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RESUMO - Diversas pesquisas tém sido desenvolvidas com foco na producéo de biodiesel como
combustivel alternativo. Por isso, € de fundamental importancia entender os mecanismos pelos quais
as plantas oleaginosas sintetizam e acumulam o 6leo (composto majoritariamente por &cidos graxos)
no endosperma de suas sementes, visando este conhecimento para utilizacdo em programas de
melhoramento. Neste trabalho, apresentamos a montagem das vias de biossintese de 6leo para
sementes em desenvolvimento de R. communis L. e de desenvolvimento e germinagéo de J. curcas L.,
a partir da construgéo de bibliotecas de ESTs. A partir destas vias, inferimos os diferentes niveis de
expressao para cada gene nas diversas etapas das vias de biossintese dos &cidos graxos em R.
communis L. e J. curcas L.

Palavras-chave - Jatropha curcas L, Ricinus communis L, sementes, acidos graxos, ESTs, expressao

génica.

INTRODUGAO

Diversas pesquisas tém sido desenvolvidas com foco na produgdo de biodiesel como
combustivel alternativo. Por isso, é de fundamental importancia entender os mecanismos pelos quais
as plantas oleaginosas sintetizam e acumulam o 6leo (composto majoritariamente por &cidos graxos)
no endosperma de suas sementes. Uma estratégia € analisar a expressao dos genes relacionados com
as diferentes etapas da formagéo dos corpusculos lipidicos, para um determinado tecido especifico.
Isto pode ser realizado através da construgéo in Silico das vias de biossintese com os dados obtidos a
partir de bibliotecas de ESTs construidas em diferentes fases do crescimento ou tecidos da planta.

1 Unicamp,UFC, BNB, Petrobras e ANP. Projeto de P&D financiado pela Petrobras conforme Regulamento
5/2005 da ANP
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Neste trabalho, apresentamos a montagem das vias de biossintese de dleo para sementes em
desenvolvimento de R. communis L. e de desenvolvimento e germinacdo de J. curcas L., a partir da
construgéo de bibliotecas de ESTs. A partir destas vias, inferimos os diferentes niveis de expressao de
cada gene nas diversas etapas da via biossintese dos acidos graxos e nas fases de desenvolvimento e

germinacao de R. communis L. e J. curcas L.

METODOLOGIA

Os RNAs das sementes nos diferentes estagios foram extraidos utilizando Concert Plant RNA
Reagent — Invitrogen. As bibliotecas de cDNA foram construidas utilizando-se a “‘BD SMART
Technology” [1] e LD-PCR [2]. O seqienciamento de DNA foi realizado utilizando o método Sanger [3].
Os cromatogramas foram lidos com o programa Phred [4] e o programa BD2006TRIMMER [5] foi
utilizado para eliminar regides com similaridade ao vetor, regides de baixa qualidade e caudas poli-A.
As sequéncias maiores que 100 pb foram mantidas para clusterizacdo. Para identificacdo dos genes
relacionados a biossintese de acidos graxos, os clusters foram submetidos ao KAAS (KEGG Automatic
Annotation Server) [6]. Em seguida, separamos os clusters correspondentes a via metabodlica de

biossintese de acidos graxos (KEGG map00061) e identificamos o nimero de reads em cada um.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com base nas vias do KEGG (map00061) foi possivel identificar EST’s codificantes para a
maioria das enzimas envolvidas na biossintese dos acidos graxos de R. communis L. Particularmente,
pode-se observar um aumento significativo do nivel de expressé@o das enzimas envolvidas nas Ultimas
etapas de sintese dos acidos oléico e estearico Além da biossintese dos &cidos graxos comuns a
maioria das plantas oleaginosas, R. communis L. também produz o acido ricinoléico, que tem como seu
precursor o acido oléico [7]. A via de biossintese de acidos graxos no KEGG néo descreve a formagao
do acido ricinoléico, e por isso fizemos uma busca refinada no genoma de R. communis L. e em nossa
biblioteca pelas enzimas presentes na via proposta para sintese deste acido a partir do acido oléico
descrita em Bafor et al, [7]. Com estas analises encontramos as enzimas que sdo possiveis candidatas

a catalisar as reagdes | a IV (Figura 2).

