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RESUMO

O pinhdo manso (Jatropha curcas L) é uma planta oleaginosa com grande potencial para a
producdo de biocombustivel devido a riqueza de lipidios existente em suas sementes.
Portanto, é uma fonte potencial de 6leo renovavel que tem recebido consideravel atencdo da
comunidade cientifica. O objetivo deste estudo foi fazer uma analise da expressdo génica de
proteinases cisteinicas relacionadas a morte celular programada (MCP) em sementes em
desenvolvimento e durante a germinacdo de pinhdo manso, no intuito de conhecer melhor o
perfil dos transcritos dos principais genes envolvidos no processo de MCP e na deposic¢édo de
proteinas de reservas durante a maturacdo das sementes de pinhdo manso. Para quantificar
com precisdo o0s niveis de expressao génica por RT-qPCR foi necessério realizar uma selecao
de genes de referéncia. Os genes escolhidos para esse estudo foram: GAPDH, PUB, TAZ2,
PP2A2, EFl-a e actina, todos eles citados e escolhidos na literatura para estudo de
normalizacdo de genes em plantas. Através do programa geNorm foi possivel mostrar os
genes de referéncia mais estaveis dentre os seis genes de referéncia. Nossos resultados
apontaram que os genes de referéncia mais estaveis para as sementes de pinhdo manso em
desenvolvimento foram: GAPDH, PP2A2 e EF1-a e TA2. Os genes de menor estabilidade
foram: a actina e PUB. Na germinacdo, 0s genes mais estaveis foram GAPDH, PUB e TAZ2.
Jé& os genes com menores valores de estabilidade foram a actina, EF1-o ¢ PP2A2. O geNorm
também mostrou o nimero de genes de referéncia necessarios para a normalizacdo dos dados
obtidos por RT-gPCR. Nds mostramos que para as sementes em desenvolvimento, obtiveram-
se quatro genes mais estaveis GAPDH, PP2A2, EFl-o ¢ TA2 foram necessarios para
normalizacdo dos dados de RT-gPCR. Em sementes em germinagdo, mostrou-se a adoc¢éo de
trés genes mais estaveis (GAPDH, PUB e TA2). Contudo, Para validar nossos resultados com
genes de referéncia, foi usado o perfil padrdo da expressdo do gene da oleosina, na qual
mostrou que o padrdo de expressdo da oleosina estd de acordo com os fornecidos pela
literatura, revelando que os genes de referéncia séo eficientes para normalizar os dados de
RT-gPCR. De posse desses resultados, realizou-se um estudo de expressdo de genes
supostamente envolvidos na morte celular programada e na maturacéo de sementes de pinhdo
manso. Nossos resultados mostraram que 0s genes com sequéncia C-terminal KDEL:
JcCB0580861; JcCA0152821; JcCA0047111 e o gene y-VPE JCCB0060111 mostraram altos
niveis de expressdo nos estdgios mais avancados em integumento de sementes em
desenvolvimento. Esses genes expressam proteinases cisteinicas que estdo possivelmente
envolvidos no processo de MCP. N&o obstante, 0s genes que expressam as seguintes VPESs:
JcCB0196871; JcCB0244081; e JcCA0012422 possivelmente estdo envolvidas na maturagéo
das proteinas de reservas de sementes em desenvolvimento de pinhdo manso. Esses dados
forneceram importantes informacgdes a cerca do padrdo de expressdo de genes que estdo
envolvidos no processo de MCP. Nao obstante, o estudo de normalizacdo e validagdo de
genes de referéncia nos tecidos de integumento e endosperma do pinhdo manso propiciaram
um melhor entendimento no que diz respeito a estabilidade desses genes nas condicOes
estudadas.

Palavras-chave: Jatropha curcas, proteinases cisteinicas, morte celular programada, RT-
gPCR,



ABSTRACT

Jatropha (Jatropha curcas L) is an oilseed plant with great potential for biofuel production
because of the wealth of existing lipids in their seeds. Therefore, it is a potential source of
renewable oil that has received considerable attention from the scientific community. The
objective of this study was to analyze the gene expression of cysteine proteinases related to
programmed cell death (PCD) in developing seeds and during germination of Jatropha in
order to better understand the transcriptome of the major genes involved in the MCP and
during the deposition of protein reserves during maturation of seeds of Jatropha. To
accurately quantify the levels of gene expression by RT-gPCR was necessary to make a
selection of reference genes. The genes were chosen for this study: GAPDH, PUB, TA2,
PP2A2, EF1-a and actin, all cited in the literature and chosen for the study of normalization of
genes in plants. Through the program geNorm was possible to show the more stable reference
genes among the six genes of reference. Our results indicate that the most stable reference
genes for seed of Jatropha in development were: GAPDH, PP2A2 and EF1-o and TA2. The
genes were less stable, actin and PUB. In germination, the most stable genes were GAPDH,
PUB and TAZ2. Since the genes with lower levels of stability were actin, EF1-a and PP2A2.
The geNorm also showed the number of reference genes needed for normalization of data
obtained by RT-gPCR. We show that for the developing seeds, the use of four most stable
genes were GAPDH, PP2A2, EF1-a and TA2 were needed for normalization of RT-qPCR
data. In germinating seeds, was the adoption of three most stable genes (GAPDH, PUB and
TA2). However, To validate our findings with reference genes, we used the standard profile
of gene expression which expresses oleosina, which showed that the expression pattern of
oleosin is provided according to the literature, genes reveals that the reference are efficient to
normalize the data by RT-gPCR. With these results, we carried out a study of expression of
genes supposedly involved in programmed cell death and maturation of seeds of Jatropha.
Our results showed that genes with sequence C-terminal KDEL: JcCB0580861;
JcCA0152821; JcCA0047111 and y-VPE gene JCCB0060111 showed high levels of
expression in later stages of seed integument development. These genes express cysteine

proteinases that are possibly involved in the MCP. Nevertheless, genes that express the
following VPEs: JcCB0196871; JcCB0244081; JcCA0012422 and are possibly involved in
the maturation of protein reserves in developing seeds of Jatropha. These data provided
important information about the expression pattern of genes that are involved in the
transcriptome involved in MCP. However, the study of normalization and validation of
reference genes in tissues of the integument and endosperm Jatropha provided a better
understanding with regard to the stability of these genes in the studied conditions.

Keywords: Jatropha curcas, cysteine proteinases, programmed cell death, RT-qPCR,
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1. INTRODUCAO

O pinhdo manso (Jatropha curcas L.) é uma planta nativa da América do sul.
Atualmente é encontrada em paises da Africa e Asia (Openshaw et al, 2000) podendo ser
cultivada em areas com solos pouco ferteis e de clima desfavoravel a maioria das culturas
alimentares tradicionais (Francis, 2005). Esta espécie é considerada uma boa opcdo agricola
para o0 nordeste brasileiro uma vez que é exigente em insolacdo e possui resisténcia a seca
(Arruda et al 2004; Benning e Pichersky, 2008).

As sementes de pinhdo manso produzem um 6leo viscoso que pode servir como fonte
de matéria prima para a produgdo de biodiesel. Possui ainda, diversos tipos de utilizagdo
industrial sendo utilizado na producdo de sabdes, tintas, cosméticos, farmacos e pesticidas
(Openshaw et al, 2000; Arruda, et al. 2004; Pinto et al, 2005; Carvalho et al, 2008).

Da extracdo do 6leo da semente gera-se como subproduto a torta, a qual é composta de
residuos vegetais e pode ser utilizada como fonte de nutrientes para as plantas, uma vez que é
rica em nitrogénio, fosforo, potéssio, calcio e magnésio (Kumar e Sharma, 2008). A torta de
pinhd0 manso apresenta um alto teor de proteinas (46-63%, valor variavel em funcdo do
método de extracdo do 6leo), o que a tornaria uma opc¢ao para ser fornecida como suplemento
alimentar em dietas de ruminantes e monogastricos (Mendonca e Laviola, 2009). Entretanto, o
uso da torta na alimentacdo de animais ainda ndo é possivel devido a presenca de fatores
toxicos, alergénicos e antinutricionais (Kumar e Sharma, 2008). Dentre esses fatores podem-
se citar especialmente a curcina e os ésteres de forbol. Sabe-se que estes Gltimos sdo irritantes
a pele e podem afetar as pessoas durante o processo de extracdo do 6leo (Adolf et al, 1984;
Makkar, 1997).

O potencial do pinhdo manso ainda ndo pode ser totalmente explorado devido a
relativa falta de conhecimentos cientificos basicos relacionados aos diferentes aspectos de
genética, fisiologia e bioquimica da espécie. Dentre os fatores fisiol6gicos pouco estudados
pode-se destacar a morte celular programada, a qual participa no desenvolvimento da planta
sob varios aspectos, dentre eles a formacdo da semente (Helm et al, 2008).

As sementes de pinhdo manso inicialmente sdo constituidas pelo nucelo, o qual é
envolto por dois integumentos —interno, que ocupa a maior por¢do da semente nos estagios
iniciais do desenvolvimento, e externo (Soares et al., 2011). Posteriormente, com a dupla
fertilizacdo, sé@o formados o endosperma, o qual ocupa a maior parte da semente quando

madura, e 0 embrido. Para que o endosperma se desenvolva € necessario que tecidos pré-
16



existentes sejam “consumidos” tanto para nutri-lo quanto para dar espaco a sua expansdo. Em
mamona, por exemplo, observou-se que o tecido a desempenhar essa fungdo € o nucelo e que
esse processo se da através de morte celular programada com o envolvimento de proteinases
cisteinicas (Greenwood et al., 2004). Proteinases cisteinicas também estdo envolvidas na
morte celular programada de sementes em germinagdo de Ricinus communis (Schimid et al.,
1999).

Mudancas ocorridas no padréo de divisdo e diferenciacdo de células do integumento
interno durante o desenvolvimento de sementes de pinhdo manso foram observadas (Soares,
2011). Em estagios iniciais do desenvolvimento as células desse tecido sdo pequenas,
possuem citoplasma denso e dividem-se ativamente (Figura 1A). Em estagios avancados as
células cessam a divisdo, gradativamente tornam-se vacuoladas e uma camada de restos de
protoplasma e parede celular forma-se ao redor do endosperma em formagéo (Figura 1B).
Essas observacdes levaram a hipdtese de que ha ocorréncia de morte celular programada no
integumento interno de pinhdo manso, assim como ocorre com 0 nucelo de mamona em
sementes em desenvolvimento. Conforme pode ser observado na Figura 1, as mudancas nesse
tecido ocorrem de forma gradativa iniciando-se na regido mais préxima a formacdo do
endosperma e desenvolvimento do embrido. No endosperma de sementes em
desenvolvimento de pinhdo manso também se observa vacuolacdo e lise de células nas regides
préximas ao embrido em formacdo dando indicios da ocorréncia de morte celular programada
nesse tecido (Figura 2).

Analises protedmicas do integumento interno de sementes em desenvolvimento de
pinhdo manso foram realizadas e identificaram-se proteases das 4 classes mecanisticas:
cisteinicas, serinicas, asparticas e metaloproteases (Ranier e Hoorn, 2008). Conforme
descrito, a presenca de proteinases cisteinicas é observada em tecidos que estdo sofrendo
morte celular programada (Greenwood et al., 2004; Schimid et al., 1999).

As mudancas observadas no padrdo de divisdo e diferenciacdo das células do
integumento e a presenca de proteases nesse tecido, especialmente as cisteinicas, serviram de
base para os estudos realizados neste trabalho. Objetivou-se analisar o padréo de expresséo
génica de proteinases cisteinicas, possivelmente envolvidas com a morte celular programada,
no integumento e endosperma de sementes de pinhdo manso em desenvolvimento e no

endosperma durante a germinacgédo da semente.
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Figura 1. Mudancas ocorridas no integumento interno (ii) em sementes de pinhdo manso. A (Escala =
30 pm). Anatomia do integumento interno 2 DAP. B. Mesdfilo do ii em regibes proximas ao vacuolo
central, respectivamente, 22 DAP. Escala = 200 pm. Setas indicam camada formada pelos
remanescentes de parede celular e citoplasma. DAP, dias apds a polinizacdo; EEII, epiderme externa
do integumento interno; Elll, epiderme interna do integumento interno; MII, meséfilo integumento
interno; MTg, mesofilo do tégmen (Soares et al, 2011).

