
UNIVERSIDADE DE LISBOA 
 

FACULDADE DE CIÊNCIAS 
 

DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA ANIMAL 
 

 

 

 

Abordagem fisiológica e molecular da capacidade 

de tolerância à secura de Jatropha curcas L.: uma 

planta resistente à seca 

 

 

 

Tiago Miguel Castelo Dias Cruz 

 

Mestrado em Biologia Humana e Ambiente 

 

 

2010 

 

brought to you by COREView metadata, citation and similar papers at core.ac.uk

provided by Universidade de Lisboa: Repositório.UL

https://core.ac.uk/display/12422684?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1


 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



I 

 

UNIVERSIDADE DE LISBOA 
 

FACULDADE DE CIÊNCIAS 
 

DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA ANIMAL 
 

 

 

 

Abordagem fisiológica e molecular da 

capacidade de tolerância à secura de Jatropha 

curcas L.: uma planta resistente à seca 

 

 

Tiago Miguel Castelo Dias Cruz 

 

Mestrado em Biologia Humana e Ambiente 

 

Dissertação orientada pela Doutora Margarida Oliveira e pela Doutora 

Deodália Dias 

 

2010 



II 

 

Agradecimentos 

 
 Agradeço às minhas orientadoras Professora Doutora Deodália Dias e Professora Doutora 

Margarida Oliveira pelo apoio, dedicação, disponibilidade e amizade, tornando possível a realização 

deste trabalho. Peço desculpa por ter causado algum cabelo branco a mais; 

 

 Ao Miguel Costa, do Laboratório de Ecofisiologia Molecular de Plantas, pela amizade, 

disponibilidade, e por toda a ajuda prestada com o IRGA; 

 

 Ao Nelson Saibo (GPlantS), pela ajuda na construção dos primers degenerados, pela amizade, 

disponibilidade, e por todo o apoio prestado durante a realização deste trabalho; 

 

 Ao Tiago Lourenço (GPlantS), pela amizade, dedicação, apoio, pelas discussões científicas, e 

por tudo o que me ensinou durante a realização deste trabalho, que fazem de mim hoje um melhor 

Biólogo. Só é pena teres mau gosto futebolístico, mas enfim...;  

 

 À Helena Sapeta (GPlantS), por ter sido durante este trabalho o meu braço direito e muitas 

vezes o esquerdo. Por todo o todo o apoio, dedicação, disponibilidade, amizade, por teres sido às vezes 

quase minha mãe, e mais uma série de membros da família, o meu muito obrigado;  

 

 A todos os restantes elementos do Grupo Genomica de Plantas em Stress (GPlantS). Ao 

Duarte, Diego, André, Tânia, Cecilia, Inês, Pedro, Nuno, Mafalda, Milene, Liliana, Isabel, Sam, 

Subhash, Sónia, Ana Paula Farinha, Ana Paula Santos, Ana Margarida, os melhores colegas de 

laboratório, que criam um ambiente espectacular e que me fizeram sentir em casa durante estes meses;  

 

 A toda a minha família, em particular aos meus pais, por colocarem sempre os meus interesses 

em primeiro lugar e por todos os sacrifícios que fizeram e fazem por mim, o meu profundo 

agradecimento. Adoro-vos; 

 

 Aos meus amigos, por todo o apoio e confiança em mim, demonstrados ao longo destes 

meses; e pela motivação que me deram. Obrigado malta!; 

 

 A todos aqueles que por diferentes razões possibilitaram a realização deste trabalho, muito 

obrigado; 

 

 Em homenagem ao meu irmão, pela tese dele que infelizmente nunca vou poder ver. Ias tirar 

um 20 de certeza. 

 

 



III 

 

Índice 

 

Agradecimentos ........................................................................................................... II 

Abreviaturas e símbolos ........................................................................................... VI 

Resumo ....................................................................................................................... IX 

Abstract ........................................................................................................................ X 

1 Introdução ................................................................................................................. 1 

1.1 Jatropha curcas L. .............................................................................................. 1 

1.1.1 História ......................................................................................................... 1 

1.1.2 Botânica ........................................................................................................ 1 

1.1.3 Importância económica de Jatropha curcas L. ......................................... 3 

1.2 Seca, stress hídrico e melhoramento vegetal .................................................... 4 

1.2.1 Definição de seca: O que é a seca? ............................................................. 4 

1.2.2 Seca e stress hídrico ..................................................................................... 4 

1.2.3 Selecção e melhoramento ............................................................................ 5 

1.3 Relações hídricas e resposta ao stress hídrico ................................................. 6 

1.3.1 Relação entre a água e as plantas ............................................................... 6 

1.3.2 Mecanismos de resposta ao stress hídrico ................................................. 7 

2 Objectivos ................................................................................................................ 18 

3 Materiais e métodos ................................................................................................ 19 

3.1 Material vegetal e condições experimentais ................................................... 19 

3.2 Ensaio de stress hídrico.................................................................................... 19 

3.3 Análise de expressão génica ............................................................................. 20 

3.3.1 Recolha das amostras ................................................................................ 20 

3.3.2 Extracção de RNA total de Jatropha curcas L. ....................................... 20 

3.3.3 Quantificação do RNA total ...................................................................... 21 



IV 

 

3.3.4 Síntese de cDNA ......................................................................................... 21 

3.3.5 Amplificação dos genes em estudo descritos na literatura .................... 21 

3.3.6 Isolamento de genes de Jatropha curcas L. relacionados com stress .... 22 

3.4 Análise fisiológica ............................................................................................. 28 

3.4.1 Recolha das amostras ................................................................................ 28 

3.4.2 Medições estomáticas ................................................................................ 28 

3.4.3 Teor foliar relativo de água (RWC) ......................................................... 29 

3.4.4 Quantificação do teor de clorofila ............................................................ 29 

3.4.5 Densidade estomática ................................................................................ 30 

3.4.6 Tamanho das raízes e peso seco ................................................................ 30 

3.4.7 Análise morfológica das plantas ............................................................... 30 

3.5 Análise estatística ............................................................................................. 30 

4 Resultados ................................................................................................................ 32 

4.1 Identificação e isolamento das sequências dos genes putativos ABI, ABF1,2 

e de T6PS ................................................................................................................. 32 

4.2 Isolamento das sequências 3’RACE e 5’RACE dos genes ABI, ABF1,2 e de 

T6PS ......................................................................................................................... 34 

4.3 Estudo de expressão génica ............................................................................. 35 

4.4 Estudo de aspectos morfo-fisiológicos de Jatropha curcas L. ...................... 38 

4.4.1 Dados obtidos por IRGA ........................................................................... 38 

4.4.2 Dados morfológicos .................................................................................... 42 

4.4.3 Dados de RWC , densidade estomática, tamanho das raízes, peso seco, e 

de teor de clorofila .............................................................................................. 45 

5 Discussão .................................................................................................................. 46 

5.1 Identificação e isolamento dos genes putativos ABI, ABF 1 e 2, e T6PS de 

Jatropha curcas L. .................................................................................................. 46 

5.2 Estudo de expressão génica ............................................................................. 47 

5.3 Estudo de dados fisiológicos ............................................................................ 50 



V 

 

5.4 Estudo dos dados morfológicos ....................................................................... 52 

6 Conclusões e Perspectivas Futuras ........................................................................ 54 

7 Referências Bibliográficas ...................................................................................... 56 

8 Anexos ...................................................................................................................... 64 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



VI 

 

Abreviaturas e símbolos 
 

%   Percentagem 

 

ºC  Graus célcius 

 

 PSII  Eficiência do fotossistema II 

 

μg  micrograma 

 

μL  microlitro 

 

μM  micromolar 

 

μmol  micromole 

 

A  Taxa de fotossíntese 

 

ABA  Ácido abcísico 

 

ABF1  ABA factor de ligação 1 (ABA binding factor 1) 

 

ABF2  ABA factor de ligação 2 (ABA binding factor 2) 

 

ABF3  ABA factor de ligação 3 (ABA binding factor 3) 

 

ABF4  ABA factor de ligação 4 (ABA binding factor 4) 

 

ABI  Ácido abcísico insensível (Acid abscisic insensitive) 

 

ABRE  Elemento de resposta a ABA (ABA responsive element) 

 

AP2  APETALLA2 

 

C3 Via de fixação fotossintética do carbono em que o produto da reacção 

de carboxilação é um composto com três átomos de carbono (ácido 

fosfoglicérico) 

 

C4 Via de fixação fotossintética do carbono em que o produto da reacção 

de carboxilação é um composto com quatro átomos de carbono 

 

CAM  Metabolismo ácido das crassulácias 

 

Ca
2+

  Ião cálcio 

 

CBF1  Factor de ligação à repetição C 1 (C-repeat binding protein 1) 

 

CBF2  Factor de ligação à repetição C 2 (C-repeat binding protein 2) 

 



VII 

 

CBF3  Factor de ligação à repetição C 3 (C-repeat binding protein 3) 

 

cDNA  DNA complementar 

 

Ci  Concentração interna de dióxido carbono 

 

cm  centímetros 

 

CO2  Dióxido de Carbono 

 

Colony-PCR PCR realizado em colónia bacteriana 

 

CRT  Repetição de C (C repeat) 

 

DNA  Ácido desoxirribonucleico 

 

DRE  Elemento de resposta à seca (Drought responsive element)  

 

DREB  Factor de ligação ao DRE (DRE-binding) 

 

E  Transpiração foliar 

 

EREB Elemento de ligação que responde ao etileno (Ethylen responsive 

element binding) 

 

ERF  Factor de resposta ao etileno (Ethylen responsive factor) 

 

FT  Factor de transcrição 

 

g  Grama 

 

Kg  Quilograma 

 

gs  Condutância estomática 

 

H2O  Água 

 

H2O2  Peróxido de oxigénio 

 

IRGA  Analisador de gás por infra vermelhos (Infra Red Gas Analyzer) 

 

MCS  Local de clonagem multipla (Multiple Cloning Site) 

 

Mg
2+

  Ião magnésio 

 

ml  mililitro 

 

mM  milimolar 

 



VIII 

 

mmol  milimole 

 

Mn
2+

  Ião manganês 

 

NH4
+
  Amónio  

 

PA  Ácido fosfatídico 

 

Pb  Pares de base 

 

PCR  Reacção de polimerase em cadeia 

 

PEG  Polietilenoglicol 

 

PIP  Proteína intrínseca da membrana plasmática   

 

PIP1  Proteína intrínseca da membrana plasmática 1  

 

PIP2  Proteína intrínseca da membrana plasmática 2 

 

PLD  Fosfolipase D 

 

PP2C  Fosfatase 2C 

 

PPM  Fosfatase de proteína M 

 

PPP  Fosfatase de proteína P 

 

PSII  Fotossistema II 

 

ROS  Espécies reactivas de oxigénio (Reactive oxigen species) 

 

RT-PCR PCR de transcriptase inversa 

 

RWC  Teor relativo de água foliar 

 

SIP  Proteína intrínseca pequena e básica 

 

T6P  Trealose-6-fosfato 

 

T6PS  Trealose-6-fosfato sintetase 

 

T6PP  Trealose-6-fosfato fosfatase 

 

TIF  Proteína intrínseca do tonoplasto 

 

U  Unidade 

 

WUE  Eficiência do uso de água (Water use efficiency) 



IX 

 

Resumo 

 

A seca afecta as plantas, originando-lhes stress. Para o Homem, como as 

culturas agrículas fornecem 2/3 do alimento da população mundial, este problema 

pode provocar graves consequências do ponto de vista da saúde pública. As plantas 

desenvolveram mecanismos de resposta à secura, que podem ser regulados pela 

expressão de diversos genes, que permitem à planta adaptar-se a novas condições 

ambientais.  

A planta Jatropha curcas L. possui grande capacidade de adaptação a 

condições de seca, o que poderá dever-se a numerosos factores. 

Este trabalho teve como objectivo monitorizar alterações de expressão génica 

em genes já anteriormente correlacionados com a tolerância à seca, seja em Jatropha 

ou noutras plantas modelo, utilizando para o efeito duas linhas de J. curcas L.. Estas 

linhas são originárias de ambientes com regimes hídricos diferentes, seco versus 

tropical húmido. As alterações detectadas ao nível da expressão transcricional foram 

correlacionadas com ensaios morfo-fisiológicos efectuados nas duas variedades de J. 

curcas, com vista à caracterização do seu comportamento sob stress hídrico.  

Concluiu-se que as duas linhas de J. curcas L., sob stress hídrico, possuem 

uma resposta semelhante ao nível da expressão génica. Foi também possível verificar 

neste trabalho que as duas linhas de J. curcas L., submetidas ao mesmo stress, 

apresentam um comportamento morfo-fisiológico diferente. A linha de regime hídrico 

seco demonstra um ritmo de crescimento lento mas constante e um melhor 

aproveitamento da água disponível, em contraste com a linha de regime tropical 

húmido que mostra um crescimento rápido, interrompido por stress hídrico. Parece 

ainda haver alguma correlação entre a expressão de alguns genes e alterações 

morfológicas nas linhas de J. curcas L.. Os resultados obtidos apontam para eventuais 

estratégias diferentes entre as duas linhas de J. curcas L. relativamente à forma de 

lidar com o stress hídrico, embora os ensaios realizados não tenham permitido 

verificar uma expressão génica discriminante.  

 

Palavras-chave: Jatropha curcas L., seca, saúde pública, expressão génica, ensaios 

morfo-fisiológicos  
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Abstract 

 

Drought affects plants, causing stress. For mankind, to whom crops represent 

2/3 of world food reserves, this problem can cause several issues related to human 

health. Plants have evolved mechanisms to cope with stress, which can be regulated 

through different genes, helping the plant in its adaptation to the new environmental 

conditions.   

Jatropha curcas L. is a plant that is able to survive in extreme drought 

environments, which may be due to a great number of causes. 

The goal of this work was to monitor gene expression changes from already 

known drought-responsive genes, in Jatropha or in other model plants. For this 

purpose, we used two lines of J. curcas L., which have their origin in two different 

hydrologic regimes (arid versus tropical). Gene expression changes were correlated to 

physiological and morphological tests under drought in the two J. curcas L. lines, in 

order to have new insights in how this plant species deal with drought. 

With this work, we could conclude that both lines under drought stress have a 

similar gene expression pattern. We could also conclude that the two J. curcas L. lines 

have a different physiological and morphological response under drought stress. The 

arid line shows a slow but constant growth rate and a good water usage. In the 

opposite direction, the tropical line shows to have a bigger growth rate, although it is 

impaired under drought. There seems to be a correlation between morphological and 

expressions of some genes in Jatropha curcas lines. Our results support an eventual 

different strategy among the ecotypes to cope with drought stress, although we could 

not observe a discriminating gene expression pattern.   

 

Keywords: Jatropha curcas L., drought, human health, gene expression, morpho-

physiological studies 
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1 Introdução  

 

1.1 Jatropha curcas L. 

 

1.1.1 História 

 

A Jatropha curcas L. é uma espécie herbácea, pertencente à da família das 

Euforbiaceas. Actualmente, esta planta encontra-se disseminada por diferentes partes 

do mundo, no entanto admite-se que a sua origem esteja localizada na América 

Central, em particular no México.  

O nome Jatropha curcas L. tem origem nas palavras gregas “jatros” (doutor) e 

“trophé” (alimento), o que implica uma origem medicinal para o seu uso. Devido à 

sua distribuição abrangente, possui vários nomes em diferentes partes do globo, sendo 

popularmente conhecida por “physic nut” ou “purging nut” (Inglaterra), pinhão-

manso (no Brasil), “tempate” (Honduras e El Salvador), “pignon d’Inde”, “purghere” 

(França), “kadam” (Nepal), “yu-lu-tzu” (China), “mupuluka” (Angola) e purgueira em 

Portugal.  

Admite-se que tenham sido os portugueses, o primeiro povo a trazer a planta 

para o continente africano, primeiro para Cabo Verde, e posteriormente para o resto 

de África e para a Ásia. Em abono desta teoria, encontramos os primeiros registos de 

aplicações comerciais da planta, datados do século XVIII, em Lisboa, para onde os 

navegadores traziam o óleo da planta e o entregavam às indústrias de produção de 

sabão e de óleo para lâmpadas (Heller, 1996).  

 

1.1.2 Botânica 

 

A Jatropha curcas L. é uma espécie resistente à seca, que se desenvolve até 

uma altura máxima de 5/6 metros. Trata-se de uma planta com uma grande 

capacidade de adaptação a climas áridos, o que lhe permite crescer nos mais diversos 

ambientes, inclusive em solo rochoso. Os únicos tipos de solos que não suporta são 

aqueles que possuam elevadas concentrações de água ou que tenham uma fraca 

capacidade de drenagem.  

Possui um crescimento articulado, com uma morfologia descontinuada a cada 

extensão. Durante o seu crescimento desenvolve normalmente uma raiz central bem 
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definida, e com 4 ou 5 raízes periféricas. Tem um período de vida de cerca de 50 

anos. 

É uma planta de folha caduca em que a queda das suas folhas ocorre durante o 

Inverno, devido ao frio, ou na estação seca, de forma a reduzir as perdas de água por 

transpiração. As folhas têm um crescimento alternado, possuem entre 6 a 15cm, tendo 

a maioria 7 lóbulos, e os estomas estão presentes em maior quantidade na face abaxial 

(Kumar et al., 2008). O seu caule e os seus ramos possuem grandes quantidades de 

látex. 

                       
Figura 1. Representação esquemática de Jatropha curcas L. (Figura adaptada de 

http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Jatropha_curcas_Blanco2.384.png) 
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Durante a floração, Jatropha curcas L. apresenta as suas inflorescências na 

extremidade dos ramos. As flores são unisexuais, apresentando em alguns casos flores 

hermafroditas. A planta apresenta polinização cruzada, excepto nos casos das flores 

hermafroditas, em que pode ocorrer auto-polinização (Heller, 1996). 

Uma das principais características da purgueira é a sua grande capacidade de 

resistir a longos períodos de seca e de crescer em solos pouco férteis (Kumar, 2008; 

Achten, 2008, Openshaw, 2000). Foram realizados vários estudos que comprovam 

que esta característica para resistir a longos períodos de seca, em diferentes fases do 

desenvolvimento (Kheira, 2009; Maes, 2009). 

 

1.1.3 Importância económica de Jatropha curcas L. 

 

Jatropha curcas tem múltiplas utilizações, sendo utilizada em aplicações 

industriais, bem como ao nível das comunidades locais. Na indústria, o óleo retirado 

da semente é bastante procurado para a produção de biodiesel (Kumar et al., 2008; 

Openshaw, 2000). Apesar de o seu custo de produção ser muito reduzido, quando 

comparado com outras plantas produtoras de biodiesel, ainda existe alguma discussão 

sobre o verdadeiro potencial do biodiesel de Jatropha curcas (Achten et al., 2008). 

Para além dos fins energéticos, o óleo extraído tem outras aplicações industriais, tais 

como a produção de cosméticos, em que se utilizam alguns dos subprodutos da 

produção do biodiesel (Kumar, 2008; Achten, 2008).  

Ao nível das comunidades locais, as folhas de Jatropha curcas são utilizadas 

como alimento pelas populações mais pobres, embora tenha de ser alvo de vários 

processos de confecção devido a ter compostos tóxicos. Muitas populações tiram 

partido desta toxicidade para construir sebes naturais, de forma a separar os terrenos 

agrícolas de terrenos utilizados para a pastorícia, assim como para a produção de 

pesticidas (Kumar, 2008). 
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1.2 Seca, stress hídrico e melhoramento vegetal  

 
1.2.1 Definição de seca: O que é a seca? 

 

Um estado de seca pode ser definido como um longo período de exposição a 

um tempo seco, com duração suficiente para causar graves problemas no balanço 

hídrico de uma região, coadjuvado por outros factores climatéricos. De entre todos os 

fenómenos naturais, a seca é o mais complexo, e também o que causa maiores 

prejuízos, embora seja aquele em que não existe consenso, entre a comunidade 

científica, no que respeita à sua classificação (Wilhite, 1993). 

Os estados de seca diferem entre si pela sua duração, intensidade, e pela área 

que afectam. A duração de um estado de seca pode variar, sendo que normalmente é 

necessário um período de 2-3 meses para se considerar um estado de seca, embora tal 

se possa prolongar por vários anos (Wilhite, 1993). A intensidade de um estado de 

seca é medida com base em diferentes padrões, cada um deles com um conceito 

básico de funcionamento, e que está relacionado com a duração do mesmo (Byun et 

al., 1999). A área afectada pelo estado de seca é proporcional à sua duração, e pode 

ser variável, embora as áreas de maior incidência mudem entre as épocas secas de 

cada ano (Wilhite, 1993). 

 

1.2.2 Seca e stress hídrico  

 

Prevê-se que as situações de seca extrema sejam cada vez mais frequentes e 

duradouras. A nível mundial, estas situações estão associadas aos fenómenos de 

alteração climática, que têm tornado os fenómenos meteorológicos cada vez mais 

extremos (Easterling et al., 2000; Nicholls, 2004; McMichael et al., 2006). Um 

aumento da frequência e incidência da situação de seca vai resultar na falta de água 

(em quantidade e qualidade), em baixas produções agrícolas e, consequentemente, em 

situações de fome ou má nutrição nas populações mais pobres.   

Do ponto de vista económico, esta situação é muito grave, principalmente nas 

economias que têm uma forte aposta na agricultura, como a americana, onde se estima 

que só a grande seca de 1988-1989 tenha tido um impacto na ordem dos 39 mil 

milhões de dólares (Easterling et al., 2000).  
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Do ponto de vista da saúde humana, os problemas originados pela seca têm um 

efeito imediato nas populações de países mais pobres e menos desenvolvidos, como o 

crescimento das taxas de morbilidade e de mortalidade, e o aumento da má nutrição, 

principalmente nas crianças. Nas últimas décadas, este problema tem ocorrido 

principalmente na África subsaariana, onde já se verificaram grandes períodos de seca 

(Glantz, 1988; Olsson, 1993) com consequências graves nas populações. Em outras 

regiões de África, e ainda alguns países asiáticos (ex: Índia, China), cujos campos de 

cultivo já se encontram numa situação de stress elevado, estão entre os mais 

vulneráveis para que este tipo de situações (Platz, 2002).  

Devido a este problema, e contribuindo para as taxas de mortalidade e de 

morbilidade, surgem diversos problemas de saúde, nomeadamente, doenças 

oportunistas que se desenvolvem, ou que têm um desenvolvimento facilitado devido à 

má nutrição, como a SIDA (Mason et al., 2007; de Waal e Whiteside, 2003), e à 

ingestão deficiente de diferentes grupos de nutrientes, como por exemplo, vitaminas, 

minerais, lípidos e polissacáridos. Estes nutrientes, que estão presentes em grande 

quantidade nas plantas e têm um papel fundamental na dieta e saúde de muitas 

populações (Piironen et al., 2000; Anderson et al., 1994; Slavin, 2004). Períodos de 

seca prolongada reduzem a capacidade produtiva dos solos contribuindo para as 

situações de má nutrição nas populações (Lal, 2009). 

 

1.2.3 Selecção e melhoramento 

 

Actualmente, a grande maioria das culturas não possui, na sua variabilidade 

genotípica natural, genes que confiram tolerância à secura e que possam ser utilizados 

em programas de melhoramento convencionais. Por isso, nos últimos anos, através de 

estratégias de engenharia genética, têm-se procurado genes que possam conferir 

tolerância à secura nas diferentes culturas. Desta forma, pretende-se manter a 

produtividade das culturas em situações de stress e reduzir os efeitos da carência 

nutricional nas populações, bem como todos os problemas subsequentes (Thompson, 

2002; Toenniessen et al., 2003).  

Este compromisso é difícil, visto que a maioria dos genes de resposta à secura 

resulta em limitações no crescimento da planta. Assim, e com um conhecimento cada 

vez maior das diferentes vias de resposta ao stress, procura-se a utilização deste tipo 
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de genes de forma a aumentar a tolerância à secura, sem bloquear outros processos 

metabólicos na planta. No entanto, este é um processo difícil, visto que muitas destas 

vias estão envolvidas em diferentes respostas ao nível celular (Chaves e Oliveira, 

2004). 

