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RESUMO GERAL

Obijetivou-se neste trabalho realizar a prospec¢do e validacdo de genes
que possuam expressdo em tecido especifico (folha) presentes no genoma da
espécie Elaeis oleifera (Kunth) Cortés (caiaué). Também, a elaboracdo de um
protocolo eficiente que possibilite a identificacdo de metabdlitos secundarios
presentes em folhas da espécie Elaeis guineensis Jacq (palma de 6leo) com o uso
da espectrometria de massas acoplada a cromatografia liquida de Ultra Alta
Eficiéncia (UHPLC-MS). Para a etapa de prospecc¢do, foram realizadas buscas
em bancos de dados gendmicos por genes que indicavam expressdo especifica
em folha. ApoGs serem realizadas as etapas de alinhamento das sequéncias dos
genes candidatos com o draft do genoma do caiaué, os resultados foram
validados com o0 uso da técnica de reacdo em cadeia da polimerase em tempo
real (qQPCR). Foram testados dois tecidos (folha e raiz) para comparacdo da
diferenca de expressdo. Como resultado, obteve-se indicacdo de maior expresséo
relativa do gene MyBHV5 no tecido folha quando comparado ao tecido raiz e
confirmacdo da presenca deste gene no genoma do caiaué. Enquanto com o uso
da técnica de UHPLC-MS foi possivel elaborar um protocolo de extracdo de
metabolitos secundarios, presentes em folhas de palma de 6leo, o qual se
mostrou eficiente, simples e com boa reprodutibilidade. Foi possivel a
identificacdo de possiveis compostos os quais deverdo ter sua elucidacao
estrutural realizada em estudos futuros.

Palavras-chave: Genoma. Palma de 6leo. Caiaué. UHPLC-MS. Expressao
relativa.



GENERAL ABSTRACT

The aim of this study was the exploration and validation of genes that
have expression in specific tissue (leaf) present in the species Elaeis oleifera
(Kunth) Cortés (caiaué) genome. Also, the development of an efficient protocol
that enables the identification of secondary metabolites in leaves of the species
Elaeis guineensis (oil palm) with the use of mass spectrometry coupled to liquid
chromatography ultra high efficiency (UHPLC-MS). To step prospecting
searches in genomic databases for genes that showed specific expression in leaf
data were performed. After aligning the sequences of the candidate genes in the
genome caiaué be performed, the results were validated using the technique of
polymerase chain reaction in real time (QPCR). Two tissues (root and leaf) to
compare differences in expression were tested. As a result was obtained
indicating highest relative MyBHV5 gene expression in leaf tissue compared to
root tissue and confirmation of the presence of this gene in the genome caiaué.
While using the UHPLC-MS technique was possible to develop a protocol for
extraction of secondary metabolites in leaves of palm oil which is efficient,
simple and with good repeatability. It was possible to identify secondary
metabolites which must be performed structural elucidation in future studies.

Keywords: Genome. Palm oil. Caiaué. UHPLC-MS. Relative expression.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

A espécie americana Elaeis oleifera (caiaué) é importante fonte de
recursos genéticos nos programas de melhoramento da palma de 6leo no Brasil.
O Centro Nacional de Pesquisa de Agroenergia — CNPAE (Embrapa
Agroenergia) tem contribuido de forma crescente com a ampliagéo e divulgagédo
do conhecimento acerca desta espécie por meio de diversas pesquisas. Dentre 0s
resultados destas pesquisas, encontra-se 0 banco de dados gendmicos do caiaué
nos servidores do Laboratério de Bioinforméatica da Embrapa Agroenergia
(dados ndo publicados), viabilizando a prospeccdo de genes de interesse no
genoma da espécie. A validacdo de genes expressos, especificamente, em folhas
de caiaué é uma area pouco explorada atualmente, acarretando em baixas
quantidades de genes especificos de folhas descritos para esta espécie
(NATIONAL CENTER FOR BIOTECHNOLOGY INFORMATION- NCBI,
2013).

Além da bioinformética, a genémica funcional contemplaoutras areas,
tais como a transcriptdmica, proteémica e a metabolémica (OLIVER et al.,
1998). Estas ciénciaspossuem funcdes, para tentar compreender mudangas no
funcionamento do genoma, em diferentes estagios do desenvolvimento e sob
diferentes condi¢des ambientais. No entanto, ao contrario de outras abordagens
de gendmica funcional, a identificacdo e quantificacdo de metabolitos de plantas,
via metaboldmica, tém sido em grande parte negligenciadas (FIEHN, 2002).

Assim, especificamente, o estudo do metaboloma possui um enorme
potencial a ser explorado, haja vista que a espécie Elaeis guineensis (palma de
6leo) ndo possui seus metabolitos secundarios identificados em sua totalidade,

havendo poucos estudos realizados na area da espectrometria de massas com
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esta espécie. O Centro Nacional de Pesquisa de Agroenergia — CNPAE
(Embrapa Agroenergia) possui estudos de caracterizacdo de recursos genéticos
com ambas as culturas citadas (E. guineensis e E. oleifera), onde diversos
projetos nas areas de gendmica, genética molecular e metabolémica encontram-
se em andamento com 0s mais variados objetivos.

A metaboldmica é considerada uma area nova e de grande valia, para
gue haja o entendimento dos mais variados sistemas biol6gicos (ABDELNUR,
2011) e a elucidacdo do metaboloma é, particularmente, dificil em razéo da
natureza quimica de diversas moléculas pequenas. Para obtencdo do sucesso na
técnica, é necessario realizar um manuseio eficiente da amostra, assim como
possuir boas técnicas de separacdo e, ainda, existe grande possibilidade de
ocorrer perdas de compostos nessa etapa (HOFFMANN; STROOBANT, 2007).
As técnicas analiticas, baseadas em cromatografia liquida e espectrometria de
massas, vém sendo amplamente utilizadas em metabolémica, em virtude da
capacidade de separar e identificar os metabolitos polares e apolares presentes
mesmo em pequenas quantidades.

Assim, é possivel a caracterizacdo de recursos genéticos sem E.
guineensis e E. olefera com a unido de ferramentas de bioinformatica,
biotecnoldgicas (PCR (Polymerase Chain Reaction), RT-PCR (Reverse
Transcription-Polymerase Chain Reaction) e gPCR (Real Time Quantitative
PCR)). e a metabol6mica. Estes estudos possuem grande valia no auxilio ao
programa de melhoramento dessas espécies que possuem estudos na Embrapa

Agroenergia.



14

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O género Elaeis

O género Elaeis, pertence a classe Liliopsida (Monocotileddnea), ordem
Arecales (Palmales), familia Arecaceae (Palmaceae), subfamilia Arecoideae,
tribo Cocoseae (Cocoinaea), subtribo Elaeidinae (DRANSFIELD et al., 2005).
Esse género é composto por duas espécies: Elaeis guineensis (palma de 6leo),
Elaeis oleifera (caiaué¢) (CUNHA et al., 2009).

2.2 Aspectos morfoldgicos

A palma de O6leo e ocaiau € compartilham muitas caracteristicas
semelhantes (CONCEICAO; MULLER, 2000). Ambas sdo espécies
monocotileddnias, perenes e monoicas, produzem inflorescéncias masculinas e
femininas em uma mesma planta, em ciclos alternados, com sistema de
reproducdo alégamo. O caiaué apresenta uma baixa taxa de crescimento do
tronco, sendo caracterizado por seu porte baixo, quando comparado com a palma
de 6leo (SCHWENDIMAN; PALLARES; AMBLARD, 1982; TAN, 1976).

O sistema radicular dessas espécies é fasciculado, possuindo raizes
adventicias, com raizes primarias, geralmente, cerca de 6-10 mm de diametro,
proveniente da base do tronco e raizes secundarias que se espalham em diversos
angulos no solo (CORLEY; BARETT; JONES, 1976). As raizes sdo formadas
com base no bulbo radicular, que é um 6érgdo de, aproximadamente, 80 cm de
didmetro, localizado na base do estipe. A densidade de raizes diminui do estipe
para a periferia e a extensdo méxima da parte superficial baseado no estipe
depende da idade da planta (FERWERDA, 1975).
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Nas folhas do caiaué, os foliolos sdo dispostos em um mesmo plano
sobre a raque, conferindo aspecto crespo as folhas, enquanto na palma de 6leo
esta caracteristica ndo € observada (CORLEY; TINKER, 2003). No caiaué,
assim como na palma de 6leo, a folha é composta por um eixo central,
subdividido em parte basal, que se liga ao estipe, denominada peciolo, cujo
comprimento € bastante varidvel. Ha centenas de espinhos na parte distal,
denominada raquis, que suporta os foliolos. Repartidos dos dois lados do raquis
encontram-se de 250 a 350 foliolos, com variados angulos de insercdo (SURRE;
ZILLER, 1969). O comprimento das folhas é muito variavel, uma planta adulta
pode conter até 42 folhas funcionais e o0 comprimento varia de 4, 2a 7,4 m
(CORLEY; TINKER, 2003; CUNHA et al., 2009).

Em relacdo ao aspecto reprodutivo, as flores masculinas e femininas séo
produzidas em diferentes ciclos sexuais (CUNHA et al., 2009). E considerada
uma planta alégama com frequente autofecundacdo em condicdes naturais (cerca
de 5%) (RAMOQOS, 2006). As inflorescéncias dessas espécies sdo protegidas pela
espata, formadas na axila de cada folha. A inflorescéncia feminina é envolta por
duas espatas, protegendo a raque floral, que apresenta comprimento de 15 a 30
cm, suportando as raquilas que medem de 4 a 9 cm de comprimento, terminadas
em apice ndo-pontiagudo (CUNHA et al., 2009).

Os frutos sdo do tipo drupa ou baga, geralmente, apresentam trés
camadas: exocarpo, mesocarpo e endocarpo (MIRANDA et al., 2001). Possuem
uma caracteristica esférica, possuindo de 2 a 5 cm de comprimento e 3 a 30 g,
sendo o peso medio de 12, 2 g (GONGCALVES, 2001). A palma de 6leo possui
uma caracteristica marcante, a maioria das plantas comerciais sdo hibridos F1
entre selegdes de sementes do tipo dura e pisifera, dando origem ao hibrido
tenera, a diferenca entre elas se da pela espessura da améndoa (BILLOTTE et
al., 1999).
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As sementes possuem um endocarpo duro, uma consisténcia lenhosa. A
superficie do endocarpo é estriada, opaca e com coloracao escura. O endosperma
é constituido por tegumento fino, tecido de reserva (améndoa) e embrido,
apresenta consisténcia rigida, oleosa e colora¢do branca (SURRE; ZILLER,
1969).

2.3 Elaeis guineensis Jacq — palma de 6leo

A palma de 6leo tem origem no oeste africano, concentrando-se em
Guiné, Serra Leoa, Libéria, Costa do Marfim, Gana, Togo, Benim, Nigéria,
Camard@es, Gabdo, Republica Democréatica do Congo e Angola (RAJANAIDU,
1986). A planta, também, é conhecida como dendé, palma-de-guiné, dendém,

palmeira dendém e coqueiro-dedendezeiro (LORENZI et al., 1996).
2.4 Elaeis oleifera (H. B. K) Cortés — caiaué

As populagdes naturais de caiaué podem ser encontradas desde a
América Central até o norte da América do Sul (GHESQUIERE et al.,
1997;MEUNIER; BOUTIN, 1975). Esta regido é considerada o provavel centro
de origem do Elaeis oleifera, em razdo da ocorréncia de maior diversidade
morfoldgica (OOl et al., 1994) e a bacia amaz6nica seria considerada um centro
secundario de diversificacio do caiaué (GHESQUIERE et al., 1997; MEUNIER;
BOUTIN, 1975).

O caiaué tem se mostrado tolerante a pragas e doencas da palma de dleo
comercial do Brasil. No entanto, seu plantio comercial ndo é de interesse
econdmico em funcdo da baixa produtividade de Oleo quando comparadoa
quantidade produzida pela palma de o6leo (BARCELOS, 1986). Quanto as

exigéncias agroclimaticas, o cultivo da espécie é favorecido pela ocorréncia de
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temperaturas entre 24 e 28°C, nimero de horas de insolagdo ao ano proximo de
2. 000 e nunca inferior a 1. 500 horas, umidade relativa na faixa de 75 a 90%, e a
pluviosidade favordvel é de 2. 000 mm/ano, regularmente distribuida
(BARCELOS et al., 1995; BASTOS, 2001).

2.5 Uso de caiaué no melhoramento genético da palma de 6leo

Apesar do isolamento geografico entre as duas espécies, 0 cruzamento
da palma de éleo com o caiaué é viadvel, produzindo hibridos interespecificos
férteis com potencial comercial. Assim, o caiaué é utilizado como fonte de
variabilidade genética nos programas de melhoramento da palma de 6leo (RIOS
et al., 2012). No Brasil, extensas coletas de subamostras foram realizadas na
regido Amazodnica desde o inicio dos anos 80 (BASTOS, 2001).

O interesse em germoplasma de caiaué é em razdo de algumas
caracteristicas interessantes para a palma de 6leo, tais como: baixo porte o qual
viabiliza um ciclo da cultura mais longo, aumentando, assim, o tempo de
producdo da cultura. Possui uma melhor qualidade do 6leo e tolerdncia a
doengas e pragas, incluindo o amarelecimento fatal que é o principal problema
encontrado nos plantios comerciais da palma de 6leo na América (AMORIM et
al., 1997).

Enquanto o 6leo da palma de 6leo possui média de 700 ppm de teor de
caroteno, o Oleo do caiaué possui teor de cerca de 3. 000 ppm, o caroteno €
importante por ter atividade antioxidante em humanos, além de possuir uma alta
concentragdo de vitamina E (importante na prevencdo de doencas
cardiovasculares), esterdis, e de tocotriendis, os quais ajudam a reduzir o0s niveis
de colesterol (JALANI et al., 1997; LUBRANO; ROBIN, 1997). Todavia, o

caiaué, ainda, é pouco explorado, demandando intenso trabalho de selecdo, o
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que representa algumas décadas de processo seletivo, por se tratar de uma
espécie perene.

Apesar do cruzamento interespecifico, as cultivares hibridas tém
produtividade inferior & das cultivares tradicionais de palma 6leo (CUNHA et
al., 2012). No Brasil, iniciativas tém sido tomadas visando aproveitar melhor a

variabilidade genética do caiaué em beneficio da palma de 6leo.

2.6 Bioinformatica na prospecgédo de genes

Com o0 sequenciamento do genoma humano surgiu a “era poOs-
genomica”. Neste contexto, outras técnicas foram avangando como a
transcriptdmica, protedbmica e metabolémica, objetivando o isolamento e
caracterizacdo do RNA, proteinas e 0s metabolitos, respectivamente. As
ferramentas de bioinformatica foram desenvolvidas concomitantemente. O
termo “Omica” refere-se a analise global dos sistemas biol6gicos (PRIMROSE;
TWYMAN, 2003).

Em razdo do conjunto de dados produzidos, tornou-se fundamental a
organizagdo dessas informac6es em bancos de dados que permitam acesso on-
line. Esses bancos de dados sdo classificados como primarios e secundarios. Os
primarios sdo formados pela deposicdo direta de sequéncias de nucleotideos,
aminoacidos ou estruturas proteicas. Os bancos de dados de secundarios sdo
aqueles que derivam dos primarios, ap6s serem submetidos a um processo de
“cura”, ou seja, foram formados com as informacGes depositadas nos bancos de
dados priméarios (CLOTE; BACKOFEN, 2000).
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2.7 Data mining

A procura de sequéncias de nucleotideos e de proteinas nos bancos de
dados publicos é uma maneira eficiente para a obtencdo de informacgdes sobre
essas moléculas. Os bancos de dados mais utilizados em bioinformética estdo
citados na tabela 1 (PROSDOCIMI, 2002).



Tabela 1 Lista de bancos de dados publicos (paginas da Web) mais conhecidos em bioinformatica

Nome Endereco eletrénico Sigla Funcéo

National Center for http://www. nchi. nim. nih. gov/ NCBI Banco gendmico de dados

Biotechnology norte americano.

Information

European Bioinformatics  http://www. ebi. ac. uk/ EBI Banco de dados europeu de

Institute sequéncias de DNA.

DNA Data Bank of Japan  http://www. ddbj. nig. ac. jp DDBJ Banco de dados japonés de
sequéncias de DNA.

Protein Data Bank http://www. rcsb. org/pdb PDB Armazena estruturas
tridimensionais resolvidas de
proteinas.

Protein Information http://www-brf. georgetown. edu/ PIR Banco de proteinas anotadas.

Resource

Protein knowledgebase http://www. expasy. ch/spro/ SWISS-PROT Armazena sequéncias de
proteinas e suas respectivas
caracteristicas moleculares,
anotado manualmente por uma
equipe de especialistas.

Kyoto Encyclopedia of http://www. genome. ad. jp/kegg/ KEGG Banco com dados de

Genes and Genomes sequéncias de genomas de
varios organismos diferentes e
informacg0es relacionadas as
suas vias metabdlicas.

Protein sequence analysis  http://www. ebi. ac. uk/interpro/ INTERPRO Banco de dados de familias,

& classification

dominios e assinaturas de
proteinas.

Fonte: Adaptado de Prosdocimi (2002).

0¢
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As informagdes desejadas, ap6s serem identificadas, a proxima etapa
geralmente é a busca por similaridade. Os softwares, geralmente, usam
heuristicas computacionais no processo de busca, podendo-se citar como uns dos
mais conhecidos 0 BLAST (Basic Local Alignment Search Tools) (ALTSCHUL
etal., 1997) e 0o FASTA (LIPMAN; PEARSON, 1985).

2.8 Sequéncia FASTA

O formato FASTA é o tipo de sequéncia de nucleotideo e de
aminoacidos mais utilizado, este é baseado em texto que representa sequéncias
de nucleotideos ou sequéncias de aminodacidos, utilizando os cddigos de uma
letra. Tem inicio com uma descri¢do de uma unica linha e, apds uma quebra de
linha, existem linhas em sequéncia. A linha de descrigdo é distinguida com base
em dados de sequéncias de um simbolo de maior (">") (LIPMAN; PEARSON,
1985).

2.9 BLAST (Basic Local Alignment Search Tools)

A ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Search Tools) é utilizada
para comparacdo de sequéncias de nucleotideos e aminoacidos. A pesquisa
inicial é feita por sequéncias de entrada e é comparada com a consulta,
utilizando uma matriz de substituicdo. Acertos de palavras séo, entdo, estendidos
em qualquer direc¢do, na tentativa de gerar um alinhamento com uma pontuagéo
a ser avaliada, chamada de E-value. O valor de E-value corresponde a
possibilidade da sequéncia ser alinhada ao acaso ao fazer a busca (ALTSCHUL
etal., 1997).

Anélises de similaridade de sequéncias s&o os tipos mais fundamentais e

frequentemente realizadas sobre os dados no principal banco de dados de
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sequéncias. O NCBI (National Center for Biotechnology Information) oferece a
“familia” BLAST de programas (blast. ncbi. nlm. nih. gov) para detectar
similaridades entre uma sequéncia de consulta e as sequéncias do banco de
dados (ALTSCHUL et al., 1997; ZHANG et al., 1998). No NCBI sdo
encontrados os cinco tipos classicos de BLAST (nucleotide blast, protein blast,
blastx, thlastn e tblasx.) ou, também, por meio de um conjunto de programas
auténomos distribuidos por FTP (File Transfer Protocol ou Protocolo de
Transferéncia de Arquivos) (SAYERS et al., 2009).

2.10 Blastn (Nucleotide Blast)

Compara uma sequéncia de nucleotideos contra um banco de dados de
nucleotideos. O blastn é muito utilizado objetivando a procura de sequéncias de
nucleotideos que sdo muito conservados. O blastn encontra sequéncias similares
por meio da quebra das sequéncias maiores em sequéncias menores. O programa
identifica as correspondéncias exatas encontradas para as sequéncias. O
nucleotide blast pode ser definido como um programa que “estende” as
sequéncias que ele mesmo quebrou, para poder, assim, achar a similaridade com
uma sequéncia alvo, passo a passo e, assim, gerar um alinhamento final com
ambas as sequéncias completas.

Um dos parametros importantes que regem a sensibilidade de pesquisas
da ferramenta blastn é o comprimento das palavras iniciais, ou tamanho da
palavra, como é chamado. Por causa disso, é melhor em encontrar alinhamentos
de sequéncias nucleotidicas de outros organismos relacionados. O tamanho de
palavra é ajustavel e pode ser reduzido baseado no valor padrdo para um minimo

de 7 para aumentar a sensibilidade da pesquisa (NCBI, 2013).



