosa), 5 (linha azul escuro), 10 (linha vermelha), 25 (linha verde) e 50 pg (linha azul
claro. (C). Cromatogramas dos solventes puros. (D). Curva padrdo de TPA. (E).
Quantificacao dos ésteres de forbol nas sementes maduras de J. curcas, genétipos HPE e LPE
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4.2 Acumulo de EF em sementes de plantas enxertadas

As plantas de J. curcas mostraram alta compatibilidade para enxertia. Nas plantas em
que a parte aérea foi proveniente do genotipo HPE e o porta-enxerto do genétipo LPE (Figura
12A e 12E), os EF foram detectados em concentracdes semelhantes aos das plantas HPE
autoenxertadas (Figura 12B e 12E) e ndo enxertadas (Figura 11E). J4, nas plantas em que a
parte aérea foi oriunda do gen6tipo LPE e o porta-enxerto do gendtipo HPE, nédo foi detectada
nas sementes maduras a presenca de EF (Figura 12C), de tal maneira que esse fenotipo foi o
mesmo das plantas LPE autoenxertadas (Figura 12D).

A separacao espacial entre biossintese e acimulo de compostos de defesa vegetal, é
uma caracteristica que parece ser comum em plantas. Casos classicos na literatura sdo da
nicotina em tabaco e glicosideos cianogénicos na mandioca (BALDWIN, 1989;
JORGENSEN et al., 2005). Mais recentemente, foi demostrada a distribuicdo espacial da rota
de biossintese de artemisinina em Artemisia annua, através do transporte de longa distancia,
em que o intermediario inicial da rota, amorfo-4,11, foi detectado apenas em folhas jovens,
enquanto os passos finais da via ocorrem nas folhas maduras (CZECHOWSKI et al., 2016,
2018). Nesse mesmo contexto, a dinamica de distribuicdo de glicosinolatos entre diferentes
partes de plantas de A. thaliana foi determinado com auxilio de microenxertias entre plantas
WT e mutantes para transportadores desses compostos (JORGENSEN; NOUR-ELDIN;
HALKIER, 2015), como também, foi demostrado a auséncia de transporte de longa distancia
de brassinosteroides em plantas de ervilha (SYMONS; REID, 2004).

Em J. curcas, a hipdtese do transporte de longa distancia de EF das raizes para a parte
aérea surgiu a partir de resultados anteriores do nosso grupo de pesquisa, que detectaram por
RT-gPCR nove candidatos & sintase do casbeno em raizes, e apenas um em folhas
(NASCIMENTO, 2017; SOARES, 2015). Além disso, a proteina foi detectada apenas em
raizes, tanto por protedmica shotgun, quanto por proteémica alvo-dirigida (DE ALMEIDA et
al., 2021; FARIAS et al., 2020). Contudo, pelos resultados alcancados nesse trabalho,
relativos ao acimulo de EF em sementes de plantas de pinhdo-manso enxertadas, sendo 0s
enxertos formados por plantas dos genétipos HPE e LPE, ndo foram encontradas evidéncias
gue sugiram o transporte desses compostos das raizes para a parte aérea, haja vista o acumulo
de EF nas sementes ndo tenha sofrido efeito dos porta-enxertos (sistema radicular), apds

comparagdo com 0s grupos controles.
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Figura 12. Deteccdo e quantificacdo de ésteres de forbol em sementes maduras de plantas
enxertadas de J. curcas. (A). Cromatograma do extrato de sementes oriundas de plantas
formadas por um porta-enxerto do genotipo LPE e parte aérea do gendtipo HPE. (B).
Cromatograma do extrato de sementes colhidas das plantas do genétipo HPE autoenxertadas.
(C). Cromatograma do extrato de sementes oriundas de plantas enxertadas, sendo porta-
enxerto do gendétipo HPE e parte aérea do gendétipo LPE. (D). Cromatograma do extrato de
sementes de plantas do gendtipo LPE autoenxertadas. Todos os cromatogramas foram
plotados a 280 nm. (E). Concentracdo de ésteres de forbol, através de equivalentes de TPA,
em sementes de plantas enxertadas de J. curcas
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4.3 Padrao de deposi¢cao de EF nos frutos em desenvolvimento

O padrdo de deposicdo de compostos do metabolismo secundério € complexo, e
normalmente sofre dependéncia de 6rgdo e/ou tecido e estadgio de desenvolvimento. Neste
sentido, foi analisado por HPLC-UV o0 padrdo de deposicdo de EF ao longo do
desenvolvimento do fruto, através da anélise do pericarpo, testa, tegma e endosperma. E
importante ressaltar que amostras de folhas e raizes foram tambeém submetidas a essa anélise,
mas ndo foi possivel distinguir sinais de EF, pela baixa concentracdo e/ou coelui¢do dos EF
com pigmentos, no caso das folhas.

Os EF foram detectados e quantificados relativamente em todos os tecidos e estagios
de desenvolvimento do fruto analisados do genotipo HPE (Figura 13A), o que ndo foi
possivel para nenhuma amostra do gendtipo LPE. Surpreendentemente, EF foram
guantificados na testa em todos os estagios de desenvolvimento analisados (Figuras 13A e
13C), contrariando a literatura (DEVAPPA; MAKKAR; BECKER, 2012; HE et al., 2011).
Esses resultados demonstraram que EF sdo ubiquamente distribuidos nos tecidos do fruto, ja
que He et al., (2011), também os detectaram no embrido.

Apesar de ja ter sido descrito o padrdo de deposicdo de EF nos tecidos da semente
madura (HE et al., 2011), as flutuacdes na concentracdo desses compostos durante o
desenvolvimento dos tecidos do fruto ndo sdo mencionadas na literatura. Trés padrdes de
deposicdo puderam ser observados ao longo do desenvolvimento. No pericarpo, a
concentracdo de EF foi estavel de E1 até E3, mas quando esse tecido entrou em senescéncia, a
concentracdo sofreu uma diminuicdo (Figura 13B). Na testa e no tegma, observou-se aumento
gradual até atingir um pico maximo (em E3 na testa e E4 no tegma), seguido de queda
(Figuras 13C e 13D). Ja no endosperma, viu-se aumento de E1 a E2, e nos demais est&gios a
concentracdo de EF permaneceu estavel (Figura 13E).

Segundo a literatura, a biossintese de EF é de controle materno (KING et al., 2013;
VISCHI et al., 2014), logo, a deposicdo de EF nos tecidos filiais (endosperma e embri&o)
depende da importacdo dos tecidos maternais. Um indicativo dessa translocagédo, deve-se ao
fato da concentracdo de EF ser ~4 vezes mais alta na por¢do mais externa do endosperma, que
se encontra adjacente ao tegma, em comparagcdo com a regido mais interna, proxima ao
embrido (HE et al., 2011; Figura 14). Dessa maneira, a constancia na concentracdo de EF
observada no endosperma entre os estagios E2 e E5, pode ser explicada em funcdo da

importagdo desses compostos ocorrer concomitante ao seu crescimento.
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Contudo, apesar da possibilidade de biossintese de EF ocorrer nos tecidos maternais
do fruto (pericarpo, testa e tegma) ser plausivel, ndo se pode descartar a importacdo desses
compostos pelo fluxo de seiva, ja que o fruto como um todo € um dreno. Assim, 0 aumento
dramatico na concentracdo de EF no tegma entre os estagios E1 e E3 (Figuras 13A e 13D),
pode estar associada a reducdo drastica do volume desse tecido devido ao processo de morte
celular programa (Figura 14) e ndo a uma superatividade da rota biossintética (haja vista, 0
tecido estar em senescéncia), que provavelmente ndo é acompanhada na mesma velocidade
pela transferéncia desses compostos para o endosperma. Além disso, essa hipdtese de
transferéncia de EF do tegma para o endosperma, € ainda mais corroborada, tanto pela queda
na concentracdo de EF no tegma entre os estagios E4 e E5 (Figura 13C) , ja que entre esses
estagios ndo sdo observadas mudancas estruturais no tegma, quanto pela maior concentracao
de EF na porcdo proximal do tegma, aquela adjacente ao endosperma, que chega a ser
aproximadamente 30% maior em relacdo a porcdo distal (distante do endosperma) (Figura
13F).

Assim, esses experimentos permitiram caracterizar os dois genotipos de pinhdo-manso
no que tange ao perfil de distribuicao de EF nos frutos. Foi demostrado um contraste marcante
entre 0s genotipos, dada a auséncia de EF em todas os extratos analisados do genotipo LPE.
Além disso, viu-se que a deposicdo de EF nas sementes dos enxertos reciprocos entre 0s
gendtipos HPE e LPE é fenotipo-dependente da parte aérea das plantas, e que cada tecido do
fruto analisado durante o desenvolvimento apresenta um padrdo de deposicdo de EF

caracteristico.
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Figura 13. Padrdo de deposicéao de ésteres de forbol ao longo do desenvolvimento do fruto de
J. curcas, gendtipo HPE. (A). Quantificacdo relativa de ésteres de forbol em pericarpo, testa,
tegma e endosperma isolados de frutos de J. curcas em desenvolvimento. (B), (C), (D) e (E).
Curvas do padrdo de deposicdo de ésteres de forbol no pericarpo, na testa, no tegma e no
endosperma isolados de frutos de J. curcas em desenvolvimento. (F). Quantificagdo relativa
do conteudo de esteres de forbol no tegma do estagio E1, dissecado nas regides proximal e
distal em relagéo ao endosperma
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Figura 14. Esquema representativo das principais mudancas morfoldgicas sofridas por
sementes de pinhdo-manso ao longo do desenvolvimento. Testa e tegma compreendem 0s
revestimentos da semente, oriundos dos tegumentos externo e interno do évulo. Nos estagios
iniciais do desenvolvimento, o tegma € volumoso e ocupa 0 maior volume da semente, que ao
passar do tempo sofre morte celular programa, de modo a apresentar apenas uma fina camada
de tecido na semente madura. O endosperma, originado pela fecundacdo da célula média por
uma das células gaméticas, € o principal tecido de reserva, ocupando a maior parte da semente
madura. O embrido é formado pela fecundacdo da oosfera pela outra célula gamética, que no
curso do desenvolvimento, passa de globular para cotiledonar

Testa

Tegma
Endosperma
Embridao

Cavidade central
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Fonte: Elaborada pelo autor.

4.4 Anélise metabolomica ndo-alvo

Uma abordagem metabolémica ndo-alvo foi aplicada as amostras de folha e raiz de
plantas cultivadas em sistema hidropdnico, assim como as amostras dos tecidos de fruto em
desenvolvimento, nos estagios E1, E2 e E3. Esses trés estagios foram escolhidos por serem
representativos das principais mudancas ocorridas durante o desenvolvimento da semente.
Com essa abordagem, buscou-se primeiramente, confirmar a identidade dos EF detectados por
HPLC-DAD por meio da massa exata e espectros de fragmentacdo. Na sequéncia, foi
estudado o padrdo de deposicdo de outros terpendides nas raizes, de maneira a ser possivel
explicar o contraste no acimulo de sesquiterpendides e diterpendides entre os dois genotipos.
Por fim, foram analisadas outras diferencas marcantes nos tecidos e estagios de
desenvolvimento entre ambos 0s genotipos, concernentes a outras classes quimicas, como

compostos fenolicos, lipideos estruturais e oxilipinas.
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4.5 Performance da aquisi¢éo dos dados de LC-MS/MS

Antes de proceder com o processamento dos dados da andlise por LC-MS/MS, alguns
critérios de qualidade foram observados, de acordo com o Quality Assurance and Quality
Control Consortium (mMQAQC) (KIRWAN et al., 2022), visto que o sistema LC-MS/MS ¢
extremamente sensivel, e pequenas variagdes durante a aquisicdo dos dados podem levar a
grandes consequéncias nas etapas subsequentes de andlise, como alinhamento de
cromatogramas e correspondéncia de massa com a biblioteca.

No experimento dos tecidos de fruto em desenvolvimento, o branco de extracdo, a
mistura de amostra (pooled QC) e o padrdo TPA, foram injetados regularmente a cada 8
amostras, enquanto para o experimento dos extratos de folha e raiz, isso ocorreu a cada 6
amostras. A reprodutibilidade das analises cromatograficas das misturas de amostras foi
avaliada objetivamente através do coeficiente de correlacdo de Pearson, usando os valores de
area das features que possuiam pelo menos um espectro de MS?, ap6s o alinhamento dos
cromatogramas e subtracdo dos sinais do branco de extracdo. Durante a aquisi¢do dos dados
dos extratos de fruto em desenvolvimento, coeficientes de correlagido de Pearson mais baixos
(de 0,734 a 0,790) foram vistos ao comparar a primeira com as demais analises do QC (Figura
15). A partir da segunda injecéo, os valores foram sempre acima de 0,83, chegando a 0,93 em
alguns casos (Figura 15). Considerando o método de aquisicdo DDA-top3 com inversdo de
polaridade, considerou-se essa variacdo aceitavel. No outro experimento (analise dos extratos
de folha e raiz), os coeficientes de correlacdo foram todos acima de 0,9 (Figura 16). Diante
disso, viu-se a grande importancia das injecdes aleatorias das amostras, de modo a normalizar
possiveis variagdes no spray, por exemplo, como também das injecGes das amostras em
duplicata, j& que determinado ion na primeira corrida pode ndo ser escolhido para
fragmentacdo, e na segunda sim.

