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Resumo

A seca afecta as plantas, originando-lhes stress. Para 0 Homem, como as
culturas agriculas fornecem 2/3 do alimento da populacdo mundial, este problema
pode provocar graves consequéncias do ponto de vista da saude publica. As plantas
desenvolveram mecanismos de resposta a secura, que podem ser regulados pela
expressao de diversos genes, que permitem a planta adaptar-se a novas condi¢cfes
ambientais.

A planta Jatropha curcas L. possui grande capacidade de adaptacdo a
condicdes de seca, 0 que podera dever-se a numerosos factores.

Este trabalho teve como objectivo monitorizar alteracdes de expressao génica
em genes ja anteriormente correlacionados com a tolerancia a seca, seja em Jatropha
ou noutras plantas modelo, utilizando para o efeito duas linhas de J. curcas L.. Estas
linhas sdo originarias de ambientes com regimes hidricos diferentes, seco versus
tropical humido. As alteracBes detectadas ao nivel da expressao transcricional foram
correlacionadas com ensaios morfo-fisiologicos efectuados nas duas variedades de J.
curcas, com vista a caracterizacdo do seu comportamento sob stress hidrico.

Concluiu-se que as duas linhas de J. curcas L., sob stress hidrico, possuem
uma resposta semelhante ao nivel da expressao genica. Foi também possivel verificar
neste trabalho que as duas linhas de J. curcas L., submetidas ao mesmo stress,
apresentam um comportamento morfo-fisiologico diferente. A linha de regime hidrico
seco demonstra um ritmo de crescimento lento mas constante e um melhor
aproveitamento da agua disponivel, em contraste com a linha de regime tropical
hdamido que mostra um crescimento rapido, interrompido por stress hidrico. Parece
ainda haver alguma correlacdo entre a expressdo de alguns genes e alteragcdes
morfoldgicas nas linhas de J. curcas L.. Os resultados obtidos apontam para eventuais
estratégias diferentes entre as duas linhas de J. curcas L. relativamente a forma de
lidar com o stress hidrico, embora os ensaios realizados ndo tenham permitido

verificar uma expresséo génica discriminante.

Palavras-chave: Jatropha curcas L., seca, salde publica, expressdo génica, ensaios

morfo-fisiologicos



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






Introducdo
1 Introducéo

1.1 Jatropha curcas L.

1.1.1 Historia

A Jatropha curcas L. é uma espécie herbacea, pertencente a da familia 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 a
sua distribuicdo abrangente, possui varios nomes em diferentes partes do globo, sendo
popularmente conhecida por “physic nut” ou “purging nut” (Inglaterra), pinhao-
manso (no Brasil), “tempate” (Honduras e El Salvador), “pignon d’Inde”, “purghere”
(Franga), “kadam” (Nepal), “yu-lu-tzu” (China), “mupuluka” (Angola) e purgueira em
Portugal.

Admite-se que tenham sido os portugueses, 0 primeiro povo a trazer a planta
para o continente africano, primeiro para Cabo Verde, e posteriormente para o resto
de Africa e para a Asia. Em abono desta teoria, encontramos 0s primeiros registos de
aplicacGes comerciais da planta, datados do século XVIII, em Lisboa, para onde os
navegadores traziam o 6leo da planta e o entregavam as industrias de producdo de

sabdo e de 6leo para lampadas (Heller, 1996).

1.1.2 Botanica

A Jatropha curcas L. é uma espécie resistente a seca, que se desenvolve até
uma altura maxima de 5/6 metros. Trata-se de uma planta com uma grande
capacidade de adaptacdo a climas aridos, o que lhe permite crescer nos mais diversos
ambientes, inclusive em solo rochoso. Os Unicos tipos de solos que ndo suporta séo
aqueles que possuam elevadas concentracdes de agua ou que tenham uma fraca
capacidade de drenagem.

Possui um crescimento articulado, com uma morfologia descontinuada a cada

extensdo. Durante o seu crescimento desenvolve normalmente uma raiz central bem
1
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definida, e com 4 ou 5 raizes periféricas. Tem um periodo de vida de cerca de 50
anos.

E uma planta de folha caduca em que a queda das suas folhas ocorre durante o
Inverno, devido ao frio, ou na estacdo seca, de forma a reduzir as perdas de agua por
transpiracéo. As folhas tém um crescimento alternado, possuem entre 6 a 15cm, tendo
a maioria 7 lobulos, e os estomas estdo presentes em maior quantidade na face abaxial
(Kumar et al., 2008). O seu caule e 0s seus ramos possuem grandes quantidades de

latex.

Figura 1. Representacdo esquematica de Jatropha curcas L. (Figura adaptada de

http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Jatropha_curcas_Blanco2.384.png)
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Durante a floragdo, Jatropha curcas L. apresenta as suas inflorescéncias na
extremidade dos ramos. As flores sdo unisexuais, apresentando em alguns casos flores
hermafroditas. A planta apresenta polinizacdo cruzada, excepto nos casos das flores
hermafroditas, em que pode ocorrer auto-polinizacao (Heller, 1996).

Uma das principais caracteristicas da purgueira é a sua grande capacidade de
resistir a longos periodos de seca e de crescer em solos pouco férteis (Kumar, 2008;
Achten, 2008, Openshaw, 2000). Foram realizados varios estudos que comprovam
que esta caracteristica para resistir a longos periodos de seca, em diferentes fases do
desenvolvimento (Kheira, 2009; Maes, 2009).

1.1.3 Importancia econémica de Jatropha curcas L.

Jatropha curcas tem mdltiplas utilizagdes, sendo utilizada em aplicagdes
industriais, bem como ao nivel das comunidades locais. Na industria, o 6leo retirado
da semente é bastante procurado para a producdo de biodiesel (Kumar et al., 2008;
Openshaw, 2000). Apesar de o seu custo de producdo ser muito reduzido, quando
comparado com outras plantas produtoras de biodiesel, ainda existe alguma discussao
sobre o verdadeiro potencial do biodiesel de Jatropha curcas (Achten et al., 2008).
Para além dos fins energéticos, o dleo extraido tem outras aplica¢des industriais, tais
como a producdo de cosméticos, em que se utilizam alguns dos subprodutos da
producdo do biodiesel (Kumar, 2008; Achten, 2008).

Ao nivel das comunidades locais, as folhas de Jatropha curcas sdo utilizadas
como alimento pelas populagdes mais pobres, embora tenha de ser alvo de varios
processos de confeccdo devido a ter compostos toxicos. Muitas populacBes tiram
partido desta toxicidade para construir sebes naturais, de forma a separar 0s terrenos
agricolas de terrenos utilizados para a pastoricia, assim como para a producdo de
pesticidas (Kumar, 2008).
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1.2 Seca, stress hidrico e melhoramento vegetal

1.2.1 Definicéo de seca: O que ¢ a seca?

Um estado de seca pode ser definido como um longo periodo de exposicdo a
um tempo seco, com duracdo suficiente para causar graves problemas no balango
hidrico de uma regido, coadjuvado por outros factores climatéricos. De entre todos 0s
fendmenos naturais, a seca é o mais complexo, e também o0 que causa maiores
prejuizos, embora seja aquele em que nao existe consenso, entre a comunidade
cientifica, no que respeita a sua classificacdo (Wilhite, 1993).

Os estados de seca diferem entre si pela sua duracdo, intensidade, e pela area
que afectam. A duracdo de um estado de seca pode variar, sendo que normalmente é
necessario um periodo de 2-3 meses para se considerar um estado de seca, embora tal
se possa prolongar por varios anos (Wilhite, 1993). A intensidade de um estado de
seca € medida com base em diferentes padrBes, cada um deles com um conceito
béasico de funcionamento, e que esta relacionado com a duragdo do mesmo (Byun et
al., 1999). A area afectada pelo estado de seca € proporcional a sua duracdo, e pode
ser variavel, embora as areas de maior incidéncia mudem entre as épocas secas de
cada ano (Wilhite, 1993).

1.2.2 Seca e stress hidrico

Prevé-se que as situacdes de seca extrema sejam cada vez mais frequentes e
duradouras. A nivel mundial, estas situacdes estdo associadas aos fendmenos de
alteracdo climatica, que tém tornado os fendmenos meteoroldgicos cada vez mais
extremos (Easterling et al., 2000; Nicholls, 2004; McMichael et al., 2006). Um
aumento da frequéncia e incidéncia da situacdo de seca vai resultar na falta de agua
(em quantidade e qualidade), em baixas produc¢es agricolas e, consequentemente, em
situacOes de fome ou ma nutricdo nas populagdes mais pobres.

Do ponto de vista economico, esta situacdo € muito grave, principalmente nas
economias que tém uma forte aposta na agricultura, como a americana, onde se estima
gue s6 a grande seca de 1988-1989 tenha tido um impacto na ordem dos 39 mil

milhGes de dolares (Easterling et al., 2000).
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Do ponto de vista da saide humana, os problemas originados pela seca tém um
efeito imediato nas populagdes de paises mais pobres e menos desenvolvidos, como o
crescimento das taxas de morbilidade e de mortalidade, e 0 aumento da mé nutricao,
principalmente nas criancas. Nas Uultimas décadas, este problema tem ocorrido
principalmente na Africa subsaariana, onde ja se verificaram grandes periodos de seca
(Glantz, 1988; Olsson, 1993) com consequéncias graves nas populagfes. Em outras
regides de Africa, e ainda alguns paises asiaticos (ex: India, China), cujos campos de
cultivo ja se encontram numa situacdo de stress elevado, estdo entre os mais
vulneraveis para que este tipo de situacdes (Platz, 2002).

Devido a este problema, e contribuindo para as taxas de mortalidade e de
morbilidade, surgem diversos problemas de salde, nomeadamente, doencas
oportunistas que se desenvolvem, ou que tém um desenvolvimento facilitado devido a
ma nutricdo, como a SIDA (Mason et al., 2007; de Waal e Whiteside, 2003), e a
ingestdo deficiente de diferentes grupos de nutrientes, como por exemplo, vitaminas,
minerais, lipidos e polissacaridos. Estes nutrientes, que estdo presentes em grande
guantidade nas plantas e tém um papel fundamental na dieta e saide de muitas
populacbes (Piironen et al., 2000; Anderson et al., 1994; Slavin, 2004). Periodos de
seca prolongada reduzem a capacidade produtiva dos solos contribuindo para as

situacOes de méa nutricdo nas populacdes (Lal, 2009).
1.2.3 Seleccdo e melhoramento

Actualmente, a grande maioria das culturas ndo possui, na sua variabilidade
genotipica natural, genes que confiram tolerancia a secura e que possam ser utilizados
em programas de melhoramento convencionais. Por isso, nos Gltimos anos, através de
estratégias de engenharia genética, tém-se procurado genes que possam conferir
tolerancia a secura nas diferentes culturas. Desta forma, pretende-se manter a
produtividade das culturas em situacdes de stress e reduzir os efeitos da caréncia
nutricional nas populagdes, bem como todos os problemas subsequentes (Thompson,
2002; Toenniessen et al., 2003).

Este compromisso ¢é dificil, visto que a maioria dos genes de resposta a secura
resulta em limitacGes no crescimento da planta. Assim, e com um conhecimento cada

vez maior das diferentes vias de resposta ao stress, procura-se a utilizagdo deste tipo
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de genes de forma a aumentar a tolerancia a secura, sem bloquear outros processos
metabdlicos na planta. No entanto, este € um processo dificil, visto que muitas destas
vias estdo envolvidas em diferentes respostas ao nivel celular (Chaves e Oliveira,
2004).

1.3 Relacdes hidricas e resposta ao stress hidrico
1.3.1 Relagdo entre a 4gua e as plantas

As plantas, como todos o0s seres vivos, precisam de agua para que 0 Seu
metabolismo funcione e para que o seu desenvolvimento ocorra normalmente. Para
além disso, o nivel hidrico de uma célula influéncia a estrutura de muitas proteinas,
acidos nucléicos, polissacarideos e ainda outros constituintes de uma célula. A agua
forma também o ambiente onde muitos processos bioquimicos ocorrem, assim como
participa directamente em muitos deles (Taiz e Zeiger, 2002).

Nas células vegetais, a dgua representa a maioria da massa celular. Cerca de
95% do volume celular, em plantas, € composto pelo vactolo. Embora nos tecidos
condutores, a percentagem de dgua seja menor, nos tecidos em crescimento a massa
total de agua chega a ser de 80% a 95%. As sementes, apesar de sO possuirem uma
percentagem de &gua baixa (5 a 15%), necessitam de absorver muita agua para iniciar
0 seu processo de germinacdo (Taiz e Zeiger, 2002).

A presenca de uma parede celular, nas células vegetais, permite que estas
consigam resistir a grandes pressdes hidricas, as presses de turgor, que resultam do
processo hidrico das plantas. Este tipo de pressdo é necessario para diferentes
processos fisioldgicos, para o transporte de solutos no floema, assim como para a
rigidez e estabilidade mecanica dos tecidos vegetais ndo lenhificados (Taiz e Zeiger,
2002).

A absorcdo de agua nas plantas ocorre de uma forma continua, visto que a
maioria da agua evapora-se, a medida que se da a absor¢do do CO, atmosférico,
necessario para a fotossintese. Este processo pode ocorrer por trés vias, via apoplasto,
via simplasto e via transmembranar. A via apoplasto é feita através dos espacos 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 plasmaticas das
células, sendo esta a mais relacionada com transporte de agua (Steudel e Frensch,
1996).

1.3.2 Mecanismos de resposta ao stress hidrico

1.3.2.1 Trocas gasosas ha resposta ao défice hidrico

As plantas precisam de CO, para sobreviver, visto que a sua absorcdo é
necessaria para a realizacdo da fotossintese. Apesar disso, as plantas muitas vezes tém
que escolher entre a perda de H,O e a absorcdo de CO,, o que é modulado pela
resisténcia estomatica.

A regulacdo estomatica é controlada pela abertura e fecho dos estomas. Este
mecanismo, depende do vapor de agua, do CO,, e das variacbes da pressdo de
turgescéncia das células de guarda. A regulacdo da abertura estomatica é controlada
pelo acido abcisico, a principal hormona envolvida no fecho estomatico, assim como
pelas citocininas, para a abertura do estoma (Taiz e Zeiger, 2002).