Figura 2. Embrido de J. curcas envolto por endosperma A. Células vacuoladas e lise de células do
endosperma na regido adjacente ao embrido. Escala = 200 um. B. Ampliag&o da figura A na regido do
cotilédone e parte do hipocétilo. Escala = 30 um.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Morte celular programada

A morte celular programada ou MCP tem sido definida como uma seqiéncia de
eventos que levam a destruicdo controlada das células (Lockshin e Zakeri, 2004). Nas plantas,
a MCP ocorre por reacdo de hipersensibilidade, devido a invasdo por patdgenos, e durante o
desenvolvimento podendo estar envolvida na senescéncia, reproducdo, germinacdo e
desenvolvimento da semente (Helm, et al, 2008, Laux e Jurgens, 1997; Williams e Dickman,
2008; Yeng e Meinke,1993).

Em geral, alteragdes celulares ocorrem durante o processo de morte celular
programada como a vacuolacao das células (Collazo et al, 2006). Outros eventos ocorrem
como a fragmentacdo do DNA nuclear (DNA laddering) por alguns tipos de caspases ndo
genuinas denominadas “metacaspases”(Vercammen et al 2007; Bonneau et al, 2008);
mudangas estruturais como, a vesiculacdo do citosol, condensacdo da cromatina, colapso
vacuolar, e formacdo de corpos apoptdticos, muito embora as membranas plasmatica e de

organelas permanecam intactas (Dangl et al, 2000).

2.2. Diferencas da morte celular programada em animais e plantas

Hoje se sabe que a MCP é um processo fisioldgico ocorrido em larga escala no
desenvolvimento celular sendo necessaria ao crescimento regular de organismos
multicelulares. Como um processo de grande complexidade, pode se manifestar de diferentes
formas tendo caracteristicas moleculares e morfoldgicas bastante variadas em plantas e

animais.

Uma das principais diferencas na MCP entre plantas e animais € a existéncia de
macrofagos nos ultimos. Os macréfagos sdo células especializadas que realizam fagocitose e
removem as células apoptoticas (Williams e Dickman, 2008). As células vegetais nédo
realizam fagocitose. As plantas, ao contrario dos animais, possuem parede celular a qual néo
permite absor¢do e degradacdo dos corpos apoptoticos pelas células vizinhas. A presenca de
vacuolos nas plantas e a autofagia podem representar uma alternativa para compensar 0

sistema de fagocitose dindmico em animais (Williams et al, 2008). As caspases Sd0 enzimas
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presentes em animais que estao diretamente envolvidas na MCP (Del pozo et al, 1998; Lam et
al, 2000; Collazo et al, 2006; Piszczek et al, 2007; Theresa et al, 2008 e Williams e Dickman,
2008) Essas enzimas ndo existem em plantas, porém sdo substituidas pelas metacaspases as
quais exercem funcdo similar a das caspases em animais (Vercammen et al 2007; Bonneau et
al, 2008).

2.3. Importancia da MCP para o desenvolvimento das plantas

A morte celular programada é um processo importante para o desenvolvimento das
plantas apresentando importancia no crescimento vegetal, na defesa, no desenvolvimento
reprodutivo e na senescéncia. A MCP ocorre em decorréncia de uma programacdo genética.

Em plantas, essa resposta tem sido estudada em muitas vias metabolicas de vegetais.

A MCP ¢ essencial para o processo reprodutivo nas plantas. Por exemplo, a maioria
das plantas que tem flores unissexuais contém o primérdio de ambos os sexos na fase inicial
do desenvolvimento. Nessa fase, as flores do macho ou da fémea sdo indistinguiveis. Somente
durante a formagdo das flores, o crescimento do primordio do macho ou da fémea cessa e é
eliminado através do processo de MCP (Dangl et al, 2000).

Morte celular programada também ocorre na coifa das raizes (figura 3) (Laux e
Jurgens et al,1997). Evidéncias sugerem que a ruptura das células da coifa é programada e
apresenta caracteristicas de apoptose, como a formacdo de vesiculas semelhantes a corpos

apoptaticos, os quais contém DNA degradado (Williams e Dickman, 2008).

A formacdo de aerénquima em raizes de milho em resposta a hipoxia € outro exemplo de
MCP. Em baixas condi¢es de oxigénio, as células corticais entre a endoderme e hipoderme
sofrem “lisigenia”, um processo que leva a desintegracdo de células quando novas estruturas

sdo diferenciadas (Dangl et al, 2000).

Alguns tipos de morte celular programada podem ser Unicos em algumas plantas. A
formacdo do endosperma de cereais € um exemplo disso. No inicio da formacdo do gréo, o
endosperma se diferencia em dois tecidos: endosperma amilaceo e camada de aleurona. O
endosperma amilaceo acumula amido e proteina de reserva durante a maturacdo do gréo.
Quando o grdo amadurece as células do endosperma morrem, mas as células da camada de
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aleurona permanecem vivas. Um aspecto unico de MCP no endosperma amilaceo € que as
células mortas retém todo o conteudo do citoplasma, incluindo nucleo e organelas (Dangl et
al, 2000). As células mortas do endosperma amilaceo tornam-se “mumificadas” e nao sofrem
degradacéo até que a germinacéo e crescimento da plantula sejam iniciados, alguns meses ou
anos depois, quando entdo enzimas secretadas da camada de aleurona atacam o endosperma
“mumificado” (Dangl et al, 2000).

A formagdo dos elementos traqueais é outro exemplo de morte celular programada. Na
maturacdo funcional, os vasos xilematicos consistem de uma série de células mortas
interconectadas chamadas de elementos traqueais (TES) 0s quais transportam agua e sais
minerais das raizes para as folhas pela perda evaporativa nos poros foliares (Williams e
Dickman, 2008).

A MCP também atua na defesa vegetal. Um exemplo acontece quando a planta €
atacada por patdgenos ocorrendo uma resposta hipersensitiva. A planta reconhece o patdégeno
e a area da infeccdo sofre morte celular programada levando a morte do patdgeno.
Alternativamente, a morte do tecido do hospedeiro pode ser conseqiiéncia de um mecanismo
que a planta usa para matar o patdgeno (Greenberg, 1997; Del pozo et al, 1998; Dangl et al,
2000; Dickman et al, 2001; e Hatsugai et al, 2004).

A morte celular programada também ¢é importante no desenvolvimento e na
germinacdo de sementes. Tecidos maternais que envolvem e nutrem o embrido como o
integumento e o nucelo, sofrem processo de morte celular programada. Esses tecidos
maternais sdo consumidos para assegurar um crescimento adequado do embrido em formacao,

bem como a nutrigdo do mesmo (Russel et al, 1993).

Em sementes de angiospermas, esse fendbmeno é muito importante para a formacéao da
semente e durante sua germinacdo. Em Ricinus communis, por exemplo, o nucelo é o tecido
maternal que sofre MCP (Greenwood et al, 2004). A MCP também ocorre no nucelo de
sementes de Sechium edule (Lombardi, et al, 2007) e Triticum aestivum L (Dominguez et al,
2001).0 integumento interno é outro tecido maternal que sofre morte celular programada
conforme observado em sementes de Brassica napus (Wan et al, 2002).
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Em sementes em germinacdo o endosperma sofre morte celular programada para
mobilizar proteinas de reservas estocadas e nutrir a plantula em crescimento (Akasofu et al,
1989; Schmid et al, 1998; Schmid et al, 1999).
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Figura 3. Morte celular programada em plantas. A figura mostra diferentes tipos de morte celular

programada nas partes das plantas (Dangl et al, 2000).
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2.4. Morte celular programada em sementes de plantas

Em angiospermas, a semente é formada pela dupla fertilizacdo, a qual da origem ao
zigoto diploide e ao endosperma triploide. Esse processo ocorre no saco embrionario, que por
sua vez esta embebido nos tecidos maternais — nucelo, tegumentos interno e externo (Russell
et al, 1993; Dominguez et al, 2001).

Em sementes, a MCP tem sido descrita no nucelo de mamona (Greenwood, 2007),
algodao (Jensen, 1975), cevada (Hordeum vulgare) e primula (Oenothera biennis) (Hallac,
1980). Desorganizacao citoplasmatica, condensacdo nuclear, e desintegracdo de membrana

foram encontradas nas sementes dessas espécies ao passarem por morte celular programada.

Em mamona observou-se a fragmentacdo do DNA nuclear em células nucelares, além
de mudancas estruturais como, a vesiculacdo do citosol, condensacdo da cromatina e colapso
vacuolar (Greenwood, et al, 2005). No mesmo trabalho, observou-se que um grupo de

proteinases cisteinicas esta envolvido na morte celular programada do nucelo.

Dominguez e colaboradores (2001) observaram a degradacdo do nucelo durante o
estagio inicial de desenvolvimento do grdo de trigo (Triticum aestivum L). A MCP também
ocorre no nucelo de chuchu (Sechium edule) associada a atividade de proteases cisteinicas
durante o desenvolvimento da semente (Lombardi, et al, 2007). O nucelo do chuchu sofre
degeneracgéo gradual, dando espaco para o crescimento do endosperma nos espagos deixados

pela degradacdo do mesmo (Lombardi, et al, 2007).

Wan e calaboradores (2002), em estudos com sementes de Brassica napus L. (canola)
identificaram a presenca de proteinases cisteinicas associadas a morte celular programada no
integumento interno de sementes em estagios iniciais de desenvolvimento. O integumento

interno sofreu degradacdo dando espaco para a formacdo do endosperma.
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2.5. Papel multifuncional das proteinases cisteinicas nas plantas

A protedlise em plantas € um processo complexo envolvendo enzimas e vias
proteoliticas multipas em varios compartimentos celulares. Nesse processo, proteinases

cisteinicas desempenham um papel essencial (Grudkowska et al, 2004).

As proteinases cisteinicas mostram uma extensa diversidade funcional. Essas
proteinases desempenham um importante papel nos processos intracelulares e extracelulares;
no desenvolvimento e na maturacdo de frutos (Brady, 1985); reserva nutricional; maturacdo
de proteinas de reserva no endosperma atuando como enzimas de processamento vacuolar;
degradacéo de proteinas de reserva em sementes em germinacdo (Kembhavi et al, 1993) e na
degradacéo de proteinas defeituosas (Rudenskaya, 1998). Atuam na protecdo da planta contra

0 ataque de patdgenos estando presente no latex dos vegetais (Boller, 1986).

As proteinases cisteinicas estdo envolvidas na maturacdo de proteinas de reservas de
Cannavalia ensiformis (Abe et al, 1993), Ricinus communis (Hara-Nishimura et al, 1991) e
Glycine max (Scott et al, 1992). Algumas proteinases cisteinicas atuam nos lisossomos, local
de degradacdo de proteinas, e os produtos finais, dipeptideos e aminodacidos, se difundem
através da membrana lisossomal e sdo reutilizados na biossintese de proteinas (Brocklehurst
et al, 1987;. Bohley e Seglen, 1992;Kirschke et al., 1995). Além disso, essas proteinases
cisteinicas estdo envolvidas no processo de morte celular programada em organismos
multicelulares (Schimid et al, 1999).

2.6. Classificacdo e caracterizacédo das proteinases cisteinicas

Rawlings e Barrett (1993) descreveram as proteinases de acordo com sua estrutura e
evolucdo agrupando-as em familias. Dentre as 6 familias de peptidases, as do tipo cisteinicas
sdo as mais estudadas (Grudkowska e Zagdanska, 2004). A familia das peptidases cisteinicas
sdo compostas por 7 clds (CA, CD, CE, CF, CH, CL e C-) e distribuidas em 61 familias.

A familia de proteinases do tipo C é a familia mais investigada devido a sua
importancia no desenvolvimento e defesa de plantas. As proteinases cisteinicas, estdo

agrupadas nas familias: C-1 (papain), C-13 (legumain), C-14 (caspases) e C-2 (calpains)
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dependentes de calcio (Grudkowska et al, 2004), além de duas familias adicionais: C-12
(ubiquitin hidrolases) e C-19 (proteinases especificas de ubiquitina) (Vierstra, 2003). Mais de
50 proteinases de plantas da familia C ja foram identificadas (Fisher et al, 2000) e suas

sequéncias encontram-se depositadas no MEROPS: (http://merops.sanger.ac.uk).