23

2.11 tBlastn

Utiliza uma sequéncia de amino&cidos contra um banco de nucleotideos.
A pesquisa tblastn permite comparar uma sequéncia de proteina para as
traducgbes de seis quadros de um banco de dados de nucleotideos.

Pode ser uma maneira muito produtiva de encontrar regiGes homélogas
codificantes de proteinas em sequéncias de nucleotideos ndo anotadas como
etiquetas de sequéncias expressas (ESTS). Assim como registros de projetos
genoma (HTG - high-throughput genomic sequences), localizados nos bancos de
dados EST e HTGs, respectivamente (NCBI, 2013).

2.12 Blastp (Protein Blast)

O blastp utiliza como sequéncia de entrada uma sequéncia de
aminoacidos contra um banco de dados de proteinas. Esse tipo de BLAST ¢é
muito utilizado, quando se tem uma proteina e deseja-se saber se existem, em
outros organismos, proteinas similares. E utilizado tanto para a identificacio de
uma sequéncia de aminoacidos da consulta e para descobrir sequéncias
semelhantes em bases de dados de proteinas.

Como outros programas BLAST, blastp é projetado para encontrar
regides locais de semelhanca. Quando a semelhanca de sequéncia abrange toda a
sequéncia, o blastp, também, ird reportar um alinhamento global, que é o

resultado de preferéncia para fins de identificacdo de proteinas (NCBI, 2013).

2.13 Blastx

Compara uma sequéncia de nucleotideos contra um banco de dados de

proteinas. O blastx traduz a sequéncia de consulta em todos os seis quadros de
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leitura possiveis e fornece significancia estatistica combinada para acessos a
quadros diferentes, é, particularmente, Gtil quando o quadro de leitura da
sequéncia de consulta é desconhecido ou contém erros que podem levar a
mudancas de quadros ou outros erros de codificagdo.

Assim, o blastx é, muitas vezes, a primeira analise realizada com uma
sequéncia de nucleétidos recentemente determinada. Esta procura € muito mais
sensivel do que o blast de nucleotideos, uma vez que a comparacao é feita ao
nivel da proteina (NCBI, 2013).

2.14 tBlastx

Utiliza como sequéncia de entrada uma sequéncia de nucleotideos contra
um banco de nucleotideos. Compara os seis frames traducionais de uma
sequéncia de nucleotideos com os seis frames traducionais de outra sequéncia de
nucleotideos do banco de dados.

O tblastx diminui a possibilidade de ambiguidades que podem impedir
que determinados quadros de leitura aberta venham a ser detectados. Isto €
muito Util na identificacdo de potenciais proteinas codificadas pelos ESTs em
um Unico quadro de leitura, sendo muito Gtil para a identificacdo de novos genes
(NCBI, 2013).

2.15 Extragdo de &cidos nucleicos

A extracdo de DNA de plantas e de material vegetal é uma etapa
importante na analise da estrutura e organizacdo do genoma de plantas. O DNA
vegetal, muitas vezes, tem a necessidade de ser preparado, para que se possam

produzir amostras puras e com qualidade suficiente para estarem aptas a serem
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utilizadas nas mais variadas técnicas de biologia molecular, como, por exemplo,
a reacdo em cadeia da polimerase - PCR (BRASILEIRO; CARNEIRO, 1998).

Para o isolamento de DNA, é fundamental manter a integridade das
moléculas, quedevem permanecer inalteradas, durante o processo de extracao,
pois as informacdes contidas no DNA dependem da sequéncia intacta. A técnica
de extracdo de DNA gendmico de tecidos vegetais com o uso de brometo de
cetil-trimetil amdnio (CTAB) é a mais amplamente utilizada (DOYLE; DOYLE,
1990; FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

Ja, obtencdo de um RNA de boa qualidade e em quantidades adequadas,
faz-se necessaria para o estudo de genes diferencialmente expressos, incluindo
transcricdo reversa, PCR quantitativo em tempo real (QPCR) e construgdo de
bibliotecas de cDNA (CARDILLO; GIULIETTI; MARCONI, 2006).

Diferentes tecidos demonstram caracteristicas distintas, na etapa de
extracdo de RNA, pois sdo encontrados diferentes compostos em cada parte da
planta e cada um com uma caracteristica distinta (GEUNA; HARTINGS;
SCIENZA, 1998). Adaptacdes nas metodologias se fazem necessarias, para
obtencdo de RNA, para cada tipo de tecido utilizado, muitas dessas
modificagbes sdo encontradas na literatura (GEUNA; HARTINGS; SCIENZA,
1998; SALZMAN et al., 1999).

A utilizagdo de polivinilpirrolidona (PVP) (SALZMAN et al., 1999) e
kits comerciais como 0 TRIzol® Reagent (Invitrogen™) e o Concert™ Plant
RNA Reagent (Invitrogen™), sdo comumente utilizados na extracdo de RNAs
totais de tecidos vegetais (INVITROGEN, 2001). A presenca de polissacarideos,
polifendis e uma gama de metabolitos secundéarios tornam dificil a padronizagéo
de protocolo entre os diferentes tecidos para obtencdo de RNA (CAMPOS et al.,
2010). Outra etapa essencial, para a obtencdo de boas amostras de RNA, é a
eliminacéo total de DNA, ap0s a extracdo, pois apenas uma Unica copia de DNA
é capaz de gerar resultados ndo confidveis (BIRTIC; KRANNER, 2006).
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Apesar de existirem muitos protocolos para diferentes espécies e tecidos,
tais metodologias para isolamento de &cidos nucleicos sempre se baseiam na lise
e na desnaturacdo das células permitindo a liberacdo dos acidos nucleicos totais
(AUSUBEL et al., 1998).

2.16 PCR (Reac¢do em Cadeia da Polimerase)

A técnica de PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase ou Polymerase
Chain Reaction) é um método desenvolvido por Saiki et al. (1988).

A reacdo parte de um DNA molde e a técnica consiste em trés passos
(desnaturacéo, anelamento e extensdo): a fita dupla de DNA é desnaturada sob
alta temperatura; em seguida, cada oligonucleotideo anela com uma das fitas de
DNA; os oligonucleotideos anelados séo, entdo, estendidos pela acdo de uma
DNA polimerase (ERLICH; GEFLAND; SNINSKY, 1991). Nesse processo, 0
DNA é desnaturado a 95-97°C, os iniciadores sdo hibridizados a 30-60°C e,
posteriormente, a sintese de DNA ¢é realizada pela adicdo de
desoxirribonucleotideos trifosfatos (dNTPs) pela DNA-polimerase a 72°C. A
repeticdo dessas etapas, por cerca de 20 a 30 ciclos, permite a amplificacdo de
um segmento de DNA em bilhdes de vezes (PASSAGLIA; ZAHA, 2001).

A DNA polimerase é uma enzima termoestavel, que suporta altas
temperaturas e € utilizada como componente essencial na PCR (MULLIS, 1990).
Existem no mercado kits comerciais que contém todos 0s componentes
necessarios para a reacao, (solugdo tampéo, mistura dos desoxiribonucleotideos
dATP, dCTP, dGTP e dTTP) que devem ser adicionados a reagdo juntamente
com os iniciadores (primers) e o DNA molde (alvo) para que a reacdo se dé de
forma completa (VIEIRA, 2013).
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2.17 Desenho de primers especificos

Primers podem ser definidos como oligonuicleotideos que hibridizam
com uma cadeia de DNA molde complementar (template) e fornecem uma
extremidade 3'-hidroxila para a iniciacdo da sintese e amplificacdo de uma
sequéncia de DNA (BOREM; VIEIRA, 2005).

Algumas caracteristicas devem ser observadas no momento de desenho
dos iniciadores, como o conteldo de GC superior a 50%, comprimento do
produto amplificado (amplicon), temperatura de melting (Tm), temperatura de
pareamento dos primers (ta), primer dimer (autocomplementariedade),
estabilidade da regido 3’ e comprimento dos primers (LINHART; SHAMIR,
2002).

Esses pardmetros devem seguir algumas recomendagdes gerais como:
tamanho do amplicon que deve ser, preferencialmente, entre 80 pb e 150 pb,
contetido de GC ser entre 45 e 55 %, temperatura de desnaturacdo entre 95 e
97°C, temperatura de melting (Tm) na faixa dos 50°C, temperatura de
pareamento € selecionada de acordo com a Tm consensual sendo-lhe diminuida
2 a 4°C, exigéncia de se ter um par de nucleotideos do tipo GC na extremidade 3
'dos iniciadores, comprimento dos primers variando entre 18 e30 bases (ABD-
ELSALAM, 2003; CHEN; JANES, 2002; LI et al., 1997; PELT-VERKUIL;
BELKUM; HAYS, 2008; PROMEGA, 2013; SUGGS et al., 1981).

Existem programas disponiveis, para auxiliar o desenho de primers,
como a CODEHOP (COnsensus-DEgenerate Hybrid Oligonucleotide Primer)
PCR primer design (ROSE et al., 1998). Algumas paginas web gratuitas
possibilitam trabalhar on line, sem a necessidade de instalacdo de softwares no
computador como, por exemplo, os dominios primer 3 plus (http://www.
bioinformatics. nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus. cgi/) e Integrated dna

Technologies — IDT (http://www. idtdna. com/site). Estas ferramentas sdo
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extremamente Gteis na verificacdo dos parametros de qualidade necessarios no

desenho dos primers.

2.18 PCR quantitativo (qPCR)

A PCR em tempo real foi descrita pela primeira vez no inicio da década
de 1990 por Higuchi e seus colaboradores, que desenvolveram um sistema ao
gual uma camera de video foi acoplada, de modo a monitorar a PCR durante
todos os ciclos. Este mecanismo permitiu-lhes observar o aumento da
fluorescéncia, durante a reacdo, em virtude da ligagdo do brometo de etidio as
moléculas de DNA de dupla fita recém-sintetizadas (HIGUCHI et al., 1993).

O monitoramento da PCR, em tempo real, revolucionou o processo de
quantificagdo de fragmentos de DNA e RNA. A, entdo, denominada, PCR em
tempo real, permite a quantificacdo destes acidos nucleicos de maneira precisa e
com maior reprodutibilidade, uma vez que determina valores de quantificacdo
durante a fase exponencial da reacdo. O acumulo de produtos da PCR é
detectado e monitorado diretamente pela leitura do aumento da fluorescéncia do
fluéforo utilizado, enquanto na PCR tradicional os produtos precisam ser,
posteriormente, analisados por eletroforese.

O principal fundamento na utilizagdo deste método é o chamado limiar
do ciclo, ou threshold cycle (Ct). O Ct é definido como o ciclo da reacdo de PCR
no qual o sinal fluorescente do corante sinalizador atravessa uma linha arbitraria
denominada limiar. Para apresentar os dados na forma de Ct, deve-se certificar
que o limiar esta delimitado na fase exponencial de amplifica¢do, acima do ruido
de fundo e abaixo da fase de platd da reagdo de PCR. O valor numérico do Ct é
inversamente proporcional a quantidade inicial do transcrito de interesse na
reacdo, ou seja, quanto menor o valor de Ct, maior a quantidade inicial do
transcrito na amostra (SCHMITTGEN; LIVAK, 2008).



29

A PCR em tempo real possui componentes essenciais para seu
funcionamento, entre eles um termociclador com sistema 6tico para a excitacdo
da fluorescéncia e um computador com um software para aquisicdo de dados e
analise final da reacdo, (AMBION, 2013). Duas maneiras distintas sdo
aplicaveis, para que se possa realizar a analise de resultados obtidos em
experimentos utilizando a PCR em tempo real, a quantificacdo absoluta e
relativa. Quantificacdo absoluta representa a quantidade de cdpias do transcrito
de interesse, enquanto a quantificacdo relativa demonstra alteracdo na expressdo
do gene alvo relativa a algum grupo referéncia como um controle néo tratado ou
uma amostra tempo zero. Quantificacdo absoluta é utilizada quando se precisa
conhecer a quantidade de amplicons, por exemplo, na quantificacdo em célculos
de carga viral (SUGDEN; WINTER, 2008).

2.19 Sintese do DNA complementar (cDNA)

Um dos motivos para a ndo utilizacdo da molécula de RNA € por causa
desua instabilidade a altas temperaturas, existindo, assim, a necessidade da
sintese de um cDNA (DNA complementar, ou recombinante). Esse cDNA ¢
utilizado na reacdo de qPCR, o cDNA ¢ sintetizado numa reacéo catalisada pela
enzima transcriptase reversa e DNA polimerase. Essa técnica foi desenvolvida
na década de 1970 em trabalho realizado por Kacian e colaboradores
(KANCIAN et al., 1971).

As transcriptases reversas, geralmente, sdo provenientes de virus, que
usam amostras de RNA mensageiro ou RNA total como molde. Para que a
reacdo de sintese ocorra, sdo necessarios dNTPs (desoxirribonucleotideos
fosfatados), uma solucéo de MgCl, (cloreto de magnésio), enzima transcriptase
reversa e 0 RNA mensageiro total (SAMBROOK; RUSSEL, 2002).



30
2.20 Fluoréforos

Os fluoréforos sdo moléculas que possuem a capacidade de absorcéo e
emissdo de luz em um determinado comprimento de onda. Os sistemas de
deteccdo da PCR em Tempo Real utilizam estas moléculas que proporcionam o
acompanhamento da reacdo ao longo dos ciclos realizados (MARRAS, 2008).
Dois tipos distintos de fluoréforos sdo os mais utilizados na técnica de PCR em
tempo real, 0 SYBR® Green e a TagMan® (Applied Biosystems).

O SYBR® Green, liga-se de maneira inespecifica a0 DNA, a deteccéo é
realizada no momento em que o DNA dupla fita é gerado, em razdo do aumento
da quantidade do fluordforo entre as cadeias de DNA geradas (MACKAY et al.,
2007). Um sinal de flourescéncia fraco é produzido, quando ndo ocorre a ligagdo
das moléculas SYBR® Green ao DNA, nédo sendo analisado pelo computador.
Assim, a reagdo é monitorada continuamente e um aumento da fluorescéncia é
observado em tempo real. No ciclo seguinte, na etapa de desnaturacdo do DNA,
as moléculas do SYBR® Green sdo liberadas e h& queda no sinal da
fluorescéncia, ocorrendo o monitoramento da quantidade crescente de DNA
amplificado em cada ciclo realizado. A utilizacdo deste fluoréforo possui
vantagens de boa sensibilidade e facil manuseio, além de ter baixo custo.

Possui a desvantagem de que a ligagdo do fluoréforo pode ocorrer em
todo DNA fita dupla que surge durante a reacdo, tais como os dimeros dos
iniciadores e sequéncias indesejadas fazendo com que a concentracdo final do
fragmento seja superestimada (VITZTHUM et al., 1999).

A outra fluorescéncia muito utilizada é chamada de Tag® DNA
Polimerase (Applied Biosystems) e tem a caracteristica de possuir um marcador
fluorescente comumente chamado de repdrter e um capturador de fluorescéncia
denominado “quencher”. Enquanto estas duas moléculas estiverem ligadas a

sequéncia linear de nucleotideos, a fluorescéncia do repérter seré capturada pelo
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quencher e ndo havera liberagdo de fluorescéncia pela sonda e deteccdo de sinal
pelo aparelho (SPANAKOS et al., 2002). Quando a enzima Taq DNA
polimerase encontra a sonda, ela a remove pela degradacdo de sua extremidade
5", liberando o “repOrter” para a solu¢do. Apds a separagdo do “repOrter” e do
“quencher”, o sinal fluorescente serd, entdo, detectado pelo aparelho (MARRAS,
2008).

Possui a vantagem de detectar amplificacGes mais especificas, quando
comparada ao SYBR® Green, porém possui a desvantagem de ter elevado custo,

guando comparado a0 mesmo.

2.21 Historico espectrometria de massas

Os primérdios da espectrometria de massas remetem a J. J Thomson,
que realizou experimentos em 1913, com transmissdo de eletricidade por meio
de gases e do desvio de raios catddicos por campos eletromagnéticos (DAHL,
1997).

No entanto, em 1918, Arthur Jeffrey Dempster desenvolveu o primeiro
espectrometro de massas capaz de aferir as massas de atomos carregados e, em
1919, Francis W. Aston melhorou a técnica, com uma maior sensibilidade, o que
Ihe permitiu descobrir 212 is6topos naturais, recebendo o Prémio Nobel de
Quimica no ano de 1922 pela pesquisa (BUDZIKIEWICZ; GRIGSBY, 2006;
DAHL, 1997). Até hoje, esses estudos servem como base para as inovacdes
tecnoldgicas dos espectrdmetros de massas modernos.

A espectrometria de massas apresenta uma evolucdo constante e tem
sido bastante utilizada, principalmente, nos campos da metabolémica e
protedmica sendo frequente o desenvolvimento de seus equipamentos, cada vez
mais robustos, sensiveis e com maior resolucdo (HOFFMANN; STROOBANT,
2007).



32

A espectrometria de massas (MS) €, atualmente, a melhor técnica de
deteccdo para se acoplar a cromatografia, pois 0 espectrdmetro de massas é
sensivel a pequenas quantidades de analito, fornece informacdes qualitativas e
guantitativas sobre os compostos eluidos e pode distinguir substancias diferentes
com o mesmo tempo de retencdo (HOFFMANN; STROOBANT, 2007).

2.22 Espectrometria de massas (MS - Mass Spectrometry): definicdes

A espectrometria de massas (MS) tem como principio a conversao dos
compostos quimicos presentes em uma amostra em ions gasosos que sofrem
separagao com base na razao entre a massa (m) e a carga elétrica (z) (ALBERICI
etal., 2010).

E uma técnica que identifica a composicdo quimica de diferentes
compostos, isolados ou ndo, pelo estudo das massas de atomos, moléculas ou
fragmentos de moléculas, desde que estes estejam eletricamente carregados. Um
espectrdmetro de massas determina a massa de uma molécula ou &tomo medindo
a razdo massa/carga (m/z) dos ions gerados. A formacdo dos ions se da por
meioda perda ou do ganho de carga por uma espécie eletricamente neutra. Esses
fons sdo direcionados para dentro do analisador de massas, separados de acordo
com suas razes massa carga e detectados. A soma desses processos resulta no
espectro de massas, que mostra a intensidade relativa em fun¢éo da razdo m/z
para cada ion (HARRIS, 2008).

O estudo da matéria por meio da formagao de ions, em fase gasosa e sua
caracterizacdo pela massa, carga, estrutura ou propriedades fisico-quimicas,

emprega espectrdmetros de massas (MURRAY et al., 2013).
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2.23 Componentes do espectrometro de massas

Um espectrdmetro de massas €, basicamente, descrito por um sistema
gue possui um local para insercdo de amostra, e possui componentes principais
chamados de fonte de ionizacdo, analisador de massas, detector e um sistema
para processar os dados, (figura 1) (KINTER; SHERMAN, 2000; SKOOG;
HOLLER; NIEMAN, 2002).

Componentes do espectrometro de massas

| Acewteionzante |

e e -]
=

Figural Illustracdo de um de um espectrdmento de massas e Seu
funcionamento

Fonte: Adaptado de Skoog, Holler e Nieman (2002).

Com a acdo de um agente ionizante, as amostras sdo convertidas em ions
na fonte, esses (ions positivos ou negativos) sao, entdo, acelerados por meio de
um campo elétrico em direcdo ao analisador de massas.

A funcédo do ultimo componente principal é receber os ions que foram

separados pelo analisador, transformando a corrente de ions em sinais elétricos
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que sdo processados, armazenados na memoria de um computador e mostrados
em uma tela (MORAES; LAGO, 2003).

2.24 Fontes de ionizacao

A fonte de ionizacdo pode ser definida como um componente do
espectrdbmetro de massas capaz de gerar os ions considerando os analitos, e
realiza sua transferéncia para a fase gasosa. Em um ambiente a vacuo, os ions
sdo levados para o interior do espectrdmetro e conduzidos até o detector, a
guantidade de energia necessaria para que este processo ocorra é chamada de
potencial de ionizacdo (WATSON; SPARKMAN, 2007).

2.25 lonizagdo por eletrospray (ESI — Electrospray lonization)

Os primeiros relatos sobre a nebulizac&o por eletrospray datam de 1917,
descrito por Zaleny (NIESSEN, 1998). No entanto, apenas na década de 80 foi
demonstrada a aplicabilidade da fonte de eletrospray (Electrospray lonization —
ESI) como um método de ionizacdo branda.