Em relacdo a avaliacdo das corridas do padrdo externo TPA, o tempo de retencdo, a
massa exata do precursor e o0s espectros de fragmentagcdo, mantiveram-se reprodutiveis em
ambos os experimentos (Figura 17). Comparado ao sistema HPLC-UV, o tempo de retencéo
do TPA reduziu para 10,95 +0,04 min, em fungéo especialmente da coluna usada no sistema
LC-MS/MS ser de dimensdes menores como também o tamanho de particula da fase
estacionaria, levando a uma trabalho ser mais alta. Ja, a variagdo maxima de massa do
precursor, para 0 TPA na forma de adulto de sédio (m/z tedrico 639,38), manteve-se abaixo de
2,01 ppm. Por fim, os espectros de fragmentacdo tiveram o mesmo perfil, salvo discretas

variagfes nas intensidades dos fragmentos (Figura 18), sendo possivel a anotacdo por
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similaridade espectral usando o fluxo de trabalho do MZmine 3.0 descrito no tdpico 3.5,
obtendo pontuacéo de cosseno igual a 0,903 (Figura 18).

Em suma, os dados das analises de LC-MS/MS apresentados adiante nesse trabalho,
seguiram as principais recomendacdes da comunidade em relacdo ao controle e garantias de
qualidade explicitadas no mQAQC. N&o foram observadas varia¢des nas analises das misturas
de amostras que comprometessem 0s resultados e interpretacdes ora descritas, tdo pouco nas

analises do padrdo TPA, que se mantiveram com alta reprodutibilidade.

Figura 15. Analises de correlagdo de Pearson entre as analises da mistura de extratos de
tecidos isolados de frutos em desenvolvimento de J. curcas. A mistura de extratos foi
injetada nove vezes em intervalos regulares durante aquisicdo dos dados LC-MS/MS, como
controle de qualidade da andlise metabolémica ndo-alvo. As injecdes foram confrontadas
entre si por meio da analise de correlacdo de Pearson.
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Fonte: Elaborada pelo autor; Dados da tese.
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Figura 16. Anélises de correlacdo de Pearson entre as corridas da mistura de extratos de folha
e raiz dos genotipos HPE e LPE de J. curcas. A mistura de extratos de folhas e raizes foi
injetada trés vezes em intervalos regulares durante aquisi¢do dos dados LC-MS/MS, como
controle de qualidade da andlise metaboldmica ndo-alvo. As injecdes foram confrontadas
entre si por meio da andlise de correlagéo de Pearson
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Figura 17. Cromatogramas de ions das corridas do padrdo TPA e respectivos espectros de
fragmentacdo. Os cromatogramas de ions foram plotados com filtro para o m/z 639,38,
correspondente ao TPA na forma de adulto de sbdio, e 0s respectivos espectros de
fragmentacdo sdo mostrados imediatamente abaixo
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Figura 18. Anotacdo estrutural do padrdo TPA por similaridade do espectro de fragmentacéo.
A anotacdo do TPA foi possivel a partir da comparacao do espectro MS/MS do precursor m/z
639,38 [M+Na]* contra a biblioteca de espectros disponivel no site do MS-DIAL, atingindo
pontuacédo de cosseno igual a 0,903
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4.6 Anédlise dos EF por LC-MS/MS

Ainda que os perfis cromatograficos dos EF adquiridos nos experimentos HPLC-UV
tenham apresentado correspondéncia com os descritos na literatura, a confirmacéo pela massa
exata e espectros de fragmentacdo foi realizada via LC-MS/MS. Além disso, dada a maior
sensibilidade da espectrometria de massas, haveria a possibilidade de deteccdo desses
compostos em raizes e folhas.

A modificacdo no sistema cromatografico (coluna de menores dimensdes e menor
tamanho de particula), levou a uma reducédo nos tempos de retencdo. Além de eluirem mais
cedo (entre 10,1 e 11,2 minutos; Figura 19), houve também uma alteracdo na ordem de
eluicdo, como ja reportado por Verardo et al., 2019, ao substituir ACN por MeOH na fase
movel. No modo positivo, os EF foram detectados sob a forma de cinco tipos de ions:
[M+H]*, [M-H20+H]", [M-H4O2+H]*, [M-HsOs+H]* e [M+Na]*, que correspondem,
respectivamente, aos valores de m/z 711,3925, 693,3749, 675,3664, 657,3548 e 733,3710,
sendo que os quatro Gltimos foram ~45% mais intensos que o ion protonado em MS?. J&, um
maior numero de espectros MS/MS foi adquirido para os ions na forma de adulto de sédio.
Cabe observar, que exceto os tipos de ions [M+H]" e [M+Na]", os demais sdo resultado de
fragmentacdo na fonte dos ions [M+H]*, caracterizados por perdas sucessivas de 18 u
(elementos de agua).
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Pelo processamento automatizado dos dados, foi possivel a desconvolugdo dos sinais
de EF em seis features, para os ions na forma [M+Na]* (Tabela Suplementar I11; Features IDs
3020, 3150, 3165, 3320, 3544 e 3957), provavelmente 0s isdbmeros majoritarios, para 0s quais
as estruturas foram determinadas e chamamos Fatores Jatropha Ci1-Cs, muito embora, seja
possivel perceber claramente, apds inspecdo manual dos cromatogramas de ions, que o bloco
de picos filtrado para massa 733,3710, corresponde a pelo menos nove isdmeros. Além disso,
outra dimenséo dos dados que deu mais seguranca na identidade dos EF, foram os espectros
de fragmentacdo muito semelhantes entre si (Figura 20), o que corresponde ao fato das
estruturas sempre muito parecidas, além da correspondéncia com aqueles publicados por
Verardo et al., (2019).

Né&o apenas foram confirmados os sinais dos EF por LC-MS/MS nos tecidos de fruto
em desenvolvimento do genétipo HPE (Figuras 19E, 19G, 191 e 19L), como também, esses
compostos foram detectados nos extratos de folha e raiz (Figuras 19A e 19C). Enquanto que
em nenhum tecido analisado do genétipo LPE, foram encontrados indicios da presenca de EF
(Figuras 19B, 19D, 19F, 19H, 19J e 19M). Além disso, nas folhas, os EF tinham sido
detectados até o momento apenas por método alvo-dirigido (BALDINI et al., 2014), sendo
essa também, a primeira demonstracdo experimental da ocorréncia de EF nas raizes de J.
curcas (Figura 19A). Contudo, nas amostras de folha e raiz, em razdo da baixa intensidade
desses fons, n&o foi possivel a aquisicdo de espectros de MS?. Em Euphorbia fischeriana, um
diterpendide com esqueleto tigliano ja foi isolado das raizes (ADELAKUN et al., 2019).

Assim, nos extratos especificos dos grupos de amostras, a consisténcia dos dados de
EF, relativos aos tempos de retencdo, massa exata e espectros de fragmentagéo, confirmaram
a robustez do sistema LC-MS/MS durante a aquisicdo dos dados. Isso permitiu, ndo apenas
confirmar a identidade desses compostos nos extratos dos tecidos de frutos em

desenvolvimento, como também detecta-los nos extratos de raiz e folha do genétipo HPE.
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Figura 19. Detecgdo de ésteres de forbol em diversos tecidos de J. curcas via LC-MS de alta
resolucdo. Cromatogramas de ions com filtro para o m/z 733,3710 (erro de massa de 3 ppm),
correspondente a massa exata dos isdmeros de ésteres de forbol na forma de adulto de sodio.
(A), (), (E), (G), (I) e (L), correspondem aos cromatogramas dos extratos de raiz, folha,
pericarpo, testa, tegma e endosperma do genétipo HPE. (B), (D), (F), (H), (3) e (M),
correspondem aos cromatogramas dos extratos de raiz, folha, pericarpo, testa, tegma e
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Figura 20. Espectros de fragmentacdo dos ésteres de forbol de J. curcas a partir do precursor
m/z 733,3710, correspondentes aos ions dos isdmeros na forma de adulto de sédio. fon ID
feature 3020, RT 10,30 min (A). fon ID feature 3150, RT 10,42 min (B). ion ID feature 3165,
RT 10,42 min (C). lon ID feature 3320, RT 10,66 min (D). fon ID feature 3544, RT 10,73
min (E). lon ID feature 3957, RT 11,09 min (F).
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4.7 Visdo geral das features detectadas e metabdlitos anotados

A abordagem metabolémica ndo-alvo foi aplicada a dois experimentos separados,
como ja descrito anteriormente. Um, consistiu na andalise dos tecidos de fruto em trés de
estagios de desenvolvimento (E1, E2 e E3), e 0 outro, na analise de amostras de folha e raiz.
Cromatogramas representativos de cada grupo de amostras em ambos 0s modos de ionizagao
podem ser vistos nos Apéndices dessa tese (APENDICES A — F). A anélise dos tecidos de
fruto, levou a deteccgdo de 2.628 e 1.039 features nos modos de ionizagdo positivo e negativo,
respectivamente (Tabela 3). Ja, a analise dos extratos de folha e raiz, permitiu a deteccéo de
2.032 features no modo positivo e 851 features no modo negativo (Tabela 3). A lista
completa das features detectadas, anotac6es, distribuicdo em raizes e folhas nos modos de
ionizacdo positiva e negativa sdo mostradas nas Tabelas Suplementares | e I,
respectivamente. Ja, as features detectadas nos frutos em desenvolvimento, contendo as
anotac0es e distribuicdo nos quatro tecidos e trés estagios de desenvolvimento, sao mostradas
nas Tabelas Suplementares Ill e IV. Além disso, em cada uma das tabelas suplementares,
constam o0s respectivos resultados das analises estatisticas entre 0s grupos.

As features detectadas foram submetidas a trés métodos de anotacdo, a saber:
similaridade espectral contra as bibliotecas de espectros curados disponiveis no site do MS-

DIAL (http://prime.psc.riken.jp/compms/msdial/main.htmI#MSP; acessada em agosto de

2022); anotagédo in silico de estrutura usando CSI:FingerID e anotacdo in silico de classe
qguimica usando CANOPUS. Ambos os métodos de anotacdo in silico integram o pacote
SIRIUS 5.5.7, que também dispde do préprio software Sirius para previsdo de férmulas
moleculares. Como tem sido comum para esse tipo de experimento, um namero relativamente
baixo de anotacGes foi possivel por similaridade espectral. Com pontuacdo de cosseno igual
ou superior a 0,6, 0 maximo de features anotadas correspondeu a 15,35% para 0s extratos de
folha e raiz no modo positivo (Tabela 3). Enquanto o valor minimo foi 9,47% para os dados
de fruto em desenvolvimento, também no modo positivo (Tabela 3). As distribuicGes das
anotacOes para ambos os experimentos de acordo com a pontuagdo de cosseno podem ser
vistas na Figura 21. No modo negativo de ionizacdo, a maior parte dos metabdlitos anotados,
tiveram pontuacdo de cosseno variando de 0,9 a 1 (Figura 21A). J4, para as features
detectadas no modo positivo, um maior numero de anotacdes recebeu valor de cosseno entre
0,8 € 0,89 (Figura 21B).

A utilizagdo dos métodos de anotacdo in silico, estendeu um pouco mais 0 acesso as

informagdes contidas nos espectros de massa. Usando CSI:FingerID, o numero relativo de
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estruturas anotadas ficou entre ~20 e 29%, ap0s considerar apenas aquelas que obtiveram
valor de score maior ou igual a -100 (Tabela 3). Em relacéo a atribuicdo de classe quimica
pelo CANOPUS, a quantidade relativa de features anotadas com probabilidade igual ou maior
a 0,7, esteve entre ~29 e 34%, considerando ambos experimentos e modos de ionizagdo
(Tabela 3).