As peptidases cisteinicas possuem um modo de acdo relativamente simples, pois
requerem um ambiente levemente &cido (pH variando entre 3 e 6,5) para sua atividade 6tima.
Sdo endopeptidases com especificidade pelo substrato determinada pela regido S, da enzima
que é preferencialmente ocupada por residuos de aminoacidos hidrofébicos (Menard et al,
1993; Storer e Menard, 1994). Para sua deteccdo sdo utilizados substratos sintéticos
cromogénicos e fluorogénicos contendo Phe-arg (p-NA ou MCA) (Bromme et al, 2004). Em
algumas familias desta classe, somente 0 motivo cisteina-histidina é essencial para catalise.
Entretanto, outras proteinases possuem um residuo de asparagina envolvido na orientacdo do
grupamento imidazol da histidina. Estas enzimas tém um sitio catalitico composto pela triade
cisteina-histidina-asparagina.

2.7. Proteinases cisteinicas com sequéncia C-terminal KDEL

Nas plantas foi identificado um grupo de proteinases cisteinicas do tipo papaina,
caracterizado por possuirem um tetrapeptideo KDEL na regido C-terminal da sequiéncia de
aminoacidos. Essa regido funciona como um sinal para retencdo da proteina no reticulo
endoplasmatico (Helm, et al, 2008). Essas proteinases foram identificadas em diferentes
tecidos que sofrem MCP, como cotilédones (Becker et al, 1997), vagem (Tanaka et al, 1991),
tegumento externo de sementes (Nadeau, et al, 1996) e pétalas senescentes (Vulpuestra, et al,
1995).

Em mamona (Ricinus communis), uma endopeptidase cisteinica (CysEP) é sintetizada
como pré-pro-proteina. Essa enzima é derivada de vesiculas chamadas de ricinossomos, nas
quais sdo derivadas do reticulo endoplasmatico. Essas enzimas sdo transportadas para o
citosol de células que sofrem MCP (Greenwood, et al, 2004). Estas vesiculas libertam uma
CysEP madura nas fases finais da desintegracdo da organela desencadeada por acidificacdo do
citoplasma, resultando na interrupgdo do vacuolo (Hierl et al, 2012). As CysEP maduras
digerem glicoproteinas ricas em hidroxiprolina-(Hyp) que formam a base da parede celular

das plantas (Helm et al, 2008). As CysEPs do tipo KDEL participam do colapso dos tecidos
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na fase final de MCP e em tecidos de re-modelagens, tais como a formacao de raizes laterais
(Hierl et al, 2012). Essas CysEP quando liberadas do ricinossmos interage com residuos de
prolina na posicdo P1 e P1’ do seu substrato (Than et al, 2004). Isto conduziu a hipétese de
um papel para CysEPs atuando no colapso celular finas quais degradam as glicoproteinas

ricas em hidroxiprolinas (HRGPSs) que constituem a parede celular (Helm et al, 2008).

As sequéncias com tetrapeptideo KDEL em plantas ndo funcionam apenas como um
sinal de retencdo da proteina no reticulo endoplasmatico, mas também na regulacdo da
entrada de proteinas em outros compartimentos. A remogdo seqliencial dos pro-peptideos N- e
C-terminal em vacuolos é necesséria para a producdo da forma madura da proteina (Yamada
etal., 2001).

2.8. Proteinases cisteinicas como enzimas de processamento vacuolar (VPES)

Um grupo de proteinases cisteinicas foi descoberto durante a maturacdo de sementes
de mamona (Hara-Nishi-Mura et al., 1991; Bosch, et al, 2010). Estas proteinases foram
classificadas como pertencentes a familia C-13 e por estarem envolvidas no processo de
armazenamento, maturacdo, processamento e degradacdo de proteinas in vivo, atuando no
interior de vacuolos (Rojo et al, 2003), receberam o0 nome de VPE (Enzima de Processamento
Vacuolar). O isolamento e sequenciamento de tais proteinas em Arabidopsis thaliana,
resultaram na identificacdo de proteinas semelhantes as encontradas em Ricinus communis.
Estas proteinas vacuolares encontradas em Arabidopsis thaliana foram dispostas em duas
familias: a primeira especifica para sementes (BVPE) e outra especifica para 6rgdos
vegetativos (YVPE e aVPE) (Kinoshita et al, 1995a, 1995b, 1999).

Em 2005, Nakaune e colaboradores utilizando mutantes de Arabidopsis thaliana
deficientes de BVPE, encontrou evidéncias de que as BVPEs sdo essenciais no processamento
e armazenamento de proteinas de reserva (Shimada et al., 2003). Kinoshita et al., (1999)
mostraram o envolvimento de VPEs do tipo aVPE e YVPE na morte celular programada de
folhas de Arabidopsis thaliana quando submetidas a estresse com lesdes no tecido vegetal e
tratamento com etileno, acido salicilico e metil jasmonato. Estas evidéncias quando somadas
indicam a relacdo entre a inducdo de morte celular programada e VPEs do tipo vegetativas

(aVPE e Y'VPE).
26



As VPEs sdo sintetizadas como precursores de proteinas, portanto inicialmente séo
inativas. A auto-remocdo de pro-peptideos, localizados na extremidade C-terminal, dara
origem a proteinases maduras, portanto ativas. Sendo assim, a regido contendo estes pro-
peptideos sdo os inibidores naturais das VPEs (Hara-Nishimura et al., 1993). Como
mencionado, embora as VPEs sejam uma das enzimas chaves do processamento vacuolar de
proteinas de reserva em sementes, sendo responsavel pela maturagdo e pela ativagdo de varias
proteinases vacuolares, estas proteinases também podem ser identificadas em vacuolos

presentes em Orgdos vegetativos (Kinoshita et al., 1999).

2.9. Estudos gendmicos e transcriptdmicos com Jatropha curcas, L.

Os estudos gendmicos e transcriptdmicos com pinhd manso vem tomando grande
importancia, uma vez que essa planta tem um grande potencial como matéria prima para
producdo de biodiesel. Além disso, esses estudos fornecem subsidios para uma melhor

compreensdo no que diz respeito a bioquimica, fisioldgia e biologia molecular dessa planta.

Em 2010 os dados do sequenciamento do genoma do pinhdo manso foram publicados
juntamente com a analise do transcriptoma (Sato, et al, 2010; Costa et al., 2010, King, et al,
2011). O genoma de J. curcas encontra-se disponivel em bancos de dados publicos desde o

seu sequenciamento, publicado no dia 13 de dezembro de 2010 (Sato, et al, 2010).

O resultado do seqiienciamento gerou um comprimento total de 285.858.490pb de
sequéncias ndo redundantes. Sequiéncias de contigs e singlets foram geradas quando usados 0s
métodos de Sanger e piroseqlienciamento. Os resultados gerados foram de 120.586 contigs
obtendo-se um comprimento total de 276.710.623pb, bem como a geracdo de 29.831singlets,
resultando em um comprimento total de 9.147.867pb. Sato e colaboradores, (2010) mostraram
gue no banco do genoma de Jatropha curcas foram encontrados 40.923 genes que codificam
proteinas, no entanto 16.447 sdo genes relacionados a transposons. Além disso, a
disponibilidade destas seqliéncias propiciou detectar grande parte dos genes relacionados a
degradacéo e biossintese de lipidios, bem como compostos secundarios, como o0s esteres de
forbol e genes que expressam proteinas relacionadas a inativacdo de ribossomos (RIPs do tipo

I) como, por exemplo, a curcina.
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A disponibilidade de seqiiéncias disponiveis no banco de J. curcas (Jatropha Genoma
database) propiciou detectar varios tipos de proteinases cisteinicas, na qual podem ser
encontradas 41 sequiéncias de proteinases cisteinicas pertencentes a sub-familia papaina. Além
disso, foram encontradas 6 sequéncias da sub-familia legumaina, bem como 11 sequiéncias da
sub-familia caspases e 34 tipos de inibidores de proteinases cisteinicas, sendo 6 do tipo
cistatina e 5 do tipo protein Z. Ainda em relacdo as proteinases foram encontradas 15

sequéncias do tipo aspartica e 9 do tipo serinica (Sato, et al, 2010).

A informacdo sobre as sequéncias gendmicas esta disponivel no banco de dados do
Whole Genome Shotgun (WGS) disponivel no GenBank do NCBI (National Center for
Biotechnology Information), DDBJ (DNA Data Bank of Japan) e EMBL (European

Molecular Biology Laboratory). Disponivel em: http://www.kazusa.or.jp/jatropha.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Analisar a estabilidade de genes de referéncia em diferentes estagios de desenvolvimento e

germinacdo de sementes de pinhdo manso. Em seguida, analisar o perfil transcriptomico de

genes que expressam proteinas com sequéncias C-terminal KDEL e enzimas de

processamento Vacuolar (VPE), relacionados a morte celular programada e envolvidos na

maturacao de proteinas de reservas de sementes em desenvolvimento e germinacéo de pinhéo

manso (Jatropha curcas L).

3.2. Objetivos especificos

Identificar transcritos na biblioteca de J. curcas de sequéncias com C-terminal KDEL

e sequéncias relacionadas a VPE.

Avaliar a especificidade e confiabilidade de primers construidos, certificando-se da

presenca de unico produto de PCR, via RT-PCR.

Analisar a estabilidade da expressao de genes constitutivos em diferentes estagios de
desenvolvimento e germinacdo de sementes de tecidos de J. curcas através de RT-
qPCR.

Validar nossos experimentos usando o0 gene que expressa uma oleosina com expressao

padréo.

Analisar o padrdo de expressdo de genes KDEL e VPE identificados possivelmente

relacionados a MCP e a maturacdo de proteinas de reservas.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Andlise de expressdo génica por RT-PCR e RT-gPCR
4.1.1. Material vegetal

Sementes de pinhdo manso foram coletadas de matrizes sadias no distrito da Taiba,
municipio de Sdo Gongalo do Amarante, Ceara, Brasil. O integumento e o endosperma foram
isolados de sementes em desenvolvimento. O integumento foi isolado de sementes em seis
estagios de desenvolvimento, denominados de estagio I, II, IlI, IV, V e VI (Figura 4). O
endosperma foi isolado de sementes em 4 estagios: 1V, V, VI e maduro concomitante com 0s
mesmos estagios do integumento (figura-4) e 2, 4, 6 e 8 dias ap6s a germinacao (Figura-5). As

amostras de integumento e endosperma foram coletadas e armazenadas em freezer -80°C.

Figura 4. Sementes de pinhdo manso em diferentes estagios de desenvolvimento. Os estagios

de desenvolvimento foram divididos em 6 fases e cada uma foi identificada por algarismos de
laVl.
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Figura-5. Sementes de pinhdo manso em diferentes estagios de germinacdo. A —As sementes maduras
(0 dias); B- 2 dias ap6s a germinacdo; C-4 Dias; D- 6 dias; E- 8 dias de germinacdo. Barras
equivalentes a 1cm.

4.1.2. Extracédo e purificagdo de RNA total

O procedimento de extracdo de RNA foi realizado em bancada estéril com material
livre de ribonucleases. Todas as solucdes para extracdo de RNA foram preparadas com agua
autoclavada contendo DEPC 0,01%.