A regulacdo deste mecanismo em situacGes de seca, é promovido pela
producdo destas hormonas. Estas sdo produzidas em resposta ao declinio de turgor da
folha, a um défice da pressdo de vapor de dgua na atmosfera, ou ainda a recepcao de
sinais de secura pelas raizes. Quando activado, o fecho dos estomas leva a uma
reducdo da condutancia estomatica, um tipo de resposta a seca muito comum quando
as plantas se encontram desidratadas (Chaves et al., 2009). Assim, a diminui¢do da
condutancia estomatica tem, como efeito, a reducdo da fixacdo de carbono e das
perdas de agua, no periodo em que ocorre o maior défice de pressao de vapor entre a
folha e a atmosfera, dando origem a uma optimizacdo da fixacdo de carbono, em
relacdo a quantidade de agua (Jones, 1998).

A grande variabilidade de climas e de nichos ecoldgicos a escala terrestre,
resultou em diferentes estratégias de fixagdo fotossintética de CO,. As trés vias usadas
pelas plantas, para executar o processo fotossintético, sdo designadas de C3, C4 e
CAM. As plantas C3 e C4, sdo aquelas cujo processo fotossintético produz compostos
estaveis com 3 e 4 atomos de carbono, respectivamente. As plantas CAM apresentam

um mecanismo diferente. Durante o dia produzem malato, e so a noite fixam o CO..
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Neste sistema, as plantas abrem os estomas de noite, mantendo-os fechados durante o
dia minimizando assim as perdas de agua (Taiz e Zieger, 2002).

Situacdes de défice hidrico resultam numa reducdo da taxa fotossintética
motivada pelo fecho dos estomas. Com os estomas fechados, 0 CO, deixa de poder
entrar para dentro da folha, o que leva a limitar o substrato disponivel para o enzima
RuBisCo, reduzindo a taxa fotossintética e a assimilacdo de CO, (Chaves et al.,
2009). A necessidade de CO, nas plantas é regulada em funcdo da disponibilidade
deste gés, assim como pelo dos estomas, como demonstram as diferencas na resposta
da fotossintese a concentracdo interna (Ci) de CO, (Tallman, 2004).

Em situacdo fisiologica normal, as plantas utilizam o maximo de luz para
realizar a fotossintese. Em situacdo de défice hidrico, e de forma a evitar a
acumulacdo em excesso de electrfes, as plantas adoptaram estratégias morfolégicas e
de dissipacdo térmica, para reduzir a quantidade de luz absorvida. Através da
fluorescéncia clorofilina, utilizada como estimador do stress hidrico, é possivel
verificar que existe uma reducdo no transporte de electrdes pelo fotossistema Il em
situacOes de stress hidrico (Baker e Rosenqvist, 2004; Baker, 2008). Esta reducéo
pode ocorrer devido a dados sofridos pelo fotossistema I, ou a uma estratégia
utilizada pelas plantas, que passa por uma reducdo na capacidade do fotossistema Il
para transportar electrdes. Esta reducdo cria um efeito fotoprotector, que impede o
fotossistema 1l de foto-oxidacdo, embora reduza a fotossintese (Yordanov et al.,
2000).

1.3.2.2 Adaptacdes morfologicas das plantas em défice hidrico

As plantas, durante seu periodo de vida, estdo sujeitas a estados de secura. De
um ponto de vista classico, a resposta das plantas a este tipo de stress abio6tico tem
sido sempre baseado em evitar, escapar ou tolerar, muitas vezes utilizando os trés
processos (Chaves et al., 2002).

Para escapar aos efeitos de um periodo de seca, as plantas procuram minimizar
0 seu ciclo de vida, de forma a finalizar um ciclo reprodutor. Quando procuram evitar
um estado de seca, as plantas optimizam 0s seus processos de absorcéo e retencao de
agua. Podem continuar a desenvolver as suas raizes, de forma a aumentar a area de

captacdo de agua, fechar os estomas, mudar os angulos das folhas, ou até mesmo
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perdé-las por inteiro, de forma a minimizar as perdas de agua, e a redireccionar 0s
nutrientes para outros locais que estejam mais carenciados (Chaves et al., 2002).

Nas plantas que sdo tolerantes a 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 adaptacéo é diferente entre
espécies visto que existem processos adaptativos especificos para as espécies que
ocupam nichos ecoldgicos diferentes. Cada planta possui uma percep¢do de sinal
diferente, assim como uma regulacdo génica e metabdlica diferente, que se reflecte

nas diferencas de tolerancia a secura entre as espécies (Bartels e Sunkar, 2005).

1.3.2.3 Resposta molecular ao défice hidrico

A recepcdo de sinais que indicam um défice hidrico, nas plantas, vdo activar
diversos mecanismos de resposta. Estes mecanismos vao ser processados em
diferentes niveis, 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 percepc¢do do
sinal, da transducdo desse mesmo sinal, e com a resposta que ocorre ao nivel da
expressdo genica, ou ainda de outros processos metabolicos, que possam ser
exclusivos de alguma plantas, como nas que séo tolerantes a secura (Bartels e Sunkar,
2005).

A transducéo de sinal, que se inicia ap0s a recep¢do nos diferentes receptores
de sinal de secura, ocorre por intermédio de varias familias de cinases, como as da
familia MAPK, ou as CDPKs activadas pelo célcio, induzidas por stress osmético,
assim como por fosfatases e outros transdutores de sinais (Bartels e Sunkar, 2005).
Esta cascata de sinais termina com a activacdo de um padrdo de resposta, modulado
consoante o estimulo, e que leva a activacdo ou inactivacdo de genes de resposta por
parte de factores de transcricdo (FTs), a modulacdo da producdo de ABA, e a
producdo de proteinas 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 transcric¢ao

Foram detectados, na planta modelo Arabipodsis, mais de 1500 genes que
codificam FTs. O elevado nimero de familias destas proteinas, € demonstrativo da
importancia que desempenham nas plantas (Riechmann et al., 2000).

FTs sdo proteinas que, na sua estrutura, possuem uma regido oligomerizada,
um local de regulacdo transcripcional (activacdo ou repressdo), um sinal de
localizagdo nuclear, e uma regido de ligacdo ao DNA altamente conservada. Esta
ultima regido interage com o elemento cis (regido nucleotidica conservada para cada
tipo de FT), presente no promotor dos genes, de forma a regular a expressdo génica. A
modulacdo da ligacdo dos FTs ao DNA faz-se directamente ou apds activacdo dos
FTs, que na maioria dos casos é feita através de alteracbes pos-traducionais,
principalmente fosforilacGes (Liu et al., 1999).

A inducdo da expressdo de FTs, em plantas, pode ter origem em duas vias,
uma dependente de ABA e outra independente. A existéncia destas duas vias ja foi
demonstrada, assim como a inducdo da expressdo de FTs pela aplicacdo exdgena de
ABA em plantas (Shinozaki e Yamaguchi-Shinozaki, 2007). Nestas duas vias, 0s
elementos de regulagdo cis mais importantes sdo 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 regido do promotor dos genes. Este motivo altamente conservado, precisa de ter
pelo menos duas copias de elementos ABRE, para que a transcricdo dos genes
regulados ocorra. Na via independente do ABA, o elemento CRT/DRE contem o
motivo A/GCCGAC, e sO necessita de uma coépia para regular a expressdo
(Yamaguchi-Shinozaki e Shinozaki, 2005).

1.3.2.3.1.1 Reguldo AREB/ABF

Na via dependente do ABA, uma das familias de FTs que se liga ao elemento
cis ABRE ¢ a familia AREB/ABF, também conhecida por reguldo ABF. Estes FTs
sdo activados quando a planta entra situacdes de stress de origem abiotico. Os
membros deste reguldo pertencem a grande familia de factores de transcri¢do bZIP. A
familia AREB/ABF, composta pelos genes ABF1, ABF2/AREB1, ABF3 e

ABF4/AREB2, possui um dominio bZIP altamente conservado na regido C-terminal,
10
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assim como trés regides altamente conservadas, designadas C1, C2 e C3, na regido N-
terminal. Estas regides contém residuos de serina e treonina, que sdo alvos de
fosforilagdes (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-expressdo de
ABF3 e ABF4, ocorre um aumento da toleréncia das plantas ao frio e a secura,
embora 0s mutantes com origem nas sementes transgenicas tenham problemas de
crescimento e haja uma diminuicdo na taxa de germinacdo (Kang et al., 2002,
Yamaguchi-Shinozaki e Shinozaki, 2006).

1.3.2.3.1.2 Familia ERF

Na via ABA independente, verifica-se a existéncia de uma familia de FTs,
ligados a regulacdo de genes envolvidos na resposta a stress abiotico, que € a
Ethylene-responsive-element binding (EREB). Esta familia de proteinas, que pertence
a grande familia APETALLAZ2 (AP2) e é Gnica em plantas.

Esta familia possui um dominio conservado de 58 a 59 aminoacidos, chamado
dominio ERF. Este dominio pode ligar-se a dois elementos cis diferentes, o elemento
CRT/DRE, e um elemento GCC box. Esta grande familia de FTs esta envolvida na
regulacdo de diferentes mecanismos como o desenvolvimento floral ou a resposta a
diferentes tipos de stress abiotico, incluindo stress hidrico (Singh et al., 2002). A
sobre-expressdo de FTs desta familia com efeitos na tolerancia a stress abidtico ja foi
efectuada em outras plantas, como Nicotiana tabacum, mas apesar de aumentar a
tolerancia a secura, as plantas apresentavam efeitos secundarios adversos (Park et al.,
2001). Em Jatropha curcas, foi recentemente descrito um membro desta familia que,
num ensaio de sobre-expressdo em Arabidopsis, relevou um aumento da tolerancia

numa situacgdo de stress hidrico (Tang et al., 2007).

1.3.2.3.1.3 Reguléo CBF/DREB

Pela via independente do ABA, também activada por stress abidtico, a familia
de FTs mais conhecida € a C-repeat binding protein/DRE-binding (CBF/DREB), que
se liga ao elemento cis CRT/DRE. Esta familia de proteinas é conhecida por reguldo
CBF. Na sua estrutura, possuem o dominio conservado AP2 caracteristico da familia

11
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de FTs AP2. O reguldao CBF é composto pelos genes CBF1/DREB1B, CBF2/DREB1C
e CBF3/DREB1A, que respondem a diversos tipos de stress abidtico, e pelos genes
DREB2A e DREB2B, que respondem exclusivamente ao stress hidrico (Saibo et al.,
2009). Para regular a expressdo de genes de tolerancia a stress abidtico, os FTs
CBF1/DREB1B, CBF2/DREB1C e CBF3/DREB1A ndo necessitam de alteragdes
pos-traducional, enquanto que DREB2A e DREB2B necessitam de, pelos menos, um
mecanismo de alteracdo pos-traducional, visto que a sua expressdo é constitutiva em
plantas (Nakashima e Yamaguchi-Shinozaki, 2006). O papel destes genes, como
indutores da expressdo de genes de tolerancia a secura, foi provado através de ensaios
realizados em Arabidopsis e em outras plantas, embora as plantas transgénicas
apresentassem algumas caracteristicas indesejaveis como o nanismo (Hsieh et al.,
2002; Liu et al., 1998).

1.3.2.3.2 Aquaporinas (PiP2)

As aquaporinas sdo uma familia de proteinas trans-membranares, com peso
entre 23-31kDa, que se encontra presente em todos os organismos. Estas proteinas
apresentam uma estrutura conservada, com seis dominios trans-membranares, que
estdo ligados entre si por trés loops extras-celulares, e por dois intra-celulares, com as
duas extremidades N- e C- terminal da proteina do lado citosélico (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 agua, as aquaporinas sdo também capazes
de proceder ao transporte de outros nao-electrélitos, como glicerol e ureia, assim
como de gases (CO, e NHz").

A funcdo das aquaporinas, como reguladores do transporte de agua, foi
descoberta através da expressdo de uma aquaporina humana em od6citos de Xenopus,
em que se conseguiu aumentar a permeabilidade a agua. Em plantas, a primeira
aquaporina a ser descoberta foi a yTIP, presente no tonoplasto, 0 que potenciou a
pesquisa de mais genes desta familia (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 sdo as menos
presentes nas plantas, sdo as NIPs e as SIPs, com funcéo ainda pouco conhecida. Os
outros dois grupos, 0s mais abundantes em plantas, sdo as TIPs, presentes no
tonoplasto, e as PIPs, presentes na membrana plasmética (Luu e Murel, 2005).

As PIPs dividem-se em duas subfamilias, as PIP1 e as PIP2. As PIP1 tém uma
menor capacidade de transporte de agua quando comparadas com as PIP2 (Chaumont
et al., 2000).

Este grupo de aquaporinas desempenha um papel de relevo nas plantas. Sdo
expressas de forma abundante na raiz, onde participam na absorcdo de &dgua ao nivel
radicular. Sdo também importantes nas folhas, onde participam no transporte de agua
do xilema para o mesofilo foliar (Luu e Murel, 2005).

As aquaporinas tém também um papel muito importante em situacdes de
secura. Foram realizados varios estudos, incluindo em Jatropha curcas, que
demonstram que, em casos de stress hidrico, a transcricdo das PIPs é alterada, sendo
que o padrédo de expressdo destes genes é coincidente com um aumento da tolerancia
das plantas (Martre et al., 2002; Maurel et al., 2008; Zhang et al., 2007).

A regulacéo 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 abiotico (stress hidrico) (Maurel et al., 2002) e por modificacGes
pos-traducionais, através de fosforilagdo. A fosforilacdo da aquaporina leva a abertura
do poro, em oposi¢do ao mecanismo de fecho, que passa pela percepgédo de protdes
(Maurel et al., 2008).

1.3.2.3.3 Fosfolipase Do (PLDa)

A fosfolipase D (PLD) é um enzima que esta presente em todos 0s organismos
conhecidos, e que possui 0 seu maior niumero de membros no reino vegetal. No
genoma de Arabidopsis, por exemplo, estdo presentes 12 membros desta familia
(Bargmann e Munnik, 2006).

A sua estrutura é caracterizada pela existéncia de um lado N- e C- terminal
altamente conservados, sendo que o lado C- esta reservado para processos cataliticos,

e o lado N- para a ligacdo a regides lipidicas. No lado C-, existem dois motivos
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HxKxxxD, que sdo Unicos para esta familia de enzimas, e que promovem 0S processos
cataliticos. Do lado N- terminal, podem estar presentes dois tipos de motivos, os PH e
PX, e 0s C2. Os PH e PX estdo ligados a mecanismos de transducdo de sinal via PIP,
enquanto que o C2 através de sinalizacdo via Ca**. Ambos estes motivos estdo
envolvidos na activacdo do enzima (Wang, 2000).