A técnica pode ser definida como um processo no qual espécies
ionizadas na fase gasosa sdo produzidas baseadas em uma solucdo pela
formacdo e dessolvatacdo de minusculas gotas altamente carregadas, que sao
resultantes da aplicacdo de uma diferenca de potencial da ordem de kV entre um
capilar e um contraeletrodo, sob pressdo atmosférica (YAMASHITA; FENN,
1984). Entdo, uma fonte de alta tensdo 1000 a 7000 V) é aplicada a solucao
contendo eletrolitos. A vazdo é geralmente inferior a 10 pL min™. A voltagem
aplicada a solucdo pode ser positiva ou negativa, dependendo das caracteristicas
da amostra (MORAES; LAGO, 2003).
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Em geral, a ionizagdo por ESI é um processo que possui trés fases:
nebulizacdo da solucdo de amostra em goticulas produzidas pela aplicagdo direta
de voltagem no capilar, liberacdo dos ions por goticulas e transporte dos ions da
regido de pressdo atmosférica da fonte de ionizacdo para a regido de alto vacuo
do analisador de massas (COLE, 1997).

Embora os mecanismos que estdo envolvidos nos processos de ionizacao
por ESI ndo tenham sido completamente elucidados, existem dois principais
mecanismospropostos. Um mecanismo de ionizacdo é baseado no modelo do
residuo carregado (charged-residue model - CRM). Um modelo tedrico para a
producdo de macromoléculas altamente carregadas na ionizag&o por eletrospray,
onde 0 excesso de carga gerado nas goticulas é transferido para estas moléculas
e retido por elas mesmas ap0s a evaporacdo do solvente.

O outro mecanismo é baseado no modelo de evaporacdo de ions (ion
evaporation model - IEM), no qual os ions sdo diretamente ejetados da
superficie da goticula. Acredita-se que este mecanismo seja predominante para
moléculas de baixa massa molar.

Nestes dois mecanismos, a ionizacdo tem inicio pela formacdo do
aerosol, produzido por um processo que envolve a formacgéo do cone de Taylor,
com base na ponta do capilar (MURRAY et al., 2013; YAMASHITA; FENN,
1984).

A ionizacdo por ESI possui uma alta sensibilidade, permitindo que os
mais variados tipos de compostos possam ser analisados, desde que sejam ndo-
volateis, podendo ser de média ou alta polaridade e seu peso molecular inferior a
200. 000 Da. Atualmente, é uma das técnicas de ionizacdo mais utilizadas em
razdo da ampla faixa de compostos detectados.

Sua utilizacdo, geralmente, busca identificar substancias usadas no
combate e prevencdo de pragas agricolas, presentes na &gua e alimentos,

identificacdo de produtos de degradagdo de relevancia ambiental, mapeamento
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protedmico, screening de drogas e adulteracdo em bebidas (MENDHAM et al.,
2002), dentre outras diversas aplicacoes.

2.26 Analisadores de massas (Mass Analyzers)

O processo gue ocorre, apos a etapa de formacao dos ions, é a separa¢do
dos mesmos e esta etapa é realizada pelo analisador de massas, que separa esses
fons de acordo com a razdo m/z (VESSECCHI et al., 2011). Dois dos principais

tipos de analisadores estdo descritos a seguir.

2.27 Quadrupolo (Q — Quadrupole)

Em funcdo de seu baixo custo, o espectrdbmetro de massas com
quadrupolo é um dos mais utilizados. E formado por quatro hastes metélicas
paralelas as quais recebem um potencial elétrico constante e um potencial
oscilante de radiofrequéncia (MENDHAM et al., 2002).

O quadrupolo é constituido por quatro barras cilindricas paralelas duas a
duas. Cada par de barras € conectado eletricamente estabelecendo, assim, um
campo quadrupolar bidimensional no plano x-y. Os ions viajam na direcdo z.
Enquanto viajam nesta direcéo, eles, também, oscilam no plano x-y, em virtude
do potencial aplicado as barras. Portanto, em condi¢des elétricas adequadas, os
fons com uma Unica razdo m/z ou que estdo dentro de uma faixa de m/z
selecionada, terdo uma trajetoria estavel durante todo o caminho do quadrupolo
(KINTER; SHERMAN, 2000; SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002).

Campos elétricos oscilantes, formados por quatro barras metalicas, sdo
utilizados para estabilizar ou desestabilizar seletivamente os ions, durante sua
passagem pelo centro do quadrupolo, de acordo com seus valores de m/z. O

quadrupolo funciona como um filtro. Isso permite que os ions de diferentes
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valores de m/z cheguem com tempos diferentes ao detector e, desta forma,
possam ser diferenciados (SCHALLEY, 2000).

Existem variagdes com mais de um quadrupolo, chamadas de
espectrdbmetro de massas sequencial, composto por dois quadrupolos de
transmissdo montados em série, entre os quais ha um quadrupolo Rf-exclusivo
que funciona como célula de colisdo (VESSECCHI et al., 2011). Nesta
configuracdo, € possivel realizar experimentos de MS/MS, o0s quais sdo

utilizados para elucidacéo estrutural de compostos quimicos.

2.28 Tempo de Voo (TOF — Time of Flight)

Os ions sdo separados em funcdo do tempo de voo que cada um (com
determinada razdo m/z) leva para percorrer sob vacuo e a distancia entre a
amostra e o detector. Em geral, esse percurso é constituido por uma ou duas
regides de aceleracdo curta e outra regido, longa, livre de campo elétrico. Este
tipo de analisador considera o fato de que ions de massas diferentes, ao serem
ionizados simultaneamente e, entdo, submetidos a0 mesmo campo elétrico
acelerador, levam tempos diferentes para chegar ao detector (COLLADO et al.,
2004).

O instrumento separa ions por m/z, em uma regiao livre de campo, apds
aceleracdo por uma voltagem de aceleracdo fixa. fons com a mesma energia
translacional inicial e diferente m/z levam tempos diferentes para atravessar uma
dada distdncia em uma regido livre de campo (VESSECCHI et al., 2011).
Silverstein, Webster e Kiemle (2005) descrevem o detector tipo TOF de maneira
que os ions sdo acelerados por um potencial (V) e passam por um tubo até um
detector. Se todos os ions que entram no tubo tiverem a mesma energia, entao,
jons de massas diferentes terdo velocidades diferentes. No entanto, esse

equipamento necessita produzir os ions em uma determinada localizagdo e
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momento conhecido, limitando os espectrdmetros de massas por tempo de voo
as técnicas de ionizacdo pulsada (HARRIS, 2008; MENDHAM et al., 2002).
Os analisadores tipo TOF tém sido amplamente utilizados, pois sdo

espectrémetros de massas de alta resolucéo gque apresentam menor custo.

2.29 Detectores

Os detectores consistem na parte final dos espectrémetros de massas,
possuem a fungdo de detectar e amplificar o sinal da corrente de ions que sdo
oriundos do analisador e transferir o sinal para o sistema de processamento de
dados. Os detectores medem as correntes dos feixes de ions anteriormente
separados pelo analisador (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002). Existem
varios tipos de detectores atualmente e a escolha depende da concepcdo do
instrumento e das aplicacBes analiticas que serdo executadas (HOFFMANN;
STROOBANT, 2007). Amultiplicadorade elétronsé um dos detectores mais
simples, completos e que apresenta grande sensibilidade, utilizado até hoje, uma

breve descrigdo deste detector é feita a seguir.

2.30 Multiplicadora de elétrons (EM — Electron Multiplier)

Um dos tipos de detectores mais utilizados atualmente em
espectrometria de massas € a multiplicadora de elétrons (Electron Multiplier -
EM). Neste detector, os ions sdo acelerados em altas velocidades, a fim de
aumentar a eficiéncia de deteccdo. Isto é alcancado, segurando um eletrodo
chamado de dinodo que realiza um alto potencial de conversdo que varia de £ 3
a £ 30 kV. Um ion positivo ou negativo, ao chocar-se com dinodo de converséo
provoca a emissdo de varias particulas secundarias. Estas particulas secundarias

podem incluir ions positivos, ions negativos, elétrons e cargas neutras. Estas
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particulas secundarias sdo convertidas em elétrons no primeiro dinodo e, entéo,
sdo amplificadas por efeito de cascata na multiplicadora de elétrons produzindo,
assim, uma corrente.

Existem dois tipos de multiplicadoras de elétrons, do tipo discreto
(Discrete-Dynode), constituido por 16 a 20 dinodos, geralmente, constituidos de
cobre e berilio e do tipo continuo (Continuous-Dynode), no qual a superficie
atua como um eletrodo continuo. Em ambos os detectores, 0s ions, provenientes
do analisador, chocam-se com a superficie interna do dinodo e sdo refletidos, em

um processo que se repete varias vezes (FINNIGAN, 1994).

2.31 Espectrometria de massas sequencial — MS/MS (Tandem Mass
Spectrometry — MS/MS)

Espectrometria de massas sequencial, ou MS/MS, é um método, que, em
geral, envolve pelo menos duas fases de analise da massa, ou em conjunto, com
um processo de dissociagdo ou de uma reacdo quimica que provoca uma
alteracdo na massa ou na carga de um ion (HOFFMANN; STROOBANT, 2007).

Na espectrometria de massas em tandem, geralmente, o primeiro
analisador € usado para isolar um fion precursor, que, entdo, passa,
espontaneamente ou por alguma ativacdo de fragmentacdo, para produzir ions
produtos e fragmentos neutros, por um segundo analisador, o qual detecta o0s
produtos dos ions (MARSHALL; HENDRICKSON; SHI, 2002).

Basicamente, um espectrometro de massas em tandem pode ser
produzido de duas maneiras: 1) pelo acoplamento de dois instrumentos
fisicamente distintos, ou 2) executando uma sequéncia apropriada de
acontecimentos num Unico dispositivo de armazenamento de ions. Assim,

existem duas categorias principais de instrumentos que permitem experimentos
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de espectrometria de massas em tandem: espectrdmetros de massa em tandem no
espago ou no tempo.

Instrumentos comuns tém dois analisadores de massas, permitindo a
realizacdo de experimentos MS/MS. Um instrumento usado frequentemente
neste tipo usa quadrupolos como analisadores. A configuracdo QqQ indica um
instrumento com trés quadrupolos em que o segundo, indicado por uma letra
minuscula g, é a regido de reacdo e da fragmentacdo do ion. Instrumentos TOF
com um reflecton, ou uma combina¢do de um quadrupolo e TOF em um
instrumento QTOF, também, sdo utilizados.

Para obter maior ordem de fragmentacdo sdo realizados experimentos
MS", os quais requerem analisadores tipo armadilhas de fons (lon Trap). Estes
equipamentos sdo 0s Unicos capazes de realizarem fragmentacdo sucessiva dos
fons produtos, ndo havendo um limite no nimero de fragmentacdo, sendo de
grande importancia na elucidacao estrutural de compostos quimicos.

Analisadores em sucessdo podem ser dispostos em qualquer ndmero,
porém 0 maximo que pode ser utilizado na pratica sdo trés a cinco analisadores,
no caso dos instrumentos de feixe. Podem ser utilizados analisadores do tipo
quadrupolo, TOF, lon Trap, Orbitrap e FTICR (Fourier Transform lon

Cyclotron Resonance).

2.32 Métodos cromatograficos acoplados a espectrometria de massas

Entre os métodos de analise, a cromatografia ocupa um lugar de
destaque em virtude da facilidade com que efetua a separagdo, identificacéo e
quantificagdo das espécies quimicas, por si mesmas, ou em conjunto com outras
técnicas instrumentais de analise como a espectrofotometria ou a espectrometria

de massas.
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A fim de analisar misturas complexas, métodos cromatograficos podem
ser acoplados em um espectrdmetro de massas, tais como cromatografia gasosa
(Gas Chromatography- GC), cromatografia liquida (Liquid Chromatography -
LC) ou eletroforese capilar (Capillary Electrophoresis - CE). Os produtos
separados sdo introduzidos no espectrdmetro, tanto no estado gasoso por GC-
MS, quanto em solu¢do por LC-MS e CE-MS. Isto pode ocorrer de dois modos:
0 composto por eluicdo € coletado e analisados off-line, ou o cromatégrafo é
ligado diretamente ao espectrdmetro de massas e 0s espectros sdo adquiridos
enguanto os compostos da mistura sao eluidos (KOSTIAINEN et al., 2003).

O detector ideal para ser acoplado aos métodos de separagdo dos
compostos quimicos deve possuir algumas caracteristicas como: nenhuma
alteracdo da resolucdo cromatogréfica, ter a maior sensibilidade possivel, ser
universal, fornecer o maximo de informacdo estrutural, ser seletivo, emitir um
sinal proporcional a concentracdo da amostra, boa relagdo custo/desempenho e
ndo ser prejudicial para o produto (HOFFMANN; STROOBANT, 2007). O
espectrdmetro de massas possui estas caracteristicas e é, portanto, utilizado
acoplado aos métodos cromatograficos com grande éxito em diferentes

aplicacOes.

2.33 Cromatografia Liquida de Ultra Alta Eficiéncia (Ultra High
Performance Liquid Chromatography - UHPLC)

A Cromatografia liquida de ultra eficiéncia (Ultra Performance Liquid
Chromatography - UHPLC) é definida como uma técnica em que uma mistura
de compostos é separada em componentes individuais, por meio de um liquido
(fase mdvel) em alta pressdo que passa por uma fase estacionaria (VESSECCHI
et al., 2011). E, também, chamada de cromatografia de alta velocidade, alta

pressdo, alto desempenho, alta resolucdo e alta eficiéncia, porém, a
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nomenclatura mais aceita € CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia)
em portugués e em inglés HPLC (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).

Geralmente os instrumentos sdo automatizados possuindo a capacidade
de realizar separacfes e analises quantitativas de uma grande variedade de
amostras em pouco tempo e com alta precisdo (ARDREY, 2003).

O HPLC possui certas vantagens quando comparada a cromatografia
gasosa, principalmente, no caso de separa¢bes de compostos polares e
termolabeis, 0s quais, muitas vezes, sdo obtidos mais facilmente na
cromatografia liquida que por cromatografia gasosa, pois existem duas fases
cromatograficas na LC, para a interagdo seletiva com moléculas da amostra,
contra apenas uma na GC. Outra vantagem é a maior variedade de colunas
disponiveis (fases estacionarias) para HPLC e a possibilidade de utilizagdo de
temperaturas de separagdo mais (SNYDER; KIRKLAND, 1979).

Dois instrumentos sdo os mais utilizados, o HPLC (High Performance
Liquid Chromatography) e o UPLC (Ultra Performance Liquid
Chromatography) sendo o UPLC uma variante do HPLC. O UPLC pode
trabalhar com particulas de colunas menores e pressdes mais elevadas quando
comparado com o HPLC, fazendo com que a sensibilidade seja maior se
acoplado a um espectrdmetro de massas (SWARTZ, 2005), além de promover

analises mais rapidas e com melhor resolucdo na separacdo cromatogréafica.

2.34 Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (Liquid

Chromatography/Mass Spectrometry — LC-MS)

A cromatografia liquida (LC) normalmente é usada para a separagdo de
compostos polares e termolébeis e, portanto, ndo sdo adequados para a separacdo
por cromatografia gasosa (ARDREY, 2003; NIESSEN, 1998).
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Em LC-MS, é necessario o acoplamento de dois instrumentos (LC e
MS). A fase liquida, proveniente do LC, é inserida no MS, utilizando,
normalmente, as fontes de ionizacdo por ESI, ionizacdo quimica a pressao
atmosférica (APCI - atmospheric pressure chemical ionization) e fotoionizacao
a pressao atmosférica (APPI - atmospheric pressure photo ionization), as quais
podem tolerar as taxas de fluxo de cerca de 1 mL. min™ (HUANG et al., 1990).

A definicdo mais recente da técnica diz que LC-MS permite que uma
mistura de compostos pode ser separada em componentes individuais e menos
complexos, sendo o efluente da separagdo ionizado na fonte de ions do
espectrébmetro de massas (VESSECCHI et al., 2011).

2.35 AplicacOes da espectrometria de massas na determinacéo estrutural de

biomoléculas

A determinacdo do peso molecular é uma das primeiras medigdes
utilizadas para caracterizar biopolimeros. Até o final da década de 1970, as
Unicas técnicas que forneciam essas informagdes foram eletroforéticas, métodos
cromatograficos ou ultracentrifugacdo. Os resultados ndo eram muito precisos
(10-100% de erro relativo, em média), em razdo da dependéncia de algumas
caracteristicas como a conformacdo, o raio de Stokes e a hidrofobicidade de
cada molécula analisada (HOFFMANN; STROOBANT, 2007).

O desenvolvimento dos métodos de ionizagdo de dessor¢do, com base na
emissdo de ions pré-existentes, considerando um liquido ou uma superficie
solida, tal como a dessor¢do de plasma (Plasma Desorption - PD)
(HARKANSSON et al., 1982), de bombardeamento atémico rapido (Fast Atom
Bombardment - FAB) (BARBER et al., 1981) ou dessor¢do por laser (Laser
Desorption — LD) (COTTER, 1984), permitiu um primeiro avanco para a

utilizacdo da espectrometria de massas no campo da andlise de biomoléculas.
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Desde entdo, o problema deixou de ser a producdo de ions, mas, sim, de analisar
tais massas isoladamente carregadas de ions, as quais sdo tecnicamente dificeis
de serem detectadas com boa sensibilidade assim como de serem analisadas com
uma boa resolucdo (HOFFMANN; STROOBANT, 2007).

No inicio da década de 1990, dois novos métodos de ionizacdo, ESI
(FENN et al., 1989) e MALDI, acoplados a um analisador TOF (KARAS;
HILLENKAMP, 1988) foram desenvolvidos e continuaram a revolucionar o
papel da espectrometria de massas na pesquisa bioldgica. Estes dois métodos de
ionizacdo sdo capazes de ionizar e transferir, para dentro do espectrometro de
massas, moléculas polares e macromoléculas, 0 que ndo era possivel até entdo
pelas técnicas de ionizagdo utilizadas, como a ionizagdo por elétrons (electron
ionization — EI) e ionizacdo quimica (chemical ionization — CI). Com o
desenvolvimento destes métodos, foi possivel a analise com alta precisdo de
biomoléculas de peso molecular muito elevado.

A andlise por espectrometria de massas de diferentes classes de
biomoléculas abrange os mais diversos compostos como peptideos, proteinas,
acidos nucleicos, oligossacarideos e lipidios, produtos do metabolismo
secundario, entre outras aplica¢cdes (PENG; GYGI, 2001). Com isso, atualmente,
a espectrometria de massas tornou-se uma das técnicas analiticas mais utilizadas
nas ciéncias da vida (BURLINGAME, 2005).

2.36 Metabolbmica

Os primérdios dos estudos relacionados a metabélitos foram iniciados
h& mais de 30 anos (HORNING; HORNING, 1971), no entanto, o termo
metabolémica foi introduzido em 2002 por FIEHN. A expressdo metabolémica é
utilizada em paralelo a outros termos j& existentes tais como: genbmica,

transcriptdmica e protedbmica, termo o qual é utilizado para definir uma técnica
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que permite identificar e quantificar os mais variados tipos de metabdlitos
existentes em diversos organismos (FIEHN, 2002).

O metaboloma é uma das pecas do sistema biolégico o qual abrange
todos 0s compostos produzidos em um sistema vivo. A composicdo desse
sistema inclui o genoma, transcriptoma, proteoma e metaboloma. O estudo do
metaboloma pode ser definido como o conjunto e a busca pelo entendimento
completo de pequenas moléculas que estdo envolvidas em reacdes metabdlicas
gerais e que sdo biossintetizados por uma célula, tecido ou organismo
(BEECHER, 2003).

Dentro do campo da metabolémica existem dois tipos de analises
tradicionais de estudos, a “Targeted” e “Untargeted”, ou “Non Targeted”.
Quando se refere ao tipo Targeted, a analise é conduzida para moléculas alvos
em que ja se possui um conhecimento prévio, ao passo que na Untargeted €
realizado um perfil (“profiling”) de todos os metabolitos presentes no sistema.
Existindo, ainda, uma classificacdo quantitativa e qualitativa na targeted e
untargeted, respectivamente (LIN et al., 2011).

2.37 Espectrometria de massas na metabolomica

As determinagdes do genoma e do transcriptoma ndo dependem da
espectrometria de massas, pois outras técnicas permitem que as sequéncias de
genes sejam alcancadas de uma forma mais eficiente. JA na protedmica, a
espectrometria de massas possui um papel fundamental, pois nenhuma outra
técnica, até o momento, é mais eficiente, para determinar a sequéncia de uma
proteina tdo rapidamente, utilizando-se quantidades muito baixas de amostra
(HOFFMANN; STROOBANT, 2007).