 

1.3 Relações hídricas e resposta ao stress hídrico 

 

1.3.1 Relação entre a água e as plantas 

 

As plantas, como todos os seres vivos, precisam de água para que o seu 

metabolismo funcione e para que o seu desenvolvimento ocorra normalmente. Para 

além disso, o nível hídrico de uma célula influência a estrutura de muitas proteínas, 

ácidos nucléicos, polissacarideos e ainda outros constituintes de uma célula. A água 

forma também o ambiente onde muitos processos bioquímicos ocorrem, assim como 

participa directamente em muitos deles (Taiz e Zeiger, 2002).  

Nas células vegetais, a água representa a maioria da massa celular. Cerca de 

95% do volume celular, em plantas, é composto pelo vacúolo. Embora nos tecidos 

condutores, a percentagem de água seja menor, nos tecidos em crescimento a massa 

total de água chega a ser de 80% a 95%. As sementes, apesar de só possuírem uma 

percentagem de água baixa (5 a 15%), necessitam de absorver muita água para iniciar 

o seu processo de germinação (Taiz e Zeiger, 2002).  

A presença de uma parede celular, nas células vegetais, permite que estas 

consigam resistir a grandes pressões hídricas, as pressões de turgor, que resultam do 

processo hídrico das plantas. Este tipo de pressão é necessário para diferentes 

processos fisiológicos, para o transporte de solutos no floema, assim como para a 

rigidez e estabilidade mecânica dos tecidos vegetais não lenhificados (Taiz e Zeiger, 

2002).  

A absorção de água nas plantas ocorre de uma forma contínua, visto que a 

maioria da água evapora-se, à medida que se dá a absorção do CO2 atmosférico, 

necessário para a fotossíntese. Este processo pode ocorrer por três vias, via apoplasto, 

via simplasto e via transmembranar. A via apoplasto é feita através dos espaços trans-

membranares, existentes entre as paredes celulares, e é aquela que transporta mais 

solutos. A via simplasto é feita através dos plasmodesmos, enquanto que a 
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transmembranar realiza-se por passagem através das membranas plasmáticas das 

células, sendo esta a mais relacionada com transporte de água (Steudel e Frensch, 

1996).   

 

1.3.2 Mecanismos de resposta ao stress hídrico  

 

1.3.2.1 Trocas gasosas na resposta ao défice hídrico 

 

As plantas precisam de CO2 para sobreviver, visto que a sua absorção é 

necessária para a realização da fotossíntese. Apesar disso, as plantas muitas vezes têm 

que escolher entre a perda de H2O e a absorção de CO2, o que é modulado pela 

resistência estomática.  

A regulação estomática é controlada pela abertura e fecho dos estomas. Este 

mecanismo, depende do vapor de água, do CO2, e das variações da pressão de 

turgescência das células de guarda. A regulação da abertura estomática é controlada 

pelo ácido abcísico, a principal hormona envolvida no fecho estomático, assim como 

pelas citocininas, para a abertura do estoma (Taiz e Zeiger, 2002). 

A regulação deste mecanismo em situações de seca, é promovido pela 

produção destas hormonas. Estas são produzidas em resposta ao declínio de turgor da 

folha, a um défice da pressão de vapor de água na atmosfera, ou ainda à recepção de 

sinais de secura pelas raízes. Quando activado, o fecho dos estomas leva a uma 

redução da condutância estomática, um tipo de resposta à seca muito comum quando 

as plantas se encontram desidratadas (Chaves et al., 2009). Assim, a diminuição da 

condutância estomática tem, como efeito, a redução da fixação de carbono e das 

perdas de água, no período em que ocorre o maior défice de pressão de vapor entre a 

folha e a atmosfera, dando origem a uma optimização da fixação de carbono, em 

relação à quantidade de água (Jones, 1998).  

A grande variabilidade de climas e de nichos ecológicos à escala terrestre, 

resultou em diferentes estratégias de fixação fotossintética de CO2. As três vias usadas 

pelas plantas, para executar o processo fotossintético, são designadas de C3, C4 e 

CAM. As plantas C3 e C4, são aquelas cujo processo fotossintético produz compostos 

estáveis com 3 e 4 átomos de carbono, respectivamente. As plantas CAM apresentam 

um mecanismo diferente. Durante o dia produzem malato, e só à noite fixam o CO2. 
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Neste sistema, as plantas abrem os estomas de noite, mantendo-os fechados durante o 

dia minimizando assim as perdas de água (Taiz e Zieger, 2002). 

Situações de défice hídrico resultam numa redução da taxa fotossintética 

motivada pelo fecho dos estomas. Com os estomas fechados, o CO2 deixa de poder 

entrar para dentro da folha, o que leva a limitar o substrato disponível para o enzima 

RuBisCo, reduzindo a taxa fotossintética e a assimilação de CO2 (Chaves et al., 

2009). A necessidade de CO2 nas plantas é regulada em função da disponibilidade 

deste gás, assim como pelo dos estomas, como demonstram as diferenças na resposta 

da fotossíntese à concentração interna (Ci) de CO2 (Tallman, 2004).    

Em situação fisiológica normal, as plantas utilizam o máximo de luz para 

realizar a fotossíntese. Em situação de défice hídrico, e de forma a evitar a 

acumulação em excesso de electrões, as plantas adoptaram estratégias morfológicas e 

de dissipação térmica, para reduzir a quantidade de luz absorvida. Através da 

fluorescência clorofilina, utilizada como estimador do stress hídrico, é possível 

verificar que existe uma redução no transporte de electrões pelo fotossistema II em 

situações de stress hídrico (Baker e Rosenqvist, 2004; Baker, 2008). Esta redução 

pode ocorrer devido a dados sofridos pelo fotossistema II, ou a uma estratégia 

utilizada pelas plantas, que passa por uma redução na capacidade do fotossistema II 

para transportar electrões. Esta redução cria um efeito fotoprotector, que impede o 

fotossistema II de foto-oxidação, embora reduza a fotossíntese (Yordanov et al., 

2000).  

 

1.3.2.2 Adaptações morfológicas das plantas em défice hídrico  

 

As plantas, durante seu período de vida, estão sujeitas a estados de secura. De 

um ponto de vista clássico, a resposta das plantas a este tipo de stress abiótico tem 

sido sempre baseado em evitar, escapar ou tolerar, muitas vezes utilizando os três 

processos (Chaves et al., 2002).  

Para escapar aos efeitos de um período de seca, as plantas procuram minimizar 

o seu ciclo de vida, de forma a finalizar um ciclo reprodutor. Quando procuram evitar 

um estado de seca, as plantas optimizam os seus processos de absorção e retenção de 

água. Podem continuar a desenvolver as suas raízes, de forma a aumentar a área de 

captação de água, fechar os estomas, mudar os ângulos das folhas, ou até mesmo 
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perdê-las por inteiro, de forma a minimizar as perdas de água, e a redireccionar os 

nutrientes para outros locais que estejam mais carenciados (Chaves et al., 2002).  

Nas plantas que são tolerantes à secura, ocorreu o desenvolvimento de uma 

série de mecanismos que lhes permitiu estarem adaptadas para que, perante um estado 

de seca, activem rapidamente as respostas adequadas. Essa adaptação é diferente entre 

espécies visto que existem processos adaptativos específicos para as espécies que 

ocupam nichos ecológicos diferentes. Cada planta possui uma percepção de sinal 

diferente, assim como uma regulação génica e metabólica diferente, que se reflecte 

nas diferenças de tolerância à secura entre as espécies (Bartels e Sunkar, 2005).  

 

1.3.2.3 Resposta molecular ao défice hídrico 

 

A recepção de sinais que indicam um défice hídrico, nas plantas, vão activar 

diversos mecanismos de resposta. Estes mecanismos vão ser processados em 

diferentes níveis, tendo como objectivo minimizar os danos que este tipo de stress 

pode provocar na planta.  

A intensidade da resposta varia de acordo com a capacidade de percepção do 

sinal, da transdução desse mesmo sinal, e com a resposta que ocorre ao nível da 

expressão génica, ou ainda de outros processos metabólicos, que possam ser 

exclusivos de alguma plantas, como nas que são tolerantes à secura (Bartels e Sunkar, 

2005).  

A transdução de sinal, que se inicia após a recepção nos diferentes receptores 

de sinal de secura, ocorre por intermédio de várias famílias de cinases, como as da 

família MAPK, ou as CDPKs activadas pelo cálcio, induzidas por stress osmótico, 

assim como por fosfatases e outros transdutores de sinais (Bartels e Sunkar, 2005). 

Esta cascata de sinais termina com a activação de um padrão de resposta, modulado 

consoante o estímulo, e que leva à activação ou inactivação de genes de resposta por 

parte de factores de transcrição (FTs), a modulação da produção de ABA, e a 

produção de proteínas e de osmoreguladores de efeito protector (Bartels e Sunkar, 

2005; Saibo et al., 2009). 
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1.3.2.3.1 Factores de transcrição  

 

Foram detectados, na planta modelo Arabipodsis, mais de 1500 genes que 

codificam FTs. O elevado número de famílias destas proteínas, é demonstrativo da 

importância que desempenham nas plantas (Riechmann et al., 2000).  

FTs são proteínas que, na sua estrutura, possuem uma região oligomerizada, 

um local de regulação transcripcional (activação ou repressão), um sinal de 

localização nuclear, e uma região de ligação ao DNA altamente conservada. Esta 

última região interage com o elemento cis (região nucleotídica conservada para cada 

tipo de FT), presente no promotor dos genes, de forma a regular a expressão génica. A 

modulação da ligação dos FTs ao DNA faz-se directamente ou após activação dos 

FTs, que na maioria dos casos é feita através de alterações pós-traducionais, 

principalmente fosforilações (Liu et al., 1999).  

A indução da expressão de FTs, em plantas, pode ter origem em duas vias, 

uma dependente de ABA e outra independente. A existência destas duas vias já foi 

demonstrada, assim como a indução da expressão de FTs pela aplicação exógena de 

ABA em plantas (Shinozaki e Yamaguchi-Shinozaki, 2007). Nestas duas vias, os 

elementos de regulação cis mais importantes são o CRT/DRE, na via ABA 

independente, e o ABA responsive element (ABRE), na via ABA dependente. O 

elemento ABRE contem um motivo altamente conservado, PyACGTGGC, presente 

numa região do promotor dos genes. Este motivo altamente conservado, precisa de ter 

pelo menos duas cópias de elementos ABRE, para que a transcrição dos genes 

regulados ocorra. Na via independente do ABA, o elemento CRT/DRE contem o 

motivo A/GCCGAC, e só necessita de uma cópia para regular a expressão 

(Yamaguchi-Shinozaki e Shinozaki, 2005).  

 

1.3.2.3.1.1 Regulão AREB/ABF 

 

Na via dependente do ABA, uma das famílias de FTs que se liga ao elemento 

cis ABRE é a família AREB/ABF, também conhecida por regulão ABF. Estes FTs 

são activados quando a planta entra situações de stress de origem abiótico. Os 

membros deste regulão pertencem à grande família de factores de transcrição bZIP. A 

família AREB/ABF, composta pelos genes ABF1, ABF2/AREB1, ABF3 e 

ABF4/AREB2, possui um domínio bZIP altamente conservado na região C-terminal, 
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assim como três regiões altamente conservadas, designadas C1, C2 e C3, na região N-

terminal. Estas regiões contêm resíduos de serina e treonina, que são alvos de 

fosforilações (Kim, 2006; Yamaguchi-Shinozaki e Shinozaki, 2006). Este facto foi 

demonstrado para ABF2 e ABF4, por Uno et al. (2000) em Arabidopsis. Utilizando 

esta planta modelo, também foi demonstrado que, através da sobre-expressão de 

ABF3 e ABF4, ocorre um aumento da tolerância das plantas ao frio e à secura, 

embora os mutantes com origem nas sementes transgénicas tenham problemas de 

crescimento e haja uma diminuição na taxa de germinação (Kang et al., 2002, 

Yamaguchi-Shinozaki e Shinozaki, 2006).  

 

1.3.2.3.1.2 Família ERF 

 

Na via ABA independente, verifica-se a existência de uma família de FTs, 

ligados à regulação de genes envolvidos na resposta a stress abiótico, que é a 

Ethylene-responsive-element binding (EREB). Esta família de proteínas, que pertence 

à grande família APETALLA2 (AP2) e é única em plantas.  

Esta família possui um domínio conservado de 58 a 59 aminoácidos, chamado 

domínio ERF. Este domínio pode ligar-se a dois elementos cis diferentes, o elemento 

CRT/DRE, e um elemento GCC box. Esta grande família de FTs está envolvida na 

regulação de diferentes mecanismos como o desenvolvimento floral ou a resposta a 

diferentes tipos de stress abiótico, incluindo stress hídrico (Singh et al., 2002). A 

sobre-expressão de FTs desta família com efeitos na tolerância a stress abiótico já foi 

efectuada em outras plantas, como Nicotiana tabacum, mas apesar de aumentar a 

tolerância à secura, as plantas apresentavam efeitos secundários adversos (Park et al., 

2001). Em Jatropha curcas, foi recentemente descrito um membro desta família que, 

num ensaio de sobre-expressão em Arabidopsis, relevou um aumento da tolerância 

numa situação de stress hídrico (Tang et al., 2007).  

 

1.3.2.3.1.3 Regulão CBF/DREB  

 

Pela via independente do ABA, também activada por stress abiótico, a família 

de FTs mais conhecida é a C-repeat binding protein/DRE-binding (CBF/DREB), que 

se liga ao elemento cis CRT/DRE. Esta família de proteínas é conhecida por regulão 

CBF. Na sua estrutura, possuem o domínio conservado AP2 característico da família 
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de FTs AP2. O regulão CBF é composto pelos genes CBF1/DREB1B, CBF2/DREB1C 

e CBF3/DREB1A, que respondem a diversos tipos de stress abiótico, e pelos genes 

DREB2A e DREB2B, que respondem exclusivamente ao stress hídrico (Saibo et al., 

2009). Para regular a expressão de genes de tolerância a stress abiótico, os FTs 

CBF1/DREB1B, CBF2/DREB1C e CBF3/DREB1A não necessitam de alterações 

pós-traducional, enquanto que DREB2A e DREB2B necessitam de, pelos menos, um 

mecanismo de alteração pós-traducional, visto que a sua expressão é constitutiva em 

plantas (Nakashima e Yamaguchi-Shinozaki, 2006). O papel destes genes, como 

indutores da expressão de genes de tolerância à secura, foi provado através de ensaios 

realizados em Arabidopsis e em outras plantas, embora as plantas transgénicas 

apresentassem algumas características indesejáveis como o nanismo (Hsieh et al., 

2002; Liu et al., 1998). 

 

1.3.2.3.2 Aquaporinas (PiP2) 

 

As aquaporinas são uma família de proteínas trans-membranares, com peso 

entre 23-31kDa, que se encontra presente em todos os organismos. Estas proteínas 

apresentam uma estrutura conservada, com seis domínios trans-membranares, que 

estão ligados entre si por três loops extras-celulares, e por dois intra-celulares, com as 

duas extremidades N- e C- terminal da proteína do lado citosólico (Tyerman et al., 

2002).  

A estrutra das aquaporinas é tetramérica, composta por 4 monomeros, cada um 

com um poro activo (Maurel et al., 2008).    

Para além do transporte selectivo de água, as aquaporinas são também capazes 

de proceder ao transporte de outros não-electrólitos, como glicerol e ureia, assim 

como de gases (CO2 e NH4
+
). 

A função das aquaporinas, como reguladores do transporte de água, foi 

descoberta através da expressão de uma aquaporina humana em oócitos de Xenopus, 

em que se conseguiu aumentar a permeabilidade à água. Em plantas, a primeira 

aquaporina a ser descoberta foi a TIP, presente no tonoplasto, o que potenciou a 

pesquisa de mais genes desta família (Tyerman et al., 2002).  

As plantas possuem, no seu genoma, uma grande variedade de aquaporinas. 

Em Arabidopsis thaliana e em milho, foram identificados, respectivamente, 35 e 31 
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genes codificantes de aquaporinas, as quais, por homologia, foram agrupadas em 

quatro classes diferentes de aquaporinas. Os dois primeiros grupos, que são as menos 

presentes nas plantas, são as NIPs e as SIPs, com função ainda pouco conhecida. Os 

outros dois grupos, os mais abundantes em plantas, são as TIPs, presentes no 

tonoplasto, e as PIPs, presentes na membrana plasmática (Luu e Murel, 2005). 

As PIPs dividem-se em duas subfamílias, as PIP1 e as PIP2. As PIP1 têm uma 

menor capacidade de transporte de água quando comparadas com as PIP2 (Chaumont 

et al., 2000).  

Este grupo de aquaporinas desempenha um papel de relevo nas plantas. São 

expressas de forma abundante na raiz, onde participam na absorção de água ao nível 

radicular. São também importantes nas folhas, onde participam no transporte de água 

do xilema para o mesófilo foliar (Luu e Murel, 2005). 

As aquaporinas têm também um papel muito importante em situações de 

secura. Foram realizados vários estudos, incluindo em Jatropha curcas, que 

demonstram que, em casos de stress hídrico, a transcrição das PIPs é alterada, sendo 

que o padrão de expressão destes genes é coincidente com um aumento da tolerância 

das plantas (Martre et al., 2002; Maurel et al., 2008; Zhang et al., 2007).   

A regulação transcricional destes genes é feita de diferentes formas. Podem ser 

induzidos por diferentes hormonas, como o ABA e as gibrelinas, por diferentes 

factores de stress abiótico (stress hídrico) (Maurel et al., 2002) e por modificações 

pós-traducionais, através de fosforilação. A fosforilação da aquaporina leva à abertura 

do poro, em oposição ao mecanismo de fecho, que passa pela percepção de protões 

(Maurel et al., 2008).    

 

1.3.2.3.3 Fosfolipase Dα (PLD) 

 

A fosfolipase D (PLD) é um enzima que está presente em todos os organismos 

conhecidos, e que possui o seu maior número de membros no reino vegetal. No 

genoma de Arabidopsis, por exemplo, estão presentes 12 membros desta família 

(Bargmann e Munnik, 2006).  

A sua estrutura é caracterizada pela existência de um lado N- e C- terminal 

altamente conservados, sendo que o lado C- está reservado para processos catalíticos, 

e o lado N- para a ligação a regiões lipídicas. No lado C-, existem dois motivos 
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HxKxxxD, que são únicos para esta família de enzimas, e que promovem os processos 

catalíticos. Do lado N- terminal, podem estar presentes dois tipos de motivos, os PH e 

PX, e os C2. Os PH e PX estão ligados a mecanismos de transdução de sinal via PIP2, 

enquanto que o C2 através de sinalização via Ca
2+

. Ambos estes motivos estão 

envolvidos na activação do enzima (Wang, 2000). 

Entre as PLD, a mais comum em plantas é a PLD. Trata-se de uma sub-

família, dentro das PLD, com 3 membros, a PLD1, 2 e 3. Estes enzimas são 

regulados através de concentrações na ordem dos milimolar de Ca
2+

, e não requerem a 

presença de PIP2, embora necessitem de um pH ácido (Bargmann e Munnik, 2006). 

O processo de catálise das PLD, passa pela hidrólise de fosfolípidos estruturais 

da membrana plasmática, de forma a originar ácido fosfatídico (PA) e um grupo 

hidrofílico livre. O PA entra em diferentes processos celulares, metabólicos e de 

resposta a stress, o que ajuda a explicar a importância da PLD (Wang, 2000). 

Diferentes estudos, realizados em plantas modelo, e inclusive em Jatropha 

curcas, demonstram o papel que esta família de enzimas tem na resposta ao stress 

hídrico (Hong et al., 2008; Sang et al., 2001; Bargmann et al., 2009; Liu et al., 2010). 

Em situações de stress hídrico, as PLD, e o seu composto de catálise, PA, actuam de 

formas diferentes para minimizar os efeitos do stress hídrico. A produção de ABA, 

induzida por uma situação de stress, leva à activação da PLD1, que produz PA. O 

PA, quando se encontra no meio celular, liga-se a uma fosfatase, PP2C (ABI), que 

regula negativamente a abertura dos estomas via ABA. A ligação de PA à PP2C vai 

promover um fecho estomático, contribuindo para uma redução da perda de água 

(Zhang et al., 2004). A situação de stress hídrico origina também uma reacção entre a 

subunidade G da proteína G, que se encontra na membrana plasmática, e a PLD1. 

Esta reacção leva a uma inibição da abertura estomática, o que complementa a acção 

de PA (Li et al., 2009). 

 

1.3.2.3.4 Trealose-6-fosfato sintetase (T6PS) 

 

A trealose é, do ponto de vista bioquímico, um dissacárido composto por duas 

moléculas de glucose. Para além de ser um açúcar de reserva, é também conhecida 

por promover a tolerância das plantas em situações de stress hídrico (Wingler, 2002). 

Em situações deste tipo, a trealose liga-se por pontes de hidrogénio a outras moléculas 
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polares em vez da água. Através deste processo, previne a desnaturação de proteínas e 

a fusão de membranas. Para além disso, a trealose possui um processo de vitrificação, 

que estabiliza macro moléculas, assim como é muito estável em diferentes pHs e altas 

temperaturas (Wingler, 2002).  

O seu processo de síntese, apesar de semelhante ao da sacarose, é 

possivelmente anterior, pois está presente em todos os organismos (Goddijn e van 

Dun, 1999). Para a sua síntese, há a intervenção de dois enzimas, trealose-6-fosfato 

sintetase (T6PS) e trealose-6-fosfato fosfatase (T6PP), de forma a sintetizar trealose a 

partir de duas moléculas de glucose (Goddijn e van Dun, 1999). 

Em plantas, a síntese de trealose era conhecida em duas espécies de 

Angiospérmicas e em algumas espécies de fetos, e pensava-se inexistente na maioria 

das plantas superiores (Muller et al., 1995). Com a identificação dos genes de T6PS, 

em Arabidopsis (Blázquez et al., 1998), conseguiu-se provar que as plantas superiores 

também são capazes de sintetizar trealose. Em 2001, Leyman et al. identificaram 11 

genes T6PS-like em Arabidopsis, assim como se identificou um efeito de regulação do 

metabolismo, por parte da T6PS, em diferentes partes do desenvolvimento das plantas 

(Avonce et al., 2004). Foi também identificado o papel de trealose na estrutura e 

forma das células e da planta em si (Chary et al., 2008; Veyres et al., 2008).  

Os níveis de trealose presentes nas plantas superiores nunca são muito 

elevados, uma vez que a principal fonte de armazenamento de açúcar é a sacarose. 

Para além disso, um excesso de trealose nas plantas impede alterações de 

conformação proteica, por acção de chaperoninas, em situações de stress (Leyman et 

al., 2001).  

Mesmo assim, num ensaio de sobre-expressão dos genes de E. coli que 

codificam a T6PS e TPP (OtsA e OtsB, respectivamente), em arroz, verificou-se que 

houve um aumento da tolerância à secura, assim como alterações morfológicas (Garg 

et al., 2002). Noutro ensaio, em tomate, a expressão de T6PS utilizando como 

promotor CaMV 35S originou plantas com maior tolerância à secura, mas também 

com um desenvolvimento anormal (Cortina e Calíañez-Macià, 2005). Em feijoeiro, 

plantas transformadas com Rhizobium etli, onde tinha sido colocada uma construção 

para sobre-expressar o gene que codifica a T6PS, ocorreu igualmente um aumento da 

tolerância à secura por parte das plantas transformadas (Suárez et al., 2008).  
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Nas plantas, um soluto é considerado compatível quando não apresenta sinais 

de toxicidade, quando em concentrações elevadas (Fernandez et al. 2010). Estes 

ensaios demonstraram os efeitos tóxicos da trealose, quando sintetizada em excesso 

nas plantas transformadas. Por outro lado, num ensaio em que se expressou o gene 

T6PS de Saccharomyces cerevisiae nos cloroplastos de Arabidopsis (Karim et al. 

2007), houve um aumento de resistência por parte da planta, sem alterações 

morfológicas. Isto indica que a trealose pode potenciar a tolerância ao stress hídrico, 

quando concentrada em órgãos alvo, sem induzir anormalias no desenvolvimento das 

plantas.  

 

1.3.2.3.5 Fosfatase 2C (ABI) 

 

Em todos os organismos, a maioria dos processos biológicos são activados por 

vias de transdução de sinal. Nestas vias, um dos principais processos de regulação 

ocorre através de fosforilações reversíveis das proteínas, realizadas por proteínas 

cinases (fosforilação) e fosfatases (desfosforilação). 

A família das fosfatases é muito diversa, e está dividida em duas classes. A 

primeira classe é composta pelas fosfatases de tirosina, e a segunda classe pelas 

fosfatases de serina/treonina. Dentro desta segunda classe, existem as fosfatases PPP e 

as PPM, diferenciadas pelas sequências de aminoácidos e pela sua estrutura (Cohen, 

1997).   