Com relagéo as vias de biossintese de 6leo de J. curcas L., seguimos 0s mesmos parametros

do KEGG que utilizamos para a R. communis L. Nestes dados podemos perceber que as plantas
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seguem o mesmo padrdo de expressdo dos genes relacionados com a biossintese de dleo. Assim
como R. communis L., J. curcas L. também apresenta 0 mesmo aumento da express@o dos genes na
fase final da via de producao de 6leo (Figura 3). Neste trabalho também construimos uma biblioteca de
ESTs de sementes de J. curcas L. em germinagao, realizamos uma analise adicional das vias de
biossintese de 6leo desta biblioteca. A Figura 4 mostra o quanto na fase de geminagdo os genes
relacionados com a biossintese de dleo estdo pouco expressos em relagdo a semente em

desenvolvimento.

CONCLUSAO

A partir dos mapas de biossintese propostos pelo KEGG, obtivemos o nivel de expressao, em
numero de ESTs, para a maioria das enzimas envolvidas nas vias de biossintese dos acidos graxos em
sementes de J. curcas L e R. communis L. Assim como esperado, foi observado um alto nivel de
expressao destas enzimas no estagio de desenvolvimento das sementes de ambas as oleaginosas,
visto que é neste tecido e estagio que estas plantas acumulam 6leo. Para J. curcas L, observamos que
0 nivel de expresséo dessas enzimas € menor durante o desenvolvimento das sementes € menor em
relacdo ao desenvolvimento, pois este € um estagio dedicado especialmente ao acumulo de 6leo,

enquanto na germinag&o esse 6leo sera utilizado como fonte de energia.
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Figura 14 - Via de biossintese de acidos graxos em semente em desenvolvimento de R. communis L. Em destaque estéo as
enzimas para as quais encontramos pelo menos um transcrito na biblioteca. A cor esta relacionada ao nivel de expresséo
de cada enzima. Foi observado que, para algumas reagdes, a enzima correspondente ndo foi encontrada em nossos dados.

Plastid
EEF49834.1, ACB30545.1, EEF43331.1, EEF47228.1,
1 I EEF30181.1, EEF48390.1 (1), EEF51344.1, EEF41751.1,
ABC02881.1, ABC02882.1 (1), ABC02880.1
C,y,-CoA
I EEF52537.1 (1), EEF50437.1
LysoPtdCho
C,s,-P1dCho
naoH| EEF34257.1 (19)

HO-C,,,-PtdCho

v EEF48118.1 (1), EEF38745.1, EEF36320.1

HO-C,,,-CO,H

Figura 15 - Figura 2. Via proposta por Bafor et al. (1991) para sintese do &cido ricinoléico a partir do acido oléico. Ao lado de
cada reagéo, estdo os Gls (identificadores do Genbank) para as possiveis enzimas que as catalisam. Em vermelho, esta o
numero de ESTs identificados em nossa biblioteca correspondente a cada enzima.
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Figura 3 - Via de biossintese de &cidos graxos em semente em desenvolvimento de J. curcas L. Em destaque estéo as
enzimas para as quais encontramos pelo menos um transcrito na biblioteca. A cor esta relacionada ao nivel de expressao
de cada enzima. Foi observado que, para algumas reacdes, a enzima correspondente néo foi encontrada em nossos dados.
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Figura 4 - Via de biossintese de acidos graxos em semente em germinagéo de J. curcas L. Em destaque estdo as enzimas
para as quais encontramos pelo menos um transcrito na biblioteca. A cor esta relacionada ao nivel de expressdo de cada
enzima. Foi observado que, para algumas reagdes, a enzima correspondente nao foi encontrada em nossos dados.
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