Entre as PLD, a mais comum em plantas ¢ a PLDa. Trata-se de uma sub-
familia, dentro das PLD, com 3 membros, a PLDal, 2 e 3. Estes enzimas s&o
regulados através de concentracdes na ordem dos milimolar de Ca**, e ndo requerem a
presenca de PIP,, embora necessitem de um pH &cido (Bargmann e Munnik, 2006).

O processo de catalise das PLD, passa pela hidrdlise de fosfolipidos estruturais
da membrana plasmatica, de forma a originar acido fosfatidico (PA) e um grupo
hidrofilico livre. O PA entra em diferentes processos celulares, metabdlicos e de
resposta a stress, o que ajuda a explicar a importancia da PLD (Wang, 2000).

Diferentes estudos, realizados em plantas modelo, e inclusive em Jatropha
curcas, demonstram o papel que esta familia de enzimas tem na resposta ao stress
hidrico (Hong et al., 2008; Sang et al., 2001; Bargmann et al., 2009; Liu et al., 2010).
Em situagBes de stress hidrico, as PLD, e o seu composto de catalise, PA, actuam de
formas diferentes para minimizar os efeitos do stress hidrico. A producdo de ABA,
induzida por uma situacdo de stress, leva a activacdo da PLDal, que produz PA. O
PA, guando se encontra no meio celular, liga-se a uma fosfatase, PP2C (ABI), que
regula negativamente a abertura dos estomas via ABA. A ligacdo de PA a PP2C vai
promover um fecho estomatico, contribuindo para uma reducdo da perda de agua
(Zhang et al., 2004). A situacgdo de stress hidrico origina também uma reaccéo entre a
subunidade Go. da proteina G, que se encontra na membrana plasmatica, e a PLDal.
Esta reaccdo leva a uma inibicdo da abertura estomatica, o que complementa a accao
de PA (Li et al., 2009).

1.3.2.3.4 Trealose-6-fosfato sintetase (T6PS)

A trealose é, do ponto de vista bioquimico, um dissacarido composto por duas
moléculas de glucose. Para além de ser um acucar de reserva, € também conhecida
por promover a toleréncia das plantas em situacdes de stress hidrico (Wingler, 2002).
Em situacgdes deste tipo, a trealose liga-se por pontes de hidrogénio a outras moléculas
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polares em vez da agua. Através deste processo, previne a desnaturacao de proteinas e
a fusdo de membranas. Para além disso, a trealose possui um processo de vitrificacao,
que estabiliza macro moléculas, assim como € muito estavel em diferentes pHs e altas
temperaturas (Wingler, 2002).

O seu processo de sintese, apesar de semelhante ao da sacarose, €
possivelmente anterior, pois estd presente em todos os organismos (Goddijn e van
Dun, 1999). Para a sua sintese, ha a intervencdo 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 sintese 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 identificacdo dos genes de T6PS,
em Arabidopsis (Blazquez et al., 1998), conseguiu-se provar que as plantas superiores
também séo capazes de sintetizar trealose. Em 2001, Leyman et al. identificaram 11
genes T6PS-like em Arabidopsis, assim como se identificou um efeito de regulacéo 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 niveis de trealose presentes nas plantas superiores nunca sdo muito
elevados, uma vez que a principal fonte de armazenamento de acglcar é a sacarose.
Para além disso, um excesso de trealose nas plantas impede alteracdes de
conformacao proteica, por acgdo de chaperoninas, em situacdes de stress (Leyman et
al., 2001).

Mesmo assim, num ensaio de sobre-expressdo dos genes de E. coli que
codificam a T6PS e TPP (OtsA e OtsB, respectivamente), em arroz, verificou-se que
houve um aumento da tolerancia a secura, assim como alteracdes morfolégicas (Garg
et al., 2002). Noutro ensaio, em tomate, a expressdo de T6PS utilizando como
promotor CaMV 35S originou plantas com maior tolerdncia a secura, mas também
com um desenvolvimento anormal (Cortina e Caliafiez-Macia, 2005). Em feijoeiro,
plantas transformadas com Rhizobium etli, onde tinha sido colocada uma construgéo
para sobre-expressar o gene que codifica a T6PS, ocorreu igualmente um aumento da

tolerancia a secura por parte das plantas transformadas (Suéarez et al., 2008).
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Nas plantas, um soluto é considerado compativel quando ndo apresenta sinais
de toxicidade, quando em concentracdes elevadas (Fernandez et al. 2010). Estes
ensaios demonstraram os efeitos toxicos da trealose, quando sintetizada em excesso
nas plantas transformadas. Por outro lado, num ensaio em que Se expressou o0 gene
T6PS de Saccharomyces cerevisiae nos cloroplastos de Arabidopsis (Karim et al.
2007), houve um aumento de resisténcia por parte da planta, sem alteragdes
morfologicas. Isto indica que a trealose pode potenciar a tolerancia ao stress hidrico,
qguando concentrada em 6Orgéos alvo, sem induzir anormalias no desenvolvimento das

plantas.
1.3.2.3.5 Fosfatase 2C (ABI)

Em todos os organismos, a maioria dos processos bioldgicos sdo activados por
vias de transducdo de sinal. Nestas vias, um dos principais processos de regulacao
ocorre através de fosforilagBes reversiveis das proteinas, realizadas por proteinas
cinases (fosforilacdo) e fosfatases (desfosforilacao).

A familia das fosfatases é muito diversa, e esta dividida em duas classes. A
primeira classe € 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 sequéncias de aminoacidos e pela sua estrutura (Cohen,
1997).

A PP2C é uma das fosfatases que esta incluida na familia PPM. Trata-se da
maior familia de fosfatases em plantas, visto que s6 no genoma de Arabidopsis foram
até agora encontrados 76 genes codificantes desta familia (Schweighofer et al., 2004).

Para ocorrer a activacdo das PP2C, é necessaria a presenca dos co-factores
Mg®* ou Mn®*. Embora seja conhecida a necessidade da presenca de um destes ides
para a sua activagdo, o mecanismo de regulacdo destas proteinas ainda nédo €
totalmente conhecido. Supdem-se que as PP2C possam ser activadas e reguladas pelo
nivel de expressdao da proteina, por protedlise (Schweighofer et al., 2004), por
mensageiros secundarios (como demonstrado para uma PP2C de Physcomitrella
patents, activada por calmodulina) (Takezawa, 2003), por lipidos derivados de outros
enzimas (Zhang et al., 2004), ou ainda por outros compostos produzidos pela planta,
como o H,0O, (Meinhard et al., 2002).
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Em plantas, a proteina da familia PP2C mais conhecida é a ABI1, tendo sido a
primeira a ser caracterizada através da mutacdo abi 1-1 (Meyer et al., 1994). Estes
mutantes demonstraram ser ABA-insensiveis, mantendo uma condutancia estomatica
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 abil/abi2 (Merlot et al., 2001). Assim,
devido a esta perda de funcdo, identificou-se o0 ABI como regulador negativo de ABA.

A regulacdo de ABI passa por interferir na transducédo de sinal, tendo ja 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 regulacdo do factor de transcricdo ATHBG6, um regulador negativo dos

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

Este projecto teve por objectivo estudar a expresséo de genes de tolerancia ao
stress hidrico, em duas linhas de Jatropha curcas L., provenientes de dois ecotipos
diferentes (tropical htimido - sudoeste asiatico e arido — Africa). O estudo pretendeu
ainda combinar dados morfologicos e fisioldgicos, de forma a verificar se a expressao
dos genes escolhidos para o trabalho (ABF1, ABF2, T6PS, ABI, JcPiP2, JcPLD¢, e
JCERF) tém alguma correspondéncia fenotipica e fisioldgica nas plantas.

Para a avaliagdo da expressdo genica, utilizaram-se genes que actuam a
diferentes niveis na planta, em resposta a uma situacdo de stress hidrico. Os genes
escolhidos encontram-se a regular a expressdo génica (ABF1, ABF2, JCERF), com
origem na via dependente do ABA e na via independente do ABA. Os restantes genes
escolhidos (ABI, JcPiP2, T6PS, JcPLDa) sdo genes potencialmente regulados pelos
anteriores, e directamente relacionados com o metabolismo ou transducéo de sinal.

Os parametros fisioldgicos escolhidos foram a condutancia estomatica,
fotossintese, a eficiéncia no uso de &gua, e a fluorescéncia clorofilina (eficiéncia do
fotossistema 11, ®PSII).

Para este estudo foram programadas estratégias de biologia molecular, e de
analise fisiologica, complementadas com parametros morfolégicos, por forma a

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

3.1 Material vegetal e condigdes experimentais

Neste trabalho, foram utilizadas sementes de duas linhas, denominadas JAT08
e JAT238, sendo a primeira proveniente de um clima tropical humido, e a segunda de
um clima seco. As sementes, gentilmente fornecidas pela companhia D10Oils, foram
plantadas em vasos de 1L, com uma mistura de terra adubada, areia e turfa (1:1:1),
crescidas em estufa (temperatura 30°C + 2°C, com 60% de humidade relativa, com
fotoperiodo de 12h e com intensidade luminosa de 300 PAR pmol m? s™) em estufa.

Plantulas com um més de idade (fase em gque possuem cerca de 2 a 3 folhas),
foram colocadas durante o periodo experimental numa estufa em condicBes de

temperatura, humidade relativa e fotoperiodo natural (periodo Julho-Agosto).

3.2 Ensaio de stress hidrico

O ensaio de stress hidrico foi realizado com dois grupos de plantas de ambos
0s ecotipos, um grupo controlo (com rega) e um grupo secura (supresséo de rega). O
ensaio foi dividido em dois tipos de medicGes: invasivas, que originaram danos nas
plantas, e medi¢bes ndo invasivas. As medicdes invasivas realizadas foram RWC,
quantidade de clorofila, densidade estomatica, comprimento e morfologia das raizes.
As medigBes ndo invasivas efectuadas foram a taxa de fotossintese, conduténcia
estomatica, eficiéncia do fotossistema 11, e a morfologia da folha e do caule. Foi ainda
realizado um estudo de expressdo génica, com genes seleccionados. Para cada tipo de
medicdo, foram distribuidas plantas conforme descrito na Tabela 1. O stress hidrico
foi mantido durante 16 dias ap6s o qual seguiu-se um periodo de recuperagdo
(rehidratacdo) de 8 dias. As plantas controlo foram regadas continuamente com 50mL
de agua, em dias alternados. Durante o periodo de stress hidrico, as plantas do grupo

secura ndo foram regadas.
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NUmero de Plantas

Ecétipo Tratamento  IRGA/Exp. Génica RWC Clorofila Morfologia Raizes

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. Namero de plantas presente nas medigdes invasivas e nao invasivas na experiéncia.
Legenda: IRGA — fotossintese, condutancia estomatica, eficiéncia do fotossistema Il; Exp. Génica —
recolha de RNA para expressdo génica (as medicdes de IRGA foram na mesma planta que a recolha de
RNA)

3.3 Analise de expressdo génica

3.3.1 Recolha das amostras

As amostras foram recolhidas aos dias 0, 8, 16 e 22 da experiéncia. As
amostras de material fresco foram constituidas pelas folhas mais jovens colhidas de
cada planta (<2cm de comprimento), de cada um dos dois ecotipos. Apds colheita, as
amostras foram congeladas em azoto liquido e conservadas a -80°C.

3.3.2 Extraccdo de RNA total de Jatropha curcas L.

Neste trabalho, foi necessario proceder a optimizacdo de um protocolo
eficiente para a extraccdo de RNA total desta espécie. O protocolo de extraccao
optimizado baseou-se no RNeasy extraction kit, Qiagen (EUA), com as alteragdes
propostas em Gehrig et al. 2000. A 450uL de RLC Buffer, indicados no protocolo do
Qiagen RNeasy extraction kit, adicionou-se 45uL PEG HWM-20000 2%. Com esta
optimizacdo foi possivel obter cerca de 16ug de RNA total de elevada qualidade, a
partir de 80mg de tecido foliar macerado. O RNA total foi extraido a partir das folhas
recolhidas das plantas aos dias 0, 8, 16 e 22 (ap0s re-hidratacdo) do ensaio de stress
hidrico. O processo de extraccdo iniciou-se com a maceracdo das amostras em azoto

liquido até a sua reducéo a um pé fino.
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3.3.3 Quantificacdo do RNA total

A quantificagdo do RNA total foi feita por andlise espectrofotométrica
(NanoDrop 3300, Thermo Scientific, EUA) e também por analise electroforética em

gel de agarose.

3.3.4 Sintese de cDNA

A sintese de cDNA foi efectuada utilizando um kit comercial (cDNA
Synthesis Kit for RT-PCR, Roche, Suica) a partir de 1ug de RNA total. O cDNA foi

posteriormente utilizado para a analise da expresséo génica por RT-PCR.

3.3.5 Amplificacéo dos genes em estudo descritos na literatura

Estéo descritos na literatura os genes Jc18s (utilizado como controlo), JCERF,
JePLDa e JCPIP (Zhang et al., 2007; Tang et al., 2007; Liu et al., 2010). Para realizar
a amplificacdo dos genes em estudo, foram utilizados os oligonucleotidos especificos
ERF Fw, ERF Rv, PLD Fw , PLD Rv, PiP Fw, PiP Rv, Jc18s Fw e Jcl8s Rv
(sequéncias especificas de cada primer na Tabela 2). A amplificacdo destas
sequéncias foi realizada por RT-PCR num termociclador (Thermocycler T3000,
Biometra, Alemanha), com as condicGes para JcPiP2 de 28 ciclos de 30 segundos a
95°C, 45 segundos a 57°C e 1minuto a 72°C, para JcPLD de 27 ciclos de 30 segundos
a 95°C, 45 segundos a 52°C e 1minuto a 72°C, para Jc18s de 23 ciclos de 30 segundos
a 95°C, 45 segundos a 55°C e 1 minuto a 72°C, e para JCERF de 35 ciclos de 30
segundos a 95°C, 45 segundos a 57°C e 1 minuto a 72°C. A mistura de reaccao
continha para todos os genes 0,04U de Taq DNA Polimerase (GoTagq® Flexi DNA
Polimerase, Promega, EUA), com seu respectivo tampéo (1x), 2mM de MgCl,, 0,4
mM de desoxinucleotideos (dNTP), e 0,4uM de Oligonucleétidos Fw e Rv, num
volume total de reaccdo de 20uL. O resultado foi visualizado em gel de agarose a
0,9%, corado com brometo de etideo, e comparado com marcador de peso molecular
para confirmacdo especifica de amplificacdo (Gene Ruler™, DNA Ladder Mix, 100-
10000pb, Fermentas Life Science, EUA). As reacc¢des de RT-PCR foram repetidas 2x

para todos 0s genes em estudo, para comprovar os padrdes de expressao.