A PP2C é uma das fosfatases que esta incluída na família PPM. Trata-se da 

maior família de fosfatases em plantas, visto que só no genoma de Arabidopsis foram 

até agora encontrados 76 genes codificantes desta família (Schweighofer et al., 2004).  

Para ocorrer a activação das PP2C, é necessária a presença dos co-factores 

Mg
2+

 ou Mn
2+

. Embora seja conhecida a necessidade da presença de um destes iões 

para a sua activação, o mecanismo de regulação destas proteínas ainda não é 

totalmente conhecido. Supõem-se que as PP2C possam ser activadas e reguladas pelo 

nível de expressão da proteína, por proteólise (Schweighofer et al., 2004), por 

mensageiros secundários (como demonstrado para uma PP2C de Physcomitrella 

patents, activada por calmodulina) (Takezawa, 2003), por lípidos derivados de outros 

enzimas (Zhang et al., 2004), ou ainda por outros compostos produzidos pela planta, 

como o H2O2 (Meinhard et al., 2002).   
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Em plantas, a proteína da família PP2C mais conhecida é a ABI1, tendo sido a 

primeira a ser caracterizada através da mutação abi 1-1 (Meyer et al., 1994). Estes 

mutantes demonstraram ser ABA-insensíveis, mantendo uma condutância estomática 

muito elevada (Assmann et al., 2000). Em mutantes ABI recessivos, este gene 

demonstra uma hipersensibilidade para com o ABA (Gosti et al., 1999), que se 

conseguiu aumentar em duplos mutantes abi1/abi2 (Merlot et al., 2001). Assim, 

devido a esta perda de função, identificou-se o ABI como regulador negativo de ABA. 

A regulação de ABI passa por interferir na transdução de sinal, tendo já sido 

identificados mecanismos de feedback entre ABI1, o gene OST1, e ainda ROS 

produzidos pela planta (Nilson e Assmann, 2007). Para além disso, foi também 

detectado a regulação do factor de transcrição ATHB6, um regulador negativo dos 

genes induzidos por ABA, por meio de ABI1 (Himmelbach et al., 2002). 
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2 Objectivos 

 

Este projecto teve por objectivo estudar a expressão de genes de tolerância ao 

stress hídrico, em duas linhas de Jatropha curcas L., provenientes de dois ecótipos 

diferentes (tropical húmido - sudoeste asiático e árido – África). O estudo pretendeu 

ainda combinar dados morfológicos e fisiológicos, de forma a verificar se a expressão 

dos genes escolhidos para o trabalho (ABF1, ABF2, T6PS, ABI, JcPiP2, JcPLD, e 

JcERF) têm alguma correspondência fenotípica e fisiológica nas plantas.  

Para a avaliação da expressão génica, utilizaram-se genes que actuam a 

diferentes níveis na planta, em resposta a uma situação de stress hídrico. Os genes 

escolhidos encontram-se a regular a expressão génica (ABF1, ABF2, JcERF), com 

origem na via dependente do ABA e na via independente do ABA. Os restantes genes 

escolhidos (ABI, JcPiP2, T6PS, JcPLD) são genes potencialmente regulados pelos 

anteriores, e directamente relacionados com o metabolismo ou transdução de sinal.  

Os parâmetros fisiológicos escolhidos foram a condutância estomática, 

fotossíntese, a eficiência no uso de água, e a fluorescência clorofilina (eficiência do 

fotossistema II, PSII).  

Para este estudo foram programadas estratégias de biologia molecular, e de 

análise fisiológica, complementadas com parâmetros morfológicos, por forma a 

garantir uma análise integrada pioneira em Jatropha curcas L..  
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3 Materiais e métodos 

 

3.1 Material vegetal e condições experimentais 

 

Neste trabalho, foram utilizadas sementes de duas linhas, denominadas JAT08 

e JAT238, sendo a primeira proveniente de um clima tropical húmido, e a segunda de 

um clima seco. As sementes, gentilmente fornecidas pela companhia D1Oils, foram 

plantadas em vasos de 1L, com uma mistura de terra adubada, areia e turfa (1:1:1), 

crescidas em estufa (temperatura 30ºC ± 2ºC, com 60% de humidade relativa, com 

fotoperíodo de 12h e com intensidade luminosa de 300 PAR μmol m
-2

 s
-1

) em estufa. 

Plântulas com um mês de idade (fase em que possuem cerca de 2 a 3 folhas), 

foram colocadas durante o período experimental numa estufa em condições de 

temperatura, humidade relativa e fotoperíodo natural (período Julho-Agosto). 

 

3.2 Ensaio de stress hídrico   

 

O ensaio de stress hídrico foi realizado com dois grupos de plantas de ambos 

os ecótipos, um grupo controlo (com rega) e um grupo secura (supressão de rega). O 

ensaio foi dividido em dois tipos de medições: invasivas, que originaram danos nas 

plantas, e medições não invasivas. As medições invasivas realizadas foram RWC, 

quantidade de clorofila, densidade estomática, comprimento e morfologia das raízes. 

As medições não invasivas efectuadas foram a taxa de fotossíntese, condutância 

estomática, eficiência do fotossistema II, e a morfologia da folha e do caule. Foi ainda 

realizado um estudo de expressão génica, com genes seleccionados. Para cada tipo de 

medição, foram distribuídas plantas conforme descrito na Tabela 1. O stress hídrico 

foi mantido durante 16 dias após o qual seguiu-se um período de recuperação 

(rehidratação) de 8 dias. As plantas controlo foram regadas continuamente com 50mL 

de água, em dias alternados. Durante o período de stress hídrico, as plantas do grupo 

secura não foram regadas. 
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  Número de Plantas 

Ecótipo Tratamento IRGA/Exp. Génica RWC Clorofila Morfologia Raízes 

Jat 08 Controlo 5 5 5 5 3 

Jat 08 Secura 5 5 5 5 3 

Jat 238 Controlo 5 5 5 5 3 

Jat 238 Secura 5 5 5 5 3 

 

Tabela 1. Número de plantas presente nas medições invasivas e não invasivas na experiência. 

Legenda: IRGA – fotossíntese, condutância estomática, eficiência do fotossistema II; Exp. Génica – 

recolha de RNA para expressão génica (as medições de IRGA foram na mesma planta que a recolha de 

RNA) 

 

3.3 Análise de expressão génica 

 

3.3.1 Recolha das amostras  

 

As amostras foram recolhidas aos dias 0, 8, 16 e 22 da experiência. As 

amostras de material fresco foram constituídas pelas folhas mais jovens colhidas de 

cada planta (<2cm de comprimento), de cada um dos dois ecótipos. Após colheita, as 

amostras foram congeladas em azoto líquido e conservadas a -80ºC. 

 

3.3.2 Extracção de RNA total de Jatropha curcas L. 

 

Neste trabalho, foi necessário proceder à optimização de um protocolo 

eficiente para a extracção de RNA total desta espécie. O protocolo de extracção 

optimizado baseou-se no RNeasy extraction kit, Qiagen (EUA), com as alterações 

propostas em Gehrig et al. 2000. A 450L de RLC Buffer, indicados no protocolo do 

Qiagen RNeasy extraction kit, adicionou-se 45L PEG HWM-20000 2%. Com esta 

optimização foi possível obter cerca de 16g de RNA total de elevada qualidade, a 

partir de 80mg de tecido foliar macerado. O RNA total foi extraído a partir das folhas 

recolhidas das plantas aos dias 0, 8, 16 e 22 (após re-hidratação) do ensaio de stress 

hídrico. O processo de extracção iniciou-se com a maceração das amostras em azoto 

líquido até à sua redução a um pó fino.  
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3.3.3 Quantificação do RNA total 

  

A quantificação do RNA total foi feita por análise espectrofotométrica 

(NanoDrop 3300, Thermo Scientific, EUA) e também por análise electroforética em 

gel de agarose. 

 

3.3.4 Síntese de cDNA  

 

A síntese de cDNA foi efectuada utilizando um kit comercial (cDNA 

Synthesis Kit for RT-PCR, Roche, Suíça) a partir de 1g de RNA total. O cDNA foi 

posteriormente utilizado para a análise da expressão génica por RT-PCR.  

 

3.3.5 Amplificação dos genes em estudo descritos na literatura 

 

Estão descritos na literatura os genes Jc18s (utilizado como controlo), JcERF, 

JcPLDα e JcPiP (Zhang et al., 2007; Tang et al., 2007; Liu et al., 2010). Para realizar 

a amplificação dos genes em estudo, foram utilizados os oligonucleótidos específicos 

ERF Fw, ERF Rv, PLD Fw , PLD Rv, PiP Fw, PiP Rv, Jc18s Fw e Jc18s Rv 

(sequências específicas de cada primer na Tabela 2). A amplificação destas 

sequências foi realizada por RT-PCR num termociclador (Thermocycler T3000, 

Biometra, Alemanha), com as condições para JcPiP2 de 28 ciclos de 30 segundos a 

95ºC, 45 segundos a 57ºC e 1minuto a 72ºC, para JcPLD de 27 ciclos de 30 segundos 

a 95ºC, 45 segundos a 52ºC e 1minuto a 72ºC, para Jc18s de 23 ciclos de 30 segundos 

a 95ºC, 45 segundos a 55ºC e 1 minuto a 72ºC, e para JcERF de 35 ciclos de 30 

segundos a 95ºC, 45 segundos a 57ºC e 1 minuto a 72ºC. A mistura de reacção 

continha para todos os genes 0,04U de Taq DNA Polimerase (GoTaq Flexi DNA 

Polimerase, Promega, EUA), com seu respectivo tampão (1x), 2mM de MgCl2, 0,4 

mM de desoxinucleotídeos (dNTP), e 0,4M de Oligonucleótidos Fw e Rv, num 

volume total de reacção de 20L. O resultado foi visualizado em gel de agarose a 

0,9%, corado com brometo de etídeo, e comparado com marcador de peso molecular 

para confirmação específica de amplificação (Gene Ruler, DNA Ladder Mix, 100-

10000pb, Fermentas Life Science, EUA). As reacções de RT-PCR foram repetidas 2x 

para todos os genes em estudo, para comprovar os padrões de expressão. 
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Primers Sequência 5’ – 3’ Tipo Primer Banda (pb) 

ERF Fw CCG ACT ACC CAA GAA CCG TA Específico 590 

ERF Rv CAG CTT CGG CGA GTA TAA GC   

PLD Fw ATT TTT CTG CAT TGG CAA CC Específico 623 

PLD Rv GGA GGG AGG TAA TCA GAT TTG G   

PiP Fw GTG ACC TTT GGG CTG TTT TTA G Específico 450 

PiP Rv AAA TCC AAT GAT CAT CCC AGA C   

Jc18s Fw AAA CGG CTA CCA CAT CCA AG Específico 320 

Jc18s Rv TCA TTA CTC CGA TCC CGA AG   

ABF Fw AAG AAT ATI TGG AC(T/A) GC(T/A) GAG Degenerado 975 

ABF Rv (T/A)(C/G)T TCC T(T/G)G TTT TTI ATC AT   

CBF Fw GGI AAG TGG GTI TG(C/T) GAG GT Degenerado 320 

CBF Rv TTC TTC (A/G)TC CAT (A/G)TA GAA IAC   

T6P Fw CAT CA(A/G) TAT TAT AAT GGI TAT Degenerado 663 

T6P Rv TTC IAG GAA TTT TTC GAA (A/T/G)GC   

 

Tabela 2. Sequências de primers específicos e degenerados utilizados na experiência. Os tamanhos 

esperados das bandas amplificadas pelos primers degenerados, e os tamanhos das bandas com base nas 

sequências de J. curcas, estão indicados em pares de base (pb). 

 

3.3.6 Isolamento de genes de Jatropha curcas L. relacionados com stress  

 

3.3.6.1 Desenho de oligonucleótidos degenerados 

 

Para proceder ao isolamento das sequências dos genes T6PS, ABF e CBF de 

Jatropha curcas, foram utilizados os oligonucleótidos degenerados ABF Fw, ABF 

Rv, CBF Fw, CBF Rv, T6P Fw e T6P Rv (sequências dos primers degenerados na 

Tabela 2). ABF e T6P tiveram origem nas sequências de Ricinus communis e Populus 

trichocarpa, com os números de acesso na Genebank, para ABF, XP_002518757.1 e 

XP_002330296.1, respectivamente, e para T6P os números de acesso EEF31134.1 e 

EEF11014.1, respectivamente. Para CBF a sua origem foi nas sequências de Ricinus 

communis e de Hevea brasiliensis, que têm o número de acesso na Genebank 

XP_002518757.1 e AAY43213.1, respectivamente. 
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A amplificação destas sequências foi realizada por PCR num termociclador 

(Thermocycler T3000, Biometra, Alemanha), com as condições para ABF e para CBF 

de 30 ciclos de 30 segundos a 95ºC, 1 minuto a 56ºC e 1minuto a 72ºC, para T6P de 

30 ciclos de 30 segundos a 95ºC, 1 minuto a 52ºC e 1 minuto a 72ºC. A mistura de 

reacção continha para todos os genes 0,04U de Taq DNA Polimerase (GoTaq Flexi 

DNA Polimerase, Promega, EUA), com seu respectivo tampão (1x), 2mM de MgCl2, 

0,4 mM de desoxinucleotídeos (dNTP), e 0,4M de Oligonucleótidos Fw e Rv, num 

volume total de reacção de 20L. O resultado foi visualizado em gel de agarose a 

0,9%, corado com brometo de etídeo, e comparado com marcador de peso molecular 

para confirmação especifica de amplificação (Gene Ruler, DNA Ladder Mix, 100-

10000pb, Fermentas Life Science, EUA).  

As bandas obtidas foram isoladas com recurso ao kit de purificação de bandas 

de agarose (High Pure PCR Purification Kit, Roche, Suíça).  

 

3.3.6.2 Clonagem dos genes em estudo 

 

Os fragmentos de cDNA dos genes foram clonados em bactérias competentes 

da estirpe de Escherichia coli DH5. A clonagem foi realizada por TA-cloning, 

utilizando o plasmídeo pCR2.1 (TA Cloning Kit, Invitrogen, EUA). As bactérias 

foram transformadas através de um protocolo de choque térmico. As colónias 

bacterianas foram cultivadas em meio LB (Luria Broth) sólido (extracto de levedura 

[5g/L], triptona [10g/L], NaCl [10g/L] e agar agar [15g/L], com pH 7,2), com agente 

de selecção Carbenicilina (100g/mL), e colocadas a crescer a 37ºC. Foi adicionado 

ao meio 40L de X-Gal (40g/mL, bromo-chloro-indolil-galactopiranosidase), de 

forma a seleccionar as colónias de bactérias transformadas. As colónias brancas 

(putativamente transformadas) foram seleccionadas, e a inserção do fragmento foi 

verificada através de colony-PCR. As colónias de bactérias que amplificaram o 

fragmento de interesse foram crescidas em meio LB líquido suplementado com 

100μg/L de Carbenicilina, e o plasmídeo extraído com recurso ao kit de extracção 

(Plasmid DNA MiniPreps Kit, EasySpin, Citomed, Portugal). O plasmídeo purificado 

foi posteriormente enviado para sequenciar.  
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3.3.6.3 Isolamento da região 3’ dos genes em estudo por 3’ RACE 

 

3’ RACE é uma técnica utilizada, em biologia molecular, para isolar a região 

3’ de um gene. É utilizado um primer Oligo(dT)n específico, durante a síntese de 

cDNA, que contem dois nucleótidos específicos antes da região poli-T, e uma região 

MCS de sequência conhecida após a região poli-T (Borson et al., 1992). Assim, 

utilizando um primer Fw, específico para uma sequência génica conhecida, e com o 

primer Rv específico para a região MCS, posterior à cauda poli-T, é possível 

amplificar a região 3’ de um gene que não seja conhecido na sua totalidade.  

O protocolo inicia-se com a síntese de cDNA, utilizando o oligo(dT)n 

específico. O resto do protocolo de síntese é igual ao de um kit comercial (cDNA 

Synthesis Kit for RT-PCR, Roche, Suíça). 

Com as sequências das regiões internas dos genes em estudo sequenciadas, 

foram utilizados os oligonucleótidos específicos, para a região 3’, ABF1 Fw 5’ GGA 

TCT CCT GCA AAC CAC AT 3´ e ABF1 Fw2 5’ GGT AAC GCA GAT ACG CCT 

TC 3’, ABF2 Fw 5’ GAG CAA CGG TGA TAC TTC TTC A 3´ e ABF2 Fw2 5’ 

TGG AGA AGG TGG TTG AAA GG 3’ T6PS Fw 5’ TCA AGT CCA GGA TCA 

TAT CAA AGA 3’ e T6PS Fw2 5’ TTA GGT GTT GAT CGC CTT GA 3’, e ABI 

Fw 5’ GCA ATG TCA AGA TCC ATT GGT 3’ e ABI Fw2 5’ CAT GTG ATC TTG 

CTC GGA GA 3’. Estes primers foram desenhados com recurso ao programa Primer3 

(Rozen e Skaletsky, 2000, http://frodo.wi.mit.edu/primer3/). Como primer Rv, foi 

utilizado o Primer específico ADP, de sequência 5’ CCG CAG ATC TAG ATA TCG 

A 3’, presente no Oligo(dT)n, específico para a síntese de cDNA de 3’ RACE. 

A amplificação destas sequências foi realizada por PCR num termociclador 

(Thermocycler T3000, Biometra, Alemanha), com um passo de purificação 

intermédio. Este passo de purificação foi realizado para purificar o produto de PCR, 

de forma a eliminar todos os elementos que pudessem interferir com a segunda 

amplificação por PCR. Primeiro, a amplificação foi realizada por PCR com as 

condições para ABF de 15 ciclos de 1minuto segundos a 95ºC, 45 segundos a 55ºC e 

1 minuto a 72ºC, para T6P de 15 ciclos de 1 minuto a 95ºC, 45 segundos a 55ºC e 2 

minuto a 72ºC, e para ABI de 15 ciclos de 1 minuto a 95ºC, 45 segundos a 56ºC e 1 

minuto a 72ºC. Cada reacção continha 0,05U de Taq DNA Polimerase (GoTaq Flexi 

DNA Polimerase, Promega, EUA), com seu respectivo tampão (1x), 2mM de MgCl2, 



Materiais e métodos 

25 

 

0,4 mM de desoxinucleotídeos (dNTP), e 0,5M de Primer Fw, num volume total de 

reacção de 20L. Neste passo, o produto de PCR obtido na primeira amplificação foi 

purificado com recurso ao kit de purificação de produtos em solução (High Pure PCR 

Purification Kit, Roche, Suíça).  

Após a purificação, foi realizada nova amplificação por PCR, no mesmo 

termociclador que anteriormente, com as condições para ABF de 30 ciclos de 30 

segundos a 95ºC, 45 segundos a 55ºC e 1 minuto a 72ºC, para T6P de 30 ciclos de 1 

minuto a 95ºC, 45 segundos a 55ºC e 2 minuto a 72ºC, e para ABI de 32 ciclos de 1 

minuto a 95ºC, 45 segundos a 56ºC e 1 minuto a 72ºC. Cada reacção continha 0,05U 

de Taq DNA Polimerase (GoTaq Flexi DNA Polimerase, Promega, EUA), com seu 

respectivo tampão (1x), 2mM de MgCl2, 0,4 mM de desoxinucleotídeos (dNTP), e 

0,5M de Primer Fw 2 e 0,3M de Primer Rv, para todos os genes, num volume total 

de reacção de 20L. O resultado foi visualizado em gel de agarose a 0,9%, corado 

com brometo de etídeo, e comparado com marcador de peso molecular de 100 pb para 

confirmação específica de amplificação (Gene Ruler, DNA Ladder Mix, 100-

10000pb, Fermentas Life Science, EUA).  

As bandas obtidas foram isoladas com recurso ao kit de purificação de bandas 

de agarose (High Pure PCR Purification Kit, Roche, Suíça). Seguidamente foram 

clonadas e enviadas para sequenciar, pelo método descrito anteriormente (ponto 

3.3.6.2). 

 

3.3.6.4 Isolamento da região 5’ dos genes em estudo por 5’ RACE 

 

A técnica de 5’ RACE é utilizada para isolar a região 5’ de um gene. Utiliza-se 

um enzima específico, TdT (Deoxinucleotidil terminal transferase), que adiciona 

nucleótidos na região 3’ de cadeias de cDNA, e um par de primers Rv específicos 

para a região 5’ da sequência conhecida. Após a síntese de cDNA, são adicionados 

dCTPs, que vão criar uma cauda poli-C. Após a síntese de cDNA, a amplificação da 

região 5’ do gene é feita através de um primer Fw específico Oligo(dG)n, que 

emparelha com a cauda poli-C, e um dos primers Rv específicos.   

Com as sequências das regiões internas dos genes em estudo sequenciadas, 

foram utilizados os oligonucleótidos específicos, para a região 5’, ABF1 Rv 5’ GCT 

GGA ACG CAA GAG CTA AA 3´ e ABF1 Rv2 5’ GGC CAA GAA CTC CTC CAA 
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AG 3’, ABF2 Rv 5’ CCC AGC TCT CAC CAA AAA CT 3´ e ABF2 Rv2 5’ TGG 

GGC ACA TTA GCT ACT CC 3’, T6P Rv 5’ GCT CAT TCA CCA CAT CAG CA 

3’ e T6P Rv2 5’ AGG CGA TCT TCT TGT GGA AG 3’, T6P, e ABI Rv 5’ TCC 

ACT GCT CTA CGC AAC TG 3’ e ABI Rv2 5’ GCC GTT TGG TGA GTT ATA 

TAC TTG 3’. Estes primers foram desenhados com recurso ao programa Primer3. 

Como primer Fw, foi utilizado o Primer Oligo(dG)n, específico para a amplificação de 

cDNA em 5’ RACE. 

Foi seguido um protocolo de 5’ RACE existente no laboratório, assente em 4 

passos. O protocolo começa com a síntese de cDNA, utilizando o primer Rv 

específico, para a região 5’ dos genes em estudo. O resto do protocolo de síntese é 

igual ao de um kit comercial (cDNA Synthesis Kit for RT-PCR, Roche, Suíça).  

O segundo passo envolve a degradação do RNA, elaborado numa reacção que 

contém 1x Reaction Buffer de RNAseH e 0.125U de RNAseH, num volume total de 

reacção de 20L. Este passo é feito com uma incubação de 20 minutos a 37ºC, 

seguido de um período de inactivação do enzima por 15 minutos a 65ºC.  

No terceiro passo, purifica-se o produto de incubação com recurso ao kit de 

purificação de produtos em solução (High Pure PCR Purification Kit, Roche, Suíça).    

O quarto passo promove a síntese da cauda de poli-C. Cada reacção de síntese 

contém 1x TdT Buffer, 1,5mM de CoCl2, 0,4mM de deoxicitosina trifosfato (dCTP), 

num volume de reacção de 20L. É realizada uma incubação a 72ºC, por 10 minutos, 

seguida de uma segunda incubação a 37ºC, por 2 minutos. Adiciona-se TdT, para 

formar a cauda poli-C na extremidade 3’ da cadeia de cDNA recém formada. Incuba-

se novamente a 37ºC por 10 minutos. A última incubação é realizada a 65ºC por 15 

minutos, para desnaturar o enzima.   

O último passo envolve a amplificação do cDNA. A amplificação destas 

sequências foi realizada por PCR num termociclador (Thermocycler T3000, Biometra, 

Alemanha). Primeiro, a amplificação foi realizada por PCR com as condições para 

ABF 1 e 2, T6PS e ABI de 35 ciclos de 1 minuto a 95ºC, 45 segundos a 50ºC e 50 

segundos a 72ºC. Cada reacção continha 0,04U de Taq DNA Polimerase (GoTaq 

Flexi DNA Polimerase, Promega, EUA), com seu respectivo tampão (1x), 2mM de 

MgCl2, 0,4 mM de desoxinucleotídeos (dNTP), 0,4M de Primer FwOligo(dG)n, 

0,3M de Primer Rv2, e DMSO 4% (v/v), para um volume total de reacção de 20L. 

Neste passo, a adição do Primer Rv2 é efectuada no final do 16º ciclo.   
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O resultado foi visualizado em gel de agarose a 0,9%, corado com brometo de 

etídeo, e comparado com marcador de peso molecular para confirmação específica de 

amplificação (Gene Ruler, DNA Ladder Mix, 100-10000pb, Fermentas Life 

Science, EUA).  