Diante desses dados, torna-se claro como a anotacdo de metabdlitos a partir de dados
LC-MS/MS continua a ser o calcanhar de Aquiles dessa técnica de analise
(MUKHOPADHYAY, 2023). As bibliotecas espectrais, mesmo com as expansdes ocorridas
nos ultimos anos, e o incentivo para compartilhamento de espectros, representam uma
pequena fatia do espaco quimico contido nos diferentes organismos. A titulo de
conhecimento, em meados de 2015, encontravam-se depositadas na base de dados PubChem
cerca 60 milhGes de estruturas, das quais, um niumero aproximado de 20 mil, possuiam
espectros MS/MS disponiveis para uso em experimentos de metabolémica ndo-alvo (DA
SILVA; DORRESTEIN; QUINN, 2015). Além da baixa representatividade das bibliotecas de
espectros MS/MS, que atualmente chegam a ~0,5 milhdo para compostos de referéncia, a
grande quantidade de artefatos de informatica, contaminantes quimicos e sinais redundantes,
contribuem significativamente para o baixo nimero de anota¢des, quando comparado ao
namero de features detectadas (SINDELAR; PATTI, 2020).
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Tabela 3. Numero de features detectadas e metab6litos anotados segundo anélise
metabolémica nao-alvo de 6rgdos e tecidos de J. curcas. As features detectadas nos modos de
ionizacdo positivo e negativo em raizes, folhas e tecidos isolados do fruto foram anotadas em
trés niveis: similaridade espectral contra uma biblioteca de espectros curados, in silico usando
CSI:FinderID e tiveram as classes quimicas preditas pelo CANOPUS

Raiz e Folha Fruto em desenvolvimento
lonizagéo lonizagéo lonizagéo lonizagéo
positiva negativa positiva negativa
Features totals 2.032 851 2.628 1.039
detectados
Apncl
Anotagges (MS/MS 312 92 249 124
similaridade)
Anotacdes in silico?
(CSI:FingerID) 589 177 747 214
Anotacoes in silico®
(CANOPUS) 697 252 893 307
% Anotacdes MS/MS 15,35 10,81 9,47 11,93
% Anotagoes in silico
CSl:FingeriD 28,98 20,79 28,42 20,59
% Anotacdes in silico
CANOPUS 34,30 29,61 33,98 29,54

pontuacéo de cosseno > 0,6; 2CSI:FinderID_score > -100; *Probabilidade de NPC#Superclass > 0,7

Fonte: Elaborada pelo autor; Dados da tese.

Figura 21. Distribuicdo dos metabdlitos anotados por similaridade espectral com pontuagédo
de cosseno > 0,6. (A). Distribuicdo dos metabdlitos detectados em raiz e folha de J. curcas
segundo a pontuacdo de cosseno; (B). Distribuicdo dos metabdlitos detectadas em tecidos de
fruto em desenvolvimento de J. curcas de acordo com a pontuacao de cosseno

A B
(4) 120 ®) 120
£ 100 £ 100
£ £
§ 80 g 80
= 60 = 60
e e
S 40 z 40
5 £
iz 20 z 20
0 0
(0,6-0,69) (0,7-0,79) (0,8-0,89) (0,9-0,99) 0,6-0,69 0,7-0,79 0,8-0,89 0,9-1,0
Cosine score Cosirne score
Modo Positivo Modo Negativo Modo Positivo = Modo Negativo

Fonte: Elaborada pelo autor; Dados da tese.
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4.7.1 Raiz e Folha — features detectadas, classes quimicas e quantificacdo relativa

Das features totais detectadas em raiz e folha, menos da metade foram encontradas
concomitantemente nos dois 0rgaos, ou seja, a maioria mostrou ser 6rgdo-especifica. Nas
raizes, em torno de 85% das features detectadas tanto sob o modo de ionizacdo positiva,
quanto negativa, estiveram presentes nos genotipos HPE e LPE (Figura 22A e 22B). Apesar
dessa similaridade qualitativa, pelos padrées de distribuicdo das areas de pico avaliadas pelas
analises de PCA, foi vista uma separacdo clara entre os gendtipos (Figuras 25A e 25C). Ja,
nas folhas, a similaridade qualitativa entre os genotipos mostrou ser ainda maior, haja vista,
~93% das features, também em ambos os modos de ionizagcdo, foram encontradas tanto em
HPE quanto em LPE (Figura 22A e 22B). Até mesmo pela analise de PCA, néo foi possivel
observar uma separacao dos grupos (Figura 25B e 25D).

Segundo a andlise de ontologia de classe quimica usando CANOPUS, as
NPC#Superclass mais enriquecidas foram de glicerofosfolipideos e glicerolipideos, tanto nas
raizes quanto nas folhas, o que condiz com o método de extragdo dos metabdlitos (Figura 23).
Por outro lado, quantidades substancialmente maiores de diterpendides e sesquiterpendides,
foram anotados nas raizes em comparacdo com as folhas (Figura 23A). Dentre os terpendides,
as folhas tiveram maior destaque no acimulo de carotendides (C40), que inclusive formaram
uma familia molecular pela analise de FBMN (Figura 24). Além disso, as raizes também se
destacaram quanto a deposicdo de compostos fenolicos, como lignanas, cumarinas e
fenilpropandides C6-C3 (Figuras 23A e 23B).

Dessas classes bastante contrastantes entre raiz e folha, diferencas quantitativas
marcantes entre 0s genotipos puderam ser vistas ap0s aplicacdo do teste-t, que serdo descritas
em detalhes mais adiante. O nimero de features diferencialmente abundantes entre os grupos
sdo mostradas na Tabela 4, enquanto a analise de clusterizacdo hierarquica discriminou muito
bem os gendtipos e os dois érgdos comparados de acordo com o padréo de deposicdo dessas
features (Figuras 26A, 26B, 26C e 26D).
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Figura 22. Diagramas de Venn mostrando as distribui¢des das features totais detectadas em
extratos de raiz e folha de pinhdo-manso, genotipos HPE e LPE. (A). Distribuicdo das
features detectadas no modo de ionizacdo positivo. (B) Distribuicdo das features detectadas
no modo de ionizacdo negativo.

A)

Raiz Folha

Q Total = 2032 g

Folha HPE Folha LPE

Raiz HPE Raiz LPE

Total = 1609 Total = 1311

Folha

Q Total = 851 g

Raiz HPE Raiz LPE Folha HPE Folha LPE

Total = 643 Total = 603

Fonte: Elaborada pelo autor; Dados da tese.
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Figura 23. Ontologia de classe quimica segundo a classificagdo NPC#Superclass das features
detectadas em raiz e folha de J. curcas usando CANOPUS. (A). Classes quimicas das features
detectadas em raiz e folha dos gendtipos HPE e LPE no modo de ionizacdo positiva. (B).
Classes quimicas das features detectadas em raiz e folha dos genétipos HPE e LPE no modo
de ionizagéo negativa
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Figura 24. Familia molecular construida pela abordagem de Redes Moleculares Baseadas em
Features, onde estdo inseridos Carotendides (C40) detectados em folhas de pinhdo-manso,
genodtipos HPE e LPE. Os nds representam metabolitos e sdo mostrados na forma de grafico
tipo pizza, que expressam a abundancia relativa do metabolito nos grupos de amostra
analisados. Para nds assinalados com bolas cor caramelo, as respectivas estruturas sao
mostradas ao lado esquerdo da Figura. Para esses compostos, ndo houve diferenca estatistica

entre 0s gendtipos
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Fonte: Elaborada pelo autor; Dados da tese.
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Figura 25. Anélise de componente principal das features detectadas em raiz e folha dos
gendtipos de pinhdo-manso HPE e LPE nos modos de ionizacdo positiva e negativa. Raiz (A)
e folha (B) sob ionizagéo positiva; Raiz (C) e folha (D) sob ionizag&o negativa
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Fonte: Elaborada pelo autor; Dados da tese.

Tabela 4. Numero de features detectadas em raizes e folhas que demostraram diferenca
significativa pelo teste-t de Student a 5% de probabilidade entre os gendtipos HPE e LPE

Modo de lonizagéo Orgéo analisado
Raiz Folha
Positivo 271 50
Negativo 59 20

Fonte: Elaborada pelo autor; Dados da tese.



78

Figura 26. Clusterizacdo hierarquica das features detectadas em raizes e folhas de pinh&o-
manso que demostraram diferenca significativa segundo o teste-t de Student a 5% de
probabilidade entre os gendtipos HPE e LPE. Features diferencialmente abundantes
detectadas nas raizes no modo de ionizacdo positivo (A) e negativo (B). Features

diferencialmente abundantes detectadas nas folhas no modo de ionizagdo positivo (C) e
negativo (D)
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Fonte: Elaborada pelo autor; Dados da tese.
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4.7.2 Fruto em desenvolvimento — features detectadas, classes quimicas e quantificagdo

relativa

Nos tecidos dissecados do fruto em desenvolvimento, foram detectados no modo de
ionizacado positiva, 1.868, 2.020, 2.217 e 2.113 features nos extratos de pericarpo, testa, tegma
e endosperma, respectivamente (Figura 27A e Tabela suplementar 111). Enquanto, no modo
negativo, os valores foram 719, 732, 792 e 772 (Figura 27B e Tabela suplementar IV). Um
numero razoavel de features foram onipresentes nos quatro tecidos (57% no modo positivo e
45,4% no modo negativo; Figuras 27A e 27B). As distribuicGes das features em cada tecido e
modo de ionizacdo, de acordo com o genotipo e estagio de desenvolvimento sdo mostradas
nas Figuras 28, 29, 30 e 31.

Figura 27. Diagramas de Venn com as distribuicdes das features totais detectadas em extratos
de pericarpo, testa, tegma e endosperma isolados de frutos em desenvolvimento de J. curcas.
(A). Distribuicdo das features detectadas no modo positivo. (B). Distribuicdo das features
detectadas no modo negativo

4) Testa Tegma ®) Testa Tegma
Total = 2.020 Total =2.217 Total = 732 Total = 792

Pericarpo Endosperma Pericarpo Endosperma

Total = 1.868 Total = 2.113 Total = 719 Total = 772
Fonte: Elaborada pelo autor; Dados da tese.
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Figura 28. Diagramas de Venn mostrando as distribui¢des das features totais detectadas em
extratos de pericarpo em desenvolvimento (E1, E2 e E3) de frutos de J. curcas, gendtipos
HPE e LPE. (A). Distribuicdo das features detectadas no modo de ionizagéo positivo. (B)
Distribuicdo das features detectadas no modo de ionizagdo negativo

(A) Pericarpo HPE Pericarpo LPE
@ Total - 1.868 g
Pericarpo HPE E1 Pericarpo HPE E2 Pericarpo LPE E1 Pericarpo LPE E2
Pericarpo HPE E3 Pericarpo LPE E3
Total = 1.685 Total = 1.697
(B) Pericarpo HPE Pericarpo LPE
@ Total = 719 g
Pericarpo HPE E1 Pericarpo HPE E2 Pericarpo LPE E1 Pericarpo LPE E2

a a
(2SI (S0

Pericarpo HPE E3 Pericarpo LPE E3

Total = 677 Total = 602
Fonte: Elaborada pelo autor; Dados da tese.
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Figura 29. Diagramas de Venn mostrando as distribui¢des das features totais detectadas em
extratos de testa em desenvolvimento (E1, E2 e E3) de J. curcas, genotipos HPE e LPE. (A).
Distribuicdo das features detectadas no modo de ioniza¢do positivo. (B) Distribuicdo das

features detectadas no modo de ionizacao negativo

(A) Testa HPE Testa LPE
1701 209
(84.2%) (10.3%)
@ Total = 2.020 Q
Testa HPE E1 Testa HPE E2 Testa LPE E1 Testa LPE E2
Testa HPE E3 Testa LPEE3
Total = 1.811 Total =1.910
(B) Testa HPE Testa LPE
@ Total = 732 Q
Testa HPE E1 Testa HPE E2 Testa LPE E1 Testa LPE E2

a (=
(2502 a8

Testa HPE E3 Testa LPE E3

Total = 625 Total = 670
Fonte: Elaborada pelo autor; Dados da tese.
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Figura 30. Diagramas de Venn mostrando as distribui¢des das features totais detectadas em
extratos de tegma em desenvolvimento (E1, E2 e E3) de J. curcas, gen6tipos HPE e LPE. (A).
Distribuicdo das features detectadas no modo de ioniza¢do positivo. (B) Distribuicdo das

features detectadas no modo de ionizacao negativo

Tegma HPE Tegma LPE
A) 4 g

1879

(84.8%)

@ Total = 2.217 Q

Tegma HPE E1 Tegma HPE E2 Tegma LPE E1 Tegma LPE E2

D
§B
S

Tegma HPE E3 Tegma LPE E3

Total =2.135 Total = 1.961

Tegma HPE Tegma LPE

B)
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Tegma HPE E1 Tegma HPE E2 Tegma LPE E1 Tegma LPE E2

o
gb
5

Tegma HPE E3 Tegma LPE E3

Total =733 Total =670

Fonte: Elaborada pelo autor; Dados da tese.
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Figura 31. Diagramas de Venn mostrando as distribui¢des das features totais detectadas em
extratos de endosperma em desenvolvimento (E1, E2 e E3) de J. curcas, gendétipos HPE e
LPE. (A). Distribuicdo das features detectadas no modo de ionizagdo positivo. (B)
Distribuicdo das features detectadas no modo de ionizagdo negativo