Mas o conhecimento do genoma, transcriptoma e proteoma nao revela o

fendtipo de um sistema vivo, pois € dificil ou até mesmo impossivel estabelecer
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uma ligagdo direta entre a proteina e sua atividade enzimaética realizada, e,
assim, os metabdlitos produzidos por ela. Muitas vezes, apesar de se possuir as
sequéncias de determinadas proteinas, suas atividades conhecidas sdo apenas
parciais. Para compreender a célula, é essencial saber a expressao ocasionada e
0s metabdlitos produzidos pelas proteinas (HOFFMANN; STROOBANT,
2007).

No entanto, a elucidacdo do metaboloma é, particularmente, dificil em
decorréncia da natureza quimica de diversas moléculas pequenas. Para se obter
sucesso na técnica, € necessario ter um manuseio eficiente da amostra e boas
técnicas analiticas existe grande possibilidade de ocorrerem perdas de
compostos nessa etapa. A espectrometria de massas e ressonancia magnética
nuclear (Nuclear Magnetic Resonance - NMR) sdo as técnicas mais amplamente
utilizadas para a analise do metaboloma. A NMR pode medir, simultaneamente,
todos os tipos de moléculas pequenas do metaboloma, além disso, a amostra
pode ser recuperada para outras analises. No entanto, a NMR, também, possui
limitagdes significativas de sensibilidade, por isso, apenas é aplicada a
compostos de altas concentracbes e ndo pode ser usada para analisar os
compostos que estdo em concentracBes mais baixas e que geralmente, sdo 0s
mais interessantes (HOFFMANN; STROOBANT, 2007).

Em comparacdo com a NMR, a espectrometria de massas € mais
sensivel e, portanto, pode ser usada para compostos em baixa concentragéo.
Embora seja facilmente possivel medir picomoles de compostos, os limites de
detecgdo nos niveis atomole podem ser alcangados. A MS, também, permite
identificar compostos, por meio da elucidagdo da sua estrutura quimica, por
MS/MS e determinar suas massas exatas. A MS é uma técnica importante para a
anélise do metaboloma tendo como suporte outra ferramenta chave: os softwares
especificos para processar e analisar os dados complexos obtidos
(HOFFMANN; STROOBANT, 2007).
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Esta técnica pode ser usada de maneira independente, neste caso, a
amostra pode ser inserida por infusdo direta no espectrémetro de massas (DIMS
— Direct Infusion Mass Spectrometry) ou com separacdo prévia. A
espectrometria de massas permite analisar cerca de 10. 000 compostos em uma
amostra (HUGHEY; RODGERS; MARSHALL, 2002). Geralmente é utilizada
para identificar e quantificar compostos do metaboloma, apds uma separacdo
prévia, por meio de cromatografia sendo muitas vezes utilizado GC-MS ou LC-
MS.

GC-MS tem sido amplamente usado, pois é um método poderoso que
apresenta resolucdo cromatografica muito elevada. No entanto, alguns
compostos polares e com elevada massa molecular ndo podem ser analisados por
esta técnica, visto que este método de separagdo € limitado a moléculas que
sejam volateis ou que possam se tornar volateis por derivatizagdo e termolabeis.
Em consequéncia das limitacdes da técnica GC-MS, a LC-MS tornou-se uma
técnica mais popular para analise metabolémica. Uma gama muito mais ampla
de analitos pode ser analisada por LC-MS. Os métodos de ionizacdo mais
utilizados neste campo sdo ionizagcdes por pressao atmosférica, principalmente,
ESI e APCI (HOFFMANN; STROOBANT, 2007).

2.38 Metabdlitos secundarios

O Metabolismo pode ser definido como um conjunto de reacfes que
estdo ocorrendo continuamente dentro da célula de um organismo. Em primeiro
lugar, ocorre o aproveitamento de nutrientes para satisfazer as exigéncias
fundamentais da célula. Os compostos quimicos formados, degradados ou
transformados sdo denominados de metabdlitos. Sdo divididos em duas classes,
primarios que sdo aqueles considerados imprescindiveis para o desenvolvimento

de um organismo. Os metabolitos secundarios, produtos secundarios ou produtos
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naturais, sd0 0s compostos que ndo sdo envolvidos de maneira direta em
processos como crescimento, desenvolvimento e reprodugdo dos organismos.
Muitos deles distribuidos entre um nimero muito limitado de espécies dentro do
reino vegetal (TAIZ; ZEIGER, 2006).

Os metabdlitos secundarios nas plantas podem ser divididos em trés
grandes grupos: terpenos, compostos fenolicos e alcaloides, sendo os principais
componentes desses grupos os flavonoides, alcaloides, cumarinas, agliconas,
antraquindnicas, triterpenos, saponinas, polifendis e taninos (TAIZ; ZEIGER,
2006).

Produtos do metabolismo secundario possuem acgdo antioxidante, ndo
somente pela sua habilidade em doar hidrogénio ou elétrons, mas também em
virtude de seus radicais intermedidrios estdveis (BRAND-WILLIAMS;
CUVELIER; BERSET, 1995).

2.39 Terpenos

Terpenos fazem parte do grupo mais antigo de produtos de pequenas
moléculas sintetizado por plantas e, provavelmente, o grupo mais difundido de
produtos naturais (AUGUST, 1981). Sdo compostos que ocorrem em todas as
plantas e compreendem uma classe de metabdlitos secundarios com uma grande
variedade estrutural (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2001).

Os terpenos sdo formados pela fusdo de unidades isoprénicas de cinco
carbonos; quando submetidos a altas temperaturas, podem se decompor em
isoprenos, podendo referir-se, ocasionalmente, a todos o0s terpernos como
isoprenoides (TAIZ; ZEIGER, 2006).
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2.40 Compostos fendlicos

Os compostos fenolicos sdo substancias que sdo encontradas em grandes
guantidades em vegetais e, embora em baixas quantidades, também, em
microrganismos (COSTA; CUNHA, 2000). Derivam de &cidos benzoicos e de
acidos cinamicos, cumarinas, flavonoides, de polimeros (taninos e ligninas) ou
sdo de distribuicdo restrita como fendis simples, antraquinonas, xantonas,
naftoquinonas (SIMOES et al., 1999).

Esta classe de compostos apresenta uma grande diversidade e divide-se
em flavonoides (polifendis) e ndo-flavonoides (fendis simples ou &cidos) (RICE-
EVANS; MILLER; PAGANGA, 1996).

2.41 Flavonoides

Flavonoides sdo encontrados em todas as partes das plantas. Na maioria
dos casos, os flavonoides estdo presentes como glicosideo em vacuolos de
flores, folhas, caules ou raizes, as unidades mais conhecidas séo as flanonas e
isoflavonas. Esses compostos compreendem os pigmentos coloridos de flores,
mas também atuam como inibidores de enzimas, como um sistema de defesa
contra a exposic¢ao a radiacdo ultravioleta e os insetos, e como agentes de metais
que sdo nocivos para as plantas quelantes. Também, estdo envolvidos em
fotossensibilizacdo e transferéncia de energia, morfogénese e determinagdo do
sexo, fotossintese e regulacdo de horménios de crescimento de plantas (Dl
CARLO et al., 1999).

O maior interesse, contudo, é em suas acgdes fisiologicas e 0s seus
efeitos benéficos sobre a salide humana. A propriedade mais bem documentada
de quase todos os grupos de flavonoides é a sua capacidade de atuar como

antioxidantes podendo interferir com, pelo menos, trés diferentes sistemas de
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producdo de radicais livres (NIJVELDT et al.,, 2001). Os flavonoides sdo
componentes naturais de plantas e possuem efeitos protetores contra doencas

humanas, como cancer e doencas cardiovasculares (HOLLMAN, 2001).

2.42 Alcaloides

Dentro dos metabolitos secundarios encontrados em vegetais, existem
compostos que possuem em sua estrutura o nitrogénio. Incluindo alguns
compostos que agem na defesa das plantas contra os mais variados tipos de
injarias, fisicas e quimicas, estes compostos sdo conhecidos como alcaloides.
Alcaloides tipicos sdo derivados de fontes vegetais, contém um ou mais 4tomos
de nitrogénio e possuem, geralmente, uma acéo fisiol6gica no homem ou outros
animais. Outros alcaloides, que ndo correspondam com a definicdo geral, séo
aqueles compostos sintéticos ndo encontrados em plantas (EVANS, 2009).

Os alcaloides sdo conhecidos pelos seus efeitos farmacoldgicos em
animais vertebrados. Possuem atomos de C e N, em seu anel heterociclico,
sendo solUveis em éagua (MITHEN et al., 2000). As dicotiledoneas sdo as
espécies onde essas substancias sdo mais encontradas (LUCA; LAFLAMME,
2001) podendo estar presentes em diferentes partes do vegetal (SOTTOMAYOR
et al., 2004) e em representantes de diversas familias (LORENCE; NESSLER,
2004).
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RESUMO

Objetivou-se neste trabalho realizar a prospeccéo e validacdo de
genes que possuam expressao de suas caracteristicas em tecido especifico
(folha) visando ao auxilio a estudos futuros na busca de promotores, para
gque 0os mesmos sejam testados e validados em planta modelo (Setaria
spp.). Para isto, foram realizadas buscas in silico em bancos de dados
gendmicos publicos e os genes candidatos selecionados foram alinhados,
utilizando-se a ferramenta blast (Basic Local Alignment Search Tools)
com o draft do genoma da espécie Elaeis oleifera (caiaué), usada como
fonte de genes de interesse. A avaliagdo da expressdo especifica
relativados genes candidatos em folha de caiaué foi realizada com a
técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (Real Time
Quantitative PCR- gqPCR), utilizando-se para isso dois tipos de tecidos
(folha e raiz). Como resultado, obteve-se indicacdo de maior expressao
relativa do gene MyBHV5 no tecido folha quando comparado ao tecido

raiz e confirmacdo da presenca deste gene no genoma do caiaué.

Palavras-chave: Expresséo relativa. Caiaué. g°PCR. Promotores.
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1 INTRODUCAO

A espécie Elaeis guineensis (palma de 6leo) destaca-se entre as
demais espécies oleaginosas por sua alta capacidade de producéo de éleo,
tendo produzido no mundo mais de 50 milhdes de toneladas em 2012
(FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED
NATIONS - FAO, 2012). Em relacdo a palma de dleo, a espécie Elaeis
oleifera (caiaué) apresenta menor produtividade de éleo (OOI et al.,
1994), mas possui caracteristicas de interesse agrondémico, como
tolerdncia ao amarelecimento fatal (AF), maior causador de prejuizos a
dendeicultura mundial (BARCELOS; CUNHA; NOUY, 1998). Os
trabalhos realizados visando a exploracdo da cultura do caiaué séo
focados, basicamente, na producédo de hibridos entre ocaiaué e a palma de
6leo para que possam expressar as caracteristicas comerciais desejadas.
Com esses cruzamentos deseja-se, principalmente, a obtencdo de alta
produtividade vinda da palma de 6leo e a resisténcia ao principal
problema que é o amarelecimento fatal como caracteristica proveniente
do caiaué (BARCELQOS; NUNES; CUNHA, 2000).

Desta forma, fica evidente a importancia do caiaué como fonte de
variabilidade a ser empregada no programa de melhoramento da palma de
6leo. Contudo, existe uma escassez de estudos que busquem a
identificacdo de genes de interesse presentes no genoma do caiaué.

A prospeccdo de genes de interesse € uma via diferenciada em
relacdo aos trabalhos que vem sendo realizados até hoje com o caiaue.
Esta espécie pode ser uma fonte de genes de interesse, visto que o draft

de seu genoma encontra-se nos servidores da Embrapa Agroenergia
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(dados nédo publicados), podendo ser explorado de maneira bastante
abrangente.

Com base na identificacdo de um determinado gene, seja ele
constitutivo ou tecido especifico, é possivel que haja a deteccdo de seu
promotor. Esses promotores poderdo ser isolados, caracterizados e
potencialmente utilizados para agregacdo de valor nas mais diversas
culturas. A grande importanciana obtencdo de promotores estd no fato
que as plantas transgénicas comercializadas hoje em dia possuem
transgenes comandados por promotores constitutivos que fazem com que
sua expressdo ocorra em todos os tecidos da planta ao em vez de somente
no local onde é necessaria. Uma forma de atingir a expressdo pontual do
transgene de interesse € utilizar promotores de tecidos especificos
(SANTOS et al., 2007).

O presente estudo foi conduzido visando a prospeccdo de genes
que demonstrem expressdao em tecido especifico (folha) de caiaué,
utilizando-se para isto ferramentas de bioinformatica e biologia
molecular. Os genes tecido especificos identificados aqui, serdo usados
em trabalhos posteriores, onde serdo buscados 0s seus promotores, para
gue os mesmos sejam testados e validados em planta modelo como a
Setaria spp.

A etapa de procura dos genes candidatos foi realizada em bancos
de dados publicos e os genes selecionados tiveram a avaliacdo do perfil
de expressdo em folhas de caiaué foi realizada com a utilizacdo da técnica
de gPCR (Real Time Quantitative PCR).
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2 MATERIAL E METODOS

Foram realizadas buscas por genes que possuiam indicios de
expressao especificamente em folhas nos bancos de dados publicos
(NCBI, KEGG, UNIPROTKB/SWISS-PROT, DOE JGI, DDBJ e EBI)
utilizando-se palavras chaves “leaf tissue specific”; "leaf specific" de
sequéncias que indicavam expressdao em folha na espécie Elaeis oleifera
(caiaué) ou em taxons proximos (Elaeis; Elaeidinae; Cocoseae;
Arecoideae e Commelinids).

Os genes foram organizados em um quadro e separados por taxon,
especificidade, tipo de tecido, tamanho do gene, link para acesso e
experimentos realizados para a comprovacdo. Em seguida, os genes
candidatos selecionados foram comparados com a base de dados do
genoma do caiaué disponivel nos servidores da Embrapa Agroenergia
(dados ndo publicados), para que, assim, pudessem ser identificadas as
similaridades e homologias existentes com 0s genes candidatos.

Nesta etapa foram utilizadas as ferramentas blastn (BASIC
LOCAL ALIGNMENT SEARCH TOOL - BLAST, 2014) para
comparacdo das sequéncias de nucleotideos de entrada com a sequéncia
de nucleotideos da base de dados do genoma do caiaué e, também, foi
realizado o tblastn, onde foi feita a comparacdo da sequéncia dos
aminoacidos dos genes candidatos com a sequéncia de nucleotideos da
base de dados do genoma do caiaué.

Por meio da obtencdo dos maiores valores possiveis do escore
(score bits) os quais dependeram do tamanho do alinhamento, do nimero

de matches/mismatches/gaps e da matriz de comparagdo de sequéncias
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utilizadas e, também, resultados do E-value que indica a possibilidade das
sequéncias ndo terem sido alinhadas ao acaso. Para o E-value foram
utilizados valores obtidos mais proximos de zero na obtencdo dos
resultados, apesar de ndo existir um consenso sobre o valor considerado
ideal, porém aceitam-se valores entre < le® (0, 00001) e < le-1° (O,
00000000001) (PROSDOSCIMI et al., 2002). Foram selecionados trés
genes candidatos apds as etapas de blast: class | KNOX-like 1 protein
(Elaeis guineensis), phosphoenolpyruvate carboxylase 1 (Zea mays) e
MybHvV5 (Hordeum vulgare).

Transcorridas as etapas de procura, identificacdo e selecdo dos
genes candidatos mediante ferramentas de bioinforméatica, foram
realizadas as etapas de sintese de primers. Este passo visa a utilizacdo dos
primers nas etapas de PCR e qPCR. A ferramenta, para confec¢do dos
primers, foram Primer3Plus (PRIMER3PLUS, 2014) e a ferramenta
disponibilizada pela IDT Techonologies® (INTEGRATED DNA
TECHNOLOGIES, 2014; ROZEN; SKALETSKY, 2000).

Para o desenho dos primers, o tamanho dos amplicons ficou
definido entre 80 pb e 150 pb, sendo estes valores atribuidos no momento
de confeccdo dos mesmos. A temperatura de melting (Tm) dos primers
ficou estabelecida na faixa de 50°C a 65°C (SUGGS et al., 1981).

O contetdo de guanina e citosina (G/C) foi definido entre 45 e
55 % e o tamanho dos primers foram definidos para ficarem entre 18 pb e
22 pb. Foram selecionados primers para controle negativo, um gene de
Elaeis guinnensis (palma de 6leo) denominado EgAGL2, escolhido por
meio da referéncia: MADS Box Genes in Oil Palm (Elaeis guineensis):
Patterns in the Evolution of the SQUAMOSA, DEFICIENS, GLOBOSA,
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AGAMOUS, and SEPALLATA Subfamilies. Este gene é expresso somente
em inflorescéncia de palma de 6leo, ndo podendo ocorrer expressao em
folha e raiz. O gene denominado EgEfMPOBO00119 40S ribosomal
protein S23 mRNA, complete cds, mRNA sequence presente em Elaeis
guineensis, foi escolhido como controle positivo (gene constitutivo), e o
gene 40S ribosomal protein S15 (rpsl5) mRNA, complete cd, presente
em Elaeis oleifera, como controle positivo (gene constitutivo). As

sequéncias dos primers sintetizados podem ser visualizadas no Quadro 1.

Gene alvo (?o_dl_go do Seq. do iniciador (5’ —3”) Espécie
iniciador

EgAGL2 (controle EGAGL3 F:AGGAAAGCAACCAGGCTACT Elaeis quineensis

negativo) 9 R:GGAGTGCAAGTGTCTTTGTC g
EgEfMPOB00119 EqEfMPOBL1 F:CCAGGGTTCAGCTGATTAAG
(controle positivo) |2 R:TCGTCCAAATCCAGCAATC

(IDT) F:AGAAGATTGCCGCCTTTG
EgEfMPOB2 R:CTTGACGACCTTGAACCTTAC Elaeis guineensis

EgEfMPOB00119

(controle positivo)
(Primer 3 Plus)

EgEfMPOB3

F:AGCCATCTTGGAAACGAATG
R:CACTTTCGGATGGCAGAGTT

F:CAAAGGAACCAGAGGAACAG

Rpsploi i(t‘i:gg;ro'e RPSISL I3 CCAGAAATGAAGCACCAGATA
(IDT) RPS152 F:CACACCTTCGGAACATGATAA _ )
R:CGCCAAGTAGTGACCAATC Elaeis oleifera
Rpsploi i(t‘i:gg;ro'e mpsisa  [F-TTGGCGGAGTTCTCAATCTC
" R:CTGGTTCCTTTGCCTGACAT
(Primer 3 Plus)
transcription factor F.:GGCGAAGGTAGTGACTTA
STM ClKL1 |R:CCGTCTATCGCTCTCTTTA
(IDT) F:CCGGTACTCTCCGTACTA Elaeis guineensis
ClKL2 |R:CGTGTCTGTCCGTCTATC
transcription factor C1KL3 F:CGCTCCCATGACTCCTACTC
STM (Primer 3 Plus) R:GGTTGGGGTGTGTACAGGTT
ohosphoenolpyruvate ppc1 |- CCGAAATAGTGGTGTTCTC
carboxylase 1 R: GGTCTCCTTCGTTGTAATG
(IDT) PPC2 F: GAGTTACCGAGGAAGTGT Zea mays
R: AACCACGGATGTAGTAGAG
phosphoenolpyruvate PPC3 F: CGCCTCGTAACATTCCTTGT

carboxylase 1

R: CCCGTCCCTACTCAATGAAA
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(Primer 3 Plus)
Mvbhve  |F: GACTAAGGAGGAGGATGAG
MybHV5 y R: TCAGGACGGAGGTAATTG Hordeum
(IDT) MvbHyz [F: TCAATTACCTCCGTCCTG | A
y R: GCAGCTATCAAAGACCATC v %/ang;‘rJe Sp-
MybHV5 MvbHva |- GGCAACTTCACTGAGGAGGA
(Primer 3 Plus) y R: CCTCGCAGCTATCAAAGACC

Quadro 1 - Nomes dos genes, cddigo dos primers, sequéncia de nucleotideos e
espécies originarias dos primers sintetizados

Foram coletadas raizes e folhas de caiaué em casa de vegetacéo,
localizada no Nucleo de Apoio de Culturas Agroenergéticas (NAPE). O
material é proveniente de sementes, coletadas na Estacdo Experimental do
Rio Urubu, localizada a, aproximadamente, 140 km de Manaus
(GUILLAUMET; RODRIGUES; MIRANDA, 2003). As plantas foram
geradas ha dois anos, por meio do resgate de embrides zigoticos, os quais
foram cultivados in vitro e, posteriormente, as plantulas aclimatadas em
casa de vegetacdo (VARGAS et al., 2013).