Aproximadamente 300 mg de tecido (integumento e endosperma), previamente
congelados, foram macerados em nitrogénio liquido e submetidos a extracdo de RNA com
auxilio do kit Plant RNA Purification Reagent (Invitrogen), de acordo com as instrucdes do
fabricante. Ao final da extracdo, 0 RNA total foi resuspendido em 50ul de agua livre de
nucleases. A purificacdo do RNA total extraido foi feita com o kit de purificagdo RNeasy
Plant Mini Kit® (Quiagen), conforme orientacGes do fabricante. Uma DNAse livre de RNAse

foi adicionada durante a etapa de purificagdo dos RNAs.
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4.1.3. Quantificacao e analise da integridade de RNA total

A determinacédo da concentracdo e qualidade do RNA ocorreu antes e apds 0 processo
de purificacdo. A concentracdo e a pureza das amostras de RNA foram determinadas em
espectrofotobmetro Nanodrop 2000 (Thermo Scientific) em leituras a 260nm e razdes
260/280nm e 260/230nm de absorbancia. Para determinacdo da integridade e qualidade do
RNA total, 0,5ug de RNA total foi analisada atraves de eletroforese em gel de agarose 1,2%,
previamente corado com brometo de etidio (0,5ug/uL). O RNA total foi visualizado em
transluminador de luz UV e fotodocumentado por meio do Sistema Mini BIS Pro (Bio-
Imaging Systems).

4.1.4. Sintese de DNA complementar (cDNA)

Uma aliquota contendo 2ug de RNA total purificado foi utilizada para sintese do DNA
complementar. Para cada reacdo foram adicionados 1ul de Oligo dTi2as (0,5ug/pL)
(Invitrogen), 1ul de dNTP 10mM, (Quiagen), 2,4ul de MgCl, 25mM (Invitrogen), 4ul de
tampéo de reagdo 5X (ImProm-II"™ Reaction Buffer, Promega) ¢ agua livre de RNases. As
amostras foram incubadas a 65°C por 5 min para desnaturacdo e rapidamente transferidas
para banho em gelo. Logo ap6s, 1ul de trancriptase reversa ImProm-II"™ (Promega) foi
adicionado em cada amostra, completando o volume da reagdo para 20pul. A reacao de sintese
da fita complementar ocorreu a 42°C por 1h, seguida de 75°C por 15 min. O cDNA obtido foi
armazenado a -20°C.

4.1.5. Sintese de iniciadores para expressao por RT-gPCR

Iniciadores especificos para genes constitutivos utilizados para normalizacdo foram
construidos a partir de sequéncias de nucleotideos, correspondentes aos genes depositados em
biblioteca de cDNA de Jatropha, disponiveis em bancos de dados publicos como o WGS do
NCBI. Seis genes constitutivos (Tabela 1) que codificam a actina-11 (ACT11), alfa- tubulina
2 (Ta2), fator de elongagdo 1-alfa (a-EF1), proteina fosfatase 2A-2 (PP2A2), poliubiquitina-3
(PUB3) e gliceraldeido fosfato desidrogenase (GAPDH), foram selecionados a partir da
biblioteca de cDNA de J. curcas para analise de expressao génica. Os iniciadores foram

construidos com juncBes exon-éxon usando o programa Perl Primer v.1.1.20 (Marshall,
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2004), com temperaturas de fusdo (Tm) de 58-60 °C. O tamanho dos iniciadores variou de 20
a 24pb e o comprimento dos amplicons de 60-210pb (Tabela 1).

Tabela-1. Lista de genes constitutivos (genes de referéncia) utilizados na normalizacdo dos dados.

Gene abbreviation Gene product Accession n® Primer sequences Amplicon (bp)

ACT11 actin 11 GT981647 CTAAAGGCTAATGGGGAAAC/ 68
CAACCACTTGATTAGAAGCC

Ta2 tubulin alpha-2 GT973596.1  TTCACTGTCTATCCATCTCC/ 207
ATGAGGAAATCACCTGAGAG

EF1-a elongation factor 1-alpha GT973112.1  TGCTGTGCTCATTATTGAC/ 137
GCATCCATCTTGTTGCAG

PP2A2 protein phosphatase 2A-2 GT981067 AATATGGAAATGCCAACGTC/ 92
GTAAGCAGAAGACCTGACTC

PUB3 polyubiquitin-3 GT982408.1  GATAGAAGTCCTCAGAAGCA/ 107
CAATAGTGTCTGAGCTTTC

GAPDH glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 2 GT982081 TGGTTGATCTCACTGTTAGG/ 73
AGACTCCTCTTTGATAGCAG

A juncdo éxon-éxon dos primers foi necessaria para diminuir risco de contaminagao
com DNA gendmico nos ensaios de RT-gPCR. Todos os pares de iniciadores foram
inicialmente testados via RT-PCR. Os fragmentos amplificados foram visualizados em gel de

agarose 2%, conforme ja descrito.

Os oligonucleotideos especificos alvos para expressdo génica foram desenhados partir
de sequéncias de nucleotideos, correspondentes aos genes, depositados no banco de dados do
genoma de Jatropha curcas, disponiveis em: http://www.kazusa.or.jp/jatropha/. Esses
oligonucleotideos especificos amplificaram genes cujos produtos sdo proteinases cisteinicas
relacionadas a morte celular programada e a maturacdo de proteinas de reservas. Sete genes
alvos: JcCB0580861; JcCA0047111; JcCA0152821(KDEL) e JcCA0012422 JcC0196871,
JcCB0244081 JcCB0060111 (VPEs) foram selecionados a partir do banco do genoma de
Jatropha curcas para analise da expressao génica.

Os iniciadores foram desenhados em juncdes éxon-éxon usando o programa Perl
Primer v.1.1.20 (Marshall, 2004), com temperaturas de fusdo (Tm) de 58-60°C. O tamanho
dos iniciadores variou de 20 a 24pb e o comprimento dos amplicons de 81-150pb. Todos os

pares de iniciadores foram inicialmente testados via RT-PCR.
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4.1.6. RT-PCR

A RT-PCR foi realizada sob as seguintes condigOes: para cada reagdo foram
adicionados 1uL de cDNA (~800ng), 1l de dNTP 5mM, 0,75ul de cada oligonucleotideo
iniciador 20uM (senso e anti-senso), 0,125ul de enzima Go Tag® DNA Polymerase 5U
(Promega), 5ul de tampdo de reacdo 5X (Go Tag® 5X Green Buffer, Promega) e &gua livre
de RNAses, totalizando um volume final de 25uL por reagdo. A amplificacdo foi conduzida
em termociclador Biocycler, empregando-se um programa com etapa inicial de pré-
desnaturacdo a 92°C por 5 minutos, seguida de 25 a 28 ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a 55°C e
25 seg a 72°C. Apds isso, foi realizado um ciclo adicional de extenséo final de 5 minutos a
72°C. Uma aliquota de 5uL dos produtos de PCR de cada gene foi analisada através de

eletroforese em gel de agarose 2%, conforme descrito anteriormente.

4.1.7. RT-gPCR.

A RT-gPCR foi realizada utilizando o Mastercycler® ep realplex da Eppendorf, em
uma placa de reacdo de 96 pogos, conforme recomendacdes contidas no kit SYBR® Green Rox
Plus (Applied Biosystems). Cada reacdo continha 0,4uL de cada iniciador (400 nmoles), 1ul
de cDNA (100 ng), 10ul de Power 1X SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems)
e 8,2ul de &gua livre de RNAses totalizando um volume final de 20ul por reacdo. Aliquotas
da mesma amostra de cDNA foram utilizadas para todos os conjuntos de iniciadores em cada
experimento. As condicBes de temperatura dos ciclos para PCR foram de 95°C por 15
minutos para ativacdo da enzima no 1° ciclo; 95°C por 15 segundos para desnaturacdo da fita;
50-60°C de anelamento por 15 segundos e extensdo a 60°C por 25 segundos, no total de 40
ciclos.

4.1.8. Andlises dos dados

O perfil da expressdo dos genes constitutivos de J. curcas foram analisados usando o
software geNorm (Vandesompele et al., 2002). O geNorm é uma aplicacdo béasica visual
(VBA) para Microsoft Excell que calcula automaticamente uma medida de estabilidade de
expressdo (valor de M) para cada gene constitutivo em um dado grupo de amostras com
variacdo da média em pares (valores de V) de um gene especifico com todos os genes
controle. O valor M é definido como uma variacdo media de certo gene em relacdo a todos 0s
outros testados. Genes com valores de M < 1,5 tém maior estabilidade, quando ocorre o

34



oposto a instabilidade aumenta (\VVandesompele et al., 2002). A excluséo gradual do gene com
0 maior valor M permite fazer um ranking com 0s genes testados de acordo com a sua
estabilidade de expressdo. Além disso, o geNorm indica 0 numero minimo de genes
necessarios para uma normalizacao acurada dos dados e que seus autores sugerem a utilizacao
de dois ou mais genes para normalizacao ao invés de apenas um (Vandesompele et al., 2002).
A quantidade de genes necessérios ir4 depender dos valores V do geNorm. Os valores V sdo
definidos como valores da variacdo da média em pares de determinados genes. Valores abaixo
do limite de corte V<0,15 sugerido pelo geNorm indicam o numero 6timo de genes
necessarios para normalizacéo de determinados dados.

Apos ter feito a estabilidade dos genes constitutivos e obtido a expressédo relativa tanto
dos genes constitutivos e genes alvos usando o Mastercycler® ep com auxilio do programa
realplex, foram feitos estudos de normalizacdo e validacdo dos dados. A normalizacdo é a
comparacao do perfil da expressdo do gene de referéncia com os genes alvos em estudo. Ja a
validagdo é usar um ou mais genes cujo padrao de expressao € conhecido e normalizar usando
0S genes constitutivos em estudo. Esse procedimento foi feito manualmente no excell usado o
método 22T de Livak et al., (2001). Além disso, os dados foram confirmados com o auxilio
do programa g-BASE plus (Biogazelle). O programa GraphPad Prism® 5.02 foi utilizado
para construcdo dos gréficos da analise da expressdo relativa dos genes alvos usando o

método 2724¢T,
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Extracéo e purificacdo de RNA total de pinhdo manso

As concentracOes das amostras de RNA total de integumento e endosperma de
sementes em desenvolvimento e na germinacdo de J. curcas variaram entre 0,32ug/ul a
1,86ug/ul. Na germinagdo a concentracdo das amostras de RNA variou de 0,15ug/ul a
0,89ug/ul.

A relacdo entre as absorbancias a 260nm e 280nm deve ser acima de 1,8 para que
uma amostra de RNA seja considerada de qualidade e livre de proteinas. Contudo, outros
pesquisadores defendem que amostras que apresentem relacdo entre as absorbancias a 260nm
e 280nm acima de 1,6 j& possuem qualidade satisfatéria para a maioria dos experimentos de
biologia molecular (Romano, 1998). A relacdo entre as absorbancias a 260nm e 230nm deve
ser maior que 2 para termos uma amostra livre de contaminacéo por carboidratos e polifenois
(Sambrook. et al. 1989). As amostras de RNA extraidas satisfizeram esse padrdo. Os RNAS
totais extraidos apresentaram bandas integras indicando que ndo houve degradacdo, porém
ainda com DNA gendmico. (Figuras 6 e 7).

Figura-6. Eletroforese de RNA total de integumento de sementes de J. curcas. Os géis de agarose
A, B, C, D, E e F referem-se aos estagios de desenvolvimento I, I1, Ill, IV, V e VI respectivamente,

nas quais cada estagio por gel aparece em quadruplicata.
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Figura-7. Eletroforese de RNA total de endosperma de sementes de J. curcas. Os géis de agarose A,
B, C, D, referem-se aos estagios de desenvolvimento IV, V e VI e VII (maduro) respectivamente,

nas quais cada estagio por gel aparece em quadruplicata.

Apds a extracdo do RNA total realizou-se a purificacdo para retirada de carboidratos,
proteinas e DNA gendmico que ficaram retidos na extracdo do RNA. Os valores apresentados
na quantificagdo entre as absorbéncias de 260nm e 280nm e a relagéo entre as absorbancias de
260nm e 230nm foram acima de 2 (valor resultante da divisdo de 260 nm/230nm) indicando
gue as amostras de RNA total apresentavam-se livres de contaminantes que posteriormente
poderiam interferir durante a RT-PCR. A maioria das amostras extraidas satisfez esse padrao
de quantificacdo, demonstrando que os RNAs extraidos estavam com boa qualidade e livres
de proteinas e carboidratos. As amostras de RNA também estavam desprovidas de DNA

genémico (Figuras 8 e 9).