As bandas obtidas foram isoladas com recurso ao kit de purificação de bandas 

de agarose (High Pure PCR Purification Kit, Roche, Suíça). Seguidamente foram 

clonadas e enviadas para sequenciar, pelo método descrito anteriormente (ponto 

3.3.6.2). 

 

3.3.6.5 Amplificação dos genes em estudo isolados  

 

Os genes isolados, com recurso às técnicas descritas anteriormente (ABI, 

ABF1, ABF2 e T6PS), foram amplificados utilizando os oligonucleótidos específicos 

T6PS Fw 5’ CTG GCC ACA ACC AGA AGT TT 3’, T6PS Rv 5’ TGA TAT GAT 

CCT GGA CTT GAG G 3’, ABF1 Fw, ABF1 Rv, ABF2 Fw, ABF2 Rv, ABIT2 Fw 5’ 

ACC GGG TCT TTG ATG GTA TG 3’, ABIT2 Rv 5’ TCC ACA GAC AAT GCC 

ATA GG 3’. A amplificação destas sequências foi realizada por RT-PCR num 

termociclador (Thermocycler T3000, Biometra, Alemanha), com as condições para 

T6PS de 31 ciclos de 30 segundos a 95ºC, 50 segundos a 56ºC e 1 minuto a 72ºC, para 

ABF1 e ABF2 de 30 ciclos de 30 segundos a 95ºC, 45 segundos a 56ºC e 1 minuto a 

72ºC., e para ABI de 28 ciclos de 30 segundos a 95ºC, 50 segundos a 56ºC e 1 minuto 

a 72ºC.A mistura de reacção continha para todos os genes 0,04U de Taq DNA 

Polimerase (GoTaq Flexi DNA Polimerase, Promega, EUA), com seu respectivo 

tampão (1x), 2mM de MgCl2, 0,4 mM de desoxinucleotídeos (dNTP), e 0,4M de 

Oligonucleótidos Fw e Rv, num volume total de reacção de 20L. O resultado foi 

visualizado em gel de agarose a 0,9%, corado com brometo de etídeo, e comparado 

com marcador de peso molecular de 100 pb para confirmação específica de 

amplificação (Gene Ruler, DNA Ladder Mix, 100-10000pb, Fermentas Life 

Science, EUA). As reacções de RT-PCR foram repetidas 2x para todos os genes em 

estudo, para comprovar os padrões de expressão. 
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3.4 Análise fisiológica 

 

3.4.1 Recolha das amostras 

 

    As amostras foram recolhidas em dias diferentes, consoante as análises 

fisiológicas. As amostras para RWC, para a quantificação de clorofila, para a 

densidade estomática e para a análise morfológica foram recolhidas aos dias 0, 8, 16 e 

22 da experiência. A recolha de raízes foi realizada aos dias 0, 16 e 22 da experiência. 

As medições estomáticas foram realizadas aos dias 0, 16, 20 e 22 da experiência. Esta 

recolha de amostras teve um dia suplementar (dia 20), para evidenciar a resposta 

estomática ao longo do período de recuperação.  

 

3.4.2 Medições estomáticas  

 

    A análise da fotossíntese e das trocas gasosas foram efectuadas com um 

aparelho IRGA (Infra-Red Gas Analyzer), modelo Li-6400 (Li-Cor), pelas 10h da 

manhã, no mesmo dia e na mesma planta em que eram recolhidas as amostras de 

folhas para a análise da expressão génica. As medições foram efectuadas na terceira 

folha mais jovem, totalmente expandida, de todas as plantas controlo e em situação de 

secura. Devido a algumas situações de necrose foliar, a partir de dia 16 as medições 

foram efectuadas na segunda folha mais jovem, totalmente expandida. As variáveis 

analisadas foram a taxa de fotossíntese (A), a condutância estomática (gs), e ainda a 

eficiência do fotossistema II (PSII). Com base nos dados obtidos nas medições do 

IRGA, foi também calculada a eficiência no uso de água (WUE). O WUE calcula-se 

com base na fórmula WUE = A/E, onde A é a taxa de fotossíntese, e E a taxa de 

transpiração. O valor de E foi analisado e registado pelo IRGA no mesmo dia em que 

os outros valores foram registados. 

    As condições da câmara de medição do IRGA foram constantes durante o 

ensaio com temperatura do bloco de medição do IRGA a 28ºC, concentração de CO2 

de 400 ppm, intensidade luminosa de 300 mol m
-2

 s
-1

 e com fluxo de 500 mol s
-1

. 
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3.4.3 Teor foliar relativo de água (RWC) 

 

    O teor foliar relativo de água (RWC) é uma técnica que permite quantificar a 

quantidade de água presente na folha. A técnica de RWC foi feita de acordo com o 

processo descrito por Weatherly (1950). Foram utilizados pequenos discos de folhas, 

com cerca de 3cm de diâmetro, retirados da terceira folha mais jovem, de todas as 

plantas controlo e em situação de secura. Os discos foram imediatamente pesados para 

obter o seu peso fresco. De seguida, os discos foliares foram colocados à superfície de 

água por 4h, com a face abaxial em contacto com a água. O seu peso túrgido foi 

registado após este período e os discos foram de seguida colocados a secar a 50ºC até 

atingirem um peso seco constante. O RWC calcula-se com base na fórmula:  

 

% RWC = Peso fresco – peso seco  x 100 

       Peso túrgido – peso seco 

 

3.4.4 Quantificação do teor de clorofila  

 

    Na quantificação do teor de clorofila, foi utilizado o método descrito por 

Lichtenthaler (1987), em que a extracção das clorofilas é feita com recurso a acetona 

(80%). A quantificação de clorofila foi realizada na terceira folha mais jovem, com 

recurso a discos foliares, 3 por planta, com 1,9 cm de diâmetro. O seu teor foi 

determinado por espectrofotometria (Du 70 Spectophotometer, Beckman, EUA), 

através da leitura de absorvância a 663 nm para a clorofila a, e a 645 nm para a 

clorofila b. Os teores de clorofilas (g kg
-1

) foram calculados pelas seguintes fórmulas:  

 

Chla = [(12,25*abs 663) – (2,79*abs 645)] * [V/(1000*MF)]     

Chlb = [(21,5*abs 645) – (5,1*abs 663)] * [V/(1000*MF)]    

 

    Chla e Chlb são, respectivamente, os teores de clorofila a e b, e abs 663, abs 

645, as absorvâncias a 663 e a 645 nm, respectivamente. V corresponde ao volume da 

diluição usada (mL) e MF a massa fresca (g).  
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3.4.5 Densidade estomática 

 

    A densidade estomática consiste na contagem de estomas, na face abaxial da 

folha, num determinado campo visual. A recolha das amostras foi realizada na terceira 

folha mais jovem, com remoção da epiderme do lado abaxial da folha. A remoção da 

epiderme foi efectuada com recurso a verniz. A aplicação do verniz teve como efeito a 

criação de uma cópia da superfície abaxial da folha, visto a remoção da mesma ser 

difícil. A densidade estomática foi quantificada através da contagem de estomas por 

microscopia, com ampliação de 200x, e com recurso à fórmula: 

 

Densidade estomática =  Número de estomas  x 100   

      Número de células totais 

 

3.4.6 Tamanho das raízes e peso seco 

 

    As recolhas para avaliar o tamanho das raízes e do peso seco foram feitas nos 

dias 0, 16 e 22 da experiência. O tamanho das raízes foi avaliado através da medição 

do comprimento da raiz mais longa, assim como também se procedeu à avaliação da 

morfologia da raiz. As raízes foram lavadas, para remoção do excesso de terra, e 

foram posteriormente medidas com auxílio de uma fita métrica e de um crivo. Após as 

medições efectuadas, as plantas foram colocadas numa estufa a 50ºC, até atingirem o 

seu peso seco.   

 

3.4.7 Análise morfológica das plantas 

 

    Como parâmetros morfológicos, foram medidos o diâmetro e comprimento do 

caule, a largura e comprimento da folha, e ainda o número de folhas novas. A recolha 

destes dados foi feita nos dias 0, 8, 16 e 22 da experiência, e as medições foram 

efectuadas com a ajuda de uma fita métrica e de um crivo.   

   

3.5 Análise estatística 

 

    Foi feita uma análise pelo teste de t-Student (p<0,05) a todos os dados 
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recolhidos durante a experiência, analisados através de software de análise estatística.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Resultados 

32 

 

4 Resultados 

 

Os resultados apresentados de seguida estão divididos em três partes, sendo 

que cada parte corresponde a uma fase do trabalho elaborado neste projecto. A 

primeira parte dos resultados corresponde à identificação e ao isolamento dos genes 

candidatos, em Jatropha curcas L.. São apresentados os resultados das 

correspondências obtidas entre as sequências depositadas na base de dados e as 

sequências isoladas, pelos primers degenerados e por 3’ RACE. A segunda parte dos 

resultados é referente aos ensaios de expressão génica, realizados nas linhas JAT 08 e 

JAT 238. Os resultados foram obtidos por amplificação dos genes descritos na 

literatura, e dos genes que foram isolados na primeira parte dos resultados. A terceira 

parte dos resultados obtidos neste trabalho apresenta os valores de medições morfo-

fisiológicas, efectuadas nos dois ecótipos de J. curcas. As medições foram realizadas 

por processos invasivos e não invasivos.      

 

4.1 Identificação e isolamento das sequências dos genes putativos ABI, ABF1,2 e 

de T6PS  

 

Com o objectivo de isolar as sequências dos genes ABF, CBFs, e T6PS, foram 

utilizados os primers degenerados desenhados com base nas sequências de Ricinus 

communis e Populus tricocharpa. Para o desenho destas sequências, não foram 

utilizadas regiões de familias altamente conservadas, de forma a minimizar o número 

de genes onde os primers poderiam emparelhar de forma inespecífica. De todos os 

fragmentos amplificados pelos primers degenerados, não foram utilizados aqueles que 

apresentavam um tamanho fora do esperado em P. trichocarpa e em R. communis 

(demasiado grandes ou demasiado pequenos, exemplo Figura 2). Todos os fragmentos 

que se enquadravam neste critério foram clonados no vector pCR 2.1, e 

posteriormente enviados para sequenciar. As sequências obtidas por sequenciação 

foram comparadas com sequências depositadas na base de dados (GeneBank, NCBI), 

através do algoritmo BLAST (Altschul et al., 1990, NCBI - 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov./BLAST). Os alinhamentos efectuados entre as 

sequências obtidas pelos primers degenerados, e as sequências correspondestes no 

GeneBank, estão colocados nos Anexos. 
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Nome 
Tam. banda 

em gel 

Tam. real 

sequência 
BLAST Identidade Proteína prev. 

CBF b 1-1 900pb 891pb XM_002516054/R. 

communis 

86% Fosfatase 

PP2C/ABI 

T6PS b 1-1 650pb 648pb XM_002531191/R. 

communis 

90% T-6-fosfato 

sintetase 

ABF b 1-1 1000pb 810pb XM_002518711.1/R. 

communis 

79% DNA binding 

prot 

ABF b 2-2 800pb 750pb DQ487100.1/P. 

trichocarpa 

77% ABF2 

binding prot 

 

Tabela 3. Dados das sequências obtidas pelos primers degenerados. Nesta tabela estão apresentados 

os nomes, tamanho da banda isolada no gel, tamanho real da sequência utilizada para desenho de 

primers específicos, espécie e número de acesso obtido por BLAST no NCBI (BLAST), identidade, e 

proteína prevista das sequências que obtiveram correspondência com a base de dados NCBI. Os nomes 

apresentados foram escolhidos em função dos primers degenerados. Os tamanhos aproximados são 

relativos ao que foi amplificado no gel de agarose pelos primers degenerados. Todos os outros 

segmentos amplificados não apresentaram correspondência com o GeneBank (NCBI). 

 

        

Figura 2. Amplificação das sequências alvo dos genes candidatos, a partir dos primers 

degenerados. Amplificação das sequências dos genes realizada com cDNA de JAT 08 e de JAT 238. 

A), amplificação de T6PS, bandas com tamanho aprox. 650pb; B), amplificação de CBFs, apenas as 

bandas de tamanho aprox. 900pb foram consideradas. Marcador de peso molecular para confirmação 

específica de amplificação de modelo Gene Ruler, DNA Ladder Mix, 100-10000pb, Fermentas Life 

Science, EUA.  

 

Verificou-se que apenas 4 fragmentos, entre todos os que foram amplificados e 

enviados para sequenciar, apresentavam correspondência (Tabela 3). Não se 

conseguiu amplificar nenhum fragmento referente à família CBF. Ao invés disso, foi 

obtido um hit com a sequência do gene ABI (PP2C, fosfatase 2C), que apresenta 

A B 
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elevada homologia. Foi possível, a partir do primer degenerado para ABF, isolar dois 

genes, ABF 1 e ABF 2, com taxas de homologia razoáveis, mas que não nos permitem 

assegurar que se tratam dos genes pretendidos. Os fragmentos obtidos passaram a ser 

designados, no resto do presente trabalho, pelo nome do gene que foi obtido no seu hit 

com o GeneBank.  

 

4.2 Isolamento das sequências 3’RACE e 5’RACE dos genes ABI, ABF1,2 e de 

T6PS  

 

Com parte da sequência dos genes conhecida, foi de seguida realizado o 

isolamento das sequências da região 3’ dos genes em estudo. Foram utilizados, para 

cada um dos genes, primers específicos para a região mais a montante das sequências 

conhecidas, de forma a amplificar a região 3’. 

 

Nome 
Tam. Banda 

em gel 

Tam. real 

sequência 
BLAST Identidade 

Proteína 

prevista 

ABI 650pb 670pb XM_00251605

4/R. communis 

86% Fosfatase 

PP2C/ABI 

T6PS 2800pb 648pb XM_00253119

1/R. communis 

90% T-6-fosfato 

sintetase 

ABF 1 600pb 543pb XM_00251871

1.1/R. 

communis 

82% DNA binding 

protein 

ABF 2 600pb 440pb XM_00251016

3.1/ R. 

communis 

85% DAN binding 

protein 

 

Tabela 4. Dados das sequências obtidas pelos primers específicos para amplificar região 3´. Nesta 

tabela estão apresentados os nomes, tamanhos da banda em gel, tamanho real da sequência desde o 

primer Fw até a região UTR, espécie e número de acessão obtido por BLAST no NCBI (BLAST), 

identidade, e proteína prevista das sequências que obtiveram correspondência com a base de dados 

NCBI. Os nomes originais escolhidos em função dos primers degenerados. Os tamanhos aproximados 

são relativos ao que foi amplificado no gel de agarose pelos primers degenerados. Todos os outros 

segmentos amplificados não apresentaram correspondência com o GeneBank (NCBI).  

 

De todos os fragmentos amplificados pelos primers específicos, desenhados 

para 3’RACE, apenas foram considerados aqueles que apresentavam um tamanho 

semelhante ao esperado para P. trichocarpa e para R. communis (Figura 3).  
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Figura 3. Amplificação da região 3’ dos genes isolados, a partir dos primers específicos. 

Amplificação das sequências dos genes realizada com cDNA de JAT 08. A), amplificação de ABI, 

banda com tamanho aprox. 600pb; B), amplificação de T6PS, com banda de tamanho aprox. 2800pb. 

As imagens são de amplificações realizadas por colony-PCR. Marcador de peso molecular para 

confirmação específica de amplificação de modelo Gene Ruler, DNA Ladder Mix, 100-10000pb, 

Fermentas Life Science, EUA 

 

Todos os fragmentos que se enquadravam neste critério foram clonados no 

vector pCR 2.1, e posteriormente enviados para sequenciar. As sequências obtidas por 

sequenciação foram comparadas com as sequências depositadas na base de dados 

(GeneBank, NCBI). Os resultados dos hits obtidos estão apresentados na Tabela 4. As 

sequências da região 3’ dos genes obtidos contêm a região codificante e a região não 

codificante.  

A técnica de 5’ RACE foi tentada várias vezes, sem se conseguir amplificar 

fragmentos de nenhum dos genes em estudo. Foram igualmente tentadas algumas 

alterações de forma a obter amplificação, o que não foi possível durante a execução 

deste trabalho.  

 

4.3 Estudo de expressão génica  

 

Jatropha curcas L. é ainda considerada uma planta selvagem, na qual apenas 

recentemente se começou a investir no melhoramento. Por não dispormos de linhas 

clonais, o estudo de expressão génica foi realizado com germinantes obtidos de 

sementes de polinização aberta de cada uma das linhas de plantas. Foram usadas 

plantas controlo para cada linha, de forma a reduzir o efeito do genótipo em eventuais 

alterações de expressão génica. A amplificação dos genes foi realizada por RT-PCR 

(PCR de transcriptase inversa), e permitiu analisar o seu padrão de expressão ao longo 

A B 
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do tempo, nas plantas dos dois ecótipos, em situação controlo e em secura. A 

amplificação dos genes foi repetida duas vezes, de forma a garantir a existência de 

réplica técnica. 

Para o estudo de expressão génica, foram utilizados genes de Jatropha curcas 

L. já descritos na literatura como envolvidos na resposta ao stress hídrico, assim como 

os genes isolados durante este trabalho. O material utilizado, para esta amplificação, 

foi representativo das 5 plantas de onde foi recolhido o RNA total para se proceder ao 

RT-PCR. Os resultados estão apresentados na Figura 4.  

                                         JAT 08                                               JAT 238 

                          Controlo                Secura                  Controlo                Secura       

                                   

                                      

                                    

                                    

                                       

                                      

                                      

                                      

 

Figura 4. Análise da expressão génica por RT-PCR entre plantas das linhas JAT 08 e JAT 238, 

em condições de controlo e de secura. Diferenças de expressão entre as duas linhas, em situação 

controlo e de stress hídrico, ao longo do tempo. Os níveis de expressão foram registados, para os 

diferentes genes, no dia 0, dias 8 e 16 de secura, e no dia 22 (após uma semana de re-hidratação). A 

amplificação foi feita para os genes específicos, desenhados a partir das sequências isoladas. Os genes 

T6PS, ABF 1 e 2, e ABI necessitam ainda de confirmação (genes putativos). Jc18S foi utilizado como 

gene controlo (Liu et al., 2010). 

 

A análise da expressão génica foi efectuada a partir de RNA total isolado de 

folhas jovens (<2cm) de plantas das duas linhas, submetidas aos dois tipos de 

tratamento. Com base nas amplificações obtidas, podemos verificar que o gene 

Jc18S 

JcERF 

JcPLD     

JcPiP2 

Putative T6PS 

Putative ABF1 

Putative ABF2 

Putative ABI 

   D0   D8   D16   D24      D0  D8   D16  D24     D0   D8   D16  D24     D0   D8   D16  D24 
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JcERF, em situação de secura, parece possui um padrão de expressão igual nos dois 

ecótipos, com tendência para um aumento de expressão ao longo do tempo.  

O gene JcPLD apresenta, nos dois tratamentos, um padrão de expressão muito 

semelhante nos dois ecótipos. Em situação controlo e sob stress hídrico, este gene 

mostra uma expressão constante ao longo do tempo nas duas linhas. 

 Sob stress hídrico, a expressão de JcPiP2 apresenta um padrão igual nas duas 

linhas. É visível uma redução ao nível da expressão deste gene, durante o tempo em 

que decorre a indução de secura. Em situação controlo, o ecótipo JAT 238 apresenta 

um comportamento semelhante ao registado em secura, embora os níveis de expressão 

sejam ligeiramente superiores. 

Os padrões de expressão dos genes isolados neste trabalho foram igualmente 

registados. O gene putativo T6PS revela, sob stress hídrico, uma redução na expressão 

entre o dia 8 e o dia 16, para as duas linhas. No entanto, a linha JAT 08, em situação 

de controlo, mostra um comportamento semelhante à secura, com um padrão de 

expressão igual entre os dias 8 e 16. Este facto, em conjunto com níveis de 

intensidade das bandas um pouco superiores ao registados em secura, dificulta a 

interpretação dos resultados.   

Os genes putativos ABF1 e ABF2, nos dois ecótipos em estudo, tem padrões 

de expressão em situação controlo, e em situação de secura, que não aparentam 

qualquer tipo de variação significativo. 

O gene putativo ABI apresenta na linha JAT 08, em situação controlo, um 

decréscimo de expressão nos mesmos dias que do ensaio de secura. No mesmo tipo de 

tratamento, JAT 238 mostra um nível de expressão constante ao longo do tempo. Em 

secura, a expressão deste gene sofre uma redução quando comparada com a obtida em 

controlo, nas duas linhas. Este efeito é particularmente visível no dia 16 (secura 

máxima).  
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4.4 Estudo de aspectos morfo-fisiológicos de Jatropha curcas L. 

 

Neste trabalho procurámos identificar quais as alterações que ocorrem nas 

duas linhas em estudo de J. curcas, durante a resposta ao stress hídrico. Foram 

avaliados parâmetros fisiológicos e morfológicos nas duas linhas, através de processos 

invasivos e não invasivos. Foi utilizado um aparelho IRGA para registar os dados 

fisiológicos de forma não invasiva (taxa de fotossíntese, condutância estomática, 

eficiência do fotossistema II e WUE) ao longo do tempo da experiência. Os dados 

morfológicos não invasivos foram registados através de aparelhos de medição de uso 

corrente, no mesmo espaço temporal. Os dois tipos de dados revelam a existência de 

algumas diferenças entre os ecótipos JAT 08 e JAT 238 de Jatropha curcas L..  

 

4.4.1 Dados obtidos por IRGA 

 

No dia 0 da experiência, a taxa de fotossíntese (A) apresentada pelas linhas 

JAT 08 e JAT 238 revela um valor muito semelhante, embora JAT 08 tenha um valor 

base ligeiramente superior que JAT 238. As plantas dos dois ecótipos, ao fim de 8 

dias em situação de secura, apresentam uma redução drástica da taxa de fotossíntese. 

Este comportamento é mantido durante a segunda semana de secura, como foi 

registado dia 16. Durante o período de re-hidratação, JAT 08 mostra uma recuperação 

da taxa de fotossíntese mais rapida que JAT 238. No final da semana de re-hidratação 

(dia 22), os dois ecótipos apresentam valores de fotossíntese semelhantes (Figura 4). 

Em situação controlo, JAT 08 e JAT 238 exibem valores constantes de A, com a linha 

08 a evidenciar uma taxa de fotossíntese ligeiramente superior à linha 238, com 

excepção de dia 20. 
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Figura 4. Variação da taxa de fotossíntese (A) ao longo do período da experiência. Cada ponto 

corresponde aos dias onde foram efectuadas as amostragens. O valor de cada ponto representa a média 

(n=5) ± SD das plantas utilizadas para a recolha das amostras. Os valores foram registados ao dia 0, 

dias 8 e 16 de secura, e aos dias 20 e 22 da semana de re-hidratação. 

 

O nível de condutância estomática (gs) registado ao longo da experiência, nas 

duas linhas em estudo, mostra um comportamento semelhante ao que foi registado 

para a taxa de fotossíntese. Os ecótipos JAT 08 e JAT 238, em situação controlo, têm 

valores semelhantes dia 0. O mesmo não se verifica nas plantas que vão ser sujeitas a 

stress hídrico. Ao fim de uma semana de secura, as plantas mostram valores muito 

baixos de gs. Esta situação não se verifica nas plantas controlo, onde ao longo do 

período da experiência a taxa de condutância sofre pequenas oscilações, com JAT 08 

a apresentar valores mais elevados, excepto no dia 20. De salientar que, em 

conformidade com o aumento de A nas plantas em secura durante o período de re-

hidratação, gs mostra o mesmo padrão comportamental nas duas linhas (Figura 5). 
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Figura 5. Variação da taxa de condutância estomática (gs) ao longo do período da experiência. 

Cada ponto corresponde aos dias onde foram efectuadas as amostragens. O valor de cada ponto 

representa a média (n=5) ± SD das plantas utilizadas para a recolha das amostras. Os valores foram 

registados ao dia 0, dias 8 e 16 de secura, e aos dias 20 e 22 da semana de re-hidratação. 