21



Materiais e métodos

Primers Sequéncia 5° - 3’ Tipo Primer  Banda (pb)
ERF Fw CCG ACT ACCCAAGAACCGTA Especifico 590
ERF Rv CAG CTT CGG CGA GTATAAGC
PLD Fw ATTTTT CTG CAT TGG CAA CC Especifico 623
PLD Rv GGA GGG AGG TAATCAGATTTGG
PiP Fw GTGACCTTTGGGCTGTTTTTAG Especifico 450
PiP Rv AAA TCC AAT GAT CAT CCCAGAC
Jc18s Fw AAA CGG CTA CCACAT CCAAG Especifico 320
Jc18s Rv TCATTACTC CGA TCC CGA AG
ABF Fw AAG AAT ATI TGG AC(T/A) GC(T/A) GAG Degenerado 975
ABFRv  (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
CBFRv  TTCTTC (A/G)TC CAT (A/G)TA GAA IAC
T6P Fw CAT CA(A/G) TAT TAT AAT GGI TAT Degenerado 663
T6P Rv TTCIAG GAATTT TTC GAA (A/T/IG)GC

Tabela 2. Sequéncias de primers especificos e degenerados utilizados na experiéncia. Os tamanhos
esperados das bandas amplificadas pelos primers degenerados, € os tamanhos das bandas com base nas
sequéncias de J. curcas, estdo 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 oligonucleotidos degenerados

Para proceder ao isolamento das sequéncias dos genes T6PS, ABF e CBF de
Jatropha curcas, foram utilizados os oligonucle6tidos degenerados ABF Fw, ABF
Rv, CBF Fw, CBF Rv, T6P Fw e T6P Rv (sequéncias dos primers degenerados na
Tabela 2). ABF e T6P tiveram origem nas sequéncias de Ricinus communis e Populus
trichocarpa, com os nimeros de acesso na Genebank, para ABF, XP_002518757.1 e
XP_002330296.1, respectivamente, e para T6P 0s numeros de acesso EEF31134.1 e
EEF11014.1, respectivamente. Para CBF a sua origem foi nas sequéncias de Ricinus
communis e de Hevea brasiliensis, que tém o numero de acesso na Genebank
XP_002518757.1 e AAY43213.1, respectivamente.
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A amplificacdo destas sequéncias foi realizada por PCR num termociclador
(Thermocycler T3000, Biometra, Alemanha), com as condi¢des para ABF e para CBF
de 30 ciclos de 30 segundos a 95°C, 1 minuto a 56°C e 1minuto a 72°C, para T6P de
30 ciclos de 30 segundos a 95°C, 1 minuto a 52°C e 1 minuto a 72°C. A mistura de
reaccdo continha para todos os genes 0,04U de Tag DNA Polimerase (GoTaq® Flexi
DNA Polimerase, Promega, EUA), com seu respectivo tampéo (1x), 2mM de MgCl,,
0,4 mM de desoxinucleotideos (ANTP), e 0,4uM de Oligonucleo6tidos Fw e Rv, num
volume total de reaccdo de 20uL. O resultado foi visualizado em gel de agarose a
0,9%, corado com brometo de etideo, e comparado com marcador de peso molecular
para confirmacdo especifica de amplificacdo (Gene Ruler™, DNA Ladder Mix, 100-
10000pb, Fermentas Life Science, EUA).

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

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

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 DH5a. A clonagem foi realizada por TA-cloning,
utilizando o plasmideo pCR2.1 (TA Cloning® Kit, Invitrogen, EUA). As bactérias
foram transformadas através de um protocolo de choque térmico. As coldnias
bacterianas foram cultivadas em meio LB (Luria Broth) solido (extracto de levedura
[5g/L], triptona [10g/L], NaCl [10g/L] e agar agar [15¢/L], com pH 7,2), com agente
de seleccdo Carbenicilina (100ug/mL), e colocadas a crescer a 37°C. Foi adicionado
ao meio 40uL de X-Gal (40upg/mL, bromo-chloro-indolil-galactopiranosidase), de
forma a seleccionar as colonias de bactérias transformadas. As colénias brancas
(putativamente transformadas) foram seleccionadas, e a inser¢do do fragmento foi
verificada através de colony-PCR. As col6nias de bactérias que amplificaram o
fragmento de interesse foram crescidas em meio LB liquido suplementado com
100ug/L de Carbenicilina, e o plasmideo extraido com recurso ao kit de extraccdo
(Plasmid DNA MiniPreps Kit, EasySpin, Citomed, Portugal). O plasmideo purificado

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

3’ RACE ¢ uma técnica utilizada, em biologia molecular, para isolar a regiao
3> de um gene. E utilizado um primer Oligo(dT), especifico, durante a sintese de
cDNA, que contem dois nucle6tidos especificos antes da regido poli-T, e uma regido
MCS de sequéncia conhecida ap6s a regido poli-T (Borson et al., 1992). Assim,
utilizando um primer Fw, especifico para uma sequéncia génica conhecida, e com 0
primer Rv especifico para a regido MCS, posterior a cauda poli-T, é possivel
amplificar a regido 3’ de um gene que nao seja conhecido na sua totalidade.

O protocolo inicia-se com a sintese de cDNA, utilizando o oligo(dT),
especifico. O resto do protocolo de sintese € igual ao de um kit comercial (cDNA
Synthesis Kit for RT-PCR, Roche, Suica).

Com as sequéncias das regides internas dos genes em estudo sequenciadas,
foram utilizados os oligonucledtidos especificos, para a regido 3°, ABF1 Fw 5° GGA
TCT CCT GCA AAC CAC AT 3" ¢ ABF1 Fw2 5> GGT AAC GCA GAT ACG CCT
TC 3, ABF2 Fw 5° GAG CAA CGG TGA TAC TTC TTC A 3" ¢ ABF2 Fw2 5’
TGG AGA AGG TGG TTG AAA GG 3° T6PS Fw 5 TCA AGT CCA GGA TCA
TAT CAA AGA 3’ ¢ T6PS Fw2 5° TTA GGT GTT GAT CGC CTT GA 3°, ¢ ABI
Fw 5> GCA ATG TCA AGA TCC ATT GGT 3’ ¢ 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 especifico ADP, de sequéncia 5° CCG CAG ATC TAG ATA TCG
A 3’, presente no Oligo(dT),, especifico para a sintese de cDNA de 3’ RACE.

A amplificacdo destas sequéncias foi realizada por PCR num termociclador
(Thermocycler T3000, Biometra, Alemanha), com um passo de purificacdo
intermédio. Este passo de purificacdo foi realizado para purificar o produto de PCR,
de forma a eliminar todos os elementos que pudessem interferir com a segunda
amplificagdo por PCR. Primeiro, a amplificacdo foi realizada por PCR com as
condigdes para ABF de 15 ciclos de 1minuto segundos a 95°C, 45 segundos a 55°C e
1 minuto a 72°C, para T6P de 15 ciclos de 1 minuto a 95°C, 45 segundos a 55°C e 2
minuto a 72°C, e para ABI de 15 ciclos de 1 minuto a 95°C, 45 segundos a 56°C e 1
minuto a 72°C. Cada reaccdo continha 0,05U de Taq DNA Polimerase (GoTaq® Flexi
DNA Polimerase, Promega, EUA), com seu respectivo tampéo (1x), 2mM de MgCl,,
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0,4 mM de desoxinucleotideos (ANTP), e 0,5uM de Primer Fw, num volume total de
reaccdo de 20uL. Neste passo, 0 produto de PCR obtido na primeira amplificacédo foi
purificado com recurso ao kit de purificacdo de produtos em solucdo (High Pure PCR
Purification Kit, Roche, Suica).

Apo6s a purificacdo, foi realizada nova amplificacdo por PCR, no mesmo
termociclador que anteriormente, com as condi¢bes para ABF de 30 ciclos de 30
segundos a 95°C, 45 segundos a 55°C e 1 minuto a 72°C, para T6P de 30 ciclos de 1
minuto a 95°C, 45 segundos a 55°C e 2 minuto a 72°C, e para ABI de 32 ciclos de 1
minuto a 95°C, 45 segundos a 56°C e 1 minuto a 72°C. Cada reacc¢éo continha 0,05U
de Tag DNA Polimerase (GoTag® Flexi DNA Polimerase, Promega, EUA), com seu
respectivo tampéo (1x), 2mM de MgCl,, 0,4 mM de desoxinucleotideos (dNTP), e
0,5uM de Primer Fw 2 e 0,3uM de Primer Rv, para todos os genes, num volume total
de reaccdo de 20uL. O resultado foi visualizado em gel de agarose a 0,9%, corado
com brometo de etideo, e comparado com marcador de peso molecular de 100 pb para
confirmacdo especifica de amplificacdo (Gene Ruler™, DNA Ladder Mix, 100-
10000pb, Fermentas Life Science, EUA).

As bandas obtidas foram isoladas com recurso ao kit de purificacdo de bandas
de agarose (High Pure PCR Purification Kit, Roche, Suiga). Seguidamente foram
clonadas e enviadas para sequenciar, pelo método descrito anteriormente (ponto
3.3.6.2).

3.3.6.4 Isolamento da regiio 5’ dos genes em estudo por 5> RACE

A técnica de 5° RACE ¢ utilizada para isolar a regido 5’ de um gene. Utiliza-se
um enzima especifico, TdT (Deoxinucleotidil terminal transferase), que adiciona
nucleotidos na regido 3’ de cadeias de cDNA, e um par de primers Rv especificos
para a regido 5’ da sequéncia conhecida. Apos a sintese de cDNA, séo adicionados
dCTPs, que vao criar uma cauda poli-C. Apds a sintese de cDNA, a amplificacdo da
regido 5’ do gene é feita através de um primer Fw especifico Oligo(dG),, que
emparelha com a cauda poli-C, e um dos primers Rv especificos.

Com as sequéncias das regides internas dos genes em estudo sequenciadas,
foram utilizados os oligonucleotidos especificos, para a regidao 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),, especifico para a amplificacdo de
cDNA em 5 RACE.

Foi seguido um protocolo de 5> RACE existente no laboratério, assente em 4
passos. O protocolo comega com a sintese de cDNA, utilizando o primer Rv
especifico, para a regido 5’ dos genes em estudo. O resto do protocolo de sintese é
igual ao de um kit comercial (cDNA Synthesis Kit for RT-PCR, Roche, Suica).

O segundo passo envolve a degradacdo do RNA, elaborado numa reacgédo que
contém 1x Reaction Buffer de RNAseH e 0.125U de RNAseH, num volume total de
reaccdo de 20uL. Este passo € feito com uma incubacdo de 20 minutos a 37°C,
seguido de um periodo de inactivacdo do enzima por 15 minutos a 65°C.

No terceiro passo, purifica-se o produto de incubagdo com recurso ao kit de
purificacdo de produtos em solucéo (High Pure PCR Purification Kit, Roche, Suica).

O quarto passo promove a sintese da cauda de poli-C. Cada reaccdo de sintese
contém 1x TdT Buffer, 1,5mM de CoCl,, 0,4mM de deoxicitosina trifosfato (dCTP),
num volume de reaccio de 20puL. E realizada uma incubagio a 72°C, por 10 minutos,
seguida de uma segunda incubacdo a 37°C, 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 37°C por 10 minutos. A Gltima incubacéo é realizada a 65°C por 15
minutos, para desnaturar o enzima.

O ultimo passo envolve a amplificacdo do cDNA. A amplificacdo destas
sequéncias foi realizada por PCR num termociclador (Thermocycler T3000, Biometra,
Alemanha). Primeiro, a amplificagdo foi realizada por PCR com as condi¢fes para
ABF 1 e 2, T6PS e ABI de 35 ciclos de 1 minuto a 95°C, 45 segundos a 50°C e 50
segundos a 72°C. Cada reaccdo continha 0,04U de Tag DNA Polimerase (GoTaq®
Flexi DNA Polimerase, Promega, EUA), com seu respectivo tampdo (1x), 2mM de
MgCl,, 0,4 mM de desoxinucleotideos (dNTP), 0,4uM de Primer FwOlIligo(dG),,
0,3uM de Primer Rv2, e DMSO 4% (v/v), para um volume total de reaccdo de 20puL.

Neste passo, a adi¢do do Primer Rv2 é efectuada no final do 16° ciclo.
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O resultado foi visualizado em gel de agarose a 0,9%, corado com brometo de
etideo, e comparado com marcador de peso molecular para confirmacao especifica de
amplificagdo (Gene Ruler™, DNA Ladder Mix, 100-10000pb, Fermentas Life
Science, EUA).

As bandas obtidas foram isoladas com recurso ao kit de purificacdo de bandas
de agarose (High Pure PCR Purification Kit, Roche, Suica). Seguidamente foram
clonadas e enviadas para sequenciar, pelo método descrito anteriormente (ponto
3.3.6.2).