Os RNAs obtidos de endosperma nos estagios maduro, 2, 4, 6 e 8 dias apds a
germinacdo apresentaram-se integros e livres de contaminantes (Figura 10 e 11). Apoés a
purificacdo do RNA extraido podemos observar que as relagdes de absorbancia 260/280 e
260/230 estéo no padréo esperado. Alem disso, livres de DNA gendémico (Figuras 10 e 11).
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Figura-8. Eletroforese de RNA total purificados de integumento de sementes de J.
curcas em gel de agarose 1,2%. O gel de agarose 1,2% refere-se aos estagios de

desenvolvimento I, II, 111, IV, V e VI os quais aparecem em duplicata.
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Figura-9. Eletroforese de RNA total purificados de endosperma de sementes de J.

curcas em gel de agarose 1,2%. O gel de agarose 1,2% refere-se aos estagios de
desenvolvimento IV, V e VI e VII (sementes maduras), os quais aparecem em

quadruplicata no gel.
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Figura-10. Eletroforese de RNA total de endosperma de sementes em
germinacéo de J. curcas em gel de agarose 1,2%. O gel de agarose refere-se aos
estagios maduro (0 dias), 2d, 4d, 6d e 8 dias.

Figura-11. Eletroforese de RNA total purificados de endosperma de sementes em germinacao de J.
curcas, em gel de agarose a 1,2%. O gel de agarose refere-se aos estagios maduro 0d, 2d, 4d, 6d e

8d (d = dias), os quais aparecem em triplicata no gel.
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A quantidade e qualidade do RNA extraido sdo fatores fundamentais para obtengdo de
éxito em protocolos de biologia molecular, pois problemas na quantificagdo podem afetar a
reprodutibilidade e, portanto, a relevancia dos resultados. Amostras de RNA consideradas de
alta qualidade sao livres de nucleases, proteinas, carboidratos e DNA gendmico (Bustin et al,
2004; Nolan, 2004; Pfaffl, 2005; Fleige; Pfaffel, 2006). Como os valores de A260/280 e
A260/230 sdo superiores a 2 e livres de DNA gendmico, o RNA € considerado de alta

qualidade com base na literatura citada.

5.2. Estabilidade de expressdo dos genes constitutivos analisada por RT-gPCR em
tecidos de J. curcas

Para a andlise de estabilidade da expressdo de genes foram utilizados os genes
constitutivos: EF1-a (fator de alongagdo), PP2A2 (fosfatase2A) e GAPDH (gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase), actinall, poliubiquitina (PUB3) e alfa tubulina (Ta2). Os transcritos
com menores valores de CT na RT-gPCR foram o GAPDH, EF1-a e actinall representando
20,7; 21,6 e 22,9, respectivamente, enquanto os transcritos com maiores valores de CT foram
Ta2; PUB3 e P2A2 representando 23, 2; 24,1 e 27,7 respectivamente (figura 12). Os valores
de CT sdo inversamente proporcionais a expressdo, ou seja, quanto menor o CT mais expresso
¢ o transcrito, pois precisaram de menos ciclos ha RT-qPCR para que o nivel de fluorescéncia
atingisse a linha limiar arbitrario (threshold). Logo, o transcrito mais expresso foi o GAPDH

enguanto 0 menos expresso foi 0 P2A2.
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Figura-12. Expressdo relativa dos genes constitutivos em diferentes estadgios do integumento e

endosperma. No grafico estdo os valores de Ct dos transcritos dos genes constitutivos com maior e

menor expressdo na RT-gPCR e o nivel de expressdo nos estagios estudados.

A estabilidade da expressdo dos genes constitutivos foi feita em duas condigdes
experimentais: a primeira, durante o desenvolvimento da semente utilizando-se 10 condicGes
(6 estagios do integumento e 4 estagios do endosperma) e a segunda durante a germinagdo da
semente, utilizando-se cinco estagios: maduro, 2d, 4d, 6d e 8 dias.

O programa geNorm foi usado para estimar a estabilidade de expressdo dos genes
constitutivos (valores M) nas condicbes testadas. Os resultados da estabilidade dos genes
constitutivos mostraram que os genes Poliubiquitina (PUB3), alfa tubulina (TA2), EF1-a
(fator de alongacdo), PP2A2 (fosfatase 2A) e GAPDH (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase)
apresentaram valores M abaixo do valor do limite de corte (M<1,5) sugerido pelo geNorm. Os
genes mais estaveis, utilizados como referéncia para as amostras de endosperma e
integumento em desenvolvimento foram: GAPDH, PP2A2 e EF1-a e TA2, respectivamente
(figura 13) e menos estaveis foram Actina, PUB3 e Ta2 . Os valores M de maior estabilidade
para os genes GAPDH, PP2A2, EF1-a e TA2 foram de 0,60; 0,65; 0,70 e 0,8 respectivamente.
Os valores de menor estabilidade para os genes Actina, PUB3 e Ta2 foram de 1,70; 1,15 0,80

respectivamente (figural3).
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Figura-13. Estabilidade de expressdo média de genes de referéncia com valores M sugerido pelo geNorm no desenvolvimento de tecidos de Jatropha

curcas.
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Amostras do endosperma de sementes em germinagdo apresentaram resultados
semelhantes aos encontrados nas sementes em desenvolvimento conforme pode ser verificado
na figura 14. Os genes mais estaveis durante a germinacdo foram GAPDH, PUB e TA2. Ja 0s
genes com menores valores de estabilidade foram a actina, EF1-a e PP2A2 (figura 14). Os
valores de maior estabilidade (valores M) na germinacédo para os genes GAPDH, PUB e TA2
foram de 0,5; 0,56 e 0,575 respectivamente. Ja 0s genes com menores valores de estabilidade
foram a actina, EF1-a e PP2A2 com valores de 1,050; 0,71 e 0,65 respectivamente (figura
14). Curiosamente o0 GAPDH foi identificado entre os genes constitutivos como sendo 0 mais
estdvel durante a analise e comparacdo com as amostras de tecido do endosperma e
integumento em desenvolvimento, bem como a actina sendo o gene de menor estabilidade

durante o desenvolvimento e germinacgao de sementes.
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Figura-14. Estabilidade de expressdo média de genes de referéncia de sementes em germinacdo de tecidos de Jatropha curcas com valores M sugeridos pelo

geNorm. O grafico mostra o0s genes mais estaveis em ordem crescente: Actin, EFl-a, PP2A2, TA2 PUB3 e GAPDH.
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O programa geNorm também avalia 0 nimero de genes controle requeridos para
normalizacdo realizando a andlise aos pares verificando assim a variacdo da expressao dos
genes dois a dois e indicando as possiveis combinagdes génicas. O geNorm estimou 0 numero
de genes necessarios para normalizacdo dos dados sendo representado por valores de variacdo
“V”. O resultado desta anélise mostrou que para os dados do desenvolvimento normalizado
foi necessaria a adocdo de quatro genes que apresentasse grande estabilidade, devido a estas
condicdes e sugestbes indicadas pelo programa geNorm, sendo os genes GAPDH, PP2A2,
EF1-a e TA2 foram escolhidos. Estes genes foram utilizados para o estudo e tornou-se a
opcdo mais adequada a analise sugerida pelo geNorm. A variacdo V foi de 0,14 a qual se
encontra abaixo do valor de corte sugerido pela literatura (0,15) indicando que esse nimero de
genes selecionados é a melhor escolha para o estudo de normalizacdo (Vandesompele et al,
2002) (figura-15).

Os resultados da variacdo aos pares feita pelo geNorm permitiram identificar que,
exceto pela utilizacdo de 4 genes, a medida em que se incorporava novos genes a analise ou se
retirava genes, os valores V se modificavam levando a valores abaixo ou acima do valor de
corte sugerido pelo geNorm (0,15). Com a utilizac&o de 2 genes (V2/3) o valor da variagdo V
resultante foi 0,19, com 3 genes (V3/4), a variacdo V diminuiu para 0,17. Quando se usou 4
genes (V4/5) a variacdo V diminuiu para 0,14, abaixo do valor de corte sugerido que é de
0,15. Por fim, quando se utilizaram 5 genes, os valores VV aumentaram para 0,28 (figura 15).
Pode-se concluir, que a adocao de 4 genes para normalizar os dados de RT-qPCR foi a melhor

para todas as condic@es testadas.

Os dados da expressdo relativa de sementes em germinagdo também foram analisados
pelo geNorm. Quando se utilizaram 2 genes (V2/3) para analise o valor da variacdo V foi
0,25. No entanto, ao adicionar-se 3 genes (V3/4) o valor V diminuiu para 0,18 . Entretanto, ao
ser usado quatro genes (V4/5) a variagdo V aumentou consideravelmente para 0,35. Quando
cinco genes foram adicionados, os valores V aumentaram para 0,42 (figura 16). Pode-se
concluir que a adocdo de trés genes para normalizar os dados de RT-gPCR foi a melhor dentre
todas as condicgdes testadas selecionando-se os genes GAPDH, PUB e TA2. Apesar do valor
V obtido nos experimentos (0,18) ter ficado acima do valor de corte sugerido pelo geNorm
(0,15), esta combinagdo foi a melhor (figura 16). Valores de “V” muito acima de 0,15

implicam na ndo confiabilidade dos dados usados na PCR em tempo real.
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Figura 15. Gréfico do geNorm mostrando a determinacdo do numero de genes de referéncia mais adequado para a normalizagdo dos genes alvos durante o
desenvolvimento da de sementes de pinhdo manso. A — Dados dos valores V do geNorm usando uma combinacao de 2 genes (V2/3); 3 genes (V3/4) e 4 genes
(\VV4/5) usadas na expressao de genes de referéncia no desenvolvimento de sementes de pinhdo manso.
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Figura 16. Grafico do geNorm mostrando a determinacdo do nimero de genes de referéncia mais adequado para a normalizacdo dos genes alvos de sementes
em germinacdo de pinhdo manso. Dados da variacdo V do geNorm na expressdo de genes HKGs em sementes em germinacao usando as mesmas combinagdes
de genes de referéncia em sementes de germinacao de pinhdo manso.
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Portanto, para normalizar os genes alvo de sementes em desenvolvimento foram
adotados 4 genes de referéncias: GAPDH, PP2A2 e EF1-a e TA2. Esses genes, além de serem
0s mais estaveis (valores M) formaram um numero ideal para normalizar os genes alvo
(valores V). Para normalizar os mesmos genes usando os cDNAs do endosperma em
germinacdo houve uma mudanca tanto na quantidade quanto na escolha dos genes. No
endosperma em germinagdo adotaram-se somente 3 genes de referéncia para normalizacdo
dos genes alvos: GAPDH, PUB e TA2.

O resultado dessas anélises estd de acordo com o trabalho de Cunha (2011) a qual
realizou experimentos com 0s mesmos genes constitutivos (GAPDH, PUB, TA2, actina,
PP2A2 e EF1-a), mas com diferentes estagios do endosperma e integumento de sementes em
desenvolvimento de Jatropha curcas. Além disso, Cunha (2011) avaliou diferentes tecidos
como integumento, endosperma, raiz e folha. Cunha (2011) mostrou que 0S genes
constitutivos com maiores valores de Ct foram EF1-a e GAPDH, entretanto os transcritos
menos abundantes foram Actinall e PP2A2 e PUB.

Em relacdo a estabilidade dos genes constitutivos (valores M) Cunha (2011), mostrou
que 0s genes mais estaveis em tecidos de sementes em desenvolvimento e germinacéo, folha e
raiz foram: PP2A2, PUB e EF1-a. Esses genes apresentaram valores M abaixo do limite de
corte M<1,5 como sugerido pelo geNorm. Quando cada grupo experimental foi avaliado
separadamente, 0Ss genes constitutivos mais estaveis para as amostras de endosperma em
desenvolvimento foram PUB, PP2A2 e GAPDH. Nas amostras de germinagdo oS genes mais
estaveis foram EF1-a, PP2A2 e PUB. Esta analise esta de acordo com os resultados obtidos,
exceto na germinacdo na qual os genes mais estaveis foram: GAPDH, e EFl-a PUB em

oposicao aos resultados apresentados por Cunha (2011).