Endosperma HPE Endosperma LPE
(A) P P

@ Total =2.113 Q

Endo HPE E1 Endo HPE E2 Endo LPE E1 Endo LPE E2

a (=
aa (250

Endo HPE E3 Endo LPE E3

Total = 2.068 Total = 1.926
Endosperma HPE Endosperma LPE
B)
@ Total = 772 Q
Endo HPE E1 Endo HPE E2 Endo LPE E1 Endo LPE E2

a (=
(2 (250

Endo HPE E3 Endo LPE E3

Total =723 Total =671

Fonte: Elaborada pelo autor; Dados da tese.
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Semelhante ao observado nos extratos de folha e raiz, os extratos dos tecidos de fruto
foram acentuadamente enriquecidos com lipideos de acordo com a anotacdo das classes
quimicas pelo CANOPUS, o que é explicado pelo solventes usados no ato da extracdo dos
metabolitos. Foram notoriamente destacadas as NPC#Superclass de glicerofosfolipideos,
glicerolipideos, esfingolipideos, &cidos graxos e conjugados e amidas de acido graxos no
modo de ionizacdo positiva (Figuras 32A, 33A, 34A e 35A), enquanto no modo negativo, a
classe de octadecandides apresentou um numero expressivo de anotacbes (Figuras 32B, 33B,
34B e 35B). A classe dos diterpendides foi consistentemente mais abundante nas amostras do
gen6tipo HPE no modo positivo, isso em fungdo principalmente dos EF. Curiosamente, uma
diferenca interessante entre os genétipos HPE e LPE foi observada em relagdo ao nimero de
carotenodides (C40), pois, o dobro foi encontrado na testa do genétipo HPE (Figura 33B).
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Figura 32. Ontologia de classe quimica segundo a classificagdo NPC#Superclass das features
detectadas no pericarpo em desenvolvimento dos genétipos de pinhdo-manso HPE e LPE
usando CANOPUS. (A). Classes quimicas das features detectadas no pericarpo dos genotipos
HPE e LPE no modo de ionizacao positiva. (B). Classes quimicas das features detectadas no
pericarpo dos gendtipos HPE e LPE no modo de ionizacdo negativa
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Figura 33. Ontologia de classe quimica segundo a classificagdo NPC#Superclass das features
detectadas na testa em desenvolvimento dos genoétipos de pinhdo-manso HPE e LPE usando
CANOPUS. (A). Classes quimicas das features detectadas na testa dos genotipos HPE e LPE
no modo de ionizacdo positiva. (B). Classes quimicas das features detectadas na testa dos
genotipos HPE e LPE no modo de ionizagdo negativa
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Figura 34. Ontologia de classe quimica segundo a classificagdo NPC#Superclass das features
detectadas no tegma em desenvolvimento dos genétipos de pinhdo-manso HPE e LPE usando
CANOPUS. (A). Classes quimicas das features detectadas no tegma dos genétipos HPE e
LPE no modo de ionizacéo positiva. (B). Classes quimicas das features detectadas no tegma
dos genotipos HPE e LPE no modo de ionizacdo negativa
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Figura 35. Ontologia de classe quimica segundo a classificagdo NPC#Superclass das features
detectadas no endosperma em desenvolvimento dos genoétipos de pinhdo-manso HPE e LPE
usando CANOPUS. (A). Classes quimicas das features detectadas no endosperma dos
gendtipos HPE e LPE no modo de ionizacdo positiva. (B). Classes quimicas das features
detectadas no endosperma dos gen6tipos HPE e LPE no modo de ionizag¢do negativa
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De acordo com as andlises de PCA, os grupos de amostras do pericarpo foram bem
discriminados, tanto em relagdo aos gendtipos quanto aos estdgios de desenvolvimento. No
modo positivo de ionizacdo, os genotipos foram separados especialmente pelo PC1, que
respondeu por 78,8% da variacdo, em que as amostras do genétipo HPE estiveram nos
quadrantes 2 e 3, e as do gendtipo LPE, nos quadrantes 1 e 4 (Figura 36A). J4, os estagios de
desenvolvimento, foram mais bem distanciados pelo PC2, com 10,5% de variacdo, onde as
amostras do estagio E1 ficaram nos quadrantes 3 e 4, as do estagio E2 proximas do zero, e as
do estagio E3 foram alocadas nos quadrantes 1 e 2 (Figura 36A).

Para as amostras de testa no modo positivo de ionizagdo também houve uma boa
separacdo dos grupos, sendo que o PC1, que respondeu por 41,4% da variacdo, discriminou
melhor os estagios de desenvolvimento, enquanto o PC2, com variacdo de 22,8%, foi
responsavel pela separacao dos dois gendtipos (Figura 36C). Algo semelhante ocorreu com as
amostras de tegma, em que 0s estagios de desenvolvimento foram mais bem discriminados
pelo PC1, com 49,3% de variacdo, e os gendtipos pelo PC2, apesar das amostras do estagio
E3 de ambos genotipos terem ficado no quadrante 1 (Figura 37A). Ja, em relacdo as amostras
de endosperma, os trés estagios de desenvolvimento analisados foram consistentemente
distinguidos pelo PC1, com variacdo de 51,4%, enquanto 0s gendtipos apresentaram

diferengas um pouco mais claras apenas entre as amostras do estagio E3 (Figura 37C).
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Figura 36. Analise de componente principal (PCA) das features detectadas em pelo menos
85% das amostras de pericarpo (Prp) e testa (Tst) em desenvolvimento (estagios E1, E2 e E3)
dos gendtipos de pinhdo-manso HPE e LPE. (A) PCA das features detectadas sob ionizacéo
positiva no pericarpo nos estagios de desenvolvimento E1, E2 e E3, dos genotipos de pinhao-
manso HPE e LPE. (B) PCA das features detectadas sob ioniza¢do negativa no pericarpo nos
estagios de desenvolvimento E1, E2 e E3, dos gendtipos de pinhdo-manso HPE e LPE. (C)
PCA das features detectadas sob ionizag¢do positiva na testa nos estagios de desenvolvimento
El, E2 e E3, dos genotipos de pinhdo-manso HPE e LPE. (D) PCA das features detectadas
sob ionizacdo negativa na testa nos estagios de desenvolvimento E1, E2 e E3, dos gendtipos
de pinhdo-manso HPE e LPE. Cada grupo de amostra foi representado por trés réplicas
bioldgicas. E1 HPE (vermelho); E2 HPE (purpura); E3 HPE (rosa); E1 LPE (verde); E2 LPE
(azul); E3 LPE (amarelo)
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91

Figura 37. Analise de componente principal (PCA) das features detectadas em pelo menos
85% das amostras de tegma (Tg) e endosperma (End) em desenvolvimento (estagios E1, E2 e
E3) dos genodtipos de pinhdo-manso HPE e LPE. (A) PCA das features detectadas sob
ionizacao positiva no tegma nos estagios de desenvolvimento E1, E2 e E3, dos genotipos de
pinhdo-manso HPE e LPE. (B) PCA das features detectadas sob ionizagdo negativa no tegma
nos estagios de desenvolvimento E1, E2 e E3, dos gendtipos de pinhdo-manso HPE e LPE.
(C) PCA das features detectadas sob ionizacdo positiva no endosperma nos estagios de
desenvolvimento E1, E2 e E3, dos gendtipos de pinhdo-manso HPE e LPE. (D) PCA das
features detectadas sob ionizagdo negativa no endosperma nos estagios de desenvolvimento
El, E2 e E3, dos genotipos de pinhdo manso HPE e LPE. Cada grupo de amostra foi
representado por trés réplicas biologicas. E1 HPE (vermelho); E2 HPE (purpura); E3 HPE
(rosa); E1 LPE (verde); E2 LPE (azul); E3 LPE (amarelo)
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A anélise de clusterizacdo hierarquica foi procedida com as features diferencialmente
abundantes (Tabela 5) segundo os testes de ANOVA e Tukey, a 5% de probabilidade. De
modo geral, as amostras do pericarpo foram mais bem separadas em funcdo dos genétipos,
enquanto as amostras de testa, tegma e endosperma se agruparam melhor em razdo dos
estagios de desenvolvimento. Vale ressaltar que todas as réplicas bioldgicas de cada grupo
estiveram sempre juntas no mesmo grupo.

Para as amostras de pericarpo foram observados dois grandes ramos, um contendo as
amostras do genotipo HPE, subdividido de acordo com os estagios de desenvolvimento, e um
outro ramo formado pelas amostras do gendtipo LPE, com subdivisdes semelhantes (Figuras
38A e 38B). Isso se deu para os dados adquiridos em ambos 0s modos de ionizagao.

Em relacdo as amostras da testa, a clusterizacdo dos grupos deu-se melhor de acordo
com os estagios de desenvolvimento. No modo positivo, formaram-se dois ramos principais,
um menor, contendo amostras do estagio E1, e outro maior, que englobou amostras dos
estagios E2 e E3. Esse ramo maior foi subdividido em outros dois subgrupos principais, sendo
um formado pelas amostras do estagio E2 de ambos 0s genotipos mais as amostras do estagio
E3 do gendtipo LPE, e outro grupo mais distante que conteve as amostras do estagio E3 do
genodtipo HPE (Figura 38C). No modo negativo, uma clusterizacdo semelhante foi observada,
porém no ramo maior, foram as amostras do estagio E3 do genétipo LPE que formaram um
subgrupo separado (Figura 38D).

No tegma, para os dados adquiridos no modo positivo, dois ramos principais puderam
ser formados, um com as amostras do estagio E1 de ambos os gendtipos, mais as amostras do
estagio E2 do genotipo LPE mais distanciadas. O outro ramo conteve as amostras do estagio
E2 do gendtipo HPE, que formaram um subgrupo aparte das amostras do estagio E3 (Figura
39A). Ja, para 0 modo negativo, foi observado um ramo maior que englobou as amostras dos
estagios E1 e E2, sendo que as amostras do estagio E1 ficaram em um subgrupo, e as
amostras do estagio E2 formaram subgrupos individuais. Enquanto no outro ramo, ficaram as
amostras do estagio E3 de ambos gendtipos (Figura 39B).

Finalmente, as amostras do endosperma também apresentaram uma melhor separacdo
em razdo dos estagios de desenvolvimento. No modo positivo, um ramo maior conteve as
amostras dos estdgios E1 e E2, sendo que para cada estagio formaram-se subgrupos
individuais. No outro ramo, encontraram-se as amostras do estagio E3 de ambos 0s genotipos
(Figura 39C). J4, no modo negativo, a clusterizagdo foi semelhante, contudo, as amostras do
estagio E3 do gendtipo HPE, ficaram incluidas num subgrupo mais proximo do estagio E2,

enguanto as amostras do estagio E3 do gendtipo LPE ficaram individualizados em outro ramo
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(Figura 39D). Em resumo, esses dados demonstraram que as amostras de pericarpo se
distinguem muito mais devido aos gendtipos, j& que variagdes mais brandas foram vistas entre
0s trés estagios de desenvolvimento analisados. Por outro lado, os tecidos de semente
analisados (testa, tegma e endosperma), aléem de mostrarem variagdes razoaveis entre 0s

genotipos, sofreram mudancas mais acentuadas no curso do desenvolvimento.

Tabela 5. Nimero de features detectadas no pericarpo, testa, tegma e endosperma de frutos
em desenvolvimento de J. curcas, que demostraram diferenca significativa pelo teste de
ANOVA usando FDR baseado em permutacdo a 5% de probabilidade entre os genétipos HPE
e LPE e/ou entre os estagios de desenvolvimento E1, E2 e E3

Modo de ionizagédo Tecido analisado
Pericarpo Testa Tegma Endosperma
Positivo 272 526 655 765
Negativo 171 142 183 234

Fonte: Elaborada pelo autor; Dados da tese.
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Figura 38. Clusterizacdo hierarquica das features detectadas no pericarpo (Prp) e na testa
(Tst) em desenvolvimento de pinhdo-manso e que mostraram diferenca significativa segundo
o teste de ANOVA entre os gendétipos HPE e LPE e/ou entre os estagios de desenvolvimento
El, E2 e E3. Clusterizacdo hierarquica das features detectadas no pericarpo nos modos de
ionizacdo positiva (A) e negativa (B) que mostraram diferenca significativa segundo o teste de
ANOVA entre os genotipos HPE e LPE e/ou entre os estagios de desenvolvimento E1, E2 e
E3. Clusterizacdo hierarquica das features detectadas na testa nos modos de ionizagéo positiva
(C) e negativa (D) que mostraram diferenca significativa segundo o teste de ANOVA entre 0s
genotipos HPE e LPE e/ou entre os estagios de desenvolvimento E1, E2 e E3
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Figura 39. Clusterizagdo hierdrquica das features detectadas no tegma (Tg) e no endosperma
(End) em desenvolvimento de pinhdo-manso e que mostraram diferenca significativa segundo
o0 teste de ANOVA entre os gendétipos HPE e LPE e/ou entre os estagios de desenvolvimento
E1l, E2 e E3. Clusterizacdo hierarquica das features detectadas no tegma nos modos de
ionizacdo positiva (A) e negativa (B) que mostraram diferenca significativa segundo o teste de
ANOVA entre os genotipos HPE e LPE e/ou entre os estagios de desenvolvimento E1, E2 e
E3. Clusterizacdo hierdrquica das features detectadas no endosperma nos modos de ionizagdo
positiva (C) e negativa (D) que mostraram diferenca significativa segundo o teste de ANOVA
entre os gendtipos HPE e LPE e/ou entre os estagios de desenvolvimento E1, E2 e E3

(A) (B)

;'_
—
o

34728361
341186361
3d1e8e361

=== HPEEl === HPEE2 HPE E3 LPEEIL LPE E2 LPEE3

Fonte: Elaborada pelo autor; Dados da tese.
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4.8 Redes Moleculares Baseadas em features

O conjunto completo de dados metabolomicos adquiridos a partir de extratos de
folhas, raizes e tecidos de frutos em desenvolvimento de plantas de pinhdo-manso, foram
usados para construcdo de 10 FBMN, duas para os dados de folha e raizes, sendo uma para
cada modo de ionizagéo, e as oito restantes corresponderam a duas para cada tecido do fruto,
também uma para cada modo de ionizacdo. Logo, nas redes construidas com os dados de
folhas e raizes, a quantificacdo relativa inserida nos nés compreende quatro grupos (folha e
raiz dos gendtipos HPE e LPE), enquanto nas redes dos dados de fruto em desenvolvimento,
0s nds contém dados da quantificacdo relativa entre 6 grupos (genotipos HPE e LPE e os
estagios de desenvolvimento E1, E2 e E3).