 

A eficiência do fotossistema II (ΦPSII), como a condutância estomática e a 

taxa de fotossíntese, sofre uma redução significativa nas plantas das duas linhas, 

quando estas são sujeitas a um periodo de stress hídrico. As plantas controlo dos 

ecótipos JAT 08 e JAT 238 mantêm o nível de eficiência do fotossistema II ao longo 

do tempo. JAT 08 apresenta quase sempre níveis um pouco superiores a JAT 238, 

com excepção no dia de secura máxima (dia 16). As plantas sob stress hídrico, após o 

período de secura máxima, recuperam os valores lentamente até ao segundo dia de re-

hidratação, seguido de uma fase de recuperação mais rápida entre o segundo dia (dia 

20) e o quarto dia (dia 22) de re-hidratação. Na fase de recuperação mais lenta, o 

ecótipo JAT 08 possui um valor de ΦPSII mais elevado que JAT 238. No quarto dia 

de recuperação, os índices de eficiência do fotossistema II são quase iguais entre as 

duas linhas de Jatropha curcas (Figura 6).  
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Figura 6. Variação da eficiência do fotossistema II (PSII) ao longo do período da experiência. 

Cada ponto corresponde aos dias onde foram efectuadas as amostragens. O valor de cada ponto 

representa a média (n=5) ± SD das plantas utilizadas para a recolha das amostras. Os valores foram 

registados ao dia 0, dias 8 e 16 de secura, e aos dias 20 e 22 da semana de re-hidratação. 

 

O último dos parâmetros analisados, inferido através das medições feitas pelo 

equipamento IRGA, foi a eficiência no uso da água (WUE). Este parâmetro sugere 

que os dois ecótipos da planta possuam formas um pouco diferentes de utilizar a água 

absorvida. Em situação controlo, parece que JAT 238 apresenta um índice de 

eficiência no uso da água superior ao longo do período do ensaio. JAT 08 mostra um 

nível semelhante, sendo mais elevado no dia 16. Durante o período de seca, e no 

período de recuperação, a linha 238 apresenta na maioria do tempo níveis um pouco 

superiores à linha 08. Este facto que é mais visível nos dias 0 e 20. No último dia da 

semana de re-hidratação, as plantas já apresentam um comportamento semelhante ao 

da situação controlo, embora JAT 238 seja ligeiramente superior (Figura 7). 
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Figura 7. Variação da eficiência no uso da água (WUE) ao longo do período da experiência. Cada 

ponto corresponde aos dias onde foram efectuadas as amostragens. O valor de cada ponto representa a 

média (n=5) ± SD das plantas utilizadas para a recolha das amostras. Os valores foram registados ao 

dia 0, dias 8 e 16 de secura, e aos dias 20 e 22 da semana de re-hidratação. 

 

4.4.2 Dados morfológicos 

 

Os dados obtidos através das medições efectuadas em diferentes partes da 

planta, permitiram avaliar o crescimento das duas linhas de Jatropha curcas L. em 

função do stress hídrico, assim como em situação controlo. Os parâmetros analisados 

foram o diâmetro do caule, o número de novas folhas e o comprimento e largura das 

folhas. Os dados estão apresentados na Tabela 6. 

 

Diâmetro do Caule (cm) 

 Linha JAT 08 Linha JAT 238 JAT 08C/JAT 238C JAT 08S/ JAT 238S 

Dias 

Trat. 
Controlo Secura Controlo Secura p value Signf. P value Signf. 

Dia 0 0,500,07 0,540,05 0,560,05 0,520,04 0,44 n.d. 0,44 n.d. 

Dia 8 0,620,04 0,540,05 0,620,08 0,560,05 1 n.d. 0,57 n.d. 

Dia 16 0,740,05 0,540,05 0,700,07 0,590,02 0,34 n.d. 0,09 n.d. 

Dia 22 0,820,03 0,590,04 0,780,08 0,600,04 0,33 n.d. 0,64 n.d. 
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Comprimento da folha (cm) 

 Linha JAT 08 Linha JAT 238 JAT 08C/JAT 238C JAT 08S/ JAT 238S 

Dias 

Trat. 
Controlo Secura Controlo Secura p value Signf. P value Signf. 

Dia 0 6,122,29 7,681,68 5,481,78 5,160,85    0,05 * 0,05 * 

Dia 8 8,401,13 7,861,28 7,201,02     5,260,76 0,14 n.d. 0,004 * 

Dia 16 8,461,39 7,921,29 7,800,76 5,220,82 0,38 n.d. 0,004 * 

Dia 22 8,941,00 8,261,34 7,820,66 6,020,84 0,06 n.d. 0,01 * 

 

Largura da folha (cm) 

 Linha JAT 08 Linha JAT 238 JAT 08C/JAT 238C JAT 08S/ JAT 238S 

Dias 

Trat. 
Controlo Secura Controlo Secura p value Signf. P value Signf. 

Dia 0 5,482,15 7,381,11 4,941,43     4,561,21 0,03 * 0,03 * 

Dia 8 7,701,17 7,421,05 6,640,75 4,721,18 0,12 n.d. 0,005 * 

Dia 16 7,861,40 7,381,09 7,060,61 4,721,18 0,27 n.d. 
     

0,006 
* 

Dia 22 8,241,04       7,920,95 7,300,58     5,501,06 0,11 n.d. 0,005 * 

 

Número de folhas (#) 

 Linha JAT 08 Linha JAT 238 JAT 08C/JAT 238C JAT 08S/ JAT 238S 

Dias 

Trat. 
Controlo Secura Controlo Secura p value Signf. P value Signf. 

Dia 0 3,800,84 3,200,45 4,000,00 3,600,55    0,26 n.d. 0,26 n.d. 

Dia 8 4,601,14 3,600,55 4,200,45     3,600,55 0,48 n.d. 1 n.d. 

Dia 16 4,800,84 3,600,55 4,400,55 3,600,55 0,39 n.d. 
             

1 
n.d. 

Dia 22 5,001,00 4,200,45 4,600,55     3,800,45 0,45 n.d. 0,19 n.d. 
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Tabela 6. Análise não invasiva do comprimento do caule, número de folhas, comprimento e 

largura das folhas, entre plantas das linhas JAT 08 e JAT 238, em condições de controlo e de 

stress hídrico. Diferenças entre as duas linhas, em situação controlo e de stress hídrico, ao longo do 

tempo. São apresentadas as tabelas referentes ao comprimento do caule, número de folhas, 

comprimento e largura das folhas. Os valores medidos foram registados, para os diferentes parâmetros, 

no dia 0, dias 8 e 16 de secura, e no dia 22, após uma semana de re-hidratação. Os valores apresentados 

correspondem à média (n=5)  SD. Significância estatística, presente no crescimento entre os dois 

ecótipos ao longo do tempo, foi avaliado por t-student (p<0,05). 

 

A recolha dos dados de aspectos morfológicos não invasivos foi efectuada em 

folhas jovens das duas linhas (terceira folha mais nova), e na parte caulinar das 

plantas, submetidas aos dois tipos de tratamento. Os valores obtidos mostram que, em 

situação de secura, o diâmetro do caule em JAT 238 continua a aumentar lentamente, 

ao passo que a linha JAT 08 apresenta uma supressão do crescimento caulinar, 

durante o período de stress. Após este período, ocorre a recuperação do crescimento 

do caule da linha JAT 08. Em situação de controlo, os valores de crescimento do caule 

são constantes para as duas linhas, com JAT 238 a mostrar um crescimento mais lento 

que JAT 08. 

O registo de novas folhas mostra que, em condições controlo, JAT 08 aparenta 

ter uma maior capacidade de produção de novas folhas do que o ecótipo JAT 238. Sob 

stress hídrico, as duas linhas bloqueiam o desenvolvimento de novas folhas. Após a 

re-hidratação, JAT 08 apresenta de novo uma capacidade para desenvolver novas 

folhas de forma mais célere que JAT 238. 

Os resultados obtidos, no comprimento das folhas e na largura das folhas, 

devem ser vistos em conjunto. Desta forma, verifica-se que em situação controlo a 

largura e o comprimento das folhas cresce a um ritmo constante, com um aparente 

maior crescimento da linha 08 que da linha JAT 238. Em situação de secura, o 

crescimento da folha decorre a uma ritmo mutio inferior, que acaba no dia de máxima 

secura (dia 16), onde para. Após a re-hidratação, o crescimento da largura é de novo 

visível, com o ecótipo JAT 08 a ser ligeiramente superior.  
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4.4.3 Dados de RWC , densidade estomática, tamanho das raízes, peso seco, e de 

teor de clorofila 

 

Foram efectuados ensaios para analisar alterações no RWC, no teor de 

clorofila, ainda e na densidade estomática em folhas dos dois ecótipos em estudo. 

Pretendíamos observar o padrão de resposta das duas linhas de Jatropha curcas L., 

em situação de stress hídrico, por estes parâmetros. Pretendíamos igualmente avaliar, 

entre as duas linhas, diferenças que poderiam existir e verificar se alguma delas 

poderia ter uma resposta mais eficiente à seca. Tentámos igualmetnte avaliar se 

existiam diferenças entre os dois ecótipos, no tamanho das raízes, após serem 

submetidas a um período de stress hídrico, assim como no seu peso seco. Os dados 

não foram conclusivos, não sendo por isso apresentados neste trabalho.  
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5 Discussão 

 

Com este trabalho, pretendeu-se estudar duas linhas da planta Jatropha curcas 

(uma de clima árido e outra de clima tropical), estabelecendo comparações entre elas, 

com base em dados morfo-fisiológicos e em dados moleculares. Com estes dados, 

tentámos verificar qual das duas linhas possui uma maior capacidade de tolerar um 

período de secura. Tentámos também perceber um pouco mais da fisiologia de 

Jatropha curcas L., até à data pouco caracterizado.  

 

5.1 Identificação e isolamento dos genes putativos ABI, ABF 1 e 2, e T6PS de 

Jatropha curcas L.  

 

 Os genes isolados neste trabalho, ABI, ABF 1 e 2, e T6PS (putativos), em 

Jatropha curcas, apresentam identidades acima dos 65% com as sequências de 

Ricinus communis, obtidas por comparação com genoma desta espécie (Chan et al., 

2008). Utilizando o mesmo processo, foram obtidos valores semelhantes para Populus 

trichocarpa. Com os valores de identidade obtidos, e embora as sequências do 

genoma de R. communis e P. trichocarpa sejam também putativas, temos uma boa 

indicação de que as sequências isoladas em Jatropha curcas L. são, muito 

provavelmente, as dos genes pretendidos. De salientar que a construção dos primers 

degenerados funcionou como esperado, excepto no isolamento dos genes da família 

CBF, em que as bandas amplificadas, após sequenciação, provaram não corresponder 

aos genes CBF. Este facto pode ser devido a um emparelhamento inespecífico dos 

primers degenerados com o cDNA, visto que das amplificações obtidas, apenas uma 

era referente a um gene de planta, o gene ABI putativo. Dado que este gene não 

pertence à mesma família génica e proteica de CBF, o emparelhamento inespecífico 

poderá ser um dos factores que influenciou a falha no processo de isolamento dos 

genes CBF. Para amplificar os genes CBF de J. curcas, é aconselhável testar novos 

primers degenerados.  

Um outro aspecto que não foi possível concluir durante este trabalho, foi o 

isolamento das regiões 5’ dos genes ABI, ABF 1 e 2, e T6PS (putativos). O protocolo 

de isolamento seguido neste trabalho tem sido utilizado no laboratório, com sucesso 

(Pedro Barros, comunicação pessoal, 2010). Devem existir falhas no processo de 
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síntese das extremidades, que possam estar a interferir com a amplificação e 

identificação da região 5’ dos genes em estudo. É possível que alguns enzimas 

também não estejam a funcionar como seria expectável, já que foram assinalados 

alguns outros problemas de amplificação com outros materiais vegetais.     

 

5.2 Estudo de expressão génica   

 

            Neste trabalho, procurámos identificar diferenças de expressão génica entre os 

dois ecótipos em estudo. Com esse objectivo, foram utilizados genes já descritos em 

Jatropha curcas L, como envolvidos na resposta ao stress hídrico, e os genes 

candidatos isolados neste trabalho, descritos em muitas outras plantas como parte do 

mecanismo de resposta à secura, em diferentes níveis (Bartels e Sunkar, 2005; Saibo 

et al. 2009; Singh et al. 2002; Luu e Murel, 2005; Bargmann e Munnik, 2006; 

Wingler, 2002; Schweighofer et al., 2004). 

            A expressão de JcERF, parece apresentar um aumento de expressão durante o 

período de stress hídrico. Em outras plantas modelo, como Arabidopsis thaliana, 

foram realizados ensaios de stress hídrico em períodos de horas, com genes desta 

família, onde se verificou o seu papel na resposta à secura (Fujimoto et al., 2000; Park 

et al., 2001). Noutro ensaio de secura, efectuado por Tang et al. (2007) numa linha 

diferente de Jatropha curcas, foi obtido por Northern blotting um padrão de resposta 

em crescendo. Este padrão em crescendo, foi igualmente obtido. em JAT 08 e JAT 

238. Apesar disso, este autor realizou o ensaio de secura num período de 24 horas, e 

com a indução de stress a ser efectuada com PEG 20%. Pelo facto de a linha de J. 

curcas e do tempo de ensaio serem diferentes, não se podem retirar ilações 

conclusivas. Podemos considerar que um ensaio de secura com o mesmo tipo de 

indução de stress do efectuado neste trabalho, mas no espaço de 24 horas, seria 

aconselhado para verificar se este padrão de expressão ocorre nos ecótipos JAT 08 e 

238. Em situação controlo, a linha JAT 08 apresenta um padrão de expressão igual ao 

demonstrado sobre stress hídrico. Da mesma forma, JAT 238 apresenta uma 

expressão constante ao longo do tempo. Os genes da família AP2/ERF, devido ao 

facto de estarem envolvidos na resposta a diferentes tipos de stress (Gutterson e 

Reuber, 2004), podem ser expressos nas plantas devido a diferentes estímulos. Este 

facto pode explicar o padrão de expressão encontrado nas plantas controlo.       
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            O gene JcPLD, em JAT 08 e JAT 238, apresenta um padrão de resposta 

semelhante, quer em situação controlo, quer em secura. A expressão constante em 

controlo, revelada pelos dois ecótipos, pode estar relacionada com o seu papel como 

transdutor de diversos sinais (Wang, 2000). Quando foi induzido stress hídrico nas 

duas linhas, ambas sofreram um aumento de expressão de igual intensidade, o que 

parece relevar um papel deste gene na resposta a este stress abiótico. Devido ao papel 

da proteína PLD no controlo do fecho estomático, talvez fosse de esperar uma maior 

expressão de JcPLD durante o período de stress hídrico. Esta resposta enquadra-se na 

que tinha sido obtida para outra linha de Jatropha curcas (Liu et al., 2010), assim 

como em outras plantas modelo (Hong et al., 2008; Sang et al., 2001). No trabalho 

efectuado por Liu et al. (2010), apenas é indicada a existência de plantas sobre stress, 

e não o tempo em que decorreu a indução. Desta forma, é difícil estabelecer um 

comparativo com os resultados obtidos neste trabalho. Apesar disso, e do grande 

número de moléculas envolvidas na regulação estomática (Taiz e Zeiger, 2000), o 

resultado obtido pode-se considerar dentro do expectável.  

            Os níveis de expressão de JcPiP2, registados neste trabalho, mostram 

igualmente uma resposta semelhante dos ecótipos JAT 08 e JAT 238, ao stress 

hídrico. Sob stress hídrico, o padrão de expressão parece ser igual, com uma redução 

durante o período de stress, e com uma subida após a re-hidratação. A redução da 

expressão de aquaporinas nas folhas, já foi demonstrada em plantas modelo, o que 

fortalece este resultado (Alexandersson et al., 2005; Guo et al., 2006). Esta poderá ser 

uma resposta da planta ao stress hídrico, onde uma redução das aquaporinas nas 

folhas pode levar a uma redução das perdas de água por transpiração. Noutra linha de 

J. curcas, num trabalho realizado por Zhang et al. (2007), a expressão de JcPiP2 em 

secura é reduzida, embora o ensaio tenha sido realizado com raízes. Este facto limita 

possíveis comparações com as linhas em estudo neste trabalho. Em controlo, no 

entanto, é possível observar algumas variações na expressão de JcPiP2 nos dois 

ecotipos. Este facto, apesar do padrão de expressão em secura ser semelhante ao que 

já foi demonstrado noutras plantas, não permite inferir totalmente o papel que este 

gene tem em secura.  

            O gene T6PS, nas duas linhas, apresenta em controlo uma variação de 

expressão que não era expectável, principalmente na linha JAT 08. Sob stress hídrico, 

ambos os ecótipos apresentam uma redução aos dias 8 e 16 de secura. Esta redução, 
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durante o período de stress, pode estar relacionada com o bloqueio total do 

crescimento das duas linhas em secura, como ficou registado em alguns dos dados 

morfológicos recolhidos neste trabalho. Isto porque a trealose está envolvida no 

controlo do metabolismo no desenvolvimento da planta (Avonce et al., 2004; Cortina 

e Calíañez-Macià, 2005; Schulepman et al., 2003), onde a sua sobre-expressão deu 

origem a plantas sobre-desenvolvidas, e ainda à morfologia celular alterada (Chary et 

al., 2008; Veyres et al., 2008). Durante uma época seca, é possível que J. curcas 

induza uma diminuição na expressão de T6PS, de forma a reduzir o seu crescimento. 

            A expressão de ABF 1, e de ABF 2, mostram que não existem diferenças 

significativas no padrão de expressão entre os dois ecótipos, em situação de secura e 

em situação controlo. Esta ausência de variação nos dois genes, entre o estado de 

stress hídrico e o estado de secura, pode indiciar que estes genes, putativamente ABF 

1e ABF 2, sejam na verdade outros genes. Devido ao facto de a sua taxa de homologia 

ser a baixa entre os genes isolados, podemos estar perante outro gene da família ABF, 

com a qual partilhem grande similaridade.  

            Para além disso, o facto de estes genes terem um padrão de expressão que 

apresenta oscilações muito pequenas, pode indiciar que a sua regulação não seja 

efectuada ao nível da transcrição, mas a um nível pós-traducional. Este facto, pode ser 

extrapolado para alguns dos genes analisados neste trabalho, visto que muitos 

apresentam um padrão de expressão semelhante entre controlo e secura, nos dois 

ecótipos. 

            O último dos genes a ser isolado, ABI, mostra que em situação controlo a 

expressão deste gene é constitutiva ao longo do tempo para o ecótipo JAT 238, mas 

com pequenas oscilações em JAT 08. No entanto, em stress hídrico, os dois ecótipos 

parecem apresentar um forte controlo estomático, com a expressão de ABI a ter uma 

redução, o que se reflecte no baixo nível de condutância e fotossíntese, registado nos 

ensaios fisiológicos. Visto que gene regula negativamente o sinal de ABA, que leva à 

abertura estomática (Assmann et al., 2000; Zhang et al., 2004), o padrão de expressão 

apresentado sob stress hídrico pode estar possívelmente dentro do esperado. 

            Ao análisar os padrões de todos os genes nos dois ecótipos, em controlo e em 

secura, verifica-se que em JAT 08 as oscilações de expressão parecem ser maiores do 

que em JAT 238. Estes dados, em conjunto com os resultados obtidos nos ensaios 

fisiológicos, que mostram que JAT 238 possui o melhor índice de WUE, podem 
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indiciar que as oscilações em JAT 08 são provocada por stress prematuro. Como este 

ecótipo tem um WUE baixo, pode ocorrer que esta linha absorva a maioria da água 

presente na terra, e que, ao começar a ficar sem a mesma, comece a responder a um 

ligeiro stress hídrico. Esta é uma explicação plausível para o que se observa neste 

padrão de expressão. 

            Outros factores podem influênciar os resultados de expressão génica, como 

problemas de pipetagem. Para além disso, as amostras neste trabalho são 

demonstrativas da expressão num determinado dia ao longo de um mês, não durante 

um período curto. Pode haver oscilações de expressão de alguns genes em J. curcas 

que não são possíveis de detectar neste trabalho, e que influenciam a sua expressão 

final. Para além disso, as condições do protocolo experimental poderiam não ser as 

mais adequadas, assim como o material utilizado (ex. vasos utilizados muito 

pequenos).  

            De modo a complementar estes ensaios de expressão génica, seria adequado 

realizar ensaios in vivo, numa planta modelo como Arabidopsis thaliana. Através da 

transformação destas plantas com os genes isolados, poder-se-á efectuar a 

caracterização funcional dos genes isolados, e uma comparação dos genes das duas 

linhas, do ponto de vista fenotípico.  

 

5.3 Estudo de dados fisiológicos 

 

            Nos dois ecótipos estudados, JAT 08 e JAT 238, a taxa de fotossíntese (A) e a 

condutância estomática (gs) sofreram, durante o período de secura, uma redução 

acentuada. Os valores registados apontam para um controlo estomático apertado, 

dados que aparentam ser corroborados pela análise de expressão génica efectuada 

neste trabalho, assim como por dados experimentais registados em Jatropha curcas 

(Pompelli et al., 2010; Maes et al., 2009a). Um controlo estomático deste tipo pode 

ser fruto de uma estratégia da planta para não perder água. Pensa-se que J. curcas 

pode ter um sistema fotossintético misto, passando de C3 para CAM, conforme a 

disponibilidade de água, como acontece em algumas plantas (Maes et al., 2009a; 

Lüttge, 2008). Este facto explica que a planta feche os seus estomas completamente 

durante o dia, e só os abra à noite, como as plantas CAM, de forma a evitar percas de 

água. Seria benéfico, para um trabalho futuro, realizar recolhas de dados durante a 
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noite, para verificar se esta hipótese é viável e se ocorre abertura estomática durante o 

período nocturno. Também seria importante fazer medições com maior frequência, de 

forma a acompanhar o fecho estomático. Desta forma seria possível verificar se existe 

diferença entre as duas linhas e o tempo de resposta dos estomas.  

            Sabe-se que as variedades de J. curcas, existentes na região de onde provem, 

preferem um clima mais húmido do que seco (Maes et al., 2009b). A linha JAT 08, 

em controlo, apresenta sempre valores mais elevados de A e de gs do que a linha JAT 

238, o que pode estar relacionado com sua origem. Uma planta de um clima tropical, 

pode realizar mais fotossíntese, e consumir mais água, visto não haver falta deste 

recurso. Para além disso, pode produzir mais biomassa, e utilizar os seus recursos 

nessa função. O mesmo não se verifica em plantas provenientes de um clima árido, 

onde a falta de água implica um controlo no gasto da mesma. Estas diferenças de A e 

gs são verificadas noutras partes do globo (Saikia et al., 2009), o que prova a 

plasticidade do genoma da purgueira. Esta análise é também visível através do WUE, 

analisado neste trabalho, onde se prova que o uso de água de JAT 238 é um pouco 

melhor do que de JAT 08, provavelmente devido à sua adaptação ao meio árido. O 

tipo de resposta das duas linhas, na situação de stress hídrico provocada, está dentro 

do esperado, como demonstrado num ensaio semelhante (Pompelli et al., 2010). 

            O ecótipo JAT 08, neste trabalho, parece apresentar uma capacidade de 

fotossintetizar de uma forma mais eficaz, e com uma recuperação mais rápida da sua 

eficiência fotossintética. Esta propriedade foi avaliada pelo parâmetro PSII, no 

ensaio de stress hídrico realizado. A redução da eficiência do fotossistema II, verifica-

se em outras espécies, quando submetidas a stress hídrico (Colom e Vazzana, 2003; 

Loggini et al., 1999). Este facto tem sido encarado com uma resposta das espécies que 

estão mais habituadas à seca, em que não procuram aumentar a eficiência do seu 

fotossistema, pois podem correr o risco de haver novo stress hídrico, o que pode 

resultar em dano oxidativo (Yordanov et al., 2000; Colom e Vazzana, 2003). 

Podemos então considerar a hipótese de que Jatropha curcas, como estratégia de 

adaptação ao local onde se desenvolve, use este mecanismo, de forma a superar as 

condições ambientais que são apresentadas. O ecótipo JAT 238 apresentou valores de 

PSII um pouco mais reduzidos do que JAT 08, o que pode indiciar ser este um dos 

mecanismos de tolerância à secura. Para além disso, este facto pode significar que este 
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ecótipo reduz a eficiência do seu fotossistema, pela sua adaptação a climas mais 

áridos. 