Morais (2010) também avaliou a normalizacdo de genes constitutivos usando o
geNorm. Dentre os 14 genes constitutivos avaliados com o programa geNorm, consideram 0s
genes Actina 2/7 e EF1l-o os mais estaveis com valores M de 0,64, seguido por PUB, TIP
(transportador de fosfato) e UBC (proteina de conjugacao de ubiquitina rad6), com valores de
M de 0,69, 0,76, e 0,83 respectivamente. Os genes menos estaveis foram Tubulina- e
tubulina-a e actina 11, apresentando valores de estabilidade de 1,65, 1,40 e 1,24
respectivamente. Esses resultados diferem dos nossos resultados avaliados pelo geNorm,

mostrando que a expressdo desses genes constitutivos pode variar consideravelmente entre
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tecidos de diferentes gendtipos e diversos estudos estdo sendo desenvolvidos com o objetivo
de escolher os genes mais adequados para cada experimento, pois um determinado gene de
referéncia podera ser o melhor para uma espécie, entretanto, pode ndo apresentar uma
expressao estavel em outras, bem como sobre diferentes condi¢cGes ambientais (Brunner et al,
2004; Czechowski et al, 2005; Exposito-Rodriguez et al, 2008; Paolacci et al, 2008).
Genes de referencia ideais devem apresentar niveis de expressdo constante em toda planta, e
ndo ter o seu perfil de expressao influenciado por tratamento exdgeno (Hu et al, 2009).

Em outro trabalho, Pinheiro (2009) estudou a normalizacdo de genes constitutivos em
sementes de cacaueiro (Theobroma cacao) usando o geNorm para estimar a estabilidades dos
genes necessarios para expressdo de genes associados & biossintese de acidos graxos. Os
resultados da andlise de expressao dos genes constitutivos nas sementes mostraram que dentre
0s 10 genes analisados, os genes mais estaveis foram GAPDH e PUB, com valores “M” de
estabilidade de 1,45 e 1,4 respectivamente. J& 0s gene menos estaveis foram tubulina 6 (TUB
6) e EF1-a. Os resultados dos valores M foram de 3,23 e 2,26 respectivamente. Parte desses
resultados mostra que alguns dos genes mais estaveis estdo compativeis com nosso trabalho,
na qual mostra que um dos genes constitutivos, 0 GAPDH, se posiciona como 0 gene de
maior estabilidade, no entanto o EF1-a, se mostra como gene menos estavel no experimento
de Pinheiro (2009), diferente de nossa analise, na qual 0 EF1-o foi um dos genes mais estaveis
em sementes em desenvolvimento de pinhd manso, porém, este gene, se colocou entre 0s

genes menos estaveis na germinacao.

Cunha (2011), também analisou o nimero de genes constitutivos controle requeridos
para normalizacdo através da avaliacdo dos valores V sugerido pelo geNorm. Nesta analise,
revelou-se que a adocéo de 3 genes seria a melhor escolha sugerida pelo geNorm. No presente
estudo os resultados foram: para tecidos de integumento e endosperma em desenvolvimento 4
genes para a melhor escolha e na germinacgédo 3 genes, ambos baseados nos valores de Parwise

(valores V) sugeridos pelo geNorm.

Morais (2010) também avaliou a normalizacdo de genes constitutivos usando o0s
valores “V” do geNorm. Entre os 14 genes constitutivos avaliados, a analise do programa
geNorm identificou que os cinco genes Actin 2/7, EFp, UBI, Tip e UBC atingiram um
variagdo inferior a 0,15, mostrando a importancia de obter valores abaixo do valor de corte

sugerido pelo geNorm.
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Estudos com genes de referéncia utilizado o geNorm foram realizados com
Arabidopsis thaliana (Czechowski et al, 2005, Remans et al, 2008), arroz (Jain et al, 2006),
alamo (Brunner et al, 2004), batata (Nicot et al, 2005), café (Barsalobres-Cavallari, et al 2009,
péssego (Tong et al, 2009), soja (Hu et al, 2009), tomate (Exposito-Rodriguez et al, 2008),
trigo (Paolacci et al, 2009),poplar (Gutierrez et al, 2008) entre outras plantas, indicando que o
geNorm é um programa adequado e muito usado para esse tipo de procedimento experimental
usando RT-gPCR.

Dados precisos da expressdo relativa podem ter uma influéncia significativa baseada
na escolha de um ou varios genes de referéncia para normalizar os resultados finais. Alguns
estudos relataram a expressao instavel de genes constitutivos em condi¢fes experimentais,
incluindo fases de desenvolvimento e tratamento da amostra (Livak et al, 2001;
Vandersompele et al, 2002, Pfafl et al, 2004 ). Consequientemente, a normalizacdo de dados
de expressdo usando um gene de referéncia inadequado pode levar a interpretacdes errbneas
(Bustin et al, 2009). Isso enfatiza a necessidade de validar a estabilidade de expressdo de um
gene controle antes da sua utilizacdo na normalizacéo por RT-gPCR (Pfafl et al, 2004; Bustin
et al, 2004, Livak et al, 2001; Morais, 2010).

O emprego de genes constitutivos em RT-qPCR é fundamental para normalizagdo dos
niveis de expressdo obtidos por esta técnica evitando-se assim erros de interpretacdo dos
dados. Inumeros trabalhos tém descrito métodos para selecdo de genes de referéncia, na qual
se encontram entre os mais citados aqueles baseados na validacdo de mdltiplos genes
(Vandersompele et al, 2002) e na analise estatistica da variancia do Ct do gene de referéncia
(Pfafl et al, 2004).

Nesse estudo, a RT-gPCR foi utilizada para avaliar a expressdo de seis genes
constitutivos sob diferentes estagios de desenvolvimento e tecidos de forma a selecionar 0s
genes mais adequados ao estudo do transcriptoma de genes relacionados a morte celular

programada em sementes de pinhdo manso.
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5. 3. Validagéo dos genes de referéncia por RT-qgPCR

Para validar nossos resultados, nds estudamos o padrdo de expressdo do gene oleosina
3 (OLE3). As oleosinas sdo as proteinas estruturais mais abundantes incorporadas em
monocamadas fosfolipidica dos corpos de petroleo e € suposta para evitar a coalescénica
destas organelas (Graham, 2008). Como esperado, a OLE3 foi altamente expressa no
endosperma a partir de sementes em estigio de desenvolvimento e em sementes maduras,
enquanto que durante a germinagdo, a sua expressao diminui gradualmente (Figura 16). A
transcricdo da oleosina 3 também foram encontradas no integumento de sementes em
desenvolvimento, mas em baixos niveis (figura-16). Estes resultados estdo de acordo com
estudos anteriores sobre a distribuicdo espacial e temporal de oleosinas de sementes
(Costa et al, 2010; Hsieh et al, 2000; Lu et al, 2007; Vandana et al, 2006).

Excepcionalmente, o uso de EF1-a como gene de referéncia Unico ao analisar todas as
amostrasem  conjunto, resultou  em uma estimativa diferente  de expressdo  relativa
da OLE3 na fase intermédia do desenvolvimento da semente, 0 que realca aimportancia
de tomarmos a média geométrica de maltiplos genes, além do uso de um Unico gene para a
normalizacdo. Ndo surpreendentemente, o uso de menos HKGs estaveis para normalizar os
dados de OLE3 expresséo leva a interpretagdes divergentes e equivocada do experimento.
Embora, 0 gene da actina ja havia sido utilizado como gene de referéncia para a analise da
expressao em sementes de J.curcas (Xu et al, 2011), este gene ndo apresentou ter uma

estabilidade de expressdo no nosso estudo.

Nossos estudos estdo de acordo com Cunha, 2011. O referido autor também usou a
oleosina para validar seus experimentos. Cunha, 2011 mostrou que o padréo de expresséo da
oleosina foi bastante semelhante, na qual mostrou um nivel alto de expressdo nos estagios
intermediarios e em sementes maduras, bem como na germinacdo em 12, 24 e 48h. O nivel de
expressao do gene se mostrou também em raiz e folham, mas pouco expresso. Em nossos
estudos, houve um grande nivel dos transcritos no endosperma em desenvolvimento, desde
estagio IV ao estagio de sementes maduras, decrescendo nos estagios de germinacéo (Figura-

16). Além disso, houve pouca expressdo nos estagios de integumento em desenvolvimento.
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5.4. Analise de expresssao semi-quantitativa por RT-PCR

As anélises de expressdo semiquantitativa por RT-PCR de 7 transcritos de genes de
interesse (tabela 2) foram classificadas em dois grupos: um grupo de sequéncias com um
tetrapeptideo KDEL na regido C-terminal possivelmente envolvido na morte celular
programada e um grupo de sequéncias de enzimas de processamento Vacuolar (VPE),
possivelmente envolvidas na maturacdo de proteinas de reservas e na MCP de sementes de

pinhdo manso.

Nesse trabalho, a analise semi-quantitativa por RT-PCR contribuiu inicialmente para
identificar se os produtos amplificados por PCR sdo condizentes ao tamanho esperado dos
genes, este € um dos indicativos relacionados a especificidade de amplificacdo das sequéncias

dos genes de interesse.

Os resultados observados na eletroforese semi-quantitativa mostraram que todos 0s
pares de primers construidos amplificaram um unico produto de PCR com tamanhos de
amplicons esperados em todos os estagios analisados (Figura 17 e 18). A comparacao entre 0
marcador molecular e as amostras observadas no gel de agarose, permitiu inferir a
confiabilidade e fidelidade da especificidade do anelamento dos primers construidos a partir

dessas sequéncias alvos de KDEL e VPEs disponiveis no banco de dados de Jatropha curcas.

Além disso, a andlise da curva de fusdo (melting curve) realizada apds 40 ciclos de
amplificacdo RT-gPCR mostrou que todos os pares de primers amplificaram apenas um Gnico
produto de PCR mostrando um Gnico pico na curva de fusdo em cada gene analisado (Figura

19 e 20) e corroboram com os dados observados na amplificacdo do RT-PCR.
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Tabela-2. Genes de proteinases cisteinicas identificados em banco de dados. A tabela mostra 0 nome do gene de interesse com seus devidos codigos de
acesso; produtos génico, 0s quais podem ser uma proteinase cisteinica com C-terminal KDEL ou sequéncia VPE; sequéncias de primers; amplicons e
subfamilia de cada gene de proteinases cisteinica.

CODIGO DE ACESSO - - SUB-
NOME DO GENE (GENBANK) PRODUTO GENICO SEQUENCIA DOS PRIMERS AMPLICON FAMILIA
JcCB0580861 BABX01091552.1 | | roteinase cisteinicatipo KDEL |F TACTCAGAGGGCGTATTTACTG 138pb Papain
R CTTCACAATCCAATATTTGGTTCC
JCCAOL52891 BABX01005964.1 Proteinase cisteinica tipo RDEL |F AAATTGATGGATACGAAATGGTG 138pb Papain
R TCTCCAGTGAATATTGCCTC
JcCA0047111 BABX01026169.1 Proteinase cisteinica tipo KDEL F___CCAATGTGGATGTTGCTG 130pb Papain
R CTTAATCTTCTCCACTTGTGTC
1cCBO196871 BABX01069065.1 Proteinase cisteinica VPE F GGTAAGGTAGTAAATAGCACGG 88pb Legumain
(BVPE) R AAATTTGGCATCCCAAGAACC
. . F
JcCB0244081 BABX01069065.1 Pm‘e'”as(e&i}g)”'ca VPE | ATATAGGACGGTAAAGGAGAGG 81pb Legumain
R GCTTGAATTTCCATATTCCATCAC
JCCA0012422 BABX01002756.1 Proteinase cisteinica VPE F TTCAATCAGCTTCATTCACC 100pb Legumain
(BVPE) R AACAGAAACACCAACATCAG
JCCBO060111 BABX01093218.1 Proteinase cisteinica VPE F GAATATTTATGCAACCACAGCAG 150pb Legumain
(y-VPE) R  ATTGTGTACATCGCTGTCCT
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Figura-17. Eletroforese em gel de agarose a 2% para visualizagdo dos produtos amplificados para as
sequencias com C-terminal KDEL. Os géis mostram a expressdo dos genes, JcCB0580861 (1A-1C);
JcCA0152821 (2A-2C) e JcCA0047111 (3A-3C). A- expressdo do gene no integumento. B-expressédo
do gene no endosperma em desenvolvimento. C-expressdo do gene no endosperma de sementes em
germinacdo. Os geis de baixo referecem-se ao padréo de expressdo da Actina, usado como controle

interno.
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Figura-18. Eletroforese em gel de agarose a 2% para visualizagdo dos produtos amplificados para as
sequencias das VPEs. Os geis mostram a expressdo dos seguintes genes: JcCB0196871 (5A-5C);
JcCB0244081 (6A-6C); JCCB0060111 (7A-7C) e JcCA0012422 (8A-8C). A- expressdo do gene no
integumento. B-expressdo do gene no endosperma em desenvolvimento. C-expressdo do gene no
endosperma de sementes em germinacdo. Os geis de baixo referecem-se ao padrdo de expressdo da
Actina, usado como controle interno.
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Figura-19. Curva de fusdo dos seis genes constitutivos. As curvas de fusdo
representam os genes: A-actinll; B- TA2;C- EFl-a;D- PP2A2; E-PUB3-F-
GAPDH.