Todas essas FBMN podem ser vistas nos Apéndices ao final deste documento
(APENDICES G — P). Logo abaixo de cada uma das redes, estdo os links de acesso as redes
originais pela plataforma online do GNPS. Além disso, 0s respectivos arquivos no formato
.cys que contém as FBMN editadas, encontram-se no material suplementar e podem ser
visualizadas usando o Cytoscape. Especificamente em relagdo aos EF, familias moleculares
desses compostos ndo foram vistas nos dados de folha e raiz, em razéo desse método requerer
0s espectros de MS2. Por outro lado, duas familias moleculares para os EF foram formadas
nos dados de todos os tecidos de fruto em desenvolvimento do genétipo HPE no modo
positivo de ionizacdo. Uma das familias correspondeu aos ions m/z 733,371 [M+Na]*, em que
o algoritmo apenas reconheceu quatro compostos, e outra, para os ions m/z 711,3925 [M+H]",
m/z 693,3751 [M-H20+H]", m/z 675,3664 [M-H4O2+H]" e m/z 657,3548 [M-HsOz+H]". A
representacdo esquematica das familias moleculares de EF nos dados do tegma do genétipos
HPE em trés estagios de desenvolvimento (E1, E2 e E3), é mostrada na Figura 40. Como
pode ser observado, o grande nimero de ions agrupados na familia molecular maior (Figura
40B), é resultado de fragmentos formados na fonte, marcados por perdas sucessivas de
elementos de agua (18 u). Para esses dados de tegma, a quantificacdo relativa inserida nos
nos, corroborou com o0 mesmo padrdo mostrado na Figura 13, em que a concentracdo de EF

aumenta significativamente entre os estagios E1 e E3.
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Figura 40. Familias moleculares formadas pelos ions correspondentes aos ésteres de forbol
detectados em amostras de tegma em desenvolvimento (estagios E1, E2 e E3) do gendtipo
HPE. Em (A) é mostrada a familia molecular formadas pelos ions detectados como adultos de
sodio m/z 733,371, enquanto que em (B), sdo os ions de EF protonado e seus fragmentos
gerados na fonte apds perdas sucessivas de elementos de &gua.

Tegma HPE-E1 ! Tegma HPE-E2 B Tegma HPE-E3

Fonte: Elaborada pelo autor; Dados da tese.

4.9 Padrao de deposicao de Terpendides

4.9.1 Sesquiterpendides e Diterpenoides

Foram anotados um total de 36 sesquiterpendides nas raizes, segundo a atribuicdo de
classe quimica usando CANOPUS com probabilidade igual ou superior a 0,7 (Tabela
Suplementar I; ver em NPC#Superclass “Sesquiterpenoids”’). Esse nUmero é ~5 vezes maior
em relacédo aos que foram anotados nas folhas (Figura 23A). Desse total, 25 tiveram estruturas
preditas pelo CSI:FinderID com bom nivel de confiabilidade (score > -80), e 14 tiveram
correspondéncias razoavelmente boas com espectros de sesquiterpendides da biblioteca

utilizada (pontuagdo de cosseno > 0,8). Apds a quantificacdo relativa desses metabolitos, nove
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apresentaram diferenca significativa entre os genotipos, dos quais, oito mostraram-se mais
abundantes no genétipo LPE (Figura 41).

Por outro lado, 69 features detectadas nas raizes foram atribuidas a diterpendides
segundo a classificagdo NPC#Superclass com probabilidade acima de 0,7 usando o fluxo de
trabalho do CANOPUS (Figura 23A e Tabela 6). Infelizmente, nenhuma dessas features
corresponderam aos diterpendides caracterizados estruturalmente de J. curcas apresentados na
Tabela 1 (pag. 33), em razdo particular da auséncia dos espectros MS/MS desses metabolitos
na biblioteca, j& que nos trabalhos que reportaram suas estruturas, constam apenas os dados de
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) e massa exata. Usando o fluxo de
trabalho do CSI:FinderID, também ndo foram alcangados bons nimeros de anotacfes para 0s
diterpendides indicados pelo CANOPUS. Provavelmente, a falta dos espectros MS/MS
representativos das subclasses de diterpendides presentes em J. curcas para treinar o
algoritmo, seja a principal causa. Apesar disso, os dados da quantificacdo relativa desses
metabdlitos mostraram contrastes interessantes entre os gen6tipos HPE e LPE. Um total de 28
mostraram diferenca estatistica entre os genotipos, dentre os quais, 26 tiveram abundancia
superior no gendtipo HPE (Tabela 6; apontados com asterisco preto na ultima coluna).
Destacaram-se as features 495 (2,03 min; m/z 329,174) e 676 (2,12 min; m/z 329,174),
anotadas pelo CSI:FinderID como 4-alfa-forbol (Tabela Suplementar 1), intimamente
relacionado a 12-deoxi-16-hidroxiforbol encontrado nos EF, e as features 204 (1,68 min; m/z
331,19), 372 (1,88 min; m/z 313,179) e 628 (2,1 min; m/z 331,189), anotadas como ingenol,
um diterpendide tetraciclico que guarda certo nivel de relacdo estrutural com os tiglianos (L1U
et al., 2021b), em que todas apresentaram abundancias expressivamente mais altas nas raizes
do gendtipo HPE (Tabela 6). Acrescentam-se a essas, as features 1190 (2,63 min; m/z
305,247), 2011 (4,69 min; m/z 289,252), 2711 (9,59 min; m/z 359,185), 2714 (9,63 min; m/z
643,361) e 3293 (10,63 min; m/z 611,371) (Tabela 6) anotadas pelo CANOPUS como
“Tigliane and Ingenane Diterpenoids” segundo a classificagdo ClassFire#level 5. As duas
primeiras foram significativamente mais abundantes no gendtipo HPE, e as duas ultimas
foram detectadas apenas nesse gendtipo. Além disso, os dados de massa exata dessas Ultimas
(Tabela 6), sugerem decoragdo com outros grupos quimicos. Assim, esses resultados mostram
que apesar da capacidade de ambos os genétipos em produzir uma grande variedade de
diterpendides nas raizes, com destaque particular para os que séo estruturalmente relacionados
aos EF, suas vias biossintéticas sdo mais intensas no genotipo HPE, e isso alimenta a hipétese
de que a auséncia de EF no gendtipo LPE pode estar relacionada a caréncia de enzima(s)

ligadas aos passos finais da via de biossintese desses compostos.
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Figura 41. Sesquiterpendides detectados em raizes de pinhdo-manso e que apresentaram
diferenca significativa segundo o teste-t de Student a 5% de probabilidade entre os gendtipos

HPE e LPE
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Tabela 6. Features detectadas nas raizes de J. curcas que receberam anotacdo para Diterpendides (probabilidade de NPC#Superclass > 0,7)
segundo CANOPUS. Os asteriscos na coluna “Significancia estatistica”, indicam features que apresentaram abundancia relativa maior no

gendtipo HPE (*) e no gendtipo LPE (*), segundo o teste-T de Student a 5% de probabilidade

D o | BTl aduo | wolscular | ol NpCrlasse | SRR | Raiz | Raiz | signifiancia
feature (min) (probabilidade) | (probabilidade) (probabilidade) (probabilidade) HPE LPE estatistica
165 31919 166 [M-HO+H]+  CioHzs0s (1) D't‘z{)psg;"ds Daucane S(egci‘é')terpeno'ds Prenol lipids (057) X X *
i Diterpenoids Lathyrane diterpenoids Diterpenoids *
204 331.19 1.68 [M-H20+H]+  CzH2g0s (1) (0.97) (0.46) (0.60) X X
216 315159 172 [M + HJ+ CiHz04 (1)~ Dirpenoids  Pseudopterane diterpenoids g o oides (050) X X
(0.86) (0.13)
. . . . Lipids and lipid-
256 301179  1.84 [M + HJ+ CigHzi0s (1) Diterpenoids Lathyrane diterpenoids like molecules X N *
(0.93) (0.55) (0.61)
i Diterpenoids Tetracyclic diterpenoids Diterpenoids *
372 313179 188 [M-HiO2+H]+  CaoH2s0s (1) (0.98) (0.48) (0.68) X X
Diterpenoids Colensane and Clerodane
384 369.168  1.89 [M + Na]+ C20H2605 (0.99) (0.86) diterpenoids (0.34) Phenols (0.62) X X
Diterpenoids Pimarane and Isopimarane Cyclohexenones *
415 301179  1.92 [M + H]+ CisH2403 (1) (0.88) diterpenoids (0.19) 0.92) X X
Diterpenoids . . Carboxylic acid *
448 305.211 1.9 [M + H]+ Ci9H2803 (1) (0.72) Labdane diterpenoids (0.44) esters (0.63) X X
. . - . Dicarboxylic acids
457 395184 1.96 [M+Nal+  CaHaOs(0.79) ~ Dierpenoids - Tetracyclic diterpenoids = yoriyatives X
(0.76) (0.10) (0.82)
Diterpenoids Cembrane diterpenoids Cyclohexenones
462 375178 1.91 [M + H]+ C21H2606 (0) (0.75) (0.24) (0.64) X X
495 320174 203 [M-HiOz+HJ+  CaoHasOs (1) D't‘zg“’g;‘)‘"ds Tigliane diterpenoids (0.24) Terpe(”oes'g‘)’m”es X X *
Diterpenoids Germacrane Diterpene lactones
500  385.162  1.97 [M + Na]+ C20H2606 (0.57) (0.76) sesquiterpenoids (0.43) 0.62) X X
Diterpenoids Dicarboxylic acids
537 303.159 2.01 [M-H402 + H]+  CisH260s (1) (0p78) Labdane diterpenoids (0.23)  and derivatives X X
) (0.50)
Diterpenoids Pimarane and Isopimarane Cyclohexenones *
545  347.184 1.94 [M + H]+ C20H250s (0) (0.84) diterpenoids (0.28) (0.60) X X
585 319191 2.05 [M + H]+ CisH260s (1) D't‘zgp%‘)o'ds Erythromycins (0.27) Terpe(”oeég‘)’to”es X X
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1020
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1116
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329.174
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271.169

303.195
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377.172

305.247
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2.13

2.12

2.28
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2.37
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2.54

2.48
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[M + Na]+
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M+ H]+

C20H2805 (1)
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C19H2603 (1)
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CisH2202 (1)
C19H2603 (1)
C20H3003 (1)
C20H2203 (0)
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C21H3006 (1)
Ca0H2405 (1)
C22H2604 (1)
C22H2604 (1)
Ca0H2604 (1)
Ca0H2603 (1)
C22H2604 (0)

C20H3202 (1)

Diterpenoids
(0.97)
Diterpenoids
(0.94)
Diterpenoids
(0.91)
Diterpenoids
(0.87)
Diterpenoids
(0.71)
Diterpenoids
(0.97)
Diterpenoids
(0.90)
Diterpenoids
0.77)
Diterpenoids
(0.87)
Diterpenoids
(0.79)
Diterpenoids
(0.82)
Diterpenoids
(0.84)
Diterpenoids
(0.82)
Diterpenoids
(0.85)
Diterpenoids
(0.99)
Diterpenoids
(0.99)
Diterpenoids
(0.96)
Diterpenoids
(0.96)
Diterpenoids
(0.99)

Diterpenoids
(0.92)

Tetracyclic diterpenoids

(0.46)

Tetracyclic diterpenoids

(0.45)

Lathyrane diterpenoids

(0.12)

Rhamnofolane diterpenoids

(0.18)

Irregular monoterpenoids

(0.11)

Lathyrane diterpenoids

(0.37)