 

5.4 Estudo dos dados morfológicos 

 

            Algumas diferenças morfológicas têm sido verificadas para Jatropha curcas 

L. em diferentes trabalhos (Maes et al., 2009a; Saikia et al., 2009; Mugta e Murthy, 

2008). No trabalho aqui apresentado, a linha 238 e a linha 08 parecem apresentar 

diferentes estratégias de resposta à secura. Integrando os dados do comprimento e da 

largura de folha, e do número de folhas, parece que o ecótipo JAT 238 aumenta a área 

das folhas que possui, enquanto que JAT 08 parece apostar em desenvolver novas 

folhas. Apesar disso, a área foliar e o ritmo de crescimento do ecótipo JAT 08 é 

superior a JAT 238. Para além disso, quando se dá a re-hidratação das plantas em 

secura, a linha JAT 08 aumenta de tamanho mais depressa do que JAT 238. Maes et 

al. (2009a) verificaram que J. curcas, em situação de seca, potencia o crescimento de 

novas folhas. Neste trabalho, este facto apenas foi verificado para uma das linhas. 

Mesmo assim, o aparecimento de novas folhas, em JAT 08, só acontece quando a 

planta é sujeita a re-hidratação. Um bloqueio no crescimento de novas folhas, e da 

planta em geral, é algo generalizado pelo reino vegetal em situação de stress hídrico 

(Taiz e Zeiger, 2000; Chaves et al. 2002). As diferenças verificadas, entre os ensaios, 

podem ser explicadas pelo facto de estes terem sido feitos com linhas diferentes, e em 

condições diferentes, o que pode ter contribuído para as diferenças nos dados. Da 

mesma forma, no ensaio de Maes et al. (2009a), após uma semana de secura, as folhas 

começaram a cair, o que não sucedeu no ensaio aqui descrito.  

            Também se registou um aumento no diâmetro do caule, em JAT 238, que não 

ocorre em JAT 08. Este alargamento pode ser devido à acumulação de água, que esta 

linha induz, de forma a utilizar esta água mais tarde, como já foi descrito para plantas 

suculentas (Chapotin et al., 2006), ou para evitar a desidratação, como se parece 

verificar nos ecótipos analisados. Maes et al. (2009a), com base nos seus resultados, 

sugerem que Jatropha curcas gaste a água acumulada no caule, para continuar a 

produzir folhas. Os nossos resultados não apontam nessa direcção. Visto que nas 

linhas em estudo, a sua proveniência e o tipo de tratamento foram diferentes, pode 

estar neste facto a resposta, apesar de esta teoria ser rejeitada por dados obtidos num 
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trabalho recente (Achten et al., 2010). Neste trabalho, a dimensão das sementes de J. 

curcas é visto como o factor que mais influencia o crescimento da planta durante a 

resposta ao stress hídrico, e não a sua proveniência. São necessários mais estudos 

sobre Jatropha curcas, e sobre as suas variedades, para aumentar o conhecimento 

relativamente a estratégia desta espécie para lidar com stress, neste caso, stress 

hídrico.  

            Não foi possível obter dados de nenhum dos outros parêmetros morfológicos 

analisados. Os resultados obtidos foram díspares, com oscilações de valores entre os 

dois ecótipos, e entre os dois tratamentos aplicados. Para o caso do teor de clorofila, já 

foi feito um estudo semelhante em J. curcas, mas em plantas com cerca de 2 anos 

(Pompelli et al., 2010), onde se verificou um decréscimo na concentração de clorofila 

em função do stress hídrico. Neste trabalho, os valores oscilaram muito, como nos 

outros parâmetros. Podemos concluir que, provavelmente, as condições do protocolo 

experimental não seriam as mais adequadas. O material utilizado durante a 

experiência, assim como a idade da planta, podem também ter influenciado os 

resultados. O protocolo experimental deve ser revisto, de forma a que se possam 

retirar conclusões em futuros ensaios.  
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6 Conclusões e Perspectivas Futuras 

 

No presente trabalho, pudemos verificar que as duas linhas de Jatropha curcas 

L. não apresentam grandes diferenças ao nível da expressão génica. Apesar de na 

expressão de alguns genes se observarem pequenas flutuações em fases diferentes da 

experiência, não se verificou nenhuma alteração clara que indicie uma padrão 

específico de expressão de uma linha em relação à outra. Podemos observar nas duas 

linhas que, presumivelmente, apenas os genes ABI e T6PS possuem um padrão de 

resposta diferente em situação de secura, quando comparados com a situação controlo. 

A existência de alguns padrões idênticos entre stress e controlo indicia que, ou os 

genes de facto não apresentam diferenças de expressão, pelas razões apresentadas ao 

longo do texto, ou as condições em que as experiências foram conduzidas não foram 

as mais adequadas. É necessário compreender o modelo de actuação destes genes, 

assim como procurar outros genes que possam ter uma relação com aspectos 

fisiológicos. Estes ensaios são ainda preliminares, e destinam-se a averiguar as 

melhores condições para caracterizar as plantas de Jatropha, sobre as quais ainda não 

existe muito conhecimento, nem no laboratório de acolhimento, nem sequer a nível 

mundial.  

Com este trabalho, foi possível concluir que as linhas de clima árido e seco 

parecem apresentar diferentes estratégias de desenvolvimento e resposta à secura. 

Fisiologicamente, as plantas da linha JAT 08 mostram uma melhor eficiência na taxa 

fotossintética e na condutância estomática, o que se parece verificar pelo seu maior 

crescimento em relação à outra linha, quando estão em condições controlo. Em 

situação de secura, este ecótipo bloqueia o seu crescimento. O ecótipo JAT 238 

apresenta um crescimento baixo em situação controlo, mantendo o mesmo ritmo em 

situação de secura. Este comportamento parece evidenciar duas formas diferentes de 

lidar com a secura. 

Não foi possível encontrar correlação entre a expressão génica e os padrões 

morfo-fisiológicos para nenhum dos genes em estudo. No entanto, pelos resultados 

obtidos no ensaio de expressão génica, parece existir alguma influência dos genes ABI 

e T6PS no mecanismo de resposta à secura em Jatropha curcas., devido ao papel que 

estes genes possuem na regulação do controlo estomático, e no crescimento da planta, 

respectivamente.  
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Seria importante realizar ensaios epigenéticos em genes-alvo, comparando as 

duas linhas, de forma a verificar se é através deste processo que se verificam as 

diferenças fenotípicas entre ambas. Apesar das dificuldades logísticas, seria 

igualmente importante realizar todos estes ensaios em plantas num estádio de maior 

desenvolvimento, para verificar potenciais alterações nos padrões de resposta.  

Conclui-se que Jatropha curcas L., não apresenta, sob stress hídrico, grandes 

diferenças de expressão ao nível transcricional para os genes analisados. Esta situação 

pode dever-se ao facto da espécie estar distribuída por um espaço geográfico muito 

grande (aparentemente por responsabilidade dos Portugueses, durante os 

descobrimentos), sem contudo apresentar grande variabilidade genética (há grande 

variabilidade na região de origem, mas reduzida no resto do mundo) (P. van der 

Linde, comunicação pessoal, 2010). A resposta morfo-fisiológica contudo, apresenta 

diferenças mais marcadas, o que poderá eventualmente relacionar-se com a adaptação 

aos dois diferentes climas de onde as linhas foram obtidas.  
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8 Anexos 
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ABI        : 

Populus    : 

Ricinus    : 

Solanum    : 

Arabidopsi : 

             

                                                                  

         *        20         *        40         *        60      

-------------------------------------------------------------DGRCI

------SVEEEAGDGSDAKTSSVVLQLTLERGTSGTVSKSVFEVDYVPLWGFTSVCGRRPEMEDAV

SVAVAVSLEEEIGDGSNPKTSTVVLQLALEKGASGTVPRSVFEVDCVPLWGFTSICGRRPEMEDAF

---------------PTLKASVVALPLTSEKEPVKESVKSVFELECVPLWGSVSICGKRPEMEDAL

--------VLIAGVNQDTNTSEVVIRLPDENSNHLVKGRSVYELDCIPLWGTVSIQGNRSEMEDAF

                    s v   l  e         sv e    plwg  s  g r emeda 

      

      

 :   5

 :  60

 :  66

 :  51

 :  58

      

             

             

ABI        : 

Populus    : 

Ricinus    : 

Solanum    : 

Arabidopsi : 

             

                                                                  

   *        80         *       100         *       120         *  

CNCAQFLKVPIQMLIGDRVFDGMSKYITHQTAHFFGVYDGHGGSQVANYCRNRVHSALIEEIEFVE

ATVPYFLKFPIQMLIGDRLLDGMSKYLPHQTAHFFGVYDGHGGSQVANYCHDRIHSALSEEIEFVK

ATVPHFLKIPIQMLIGDRVLDGVGKYITQQSAHFFAVYDGHGGSQVANYCSNRMHSALAEEIEFVK

MVVPNFMKIPIKMFIGDRVIDGLSQSLSHLTSHFYGVYDGHGGSQVADYCRKRVHLALVEELKLPK

AVSPHFLKLPIKMLMGDH--EGMSPSLTHLTGHFFGVYDGHGGHKVADYCRDRLHFALAEEIERIK

   p F6K PI Ml6GDr  dG6s  6 h 3 HF5gVYDGHGGsqVA1YC  R6H AL EE6e  k

      

      

 :  71

 : 126

 : 132

 : 117

 : 122

      

             

             

ABI        : 

Populus    : 

Ricinus    : 

Solanum    : 

Arabidopsi : 

             

                                                                  

     140         *       160         *       180         *       2

AGLSDGSLKDSCVEQWKKAFTNCFLKVDAEVGGKG-------------TAEPVAPETVGSTAVVAI

NGLSDGSIKDSCQEQWKNAFTNCFLKVDAEVGGKA-------------GAEPVAPETVGSTAVVAI

NGLGNGRVVNSCQEQWKKTFTNCFIKVDAEVGGKE-------------SAEPVAPETVGSTAVVAI

HDLVDGSVRDTRQVQWEKVFTNCFLKVDDEVGGKVIDLCDDNINASSCTSEPIAPETVGSTAVVAV

DELCKRNTGEGRQVQWDKVFTSCFLTVDGEIEGKIGRAV---VGSSDKVLEAVASETVGSTAVVAL

  L  g      q QW k FTnCF6kVD E6gGK                Ep6ApETVGSTAVVA6

      

      

 : 124

 : 179

 : 185

 : 183

 : 185

      

             

             

ABI        : 

Populus    : 

Ricinus    : 

Solanum    : 

Arabidopsi : 

             

                                                                  

00         *       220         *       240         *       260    

IFSSHIVVANCGDSRAVLYRGKEPMALSVDHKPNREDEYARIEAAGGKVIQWNGHRVFGVLAMSRS

ICSSHIIVANCGDSRAVLCRGKEPMALSVDHKPNREDEYARIEAAGGKVIQWNGHRVFGVLAMSRS

ICSSHIIVANCGDSRAVLYRGKEPMALSVDHKPNREDEYARIEAAGGKVIPWNGHRVFGVLAMSRS

ICSSHIIVANCGDSRAVLYRGKEAVALSIDHKPSREDEYARIEASGGKVIQWNGHRVFGVLAMSRS

VCSSHIVVSNCGDSRAVLFRGKEAMPLSVDHKPDREDEYARIENAGGKVIQWQGARVFGVLAMSRS

6cSSHI6VaNCGDSRAVL RGKE 6aLS6DHKP REDEYARIEaaGGKVIqWnGhRVFGVLAMSRS

      

      

 : 190

 : 245

 : 251

 : 249

 : 251

      

             

             

ABI        : 

Populus    : 

Ricinus    : 

Solanum    : 

Arabidopsi : 

             

                                                                  

     *       280         *       300         *       320         *

IGDRYLKPWIIPEPEVKFIPRAKEDECLILASDGLWDVMSNEEACDLARRRILVWYKKNGSAFPMS

IGDRYLKPWIIPEPEVMFIPRAKEDECLILASDGLWDVMSNEEACDLARKRILVWHKKNGVALSSS

IGDRYLKPWIIPEPEVMFIPRTKEDECLILASDGLWDVISNEEACDLARRRILVWHKKNGSALPT-

IGDRYLKPWIIPEPEVMFVPRAREDECLVLASDGLWDVMTNEEACEMARRRILLWHKKNGTNPLPE

IGDRYLKPYVIPEPEVTFMPRSREDECLILASDGLWDVMNNQEVCEIARRRILMWHKKNGAPPLAE

IGDRYLKP56IPEPEV F6PR 4EDECL6LASDGLWDV6 N2EaC 6AR4RIL6WhKKNG      

      

      

 : 256

 : 311

 : 316

 : 315

 : 317

      

             

             

ABI        : 

Populus    : 

Ricinus    : 

Solanum    : 

Arabidopsi : 

             

                                              

       340         *       360         *      

RGEGIDLQLKQQRSTSHTHF--------------------------

RSEGIDPAAQAAAEFLSNRALQKGSKDNITVIVVDLKAQRKFKTKT

RGDGIDPAAQAAAEYLSNRALQKGSKDNITVIVV------------

RGQGVDLAAQAAAEYLSSMALQKGSKDNISVIVVDL----------

RGKGIDPACQAAADYLSMLALQKGSKDNISIIVID-----------

Rg G6D a qaaa  ls  alqkgskdni  iv             

      

      

 : 276

 : 357

 : 350

 : 351

 : 352

       

Anexo 1. Alinhamento da sequência proteica de ABI, obtida pelos primers degenerados para 

CBF com sequências homologas. Alinhamento entre a sequência proteica de ABI, obtida pelos 

primers degenerados para CBF, e entre sequências que obtiveram hit na base de dados (Genebank, 

NCBI). As espécies utilizadas para realizar este alinhamento foram as que obtiveram maior homologia 

(Ricinus communis, Populus trichocarpa e Solanum lycopersicum) e uma planta modelo com genoma 

sequenciado (Arabidopsis thaliana).  
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ABI     : 

Ricinus : 

Populus : 

          

                                                                      

         *        20         *        40         *        60         *

----------------------------------------------------------------------

GTTGGCTCTGGAAAAAGGGGCGAGTGGAACAGTTCCACGCAGTGTTTTTGAGGTGGATTGTGTGCCTCTC

--------------GAGGGACCAGTGGAACAGTCTCAAAAAGTGTTTTTGAAGTGGACTATGTACCCCTT

               aggg c agtggaacagt  ca   agtgtttttga gtgga t tgt cc ct 

      

      

 :   -

 :  70

 :  56

      

          

          

ABI     : 

Ricinus : 

Populus : 

          

                                                                      

        80         *       100         *       120         *       140

-GGGGATTTACATCTATATGTGGAAGGAGACT-GAGATGGAAGATGCATTTGCAACTGTGC-TCAGTTTC

TGGGGATTTACCTCTATATGTGGAAGGAGACCAGAGATGGAAGATGCATTTGCAACTGTGCCTCATTTTC

TGGGGATTTACATCTGTTTGTGGAAGGAGGCCGGAGATGGAAGATGCAGTTGCTACGGTGCCTTATTTTT

tGGGGATTTACaTCTaTaTGTGGAAGGAGaCc GAGATGGAAGATGCAtTTGCaACtGTGCcTcAtTTTc

      

      

 :  67

 : 140

 : 126

      

          

          

ABI     : 

Ricinus : 

Populus : 

          

                                                                      

         *       160         *       180         *       200         *

TGAAAGTTCCTATCCAAATGCTAATTGGTGACCGGGTCTTTGATGGTATGAGCAAGTATATAACTCACCA

TGAAAATTCCTATTCAAATGCTAATTGGTGACCGGGTGCTTGATGGCGTGGGCAAGTATATAACTCAGCA

TAAAATTTCCTATTCAAATGCTGATTGGCGACCGATTACTTGATGGAATGAGCAAGTATTTGCCTCACCA

TgAAA TTCCTATtCAAATGCTaATTGGtGACCGggT cTTGATGG aTGaGCAAGTATaTaaCTCAcCA

      

      

 : 137

 : 210

 : 196

      

          

          

ABI     : 

Ricinus : 

Populus : 

          

                                                                      

       220         *       240         *       260         *       280

AACGGCTCATTTCTTTGGAGTTTATGATGGTCATGGAGGCTCACAGGTGGCAAATTATTGTCGTAACCGT

GAGTGCACATTTTTTCGCAGTGTACGATGGTCATGGAGGCTCGCAGGTTGCTAATTATTGTAGCAACCGT

GACTGCTCATTTCTTTGGAGTTTATGATGGTCATGGAGGCTCGCAAGTGGCAAATTATTGTCATGATCGT

gActGCtCATTTcTTtGgAGTtTAtGATGGTCATGGAGGCTCgCAgGTgGCaAATTATTGTcgtaAcCGT

      

      

 : 207

 : 280

 : 266

      

          

          

ABI     : 

Ricinus : 

Populus : 

          

                                                                      

         *       300         *       320         *       340         *

GTCCATTCTGCTTTGATTGAGGAAATAGAATTCGTTGAAGCTGGCCTGAGTGATGGAAGTTTGAAGGACA

ATGCATTCTGCTCTGGCTGAGGAGATAGAATTTGTTAAAAATGGCCTGGGCAACGGAAGGGTGGTTAATA

ATCCATTCAGCTTTGTCCGAGGAGATAGAATTTGTGAAGAATGGCCTGAGTGATGGAAGTATTAAGGATA

aTcCATTCtGCTtTG ctGAGGAgATAGAATTtGTtaAaaaTGGCCTGaGtgAtGGAAGt TgaaggAtA

      

      

 : 277

 : 350

 : 336

      

          

          

ABI     : 

Ricinus : 

Populus : 

          

                                                                      

       360         *       380         *       400         *       420

GTTGCGTAGAGCAGTGGAAAAAAGCATTCACCAATTGTTTTCTTAAGGTAGATGCTGAAGTTGGAGGAAA

GTTGCCAGGAGCAGTGGAAAAAGACGTTCACAAATTGTTTTATTAAGGTAGATGCTGAAGTTGGAGGAAA

GTTGCCAGGAGCAGTGGAAAAATGCTTTCACCAATTGTTTTCTCAAGGTTGATGCTGAAGTCGGAGGAAA

GTTGCcagGAGCAGTGGAAAAA gC TTCACcAATTGTTTTcTtAAGGTaGATGCTGAAGTtGGAGGAAA

      

      

 : 347

 : 420

 : 406

      

          

          

ABI     : 

Ricinus : 

Populus : 

          

                                                                      

         *       440         *       460         *       480         *

AGGCACTGCTGAACCAGTTGCCCCTGAAACTGTGGGTTCAACTGCTGTTGTTGCCATTATTTTTTCATCC

GGAAAGTGCTGAACCAGTTGCTCCCGAAACGGTTGGTTCAACTGCTGTTGTTGCCATTATTTGTTCGTCC

GGCTGGTGCCGAACCAGTTGCCCCAGAAACTGTTGGTTCTACTGCTGTTGTGGCCATTATTTGTTCATCC

gG  agTGCtGAACCAGTTGCcCC GAAACtGTtGGTTCaACTGCTGTTGTtGCCATTATTTgTTCaTCC

      

      

 : 417

 : 490

 : 476

      

          

          

ABI     : 

Ricinus : 

Populus : 

          

                                                                      

       500         *       520         *       540         *       560

CACATTGTAGTAGCAAATTGCGGAGACTCAAGAGCTGTTCTATACCGTGGTAAAGAACCTATGGCATTGT

CACATAATAGTTGCAAATTGTGGAGACTCTCGAGCAGTTCTATATCGGGGAAAAGAACCCATGGCACTCT

CACATCATAGTAGCAAACTGTGGAGACTCACGAGCAGTTCTTTGTCGCGGGAAAGAACCAATGGCATTAT

CACAT aTAGTaGCAAAtTGtGGAGACTCacGAGCaGTTCTaTatCG GG AAAGAACC ATGGCAtT T

      

      

 : 487

 : 560

 : 546

      

          

          

ABI     : 

Ricinus : 

Populus : 

          

                                                                      

         *       580         *       600         *       620         *

CTGTGGATCATAAACCAAATCGAGAAGATGAATATGCGAGGATAGAGGCAGCTGGAGGCAAAGTTATACA

CAGTGGATCATAAACCAAACCGAGAAGATGAATATGCAAGGATAGAAGCAGCTGGAGGAAAGGTTATCCC

CAGTGGATCATAAACCAAACCGAGAAGATGAGTATGCAAGGATAGAAGCAGCTGGAGGCAAGGTCATACA

CaGTGGATCATAAACCAAAcCGAGAAGATGAaTATGCaAGGATAGAaGCAGCTGGAGGcAAgGTtATaCa

      

      

 : 557

 : 630

 : 616

      

          

          

ABI     : 

Ricinus : 

Populus : 

          

                                                                      

       640         *       660         *       680         *       700

ATGGAATGGGCATCGTGTCTTTGGCGTTCTTGCAATGTCAAGATCCATTGGTGATAGATATTTGAAACCA

ATGGAATGGGCATCGTGTCTTTGGCGTCCTTGCAATGTCAAGGTCTATTGGTGATAGATATTTGAAACCA

GTGGAATGGGCATCGTGTCTTTGGTGTTCTAGCAATGTCAAGGTCTATTGGTGATAGATATTTGAAACCA

aTGGAATGGGCATCGTGTCTTTGGcGTtCTtGCAATGTCAAGgTCtATTGGTGATAGATATTTGAAACCA

      

      

 : 627

 : 700

 : 686

      

          

          

ABI     : 

Ricinus : 

Populus : 

          

                                                                      

         *       720         *       740         *       760         *

TGGATAATTCCAGAACCAGAAGTGAAGTTTATCCCTCGGGCGAAAGAAGATGAATGCCTTATTCTAGCTA

TGGATCATTCCAGAACCAGAAGTGATGTTTATTCCTCGAACAAAAGAAGATGAATGCCTCATTCTGGCTA

TGGATTATTCCAGAACCCGAAGTTATGTTTATTCCTAGGGCAAAAGAAGATGAATGTCTCATTCTGGCAA

TGGAT ATTCCAGAACCaGAAGTgAtGTTTATtCCTcGggCaAAAGAAGATGAATGcCTcATTCTgGCtA

      

      

 : 697

 : 770

 : 756

      

          

          

ABI     : 

Ricinus : 

Populus : 

          

                                                                      

       780         *       800         *       820         *       840

GTGATGGTTTATGGGATGTAATGTCGAATGAAGAGGCATGTGATCTTGCTCGGAGACGAATACTTGTGTG

GTGATGGCTTATGGGATGTCATATCGAATGAAGAGGCATGTGATCTGGCTCGGAGACGAATACTTGTATG

GTGATGGTTTGTGGGATGTCATGTCAAATGAAGAAGCATGTGATCTGGCACGCAAACGAATACTTGTCTG

GTGATGGtTTaTGGGATGTcATgTCgAATGAAGAgGCATGTGATCTgGCtCGgAgACGAATACTTGT TG

      

      

 : 767

 : 840

 : 826

      

          

          

ABI     : 

Ricinus : 

Populus : 

          

                                                                      

         *       860         *       880         *       900         *

GTACAAAAAGAATGGTTCTGCGTTTCCCATGTCAAGGGGTGAAGGGATTGATC-TGCAGCTCAAGCAGCA

GCACAAAAAGAATGGTAGTGCACTTCCCAC---AAGGGGGGATGGAATTGATCCTGCAGCTCAAGCAGCA

GCACAAAAAGAATGGCGTTGCGCTCTCCTCCTCAAGGAGCGAGGGAATT---------------------

GcACAAAAAGAATGGt  TGCgcTtcCCac tcAAGGgG GA GGaATTgatc tgcagctcaagcagca

      

      

 : 836

 : 907

 : 875

       

Anexo 2. Alinhamento da sequência nucleótidica de ABI, obtida pelos primers degenerados para 

CBF com sequências homologas. Alinhamento entre a sequência nucleótidica de ABI, obtida pelos 

primers degenerados para CBF, e entre sequências que obtiveram hit na base de dados (Genebank, 

NCBI). As espécies utilizadas para realizar este alinhamento foram as que obtiveram maior homologia 

(Ricinus communis e Populus trichocarpa).  