3.3.6.5 Amplificacéo dos genes em estudo isolados

Os genes isolados, com recurso as técnicas descritas anteriormente (ABI,
ABF1, ABF2 e T6PS), foram amplificados utilizando os oligonucleotidos especificos
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 amplificacdo destas sequéncias foi realizada por RT-PCR num
termociclador (Thermocycler T3000, Biometra, Alemanha), com as condi¢des para
T6PS de 31 ciclos de 30 segundos a 95°C, 50 segundos a 56°C e 1 minuto a 72°C, para
ABF1 e ABF2 de 30 ciclos de 30 segundos a 95°C, 45 segundos a 56°C e 1 minuto a
72°C., e para ABI de 28 ciclos de 30 segundos a 95°C, 50 segundos a 56°C e 1 minuto
a 72°C.A mistura de reaccdo continha para todos os genes 0,04U de Tag DNA
Polimerase (GoTag® Flexi DNA Polimerase, Promega, EUA), com seu respectivo
tampédo (1x), 2mM de MgCl,, 0,4 mM de desoxinucleotideos (ANTP), e 0,4uM de
Oligonucle6tidos Fw e Rv, num volume total de reac¢do de 20uL. O resultado foi
visualizado em gel de agarose a 0,9%, corado com brometo de etideo, e comparado
com marcador de peso molecular de 100 pb para confirmagdo especifica de
amplificacdo (Gene Ruler™, DNA Ladder Mix, 100-10000pb, Fermentas Life
Science, EUA). As reaccOes de RT-PCR foram repetidas 2x para todos 0s genes em

estudo, para comprovar os padrdes de expressao.
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3.4 Analise fisiologica

3.4.1 Recolha das amostras

As amostras foram recolhidas em dias diferentes, consoante as analises
fisiologicas. As amostras para RWC, para a quantificagdo de clorofila, para a
densidade estomatica e para a analise morfologica foram recolhidas aos dias 0, 8, 16 e
22 da experiéncia. A recolha de raizes foi realizada aos dias 0, 16 e 22 da experiéncia.
As medicOes estomaticas foram realizadas aos dias 0, 16, 20 e 22 da experiéncia. Esta
recolha de amostras teve um dia suplementar (dia 20), para evidenciar a resposta

estomatica ao longo do periodo de recuperacéo.

3.4.2 MedicGes estomaticas

A andlise da fotossintese e das trocas gasosas foram efectuadas com um
aparelho IRGA (Infra-Red Gas Analyzer), modelo Li-6400 (Li-Cor), pelas 10h da
manhd, no mesmo dia e na mesma planta em que eram recolhidas as amostras de
folhas para a analise da expressao genica. As medi¢Oes foram efectuadas na terceira
folha mais jovem, totalmente expandida, de todas as plantas controlo e em situacdo de
secura. Devido a algumas situaces de necrose foliar, a partir de dia 16 as medicdes
foram efectuadas na segunda folha mais jovem, totalmente expandida. As variaveis
analisadas foram a taxa de fotossintese (A), a condutancia estomatica (gs), e ainda a
eficiéncia do fotossistema Il (®PSII). Com base nos dados obtidos nas medic¢des do
IRGA, foi também calculada a eficiéncia no uso de dgua (WUE). O WUE calcula-se
com base na formula WUE = AJE, onde A ¢é a taxa de fotossintese, e E a taxa de
transpiracdo. O valor de E foi analisado e registado pelo IRGA no mesmo dia em que
0s outros valores foram registados.

As condigdes da camara de medicdo do IRGA foram constantes durante o
ensaio com temperatura do bloco de medicdo do IRGA a 28°C, concentragdo de CO,

de 400 ppm, intensidade luminosa de 300 umol m?s™ e com fluxo de 500 umol s™.
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3.4.3 Teor foliar relativo de agua (RWC)

O teor foliar relativo de agua (RWC) é uma técnica que permite quantificar a
quantidade de agua 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 diametro, retirados da terceira folha mais jovem, de todas as
plantas controlo e em situacdo de secura. Os discos foram imediatamente pesados para
obter o seu peso fresco. De seguida, os discos foliares foram colocados a superficie de
agua por 4h, com a face abaxial em contacto com a &gua. O seu peso tdrgido foi
registado apds este periodo e os discos foram de seguida colocados a secar a 50°C até

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

% RWC = Peso fresco — peso seco x 100
Peso tUrgido — peso seco

3.4.4 Quantificacdo do teor de clorofila

Na quantificacdo do teor de clorofila, foi utilizado o método descrito por
Lichtenthaler (1987), em que a extrac¢do das clorofilas é feita com recurso a acetona
(80%). A quantificacdo de clorofila foi realizada na terceira folha mais jovem, com
recurso a discos foliares, 3 por planta, com 1,9 cm de diametro. O seu teor foi
determinado por espectrofotometria (Du 70 Spectophotometer, Beckman, EUA),
através da leitura de absorvancia a 663 nm para a clorofila a, e a 645 nm para a

clorofila b. Os teores de clorofilas (g kg™) foram calculados pelas seguintes formulas:

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 s&o, respectivamente, os teores de clorofila a e b, e abs 663, abs

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

diluicdo usada (mL) e MF a massa fresca (g).
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3.4.5 Densidade estomatica

A densidade estomatica 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 remocéo da epiderme do lado abaxial da folha. A remogéo da
epiderme foi efectuada com recurso a verniz. A aplicacdo do verniz teve como efeito a
criagdo de uma copia da superficie abaxial da folha, visto a remocao da mesma ser
dificil. A densidade estomatica foi quantificada através da contagem de estomas por

microscopia, com ampliacdo de 200x, e com recurso a formula:

Densidade estomatica = Numero de estomas x 100
NuUmero de células totais

3.4.6 Tamanho das raizes e peso seco

As recolhas para avaliar o tamanho das raizes e do peso seco foram feitas nos
dias 0, 16 e 22 da experiéncia. O tamanho das raizes foi avaliado através da medicdo
do comprimento da raiz mais longa, assim como também se procedeu a avalia¢do da
morfologia da raiz. As raizes foram lavadas, para remocdo do excesso de terra, e
foram posteriormente medidas com auxilio de uma fita métrica e de um crivo. Apds as
medic¢des efectuadas, as plantas foram colocadas numa estufa a 50°C, até atingirem o

Seu peso Seco.
3.4.7 Andlise morfoldgica das plantas

Como parametros morfoldgicos, foram medidos o didmetro e comprimento do
caule, a largura e comprimento da folha, e ainda 0 nimero de folhas novas. A recolha
destes dados foi feita nos dias 0, 8, 16 e 22 da experiéncia, e as medi¢Ges foram
efectuadas com a ajuda de uma fita métrica e de um crivo.

3.5 Analise estatistica

Foi feita uma analise pelo teste de t-Student (p<0,05) a todos os dados

30



Materiais e métodos

recolhidos durante a experiéncia, analisados através de software de analise estatistica.
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4 Resultados

Os resultados apresentados de seguida estdo divididos em trés partes, sendo
que cada parte corresponde a uma fase do trabalho elaborado neste projecto. A
primeira parte dos resultados corresponde a identificacdo e ao isolamento dos genes
candidatos, em Jatropha curcas L.. S&o apresentados o0s resultados das
correspondéncias obtidas entre as sequéncias depositadas na base de dados e as
sequéncias isoladas, pelos primers degenerados e por 3> RACE. A segunda parte dos
resultados é referente aos ensaios de expressao génica, realizados nas linhas JAT 08 e
JAT 238. Os resultados foram obtidos por amplificacdo 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 medi¢des morfo-
fisioldgicas, efectuadas nos dois ecétipos de J. curcas. As medi¢des foram realizadas

pOr processos invasivos e ndo invasivos.

4.1 ldentificacdo e isolamento das sequéncias dos genes putativos ABI, ABF1,2 e
de T6PS

Com o objectivo de isolar as sequéncias dos genes ABF, CBFs, e T6PS, foram
utilizados os primers degenerados desenhados com base nas sequéncias de Ricinus
communis e Populus tricocharpa. Para o desenho destas sequéncias, ndao foram
utilizadas regibes de familias altamente conservadas, de forma a minimizar o nimero
de genes onde os primers poderiam emparelhar de forma inespecifica. De todos 0s
fragmentos amplificados pelos primers degenerados, ndo 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
gue se enquadravam neste critério foram clonados no vector pCR 2.1, e
posteriormente enviados para sequenciar. As sequéncias obtidas por sequenciagdo
foram comparadas com sequéncias 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
sequéncias obtidas pelos primers degenerados, e as sequéncias correspondestes no

GeneBank, estio colocados nos Anexos.
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Tam. banda Tam. real

Nome A BLAST Identidade Proteina prev.
em gel sequéncia
CBFb1-1 900pb 891pb XM_002516054/R. 86% Fosfatase
communis PP2C/ABI
T6PSb1-1 650pb 648pb XM_002531191/R. 90% T-6-fosfato
communis sintetase
ABF b 1-1 1000pb 810pb XM_002518711.1/R. 79% DNA binding
communis prot
ABF b 2-2 800pb 750pb DQ487100.1/P. T7% ABF2
trichocarpa binding prot

Tabela 3. Dados das sequéncias obtidas pelos primers degenerados. Nesta tabela estdo apresentados
0s nomes, tamanho da banda isolada no gel, tamanho real da sequéncia utilizada para desenho de
primers especificos, espécie e nimero de acesso obtido por BLAST no NCBI (BLAST), identidade, e
proteina prevista das sequéncias que obtiveram correspondéncia com a base de dados NCBI. Os nomes
apresentados foram escolhidos em funcdo dos primers degenerados. Os tamanhos aproximados sdo
relativos ao que foi amplificado no gel de agarose pelos primers degenerados. Todos 0s outros

segmentos amplificados ndo apresentaram correspondéncia com o GeneBank (NCBI).

Figura 2. Amplificagdo das sequéncias alvo dos genes candidatos, a partir dos primers
degenerados. Amplificacdo das sequéncias dos genes realizada com cDNA de JAT 08 e de JAT 238.
A), amplificacdo de T6PS, bandas com tamanho aprox. 650pb; B), amplificacdo de CBFs, apenas as
bandas de tamanho aprox. 900pb foram consideradas. Marcador de peso molecular para confirmacao
especifica de amplificagdo 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 correspondéncia (Tabela 3). Né&o se
conseguiu amplificar nenhum fragmento referente a familia CBF. Ao inves disso, foi

obtido um hit com a sequéncia do gene ABI (PP2C, fosfatase 2C), que apresenta
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elevada homologia. Foi possivel, a partir do primer degenerado para ABF, isolar dois
genes, ABF 1 e ABF 2, com taxas de homologia razodveis, mas que ndo nos permitem
assegurar gque 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 sequéncias 3’RACE e 5’RACE dos genes ABI, ABF1,2 e de
T6PS

Com parte da sequéncia dos genes conhecida, foi de seguida realizado o
isolamento das sequéncias da regido 3’ dos genes em estudo. Foram utilizados, para
cada um dos genes, primers especificos para a regido mais a montante das sequéncias

conhecidas, de forma a amplificar a regido 3’.

Nome Tam. Banda Tam.A regl BLAST Identidade Prote_ma
em gel sequéncia prevista
ABI 650pb 670pb XM_00251605 86% Fosfatase
4/R. communis PP2C/ABI
T6PS 2800pb 648pb XM_00253119 90% T-6-fosfato
1/R. communis sintetase
ABF 1 600pb 543pb XM_00251871 82% DNA binding
1L.1R. protein
communis
ABF 2 600pb 440pb XM_00251016 85% DAN binding
3.1/R. protein
communis

Tabela 4. Dados das sequéncias obtidas pelos primers especificos para amplificar regido 3". Nesta
tabela estdo apresentados os nomes, tamanhos da banda em gel, tamanho real da sequéncia desde o
primer Fw até a regido UTR, espécie e nimero de acessdo obtido por BLAST no NCBI (BLAST),
identidade, e proteina prevista das sequéncias que obtiveram correspondéncia com a base de dados
NCBI. Os nomes originais escolhidos em funcdo dos primers degenerados. Os tamanhos aproximados
sdo relativos ao que foi amplificado no gel de agarose pelos primers degenerados. Todos 0s outros

segmentos amplificados ndo apresentaram correspondéncia com o GeneBank (NCBI).

De todos os fragmentos amplificados pelos primers especificos, 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. Amplificacdo da regido 3’ dos genes isolados, a partir dos primers especificos.
Amplificacdo das sequéncias dos genes realizada com cDNA de JAT 08. A), amplificacdo de ABI,
banda com tamanho aprox. 600pb; B), amplificacdo de T6PS, com banda de tamanho aprox. 2800pb.
As imagens sdo de amplificacfes realizadas por colony-PCR. Marcador de peso molecular para
confirmacgdo especifica de amplificacdo 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 sequéncias obtidas por
sequenciacdo foram comparadas com as sequéncias depositadas na base de dados
(GeneBank, NCBI). Os resultados dos hits obtidos estdo apresentados na Tabela 4. As
sequéncias da regido 3’ dos genes obtidos contém a regido codificante e a regido nao
codificante.

A técnica de 5° RACE foi tentada varias vezes, sem se conseguir amplificar
fragmentos de nenhum dos genes em estudo. Foram igualmente tentadas algumas
alteracdes de forma a obter amplificacdo, o que nao foi possivel durante a execugédo

deste trabalho.
4.3 Estudo de expressdo génica

Jatropha curcas L. € ainda considerada uma planta selvagem, na qual apenas
recentemente se comecgou a investir no melhoramento. Por ndo dispormos de linhas
clonais, o estudo de expressdo génica foi realizado com germinantes obtidos de
sementes de polinizagdo aberta de cada uma das linhas de plantas. Foram usadas
plantas controlo para cada linha, de forma a reduzir o efeito do gendtipo em eventuais
alteracdes de expressdo génica. A amplificacdo dos genes foi realizada por RT-PCR

(PCR de transcriptase inversa), e permitiu analisar o seu padréo de expressédo ao longo
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do tempo, nas plantas dos dois ecétipos, em situacdo controlo e em secura. A
amplificacdo dos genes foi repetida duas vezes, de forma a garantir a existéncia de
réplica técnica.

Para o estudo de expressao génica, foram utilizados genes de Jatropha curcas
L. j& descritos na literatura como envolvidos na resposta ao stress hidrico, assim como
0s genes isolados durante este trabalho. O material utilizado, para esta amplificacéo,
foi representativo das 5 plantas de onde foi recolhido o RNA total para se proceder ao

RT-PCR. Os resultados estdo apresentados na Figura 4.

JAT 08 JAT 238

Controlo Secura Controlo Secura
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Figura 4. Andlise da expressdo génica por RT-PCR entre plantas das linhas JAT 08 e JAT 238,
em condicBes de controlo e de secura. Diferengas de expressdo entre as duas linhas, em situagéo
controlo e de stress hidrico, ao longo do tempo. Os niveis de expressdo foram registados, para 0s
diferentes genes, no dia 0, dias 8 e 16 de secura, € no dia 22 (apds uma semana de re-hidratacdo). A
amplificagdo foi feita para os genes especificos, desenhados a partir das sequéncias isoladas. Os genes
T6PS, ABF 1 e 2, e ABI necessitam ainda de confirmag&o (genes putativos). Jc18S foi utilizado como

gene controlo (Liu et al., 2010).