Labdane diterpenoids (0.68)
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(0.28)
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(0.14)

Cannabinoids (0.38)

Abeoabietane diterpenoids

(0.18)
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(0.13)
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(0.29)
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(0.04)

Abietane diterpenoids (0.02)

Cycloabietane diterpenoids

(0.22)

Lathyrane diterpenoids

(0.65)

Lathyrane diterpenoids

(0.05)

Labdane diterpenoids (0.91)

Prenol lipids (0.78)

Diterpenoids
(0.56)

Diterpenoids
(0.53)

Prenol lipids (0.69)
Prenol lipids (0.90)
Prenol lipids (0.52)
Prenol lipids (0.78)

Prenol lipids (0.69)

Diterpenoids
(0.56)
Diterpenoids
(0.70)
Diterpenoids
(0.50)

Prenol lipids (0.91)

Diterpenoids
(0.78)
Dihydropyranones
(0.75)
Diterpenoids
(0.95)

Diterpenoids
0.77)

Furanones (0.52)

Diterpenoids
(0.73)
Diterpenoids
(0.91)
Diterpenoids
(0.61)
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C20H2803 (1)
Ca0H2803 (1)
C20H3403 (1)
Ca0H3403 (1)
Ca0H3403 (1)
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C22H3404 (1)

C20H3403 (1)

C20H3003 (1)

C20H2602 (0.99)

C17H2002 (1)

Diterpenoids
(0.82)

Diterpenoids
(0.88)
Diterpenoids
(0.83)
Diterpenoids
(0.89)
Diterpenoids
(0.90)
Diterpenoids
(0.85)
Diterpenoids
0.72)
Diterpenoids
(0.79)
Diterpenoids
(0.94)
Diterpenoids
(0.93)
Diterpenoids
(0.90)
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(0.81)
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(0.92)
Diterpenoids
(0.97)
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(0.75)
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(0.93)
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(0.95)
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(0.73)
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(0.93)

Tigliane diterpenoids (0.61)

Cembrane diterpenoids
(0.33)

Labdane diterpenoids (0.14)
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diterpenoids (0.21)
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diterpenoids (0.28)
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(0.43)
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Casbane diterpenoids (0.44)

Pimarane and Isopimarane
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Lathyrane diterpenoids
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Abeoabietane diterpenoids
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(0.69)
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(0.91)
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(0.57)
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Diterpenoids
(0.76)

Colensane and

clerodane

diterpenoids (0.72)
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Ainda relacionado aos diterpendides encontrados nas raizes, foi possivel a anotagdo de
uma giberelina no modo de ionizagdo negativa, especificamente Giberelina Al14 (Figura 42),
por similaridade MS/MS (pontuacdo de cosseno 0,978), que estd inserida numa familia
molecular junto de outras duas features, todas mais abundantes no genotipo HPE (Figura 42).
Usando métodos de protedmica alvo-direcionada, Almeida et al., (2021) conseguiu quantificar
um conjunto de enzimas das vias de biossintese de giberelinas nas raizes dos genotipos de

pinhdo-manso HPE e LPE, contudo, para a maioria delas ndo foi observado diferenca

significativa entre os genotipos.

Figura 42. Giberelina Al4 e features relacionadas detectadas em raizes de pinhdo-manso e
que apresentaram abundancia diferente segundo o teste-t de Student a 5% de probabilidade

entre os gendtipos HPE e LPE

ID feature 338 (Giberelina A14) Familia molecular que esté inseria a feature
RT =2,06; m/z=347,18 [M-H] 338 (Giberelina A14)

(»

Area normalizada (log2(x))

M HPE W 1PE HPE [ LPE

Fonte: Elaborada pelo autor; Dados da tese.

4.9.2. Apocarotenoides

Outro grupo de terpendides que demonstraram contraste entre os genoétipos HPE e
LPE, foram os apocarotenodides. Esses compostos sdo formados por clivagem oxidativa de
carotendides C40 (HOU et al., 2016). O precursor geral dos carotendides C40, 15-cis-
phytoene, € formado a partir da condensacao de duas moléculas de GGPP, por acdo da enzima
Phytoene synthase (EC 2.5.1.32). Esse composto pode sofrer varios tipos de modificagdes
para produzir diferentes tipos de carotendides, além de servir de substrato para enzimas
conhecidas como Carotenoid cleavage dioxygenases (CCDs), que provocam clivagem

oxidativa do esqueleto principal de carbono para originar os chamados apocarotenoides. Em
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plantas, apocarotendides bem conhecidos sdo os fitohormonios é&cido abscisico e
estrigolactonas, relacionados a diferentes processos do desenvolvimento e respostas a
estresses (FELEMBAN et al., 2019).

Uma maior diversidade de apocarotendides foram anotados nas raizes comparado com
as folhas (Figura 23A), ainda que nas folhas, uma maior variedade de precursores
carotendides C40 tenha sido encontrada (Figura 23A). Esse padréo de distribuicdo j& é bem
conhecido em plantas, apesar de nao se ter conhecimento claro sobre as razfes que levam a
esse fato, é provavel que haja uma maior atividade de CCDs nas raizes. Portanto, assume-se
que essa baixa diversidade de carotendides C40 nas raizes, seja suficiente para alimentar as
vias que levam & biossintese de apocarotendides. Em numero, 16 features detectadas nas
raizes receberam anotacdo segundo CANOPUS (probabilidade > 0,7) para apocarotendides,
todas encontradas nos dois genoétipos. Desse total, 9 foram diferencialmente abundantes
segundo teste-t de Student (Figura 43), das quais 7 foram mais abundantes no genétipo HPE.

Assim, em relacdo ao padrdo de deposicdo dos terpendides de J. curcas, a maior
diversidade de diterpendides nas raizes poder estar relacionada a expressdo de um conjunto de
isoformas de sintase do casbeno, ndo vista em outros tecidos (NASCIMENTO, 2017
SOARES, 2015). Além disso, o notavel contraste entre os gen6tipos HPE e LPE concernente
aos metabdlitos derivados de FPP e GGPP nas raizes, em que concentracfes relativas mais
altas de sesquiterpendides foram vistas no gendtipo LPE, enquanto esses valores para
diterpendides e apocarotendides foram mais elevados no gendtipo HPE, pode ser explicada
pela abundancia cerca de 6 vezes maior da enzima Farnesilpirofosfato sintase (FPPS;
EC:2.5.1.10) nas raizes do gendtipo LPE comparado ao HPE encontrada por Farias et al.,
2020. Essa enzima concorre diretamente com Geranilgeranilpirofosfato sintase (GGPPS;
EC:2.5.1.10) pelos substratos DMPP e IPP. Logo, o maior acimulo dos derivados de GGPP
(diterpendides e apocarotenoides) encontrado nas raizes do genotipo HPE, de fato ndo se deve
a abundancia diferencial de sintase do casbeno, em concordancia com os dados de protedbmica
alvo-dirigida publicados por Almeida et al., 2021 e de RT-qPCR encontrados por
Nascimento, (2017).
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Figura 43. Apocarotendides detectados em raizes de pinhdo-manso e que apresentaram
abundancia estatisticamente diferente segundo o teste-t de Student a 5% de probabilidade

entre os gendtipos HPE e LPE
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4.10 Padréo de deposicdo de compostos fenolicos

4.10.1 Lignanas

Além de conter um grande repertério de terpenoides, as raizes de pinhdo-manso
também reservam a maior diversidade de lignanas, ao ser comparado com as folhas (Figura
23A) e tecidos do fruto em desenvolvimento (Figuras 32A, 33A, 34A e 35A). Curiosamente,
nenhum composto dessa classe foi detectado em folhas. Dessa maneira, a maior diversidade
de lignanas encontradas nas raizes de pinhdo-manso, corroboram com a analise protedmica
publicada por Farias et al., 2020, em que foram identificadas 7 isoformas de proteinas DIR
nas raizes e apenas uma nas folhas.

Usando o modo de ionizacdo positiva, um total de 17 features foram anotadas dos
extratos de raiz como lignanas, pela classificacdo NPC#Superclass (probabilidade > 0,7)
usando CANOPUS (Tabela Suplementar I; ver coluna NPC#Superclass e selecionar
“Lignans™), e dessas, 16 foram detectadas em ambos o0s genotipos. Por comparacdo de
espectros MS/MS, seis apresentaram similaridade com lignanas presentes na biblioteca,
enquanto 13 tiveram estruturas de lignanas atribuidas pelo CSI:FinderID (score > -90). A
feature 980 recebeu a mesma anotacdo, tanto por similaridade espectral (pontuagdo de
cosseno 0,995), quanto in silico via CSI:FinderID (score = -31,09), e foi ainda classificada
segundo NPS#Class como neolignana (probabilidade = 0,99). Consistente com a abordagem
FBMN, esses compostos formaram familias moleculares (Figura 45), e a quantificacdo
relativa inserida nos nos foi condizente com a andlise estatistica feita no Perseus. Além disso,
agrupou features que nao receberam anotacdo em nenhum nivel, como foi o caso dos
isdbmeros de namero 402 (RT 1,9 min; m/z 357,17) e 786 (RT 2,25 min m/z 357,17).

Contudo, o que mais saltou os olhos em relacdo a esse conjunto de lignanas
encontradas nas raizes, foi o padrdo de deposicao contrastante apresentado entre 0s genétipos
HPE e LPE. Curiosamente, de oito desses compostos que apresentaram diferenca estatistica
entre 0s genotipos, cinco foram neolignanas mais abundantes no genotipo LPE, enquanto os
outros trés, eram lignanas mais abundantes no gendétipo HPE (Figura 44).

As vias biossintética desses compostos sdo pouco compreendidas, e as divergéncias
nas reacdes de acoplamento, especificam a direcdo da biossintese no sentido de lignanas ou
neolignanas. Nos genomas de plantas geralmente ocorrem varias isoformas de proteinas DIR.

Em J. curcas, por exemplo, foram anotadas 38. Dessa maneira, é razodvel pensar que esse
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contraste entre lignanas e neolignanas observado entre os gendtipos de pinhdo-manso, pode
estar relacionado a um padréo diferencial de atividade dessas isoformas de proteinas DIR.

Figura 44. Lignanas e Neolignanas detectadas em raizes de pinhdo-manso por LC-MS/MS
sob modo ionizagdo positiva e que apresentaram abundancia significativamente diferente
segundo o teste-t de Student a 5% de probabilidade entre os genotipos HPE e LPE
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Fonte: Elaborada pelo autor; Dados da tese
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Figura 45. Familias moleculares de lignanas e neolignanas detectadas em raizes de pinhéo-
manso sob ionizacdo positiva nos genotipos HPE e LPE, obtidas pela abordagem FBMN.
*indicam Lignanas diferencialmente abundantes segundo o teste-t de Student (5% de
probabilidade); *indicam Neolignanas diferencialmente abundantes segundo teste-t de Student
(5% de probabilidade); ? indicam features que nédo receberam anotacdo em nenhum nivel
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Fonte: Elaborada pelo autor; Dados da tese.
4.10.2 Flavonoides

Chalconas foram encontradas em maior numero depositadas nos tecidos do fruto em
desenvolvimento (Tabela Suplementar 1V). Interessantemente, trés compostos dessa subclasse
de flavonoides mostraram diferenca significativa entre os genétipos, e foram todos mais
abundantes no gendtipo LPE (Figura 46). Desses trés, um foi detectado nas raizes no modo de
ionizacdo positiva sob forma de adulto de sodio (Figura 44; ID feature 968), e possuia
modificacdes por metilacdo. Ja, os outros dois, foram encontrados no pericarpo e na testa
(Figura 44; ID features 250 e 333). Ambas, ao que indicaram os dados, sd&o um par de
isdbmeros, com m/z 435,13 e que eluiram no mesmo tempo de retencdo (1,38 min). A distin¢do
desses compostos pelos métodos de anotacdo utilizados ndo foi possivel, e pela
correspondéncia espectral contra a biblioteca, os dois compostos foram anotados como

Phloridzin, uma chalcona glicosilada.
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Figura 46. Chalconas detectadas em raiz, pericarpo e testa de J. curcas e que apresentaram
abundancia significativamente diferente entre os gendtipos HPE e LPE e/ou estagios de
desenvolvimento
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Fonte: Elaborada pelo autor; Dados da tese.