O método de coleta realizado foi por resfriamento imediato, em
nitrogénio liquido (N2), e o material foi imediatamente transportado até o
Laboratdrio de Genética e Biotecnologia (LGB) do Centro Nacional de
Pesquisa em Agroenergia (CNPAE - Embrapa Agroenergia) onde 0s
tecidos foram armazenados em ultrafreezer (- 80°C) até a extracdo de
acido ribonucleico (RNA).

Para extracdo de RNA total, foi utilizando o protocolo comercial
Concert™ (Invitrogen®), modificado, especificamente, para palma de
6leo (VARGAS et al., 2012).

Foram macerados, aproximadamente, 100 mg de tecido em

nitrogénio liquido (N2), com auxilio de pistilo e cadinho e transferidos
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para microtubos de 1,5 ml, juntamente com 500 pL do reagente
Concert™ gelado (4°C). Na sequéncia, os tubos foram invertidos
suavemente por cinco minutos para homogeneizacdo, permanecendo por
mais cinco minutos na posigdo horizontal, em temperatura ambiente.
ApoGs esse periodo, as amostras foram submetidas & centrifugagdo em
microcentrifuga, durante cinco minutos, a uma temperatura de 4°C, com
rotacdo de 13200 rpm. Na sequéncia, o sobrenadante foi transferido para
um novo tubo de polipropileno de 1,5 ml, adicionando-se 100 pul de NaCl
(cloreto de sddio) 5M e foi realizada uma homogeneizagdo com agitacdo
em vortex por 5 segundos, apos foram adicionados 300 pl de cloroférmio
em temperatura ambiente.

As amostras foram, entdo, homogeneizadas com auxilio de um
vortex por trés segundos, seguidas de inversGes suaves durante cinco
minutos. Posteriormente, os tubos foram centrifugados, a uma velocidade
de 13200 rpm, a 4°C, durante dez minutos, e a fase superior transferida
para outro tubo de polipropileno de 1,5 ml, ao qual foram adicionandos
500 ul de isopropanol gelado e homogeneizando as amostras com vortex
por cinco segundos. Os tubos foram deixados sob temperatura ambiente
por dez minutos e centrifugados a 13200 rpm, sob temperatura de 4°C,
por dez minutos e o sobrenadante resultante foi descartado, mantendo-se
os pellets formados nos tubos.

Foi adicionado 1 ml de etanol 75% (gelado) para lavagem dos
pellets, descartando-se em seguida o sobrenadante e as amostras deixadas
por quinze minutos a uma temperatura de 37°C (banho seco) para
secagem. Finalmente, os pellets foram ressuspendidos em 20 pl de agua
ultra pura e deixados a 4°C (geladeira) para completa solubilizacéo e,
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apos 24 horas, foram armazenados em ultrafreezer (- 80°C) para posterior
analise de qualidade.

A quantificacdo das amostras de RNA foi realizada por
espectrofotometria, utilizando-se o equipamento NanoDrop® ND-1000
sendo a concentracéo calculada em ng. pL™

A qualidade do RNA foi analisada com base nas razdes da
absorbancia Azso/Azgo € Azeo/Azzp para certificacdo da obtencdo de um
RNA de elevado grau de pureza. Os RNA’s obtidos e selecionados para
as etapas posteriores possuem valores entre 1.8 e 2,0, para ambas as
razdes, garantindo, assim, qualidade assegurada (WILLIAM; KAROL,;
PIOTR, 1997).

Para verificagdo da integridade do RNA extraido, foram realizadas
analises em gel de agarose 1, 2%, com 0,2 mg mL™ de brometo de etideo,
imerso em tampdo de acido borico de sédio 1 x (SB), em uma cuba de
eletroforese (BRODY; KERN, 2004). A eletroforese foi realizada a 100 V
por cerca de uma hora. Os géis obtidos foram visualizados e fotografados
sob luz ultravioleta em sistema digital.

Para a eliminacdo total de DNA, utilizou-se o kit comercial
Deoxyribonuclease I, Amplification Grade - Invitrogen®), seguindo-se o
protocolo e recomendagdes do fabricante (INVITROGEN, 2014).

Os tubos contendo os componentes da reacdo (menos EDTA 25
mM) foram incubados em termociclador (Veriti, Applied Biosystems®),
em uma temperatura de 25°C, por quinze minutos, em seguida foi
adicionado 1uL de EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético 25 mM),
em cada amostra preparada, as quais foram mantidas a uma temperatura

de 65°C, durante dez minutos e, na sequéncia, resfriadas a 4°C. O RNA
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tratado foi identificado e armazenado sob uma temperatura de -80°C até a
sua utilizacéo.

A etapa seguinte, consistiu na fase de sintese de cDNA, onde se
utilizou o kit comercial SuperScript® VILO™ MasterMix (Invitrogen®)
seguindo-se o protocolo e recomendagdes do fabricante (INVITROGEN,
2011). Os tubos, contendo o0s componentes da reacdo, foram
homogeneizados, utilizando-se um vaértex por 5 segundos e incubados em
termociclador (Veriti, Applied Biosystems), em uma temperatura 25°C,
por dez minutos, 42°C por sessenta minutos e, finalmente, 85°C por cinco
minutos. A quantificacdo das amostras de cDNA foi realizada por
espectrofotdbmetro NanoDrop® ND 1000, sendo a concentracao calculada
emng. mL™.

Apos a extracdo de RNA de folhas e raizes de caiaué, confirmagéo
da qualidade das amostras, sintese de cDNA e RT — PCR, foram
realizadas as reacdes de PCR (Polymerase Chain Reaction). Para a reacao
de PCR foi utilizado o termociclador Apllied Biosystems, modelo Veriti.

Utilizou-se o kit comercial Platinum® Tag DNA Polymerase
(Invitrogen®), (INVITROGEN, 2010a) seguindo-se as recomendacdes do
fabricante. Os componentes (Tag DNA polimerase, oligonucleotideos
iniciadores, MgCl, e cDNA molde) foram adicionados a placas de 96
pocos para PCR, as quais sempre foram mantidas em gelo durante
mistura.

Na sequéncia, foi realizada uma breve homogeneizagdo dos
componentes, usando vortex e uma centrifugacdo rapida (spin). A placa
de 96 pocos foiincubada em um termociclador (Veriti, Applied

Biosystems), a uma temperatura de 94°C, por trés minutos, para
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desnaturagcdo completa do DNA molde. Foram realizados 40 ciclos de
amplificacdo, a etapa de desnaturacédo foi realizada em uma temperatura
de 94°C por quarenta e cinco segundos. Ja, a etapa de anelamento foi
realizada de acordo com cada temperatura de melting com decréscimo de
dois graus de cada primer testado, variando entre 49, 5 e 62°C, por trinta
segundos e, finalmente, a etapa de extensao foi realizada em temperatura
de 72°C por um minuto e meio. As amostras foram incubadas por dez
minutos adicionais a 72°C para extensao final do amplicon.

Apo6s o final da reagdo, as amostras foram armazenadas a uma
temperatura de - 20°C. Como etapa final foi realizada analise por
espectrofotometria, eletroforese em gel de agarose e visualizacdo sob luz
ultravioleta em sistema digital (INNIS et al., 1990).

Para a realizagdo da PCR quantitativa em tempo real (qPCR),
utilizou-se o kit comercial SYBR® GreenER™ PCR SuperMix
Universal (Invitrogen®) (INVITROGEN, 2010b). O protocolo foi
modificado em relacdo ao volume da reacdo, utilizando-se 10 pl em
substituicdo aos 25 pl recomendados.

O cDNA obtido anteriormente foi diluido serialmente 1:100; 1:50
e 1:25 (20 ng pI™, 40 ng pl™ e 80 ng pl™ respectivamente)os quais foram
utilizados para avaliar a eficiéncia de amplificacdo dos primers de
interesse. Os experimentos foram montados em triplicataspara todos
ostrés genes de interesse, para os primers do gene de controle negativo
(expresso somente em inflorescéncia) e para os primers dos genes de
controle positivo (genes constitutivos) em todas as trés concentracdes de
cDNA (20 ng plI™, 40 ng pl™ e 80 ng pI™) e em ambos os tecidos (folha e

raiz). Trés amostras com agua em substituicdo ao cDNA foram utilizadas
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como controle negativo de amplificacdo para cada primer, denominadas
NTC (Non Template Control) para ambos os cDNAs dos tecidos testados
(folha e raiz).

Os componentes presentes no kit comercial foram adicionados a
placas de qPCR de 96 pocos do tipo universal (para reacdes do tipo
standard e fast). O preparo da reacdo foi realizado sob gelo, durante a
adicdo dos componentes, bem como em ambiente esterilizado e livre de
qualquer contaminagéo.

As amostras foram inseridas no equipamento StepOnePlus™
Real-Time PCR e o programa utilizado para as reacdes e analises foi o
StepOne™/StepOnePlus™Software v2. 3 - Life Technologies. As
configuragOes utilizadas no software para amplificacdo foram para uma
reagdo tipo standard e o método analitico utilizado para curva de melting,
andlise de amplificacdo e expressdo génica foi a metodologiado AACt. As
configurac@es utilizadas para a reacdo foram de: um ciclo de dois minutos
e temperatura de 50°C, um ciclo de dez minutos e temperatura a 95°C,
quarenta ciclos de quinze minutos a 95°C, quarenta ciclos de um minuto a
60°C e um ciclo de quinze segundos a 95°C.

A analise da curva de eficiéncia da diluicdo serial do pool de
cDNA das amostras, além de determinar a eficiéncia dos primers,
também, serviu como referencial para se estabelecer a baseline e o
threshold ideal entre todos os primers testados para ambos os tecidos.

Depois de estabelecidas as concentragdes mais eficientes dos
cDNAs das amostras, o procedimento foi repetido para que se pudesse
obter os dados referentes as taxas de expressdo de todos os primers para

todos 0s genes e em ambos os tecidos testados (folha e raiz), sendo assim
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finalizada a etapa de PCR em tempo real, passando para 0 proximo
estagio, ou seja, a analise dos dados obtidos.

As leituras da fluorescéncia foram realizadas pelo StepOnePlus™
Real-Time PCR a cada ciclo de amplificacdo e, posteriormente,
analisados pelo software StepOne™/StepOnePlus™Software v2. 3 - Life
Technologies.

Todas as reagdes foram submetidas as mesmas condicdes, 0
resultado, expresso em valor de Ct, se refere ao numero de ciclos de PCR
necessarios para que o sinal o fluorescente atinja o limiar de detecg&o.

Os resultados individuais expressos em valores de Ct

foramanalisados pelo proprio software.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A prospeccdo de genes estd diretamenterelacionada a
bioinforméaticaa qual se torna importante para a andlise de dados
bioldgicos, contidos em bancos de dados, disponiveis na rede mundial de
computadores, permitindo, assim, identificar genes de interesse com base
na unido das mais diversas areas da ciéncia e dados disponibilizados de
projetos de sequenciamento de DNA e proteinas (BINNECK, 2004).
Considerando este pressuposto, com o auxilio de palavras chaves tais
como (leaf tissue specific; "leaf specific") nos taxons Elaeis; Elaeidinae;
Cocoseae; Arecoideae e Commelinids; e buscas in silico nos dominios
publicos (NCBI, KEGG, UNIPROTKB/SWISS-PROT, DOE JGI, DDBJ
e EBI) foram encontradas vinte e seis sequéncias que possuiam indicacdo
de expressdo em tecido especifico de folha nas mais variadas espécies.

Todas as vinte e seis sequéncias, por meio de suas sequéncias
FASTA de nucleotideos, foram submetidas, inicialmente, a um blastn
para comparacdo das sequéncias de nucleotideos de entrada com a
sequéncia de nucleotideos. Dessa maneira, foi possivel obter uma
indicacdo de possivel similaridade destas sequéncias com o draft do
genoma do caiaué presente nos servidores da Embrapa Agroenergia
(dados nédo publicados). As sequéncias que obtiveram os maiores valores
possiveis dos parametros analisados (escore - score hits,
matches/mismatches/gaps, matriz de comparacdo de sequéncias) foram
normalizadas por variaveis estatisticas e, também, por resultados do valor

E-value. Este resultado indicou a possibilidade das sequéncias ndo terem
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sido alinhadas ao acaso e, baseado nisso, foram escolhidos os trés genes
candidatos.

Trés sequéncias (genes) com melhores resultados (class | KNOX-
like 1, phosphoenolpyruvate carboxylase 1 e MybHvV5), apds serem
submetidas a ferramenta tblasn, indicaram possuirem homologia com
sequéncias contidas no genoma do caiaué. Haja vista que os valores
obtidos para os pardmetros citados anteriormente foram considerados
satisfatorios e os E-values obtidos foram préximos de zero. Embora ndo
exista um consenso sobre o valor considerado ideal, aceitam-se valores
entre < 1e™ (0, 00001) e < le-'° (0, 00000000001) (PROSDOSCIMI et
al., 2002).

Para as etapas de extracdo de RNA dos tecidos folha e raiz de
Elaeis oleifera o protocolo comercial Concert™ (Invitrogen®),
modificado especificamente para palma de 6leo (VARGAS et al., 2012),
mostrou-se eficiente. Um bom RNA deve estar integro e puro, ou seja,
livre das impurezas mais comumente encontradas, quando € realizada
uma extracdo de mé& qualidade tais como: sais, etanol, lipideos,
polissacarideos, proteinas, fenol, cloroféormio (WANG; TIAN; LI, 2008).

As amostras  obtidas, apds serem analisadas  por
espectrofotometria, utilizando-se o equipamento NanoDrop® ND-1000
sendo a concentracdo calculada em ng. pL™ ficaram dentro dos valores
considerados ideais. Para RNA de elevado grau de pureza as razfes das
absorbancias A 260 e 280nm (A260/A280) que devem ser entre 1, 8 e 2. 2
(WILLIAM; KAROL; PIOTR, 1997), demonstram, assim, a eficiéncia do
protocolo utilizado para ambos os tecidos (folha e raiz) de Elaeis oleifera,
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complementando os dados publicados por Vargas et al. (2012) onde o
tecido utilizado foi folha jovem (flecha) de Elaeis guineensis.

As integridades dos RNAs extraidos puderam ter sua qualidade
analisada, também, pela andlise em gel de agarose (BRODY; KERN,
2004), onde as bandas 28S, 18S e 5S das amostras de RNA puderam ser
observadas, indicando RNA’s integros. A extracdo de RNA intacto,
também, é dificil, em virtude da degradacdo enzimatica pela RNA
presente nos tecidos (RUBIO-PINA; VAZQUEZ, 2008). Comparando
com dois protocolos de extracdo de RNA testado por Habib, Saud e
Kausar (2014), Easy-Blue™ Total RNA Extraction kit - iNtRON
Biotechnology, Inc. Korea e Rochester, Winer e Shah (1986) modificado,
para os tecidos folha e raiz de palma de Oleo, nas andlises de
espectrofotometria, as analises quantitativas e qualitativas, obtidas pelo
protocolo utilizado neste trabalho, mostraram-se semelhantes.

Portanto, para as etapas de extracdo de RNA dos tecidos folha e
raiz de Elaeis oleifera o protocolo comercial Concert™ (Invitrogen®),
modificado especificamente para palma de dleo (VARGAS et al., 2012),
mostrou-se eficiente.

A etapa subsequente abordou o tratamento das amostras de RNA
dos tecidos folha e raiz de caiaué, objetivando a eliminagdo total de DNA
gendmico, com a utilizagdo do kit comercial Deoxyribonuclease I,
Amplification Grade (Invitrogen®), onde foi seguindo o protocolo do
fabricante.

Quando se objetiva a realizagdo de uma etapa de conversdo do
RNA em cDNA (DNA complementar) e amplificagdo (RT — PCR,

Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction), muitas vezes, a



81

quantidade de RNA inicial obtida ndo é suficiente para a aplicacdo
satisfatoria do protocolo experimental desejado (GELDER et al., 1990). A
qualidade de RNA desempenha um papel importante na geracdo de
resultados quantitativos precisos de experiéncias de analise da expressao
genética. Um cDNA gerado, com base em um RNA que sofreu
degradacéo, ndo serd amplificado ou marcado com a mesma eficiéncia de
um cDNA derivado deRNA de boa qualidade (GINGRICH; RUBIO;
KARLAK, 2006). Para a sintese de cDNA, o kit comercial
SuperScript® VILO™ MasterMix (Invitrogen®), com a utilizacdo do
protocolo do fabricante, mostrou-se eficiente para ambos os RNA’s
extraidos de folha e raiz (duas amostras de cada) de caiaué. Apds a
realizacdo das etapas de RT — PCR, as amostras de RNA de folha e raiz
de caiaué puderam ter sua qualidade e quantificacdo analisadas e obtendo
resultados considerados satisfatorios. As razfes de absorbancia ficaram
ente 1, 8 e 1, 91 para as faixas A 260 e 280 nm e 1, 97 e 2, 10 para as
faixas A 260 e 230 nm, como também tiveram sua amplificacdo
constatada.

Para a etapa de testes por PCR convencional, o kit comercial
Platinum® Tag DNA Polymerase (Invitrogen®) teve sua eficiéncia
alcancada ap6s variacbes de temperatura de anelamento dos primers e
concentracdo de cDNA utilizado. Os valores padrdes indicados pelo
fabricante para os demais componentes foram mantidos e se mostraram
eficientes.

No que se refere as temperaturas de anelamento utilizadas nos
experimentos de PCR convencional, as temperaturas de anelamento dos

primers foram diminuidas 2° até 5°C da tm consensual dos mesmos. E,
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como resultado final, optou-se utilizar a tm -2°C e a concentracdo de
cDNA utilizada ficou definida em 100 ng. pl™.

A temperatura de melting é definida como a temperatura na qual a
metade dos fragmentos de DNA estd na forma desnaturada e a outra
metade na forma de dupla fita (FIXMAN; FREIRE, 1977), a tm fornecida
pelos fabricantes dos iniciadores serviu como parametro para a obtencéo
da temperatura de anelamento ideal, que diz respeito a temperatura na
qual ocorre a juncédo dos primers ao cDNA alvo (template).

As informagbes como codigo dos primers, sequéncia de
nucleotideos, temperatura de anelamento (TA), tamanho de amplicon dos
primers utilizados podem ser visualizadas na Tabela 1. Todos os primers

foram testados para ambos os tecidos (folha e raiz).
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Tabela 1 - Cddigo dos iniciadores, sequéncia de nucleotideos, temperatura de
anelamento (TA) utilizada, tamanho de amplicon esperado

Cad. Primer Sequéncia do primer (5° —3”) TA-°C Amplicon
C1KL2 F:CCGGTACTCTCCGTACTA 49,5 137 pb
R: CGTGTCTGTCCGTCTATC
C1KL1 F:GGCGAAGGTAGTGACTTA 50 91 pb
R:CCGTCTATCGCTCTCTTTA
PPC1 F: CCGAAATAGTGGTGTTCTC 51 98 pb
R: GGTCTCCTTCGTTGTAATG
PPC2 F: GAGTTACCGAGGAAGTGT 52 94 pb
R: AACCACGGATGTAGTAGAG
MybHv1 F: GACTAAGGAGGAGGATGAG 54,9 141 pb
R: TCAGGACGGAGGTAATTG
EgAGL3 F:AGGAAAGCAACCAGGCTACT 55 292 pb
R:GGAGTGCAAGTGTCTTTGTC
EgEfMPOB2 F:AGAAGATTGCCGCCTTTG 55,5 137 pb
R:CTTGACGACCTTGAACCTTAC
RPS151 F:CAAAGGAACCAGAGGAACAG 55,5 104 pb
R:CCAGAAATGAAGCACCAGATA
RPS152 F:CACACCTTCGGAACATGATAA 55,5 119 pb
R:CGCCAAGTAGTGACCAATC
PPC3 F: CGCCTCGTAACATTCCTTGT 62 120 pb
R: CCCGTCCCTACTCAATGAAA
MybHv2 F: TCAATTACCTCCGTCCTG 55, 95 112 pb
R: GCAGCTATCAAAGACCATC
EgEfMPOB1 F:CCAGGGTTCAGCTGATTAAG 56, 5 113 pb
R:TCGTCCAAATCCAGCAATC
EgEfMPOB3 F:AGCCATCTTGGAAACGAATG 58 116 pb
R:CACTTTCGGATGGCAGAGTT
RPS153 F-TTGGCGGAGTTCTCAATCTC 58 122 pb
R:CTGGTTCCTTTGCCTGACAT
C1KL3 F:CGCTCCCATGACTCCTACTC 58 123 pb
R:GGTTGGGGTGTGTACAGGTT
MybHv3 F: GGCAACTTCACTGAGGAGGA 62,1 87 pb

R: CCTCGCAGCTATCAAAGACC

Ap0s os resultados serem analisados por eletroforese em gel de
agarose, pode-se perceber que os primers PPC2 (gene transcription factor
STM - Zea mays), RPS51 (controle positivo - Elaeis oleifera), MybHv2 e
MybHV3, (gene MybHV5 - Hordeum vulgare) EgEfMPOBl e
EQEfMPOB3 (controle positivo - Elaeis guineensis) demonstraram

possiveis amplificacbes nos tamanhos esperados dos seus amplicons, 94,
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104, 112, 87, 113 e 116 pares de bases, respectivamente. Os amplicons
gerados demonstram, também, amplificacdo em ambos os tecidos testados
(folha e raiz) de caiaué. Enquanto o primer EQAGL3 (controle negativo -
Elaeis guineensis) ndo demonstrou amplificagdo em ambos os tecidos,
indo de acordo com o resultado obtido por Adam et al. (2006).