A analise da expressdo 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 amplificacbes obtidas, podemos verificar que o gene
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JCERF, em situacgdo de secura, parece possui um padréo de expressao igual nos dois
ecotipos, com tendéncia para um aumento de expressao ao longo do tempo.

O gene JcPLD apresenta, nos dois tratamentos, um padrdo de expressao muito
semelhante nos dois ecotipos. Em situacdo controlo e sob stress hidrico, este gene
mostra uma expressao constante ao longo do tempo nas duas linhas.

Sob stress hidrico, a expressdo de JcPiP2 apresenta um padrdo igual nas duas
linhas. E visivel uma reducéo ao nivel da expressio deste gene, durante o tempo em
que decorre a inducdo de secura. Em situacao controlo, o ecétipo JAT 238 apresenta
um comportamento semelhante ao registado em secura, embora 0s niveis de expressao
sejam ligeiramente superiores.

Os padrdes de expressdo dos genes isolados neste trabalho foram igualmente
registados. O gene putativo T6PS revela, sob stress hidrico, uma reducédo na expressdo
entre o dia 8 e o dia 16, para as duas linhas. No entanto, a linha JAT 08, em situacéo
de controlo, mostra um comportamento semelhante a secura, com um padrdo de
expressao igual entre os dias 8 e 16. Este facto, em conjunto com niveis de
intensidade das bandas um pouco superiores ao registados em secura, dificulta a
interpretagdo dos resultados.

Os genes putativos ABF1 e ABF2, nos dois ecOtipos em estudo, tem padrdes
de expressdo em situacdo controlo, e em situacdo de secura, que ndo aparentam
qualquer tipo de variacdo significativo.

O gene putativo ABI apresenta na linha JAT 08, em situagdo controlo, um
decréscimo de expressdo nos mesmos dias que do ensaio de secura. No mesmo tipo de
tratamento, JAT 238 mostra um nivel de expressdo constante ao longo do tempo. Em
secura, a expressao deste gene sofre uma reducdo quando comparada com a obtida em
controlo, nas duas linhas. Este efeito é particularmente visivel no dia 16 (secura

maxima).
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4.4 Estudo de aspectos morfo-fisioldgicos de Jatropha curcas L.

Neste trabalho procuramos identificar quais as alteracbes que ocorrem nas
duas linhas em estudo de J. curcas, durante a resposta ao stress hidrico. Foram
avaliados parametros fisioldgicos e morfolégicos nas duas linhas, através de processos
invasivos e ndo invasivos. Foi utilizado um aparelho IRGA para registar os dados
fisiolégicos de forma ndo invasiva (taxa de fotossintese, condutancia estomatica,
eficiéncia do fotossistema Il e WUE) ao longo do tempo da experiéncia. Os dados
morfolégicos ndo invasivos foram registados através de aparelhos de medigdo de uso
corrente, no mesmo espaco temporal. Os dois tipos de dados revelam a existéncia de

algumas diferencas entre os ecotipos JAT 08 e JAT 238 de Jatropha curcas L..

4.4.1 Dados obtidos por IRGA

No dia 0 da experiéncia, a taxa de fotossintese (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 ec6tipos, ao fim de 8
dias em situacdo de secura, apresentam uma reducdo drastica da taxa de fotossintese.
Este comportamento é mantido durante a segunda semana de secura, como foi
registado dia 16. Durante o periodo de re-hidratacdo, JAT 08 mostra uma recuperagédo
da taxa de fotossintese mais rapida que JAT 238. No final da semana de re-hidratagédo
(dia 22), os dois eco6tipos apresentam valores de fotossintese semelhantes (Figura 4).
Em situacdo controlo, JAT 08 e JAT 238 exibem valores constantes de A, com a linha
08 a evidenciar uma taxa de fotossintese ligeiramente superior a linha 238, com

excepc¢do de dia 20.
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Figura 4. Variacdo da taxa de fotossintese (A) ao longo do periodo da experiéncia. 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-hidratagéo.

O nivel de condutancia estomatica (gs) registado ao longo da experiéncia, nas
duas linhas em estudo, mostra um comportamento semelhante ao que foi registado
para a taxa de fotossintese. Os ecétipos JAT 08 e JAT 238, em situacdo controlo, tém
valores semelhantes dia 0. O mesmo ndo se verifica nas plantas que vao ser sujeitas a
stress hidrico. Ao fim de uma semana de secura, as plantas mostram valores muito
baixos de gs. Esta situacdo ndo se verifica nas plantas controlo, onde ao longo do
periodo da experiéncia a taxa de condutancia sofre pequenas oscilacbes, 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 periodo de re-

hidratacdo, gs mostra 0 mesmo padrdo comportamental nas duas linhas (Figura 5).
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Figura 5. Variacdo da taxa de conduténcia estomatica (gs) ao longo do periodo da experiéncia.
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-hidratag&o.

A eficiéncia do fotossistema Il (®PSII), como a condutancia estomatica e a
taxa de fotossintese, sofre uma reducdo significativa nas plantas das duas linhas,
guando estas sdo sujeitas a um periodo de stress hidrico. As plantas controlo dos
ecétipos JAT 08 e JAT 238 mantém o nivel de eficiéncia do fotossistema Il ao longo
do tempo. JAT 08 apresenta quase sempre niveis um pouco superiores a JAT 238,
com excep¢do no dia de secura maxima (dia 16). As plantas sob stress hidrico, ap6s o
periodo de secura maxima, recuperam os valores lentamente até ao segundo dia de re-
hidratacdo, seguido de uma fase de recuperacdo mais rapida entre o segundo dia (dia
20) e o quarto dia (dia 22) de re-hidratacdo. Na fase de recuperacdo mais lenta, o
ecOtipo JAT 08 possui um valor de ®PSII mais elevado que JAT 238. No quarto dia
de recuperacdo, os indices de eficiéncia do fotossistema Il sdo quase iguais entre as

duas linhas de Jatropha curcas (Figura 6).
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Figura 6. Variagdo da eficiéncia do fotossistema Il ($PSll) ao longo do periodo da experiéncia.
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-hidratag&o.

O ultimo dos parametros analisados, inferido através das medicGes feitas pelo
equipamento IRGA, foi a eficiéncia no uso da agua (WUE). Este parametro sugere
que os dois ecotipos da planta possuam formas um pouco diferentes de utilizar a agua
absorvida. Em situacdo controlo, parece que JAT 238 apresenta um indice de
eficiéncia no uso da agua superior ao longo do periodo do ensaio. JAT 08 mostra um
nivel semelhante, sendo mais elevado no dia 16. Durante o periodo de seca, € no
periodo de recuperacéo, a linha 238 apresenta na maioria do tempo niveis um pouco
superiores a linha 08. Este facto que é mais visivel nos dias 0 e 20. No ultimo dia da
semana de re-hidratacdo, as plantas ja apresentam um comportamento semelhante ao

da situacdo controlo, embora JAT 238 seja ligeiramente superior (Figura 7).
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Figura 7. Variacdo da eficiéncia no uso da agua (WUE) ao longo do periodo da experiéncia. 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-hidratacéo.

4.4.2 Dados morfoldgicos

Os dados obtidos através das medicBes efectuadas em diferentes partes da

planta, permitiram avaliar o crescimento das duas linhas de Jatropha curcas L. em

funcdo do stress hidrico, assim como em situacdo controlo. Os pardmetros analisados

foram o didmetro do caule, o numero de novas folhas e 0 comprimento e largura das

folhas. Os dados estdo apresentados na Tabela 6.

Diametro 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.
Dia0O  0,50+0,07 0,54+0,05 0,56+0,05 0,5240,04 0,44 n.d. 0,44 n.d.
Dia8 0,62t0,04 0,54+0,05 0,62+0,08 0,56%0,05 1 n.d. 0,57 n.d.
Dial6 0,74+0,05 0,54+0,05 0,70+0,07 0,59+0,02 0,34 n.d. 0,09 n.d.
Dia22 0,82+0,03 0,59+0,04 0,78+0,08 0,60+0,04 0,33 n.d. 0,64 n.d.
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Comprimento da folha (cm)

Resultados

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.
rat.
Dia 0 6,12+2,29 7,68+1,68 5,48+1,78 5,16%0,85 0,05 * 0,05 *
Dia 8 8,40+1,13 7,86%+1,28 7,20+1,02 5,26%0,76 0,14 n.d. 0,004 *
Dial6 8,46+1,39 7,92+1,29 7,80+0,76 5,22+0,82 0,38 n.d. 0,004 *
Dia22 8,94+1,00 8,26+1,34 7,82+0,66 6,02+0,84 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. Pvalue Signf.
rat.
Dia 0O 5,48+2,15 7,38+1,11 4,94+1,43 4,56+1,21 0,03 * 0,03 *
Dia 8 7,70+1,17 7,4211,05 6,64+0,75 4,72+1,18 0,12 n.d. 0.005
Dial6é 7,86+1,40 7,38+1,09 7,06+0,61 4,72+1,18 0,27 n.d. 0.006 *
Dia22 8,24+1,04 7,92+0,95 7,30+0,58 5,50%1,06 0,11 n.d. 0,005 *
Numero 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. Pvalue Signf.
rat.
Dia 0 3,80+0,84 3,20+0,45 4,00+0,00 3,60+0,55 0,26 n.d. 0,26 n.d.
Dia 8 4,60+1,14 3,60*+0,55 4,20+0,45 3,60%0,55 0,48 n.d. 1 n.d.
Dial6 4,80+0,84 3,60+0,55 4,40+0,55 3,60+0,55 0,39 n.d. 1 n.d.
Dia22 5,00+1,00 4,20+0,45 4,60+0,55 3,80%0,45 0,45 n.d. 0,19 n.d.
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Tabela 6. Andlise ndo invasiva do comprimento do caule, numero de folhas, comprimento e
largura das folhas, entre plantas das linhas JAT 08 e JAT 238, em condigdes de controlo e de
stress hidrico. Diferencas entre as duas linhas, em situacdo controlo e de stress hidrico, ao longo do
tempo. S&o apresentadas as tabelas referentes ao comprimento do caule, nidmero de folhas,
comprimento e largura das folhas. Os valores medidos foram registados, para os diferentes parametros,
no dia 0, dias 8 e 16 de secura, e no dia 22, apds uma semana de re-hidratacdo. Os valores apresentados
correspondem a média (n=5) + SD. Significancia estatistica, presente no crescimento entre os dois

ecatipos ao longo do tempo, foi avaliado por t-student (p<0,05).

A recolha dos dados de aspectos morfoldgicos ndo 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
situacdo de secura, o diametro do caule em JAT 238 continua a aumentar lentamente,
ao passo que a linha JAT 08 apresenta uma supressdo do crescimento caulinar,
durante o periodo de stress. Apds este periodo, ocorre a recuperagdo do crescimento
do caule da linha JAT 08. Em situacéo de controlo, os valores de crescimento do caule
sdo 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 condic¢des controlo, JAT 08 aparenta
ter uma maior capacidade de producdo de novas folhas do que o ec6tipo JAT 238. Sob
stress hidrico, as duas linhas blogueiam o desenvolvimento de novas folhas. Apds a
re-hidratacdo, 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 situacdo 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 situacdo de secura, 0
crescimento da folha decorre a uma ritmo mutio inferior, que acaba no dia de maxima
secura (dia 16), onde para. Apos a re-hidratacdo, o crescimento da largura é de novo

visivel, com o ecotipo JAT 08 a ser ligeiramente superior.
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4.4.3 Dados de RWC , densidade estomatica, tamanho das raizes, peso seco, e de
teor de clorofila

Foram efectuados ensaios para analisar alteragdes no RWC, no teor de
clorofila, ainda e na densidade estomatica em folhas dos dois ecotipos em estudo.
Pretendiamos observar o padrdo de resposta das duas linhas de Jatropha curcas L.,
em situacdo de stress hidrico, por estes parametros. Pretendiamos igualmente avaliar,
entre as duas linhas, diferencas que poderiam existir e verificar se alguma delas
poderia ter uma resposta mais eficiente a seca. Tentdmos igualmetnte avaliar se
existiam diferencas entre os dois ecétipos, no tamanho das raizes, apds serem
submetidas a um periodo de stress hidrico, assim como no seu peso seco. Os dados

ndo foram conclusivos, ndo sendo por isso apresentados neste trabalho.
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5 Discussao

Com este trabalho, pretendeu-se estudar duas linhas da planta Jatropha curcas
(uma de clima arido e outra de clima tropical), estabelecendo comparages entre elas,
com base em dados morfo-fisiologicos e em dados moleculares. Com estes dados,
tentamos verificar qual das duas linhas possui uma maior capacidade de tolerar um
periodo de secura. Tentamos também perceber um pouco mais da fisiologia de

Jatropha curcas L., até a data pouco caracterizado.

5.1 Identificacdo 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 sequéncias de
Ricinus communis, obtidas por compara¢do 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 sequéncias do
genoma de R. communis e P. trichocarpa sejam também putativas, temos uma boa
indicacdo de que as sequéncias isoladas em Jatropha curcas L. sdo, muito
provavelmente, as dos genes pretendidos. De salientar que a construgdo dos primers
degenerados funcionou como esperado, excepto no isolamento dos genes da familia
CBF, em que as bandas amplificadas, apds sequenciacdo, provaram ndo corresponder
aos genes CBF. Este facto pode ser devido a um emparelhamento inespecifico dos
primers degenerados com o cDNA, visto que das amplificagdes obtidas, apenas uma
era referente a um gene de planta, o gene ABI putativo. Dado que este gene nao
pertence a mesma familia génica e proteica de CBF, o emparelhamento inespecifico
podera ser um dos factores que influenciou a falha no processo de isolamento dos
genes CBF. Para amplificar os genes CBF de J. curcas, é aconselhavel testar novos
primers degenerados.

Um outro aspecto que ndo foi possivel concluir durante este trabalho, foi o
isolamento das regides 5 dos genes ABI, ABF 1 e 2, e T6PS (putativos). O protocolo
de isolamento seguido neste trabalho tem sido utilizado no laboratorio, com sucesso

(Pedro Barros, comunicagdo pessoal, 2010). Devem existir falhas no processo de
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sintese das extremidades, que possam estar a interferir com a amplificacdo e
identificacdo da regido 5’ dos genes em estudo. E possivel que alguns enzimas
também ndo estejam a funcionar como seria expectavel, ja que foram assinalados

alguns outros problemas de amplificacdo com outros materiais vegetais.