 

67 

 

             

             

ABF        : 

Ricinus    : 

Populus    : 

Solanum    : 

Arabidopsi : 

             

                                                                                         

         *        20         *        40         *        60         *        80         

-------------------------------------XPQ--RQQTLGEMTLEEFLARAGVVREDTQLIGRSNN-GGFFDELSRLNNNS

--------QKTVDEVWKDLVKESSGVKDRSNVGA--NLPQ--RQQTLGEMTLEEFLAKAGVVREDTQLIGRPNN-GGFFDELSRLKNAN

--LPRTLSQKTVDEVWRDLIKETSG-----GAGS--NLPQ--RQQTLREMTLEEFLVRAGVVREDTQQIGRPNN-SGFFGELSQLNTNN

-TLPRTLSHKTVDEVWRDMSKEHGGGKDGNSVGVPPNIPQTQRQQTFGEITLEEFLVRAGVVREDAQFAAKSNNTGGIFGDLSYAGNNT

LTLPRTLSQKTVDEVWKYLNSKEGSNGNTGTDALE-------RQQTLGEMTLEDFLLRAGVVKEDNTQ-QNENSSSGFYANNGAA----

         ktvdevw                      pq  RQQTlgE6TLEeFL 4AGVV4ED q     Nn  Gf5  ls      

      

      

 :  49

 :  76

 :  77

 :  88

 :  77

      

             

             

ABF        : 

Ricinus    : 

Populus    : 

Solanum    : 

Arabidopsi : 

             

                                                                                         

*       100         *       120         *       140         *       160         *       1

NNNA--SLALAFQQAN-HNSGLMGTGIVENNNLVGSQPSNLALNVGGIRSSQPLVQQQQQLHQNQPQQQQLHQNQPQQQQLHQNQPQQQ

NNNS--GLPLEFQQPN-RNNALMGSQLVETN--NN-LVAAQPLSAGGIRSSQPL---PQQHQMHLNQPQP-------------------

NNNNTTGLALGFQQPN-GNNGLMGTGIMENNLVSN-QPSSLALNVGGIRPSQQL---PQ----------P-------------------

------GLAFGYQQANNRNTGLMAGSIPNKNGETVIQTANLPLNVNGVRSTQQQLRPQQLQQNHQPQQQQ-------------------

------GLEFGFGQPNQNSISFNG----NNSSMIMNQAPGLGLKVGGTMQQQQQPHQQQLQQPHQ------------------------

      gL   5qQ N  n  lmg      n     q   l L vgG r  Q      Q                              

      

      

 : 135

 : 137

 : 132

 : 152

 : 132

      

             

             

ABF        : 

Ricinus    : 

Populus    : 

Solanum    : 

Arabidopsi : 

             

                                                                                         

80         *       200         *       220         *       240         *       260       

QLHQNQSQQQQQQQQPLFPK-PTNLAF-ADVRLANGAQLASPGIRSSVAGIADTNIKNNLVYG-----GGMRMVGLGTAGVPVATGSPA

-----------QQQQALFPK-SANVAFASPVQLVNNAQLASPGARGSAVGIADPSLNNNLVHG-----GGIGIVGLGTRDVKVATGSPA

-----------QQQQPLFPKPAATVVFASPLHVANNVQLASPGVRGSVVGIANRSVNNGLAHS-----RGMGMVSLAARGVTVATESPA

-----------PQQQPIFPKQPA-LPYGAPMAIPNSGQLGSPGMRVGMVGIPDPALNSNFIQGNALMGGGMNMVGLGASGVTVATASPG

-----------RLPPTIFPK-QANVTFAAPVNMVN---------RGLFETSADGPANSN----------------MGGAGGTVTATSPG

            qqq 6FPK  a 6 5  p6 6 N  ql spg R    gia1   n n          g   v 6g  gv Vat SP 

      

      

 : 217

 : 209

 : 205

 : 229

 : 184

      

             

             

ABF        : 

Ricinus    : 

Populus    : 

Solanum    : 

Arabidopsi : 

             

                                                                                      

  *       280         *       300         *       320         *       340         *   

NHISPDMITKGNADTPSSLSPVPNTFGRGRKAG--AALDKVIERRHRRMIKNRESA------------------------------

NQISPDMMAKSGTDTPL-LSPVPNMFGRGRKAS--AALEKVIERRHRRMIKNRESAARSRARKQAYTLELEAEVAK----------

NRISPDVIAKSNADTSS-LSPVPFVFSRGRKPS--AALEKVVERRQRRMIKNRESAARSRARKQAYTLELEDEVAKLKELNKELQR

VS-SSDGLGKSNGDTPS-VSPVPYVFNGGLRGRKYSTVEKVVERRQRRMIKNRESAARSRARKQAYTMELEAEVAKLKEENDELQ-

T---------SSAENNTWSSPVPYVFGRGRRSN--TGLEKVVERRQKRMIKNRESAARSRARKQAYTLELEAEIESLKLVNQDLQ-

   s d   ks  dt    SPVP  F rGr4      6eKV6ERR 4RMIKNRESAarsrarkqayt ele e             

      

      

 : 271

 : 282

 : 288

 : 312

 : 258

       

Anexo 3. Alinhamento da sequência proteica de ABF1, obtida pelos primers degenerados para 

ABF com sequências homologas. Alinhamento entre a sequência proteica de ABF1, obtida pelos 

primers degenerados para ABF, e entre sequências que obtiveram hit na base de dados (Genebank, 

NCBI). As espécies utilizadas para realizar este alinhamento foram as que obtiveram maior homologia 

(Ricinus communis, Populus trichocarpa e Solanum lycopersicum) e uma planta modelo com genoma 

sequenciado (Arabidopsis thaliana).  
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JcABF1  : 

Ricinus : 

Populus : 

          

                                                                                          

         *        20         *        40         *        60         *        80         *

-------------------------------------CCTCAAAGGCAACAGACTTTAGGAGAAATGACTTTGGAGGAGTTCTTGGCCAG

--------------------------GAGCTAATTTACCTCAGAGGCAACAGACTTTAGGTGAGATGACTTTGGAGGAGTTCTTGGCCAA

GATAAAAGAAACCAGTGGTGGTGCAGGATCCAATTTACCACAAAGGCAACAGACTTTAAGAGAGATGACTCTGGAGGAGTTTTTGGTGAG

                          ga c aatttaCCtCAaAGGCAACAGACTTTAgGaGAgATGACTtTGGAGGAGTTcTTGGccAg

      

      

 :  53

 :  64

 :  90

      

          

          

JcABF1  : 

Ricinus : 

Populus : 

          

                                                                                          

       100         *       120         *       140         *       160         *       180

AGCAGGAGTTGTAAGGGAGGATACTCAGCTAATTGGAAGGTCAAATAATGGTGGATTCTTTGATGAATTATCACGACTAAATAATAATAG

GGCAGGGGTAGTGAGAGAGGATACTCAGCTAATAGGAAGACCAAATAATGGTGGATTCTTTGATGAATTATCAAGACTAAAAAATGCTAA

GGCTGGGGTAGTGAGAGAGGATACTCAACAAATTGGAAGGCCTAATAATAGTGGATTCTTTGGTGAACTATCGCAATTAAATACCAACAA

gGCaGGgGTaGTgAGaGAGGATACTCAgCtAATtGGAAGgcCaAATAATgGTGGATTCTTTGaTGAAtTATCacgAcTAAAtAataatAa

      

      

 : 143

 : 154

 : 180

      

          

          

JcABF1  : 

Ricinus : 

Populus : 

          

                                                                                          

         *       200         *       220         *       240         *       260         *

CAATAACAATG------CCAGTTTAGCTCTTGCGTTCCAGCAGGCAAATCACAATAGTGGGCTTATGGGCACTGGGATAGTTGAAA---A

TAACAATAACA------GTGGTTTACCTCTTGAGTTTCAGCAGCCAAATCGAAATAATGCGCTAATGGGATCACAGCTAGTGGAAACCAA

CAACAACAACAACACTACTGGTTTGGCTCTTGGCTTTCAGCAGCCAAATGGAAACAATGGGCTTATGGGGACTGGGATAATGGAGA----

cAAcAAcAAca      ctgGTTTagCTCTTG gTTtCAGCAGcCAAATcgaAAtAaTGgGCTtATGGG aCtggGaTAgTgGAaA   a

      

      

 : 224

 : 238

 : 266

      

          

          

JcABF1  : 

Ricinus : 

Populus : 

          

                                                                                          

       280         *       300         *       320         *       340         *       360

TAATAACTTAGTTGGTAGTCAGCCTTCTAATTTAGCTTTAAATGTAGGCGGGATCAGATCCTCTCAACCACTAGTTCAGCAGCAGCAGCA

TAACAACTTAGTTGCTGCTCAGCCAC------------TGAGTGCAGGTGGAATCAGATCCTCTCAGCCACTACCTCAGCAGCACCAGAT

--ACAATTTAGTTTCTAACCAGCCTTCTAGTTTAGCTCTGAATGTGGGTGGAATCAGACCCTCTCAACAACTA-----------------

taAcAAcTTAGTTgcTa tCAGCCttcta tttagct TgAaTGtaGGtGGaATCAGAtCCTCTCAaCcACTA  tcagcagca cag  

      

      

 : 314

 : 316

 : 337

      

          

          

JcABF1  : 

Ricinus : 

Populus : 

          

                                                                                          

         *       380         *       400         *       420         *       440         *

GCTGCATCAGAACCAGCCCCAGCAGCAGCAGCTGCATCAGAACCAGCCCCAGCAGCAGCAGCTGCATCAGAACCAGCCCCAGCAGCAGCA

GC----------------------------------------------------------------------------------------

------------------------------------------------------------------------------------------

gc                                                                                        

      

      

 : 404

 : 318

 :   -

      

          

          

JcABF1  : 

Ricinus : 

Populus : 

          

                                                                                          

       460         *       480         *       500         *       520         *       540

GCTGCATCAGAACCAGTCCCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCCTCTCTTCCCCAAACCAACA---AATTTAGCATTTGCGGA---TGT

-----------ACCTGAACCAGCCCCAGCCCCAGCAGCAGCAGGCACTCTTCCCCAAGTCTGCA---AATGTGGCATTTGCATCCCCTGT

----------------------CCGCAGCCACAGCAGCAGCAGCCTCTCTTTCCCAAGCCAGCAGCAACTGTGGTGTTTGCATCACCTTT

           acc g  ccagCcgCAGCc CAGCAGCAGCAGcCtCTCTTcCCCAAgcCagCA   AaTgTgGcaTTTGCatc ccTgT

      

      

 : 488

 : 394

 : 405

      

          

          

JcABF1  : 

Ricinus : 

Populus : 

          

                                                                                          

         *       560         *       580         *       600         *       620         *

ACGTTTAGCAAATGGTGCGCAGCTTGCTAGTCCAGGAATCAGGAGTTCAGTTGCTGGTATTGCAGATACAAATATAAAGAATAATTTAGT

GCAATTAGTGAATAATGCTCAGCTTGCCAGCCCAGGAGCGAGGGGTTCAGCTGTTGGGATTGCAGATCCATCTTTAAACAATAATTTAGT

ACATGTGGCAAACAATGTTCAGCTTGCTAGCCCTGGAGTGAGAGGATCGGTTGTTGGGATTGCAAATCGATCTGTGAACAATGGTCTAGC

aCattTaGcaAAtaaTGctCAGCTTGCtAGcCCaGGAgtgAGggGtTCaGtTGtTGGgATTGCAgATccAtcT TaAAcAATaaTtTAGt

      

      

 : 578

 : 484

 : 495

      

          

          

JcABF1  : 

Ricinus : 

Populus : 

          

                                                                                          

       640         *       660         *       680         *       700         *       720

TCATGGTGGTGGAATGAGAATGGTTGGTTTAGGAACTGCAGGTGTTCCGGTTGCAACAGGATCTCCTGCAAACCACATATCACCAGATAT

TCATGGAGGAGGAATTGGCATTGTTGGTTTAGGAACTAGGGATGTTAAAGTTGCAACAGGATCTCCTGCTAACCAGATATCACCAGATAT

TCACAGTAGAGGAATGGGAATGGTTAGTTTAGCAGCTAGAGGTGTTACAGTCGCAACAGAATCTCCTGCAAACAGGATATCACCGGATGT

TCAtgGtgGaGGAATggGaATgGTTgGTTTAGgAaCTagaGgTGTTacaGTtGCAACAGgATCTCCTGCaAACcagATATCACCaGATaT

      

      

 : 668

 : 574

 : 585

      

          

          

JcABF1  : 

Ricinus : 

Populus : 

          

                                                                                          

         *       740         *       760         *       780         *       800         *

GATCACAAAAGGTAACGCAGATACGCCTTCTTCACTATCACCAGTTCCAAACACATTTGGACGGGGAAGAAAAGCAAGTGCTGCTTTGGA

GATGGCAAAAAGTGGTACAGATACGCCTTTG---CTATCACCAGTTCCTAACATGTTTGGCCGGGGAAGAAAAGCCAGTGCAGCTTTGGA

GATTGCAAAGAGTAATGCTGACACATCTTC---ACTATCGCCAGTTCCTTTTGTATTTAGTCGGGGAAGGAAACCCAGCGCAGCTCTGGA

GAT gCAAAaaGTaatgCaGAtACgcCTTc   aCTATCaCCAGTTCCtaacataTTTgG CGGGGAAGaAAAgCcAGtGCaGCTtTGGA

      

      

 : 758

 : 661

 : 672

      

          

          

JcABF1  : 

Ricinus : 

Populus : 

          

                                                                               

       820         *       840         *       860         *       880         

CAAAGTAATTGAGAGAAGGCACCGGAGAATGATCAAAAACCGAGAATGCGCA---------------------------

AAAGGTAATTGAGAGAAGACACCGGAGGATGATTAAAAATCGAGAGTCAGCAGCAAGGTCACGAGCTCGGAAGCAGGCC

GAAGGTTGTTGAGAGAAGGCAGAGGAGAATGATTAAAAACAGAGAGTCAGG----------------------------

 AAgGTaaTTGAGAGAAGgCAccGGAGaATGATtAAAAAccGAGAgTcaGca                           

      

      

 : 810

 : 740

 : 723

       

Anexo 4. Alinhamento da sequência nucleótidica de ABF1, obtida pelos primers degenerados 

para ABF com sequências homologas. Alinhamento entre a sequência nucleótidica de ABF1 obtida 

pelos primers degenerados para ABF, e entre sequências que obtiveram hit na base de dados 

(Genebank, NCBI). As espécies utilizadas para realizar este alinhamento foram as que obtiveram maior 

homologia (Ricinus communis e Populus trichocarpa). 

 

 

 



 

69 

 

             

             

JcABF2     : 

Ricinus    : 

Populus    : 

Solanum    : 

Arabidopsi : 

             

                                                                                            

         *        20         *        40         *        60         *        80         *  

----------------------------------XTLSQKTVDEVWKDISKEYVNG--GGTGGGVANVP---Q--RQQTLGEMTLEEFLVRA

---EETHNMVASCSGTQGQEG---LQRQGSLTLPRTLSQKTVDEVWKDISKEYGNG--NANGGVVTNLP---Q--RQQTLGEMTLEEFLVRA

---ETQTVATATSAGVQDGVG---LQRQGSLTLPRTLSLKTVDEVWKDMSKEYAIN--GTSAGVANNVP---Q--RQPTLGEITLEEFLVRA

NAEENQTIGGPGINGQEVGVPRGHLQRQGSLTLPRTLSHKTVDEVWRDMSKEHGGGKDGNSVGVPPNIP---QTQRQQTFGEITLEEFLVRA

-------GVVPVLGGGQEGLQ---LQRQGSLTLPRTLSQKTVDQVWKDLSKVGSSGVGGSNLSQVAQAQSQSQSQRQQTLGEVTLEEFLVRA

              g         lqrqgsltlprTLS KTVD2VW4D6SKe   g  g   g   n p   Q  RQqTlGE6TLEEFLVRA

      

      

 :  51

 :  79

 :  79

 :  89

 :  82

      

             

             

JcABF2     : 

Ricinus    : 

Populus    : 

Solanum    : 

Arabidopsi : 

             

                                                                                            

     100         *       120         *       140         *       160         *       180    

GVVREDAQIAGKINANGGFYGDLARSGNNSGFGLGFQQNRVLALN--------SNNTNQISMHSSNLPLNVNGVRSNQAQVQQQQQQQ-QQQ

GVVREDAQLAAKVNTNGGFFGDFSRSGNNASLGIGFQQNRVLGLNI-NNGNNNNSNTNQISLQSSNLPLNVNGVRSNQANIQQQQQQQRQQQ

GVVREDIPVAAKINTNGGFFGDLSRLANNSS-AIGFQQNRGVGLN--------NNNTNQISLQSSNLPLNGNGFRSNQAQVQQQQQQQ----

GVVREDAQFAAKSNNTGGIFGDLSYAGNNTGLAFGYQQANNRNTGL-MAGSIPNKNGETV-IQTANLPLNVNGVRSTQQQLRPQQLQQNHQP

GVVREEAQVAARAQIAENNKGGYFGNDANTGFSVEFQQPSPRVVAAGVMGNLGAETANSLQVQGSSLPLNVNGARTTYQQSQQQQP------

GVVREdaq Aa4 n  gg  Gd     nN     g5QQ                 n n 6 6q snLPLNvNG R3 q q qqQQ qq    

      

      

 : 134

 : 170

 : 158

 : 179

 : 168

      

             

             

JcABF2     : 

Ricinus    : 

Populus    : 

Solanum    : 

Arabidopsi : 

             

                                                                                            

     *       200         *       220         *       240         *       260         *      

QQQ------IFPKQPTLGYVTQMPLQTS-----PGIRSG-IMGIGDQALGGGLMQG-----GGLGMVGLGG----VATGSPANQLSSDGITK

QQQ------IFPKQPNLGYVTQVPLQNS-----PGIRGG-IMGIGDQGINGGLMQG-----GGMGMIGLGG----VATGSPANQLSSDGITK

--Q------IFPKQPNMGYVTQMPPQSS-----PGIRGG-ILGIGDQGINSNLMQG-----GGMGVVGLG-----VATGSPANQLSSDGIGK

QQQQPQQQPIFPKQPALPYGAPMAIPNSGQLGSPGMRVG-MVGIPDPALNSNFIQGNALMGGGMNMVGLGASGVTVATASPGVS-SSDGLGK

---------IMPKQPGFGYGTQMGQLNS-----PGIRGGGLVGLGDQSLTNNVGFVQGASAAIPGALGVG-------AVSPVTPLSSEGIGK

  q      IfPKQP  gY tq6    S     PG6R G 66G6gDq 6     qg     gg g 6G6G     vat SP   lSSdG6 K

      

      

 : 205

 : 241

 : 226

 : 269

 : 239

      

             

             

JcABF2     : 

Ricinus    : 

Populus    : 

Solanum    : 

Arabidopsi : 

             

                                                                      

 280         *       300         *       320         *       340      

SNGDTSSVSPVPYVFNGGLRGRRATGAVEKVVERRQRRMIKNRES-------------------------

SNGDTSSVSPVPYVFNGGLRGRRAGGAVEKVVERRQRRMIKNRESAARSRARKQAYTMELEAEVAKLKEE

SNGDTSSVSPVPYVFSGSGRGRRAGGAVEKVVERRQRRMIKNRESAARSRARKQ----------------

SNGDTPSVSPVPYVFNGGLRGRKYS-TVEKVVERRQRRMIKNRESAARSRARKQAYTMELEAEVAK----

SNGDSSSLSPSPYMFNGGVRGRK-SGTVEKVVERRQRRMIKNRESAARSRARKQVNLFITIYLCT-----

SNGD3sS6SPvPY6FnGg RGR4  g VEKVVERRQRRMIKNRESaarsrarkq                

      

      

 : 250

 : 311

 : 280

 : 334

 : 303

       

 Anexo 5. Alinhamento da sequência proteica de ABF2, obtida pelos primers degenerados para 

ABF com sequências homologas. Alinhamento entre a sequência proteica de ABF2, obtida pelos 

primers degenerados para ABF, e entre sequências que obtiveram hit na base de dados (Genebank, 

NCBI). As espécies utilizadas para realizar este alinhamento foram as que obtiveram maior homologia 

(Ricinus communis, Populus trichocarpa e Solanum lycopersicum) e uma planta modelo com genoma 

sequenciado (Arabidopsis thaliana). 
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JcABF2     : 

Ricinus    : 

Populus    : 

Arabidopsi : 

             

                                                                                 

         *        20         *        40         *        60         *        80 

-----------------------------------------------------ACTCTTAGCCAAAAGACAGTGGATGAAG

-------------------ATTGCAGCGGCAGGGGTCTTTAACCCTGCCACGAACATTGAGCCAGAAGACGGTTGACGAGG

-GGTACAAGATGGTGTTGGTCTCCAGCGCCAGGGCTCGCTGACGCTGCCGCGGACACTGAGCCTGAAGACGGTGGATGAGG

TCCCACCCCCAGGTGGGAATCTCCAGAGGCAAGGTTCGTTGACGTTGCCTAGAACAATTAGTCAGAAGACTGTTGATGAGG

                     t cag g ca gg tc  t ac  tgcc  g ACa T AGcCagAAGAC GT GAtGAgG

      

      

 :  28

 :  62

 :  80

 :  81

      

             

             

JcABF2     : 

Ricinus    : 

Populus    : 

Arabidopsi : 

             

                                                                                 

        *       100         *       120         *       140         *       160  

TGTGGAAAGACATCTCAAAGGAATATGTGAATGGGGGTGGCACT------GGAGGTGGAGTAGCTAATGTGCCCCA---GA

TGTGGAAAGACATATCAAAGGAGTACGGAAATGGAAATGCAAAT------GGAGGCGTAGTAACGAATTTACCCCA---AA

TCTGGAAAGACATGTCAAAGGAATATGCTATTAATGGGACTAGT------GCTGGAGTTGCTAATAATGTGCCCCA---GA

TGTGGAAATGTTTGATCACCAAGGATGGTAATATGGAAGGTAGCAGCGGAGGCGGTGGTGAGTCGAATGTGCCTCCTGGAA

TgTGGAAAgacaT tcaAaggA tAtG  AaT   g  g  A t      Gg GG G  G   c AATgTgCCcCa    A

      

      

 : 100

 : 134

 : 152

 : 162

      

             

             

JcABF2     : 

Ricinus    : 

Populus    : 

Arabidopsi : 

             

                                                                                 

       *       180         *       200         *       220         *       240   

GGCAGCAGACTTTGGGAGAGATGACTCTAGAGGAGTTTTTGGTGAGAGCTGGGGTGGTGAGAGAAGATGCTCAAATAGCT-

GGCAGCAGACTTTGGGGGAAATGACATTAGAGGAATTTTTGGTGAGAGCTGGTGTTGTAAGAGAAGATGCTCAATTAGCT-

GGCAGCCTACCTTAGGAGAGATAACTTTGGAGGAGTTTTTGGTGAGAGCTGGGGTGGTGAGGGAGGATATTCCAGTGGCT-

GGCAACAGACTTTAGGGGAAATGACACTTGAAGAATTTCTGTTCCGTGCTGGGGTTGTAAGAGAAGATAACTGTGTTCAAC

GGCAgCagACtTT GG GA ATgAC  T GAgGA TTTtTGgTgaGaGCTGGgGT GT AGaGAaGAT  tc a T gct 

      

      

 : 180

 : 214

 : 232

 : 243

      

             

             

JcABF2     : 

Ricinus    : 

Populus    : 

Arabidopsi : 

             

                                                                                 

      *       260         *       280         *       300         *       320    

-----------GGGAAAATTAATGCTAATGGTGGTTTTTATGGTGATCTGGCAAGGTCAGGGAATAATTCTGGTTTTGGAC

-----------GCCAAGGTTAATACTAATGGTGGTTTCTTTGGTGATTTCTCAAGGTCAGGGAATAATGCTTCTTTAGGAA

-----------GCAAAGGTTAATACTAATGGTGGATTTTTTGGTGATTTATCGCGGGTAGCGAATAATA---GTTCAGCAA

AGATGGGTCAGGTCAACGGAAACAATAACAATGGGTTTTATGGTAACAGCACTGCTGCTGGCGGC---TTAGGTTTTGGAT

           G  AA gttAAtacTAAtggTGG TTtT TGGTgAt t  C  gg caGggaataat    gTTt GgA 

      

      

 : 250

 : 284

 : 299

 : 321

      

             

             

JcABF2     : 

Ricinus    : 

Populus    : 

Arabidopsi : 

             

                                                                                 