Os demais iniciadores apresentaram amplicons que nao
corresponderam aos tamanhos esperados, com possivel existéncia de auto
complementariedade, ou ligacGes inespecificas. A
autocomplementariedade possibilita a extensdo de um dimero, durante a
fase de polimerizacdo da PCR, ou, simplesmente, impede que o par de
primers hibridize com a sequéncia alvo (KAMPKE; KIENINGER,;
MECKLENBURG, 2001). No gel de agarose, esses dois tipos de ligagdes
podem ser visiveis como produtos amplificados, geralmente, abaixo dos
100 pares de bases (bp) ou uma banda intensa, e, geralmente, com maior
tamanho da sequéncia alvo esperada (LIFE TECHNOLOGY, 2013).

Obtidos os resultados preliminares para testes de primers por PCR
convencional, deu-se inicio a etapa de PCR em tempo real (QPCR). O kit
comercial SYBR® GreenER™ qPCR SuperMix Universal (Life
Technologies™) foi utilizado com adaptacfes do protocolo, sugerido pelo
fabricante, apds essas modificagdes realizadas durantes os testes, foram
definidas as melhores concentragdes dos reagentes (kit comercial),
concentracdo de cDNA (folha e raiz) e concentracdo de primers.

O protocolo final adaptado ao total da reacdo utilizada foi de
10 pl, em substituicdo a reacdo de 25 pl sugerida pelo fabricante, sendo
assim uma reducdo significativa de 60% de reagente utilizado, bem como

reducdo significativa na quantidade de cDNA e iniciadores As
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concentragdes de cDNA que apresentaram os melhores resultados, apos a
série de diluicdes realizadas, foram os realizados com concentracdo de
80 ng pl™, com menor erro entre as triplicatas, maior nivel de expressdo
final e com menor desvio padrdo. A concentragdo dos primers utilizada e
com resultado eficiente foi a recomendada pelo fabricante do kit
comercial, ou seja, 10 uM. No que se diz respeito a temperatura de
anelamento dos primers, apo0s testes e variacdes, constatou-se que a
temperatura de 60°C foi mais eficiente, diferentemente da PCR
convencional, onde foi utilizada a TA especifica para cada um. Para a
eficiéncia da técnica da PCR em tempo real os primers geralmente
apresentam temperatura de anelamento ideal entre 58 e 60°C (DHEDA et
al., 2004).

Nestes estudos, puderam ser identificados, dentre todos o0s
dezesseis pares de iniciadores sintetizados e os dois tecidos (folha e raiz)
de caiaué, dois genes que apresentaram diferencas de expressdo
significativas, ambos os tecidos vegetais por meio da metodologia AACt
(quantificacdo relativa). A quantificacdo relativa é subdividida em dois
métodos, 0 método da curva padrdo e o método do Ct comparativo
(APPLIED BIOSYSTEMS, 2010). Nas analises realizadas, foi utilizado o
método do Ct comparativo para determinar os diferentes niveis de
expressdo entre os dois tecidos.

Chegou-se a um resultado onde apenas os primers MybHV3 (gene
MybHvV5 - Hordeum vulgare), EQEFMPOB3 (gene EQEfMPOBO00119 -
controle positivo - Elaeis guineensis) tiveram amplificacGes eficientes,

incluindo a nao amplificagdo dos NTC’s (Non Template Control). Estes
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resultados foram observados e analisados em trés diferentes pontos, curva
de amplificacdo, curva de melting (melt curve) e quantificacéo relativa.

Na Figura 1, podem ser observados os resultados referentes a

curva de amplificacdo (amplification plot) onde as trés fases existentes

(exponencial, linear e platd) podem ser visualizadas.
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Figura 1 — (A) demonstra acurva de amplificacdo do gene EQEfMPOBO00119 da
espécie Elaeis guineensis (primer EQEfMPOBS3 - controle positivo)
com ambos os cDNAs (folha e raiz) a uma concentragéo de 80 ng. pl°
', onde ndo ocorreram amplificacdes das amostras livres de cDNA
(NTC’s); (B) demonstra a curva de amplificagdo do gene MybHv5 da
espécie Hordeum vulgare (primer MybHv3) com ambos os cDNAs
(folha e raiz) a uma concentracéo de 80 ng. pl™, onde ndo ocorreram
amplificacOes das amostras livres de cDNA (NTC’s)



87

Observando-se a Figura 1, é notavel o pequeno erro existente em
ambas as amostras, as linhas de amplificacdo estdo muito proximas,
indicando, assim, um baixo erro de pipetagem. Assim como podem ser
observadas as trés fases existentes na curva de amplificagdo, a linha
exponencial, ndo havendo amplificacdo, fase linear onde a quantidade de
produtos da PCR dobra a cada ciclo e a fase platd, quando ndo ha mais
aumento no numero de produtos (NOVAIS; PIRES-ALVES, 2004).

Em relacdo as analises dascurvas de melting, os resultados séo

demonstrados na Figura 2, para 0s mesmos iniciadores e genes.
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A Meit Curve B Melt Curve

Temperatura (%C) 78,34 Temperatura (2C) 78,62

C = mencuwe D Melt Curve

Temperatura (2C) 88,75 Temperatura (2C) 73,25

Figura 2 — (A) demonstra acurva de meting do gene EgEfMPOBO00119 da
espécie Elaeis guineensis (primer EQEfMPOBS3 - controle positivo)
com ambos 0s cDNAs (folha e raiz) a uma concentragdo de 80 ng.
ul™, onde ndo ocorreram amplificacBes das amostras livres de
cDNA (NTC’s); (B) demonstra a curva de melting do gene
MybHv5 da espécie Hordeum vulgare (primer MybHv3) com
ambos os cDNAs (folha e raiz) a uma concentragdo de 80 ng. ul™,
onde ndo ocorreram amplificagdes das amostras livres de cDNA
(NTC’s), (C) e (D) séo as curvas de melting dos NTC’s dos genes
EgEfMPOBO00119 e MybHvV5, respectivamente

Os graficos da curva de melting representam as alteracfes na
flourescéncia que esta ligada ao DNA fita dupla, assim que este DNA é
aquecido ocorre deteccdo da diminuigdo deste fluoréforo, em virtude da
dissociacgdo das cadeias de DNA e subsequente liberagcdo do corante. Essa

fluorescéncia é registrada em relacdo a temperatura e, assim, pode-se
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representar a temperatura onde metade da molécula de DNA encontra-se
em fita dupla e simples, ou seja, a curva de melting.

As avaliacOes dos resultados por curva de melting reduzem a
necessidade de analises posteriores em gel de agarose, porém sdo
necessarias para as verificagbes de ligagbes inespecificas e
autocomplementariedades. A curva padrdo fornece informacdes
importantes sobre a eficiéncia de amplificacdo, consisténcia das
replicatas, a inclusdo da curva de dissociacdo € essencial para verificar se
houve formacdo de um Unico produto ou se produtos inespecificos,
também, foram formados (LIFE TECHNOLOGY, 2013). Os resultados
das tm’s dos produtos gerados foram 78, 34°C (gene EQEfMPOB00119) e
78, 62°C (gene MybHvV5), enquanto os NTC’s, para ambos 0s genes,
apresentaram as tm’s de 88, 75 e 73, 25°C, respectivamente.

O dltimo dos trés pontos analisados neste estudo foi a
quantificacdo relativa dos dois tecidos utilizados, folha e raiz. A
expressdo relativa é determinada com uma comparacao da expressao do
gene-alvo (template) com genes controle. Esses genes sdo usados como
controles internos da expressdo génica, pois, teoricamente, possuem uma
expressao constitutiva, em todos os locais do organismo estudado.
Possuindo esta caracteristica, esses genes sdo utilizados para aferimento
da expressdo génica do gene-alvo. Genes ribossémicos costumam ser
utilizados para este fim, pois possuem expressdo constitutiva (DHEDA et
al., 2004).

As andlises foram realizadas pela metodologia AACt por

quantificacdo relativa. A quantificacdo relativa descreve mudancgas na
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expressao do gene alvo em relacdo a alguma amostra de referéncia (genes
enddgenos) demonstrando em ordens de grandeza (WINER et al., 1999).

Na Figura 3, podem ser observados os valores encontrados para a
quantificacdo relativa dos dois tecidos testados para o gene MybHv5
(primer MyBHv3).
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Figura 3 - Grafico com os valores da quantificagdo relativa dos tecidos folha e
raiz de caiaué, expressos em ordens de grandeza. No eixo X estdo o0s
tecidos e no eixo Y os valores de expressao relativa. As barras de erro
das repeticGes bioldgicas representadas por andlise de variancia
mostraram que resultado foi significativo <0, 05

Os resultados obtidos demonstram que o gene MybHV5 (primer
MyBHv3) possuiu uma expresséo relativa entre 5, 0 e 6, 4 vezes, quando
comparada ao tecido raiz que teve sua expressdo entre 0, 8 e 1, 2 vezes. A
maior expressao atingida pelo gene MybHv5 pode chegar a um valor de

5, 6 vezes maior em folha em relagdo a raiz de caiaué. Enquanto o menor
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valor obtido de expressdo pode ser de até 3, 8 vezes maior em folha em

relacdo a raiz de caiaue.
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4 CONCLUSAO

O gene EgGEfMPOBO00119, da espécie Elaeis guineensis (primer
EgEfMPOBS3 - controle positivo), mostrou-se eficiente para normalizacao
dos resultados obtidos, teve sua presenca confirmada no draft do genoma
de caiaué.

Indicacdo de maior expressdo relativa do gene MyBHV5 (primer
MyBHv3) no tecido folha quando comparado ao tecido raiz e

confirmacéo da presenca deste gene no draft do genoma do caiaué.



93

Search and characterization of tissue-specific genes (leaf) of Elaeis
oleifera (HBK) Cortes.

ABSTRACT

The aim of this study was to perform exploration and validation of
genes that have their expression in specific tissue characteristics (leaf) in
order to aid future studies in the search for promoters, so that they are
tested and validated in model plant (Setaria spp.). For this search was
performed in silico on public genomic databases, and data selected
candidate genes were aligned using the blast tool (Basic Local Alignment
Search Tools) as draft of the species Elaeis oleifera (caiaué) genome as a
source of genes of interest. The evaluation of specific relative expression
of candidate genes in leaf caiaué was performed with the technique of
Polymerase Chain Reaction in Real Time (Real Time Quantitative PCR -
gPCR), using it for the two tissue types (leaf and root) . As a result was
obtained indicating highest relative MyBHV5 gene expression in leaf
tissue compared to root tissue and confirmation of the presence of this

gene in the genome caiaué.

Keywords: Relative expression. Caiaué. qPCR. Promoters.
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RESUMO

Apesar da palma de 6leo (Elaies guineensis) destacar-se entre as
demais espécies oleaginosas por sua alta capacidade de producdo de 6leo,
ha& poucos metabdlitos secundérios identificados e descritos na literatura
no género Elaeis. Assim, como ha um pequeno numero de trabalhos
referentes a utilizacdo da metabolémica no estudo deste género objetivou-
se neste trabalho identificar os metabdlitos secundarios presentes em
folhas de Elaeis guineensis Jacq (palma de 6leo), utilizando a abordagem
metabolémica. Para isto, foi desenvolvido um protocolo de analise dos
metabolitos, baseado na extracdo e deteccdo dos metabdlitos por técnicas
analiticas avancadas, baseadas emcromatografia liquida de ultra alta
eficiéncia, acoplada a espectrometria de massas (UHPLC-MS). Pela
analise dos resultados possibilitou-se a identificacdo demetabdlitos com
base na deteccdo das respectivas razdes m/z, as quais geraramas formulas
moleculares correspondentes, queforam associadas a compostos descritos
na literatura. Os metabdlitos presentesnas duas fracdes analisadas (polar e
lipidica) deverdo ser validados por experimentos de espectrometria de
massas tandem (MS/MS).

Palavras-chave: Elaeis guineensis. Palma de d&leo. Metabol6mica.
Metabolitos secundarios. Espectrometria de massas. UHPLC-MS.

Electrospray. Time of flight.
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1 INTRODUCAO

O género Elaeispossui duas espécies: Elaeis guineensis Jacq.
(palma de oOleo) eElaeis oleifera (Kunth) Cortés (caiaué) (CUNHA,
LOPES; BARCELOQS, 2009). Os plantios comerciais no Brasil sdo quase,
em sua totalidade, referentesa palma de dleo e hibridos interespecificos,
que sao cruzamentos entre a palma de 0leo e a espécie americana caiaué.

A palma de dleo destaca-se entre as demais espécies oleaginosas
por sua alta capacidade de produgdo de 6leo (oil palm) (FOOD AND
AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS -
FAQ, 2012). A palma de 6leo nos plantios comerciais pode chegar a uma
produtividade de até5 mil Kg ha® de o6leo e apresenta maior
produtividade, quando comparada com a soja (Glycine max (L. ) Merr.),
que € a cultura mais plantada no Brasil (KALTNER et al., 2004). O 6leo
de palma, extraido da polpa (mesocarpo) e o 6leo de pamiste, extraido das
nozes, podem ser destinados para os mais diversos fins, desde a producao
de biodiesel, industria alimenticia, medicinal e cosmética (MYA,
SOMVONG; CHATCHAWAN, 2010). No entanto, a palma de o6leo
possui susceptibilidade ao principal problema, causador de prejuizos
nessa cultura, o amarelecimento fatal (AF). A hibridacdo interespecifica
entre o caiaué e a palma de6leo, tem sido explorada com o objetivo de
desenvolver cultivares com resisténcia a pragas e doencas,
principalmente, ao AF (BARCELOS et al., 2002).

As plantas sdo as espécies que tém contribuido de forma mais
significativa para o fornecimento de metabolitos secundarios, existindo

potencialidades exploratorias para esses compostos, pois possuem um alto
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valor econdmico em virtude da sua utilizagdo na produgdo de
medicamentos, cosmeticos, alimentos e agroquimicos (PINTO et al.,
2002). A teécnica que estuda o metabolismo, primario ou secundario de
um organismo, seja de forma qualitativa ou quantitativa, é chamada de
metabolémica (HALL, 2006).

Neste contexto, o género Elaeispossui poucos metabolitos
secundariosidentificados e descritos na literatura, assim como ha um
pequeno namero de trabalhos referentes a utilizacdo da metabolémica no
estudo deste género.

Obijetivou-se neste trabalhoidentificar os metabdlitos secundarios
presentes em folhas de palma de oOleo, utilizando a abordagem de
metaboldmica. Para tanto, foi necesséario estabelecer um protocolo de
andlise eficiente e confidvel para a extracdo, deteccdo e identificacdo
destes compostos. Para isto, utilizaram-se técnicas analiticas avancadas,
baseadas emcromatografia liquida de ultra eficiéncia, acoplada a
espectrometria de massas (UHPLC-MS), com ionizagéo por electrospray
(ESI) e analisador de massas de alta resolucéo tipo Q-TOF (Quadrupole-
Time-Of-Flight).
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencao do material bioldgico

Foram coletadas cinco amostras (repeti¢fes técnicas) da folha +17
de cinco diferentes plantas (repeti¢cGes biologicas) deElaeis guineensis,
localizadas no campo experimental de dendezeiro do Centro de Pesquisas
Agropecuérias do Cerrado — CPAC, em Planaltina - DF. As plantas foram
escolhidas de forma aleatoria.

Para coleta do material vegetal, foi utilizado um alicate de
extracdo de disco foliar com didmetro padrdo de 6, 35 mm. Foram
coletados 16 discos foliares por amostra, totalizando 100 mg de material
por amostra. Os materiais foram inseridos em tubos individuais de
polipropileno de 2, 0 mL, ja identificados e previamente resfriados. As
amostras foram imediatamente resfriadas em nitrogénio liquido (N,) e
transportadas até o laboratério da Central de Analises Quimicas e
Instrumentais (CAQ) do Centro Nacional de Pesquisa em Agroenergia
(CNPAE - Embrapa Agroenergia) e armazenadas em ultrafreezer (-
80°C).

2.2 Extracoes

O protocolo para extracdo de metabdlitos secundarios seguido
foibaseado no protocolo publicado pelo Max-Planck-Institute of
Molecular Plant Physiology (MAX-PLANCK-INSTITUTE OF
MOLECULAR PLANT PHYSIOLOGY, 2014).



104

Foram preparadas duas solucgdes estoques, denominadas solugéo
de extracdo 1 e solucédo de extracdo 2. A solucédo estoque de extracao 1foi
preparada com 25 mL de metanol (Panreac- UPLC grade) e 75 mL de
tert-Butyl methyl ether (MTBE — Sigma — grau ACS)e homogeneizada
com auxilio de vortex. A solugdo foi pré-resfriada a -20°C por 1 hora
antes de seu uso. A solucdo estoque de extracdo 2foi preparada com 75
mL de agua Milli-Q (UPLC grade) e 25 mL de metanol (Panreac - UPLC
grade) sendo homogeneizada com auxilio de vortex e utilizada em
temperatura ambiente no momento da extracdo. O procedimento de
extracao foi realizado nos laboratérios da Central de Analises Quimicas e
Instrumentais (CAQ) e Laboratério de Genética e Biotecnologia (LGB)
da Embrapa Agroenergia.

No material vegetal resfriado em nitrogénio liquido e ja inserido
em tubo de polipropileno de 2 mL, foram adicionadas 2 esferas de metal
de 3 mm aos microtubos e processadas no equipamento moinho de bolas
(Biospec) pelo periodo de 45 segundos, objetivando a lise das células das
folhas. Imediatamente apds, foi adicionado 1mL da solugdo estoque de
extracdo 1, gelada por amostra, incubando-se na sequéncia os tubos em
um “banho seco” (drybath - Eppendorf®) a uma temperatura de 4°C por
10 minutos. Terminado o processo, foi realizada uma “‘sonicagdo” em
banho ultrassdnico, contendo agua e gelo, durante 10 minutos,
adicionando-se na sequéncia 500 uL da solucdo estoque da mistura de
extragdo 2. Ao final da sonicacdo, as amostras foram centrifugadas em
temperatura ambiente sob rotacdo de 15000 rpm em uma centrifuga

refrigerada (Eppendorf®) por 5 minutos a uma temperatura de 4°C.
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Foi observada a formacdo de duas fases: uma organica de
coloracdo verde (fracdo lipidica) e uma fase polar de coloracdo clara
(fracdo polar), as quais foram separadas com auxilio de micropipetas e
transferidas para tubos de polipropileno de 1, 5 mL distintos. As amostras
foram concentradas em concentrador a vacuo (LabConco® - speedvac),
por 24 horas, passado o periodo, as amostras foram identificadas e
armazenadas em ultrafreezer (Sanyo® — VIP) sob temperatura de -80°C

até serem analisadas.
2.3 Recuperacéo dos extratos

A fracdo lipidica foi ressuspendida com 500 pyL de mistura de
isopropanol e acetonitrila (ACN) na proporcdo 30:70 (v/v) + 0, 1% de
acido formico. Os microtubos, contendo as amostras, foram submetidos a
um vortex para a obtencdo de uma mistura homogénea. Na sequéncia, as
amostras foram “sonicadas” em um banho ultrassonico, durante 5 minutos
e centrifugadas em temperatura ambiente a 13400 rpm por 10 minutos.
Com auxilio de uma micropipeta, foram retirados cerca de 400 uL da
solugdo e transferidos para frascos tipo vial de 2 mL e analisadas
imediatamente.