Outros flavondides, representativos das subclasses dihidroflavonéis (ID feature 193),
flavondis (IDs features 312, 368, 173 e 74) e flavan-3-ol (IDs features 45 e 117) foram
detectados majoritariamente no pericarpo e na testa sob modo de ionizacdo negativa (Tabela
Suplementar 1V), e apresentaram padrdes de deposicdo contrastantes ndo apenas entre 0s
genotipos, mas também sofreram flutuacGes significativas ao longo do desenvolvimento
desses tecidos. A feature 193 foi anotada como Taxifolin-3-glucoside, enquanto as features
312 e 368 receberam anotacdes para Hyperoside e Isoquercetin, porém, esses dois Ultimos
metabdlitos sdo isbmeros de posicdo, e pelas técnicas de anotacdo empregadas, torna-se
impossivel diferencia-los. As features 193 e 312 apresentaram padrdes de deposicdo
significativamente diferentes entre os gendtipos e estagios de desenvolvimento do pericarpo e
da testa (Figura 47). Taxifolin-3-glucoside tendeu a reduzir sua abundancia ao longo dos trés
estagios de desenvolvimento do pericarpo, e mostrou maior abundancia no genotipo LPE.
Enquanto na testa, apesar de também ser mais abundante no gendétipo LPE, apresentou
aumento acentuado entre os estagios E1 e E2, seguido de uma diminuicdo em E3. Ja a feature
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312, mesmo apresentando variacGes discretas durante os estagios de desenvolvimento
analisados, no pericarpo foi bem mais abundante no genotipo LPE, enquanto na testa, o
contrario foi observado, dada sua maior abundancia no genoétipo HPE. Um padrdo de
deposicdo semelhante ao comparar os genotipos, foi observado para a feature 368 detectada
sob modo de ionizagdo positiva, que tambeém recebeu anotacdo pra flavonoide. Esse
metabolito, ndo apenas foi dramaticamente mais abundante no genétipo HPE, como também,
neste genotipo tendeu a aumentar ao longo dos estagios E1, E2 e E3, enquanto no genotipo
LPE foi observado uma reducdo com o desenvolvimento, mesmo que discreta. (Figura 47).
Por fim, outros quatro flavonoides que mostraram diferencas significativas apenas nos
extratos de pericarpo, todos detectados sob modo de ionizagcdo negativa, sdo mostrados na
Figura 48. As features identificadas pelos IDs 45 e 74 (Figura 48), a primeira tendo sido
anotada como Catechin-3-O-beta-glucopiranoside, apresentaram abundancias mais altas no
genodtipo LPE, com suave tendéncia de diminuigdo durante o desenvolvimento. Por outro
lado, a feature 173 (kaempferol-3-O-rutinoside), mostrou um padrdo de deposicao
completamente oposto entre 0s genotipos, marcado por abundancias expressivamente mais

altas no geno6tipo HPE em todos os trés estagios de desenvolvimento analisados (Figura 48).
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Figura 47. Flavonoides detectados no pericarpo e na testa em desenvolvimento de J. curcas e
que tiveram abundancias significativamente diferentes segundo o teste de ANOVA usando
FDR baseado em permutacdo a 5% de probabilidade, entre genétipos HPE e LPE e/ou
estagios de desenvolvimento

ID feature 193 (Taxifolin-3-glucoside) ID feature 312
RT = 1,34; m/z = 465,10 [M - H] RT = 1.4; m/z = 463,08 [M - H-
Pericarpo Testa Pericarpo Testa

Foas F z * |7 : z
"'E 20 ﬁ. . - T:f .t . . 'r'E - % .
a8 7 | ® .
< 10 7 . < |iem ﬁ. = #
El E2 E3 El E2 E3 El E2 E3 El E2 E3
Estégio de desenvolvimento Estéagio de desenvolvimento Estagio de desenvolvimento Estagio de desenvolvimento

OH

O OH
OH
A,

HO HO OH e

Testa

ID feature 368
RT =1,37: m/z= 465,10 [M+H]"

El E2 E3

Estagio de desenvolvimento

M Ei-ppe M E2-HPE [ E3-HPE
M gi-zpE @O E2-LPE [ E3-LPE

Fonte: Elaborada pelo autor; Dados da tese.
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Figura 48. Flavonoides detectados no pericarpo em desenvolvimento de J. curcas e que
apresentaram padrdo de deposicdo estatisticamente diferente pelo teste de ANOVA usando
FDR baseado em permutacdo a 5% de probabilidade, entre os genotipos HPE e LPE e/ou
estagios de desenvolvimento
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Fonte: Elaborada pelo autor; Dados da tese.

4.10.3 Acidos clorogénicos e taninos hidrolisaveis

Os écidos clorogénicos, compreendem um grupo de compostos formados pela
esterificacdo de acidos fenolicos, como os acidos cafeico, feralico, cumarico e sinapico, com
0 &cido quinico (CLIFFORD et al., 2017). Esses compostos sdo amplamente distribuidos no
reino vegetal, e apresentam uma série de caracteristicas promotoras de saude, especialmente a
prevencgdo a varios tipos de canceres (GUPTA et al., 2022). Trés &cidos clorogénicos foram
detectados no modo de ionizacdo negativa, acido quinico cafeoil, acido quinico cumaroil e
acido quinico feruloil, correspondentes as features 98, 185, 225, foram anotados nos tecidos
de fruto em desenvolvimento, tanto por similaridade espectral (pontuacdes de cosseno de
0,971, 0,989 e 0,981, respectivamente), quanto in silico pelo CSI:FinderID. Os dois ultimos
foram detectados nos quatro tecidos analisados, enquanto o primeiro foi ausente no tegma e
no endosperma (Tabela Suplementar 1V). Desses trés compostos, 0s acidos quinico cafeoil e
acido quinico feruloil demostraram padrdo de deposicdo diferente estatisticamente entre os

genotipos e estagios de desenvolvimento analisados (Figura 49). Para ambos, observou-se
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tendéncia de aumento durante os estagios E1, E2 e E3. Além disso, foi visto que o genotipo

HPE acumula maiores quantidades desses dois compostos (Figura 47).

Figura 49. Acidos clorogénicos detectados na testa em desenvolvimento de J. curcas, que
foram estatisticamente diferentes segundo o teste de ANOVA usando FDR baseado em
permutacdo a 5% de probabilidade, entre os genotipos HPE e LPE e/ou estagios de
desenvolvimento E1, E2 e E3
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Fonte: Elaborada pelo autor; Dados da tese.

Por outro lado, os taninos hidrolisaveis sdo formados por um nucleo central de glicose
e suas hidroxilas esterificadas com &cido galico. O primeiro passo comprometido com a
biossintese dos taninos hidrolisaveis ocorre pela atividade de UDP-glicosiltransferase, que
une por ligacdo éster acido galico e UDP-glicose para formar b-glicogalina (i). Essa molécula,
ao receber mais uma, duas, trés ou quatro moléculas de acido galico, forma, respectivamente,
1,6-Di- (i), 1,2,6-Tri- (iii), 1,2,3,6-Tetra- (iv), e 1,2,3,4,6-Pentagaloilglicose, sendo estes,
referidos como ésteres simples de galoilglicose (GRUNDHOFER et al., 2001). Uma
representacdo esquematica da rota de biossintese desses compostos, € mostrada na Figura 48.
A adicdo de residuos galoil a pentagaloilglicose, forma taninos hidrolisaveis complexos,

chamados galotaninos, enquanto a ligacdo C-C entre residuos adjacentes de galoil em
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pentagaloilglicose, forma-se elagitaninos, que podem formar subsequentemente, dimeros e
oligbmeros. Nas plantas, os taninos hidrolisveis foram encontrados depositados nos
cloroplastos, paredes celulares e espacos intracelulares (GRUNDHOFER et al., 2001) e sdo
compostos que apresentam atividades antioxidantes e antimicrobianas (BOBASA et al.,
2021).

Figura 50. Rota de biossintese dos ésteres simples de galoilglicose
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Fonte: Elaborada pelo autor; Dados da tese.

Quatro ésteres simples de galoilglicose foram detectados no modo de ionizacao
negativa nos tecidos de fruto em desenvolvimento (i, ii, iii e iv, identificados respectivamente
em amostras de tegma e endosperma. Curiosamente, b-glicogalina (i), ndo foi detectado em
nenhuma amostra de tegma do gendétipo HPE, no entanto, esteve presente nos trés estagios
analisados do tegma do gendtipo LPE. Algo semelhante foi observado para o composto iv,
que também ndo foi detectado em amostras de pericarpo do genétipo HPE, porém estava
presente nos estagios E1 e E2 do pericarpo do gendtipo LPE. Em raizes e folhas, apenas i foi
detectado (Tabela suplementar Il). Enquanto nos extratos de testa, esses quatro compostos
foram detectados nos trés estagios de desenvolvimento analisados e em ambos 0s gendétipos
de J. curcas.

Os compostos i (ID feature 50) e ii (ID feature 21) mostraram diferenca estatistica no
padrdo de deposicéo ao longo do desenvolvimento do pericarpo e da testa (Figura 51), em que
i tende a diminuir em ambos tecidos entre os estagios analisados, e foi encontrado em maior

abundancia na testa do genotipo HPE. J4, o composto ii, enquanto diminui no pericarpo e €
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mais abundante no genétipo LPE, aumenta sua abundancia na testa em funcdo do
desenvolvimento. De modo semelhante, os compostos iii (ID feature 10) e iv (ID feature 7),
apresentaram diferenca significativa na testa, e ambos ficam mais concentrados a medida que
0 desenvolvimento progride, com tendéncia de iv ser mais abundante no genétipo LPE
(Figura 51). O aumento da concentragdo desses compostos na testa da semente, especialmente
iii e iv, realmente esta de acordo com a funcdo protetora desse tecido (MOCTEZUMA et al.,
2014).

Em resumo, viu-se que algumas classes de compostos fendlicos possuem distribuicao
orgdo-especifica na planta. As lignanas foram encontradas em maior diversidade nas raizes,
havendo um contraste marcante entre 0s genotipos, ja que neolignanas foram mais abundantes
no genotipo LPE. Por outro lado, o pericarpo detém a maior diversidade de flavonoides, e
estes sofrem alteracdes nas suas abundancias, seja de aumento ou diminuicdo, no decorrer do
desenvolvimento, e ainda foram vistos padrdes distintos na comparagdo entre 0s genotipos.
Por fim, &cidos clorogénicos e taninos hidrolisaveis se destacaram principalmente na testa da
semente, que para a maioria dos que foram anotados, tendem a aumentar suas concentracées
no curso do desenvolvimento, além de alguns possuirem diferencas significativas entre os

genotipos.
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Figura 51. Esteres simples de galoilglicose detectados no pericarpo e na testa em
desenvolvimento de J. curcas, que apresentaram diferenca estatistica de acordo com o teste de
ANOVA usando FDR baseado em permutacdo a 5% de probabilidade, entre os gendtipos
HPE e LEP e/ou estagios de desenvolvimento E1, E2 e E3. b-glicogalina (ID feature 50) e
1,6-Digaloilglicose (ID feature 21) foram diferencialmente abundantes no pericarpo e na
testa, enquanto 1,2,6-Trigaloilglicose (ID feature 10) e 1,2,3,6-Tetragaloilglicose (ID feature
7), demostraram diferenca estatistica apenas na testa
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411 Padrdo de deposicdo de lipideos estruturais e oxilipinas no tegma em

desenvolvimento

Nesse trabalho, um conjunto de lipideos estruturais detectados no tegma,
especialmente glicerofosfocolinas (Tabela suplementar 111), mostraram diminuicdo acentuada
durante o desenvolvimento das sementes de J. curcas (Figura 52). Isso é consistente com o
processo de morte celular programada (PCD) sofrida por esse tecido, e corrobora com dados
encontrados por Shah et al., (2016), que ao analisarem o proteoma de gerontoplastos isolados
do tegma, encontraram um conjunto de 13 lipases, ndo encontradas em plastideos isolados do
endosperma (PINHEIRO et al., 2013).

No inicio do desenvolvimento da semente de J. curcas, o tegma é um tecido
volumoso, e ocupa a maior parte do interior da semente, a0 passo que no curso do
desenvolvimento, é digerido gradativamente por PCD (ver Figura 10), de tal maneira que na
semente madura resta apenas uma fina camada formada por tecido vascular (SOARES, 2015).
Esse processo de PCD tem importante papel na transferéncia de fontes de C e N e
disponibilidade de espaco fisico para o endosperma e embrido em crescimento. O inicio desse
processo € marcado pela transicdo dos etioplastos a gerontoplastos, em que ocorre 0
desmantelamento dos sistemas de membranas internas. Imagens ultraestruturais e uma
analise protedbmica dessa transicdo estdo disponiveis (SOARES et al., 2017; SHAH et al.,
2016).

Interessantemente, a reducdo dos lipideos estruturais foi acompanhada pelo aumento
significativo de um conjunto de oxilipinas, mostradas na Figura 53. Esses dados estdo de
acordo com a abundancia cerca de sete vezes aumentada de lipoxigenase na regido proximal
do tegma (adjacente ao endosperma) em relacdo a regido distal (distante do endosperma)
(SOARES et al., 2014). As lipoxigenases, sdo enzimas responsaveis pela formacdo dos
hidroperdxidos de &cidos graxos, precursores das oxilipinas. Em plantas, sdo conhecidos dois
tipos de lipoxigenases, chamadas de 9-LOX (EC:1.13.11.58) e 13-LOX (EC:1.13.11.12), que
adicionam um grupamento hidroxila aos carbonos 9 e 13 da cadeia do &cido graxo,
respectivamente (VISWANATH et al., 2020).