A C \

Figura-20. Curva de fusdo (melting curve) dos genes de interesse: O grafico
revela as curvas de fusdo dos seguintes genes: A- JcCB0196871; B-
JcCB0580861; C- JcCA0047111; D- JcCA0152821; E- JcCA0012422: F-

JcCB0244081; G- JCCB006011.
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5.5. Analise de expressao génica por RT-gPCR de proteinases cisteinicas com C-
terminal KDEL de sementes em desenvolvimento e germinacéo de pinhdo manso (J.
curcas)

Para avaliar o padrdo de expressdo de proteinases cisteinicas com dominio C-terminal
KDEL ou RDEL, foram selecionadas 3 sequiéncias de genes disponiveis no banco de dados de
Jatropha cucas. Os genes analisados com sequéncias KDEL e RDEL selecionados foram:
JcCB0580861 (KDEL) ; JcCA0152821(RDEL) e JCCA0047111(KDEL).

A expressdo do gene JcCB0580861 com dominio KDEL, teve sua expressdo por RT-
gPCR identificada em todos os estagios do integumento de sementes em desenvolvimento. O
aumento gradual da expressdo foi identificado de acordo com o amadurecimento da semente.
O aumento gradual ocorreu entre os estagios | e estdgio VI (figura 21A). Os valores
encontrados para estes estagios aumentaram em cerca de 8 vezes, entretanto a expressao deste
gene ndo foi identificada no estagio VII. Na figura 20A observa-se que a expressao deste gene
foi baixa no endosperma de sementes em desenvolvimento nos estagios 1V, V, VI e VII. A
analise do mesmo gene em tecidos de endosperma de sementes em germina¢do mostrou que
este gene foi expresso em todos os estagios, entretanto sua expressao ocorreu em diferentes
niveis de expressdo génica. A partir do segundo dia de germinacdo ocorreu um gradual
aumento nos niveis de expressdo do gene, obtendo um nivel maior de expressdo em sementes
com 8 dias de germinacédo (Figura 21A).

A expressdo do gene JcCA0152821 por RT-gPCR com dominio RDEL foi detectada
em todos as condicbes e estagios analisados. No integumento de sementes em
desenvolvimento foi identificado um baixo nivel de expressdo durante os trés primeiros
estagios de desenvolvimento, tendo um aumento abrupto no estagio IV, com valores de
expressdo cerca de 500 vezes maior, quando comparados ao calibrador (estagio I). Na
sequéncia ocorreu a diminuicdo gradual de expressdao nos estagios seguintes ndo sendo
detectada no estagio VII (figura 21B). No endosperma em desenvolvimento obteve-se um alto
nivel de expressao no estagio 1V com uma expressdo cerca de 225 vezes maior em relacdo ao
calibrador tendo uma diminuicéo gradual nos estagios V, VI e VII (Figura 21B). Com relagéo
aos niveis de expressdo no endosperma de sementes em germinacdo houve aumento gradual
nos estagios de 0d, 2d, 4d, 6d e 8 dias de germinacdo com uma expresséo cerca de 90 vezes

maior em relacdo ao calibrador ( Figura 21B).
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A andlise de expressdo por RT-gPCR do gene JCCA0047111 com dominio KDEL
integumento de sementes em desenvolvimento mostrou a expressdo do gene em todos 0s
estagios, exceto no Ultimo estdgio analisado (estagio VII). O maior nivel de expressédo
identificado para este gene foi durante o estagio 1V, cerca de 22 vezes maior que o observado
no calibrador. Embora um padréo de expresséo relativamente uniforme tenha sido observado
nos estagios I, Il e 111, este padrdo é modificado pelo alto nivel de expressdo no estagio 1V,
dando continuidade nos demais estagios (Figura 21C). J& no endosperma em desenvolvimento
a expressdao manteve-se relativamente uniforme. No endosperma de sementes em germinagéo
observou-se um padréo de expresséo relativamente uniforme aumentando significativamente
em sementes com 8 dias de germinacdo, a qual foi cerca de 7 vezes mais expresso em relacédo

ao calibrador (Figura 21C).
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Figura 21- Expresséo relativa dos genes JcCB0580861; JcCA0152821 e JCCA0047111 em sementes em desenvolvimento e germinagdo de pinhdo manso. A

- expressao relativa do gene JcCB0580861 no desenvolvimento e germinagdo. B- expressao relativa do gene JcCCA0152821. C- expressao relativa do gene

JCCAQ00471.
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De acordo com as observacdes anatdmicas de Soares et al (2011), ocorrem varias
mudangas no integumento interno de sementes em desenvolvimento de pinhdo manso. Nos
estagios iniciais de sementes em desenvolvimento o integumento é constituido de células
pequenas com citoplasma denso que se dividem ativamente, ndo mostrando indicios de morte
celular programada. Entretanto, em estagios mais avangados no desenvolvimento da semente,
as celulas do integumento que estdo mais proximas a regido em contato com o endosperma
vao gradativamente tornado-se vacuoladas, e forma-se, uma camada de remanescentes de
células, supostamente originada do processo de morte celular programada. Estas observacdes
estdo compativeis com os baixos niveis de expressdo génica observados nos estagios inicias
de desenvolvimento de sementes dos genes JcCB0580861; JcCA0152821 e JCCA0047111. A
atividade desses genes nos estagios mais avancados foi significativamente mais expressa,
principalmente no estagio IV do gene JcCA0152821, com expressédo cerca de 500 vezes maior
que o calibrador. Podemos sugerir, baseado nas observacdes de Soares et al, (2011) e em
compara¢do com 0s niveis de expressao génica, que as proteinases cisteinicas analisadas
podem desempenhar um importante papel na morte celular programada do integumento
interno de sementes em desenvolvimento de pinhdo manso.

Soares et al, (2011) também observou caracteristicas de morte celular programada na
regido central do endosperma que estd em contato com o embrido. A andlise de expressao
génica por RT-gPCR dos genes que expressam proteases cisteinicas com KDEL C-terminal
mostraram que o0 gene JcCA0152821 apresentou altos niveis de expressdo nesse tecido,
entretanto o gene JCCA0047111 apresentou baixos niveis de expressao, bem como nenhuma
expressao significativa do gene JcCB0580861 foi detectada no endosperma dessas sementes
em desenvolvimento. Em comparacdo com as observacdes de Soares et al (2010), e levando
em consideracdo os altos niveis de expressao do gene JcCA0152821 tanto no integumento
qguanto no endosperma de sementes em desenvolvimento, pode-se sugerir que a expressao
desse gene poderad ter uma participacdo efetiva na morte celular programada também no
endosperma de sementes em amadurecimento de pinhdo manso, entretanto ndo podemos
sugerir o mesmo para os genes JcCB0580861 e JCCA0047111.

Morte celular programada foi observada no integumento interno de sementes de
canola (Brassica napus) em estagios iniciais e avangados (Wan, et al, 2001). Em outros
trabalhos também se observou MCP, como na senescéncia de tépalas de flores de lirio

(Guerreiro et al, 1998) nos grdos de pdlen em desenvolvimento de Nicotina tabacum L
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(Zhang et al, 2009) no algoddo (Jensen, 1975),e em primula de Oenothera biennis, (Hallac,
1980). Além disso, foi observada morte celular programada no nucelo de Ricinus communis
(Greenwood, et al, 2005); nos gréo de trigo de Triticum aestivum L (Dominguez et al, 2001)
e no nucelo de chuchu (Lombardi, et al, 2007). Em todos esses exemplos citados acima ha
uma participagdo efetiva de proteinases cisteinicas com C-terminal KDEL.

Diferentes proteases estdo relacionadas a morte celular programada em plantas, dentre
elas as proteinases cisteinicas, sobretudo as que apresentam em sua extremidade C-terminal os
tetrapepetideos KDEL, HDEL, DELK , KQEL e RDEL. Vulpuesta, em 1995 utilizando um
polipeptidio quimérico demonstrou que, os tetrapeptideos conhecidos como KDEL, HDEL e
RDEL, promovem retencdo da proteina no limen do reticulo endoplasmatico. As proteinases
cisteinicas com motivo KDEL estdo envolvidas na morte celular programada (Guerreiro et al,
1998; Schmitd et al, 1998; Gietl e 2001; Schmitd, Ling et al, 2003). Essas proteinases
cisteinicas contendo C-terminal KDEL foram encontradas em diferentes tecidos de plantas
que sofrem MCP, como cotilédones (Becker et al, 1997), vagem (Tanaka et al, 1991),
tegumento externo de sementes (Nadeau, et al, 1996) e pétalas senescentes (Vulpuestra, et al,
1995).

As seqliéncias dos genes JcCB0580861; JcCA0152821e JCCA0047111 os quais
expressam proteinases cisteinicas em sementes de Jatropha curcas apresentam em sua
extremidade C-terminal, os tetrapeptideos KDEL. Com essa observacao torna-se evidente que
essas proteinases podem desempenhar um importante papel na morte celular programada nos

tecidos de integumento e endosperma de sementes em desenvolvimento.

Ricinus communis possui no nucelo uma endopeptidase cisteinica, CysEP, com
motivo KDEL a qual esta envolvida na MCP desse tecido (Greenwood, et al, 2005). Em
Arabidopsis thaliana foram identificadas trés endopeptidases cisteinicas com motivo KDEL,
designadas de AtCEP1(At5g50360), AtCEP2 (At3g48340) e AtCEP3 (At3g48350). As
AtCEP1 e AtCEP3 tém um papel proeminente na regulacdo da MCP durante diferentes

estagios do desenvolvimento das flores (Helm, et al, 2008).

Em Vigna mungo identificou-se uma proteinase cisteinica com C-terminal KDEL
denominada de Endopeptidase-Sulfidril (SH-EP), a qual foi localizada nos vacuolos. Este

tetrapeptideo também funciona como um sinal de retencdo no reticulo endoplasmatico. Em
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cotilédones em germinacgdo, as Endopeptidase-Sulfidrilas (SH-EP) sdo bastante expressas e
estdo envolvidas na degradacdo de proteinas de reservas acumuladas em vacuolos

especializados em estocar essas proteinas (Okamoto et al, 1994; Toyooka et al, 2000).

Soares et al (2011) mostraram em estudos anatémicos que ha indicios de MCP no
integumento interno de sementes em desenvolvimento de Jatropha curcas. Nas analises do
padrdo de expressao dos genes JcCB0580861; JcCA0152821 e JCCAQ0047111 que codificam
proteinases cisteinicas com C-terminal KDEL observaram-se altos niveis de expressao desses
genes em sementes nos estagios mais avancados de desenvolvimento. Guerreiro et al, 1998;
Schmitd et al, 1998; Gietl e 2001; Schmitd, Ling et al, 2003 afirmaram que proteinases
cisteinicas com KDEL estdo envolvidas na MCP. Pode-se sugerir uma participacdo desses
genes na MCP em tecidos do integumento e endosperma ao longo do desenvolvimento das

sementes de pinhdo manso (Jatropha curcas L).