A fracdo polar foi ressuspendida com 500 pL de agua ultra pura
(Milli-Q) e os microtubos, contendo as amostras, foram vortexados para a
obtengdo de uma mistura homogénea. Na sequéncia, foram submetidos a
um banho ultrassénico, durante 5 minutos e centrifugados em temperatura

ambiente a 13400 rpm por 10 minutos. Com auxilio de uma micropipeta
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foram retirados cerca de 400 pL da solucdo e transferidos para frasco tipo

vial de 2 ml e analisados imediatamente.
2.4 Métodos analiticos

Para a determinagdo estrutural de diferentes biomoléculas,
principalmente as presentes no metabolismo secundario em folhas de
palma de 0leo, foi utilizada cromatografia liquida de ultra alta eficiéncia,
acoplada a espectrometria de massas (UHPLC-MS), com fonte de
ionizacdo do tipo ESI e analisador hibrido tipo Q-TOF.

As amostras foram submetidas a anélise por UHPLC-MS. Para
separacdo cromatogréafica da fracdo lipidica, foi empregada uma coluna
de fase reversa modelo Acquity BEH C8 (2. 1 x 150 mm, 1. 7 um),
mantida a temperatura de 45°C. Como fase mdvel, foi empregado um
gradiente de eluicdo composto por Fase Mdvel A (&cido formico 0, 1%
(VIV) em é&gua ultrapura) e Fase Movel B (mistura 70:30 (V/V) de
acetonitrila:isopropanol + 0, 1 % de acido férmico). Um fluxo de injecdo
de 0, 400 mL. min™* com um total de 0, 2 ml de volume injetado.

Para separacdo cromatografica da fracdo polar, foi empregada uma
coluna de fase reversa modelo Acquity BEH C8 (2. 1 x 150 mm, 1. 7
pum), mantida a temperatura de 45°C. Como fase movel foi empregado um
gradiente de eluicdo composto por Fase Mdvel A (&cido formico 0, 1%
(V/V) em agua ultrapura) e Fase Mdvel B (mistura Acetonitrila 100 % +
0, 1 % de 4cido férmico). Um fluxo de injecdo de 0, 400 mL. min“*com

um total de 1 mL injetado.
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As andlises foram realizadas, utilizando um cromatégrafo liquido
de Ultra Alta Eficiéncia (UHPLC) (marca Nexera X2 (Shimadzu)),
composto por uma bomba quartenaria, auto amostrador e forno de
colunas, acoplado a um espectrémetro de massas, (Maxis 4 G® UHR-TOF
MS (Bruker Daltonics®)), com nitrogénio sendo utilizado como gas de
nebulizacdo, dessolvatacdo e colisdo, para realizacdo de experimentos de
dissociacdo induzida por colisdo (Collision Induced Dissociation — CID).
Os espectros de massas foram obtidos utilizando os modos de ionizagao
positivo (ESI (+)-MS) e negativo (ESI (-)-MS).

Os parametros instrumentais otimizados e utilizados nas analises
de MS foram: capilar: + 3500 V para o0 modo negativo e + 4000 V para o
modo positivo, temperatura de solvatacdo: 200°C, dry gas: 9 L min™,
nebulizer: 4 bar e end plate offset a 500 V.

Os cromatogramas e espectros de massas foram adquiridos,
utilizando os softwares HyStar e otofControl (versdes 3. 2), integrantes do
pacote Compass 1. 5 for OTOF series (Bruker Daltonics®).

Os cromatogramas obtidos para as fragfes lipidica e polar foram
analisados utilizando o software Data Analysis (Bruker Daltonics®)
versdo 4. 1, integrante do pacote Compass 1. 5 para OTOF series. Ja, para
a Aquisicdo de dados, utilizaram - se os softwares otofControl 3. 2 e
HyStar 3. 2. Os dados de massas moleculares exatas, em funcéo do tempo
de retencdo, foram compilados em um banco de dados e os resultados das
diferentes replicatas bioldgicas foram comparados para avaliacdo da

repetibilidade da técnica.
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2.5 Anaélise de Dados

A andlise dos dados teve inicio por meio da utilizacdo da funcéo
“Dissect function” (ferramenta do Data Analysis): a qual encontra
compostos em um cromatograma (LC-MS) mesmo quando picos estéo
praticamente coeluidos (sobrepostos). Foi investigado o ion mais intenso
identificado para cada disseccdo do cromatograma.

Para a identificacdo quimica dos compostos separados por
UHPLC-MS, foi empregada a ferramenta SmartFormula™ do software
Data Analysis, que considera a massa exata dos compostos e respectivos
padrdes isotopicos para determinacdo da férmula quimica linear
aproximada. A identificacdo das possiveis formulas moleculares foi
realizada com base em dois principais parametros - (1) erro (dado em
ppm) calculado em relacdo a massa exata medida e (2) mSigma, que esta
relacionado ao padrdo de distribui¢do isotopica do composto. Estes dois
parametros associados geram um escalonamento das férmulas
moleculares encontradas pela ferramenta, em uma escala de 0 a 100. A
tolerancia de erro utilizada para o SmartFormula foi de 2 ppm, foram
ignoradas as formulas moleculares com mSigma superior a 20.

Para determinacdo da formula linear, foi utilizado o software
Compound Crawler 2. 0 que realiza pesquisas em bancos de dados de
acesso livre, onde foram escolhidos os bancos de dados KEGG (Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes), ChEBI (Chemical Entities of
Biological Interest) e Metlin (Scripps Center for Metabolomics). Com a
utilizacdo das ferramentas citadas, buscou-se, desse modo, delinear a

composicdo metabdlica das folhas da palma de dleo.



109

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

No momento da escolha das folhas para analise quimica, foram
necessarios alguns cuidados na coleta das amostras. A amostragem € a
fase onde ocorrem o0s erros que mais dificultam a interpretagdo dos
resultados da andlise foliar, ocasionando erros que podem comprometer
todo o experimento. Com base nos estudos realizados por Knecht,
Ramachandran e Narayanan (1977), na fase jovem da palma de 6leo (até
0 segundo ou terceiro ano apés o plantio), a amostragem é feita na folha +
9. A partir do terceiro ou quarto ano de plantio, a amostragem é feita
sobre a folha + 17, em decorréncia da posicdo e estagio fisiologico da
mesma, sendo considerada como a que melhor expressa o estado
fisiologico ideal do dendezeiro (RODRIGUES et al., 2006). O campo
experimental da Embrapa Cerrados possui plantas com idade fisioldgica
superior a trés anos, portanto, foram coletadas amostras da folha +17, as

quais puderam ser identificadas por meio da filotaxia da planta (Figura 1).
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Figura 1 Filotaxia do dendezeiro, adaptado de Henry (1955).

A coleta do material vegetal por resfriamento imediato em N
mostrou-se eficiente e de facil aplicacdo em campo. Os materiais
empregados na coleta foram de simples manuseio e indicaram ser
adequados para esta finalidade. O resfriamento por N (criopreservacéao)
visou a conservacdo de materiais vegetais sob temperatura ultrabaixa,
garantindo que todos o0s processos metabdlicos possam serinterrompidos
imediatamente (ZHU et al., 2006).

No processo de extracdo dos metabdlitos, os reagentes utilizados
visam maximizar a eficiéncia da extragdo e garantir 0 maior ou menor
namero de metabdlitos dependendo do caso em estudo (BARROSNETO;
SCARMINIO; BRUNS, 2007). A analise otimizada de metabdlitos
selecionados ou classes de metabolitos polares e apolares requerem

procedimentos de extracdo especificos em combinacdo com
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instrumentacdo analitica adequada. No entanto, os protocolos de extracdo
especificos, mais eficientes, muitas vezes, cobrem apenas um ndmero
muito limitado de compostos (MAX-PLANCK-INSTITUTE, 2014).

Para uma cobertura metabolica abrangente em plantas, é
aconselhavel um processo de extracdo simples e rapido, minimizar o
tempo de preparo e analise das amostras, maximizando o rendimento de
extracao e detectando a maior parte das classes de metabolicos presentes
na amostra (MAX-PLANCK-INSTITUTE, 2014).

Mediante a mistura de solventes, utilizada neste trabalho, foi
possivel extrairmetabdlicos com diferentes polaridades, com base no
processo de extracdo liquido-liquido. No final da extracdo, duas fases
foram formadas na solugéo, fase polar (com coloragdo amarela) e fase
organica (com coloragdo verde) (Figura 2). A fase polar deve conter os
metabolitos secundarios primarios, semipolares e polares, enquanto a fase

organica deve conter lipidios.

Fase Polar
H,0 Milli -Q

(ESI(+)-MS)

ﬂ — UHPLC-MS c

|
L) MeOH/MTBE \Jv" (ESI(-)-MS)
<, f
Wy
N —) . .
(ESI (+)-MS)
— UHPLC-MS c

" H,0/MeOH \/
v (ESI(-)-MS)
M/z
Folha + 17 palma de 6leo
Fase Lipidica
ISO/ACN 30:70 (v/v)+0,1% AF

Figura2 Figura representativa do processo de extracdo e deteccdo de

metabolitos secundarios de folhas de palma de 6leo, adaptado

de Max-Planck-Institute (2014)



112

A técnica de UHPLC-MS foi utilizada para a andlise dos
metabolitos nas fracbes polar e lipidica (organica).

Os cromatogramas obtidos para a fracdo polar das plantas 1 a 5,
utilizando ESI (+)-MS e ESI (-)-MS estdo ilustrados nas Figuras 3 e 4,
respectivamente. Ndo houve uma diferenca significativa entre os perfis
dos metabolitos detectados entre as replicatas bioldgicas. Houve apenas
uma pequena diferenca na intensidade dos ions detectados utilizando o

modo de ionizacao positivo (ESI (+)-MS (Fig. 3).
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Figura3 Cromatogramasdo pico base (BPC) das fragbes polares das
plantas 1 a 5, respectivamente, utilizando ESI (+)-MS
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Figura4 Cromatogramas do pico base (BPC) das fracbes polares das
plantas 1 a 5, respectivamente, utilizando ESI (-)-MS

Os cromatogramas obtidos para a fracdo lipidica das plantas 1 a 5,
utilizando ESI (+)-MS e ESI (-)-MS, estédo ilustrados nas Figuras 5 e 6.
N&do foram observadas diferencas visuais significativas em relacdo aos
perfis quimicos gerados quando comparadas as repeti¢des bioldgicas nos

dois modos de ionizagéo (positivo e negativo).
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Figura5 Cromatogramas do pico base (BPC) das fracdes lipidicas das

plantas 1 a 5, respectivamente, utilizando ESI (+)-MS

Figura6 Cromatogramas do pico base (BPC) das fracdes lipidicas das

plantas 1 a 5, respectivamente, utilizando ESI (-)-MS
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No entanto, uma menor quantidade de compostos quimicos foi
detectada na fracdo lipidica em comparacdo com a fragdo polar,
utilizando o modo positivo (ESI (+)-MS.

A planta 3 apresentou um aumento na intensidade do sinal em
alguns ions, no modo negativo (Figura 6), o que pode ser resultado de um
erro experimental ou de alguma anomalia da planta.

Em geral, o nimero de metabdlitos detectados foi menor,
utilizando o modo negativo do que o positivo, e as replicatas bioldgicas
apresentaram resultados de repetibilidade.

O perfil quimico dos metabdlitos, obtido para as diferentes fraces
(polar e lipidica), utilizando os dois modos de ionizacdo (ESI (+)-MS e
ESI (-)-MS), foram distintos e complementares, detectando, assim, uma
grande quantidade de metabolitos de diferentes polaridades. Alguns
metabdlitos com mesma razdo m/ze férmulas moleculares foram
observados em ambas as fracdes e modos de ionizacdo (positivo e
negativo) (Figura 7). Analisando os dados da Figura 7, € possivel concluir
que a extracdo utilizada para a obtencdo da fracdo polar e a analise no

modo positivo foi a condi¢do quedetectou o maior nimero de compostos.
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Polar (ESI{+)-M5) Polar (ESI{-)-M5)

153
578
290
BEE
A 47 26
370
448
738
43z
448

Polar (ESI{+])-M5) Lipidica (ESI{+]-M3)

Lipidica (ESI{+)-MS)  Lipidica (ESI{-}-MS)

Figura7 Numero de ions detectados em cada condic¢do de anélise e ions
detectados em ambas ascondicOes. a) Fragdo polar nos modos
de ionizacgdo positivo e negativo; b) Frac6es polar e lipidica no
modo de ionizacdo positivo; c) fracdo lipidica nos modos de
ionizagdo positivo e negativo
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O experimento, para verificar a reprodutibilidade da técnica, foi
realizado utilizando uma planta padrdo (4) e triplicata técnica.

Os cromatogramas obtidos para as fragdes polares e lipidicas nos
modos positivo e negativo (Figura 8 - 11) indicaram uma boa
reprodutibilidade da técnica, pois apresentaram compostos quimicos

detectados em tempos de retencao e intensidades muito semelhantes.

e ey

n

Figura8 Cromatogramas do pico base (BPC) utilizando ESI (+)-MS para
as fracdes lipidicas da planta 4 (replicatas técnicas)
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Figura9 Cromatogramas do pico base (BPC) utilizando ESI (-)-MS para

as fracdes lipidicas da planta 4 (replicatas técnicas)
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Figura 10 Cromatogramas do pico base (BPC) utilizando ESI (+)-MS para as

fracOes polares da planta 4 (replicatas técnicas)
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Figura 11 Cromatogramas do pico base (BPC) utilizando ESI (-)-MS para
as fracdes polares da planta 4 (replicatas técnicas)

Todos os cromatogramas obtidos neste trabalho foram obtidos do
pico base (BPC). A representacdo grafica do sinal de ions representados
pelo BPC demonstra os picos detectadose registadosde acordo com a
maior intensidade obtida e tempo de retencdo (NIESSEN; GROSS;
CAPRIOLI, 2006). O BPC e similar ao cromatograma de ions totais
(Total lon Current Cromatogram —TIC), porém, apenas 0 pico mais
intenso em cada espectro é analisado. Isto significa que o pico da base do
cromatograma representa a intensidade do pico mais intenso em todos 0s
pontos na andlise. Os BPC’s, geralmente, possuem um visual mais limpo
e, portanto, sd@&o mais informativos do que cromatogramas TIC
(MCNAUGHT; WILKINSON, 1997; MURRAY et al., 2013).

Cada pico do cromatograma foi selecionado e o espectro de

massas referente ao tempo de retencdo foi obtido. O ion mais intenso do
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espectro de massas, para cada tempo de retengdo, teve uma lista de
formulas moleculares atribuidas, de acordo com a correlagdo entre a
massa exata e padrdo isotopico dos valores experimentais e teoricos
(Samartformula, Bruker Daltonics).

Um exemplo de formula identificada para o composto 41 da planta
1, obtido para a fracdo lipidica, modo positivo pala ferramenta

Smartformula pode ser visualizado na Figura 12.

SmartFormula Manually == =]
Lower formula: Cie | Generate I
Upper formula: Help |

|c15n
Mote: for m < 2000 the elements C, H, M, and O are considered implicitly,
Adducts, pas. [+ | I collect adducts
Adducts, neg. I M-H LI
Measured mjz I 449, 1073 Tolerance: I 2 ppm - Charge: I 1 3:
Meas. mle £ | Ion Formula | Score | n'u’zl err [ppm] | Mean err [ppm] | mSigma I
449.1079 1 C21H21011  100.00 <449.1078 0.1 -0.0 53
2 C19H9N140 65.39 449.1078 0.1 0.7 12.6
3 C34H13NZ2 15.68 449.1073 1.3 -1.2 &67.0
<1 | 1021
™ Automatically locate moncisotopic peak  Maximum number of formulae 500
¥ Check rings plus double bonds Minirnum I 0.5 Maximum I A0
Electron configuration Ieven vl
I+ Filter H/C element ratio Minimum H/C: I ] Maximum HfC: I 3
I+ Estimate carbon number ¥ Generate immediately
Copy to SmartFormula Farameters I Show Pattern |

Figura 12 Formulas moleculares calculadas pelo SmartFormula para o
composto 41 da planta 1, fracdo lipidica, modo positivo
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As trés formulas moleculares atribuidas com melhores resultados
calculados (exceto aquelas com mSigma superior a 20) foram inseridas
em bases de dados (ChEBI, Metlin e Kegg), utilizando a ferramenta
CompoundCrawler, e possiveis compostos quimicos foram identificados
(Quadros 1 a 4). Na Figura 13 é demonstrado o resultado da busca gerada
pelo CompoundCrawler para a formula CH»:011 [M+H]" calculada pelo

SmartFormula para o composto 41 da planta 1.



Pico | Tg (min) | m/z[M+H] | Intensidade |Férmulaidnica] Massaexata | Erro Férmula Base de dados
. Composto
(counts) [M+H] (ppm) empirica
ChEBI: 15816
2 0, 88 175, 1192 35254 CesH15N,0O, 175, 1190 -1,2 CsH14N,O, D-arginine Metlin: 6924
Kegg: C00792
ChEBI: 17721
4 0, 94 304, 1501 38259 C12H2N304 304, 1503 0,7 C12H21N3Og | Nicotianamine | Metlin: 66305
Kegg: C05324
Bis-beta-D-
8 100 | 3251134 | 177845 CiHuOp | 3251129 | 1,4 | CiHyOy fr““g,f;fag.‘fse L | chesi: 4117
dianhydride
9 1,06 166, 0863 59646 CgH1,NO, 166, 0863 -0,3 CgH11NO, Phenylalanine | ChEBI: 28044
11 1,13 154, 0863 25857 CgH1,NO, 154, 0863 -0,3 CgH13NO, Dopamine ChEBI: 18243

Kegg: C03758

Quadro 1 - Picos detectados, tempos de retengdo (Tr), razdo m/z, intensidade de sinal, formula ibnica,
férmula empirica, possiveis compostos identificados e rastreamento na base de dados consultada para a

fracdo polar modo positivo (ESI (+) - MS) para folhas + 17 de E. guineensis

massa exata,

(...continua...)

ccl



12 1,15 | 185,0079 134412 CHsOg 185,0081 | -0,8 | C;H,0c Chelidonic acid Kegg: C08476
14 1,24 | 180,1018 45397 CioHNO, | 180,1019 | 0,4 | CyHi3NO, | N-Methyl-L-phenylalanine | ChEBI: 43980
22 1,87 | 220,1330 52956 CisHigNO, | 220,1332 | 0,9 | Ci3HigNO, Darlingine Kegg: C10857
. ChEBI: 10072
23 | 2,43 | 206,0447 23799 | CyHgNO, | 206,0448 | 0,4 | CyH;NO, Xanturenic acid Kegg: C02470
. ChEBI: 27589
25 | 4,50 | 579,1499 | 123492 | CyHyOi, | 579,1497 | -0,4 | CaoHpOr2 Procyanidin Kegg: C10238
. . ChEBI: 90
27 5,27 | 291,0865 91965 CisH1s0s | 291,0863 | 0,7 | CysH1406 (-)-epicatechin Metlin: 3470
Kegg: C09727
o ChEBi: 75643
28 5,64 | 867,2138 19915 CusH3g015 | 867,2131 | -0,9 | CusH3015 Procyanidin C1 Keeg: C17624
Kaempferol 7-O- (2-E-p-
29 6,25 | 579, 1493 120116 CaoHyO1, | 579,1497 | 0,7 | CaoHysO1s coumaroyl-o-L- ChEBI: 66134
rhamnopyranoside)
. ChEBI: 28527
30 6,45 | 611, 1605 237582 CyHuOs5 | 611,1607 | -0,2 | CyHgOsg Rutin Kegg: C05625
. ChEBI: 15600
31 6,70 | 291,0864 103917 CisH1s0s | 291,0863 | -0,3 | CisH1406 (+)-Catechin Kegg: C06562
33 6,79 | 2070650 26791 CyH;;0, | 207,0652 | 0,7 | CyHyO4 Eugenin ChEBI:67374
34 6,82 | 8672141 13504 CusH3g0ys | 867,2131 | -1,2 | CusHae0sg ProcyanidinC1 ChEBI: 75643
Luteolin 7-O- ChEBI: 31788
35 7,01 | 595,1663 287707 CyH31015 | 595,1657 | -0,7 | CyH301s neohesperidoside Kegg:C12630
36 7,12 | 867,2142 28952 CysH3g0ys | 867,2131 | -1,2 | CusHae01g Procyanidin C2 ChEBI: 75644
37 7,25 | 611, 1612 191181 CyH310y6 | 611,1607 | -0,2 | CyHz046 Lucenin-2 ChEBI: 6553