Oxilipinas, € um termo usado para designar compostos derivados da oxidagdo de
acidos graxos poliinsaturados, sendo estes, liberados pela atividade de fosfolipases sobre os
lipideos de membrana (GRIFFITHS, 2015). Esse grupo é subdividido em octadecandides,
eicosandides e docosanoides, a depender se 0 metabdlito possui 18, 20 ou 22 carbonos. Em J.

curcas, oxilipinas octadecandides foram isoladas recentemente de sementes apos extracdo do
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oleo, e caracterizadas estruturalmente (WANG et al., 2020). Além disso, esses autores
apresentaram na literatura o primeiro relato em discordancia sobre a toxicidade da torta de
pinhdo-manso atribuida aos EF, ao associarem essa caracteristica aos octadecandides ora
isolados, apesar de ndo terem realizado uma analise comparativa entre genétipos com teores
de EF contrastantes, por exemplo, j& que as oxilipinas descritas, sdo potencialmente
produzidas por quaisquer genotipos.

Aqui, um maior numero de octadecandides foram anotados em relacdo as outras
subclasses de oxilipinas (Tabelas Suplementares Il e V). Um esquema ilustrativo da
biossintese de oxilipinas € mostrado na Figura 54. Dentre as oxilipinas mais bem estudadas
esta o acido jasmonico e seus derivados, envolvidos com respostas a estresses e aspectos do
desenvolvimento vegetal (LIU et al., 2016). Dada sua origem, as oxilipinas sdo
potencialmente produzidas por todos os tecidos das plantas, contudo € esperado que sua
deposicdo seja aumentada em determinados contextos celulares que provoguem aumento da
peroxidagdo lipidica, como situacBes de estresse ou alguns eventos normais do
desenvolvimento como senescéncia e PCD. A relagéo entre oxilipinas e morte celular também
ja foi descrita durante a infeccdo de plantas de batata e tomate por virus, em que niveis
aumentados de 9-LOX, 13-LOX e DOX-1 foram observados nos estagios iniciais da infeccdo
por PVX ou PVY, momentos antes da morte celular (GARCIA-MARCOS et al., 2013).
Assim, durante o processo de PCD do tegma em J. curcas, € provavel que os eventos que
levam a peroxidacdo lipidica nos plastideos produzam moléculas sinais, que através de
sinalizacdo retrograda, alterem o padrdo de expressdo génica e provoguem uma
superexpressdo de peptidases e carboidrases, culminando com a total digestdo do tegma. A
sinalizacdo retrogada mediada por oxilipinas durante a transicdo de cloroplastos para
gerontoplastos é conhecida em folhas senescentes (MUNOZ; MUNNE-BOSCH, 2020).
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Figura 52. Glicerofosfolipideos detectados no tegma de J. curcas e que apresentaram abundancias relativas estatisticamente diferentes entre os
gendtipos HPE e LPE e/ou estagios de desenvolvimento, segundo teste de ANOVA usando FDR baseado em permutacéo a 5% de probabilidade
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Figura 53. Oxilipinas detectadas no tegma de J. curcas e que apresentaram abundancias relativas estatisticamente diferentes entre os gendtipos

HPE e LPE e/ou estagios de desenvolvimento, segundo teste de ANOVA usando FDR baseado em permutacdo a 5% de probabilidade
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Figura 54. Visdo resumida da biossintese de oxilipinas em plantas. Os lipideos estruturais de
membrana sdo hidrolisados por fosfolipases (em plantas, fosfolipases a e d). A seguir, 0s
acidos graxos livres sdo usados para formacdo de hidroperéxidos de &cidos graxos por
atividade de lipoxigenases (em plantas, 9-LOX e 13-LOX). Finalmente, esses compostos sdo
alvos de outros grupos de proteinas, que levam a biossintese das diversas oxilipinas
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5 CONCLUSOES

Em conclusdo, esse trabalho descreveu o padrdo de deposigdo dos ésteres de forbol em
diversas partes de plantas de pinhdo-manso, abordando alguns aspectos sobre sua biossintese,
assim como a possibilidade de transporte de longa distancia, ao combinar por enxertia, plantas
com teores contrastantes de EF, como também, analisou suas variagdes de abundancia em
tecidos isolados de frutos em desenvolvimento. Trouxe ainda fortes evidéncias que
determinados genotipos de J. curcas sao totalmente incapazes de produzir EF, a exemplo do
gendtipo LPE, provavelmente por deficiéncias de enzimas que executam os passos finais da
via de biossintese, ja que diterpenos estruturalmente relacionados ao 12-deoxi-16-
hidroxiforbol foram encontrados em ambos 0s gendtipos. Além disso, esse é o primeiro relato
que mostrou de maneira inequivoca a ocorréncia desses compostos em raizes e na testa
isolada da semente.

Finalmente, ao aplicar uma abordagem metabolémica ndo-alvo as amostras de raizes,
folhas e tecidos de fruto em desenvolvimento, foi possivel verificar, que além das raizes
apresentarem a maior diversidade de terpendides e lignanas, padrdes muito contrastantes
desses compostos foram observados entre os genotipos. Enquanto o gendtipo HPE acumula
concentracdes relativas mais altas de diterpendides e outros compostos derivados de GGPP, o
genotipo LPE apresenta maiores concentrac@es de sesquiterpendides, resultados que puderam
ser associados a mais alta abundéncia da enzima FPPS no genétipo LPE reportada na
literatuara. Ja&, neolignanas demostraram ser mais abundantes nas raizes do genotipo LPE, e
lignanas, do genétipo HPE. Também foram determinados padrGes de deposicao
caracteristicos dos genoétipos e estagios de desenvolvimento de tecidos do fruto relacionados a
outros compostos fendlicos como flavonoides, &cidos clorogénicos e ésteres simples de
galoilglicose, precursores dos taninos hidrolisaveis. Além disso, ao analisar especificamente o
tegma em desenvolvimento, foi possivel associar a reducdo na abundéancia relativa de lipideos
de membrana seguido do aumento na abundéncia de oxilipinas, com o processo de morte
celular programa sofrida por esse tecido durante o desenvolvimento da semente. Assim, esses
dados mostraram que as diferencas entre os genétipos HPE e LPE vdo além dos ésteres de

forbol.
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6 PERSPECTIVAS

Em decorréncia do grande volume de dados coletados, de imediato serd desejavel
vasculhar as redes moleculares que foram construidas, na tentativa de encontrar possiveis
features que tragam mais informacdes sobre a biossintese de EF, sendo necessaria uma
anélise mais aprofundada.

Pelo potencial papel das raizes na biossintese de ésteres de forbol, uma outra
abordagem que podera ser aplicada para testar o transporte de longa distancia desses
compostos, quer seja as moléculas completas ou parte delas, é a analise da seiva vascular,
especificamente do xilema. Trabalhos reportaram a presenca de tiglianos glicosilados em
espécies de Euphorbiaceae (PAN et al., 2011; WANG et al., 2017; YUAN et al., 2022). Essa
conjugacao de diterpendides com agUcar talvez seja uma estratégia da planta para o transporte
de longa distancia desses compostos, de modo a proporcionar maior solubilidade na seiva
aquosa. Nesses estudos das raizes, cabe ainda uma validacao das atividades das enzimas FPPS
e GGPPS nos genotipos HPE e LPE por protebmica alvo-dirigida e RT-qPCR, de modo a
explicar de forma mais contundente o contraste observado nas abundéncias de sesqui e
diterpendides.

Além disso, partindo da hipdtese de que a auséncia de EF no genotipo LPE esta ligada
a deficiéncia(s) nos passos finais da via, um grupo interessante de proteinas que podera ser
alvo de estudos comparativos entre os genétipos, compreende as BAHD aciltransferases, que
possivelmente sdo as responsaveis por ligar os acidos graxos ao esqueleto diterpendide. Isso
podera ser testado aplicando técnicas de protedmica alvo-direcionadas para todas as enzimas
BAHD aciltransferases codificadas pelo genoma do pinhdo-manso, como também, pelo

silenciamento dessas isoformas.
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APENDICE A - CROMATOGRAMAS REPRESENTATIVOS DAS AMOSTRAS DE
RAIZ - (A) modo de ionizacdo positivo; (B) modo de ionizagdo negativo
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APENDICE B - CROMATOGRAMAS REPRESENTATIVOS DAS AMOSTRAS DE
FOLHA - (A) Modo de ionizagéo positivo. (B) Modo de ionizagao negativo
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APENDICE C - CROMATOGRAMAS REPRESENTATIVOS DAS AMOSTRAS DE
PERICARPO - (A) modo de ionizacéo positivo. (B) Modo de ionizagao negativo

(A)

(B)

e
108
0588
008
8588
808
758
708
> 858
g 6088
E
3 558
g' 50
8 som
8 45
& a
408
358
308
258
208
15688
108
508
008

128
1289
118
118
1080
0588
0.088
8.588
8.088
758
% 10m
E 6588
T s0m
g 558
S 5088
458
4088
358
308
2588
2088
1588
1088
5087
008

= Estagio E1

7676058 613.4840
0523 o "L"
363.2085 s
3312076 | 700 8300
8645527 637.3052
A 20207 A A A \ : y :
400 5.00 8.00 700 8.00 2.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00 17.00 18.00 18.00
Retention time
7654388
786, Lss
0031
7854885
810.5265
9
2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 700 8.00 0.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00 17.00 18.00 19.00

Retention time

== Estagio E2 == Estagio E3



138

APENDICE D - CROMATOGRAMAS REPRESENTATIVOS DAS AMOSTRAS DA
TESTA - (A) Modo de ionizagéo positivo. (B) Modo de ionizagdo negativo
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APENDICE E - CROMATOGRAMAS REPRESENTATIVOS DAS AMOSTRAS DA
TEGMA - (A) Modo de ionizagéo positivo. (B) Modo de ionizagdo negativo
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APENDICE F - CROMATOGRAMAS REPRESENTATIVOS DAS AMOSTRAS DO
ENDOSPERMA - (A) Modo de ionizagéo positivo (B). Modo de ionizagdo negativo
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APENDICE G - LISTA DE TABELAS SUPLEMENTARES
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APEND~ICE H - FBMN DOS DADOS DE FOLHA E RAIZ DETECTADOS SOB
IONIZACAO POSITIVA. O link de acesso desta rede na plataforma do GNPS encontra-se
abaixo
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APENDICE J - FBMN DOS DADOS DE PERICARPO EM DESENVOLVIMENTO
SOB IONIZACAO POSITIVA. O link de acesso desta rede na plataforma do GNPS
encontra-se abaixo
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APENDICE K - FBMN DOS DADOS DE PERICARPO EM DESENVOLVIMENTO

SOB IONIZACAO NEGATIVA. O link de acesso desta rede na plataforma do GNPS
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APENDICE L - FBMN DOS DADOS DE TESTA EM DESENVOLVIMENTO SOB
IONIZACAO POSITIVA. O link de acesso desta rede na plataforma do GNPS encontra-se
abaixo
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APENDICE M - FBMN DOS DADOS DE TESTA EM DESENVOLVIMENTO SOB
IONIZACAO NEGATIVA. O link de acesso desta rede na plataforma do GNPS encontra-se
abaixo
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APENDICE N - FBMN DOS DADOS DE TEGMA EM DESENVOLVIMENTO SOB

IONIZACAO POSITIVA. O link de acesso desta rede na plataforma do GNPS encontra-se
abaixo
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APENDICE O - FBMN DOS DADOS DE TEGMA EM DESENVOLVIMENTO SOB
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IONIZACAO NEGATIVA. O link de acesso desta rede na plataforma do GNPS encontra-se
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APENDICE P - FBMN DOS DADOS DE ENDOSPERMA EM DESENVOLVIMENTO
SOB IONIZACAO POSITIVA. O link de acesso desta rede na plataforma do GNPS
encontra-se abaixo

5
i ls
e ¥

&F 5y
5

~.~....;<.'o--lsso.a.lgta.ns;,.-a-.o».uas‘nw
s e ol Y 6000086000000 80003ncssscbescoessos

Endosperma HPE-E1 Endosperma HPE-E2  l] Endosperma HPE-E3

Endosperma LPE-E1 Endosperma LPE-E2 W Endosperma LPE-E3

UCSD Computational Mass Spectrometry Website



https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=5a24b4ee4f8544048191922347a6ea49

151

APENDICE Q - FBMN DOS DADOS DE ENDOSPERMA EM DESENVOLVIMENTO
SOB IONIZACAO NEGATIVA. O link de acesso desta rede na plataforma do GNPS
encontra-se abaixo
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ANEXO A - PROPOSTAS PARA FORMA(;AO DO DITERPERNOIDE JOLKINOL C

EM ESPECIES DE EUPHORBIACEAE. (A) Proposta da via de biossintese de Jolkinol C

em J. curcas segundo King et. al,(2016). (B) Proposta da via de biossintese de Jolkinol C em
Euphorbia latyris segundo Luo et. al., (2016)
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