5.2 Estudo de expressdo genica

Neste trabalho, procurdmos identificar diferencas de expressdo génica entre 0s
dois ecdétipos em estudo. Com esse objectivo, foram utilizados genes j& descritos em
Jatropha curcas L, como envolvidos na resposta ao stress hidrico, e 0s genes
candidatos isolados neste trabalho, descritos em muitas outras plantas como parte do
mecanismo de resposta a secura, em diferentes niveis (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 expressdo de JCERF, parece apresentar um aumento de expressdo durante o
periodo de stress hidrico. Em outras plantas modelo, como Arabidopsis thaliana,
foram realizados ensaios de stress hidrico em periodos de horas, com genes desta
familia, onde se verificou o seu papel na resposta a 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 padrdo de resposta
em crescendo. Este padrdo em crescendo, foi igualmente obtido. em JAT 08 e JAT
238. Apesar disso, este autor realizou o ensaio de secura num periodo de 24 horas, e
com a inducdo de stress a ser efectuada com PEG 20%. Pelo facto de a linha de J.
curcas e do tempo de ensaio serem diferentes, ndo se podem retirar ilacdes
conclusivas. Podemos considerar que um ensaio de secura com 0 mesmo tipo de
inducdo de stress do efectuado neste trabalho, mas no espaco de 24 horas, seria
aconselhado para verificar se este padrdo de expressao ocorre nos ecotipos JAT 08 e
238. Em situacdo controlo, a linha JAT 08 apresenta um padrdo de expresséo igual ao
demonstrado sobre stress hidrico. Da mesma forma, JAT 238 apresenta uma
expressao constante ao longo do tempo. Os genes da familia 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 estimulos. Este

facto pode explicar o padréo de expressdo encontrado nas plantas controlo.
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O gene JcPLD, em JAT 08 e JAT 238, apresenta um padrdo de resposta
semelhante, quer em situagéo controlo, quer em secura. A expressdo constante em
controlo, revelada pelos dois ecotipos, pode estar relacionada com o seu papel como
transdutor de diversos sinais (Wang, 2000). Quando foi induzido stress hidrico nas
duas linhas, ambas sofreram um aumento de expresséo de igual intensidade, o que
parece relevar um papel deste gene na resposta a este stress abidtico. Devido ao papel
da proteina PLD no controlo do fecho estomatico, talvez fosse de esperar uma maior
expressao de JCPLD durante o periodo de stress hidrico. 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 existéncia de plantas sobre stress,
e ndo o tempo em que decorreu a inducdo. Desta forma, é dificil estabelecer um
comparativo com os resultados obtidos neste trabalho. Apesar disso, e do grande
nimero de moléculas envolvidas na regulacdo estomatica (Taiz e Zeiger, 2000), o
resultado obtido pode-se considerar dentro do expectavel.

Os niveis de expressdo de JcPiP2, registados neste trabalho, mostram
igualmente uma resposta semelhante dos ecdtipos JAT 08 e JAT 238, ao stress
hidrico. Sob stress hidrico, o padrdo de expressao parece ser igual, com uma reducao
durante o periodo de stress, e com uma subida apds a re-hidratacdo. A reducdo da
expressao de aquaporinas nas folhas, ja foi demonstrada em plantas modelo, o que
fortalece este resultado (Alexandersson et al., 2005; Guo et al., 2006). Esta podera ser
uma resposta da planta ao stress hidrico, onde uma redugdo das aquaporinas nas
folhas pode levar a uma reducéo das perdas de dgua por transpiracdo. Noutra linha de
J. curcas, num trabalho realizado por Zhang et al. (2007), a expressdo de JcPiP2 em
secura e reduzida, embora o0 ensaio tenha sido realizado com raizes. Este facto limita
possiveis compara¢Bes com as linhas em estudo neste trabalho. Em controlo, no
entanto, é possivel observar algumas variacbes na expressdo de JcPiP2 nos dois
ecotipos. Este facto, apesar do padrdo de expressdo em secura ser semelhante ao que
ja foi demonstrado noutras plantas, ndo permite inferir totalmente o papel que este
gene tem em secura.

O gene T6PS, nas duas linhas, apresenta em controlo uma variacdo de
expressao que ndo era expectavel, principalmente na linha JAT 08. Sob stress hidrico,

ambos o0s ecotipos apresentam uma reducdo aos dias 8 e 16 de secura. Esta redugéo,
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durante o periodo de stress, pode estar relacionada com o bloqueio total do
crescimento das duas linhas em secura, como ficou registado em alguns dos dados
morfoldgicos recolhidos neste trabalho. Isto porque a trealose estd envolvida no
controlo do metabolismo no desenvolvimento da planta (Avonce et al., 2004; Cortina
e Caliafiez-Macia, 2005; Schulepman et al., 2003), onde a sua sobre-expressdo deu
origem a plantas sobre-desenvolvidas, e ainda & morfologia celular alterada (Chary et
al., 2008; Veyres et al., 2008). Durante uma época seca, € possivel que J. curcas
induza uma diminuicdo na expressdo de T6PS, de forma a reduzir o seu crescimento.

A expressdo de ABF 1, e de ABF 2, mostram que ndo existem diferencas
significativas no padrdo de expressao entre os dois ecétipos, em situacdo de secura e
em situacdo controlo. Esta auséncia de variacdo nos dois genes, entre o estado de
stress hidrico e o estado de secura, pode indiciar que estes genes, putativamente ABF
le 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 familia ABF,
com a qual partilhem grande similaridade.

Para além disso, o facto de estes genes terem um padrdo de expressdo que
apresenta oscilagbes muito pequenas, pode indiciar que a sua regulacdo ndo seja
efectuada ao nivel da transcri¢cdo, mas a um nivel pés-traducional. Este facto, pode ser
extrapolado para alguns dos genes analisados neste trabalho, visto que muitos
apresentam um padrdo de expressdo semelhante entre controlo e secura, nos dois
ecotipos.

O ultimo dos genes a ser isolado, ABI, mostra que em situacdo controlo a
expressao deste gene é constitutiva ao longo do tempo para o ecoOtipo JAT 238, mas
com pequenas oscilacbes em JAT 08. No entanto, em stress hidrico, os dois eco6tipos
parecem apresentar um forte controlo estomatico, com a expressao de ABI a ter uma
reducdo, o que se reflecte no baixo nivel de condutancia e fotossintese, registado nos
ensaios fisioldgicos. Visto que gene regula negativamente o sinal de ABA, que leva a
abertura estomatica (Assmann et al., 2000; Zhang et al., 2004), o padrdo de expressao
apresentado sob stress hidrico pode estar possivelmente dentro do esperado.

Ao andlisar os padrdes de todos os genes nos dois ecotipos, em controlo e em
secura, verifica-se que em JAT 08 as oscilagcdes de expressdo parecem ser maiores do
que em JAT 238. Estes dados, em conjunto com os resultados obtidos nos ensaios

fisiolégicos, que mostram que JAT 238 possui 0 melhor indice de WUE, podem
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indiciar que as oscilacbes em JAT 08 séo provocada por stress prematuro. Como este
ecotipo tem um WUE baixo, pode ocorrer que esta linha absorva a maioria da agua
presente na terra, e que, a0 comegar a ficar sem a mesma, comece a responder a um
ligeiro stress hidrico. Esta € uma explicacdo plausivel para o que se observa neste
padrdo de expressao.

Outros factores podem influénciar os resultados de expressdo génica, como
problemas de pipetagem. Para além disso, as amostras neste trabalho sao
demonstrativas da expressdo num determinado dia ao longo de um més, ndo durante
um periodo curto. Pode haver oscilagBes de expressdo de alguns genes em J. curcas
que ndo sao possiveis de detectar neste trabalho, e que influenciam a sua expressdo
final. Para além disso, as condi¢cdes do protocolo experimental poderiam ndo ser as
mais adequadas, assim como o material utilizado (ex. vasos utilizados muito
pequenos).

De modo a complementar estes ensaios de expressao génica, seria adequado
realizar ensaios in vivo, numa planta modelo como Arabidopsis thaliana. Através da
transformacdo destas plantas com o0s genes isolados, poder-se-a efectuar a
caracterizacdo funcional dos genes isolados, e uma comparagdo dos genes das duas
linhas, do ponto de vista fenotipico.

5.3 Estudo de dados fisioldgicos

Nos dois ecotipos estudados, JAT 08 e JAT 238, a taxa de fotossintese (A) e a
condutancia estomatica (gs) sofreram, durante o periodo de secura, uma reducdo
acentuada. Os valores registados apontam para um controlo estomatico apertado,
dados que aparentam ser corroborados pela analise de expressao génica efectuada
neste trabalho, assim como por dados experimentais registados em Jatropha curcas
(Pompelli et al., 2010; Maes et al., 2009a). Um controlo estomatico deste tipo pode
ser fruto de uma estratégia da planta para ndo perder agua. Pensa-se que J. curcas
pode ter um sistema fotossintético misto, passando de C3 para CAM, conforme a
disponibilidade de agua, como acontece em algumas plantas (Maes et al., 2009a;
Lttge, 2008). Este facto explica que a planta feche os seus estomas completamente
durante o dia, e s6 os abra a noite, como as plantas CAM, de forma a evitar percas de

agua. Seria benéfico, para um trabalho futuro, realizar recolhas de dados durante a
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noite, para verificar se esta hipotese é viavel e se ocorre abertura estomatica durante o
periodo nocturno. Também seria importante fazer medi¢des com maior frequéncia, de
forma a acompanhar o fecho estomatico. Desta forma seria possivel verificar se existe
diferenca entre as duas linhas e o0 tempo de resposta dos estomas.

Sabe-se que as variedades de J. curcas, existentes na regido de onde provem,
preferem um clima mais himido 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, 0 que pode estar relacionado com sua origem. Uma planta de um clima tropical,
pode realizar mais fotossintese, e consumir mais &gua, visto ndo haver falta deste
recurso. Para além disso, pode produzir mais biomassa, e utilizar os seus recursos
nessa funcdo. O mesmo ndo se verifica em plantas provenientes de um clima arido,
onde a falta de 4gua implica um controlo no gasto da mesma. Estas diferencas de A e
gs sao verificadas noutras partes do globo (Saikia et al., 2009), o que prova a
plasticidade do genoma da purgueira. Esta analise é também visivel através do WUE,
analisado neste trabalho, onde se prova que o uso de agua de JAT 238 é um pouco
melhor do que de JAT 08, provavelmente devido a sua adaptacdo ao meio arido. O
tipo de resposta das duas linhas, na situacdo de stress hidrico provocada, estd dentro
do esperado, como demonstrado num ensaio semelhante (Pompelli et al., 2010).

O ecotipo JAT 08, neste trabalho, parece apresentar uma capacidade de
fotossintetizar de uma forma mais eficaz, e com uma recuperacdo mais rapida da sua
eficiéncia fotossintética. Esta propriedade foi avaliada pelo parametro ®PSII, no
ensaio de stress hidrico realizado. A reducdo da eficiéncia do fotossistema Il, verifica-
se em outras espécies, quando submetidas a stress hidrico (Colom e Vazzana, 2003;
Loggini et al., 1999). Este facto tem sido encarado com uma resposta das espécies que
estdo mais habituadas a seca, em que ndo procuram aumentar a eficiéncia do seu
fotossistema, pois podem correr o risco de haver novo stress hidrico, 0 que pode
resultar em dano oxidativo (Yordanov et al., 2000; Colom e Vazzana, 2003).
Podemos entdo considerar a hipotese de que Jatropha curcas, como estratégia de
adaptacdo ao local onde se desenvolve, use este mecanismo, de forma a superar as
condicBes ambientais que sdo apresentadas. O ecotipo JAT 238 apresentou valores de
®PSII um pouco mais reduzidos do que JAT 08, o que pode indiciar ser este um dos

mecanismos de tolerancia a secura. Para além disso, este facto pode significar que este
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ecotipo reduz a eficiéncia do seu fotossistema, pela sua adaptacdo a climas mais
aridos.

5.4 Estudo dos dados morfoldgicos

Algumas diferencas morfoldgicas tém 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 a secura. Integrando os dados do comprimento e da
largura de folha, e do namero de folhas, parece que o ecétipo JAT 238 aumenta a area
das folhas que possui, enquanto que JAT 08 parece apostar em desenvolver novas
folhas. Apesar disso, a area foliar e o ritmo de crescimento do ecétipo JAT 08 é
superior a JAT 238. Para além disso, quando se da a re-hidratacdo 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 situacdo 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, s6 acontece quando a
planta é sujeita a re-hidratacdo. Um bloqueio no crescimento de novas folhas, e da
planta em geral, é algo generalizado pelo reino vegetal em situacdo de stress hidrico
(Taiz e Zeiger, 2000; Chaves et al. 2002). As diferencas verificadas, entre 0s ensaios,
podem ser explicadas pelo facto de estes terem sido feitos com linhas diferentes, e em
condicBes diferentes, o que pode ter contribuido para as diferencas nos dados. Da
mesma forma, no ensaio de Maes et al. (2009a), ap6s uma semana de secura, as folhas
comecgaram a cair, 0 que ndo sucedeu no ensaio aqui descrito.

Também se registou um aumento no diametro do caule, em JAT 238, que nao
ocorre em JAT 08. Este alargamento pode ser devido a acumulagdo de agua, que esta
linha induz, de forma a utilizar esta agua mais tarde, como ja foi descrito para plantas
suculentas (Chapotin et al., 2006), ou para evitar a desidratacdo, como se parece
verificar nos ecotipos analisados. Maes et al. (2009a), com base nos seus resultados,
sugerem que Jatropha curcas gaste a agua acumulada no caule, para continuar a
produzir folhas. Os nossos resultados ndo apontam nessa direcgdo. Visto que nas
linhas em estudo, a sua proveniéncia 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 dimenséo das sementes de J.
curcas € visto como o factor que mais influencia o crescimento da planta durante a
resposta ao stress hidrico, e ndo a sua proveniéncia. S80 necessarios 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
hidrico.