Kegg: C10102

€ct



ChEBI: 3421

38 7,36 581, 1504 14579 CysH2015 | 581, 1501 0,5 Co6H25015 Carlinoside Metlin: 48919
. ChEBI: 9047
39 7,39 565, 1548 68651 CysH2g0O14 | 565,1552 | -0,6 | CysHy014 Schaftoside Kegy: C10181
- ChEBI: 27589
40 7,41 579, 1503 23490 C39H57045 579, 1497 -1,0 C3oH6015 Procyanidin B4 Kegg: C10238
ChEBI: 7781
41 7,50 449, 1079 410212 CyHxn 041 | 449, 1078 0,1 Cy1H2011 Orientin* Metlin: 48901
Kegg: C10114
42 7,51 207, 1379 93245 C13H190; 207, 1380 0,1 Ci3H1g0, | 3,5, 6-Trimethyleugenol | ChEBI: 59096
44 7,55 611, 1610 174928 Cy7H3 046 | 611,1607 | -0,6 | Cy7Hz0046 |lsoorientin 2"-O-rhamnoside| ChEBI: 28596
45 7,61 565, 1549 277818 CysH2014 | 565, 1552 0,5 Co6H2014 Apiin ChEBI: 15932
47 7,70 449, 1081 235583 CyHxnOq1 | 449,1078 | -0,5 | CyHy0p Isoorientin ChEBI: 17965
48 7,73 565, 1553 50003 CysH2014 | 565, 1552 0,0 Co6H25014 Isoschaftoside ChEBI: 75589
Kaempferol 3-O-a-L-
49 7,84 565, 1553 55311 CyeH2g014 | 565,1552 | -0,2 | CyeHp044 | arabinopyranosyl-7-O-a-L- | ChEBI: 68878
rhamnopyranoside
50 7,91 595, 1662 371264 Cy7H3 045 | 595, 1657 0,7 Cy7H30045 | Vitexin 2"-O-B-D-glucoside | ChEBI: 16631
51 7,94 227, 1642 14674 C13H203 227,1642 | -0,2 C13H,,03 4, 5-Dihydrovomifoliol Metlin: 95095
Quercetin-3-0O- (2"-0-a- S
N ChemSpider:
52 7,95 697, 1618 23606 CgoH33019 | 697, 1611 1,1 C3oH32019 |rhamnosyl-6"-O-malonyl)-B- 4478818
glucoside
Isovitexin 2"-O-B-D- )
53 7,99 595, 1667 329486 Cy7H3 045 | 595,1671 | -1,5 | CyH30015 glucoside ChEBI: 17379
Malvidin 3-glucoside-5- (6"- .
55 8, 03 739, 2084 44178 C33H39019 739, 2080 0,5 C33H38019 malOﬂylglUCOSidE) Metlin: 47156
Kaempferol 3-O-p-D-
56 8, 08 565, 1554 43134 CysH9014 595, 1552 0,4 CoeH5014 apiofuranosyl-7-O-a-L- | ChEBI: 68884

rhamnopyranoside

£A)



Kaempferol 7-methyl ether
3-[3-hydroxy-3-

57 | 813 | 7392083 40368 CisioOso | 739,2080 | 0,4 | CaHOro | i b 0" | Metlin: 51000
[apiosyl- (1->2)-galactoside]
58 | 8,18 | 480,2226 | 57024 | CpuHuNO, | 480,2228 | -0.4 | CyHsNO, |FO-Desmethyltetrabenazine] \\ i og0g
glucuronide
7-O-[B-D-arabinopyranosyl-
59 | 821 | 565, 1551 28984 CogHpsOrs | 565,1552 | 0,1 | CogHpsOu (1—>6)--D- ChEBI: 75556
glucosyl]apigenin
60 | 8,28 | 433,1133 | 211326 | Cy;HyOs | 433,1129 | -0,8 | CyHxOuo Vitexin ChEBI: 16954
L Kegg: C10039
61 | 8,31 | 609 1815 10112 CoHs:Ops | 609,1814 | 0,2 | ChgHapOus Diosmin Mol 3676
63 | 8,48 | 6071655 27502 CoHzO0gs | 607,1657 | 0,4 | CogHagOxs Citrifolinoside ChEBI: 65637
65 | 8,57 | 449, 1079 49902 CyHyO1 | 449,1078 | 0,1 | CyHyOy Quercitrin ChEBI: 17558
67 8,62 | 447,1291 36915 CyoHpsOyo | 447,1286 | -1,2 | CyHyOsp B'OChaE;‘I'L:‘ngSLf‘B'D' ChEBI: 28751
75 | 9,70 | 371.2059 | 156519 | CuH»Oi | 371.2064 | 1,5 | CypHpOso | 5-Megastigmen-7-yne-3, 9- | Metlin: 88761
diol 9-glucoside
76 | 9,81 | 5911711 | 129376 | CogHaOu | 591.1708 | -1,6 | CysHpgOrs 3-0-Methylmaysin Metlin: 49187
78 | 10.08 | 373.222 361950 CiH5,0, | 373.2221 | -0,2 | CyuHaO, myriaporone 3 ChEBI:66422

1Al



Pico | Tr (min) [m/z [M+H]|Intensidade| Fdérmula Massa Erro Férmula Composto Base de dados
(counts) ibnica exata (ppm) | empirica
[M+H]
1 0, 83 137, 0595 19685 CgHy0, 137, 0597 -1,7 CgHgO, | 4-hydroxyphenyl)acetaldehyde | CHEBI:15621
3 0,97 | 449, 1086 97149 CyH2 041 | 449, 1078 1,8 Cy1H20011 Orientin ChEBI: 7781
4 1,0 291, 0865 99463 Ci1sH150¢ 291, 0863 0,7 C15H140¢ (—)-epicatechin ChEBI:90
5 1,09 209, 1533 20583 C13H2:0, 209, 1536 1,6 C13H20, (3R)-hydroxy-B-ionone ChEBI: 53173
6 1,12 | 373, 2217 38829 C19H3307 373, 2221 1,1 C1oH3,07 Myriaporone 3 ChEBI: 66422
7 1,71 171, 1494 30262 CgHgN,O | 171, 1492 1,3 CgH1gN,0 3-Acrylamidopropyl Metlin: 34500
trimethylammonium
10 4,07 | 316, 3211 13142 CioHioNO, | 316,3210 | -0,2 | CygH4NO; | 1-hexadecyl-2-amino-2-deoxy- | ChEBI: 78541
sn-glycerol
31 12,81 | 613,4830 351272 C39Hg505 613, 4827 -0,5 C39Hg405 1, 3-dilinolenoylglycerol ChEBI: 75852

Quadro 2 - Picos detectados, tempos de retencdo, razdo m/z, intensidade de sinal, formula iénica, massa exata, formula
empirica, possiveis compostos identificados e rastreamento na base de dados consultada para a fracdo

lipidica modo positivo (ESI (+) - MS) para folhas + 17 de E. guineensis

91



Pico |Tg (min)| m/z [M+H] |Intensidade |Férmula idnica| Massa exata | Erro Férmula Composto Base de dados
(counts) [M-H] (ppm) | empirica
3 | 0,97 | 2250613 | 22908 C/H1505 25,0616 | 1,4 | C/HuOs ribg‘g;gypc:‘gzmzf('l_) ChEbi: 58457
4 1,00 | 683, 2250 215166 Co4Ha302 683, 2250 0,2 C4H4402 Galabiose Metlin: 86577
8 1,14 | 152, 0715 29178 CgH1oNO, 152,0717 | -1,2 | CgH;;NO, Dopamine ChEbi: 18243
14 1,43 | 272, 0561 14159 C14H1oNOs 272, 0564 1,4 | CyH;NOg Tolcapone ChEBI: 63630
16 1,62 | 297, 1187 20109 C11H2104 297,1191 1,5 C11H2,09 | a-L-Rhap- (1—3)-D-ribitol | ChEBI: 61090
22 2,67 | 355, 0665 63321 C15H15019 355, 0671 1,8 C15H16010 Caffeic acid 3-O- Metlin: 96063
glucuronide
26 4,37 | 355.0666 71680 C15H15019 355.0671 | -1,4 | CysH16040 Caffeoyl Cl-glucuronide | Metlin: 96067
27 4,53 | 577,1345 83912 C3oH2501, 577,1351 | -1,1 | CsHxO12 Procyanidin B1 ChEBI: 75633
28 4,91 | 355, 0664 51373 C15H15049 355, 0671 1,8 C15H16010 Caffeic acid 3-O- Metlin: 96063
glucuronide
29 4,98 | 345,1187 75023 C15H2104 345,1191 1,1 C15H2,04 3, 5-dimethoxy-4- ChEBI:68338
hydroxybenzyl alcohol-4-
O-B-D-glucopyranoside
30 5,22 | 355.0665 41285 Ci5H15019 355. 0671 1,6 C15H16010 Caffeoyl C1-glucuronide | Metlin: 96067
31 5,29 | 289.0711 97878 C15H1306 289. 0718 2,0 C15H1406 (—)-epicatechin ChEBI:90
33 5,52 | 355.0665 124439 Ci5H15019 355. 0671 0,5 C15H16010 Caffeoyl C1-glucuronide | Metlin: 96067

Quadro 3 - Picos detectados, tempos de retengdo, razdo m/z, intensidade de sinal, formula i6nica, massa exata, formula

empirica, possiveis compostos identificados e rastreamento na base de dados consultada para a fracdo polar
modo negativo (ESI (-) - MS) para folhas + 17 de E. guineensis

(...continua...)
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34 | 565 | 865 1980 | 16261 | CuHaOrp | 865.1985| 1,2 | CasHagOmm arecatannin B1 ChEBI:75642
37 6, 17 355. 0665 124439 CisHi5019 | 355. 0671 0,5 Ci5H16010 Caffeoyl C1-glucuronide | Metlin: 96067
40 | 6,45 | 609,1452 | 103763 | CyHpO:s | 609,1461 | -1,4 | ChHsOss Rutin EZEQB'CSE;Z
5-Hydroxy-6- Metlin: 94324
41 | 6,51 | 369,0823 | 25709 | CiHiOn | 369,0827 | 1,1 | CiHiOw |  methoxycoumarin 7-
glucoside
43 | 6,62 | 3551031 | 13174 | CuHiOs | 3551035 | -0,9 | CagHooOo Gogg;i’t‘ggjrr;'%s"e)l) ChEBI. 62282
45 | 6,71 | 289,0712 | 84452 CiHiOs | 289,0718 | 1,8 | CisHuaOs (©)-epicatechin ChEBI:90
57 | 7,50 | 447,0928 | 125721 | CuHiOn | 447,0933 | L7 | CauHaOu Orientin ChEBI: 7781
67 | 8,04 | 737,1930 | 17761 | CyHsOw | 737,1935| 0,7 | CyHsO1 | Malvidin 3-glucoside-5- | Metilin: 47156
(6"-malonylglucoside)
72 | 8,28 | 431,0081 | 99941 | CuHiOp | 431,0984 | 0,5 | CyHyOu Vitexin ChEBI: 16954
73 | 840 | 463,0880 | 12331 | CyMiOp | 463,0882 | -0.5 | CuHyO, | COSSYPEUn 8-rhamnoside E:g;léigggg
76 | 8,58 | 447,0929 | 17526 | CyuHiOn | 447,0933 | 0,8 | CouHaOun isoorientin ChEBI:17965
86 | 9,70 | 415, 1965 | 194305 | CyoHsOo | 415,1974 | 2,0 | CaoHaOo Ethyl 7 epi 12- Metilin: 91484
hydroxyjasmonate
glucoside
90 | 10,00 | 417,2126 | 267501 | CyoHaOs | 417,2130 | -0,9 | CaoHaiOo Auranofin ChEBI: 2922

8¢1



Pico Tr m/z [M+H] |Intensidade| Fdérmula Massa Erro Férmula Composto Base de dados
(min) (counts) ibnica exata [M- | (ppm) empirica
H]
3 1,01 289, 0716 114269 C15H1306 289, 0718 0,4 C15H1406 (-)-epicatechin ChEBI:90

Quadro 4 - Picos detectados, tempos de retencdo, razao m/z, intensidade de sinal, formula ibnica, massa exata, formula
empirica, possiveis compostos identificados e rastreamento na base de dados consultada para a fragdo
lipidica modo negativo (ESI (-) - MS) para folhas + 17 de E. guineensis

6¢1



[l CompoundCrawler []= C21H20011, found 70 Cmpds. =0 x|
Fle Edit Help
I’CmHznOH Search I

Hint: Search for compounds by formula ([M]: C7H100S, or [M-+H]: C7H1105, respectively) or by enzyme code (ec:2.7.1.12)

# | Compound

[ compound o

1 orientin

2 querdrin

3 isoorientin

4 luteolin 7-0-beta-D-glucoside

5 kaempferol 3-O-glucoside

6 kaempferol 3-O-beta-D-galactoside

7 6-0-[s-hydroxy-3-(2-hydroxyphenyl)-4-oxo-4...
8  cyanidin 3-0-beta-D-glucoside betaine

9 asphodelin A-4'-0-beta-glucoside

10 isoscutellarein glycoside

11 aureusidin 6-O-beta-glucoside

12 cyanidin 3-0-beta-D-galactoside betaine
13 kaempferol 7-0-beta-D-glucopyranoside
14 kaempferol 3-0-beta- glucopyranoside
15 kaempferal 7-0-beta-D-galactopyrancside
16 kasmpferol 4-0-beta-D-glucopyranoside
17 kaempferol 3-0-beta-D-allopyranoside

18 kaempferol 3-O-alpha-L-glucopyranoside
19 kaempferol 3-0-beta-D-glucofuranoside
20 kaempferal 5-0-beta-D-glucopyranoside

CHEBIL: 7781

CHEBI: 17558
CHEBI: 17965
CHEBIL:27994
CHEBI:30200
CHEBL:31742
CHEBL: 55449
CHEBEL:61318
CHEBL:65454
CHEBL:66085
CHEBL:66305
CHEBI:71515
CHEBI: 75790
CHEBIL: 75791
CHEBL: 75794
CHEBIL: 75795
CHEBL: 75796
CHEBL: 75797
CHEBL: 75798
CHEBL: 75802

Datab &
ChEBI
ChEBI
ChEBI
ChEBL
ChEBL
ChEBL
ChEBL
ChEBL
ChEBL
ChEBL
ChEBL
ChEBI
ChEBL
ChEBL
ChEBL
ChEBL
ChEBL
ChEBL
ChEBL

ChEBLY.
3

OH

M - Last | fiExk

Path

[

compound ist.

Ready

Hint: press SHIFT key and left mouse button for searching all compounds of a selected path n path list, or searching for compounds with a given formula from within

[ moM[
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Figura 13 Possiveis compostos identificados nos bancos de base ChEBI,
Metlin e Kegg para a formula molecular Cy1H2;01; (modo
positivo) do composto 41 da planta 1

Noor et al. (2012) identificaram 27 compostos em folhas de palma

de 6leo, em trabalho publicado na literatura. Neste trabalho 7 férmulas

quimicas identificadas sdo semelhantes ao trabalho publicado. Estas

formulas e raz6es m/z estio descritas na Tabela 1.
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Tabela 1 Razdes m/z (corrigidas) e formulas moleculares (empiricas) de
compostos identificados neste trabalho

m/zliteratura  m/z encontrada  FOrmula literatura ~ Férmula encontrada

610, 1520 610, 1607 C27H300156 C27H30016
594, 1517 594, 1567 C27H30015 C27H30015
594, 1552 594, 1567 Ca7H30015 Cy7H30015
564, 1409 564, 1552 CysH25014 C26H28014
448, 2883 448, 1078 C21H20011 C21H20011
738, 1991 738, 2080 Cs3H35019 Cs3H35019
432, 0979 432, 1129 C21H201 C21H20010

Fonte: (NOOR et al., 2012).
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4 CONCLUSAO

Uma plataforma analitica baseada em metabolémica para
identificar metabolitos em folhas de Elaeis guineenses Jacg. (palma de
6leo) foi desenvolvida neste trabalho. O método de extragdo mostrou-se
simples e eficaz, uma vez que o processo de extracdo utilizado foi
liquido-liquido, considerando uma mistura de solventes com diferentes
polaridades, realizado em uma Unica etapa. A técnica analitica, UHPLC-
MS, apresentou boa reprodutibilidade nas analises, uma vez que 0s
cromatogramas demonstraram um padrdo similar, indiferente das
replicatas bioldgicas e replicatas técnicas analisadas.

Ao final deste trabalho foram identificados 47 possiveis
compostos presentes na fragcdo polar em modo positivo (ESI (+)-MS), 26
na fracdo polar em modo negativo (ESI (-)-MS), 8 na fracdo lipidica em
modo positivo (ESI (+)-MS) e 1 na fracdo lipidica em modo negativo
(ESI (-)-MS). No entanto, serd necessario 0 uso da técnica de
espectrometria de massas tandem (MS/MS) para a elucidacgdo estrutural
dos metabdlitos identificados e propostos neste trabalho, para

comprovacao e validacdo dos mesmos.
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Extraction and analysis of secondary metabolites from Elaeis
guineensis Jacq leaves by liquid chromatography coupled to

ultrahigh performance mass spectrometry

ABSTRACT

Although oil palm (Elaeis guineensis) stand out among the other
oil varieties for its high oil production capacity, there are few secondary
metabolites identified and described in the literature on Elaeis genus. Just
like there is a small number of papers focusing the use of metabolomics
in the study of this genus. The aim of this study was to identify secondary
metabolites in leaves of Elaeis guineensis Jacq (palm oil) using
metabolomics approach. Therefore we developed a metabolites analysis
protocol based on the extraction and detection of metabolites using
advanced analytical techniques based on liquid chromatography coupled
to ultra high performance mass spectrometry (UHPLC-MS). The results
enabled the identification of metabolites from the detection of their
respective m/z reasons, which generate the molecular formulas which
have been associated with the compounds described in the literature. The
metabolites present in both fractions analyzed (polar and lipid) should be
validated by tandem mass spectrometry experiments (MS/MS).

Keywords: Elaeis guineensis. Palm oil. Metabolomics. Secondary
metabolites. Mass spectrometry. UHPLC-MS. Electrospray time-of-
flight.
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CONSIDERAGOES FINAIS

Com os estudos de prospeccao de genes tecido especifico (folha), pode-
se dar um passo importante no que se diz respeito a utilizacdo do draft do
genoma do caiaué como uma fonte de genes de interesse. Com a realizacdo deste
trabalho, foi possivel a identificacdo de um gene presente em seu genoma, o qual
teve seu perfil de expresséo caracterizado com a utilizagéo da técnica de gPCR.
O prosseguimento do trabalho em questdo se dara com a identificagdo de regides
promotoras do gene selecionado, assim como de novos possiveis genes que
possam vira teremsua presenca confirmada no genoma do caiaué. Os genes em
questdo serdo testados em planta modelo (Setaria spp.) para validacdo e
comprovagdo de sua expressdo especifica. Desta maneira, o trabalho sera
complementado de maneira satisfatoria, abrangendo as etapas de prospec¢do em
bancos de dados, identificacdo e comprovacdo de presenca no genoma do
caiaué, comparacgdo de expressao relativa, identificacdo de regides promotoras
de tecido especifico e teste e validacdo em planta modelo.

No que se diz respeito ao estudo da metabolémica em folhas
fisiologicamente maduras de palma de dleo, as técnicas utilizadas para extragao
de metabolitos secundarios se mostraram eficientes e de facil reprodutibilidade,
varios metabdlitos foram detectados nas duas fracfes obtidas (polar e lipidica)
assim como nos dois modos de aquisicéo, positivo (ESI (+)-MS) e negativo (ESI
(-)-MS). A utilizagdo da cromatografia liquida de Ultra Alta Eficiéncia acoplada
a espectrometria de massas mostrou-se capaz de produzir resultados confiaveis e
com boa reprodutibilidade, os quais puderam ser comprovados por meio dos
cromatogramas obtidos. Em estudos futuros, com os dados gerados, sera
possivel a identificacdo precisa dos matabdlitos presentes na folha da palma de

6leo mediante a técnica de espectrometria de massas tandem (MS/MS).
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A unido destas duas &reas de trabalho (prospeccdo de genes e
metabolomica) possui importancia no que se diz respeito aos estudos com as
duas espécies do género Elaeis spp., pois hoje o governo federal possui diversos
incentivos para programas de melhoramento e estudos com as respectivas
espécies (Elaeis guineensis e Elaeis oleifera). O estabelecimento de uma rede de
pesquisa no Brasil, que abranja a palma de éleo e o caiaué e que una dados
moleculares e informagGes sobre compostos de interesse, presentes no
metabolismo dessas espécies pode, cada vez mais, agregar valor e gerar mais

incentivos para a expansdo das culturas citadas em nosso pais.