     *       340         *       360         *       380         *       400     

TTGGGTTTCAGCAGAATAGGGTTCTGGCATTAAACAGTAATAAT---------------------ACTAATCAGATTTCTA

TTGGGTTTCAGCAAAATAGAGTTTTGGGATTGAATATTAATAATGGTAATAATAATAATAGTAATACCAATCAGATTTCTT

TTGGGTTTCAGCAGAATAGGGGTGTGGGCTTGAGTAACAATAAT---------------------ACCAATCAAATCTCGT

TTGGTCAGCCAAATCAAAACAGCATAACATTCAATGGTACTAATGATTC---------------------TATGATCTTGA

TTGGgtttCagcA aAtAg g t Tgg aTT Aata tAaTAAT                     ac aaTcagAT Tc  

      

      

 : 310

 : 365

 : 359

 : 381

      

             

             

JcABF2     : 

Ricinus    : 

Populus    : 

Arabidopsi : 

             

                                                                                 

    *       420         *       440         *       460         *       480      

TGCATTCCTCGAATTTACCTTTGAACGTTAATGGGGTCAGATCAAATCAGGCACAAGTACAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGC

TGCAATCGTCGAATTTGCCGTTGAATGTTAATGGGGTAAGATCAAATCAGGCAAATATACAGCAGCAGCAGCAACAGCAGC

TGCAATCTTCGAATTTGCCTTTGAATGGTAACGGGTTTAGATCAAATCAGGCACAGGTGCAACAGCAGCAGCAACA-----

ATCAGCCACCTGGTTTAGGGCTCAAAATGGGTGGAACAATGCAGCAGCAACAACAACAACAGCAGTTGCTTCAGCAGCAAC

tgCA tC tCgaaTTT cc tTgAA gttaatGGg t AgatcaaAtCAggcAcA  taCAgCAGcaGCagCA CAgca c

      

      

 : 391

 : 446

 : 435

 : 462

      

             

             

JcABF2     : 

Ricinus    : 

Populus    : 

Arabidopsi : 

             

                                                                                 

   *       500         *       520         *       540         *       560       

---AGCAGCAGCAGCAGCAAATATTTCCTAAGCAGCCTACTTTGGGATATGTGACACAGATGCCTCTGCAGACTAGTCCTG

GACAACAACAGCAGCAGCAAATATTCCCAAAGCAGCCTAATTTGGGATATGTGACACAGGTGCCTTTGCAAAATAGTCCTG

-------------------AATATTTCCTAAGCAGCCTAATATGGGATATGTGACACAGATGCCTCCACAAAGTAGTCCTG

AACAGCAGATGCAGCAGCTGAATCAGCCTCATCCACAGCAGCGGCTGCCTCAAACCATTTTTCCTAAACAAGCAAACGTAG

   a ca   gcagcagc aAtatt CCtaAgCagCctaat tGggataTgtgACacag TgCCT   CAaa tAgtcctG

      

      

 : 469

 : 527

 : 497

 : 543

      

             

             

JcABF2     : 

Ricinus    : 

Populus    : 

Arabidopsi : 

             

                                                                                 

  *       580         *       600         *       620         *       640        

GAATTAGGAGTGGAATCATGGGAATTGGAGATCAGGCGCTTGGTGGTGGTTTGATGCAGGGTGG-AGGTTTGGGAATGGTT

GAATTAGGGGTGGAATAATGGGGATTGGGGATCAGGGGATTAATGGTGGTCTGATGCAGGGTGG-AGGGATGGGAATGATT

GAATTAGAGGTGGAATTCTGGGGATTGGAGATCAAGGGATCAATAGCAATTTGATGCAGGGTGG-AGGGATGGGAGTGGTT

CATTTTC---TGCGCCTGTGAATATAACCAACAAGGGTTTTGCTGGGGCTGCAAATAATTCTATCAACAATAATAATGGAT

gAaTTag  gTGgaat  TGgg ATtgg gAtcAgGgg Tt  TgG g T tgAtgcAgggTgg Agg aTgggAaTGgtT

      

      

 : 549

 : 607

 : 577

 : 621

      

             

             

JcABF2     : 

Ricinus    : 

Populus    : 

Arabidopsi : 

             

                                                                                 

 *       660         *       680         *       700         *       720         

GGATTAGGAGGTGTGGCGACAGGATCACCTGCAAACCAGCTATCCTCGGATGGGATCACAAAGAGCAACGGTGATACTTCT

GGATTAGGAGGTGTTGCAACAGGATCACCTGCAAACCAGCTGTCCTCTGATGGGATTACAAAGAGTAATGGTGATACATCT

GGATTAGG---TGTCGCTACAGGGTCACCTGCGAACCAGCTGTCATCAGATGGAATTGGGAAGAGTAATGGGGATACATCT

TAGCTAGTTACGGAGGAACCGGGGTCACTGTTGCAGCAACTTCTCCAGGA----------ACAAGCAGCGCAGAAAATAAT

ggatTAGg   tGt Gc aCaGG TCACctgc aAcCAgCT tcctc GAtgg at    AagAG Aa Gg GAtAc tcT

      

      

 : 630

 : 688

 : 655

 : 692

      

             

             

JcABF2     : 

Ricinus    : 

Populus    : 

Arabidopsi : 

             

                                                                                 

*       740         *       760         *       780         *       800         *

TCAGTATCACCAGTTCCCTATGTCTTTAATGGAGGTTTACGAGGAAGAAGAGCAACTGGTGCTGTGGAGAAGGTGGTTGAA

TCAGTGTCACCAGTTCCTTATGTATTTAATGGAGGTTTGAGAGGGAGGAGAGCTGGTGGTGCTGTGGAGAAGGTGGTTGAG

TCAGTATCTCCAGTGCCTTATGTATTTAATGGAAGTGGAAGGGGAAGGAGAGCAGGTGGCGCAGTTGAGAAGGTGGTTGAG

TCTTTATCACCAGTTCCGTATGTGCTTAATCGAGGACGAAGAAGCAATACAGG---------TCTAGAGAAGGTTATCGAG

TCagTaTCaCCAGTtCC TATGT tTTAATgGAgGt  aaGagG Ag AgAGc   tgg gctgT GAGAAGGTggTtGAg

      

      

 : 711

 : 769

 : 736

 : 764

      

             

             

JcABF2     : 

Ricinus    : 

Populus    : 

Arabidopsi : 

             

                                                                                 

       820         *       840         *       860         *       880         * 

AGGAGGCAGAGAAGAATGATCAAAAACCGAGAATCCGC-------------------------------------------

AGGAGGCAGAGAAGAATGATCAAGAACCGGGAGTCGGCTGCAAGATCACGGGCTCGCAAGCAGGCTTAT------------

AGGAGGCAGAGGAGAATGATTAAGAACAGAGAGTCAGCTGCAAGGTCTCGTGCTCGCAAGCAGGCTTATACGATGGAATTG

AGGAGGCAAAGGAGAATGATCAAGAATCGGGAATCAGCTGCTAGATCAAGAGCTCGAAAGCAGGCTTATACATTG------

AGGAGGCAgAG AGAATGATcAAgAAccG GA TC GCtgc ag tc  g gctcg aagcaggcttat            

      

      

 : 749

 : 838

 : 817

 : 839

       

Anexo 6. Alinhamento da sequência nucleótidica de ABF2, obtida pelos primers degenerados 

para ABF com sequências homologas. Alinhamento entre a sequência nucleótidica de ABF2 obtida 

pelos primers degenerados para ABF, e entre sequências que obtiveram hit na base de dados 

(Genebank, NCBI). As espécies utilizadas para realizar este alinhamento foram as que obtiveram maior 

homologia (Ricinus communis e Populus trichocarpa) e uma planta modelo com genoma sequenciado 

(Arabidopsis thaliana). 
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Ricinus    : 

Populus    : 

Solanum    : 

Arabidopsi : 

Jcurcas    : 

             

                                                                                   

         *        20         *        40         *        60         *        80   

FLDEEIVHQYYNGYCNNILWPLFHYLGLPQEDRLATTRSFQSQFAAYKKANQMFADVVNKHYEEGDVVWCHDYHLMFLPKCLK

FLDEEIVHQYYNGYCNNILWPLFHYLGLPQEDRLATTRSFQSQFAAYKKANQMFADVVNQHYEEGDVVWCHDYHLMYLPKCLK

FLDEEIVHQYYNGYCNNILWPLFHYLGLPQEDRLATTRSFQSQFAAYKKANQMFADVVNEHYEEGDVVWCHDYHLMFLPKCLK

FLDEEIVHQYYNGYCNNILWPLFHYLGLPQEDRLATTRSFQSQFAAYKKANQMFADVVNEHYEEGDVVWCHDYHLMFLPKCLK

------XHQYYNGYCNNILWPLFHYLGLPQEDRLATTRSFQSQFDAYKKANQMFADVVNEHYEEGDVVWCHDYHLMFLPKCLK

fldeeivHQYYNGYCNNILWPLFHYLGLPQEDRLATTRSFQSQFaAYKKANQMFADVVN HYEEGDVVWCHDYHLM5LPKCLK

      

      

 :  83

 :  83

 :  83

 :  83

 :  77

      

             

             

Ricinus    : 

Populus    : 

Solanum    : 

Arabidopsi : 

Jcurcas    : 

             

                                                                                   

      *       100         *       120         *       140         *       160      

EYNSNMKVGWFLHTPFPSSEIHRTLPSRSELLHSVLAADLVGFHTYDYARHFVSACTRILGLEGTPEGVEDQGRLTRVAAFPI

EYNNNMKVGWFLHTPFPSSEIHRTLPSRSDLLRSVLAADLVGFHTYDYARHFVSACTRILGLEGTPEGVEDQGRLTRVAAFPI

DYNSQMKVGWFLHTPFPSSEIHRTLPSRSELLRAVLAADLVGFHTYDYARHFVSACTRILGLEGTPEGVEDQGRLTRVAAFPI

EYNSKMKVGWFLHTPFPSSEIHRTLPSRSELLRSVLAADLVGFHTYDYARHFVSACTRILGLEGTPEGVEDQGRLTRVAAFPI

EYNGNMKVGWFLHTPFPSSEIHRTLPSRSELLRSVLAADLVGFHTYDYARHFVSACTRILGLEGTPEGVEDQGRLTRVAAFPI

eYN  MKVGWFLHTPFPSSEIHRTLPSRSeLLrsVLAADLVGFHTYDYARHFVSACTRILGLEGTPEGVEDQGRLTRVAAFPI

      

      

 : 166

 : 166

 : 166

 : 166

 : 160

      

             

             

Ricinus    : 

Populus    : 

Solanum    : 

Arabidopsi : 

Jcurcas    : 

             

                                                                

   *       180         *       200         *       220         *

GIDSERFIRALEVPQVQEHIKELKERFAGRKVMLGVDRLDMIKGIPQKILAFEKFLEENSHWRD

GIDSDRFIRALELPQVQEHIKELKERFAGRKVMLGVDRLDMIKGIPQKILAFEKFLEENSAW--

GIDSERFIRALEVTQVQEHIKELKERFAGRKVMLGVDRLDMIKGIPQKILAFEKFLEENPYW--

GIDSDRFIRALEVPEVKQHMKELKERFTDRKVMLGVDRLDMIKGIPQKILAFEKFLEENANWRD

GIDSERFIRALELPQVQDHIKELKERFSGRKVMLGVDRLDMIKGIPQKILAFEKFLE-------

GIDS RFIRALE6p2Vq H6KELKERF gRKVMLGVDRLDMIKGIPQKILAFEKFLEen  w  

      

      

 : 230

 : 228

 : 228

 : 230

 : 217

       

 Anexo 7. Alinhamento da sequência proteica de T6PS, obtida pelos primers degenerados para 

T6PS com sequências homologas. Alinhamento entre a sequência proteica de T6PS, obtida pelos 

primers degenerados para T6PS, e entre sequências que obtiveram hit na base de dados (Genebank, 

NCBI). As espécies utilizadas para realizar este alinhamento foram as que obtiveram maior homologia 

(Ricinus communis, Populus trichocarpa e Solanum lycopersicum) e uma planta modelo com genoma 

sequenciado (Arabidopsis thaliana). 
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Jcurcas   : 

Ricinus   : 

Populus   : 

Solanum   : 

Nicotiana : 

            

                                                                                  

         *        20         *        40         *        60         *        80  

----------------------------------------------------------------------------------

-----------------TTCTAGGTGTGAAGGATTTTGAGGCAAGATGGATTGGCTGGGCTGGGGTAAATGTGCCAGATGAG

------------------------------GGAGTTTGAGGCGAAATGGATTGGTTGGGCTGGAGTTAATGTGCCAGATGAA

-----------GTGCTCTTCTTGGTGTGAAGGAGTTTGAGGCTAGATGGATTGGTTGGGCAGGTGTGAATGTGCCAGATGAG

AGGTCTAGTTAGTGCTCTTCTTGGTGTGAAGGAGTTTGAGGCTAGATGGATTGGTTGGGCGGGTGTGAACGTGCCAGATGAG

                              gga tttgaggc a atggattgg tgggc gg gt aa gtgccagatga 

      

      

 :   -

 :  65

 :  52

 :  71

 :  82

      

            

            

Jcurcas   : 

Ricinus   : 

Populus   : 

Solanum   : 

Nicotiana : 

            

                                                                                  

       *       100         *       120         *       140         *       160    

---------------------------------------------------------------------------CATCAGT

ATTGGCCAGAAGGCACTTACTAAAGCTTTGGCTGAAAAAAGGTGCATACCAGTATTTCTTGATGAAGAGATTGTCCATCAAT

GTTGGCCAGAAGGCGCTTACTGAAGCTTTGGCTGAAAAGAGGTGTATTCCGGTATTCCTTGACGAAGAGATTGTTCATCAAT

GCTGGGCAGAGGGCACTTACTAAGGCACTGGCAGAAAAGAGGTGTATCCCTGTATTCCTGGATGAAGAAATTGTTCATCAGT

GCGGGCCAGAGGGCACTTACTAAAGCACTGGCAGAAAAGAGGTGTATCCCTGTGTTCCTGGATGAAGAAATTGTTCATCAGT

   gg caga ggc cttact a gc  tggc gaaaa aggtg at cc gt tt ct ga gaaga attgt CATCA T

      

      

 :   7

 : 147

 : 134

 : 153

 : 164

      

            

            

Jcurcas   : 

Ricinus   : 

Populus   : 

Solanum   : 

Nicotiana : 

            

                                                                                  

     *       180         *       200         *       220         *       240      

ATTATAATGGGTATTGTAACAACATATTGTGGCCTCTTTTTCATTATCTTGGACTTCCACAAGAAGATCGCCTGGCCACAAC

ATTATAATGGCTACTGCAACAACATCTTATGGCCTCTTTTTCATTACCTTGGACTTCCGCAAGAAGATCGCCTTGCCACCAC

ATTATAATGGCTACTGCAACAATATATTGTGGCCCCTCTTTCATTACCTTGGGCTTCCACAAGAAGATCGACTTGCCACGAC

ATTACAACGGTTACTGCAACAATATATTGTGGCCTCTTTTCCATTATCTTGGACTTCCGCAAGAAGACCGCCTTGCGACTAC

ATTACAACGGTTATTGCAACAACATATTGTGGCCTCTTTTTCATTATCTTGGACTTCCGCAAGAAGACCGCCTCGCGACTAC

ATTA AA GG TA TGcAACAA ATaTTgTGGCCtCTtTTtCATTA CTTGGaCTTCC CAAGAAGA CGcCT GC AC AC

      

      

 :  89

 : 229

 : 216

 : 235

 : 246

      

            

            

Jcurcas   : 

Ricinus   : 

Populus   : 

Solanum   : 

Nicotiana : 

            

                                                                                  

   *       260         *       280         *       300         *       320        

CAGAAGTTTCCAGTCTCAGTTTGATGCATATAAGAAGGCTAATCAAATGTTTGCTGATGTGGTGAATGAGCACTATGAAGAG

TAGAAGCTTCCAGTCTCAGTTTGCTGCATATAAAAAGGCTAATCAAATGTTTGCTGATGTGGTCAATAAGCATTATGAAGAG

CAGAAGTTTCCAGTCTCAGTTTGCTGCATATAAGAAGGCAAACCAAATGTTTGCTGATGTGGTGAATCAGCACTATGAGGAG

CAGAAGTTTCCAGTCTCAGTTTGCTGCTTATAAGAAAGCAAATCAAATGTTTGCTGATGTTGTGAATGAACATTACGAAGAA

CAGAAGTTTCCAGTCTCAGTTTGCTGCTTATAAGAAAGCGAATCAAATGTTTGCCGATGTCGTGACTGAACATTATGAAGAA

cAGAAGtTTCCAGTCTCAGTTTGcTGC TATAAgAA GC AAtCAAATGTTTGCtGATGT GTgAaT A CA TAtGAaGA 

      

      

 : 171

 : 311

 : 298

 : 317

 : 328

      

            

            

Jcurcas   : 

Ricinus   : 

Populus   : 

Solanum   : 

Nicotiana : 

            

                                                                                  

 *       340         *       360         *       380         *       400         *

GGTGATGTTGTTTGGTGCCATGATTATCATCTCATGTTCCTCCCAAAATGCCTAAAAGAATACAACGGTAACATGAAAGTCG

GGTGATGTTGTTTGGTGCCATGATTACCATCTAATGTTCCTACCAAAATGTTTGAAAGAATACAATAGTAATATGAAAGTTG

GGTGATGTTGTCTGGTGCCATGATTACCATTTGATGTACCTCCCAAAATGCCTTAAGGAATACAATAATAATATGAAAGTTG

GGTGATGTGGTATGGTGTCATGACTACCATCTCATGTTCCTGCCAAAATGTCTCAAGGATTACAACAGCCAAATGAAAGTCG

GGTGATGTAGTCTGGTGTCATGACTACCATCTCATGTTCCTTCCTAAATGTCTCAAGGAGTACAACAGCCAAATGAAAGTTG

GGTGATGT GT TGGTG CATGA TAcCATcT ATGTtCCT CCaAAATG cT AA GA TACAA ag  A ATGAAAGT G

      

      

 : 253

 : 393

 : 380

 : 399

 : 410

      

            

            

Jcurcas   : 

Ricinus   : 

Populus   : 

Solanum   : 

Nicotiana : 

            

                                                                                  

       420         *       440         *       460         *       480         *  

GTTGGTTTCTCCACACTCCCTTTCCTTCTTCTGAAATCCATAGGACACTGCCATCTCGATCTGAGCTACTGCGTTCAGTCCT

GTTGGTTTCTTCATACACCCTTTCCTTCTTCTGAAATCCATAGGACACTTCCATCTCGATCGGAGCTACTGCATTCAGTTCT

GTTGGTTTCTCCACACACCCTTTCCTTCTTCTGAAATCCATAGGACGCTGCCATCTCGATCAGACCTACTACGTTCTGTTCT

GTTGGTTTCTACACACACCCTTTCCATCCTCGGAAATACACAGGACACTGCCGTCTAGATCAGAGCTGCTCCGAGCAGTTCT

GGTGGTTTCTACACACACCCTTTCCATCCTCAGAAATCCACAGGACATTGCCATCTAGATCGGAGCTGCTCCGAGCAGTTCT

GtTGGTTTCT CAcACaCCCTTTCC TC TC GAAATcCA AGGACacTgCCaTCT GATC GAgCT CT Cg  CaGTtCT

      

      

 : 335

 : 475

 : 462

 : 481

 : 492

      

            

            

Jcurcas   : 

Ricinus   : 

Populus   : 

Solanum   : 

Nicotiana : 

            

                                                                                  

     500         *       520         *       540         *       560         *    

AGCTGCCGATTTAGTTGGTTTTCATACCTATGACTATGCAAGGCATTTTGTTAGTGCTTGTACTCGTATTCTTGGACTGGAG

TGCTGCTGATTTGGTTGGATTTCATACCTATGACTATGCACGGCATTTTGTCAGTGCTTGTACTCGTATTCTTGGACTTGAG

TGCAGCCGATTTAGTTGGGTTTCACACCTATGACTATGCAAGACATTTTGTTAGTGCTTGTACTCGTATTCTTGGGCTAGAG

TGCTGCTGACTTGGTTGGTTTTCATACCTATGACTATGCAAGGCATTTTGTTAGTGCATGTACTCGTATCCTGGGACTTGAA

CGCGGCTGATTTGGTTGGTTTTCATACCTATGACTATGCAAGGCATTTCGTTAGTGCCTGTACTCGTATCCTTGGACTTGAA

 GC GC GAtTT GTTGG TTTCAtACCTATGACTATGCAaGgCATTTtGTtAGTGC TGTACTCGTAT CTtGGaCT GA 

      

      

 : 417

 : 557

 : 544

 : 563

 : 574

      

            

            

Jcurcas   : 

Ricinus   : 

Populus   : 

Solanum   : 

Nicotiana : 

            

                                                                                  

   580         *       600         *       620         *       640         *      

GGCACACCTGAAGGAGTTGAGGATCAAGGGAGGCTGACTCGAGTTGCAGCTTTCCCTATTGGTATAGACTCTGAGCGTTTTA

GGCACCCCTGAAGGAGTAGAAGATCAAGGGAGGCTGACTAGAGTTGCTGCTTTCCCCATTGGGATAGACTCTGAGCGTTTCA

GGCACACCTGAAGGCGTTGAGGATCAAGGGAGGCTGACTCGAGTTGCTGCGTTTCCCATTGGGATAGACTCAGATCGGTTCA

GGAACACCTGAAGGAGTAGAAGATCAAGGTAGACTGACCCGCGTTGCTGCGTTTCCTATTGGTATAGATTCAGAACGATTTA

GGAACTCCCGAAGGAGTAGAAGATCAAGGTAGACTGACCCGTGTCGCTGCGTTCCCCATTGGTATAGATTCAGAGCGATTCA

GG AC CCtGAAGGaGT GA GATCAAGG AG CTGAC cG GTtGCtGC TT CC ATTGG ATAGA TC GA CG TT A

      

      

 : 499

 : 639

 : 626

 : 645

 : 656

      

            

            

Jcurcas   : 

Ricinus   : 

Populus   : 

Solanum   : 

Nicotiana : 

            

                                                                                  

 660         *       680         *       700         *       720         *       7

TAAGAGCACTAGAGCTCCCTCAAGTCCAGGATCATATCAAAGAATTGAAAGAAAGATTTTCTGGCAGAAAGGTAATGTTAGG

TAAGAGCACTAGAGGTCCCTCAAGTCCAGGAGCACATCAAAGAACTAAAAGAAAGATTTGCTGGCCGAAAGGTAATGTTAGG

TAAGAGCTCTTGAACTCCCTCAAGTCCAGGAACACATCAAAGAACTGAAGGAAAGATTTGCTGGCCGAAAGGTAATGCTAGG

TTCGAGCACTTGAAGTTACTCAAGTTCAGGAACACATAAAAGAACTAAAAGAGAGATTTGCTGGGAGAAAGGTTATGCTAGG

TTCGAGCACTTGAAGTTCATGAAGTTCAGGAACATATTAAAGAGCTAAAAGATAGATTTGCTGGGAGAAAGGTGATGTTAGG

T  GAGCaCT GA  T ccTcAAGT CAGGA CA AT AAAGAacT AAaGA AGATTTgCTGG  GAAAGGT ATG TAGG

      

      

 : 581

 : 721

 : 708

 : 727

 : 738

      

            

            

Jcurcas   : 

Ricinus   : 

Populus   : 

Solanum   : 

Nicotiana : 

            

                                                                   

40         *       760         *       780         *       800     

TGTTGATCGCCTTGATATGATTAAGGGAATTCCACAAAAGATACTTGCTTTCGAAAAATTCCTCGAA

TGTTGATCGCCTTGATATGATTAAGGGAATTCCACAGAAGATACTAGCAT-----------------

TGTTGACCGCCTTGATATGATTAAAGGAATTCCACAGAAGATTCTTGCATTTGAA------------

AGTTGATCGCCTTGATATGATTAAAGGA---------------------------------------

AGTTGATCGCCTTGATATGATTAAAGGA---------------------------------------

 GTTGAtCGCCTTGATATGATTAA GGA                                       

      

      

 : 648

 : 771

 : 763

 : 755

 : 766

       

 

 Anexo 8. Alinhamento da sequência nucleótidica de ABF2, obtida pelos primers degenerados 

para ABF com sequências homologas. Alinhamento entre a sequência nucleótidica de ABF2 obtida 

pelos primers degenerados para ABF, e entre sequências que obtiveram hit na base de dados 

(Genebank, NCBI). As espécies utilizadas para realizar este alinhamento foram as que obtiveram maior 

homologia (Ricinus communis e Populus trichocarpa) e uma planta modelo com genoma sequenciado 

(Arabidopsis thaliana). 