Nesse mesmo experimento, ainda foram observados o padrdo de expressdo dos genes
JcCB0580861; JcCA0152821 e JCCA0047111 durante a germinacdo de sementes de pinhdo
manso. Em relacdo aos genes JcCB0580861; JcCA0152821 verificaram-se um aumento
gradual nos niveis de expressdo nos estagios analisados, diferentemente do padrdo de
expressao do gene JCCA0047111, na qual os niveis de expressao nos estagios de sementes de
2d, 4d e 6 dias de germinacdo foram semelhantes e com um aumento em 8 dias de
germinacao.

Em outras plantas foi observada morte celular programada envolvendo a participagéo
de proteinases cisteinicas em tecido de endosperma de sementes em germinacdo, como: em
células do endosperma em germinacdo de Ricinus communis, Vicia sativa e em P. sativum, na
qual envolve a participacdo de uma endopeptidase cisteinica (Cys-EP) que possui C-terminal
KDEL (Schmid et al, 1999). O endosperma é consumido durante a germinagdo dessas
sementes, liberando o material de reservas contido no endosperma possivelmente por
processo de morte celular programada (Schmid et al, 1998; Schmid et al, 1999). Em sementes
de germinacdo de Vigna mungo também foram encontrados tecidos senescentes depois da
mobilizacdo do material de reservas por processo de Morte celular programada envolvendo
uma endopeptidase cisteinica (SH-EP) (Akasofu et al, 1989).

O envolvimento de endopeptidases cisteinicas € essencial para o processo de morte

celular programada em muitos tecidos senescentes de sementes de plantas como o
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endosperma e cotilédones. Somente algumas dessas endopeptidases tém o motivo KDEL C-
terminal estando envolvidas tanto na mobilizacdo de proteinas de reservas durante a
germinacdo quanto na morte celular programada (Schmid et al, 1999; Akasofu et al, 1989; ;
Schimid et al, 1998; Schmid et al, 1999; Greenwood et al, 2004).

Os genes JcCB0580861; JcCA0152821 e JCCAO0047111 expressam proteinases
cisteinicas com C-terminal KDEL, cujos transcritos foram encontrados em sementes de
pinhd0 manso em germinacdo. Conforme descrito, a presenca de proteinases cisteinicas é
observada em tecidos que estdo sofrendo morte celular programada (Akasofu et al, 1989;
Schimid et al, 1998; Schmid et al, 1999; Greenwood et al, 2004). Proteinases cisteinicas com
motivo KDEL estdo envolvidas na morte celular programada (Guerreiro et al, 1998; Schmitd
et al, 1998; Gietl e 2001; Schmitd, Ling et al, 2003). Pode-se sugerir que esses genes podem
também participar no processo de morte celular programada no endosperma de sementes de
pinhdo manso durante a germinagdo. Os niveis de expressdao do gene JcCA0152821 foram
altos, aumentando de 42 vezes em 2 dias de germinacdo para 90 vezes em 8 dias de
germinacdo quando comparado ao calibrador. Em contrapartida, os genes JcCB0580861 e
JCCA0047111 com motivo KDEL mostraram baixos niveis de expressdo quando comparado
a expressdo do gene JcCA0152821 (figura 21).
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5.6. Analise da expressdo génica por RT-qPCR de proteinases cisteinicas do tipo VPE de
sementes em desenvolvimento e germinacéo de pinhao manso.

Para avaliar o padrdo de expressdo de proteinases cisteinicas do tipo VPE (enzima de
processamento vacuolar), foram selecionadas 4 sequiéncias de genes disponiveis no banco de
dados de Jatropha cucas. Os genes selecionados e analisados foram: JcCB0196871;
JcCB024408; JcC0060111 e JcCA0012422.

A andlise de expressdo por RT-gPCR do gene JcCB0196871 no endosperma mostra
um aumento gradual dos niveis de expressdo. Conforme observado na figura 22, o nivel mais
alto da expresséo ocorreu durante o estagio VI com um valor 100 vezes maior que 0 expresso
em relacdo ao estagio I. A analise de expressao no integumento mostrou valores inferiores nos
niveis de expressdo quando comparados aos valores no endosperma de sementes em
desenvolvimento (figura 22). Na analise de sementes em germinacdo, 0S niveis expressao
génica nos estagios analisados foram baixos, apresentando niveis de expressao génica abaixo
do calibrador, ou seja, uma expressdo pouco significativa nos tecidos do endosperma em
germinacdo (figura 22).

Na anélise da expressdo do gene JcCB0244081 por RT-gPCR observaram-se
diferentes niveis de expressdo (figura 22). Nos estagios analisados em integumento de
sementes em desenvolvimento, houve uma expressdo muito baixa durante os estagios I-111, no
integumento de semente em desenvolvimento esse gene referido teve uma expressdo
constante nos estagios 1V e V e um leve aumento no estagio seguinte (estagio V1), e por fim a
auséncia da expressdao no estagio VII. No entanto, no endosperma em desenvolvimento um
crescente valor de expressdo se deu a partir do estagio subseqliente aumentando até o ultimo
estagio analisado (estagio VII). Enquanto que os niveis de expressao nos diferentes estagios
de sementes em germinacdo foram abaixo do calibrador, houve decréscimo na expressao do
gene durante toda a germinacdo, exceto no estagio de 8 dias que houve um pequeno aumento

na expressado, entretanto com valores abaixo do calibrador (figura 22).

O padrdao de expressao do gene JcCA0012422, quando analisado por RT-qPCR,
mostrou que esse gene é expresso continuamente em todos os estagios de sementes em
desenvolvimento e germinacdo, exceto no estagio VII, na qual ndo foi detectado nenhuma

expressdo. Na avaliagdo dos niveis de expressdéo no integumento de sementes em

65



desenvolvimento, nos estagios | a 11l observa-se uma diminuigdo dos mesmos em relagdo ao
calibrador (estagio I) com um posterior aumento nos estagios IV-VI e auséncia no estagio VII.
Os niveis de expressdo no endosperma em desenvolvimento aumentaram cerca de 2,5 vezes
no estagio IV em relacdo ao calibrador, diminuindo no estagio V, aumentando novamente no
estagio VI e diminui no estagio VII. Os niveis de expressdo no endosperma de sementes em

germinacdo foram pouco significativos com valores abaixo do calibrador (figura 22).

A analise de expressdo do gene JcC0060111 por RT-gPCR foi capaz de identificar a
sua expressdo nas condicdes analisadas. O aumento gradual da expressdo deste gene foi
observado no integumento, exceto no estagio VII. O maior nivel de expressdo foi observado
durante o estagio VI, com uma expressdo cerca de 5 vezes maior em relacdo ao estagio |
(figura-22). Além disso, foi observada uma expressdo muito baixa nos tecidos do endosperma
de sementes em desenvolvimento, onde o estagio 1V teve a maior expressdo, com cerca de
1,27 vezes mais expresso em relacdo ao calibrador (figura-22).Contudo, ao longo do
desenvolvimento mostrou um declinio da sua expressdo (figura 22). No endosperma em

germinacdo houve um aumento gradual nos niveis de expressao desse gene.
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A andlise desse experimento mostrou que ocorreu um aumento crescente nos niveis de
expressao dos genes JcCB0196871 e JcCB0244081 no endosperma de sementes em
desenvolvimento , iniciando no estagio 1V e atingindo pico no estagio VII. Esses dados estdo
de acordo com os obtidos por Pinheiro (2010), que em seu trabalho verificou, a partir de
andlises histoquimicas de endosperma de sementes em desenvolvimento de pinhdo manso, um
aumento crescente da intensidade de coloracéo especifica para proteinas de reservas. Segundo
Nakaune et al (2005) as proteinases cisteinicas do tipo B estdo envolvidas na maturacdo de
proteinas de reserva. Diante disso, os resultados da analise dos niveis de expressdo dos
referidos genes juntamente com o0s apresentados por Pinheiro sugerem que 0S genes
JcCB0196871 e JcCB0244081 sdo proteinases cisteinicas do tipo B, as quais estdo envolvidas

com a maturacdo de proteinas de reserva durante 0 amadurecimento da semente.

O gene JcCA0012422 apresentou baixo nivel de expressdo. Apesar de estar em baixos
niveis, a expressao desse gene foi verificada nos mesmos estagios do desenvolvimento que 0s
outros genes referentes a proteinases cisteinicas do tipo p (JcCB0196871 e JcCB0244081),
sugerindo que a sua expressdo também € importante para o processo de maturacdo de

proteinas de reserva durante o desenvolvimento da semente de pinhdo manso.

Em relacdo a expressdo do gene JcC0060111 foi detectado um aumento gradual de
expressao no endosperma de sementes em germinacdo nos estagios de 0 a 8 dias. Kinoshita et
al (1999) afirmaram que as VPEs do tipo a-VPE e VPEs do tipo Y-VPE (gama VPE) estdo
associadas com varios tipos de morte celular programada em sementes de plantas sob
diferentes condicBes de estresse. A atividade do gene JcC0060111 foi mais acentuada na
germinacdo. Podemos sugerir que, por esse gene expressar uma proteinase do tipo YVPE, a
medida que ha um aumento de expressao desse gene na germinacdo, ha um aumento na morte
celular programada das células senescentes do endosperma em germinacdo. Portanto, a
expressao desse gene poderd estar relacionada a morte celular programada nas sementes em

germinacdo de pinhdo manso.

Durante o processo de maturagdo de sementes de Ricinus communis, foi isolado um
novo grupo de proteinases cisteinicas (C13), que foram denominadas Legumain. Essas
proteinases cisteinicas em plantas séo freqiientemente chamadas de enzima de processamento
vacuolar (VPE) (Hara-Nishimura et al., 1991). Essas enzimas pertencem a subclasse

especifica de asparagina da familia de endopeptidases cisteinicas na qual cliva peptideos
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ligados com Asn ou Asp na posigdo P1 que flanqueia a extremidade C-terminal (Becker et al,
1995).

Em plantas superiores, proteinas de sementes sdo sintetizadas no reticulo
endoplasmatico como pro-proteinas precursoras e entdo transportadas para vacuolos onde se
encontram as proteinas de reservas. Elas sdo transportadas via vesiculas acumuladoras de
precursores (PAC) (Hara-Nishimura et al, 1998a). As pro-proteinas sdo processadas e as
proteinas maduras sdo formadas nos vacuolos. As proteinas responsaveis pela maturacéo
dessas pro-proteinas durante o processo de maturacdo da semente sdo as enzimas de

processamento vacuolar (VPE). (Hara-Nishimura et al., 1998a).

Embora algumas destas proteinas relacionadas a maturacdo estejam fixas a parede
celular, sua funcdo ndo se restringe ao pre-processamento de proteina precursora, mas

também na degradacdo de proteinas da parede celular do vactolo (Muntz et al., 2002).
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6. CONCLUSAO

e O estudo de normalizacdo e validacdo de genes de referéncia nos tecidos de
integumento e endosperma do pinhdo manso propiciaram um melhor entendimento no
que diz respeito a estabilidade desses genes nas condicdes estudadas.

e Os genes com sequéncia C-terminal KDEL: JcCB0580861; JcCA0152821;
JcCA0047111 e o gene y-VPE JCCB0060111 mostraram um altos niveis de expressao
nos estagios mais avancados em tecidos do integumento e endosperma em sementes
de pinhdo manso em desenvolvimento, e com base em nossas analises, esses genes
expressam proteinases cisteinicas que estdo possivelmente envolvidos no processo de
MCP.

e Os genes que expressam as seguintes VPEs: JcCB0196871; JcCB0244081; e
JcCA0012422 de acordo com nossos estudos, provavelmente estdo envolvidas na
maturacdo das proteinas de reservas de sementes em desenvolvimento de pinhédo
manso

e Esses dados forneceram importantes informagdes a cerca do padréo de expresséo de
genes gue estdo envolvidos no transcriptoma de sementes em desenvolvimento, mais
precisamente envolvidos no processo de MCP. N&ao obstante, o estudo de
normalizacdo e validacdo de genes de referéncia nos tecidos de integumento e
endosperma do pinhdo manso propiciaram um melhor entendimento no que diz
respeito a estabilidade desses genes nas condicdes estudadas.
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