Né&o foi possivel obter dados de nenhum dos outros parémetros morfoldgicos
analisados. Os resultados obtidos foram dispares, com oscilacGes de valores entre 0s
dois ecotipos, e entre os dois tratamentos aplicados. Para o caso do teor de clorofila, j&
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 concentracao de clorofila
em funcdo do stress hidrico. Neste trabalho, os valores oscilaram muito, como nos
outros parametros. Podemos concluir que, provavelmente, as condi¢des do protocolo
experimental ndo seriam as mais adequadas. O material utilizado durante a
experiéncia, 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 conclusdes em futuros ensaios.
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6 Conclusoes e Perspectivas Futuras

No presente trabalho, pudemos verificar que as duas linhas de Jatropha curcas
L. ndo apresentam grandes diferencas ao nivel da expressdo génica. Apesar de na
expressao de alguns genes se observarem pequenas flutuaces em fases diferentes da
experiéncia, ndo se verificou nenhuma alteracdo clara que indicie uma padréo
especifico de expressdo de uma linha em relacdo a outra. Podemos observar nas duas
linhas que, presumivelmente, apenas os genes ABI e T6PS possuem um padrdo de
resposta diferente em situacdo de secura, quando comparados com a situacéo controlo.
A existéncia de alguns padrdes idénticos entre stress e controlo indicia que, ou 0s
genes de facto ndo apresentam diferencas de expressao, pelas razdes apresentadas ao
longo do texto, ou as condicdes em que as experiéncias foram conduzidas ndo foram
as mais adequadas. E necessario compreender o modelo de actuacdo destes genes,
assim como procurar outros genes que possam ter uma relacdo com aspectos
fisiologicos. Estes ensaios sdo ainda preliminares, e destinam-se a averiguar as
melhores condicGes para caracterizar as plantas de Jatropha, sobre as quais ainda nédo
existe muito conhecimento, nem no laboratério de acolhimento, nem sequer a nivel
mundial.

Com este trabalho, foi possivel concluir que as linhas de clima arido e seco
parecem apresentar diferentes estratégias de desenvolvimento e resposta a secura.
Fisiologicamente, as plantas da linha JAT 08 mostram uma melhor eficiéncia na taxa
fotossintética e na condutancia estomatica, o que se parece verificar pelo seu maior
crescimento em relacdo a outra linha, quando estdo em condi¢des controlo. Em
situacdo de secura, este ecoOtipo blogueia o seu crescimento. O ecOtipo JAT 238
apresenta um crescimento baixo em situacdo controlo, mantendo 0 mesmo ritmo em
situacdo de secura. Este comportamento parece evidenciar duas formas diferentes de
lidar com a secura.

Né&o foi possivel encontrar correlacdo entre a expressao genica e os padrdes
morfo-fisiol6gicos para nenhum dos genes em estudo. No entanto, pelos resultados
obtidos no ensaio de expressdo génica, parece existir alguma influéncia dos genes ABI
e T6PS no mecanismo de resposta a secura em Jatropha curcas., devido ao papel que
estes genes possuem na regulacdo do controlo estomatico, 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
diferencas fenotipicas entre ambas. Apesar das dificuldades logisticas, seria
igualmente importante realizar todos estes ensaios em plantas num estadio de maior
desenvolvimento, para verificar potenciais alteragdes nos padrdes de resposta.

Conclui-se que Jatropha curcas L., ndo apresenta, sob stress hidrico, grandes
diferencas de expressdo ao nivel transcricional para os genes analisados. Esta situacéo
pode dever-se ao facto da espécie estar distribuida por um espaco geografico muito
grande (aparentemente por responsabilidade dos Portugueses, durante 0s
descobrimentos), sem contudo apresentar grande variabilidade genética (ha grande
variabilidade na regido de origem, mas reduzida no resto do mundo) (P. van der
Linde, comunicacdo pessoal, 2010). A resposta morfo-fisiologica contudo, apresenta
diferengas mais marcadas, o que podera eventualmente relacionar-se com a adaptagdo

aos dois diferentes climas de onde as linhas foram obtidas.
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Solanum
Arabidopsi

ABI
Populus
Ricinus
Solanum
Arabidopsi

ABI
Populus
Ricinus
Solanum
Arabidopsi

ABI
Populus
Ricinus
Solanum
Arabidopsi

ABI
Populus
Ricinus
Solanum
Arabidopsi

ABI
Populus
Ricinus
Solanum
Arabidopsi

* 20 * 40 * 60
—————— SVEEEAGDGSDAKTE|S
SVAVAVSLEEEIGDGSNPKTEIT
——————————————— PTLKARV
———————— VLIAGVNQDTNTEE
S Vv e

NP 1. <3P TOVIE T G DREAMD G MSIY 1 JHEE TIH F F§VY DGHGGEQVAL
GVEheq1 Ile/st\H PV Y DGEGGEQVAN
AYPIN MK [T P TIMIR T G DRVAIDG 1. Slof| T SEM TRl v 6

p F6K PI M16GDr dG6s 6 h 3 HF5gVYDGHGGsgVAlYC R6H AL EE6e k

140 * 160

AGIESBIES

NGI#SBIE|SEKIPEEIC(6)
NGIGINERNYVINEICO)E@MKINT
288 . (YD GEIVARD TINONO WKW ' TN C

DEMCKRNTGEGR[@V]
g QW k FTnCF6kVD E6gGK

L g

v\/7 '\/T A O
SSHIIVANCGD
IESSHIIV

GVLAMSRS
AMSRS

6CcSSHI6VaNCGDSRAVL RGKE 6aLS6DHKP REDEYARIEaaGGKVIQWnGhRVFGVLAMSRS

* 320 *

276
357
350
351
352

Rg G6D a gaaa ls

algkgskdni iv

71
126
132
117
122

124
179
185
183
185

190
245
251
249
251

256
311
316
315
317

Anexo 1. Alinhamento da sequéncia proteica de ABI, obtida pelos primers degenerados para

CBF com sequéncias homologas. Alinhamento entre a sequéncia proteica de ABI, obtida pelos

primers degenerados para CBF, e entre sequéncias 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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ABT
Ricinus
Populus

ABT
Ricinus
Populus

ABT
Ricinus
Populus

ABT
Ricinus
Populus

ABT
Ricinus
Populus

ABT
Ricinus
Populus

ABT
Ricinus
Populus

ABT
Ricinus
Populus

ABT
Ricinus
Populus

ABT
Ricinus
Populus

ABT
Ricinus
Populus

ABT
Ricinus
Populus

ABTI
Ricinus
Populus

Al chilidelelolidehdele)-¥-¥N\2 G CCleClen G TGGAACAG TN C A/l A G TG T T T TTGAEIG T GGAN

B €2 GGGIACI8AGTGGAACAGTNC ALNNAA GTGT T TTTGAING TGGAMTIT G Th\C cleic Th

aggg ¢ agtggaacagt ca agtgtttttga gtgga t tgt cc ct

\ATTATTGTEEEAAGCGT
\ATTATTGTICEAA

TTCACEAATTGTTTTETEAAGG
c*"lpATTGTTTTETTAAG

500 * 520 * 540 * 560

900 *

A TGCAGCTCAAGCAGCA|
GGAATTGATCE@TGCAGCTCAAGCAGCA)

GcACAAAAAGAATGGt TGCgcTtcCCac tcAAGGgG GA GGaATTgatc tgcagctcaagcagca

70
56

67
140
126

137
210
196

207
280
266

277
350
336

417
490
476

487
560
546

697
770
756

767
840
826

Anexo 2. Alinhamento da sequéncia nucleétidica de ABI, obtida pelos primers degenerados para

CBF com sequéncias homologas. Alinhamento entre a sequéncia nucleétidica de ABI, obtida pelos

primers degenerados para CBF, e entre sequéncias 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).
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ABF

Ricinus
Populus
Solanum

Arabidopsi :

ABF

Ricinus
Populus
Solanum

Arabidopsi :

ABF

Ricinus
Populus
Solanum

Arabidopsi :

ABF

Ricinus
Populus
Solanum

: NNNA--SIBALAIKOGAN-HNSG: TG ENNNLVGS@PSN
: NNNS--€EPLEIFOOPN- RN SQIVET|\|--NN-LVAAQPIRS AlC[ENRxSIle) OOHOMHLNQPQP------------------
: NNNNTTERALCIHOMPN - GNNG: TGUMENNLVSN- EPSS

e AFGHMOOANNRINTG GSHPNKINGETVI

e 000011, FPK | ] GLAHS----- REUG
PR 1200015 I F PKJEARI (@ IFIQGNALMGG N
v N

gL 50 N n 1Img n q 1 LvgGr Q Q
80 * 200 * 220 * 240 * 260
: QLHONQSQQQQOQGIe/0/PInEgN- P TN| \Y SIEETINS SVA VAN T NIKNNLVYG----- [EGMN Vi
——————————— (OO0 L P KA ) ILVHG-----G[eaG

gqq 6FPK a 6 5 p6 6 N gl spg R glal nn g Vv 6g gv Vat SP

280

: NHIE M GNARTIPE SR
: NQIPM GTMP .-

: NRIEPY NADTRS

: vs SG EDTI=SE

Arabidopsi :

S ks dt SPVP F rGr4 6eKV6ERR 4RMIKNRESAarsrarkqayt ele e

Anexo 3. Alinhamento da sequéncia proteica de ABF1, obtida pelos primers degenerados para

ABF com sequéncias homologas. Alinhamento entre a sequéncia proteica de ABF1, obtida pelos

primers degenerados para ABF, e entre sequéncias 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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T AN PN NG SIS0 0T R PO 0ONHOPROQQ - - -~ - === === === ==
—————— .EFGIGIPIQNSISFNI————NNSSMIMN@APGIGIKTMQQIQQPHQQILQQPHQ———————————————————————

e PPOSRRO0 M INANT )L TGS - GEAIDEIRSRLNNNS  :
H itk QEERANRAUIADINVKE S SGVKDR SNVGA - - NLJ=6)- - |3 TOLIGEPNN-GEIMDEESRLKNAN
¢ ——LPRTLSQISRANAINDINIKET SG----- GAGS--NLHe - -IX TLEE&TLEEFL
: —TLPRTLSHSRUIRAUINDYSKEHGGGKDGNSVGVPPNIEOTON QQTEGEITLEEFL RA
LTLPRTLSQKTVDEVWKYENSKEGSNGNTGTDALE ——————— )
ktvdevw pgd ROQT1gE6TLEeFL 4AGVV4ED g Nn Gf5 1s
* 100 * 120 * * 160 *

49
76
71
88
71

;135
: 137
. 132
. 152
: 132

: 217
: 209

: 271
: 282
: 288
. 312
ESLKLVNQDLQ- :

258

;205
1 229
. 184



JCcABF1 53
Ricinus 64
Populus 90
JcABF1 143
Ricinus 154
Populus 180
* 200 * 220 * 240 * 260 *
JCcABF1 A( A 224
Ricinus 238
Populus 266
360
JCABF1 ‘ GTGCA : 314
Ricinus : @ TCAGCAGCASCACEYMIENIN]
Populus : ) GABCCTCTCAACIA C T A il : 337
Cttcta tttagct TgAaTGtaGGtGGaATCAGAtCCTCTCAaCcACTA tcagcagca cag
* 380 * 400 * 420 * 440 *
JCcABF1 : [EETGCATCAGAACCAGCCCCAGCAGCAGCAGCTGCATCAGAACCAGCCCCAGCAGCAGCAGCTGCATCAGAACCAGCCCCAGCAGCAGCA @ 404
Ricinus & [ ——-———————--— oo : 318
POPUlUS & —mmmm oo oo oo : -
gc
460
JCABF1 : GCTGCATCAGAHI ( C \ARNCCAICA RS G GC| : 488
Ricinus : ----------- AC e ( .; AGHCIGC AR G 1 394
Populus : -===-------------------(§ G CTC ( AGCCAGCA A G GCl : 405
acc g ccagCcgCAGCc CAGCAGCAGCAGCCtCTCTTcCCCAAgcCagCA AaTgTgGcaTTTGCatc ccTgT
JCcABF1 578
Ricinus 484
Populus 495
JcABF1 668
Ricinus 574
Populus 585
JcABF1 758
Ricinus 661
Populus : ) \ ) G : 672
GAT gCAARAaaGTaatgCaGAtACgcCTTc aCTATCaCCAGTTCCtaacataTTTgG CGGGGAAGaAAAgCcAGtGCaGCTtTGGA
820 * 840 * 860 * 880
JCcABF1 \I\G 3 ( GA T A A A A A G A G A T e8] G A : 810
Ricinus G \A 740
Populus : \GG A G A A A A A G A G A G T A e R : 723

AAgGTaaTTGAGAGAAGqCAccGGAGaATGATtAAAAAccGAGAchaGca

Anexo 4. Alinhamento da sequéncia nuclettidica de ABF1, obtida pelos primers degenerados
para ABF com sequéncias homologas. Alinhamento entre a sequéncia nucleétidica de ABF1 obtida
pelos primers degenerados para ABF, e entre sequéncias 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).
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JCABF2 G QR OOTHGEMTLEEFL Y
Ricinus ROQTEGEMTLEEFL 79
Populus : SIEK VIWK EYAIN—— T SAEVANNNAE- 79
Solanum : ] NSVVPP———TQ EITLEEFL ;89
Arabidopsi : V {DLSK\UERH GGSNLSQVAQAQSQSP 0 ( | . 82
o} lqrqgsltlprTLS KTVD2VW4D6SKe g g g np 0 RQquGE6TLEEFLVRA
100 * 120 * 140 * 160 * 180
JCABF2 : 134
Ricinus : { : 170
Populus : . { G NN TNQISLQSSNLPLNGNGFRSNQ‘QVQQQQQQQ———— : 158
Solanum  : (AW ARK G ( - - MO AN AN R Tlo 0 OBR PR BN HGP ¢ 179
Arabidopsi : 3 Al G GFS EFQQPSPRVﬂAAGVMGNLGAETANSLQV NVNGIR 00 : 168
GVVREdaq Aad4d n gg Gd nN g500 nn 6 6g snLPLNVNG R3 q g gqQQ qg
* 200 * 220 * 240 * 260 *
JCABF2 / G { : 205
Ricinus { : 241
Populus { : 226
Solanum : ( J { : 269
Arabidopsi : Q ) \ : ! NUEITEIo/SIBTNNYGEVOGASAAT PEAME SS g : 239
q IfPKQP gY tgb S PG6R G 66G6gDg 6 qag gg g 6G6G vat SP 1SSdG6 K

JCABF2 ¢ 250

Ricinus : 311

Populus 1 280

Solanum : e : 334

Arabidopsi : S[ENSEIIES G GRK] {VVERRQR : 303

SNGD3sS6SPvPY6FnGg RGR4 g VEKVVERRQRRMIKNRESaarsrarkq

Anexo 5. Alinhamento da sequéncia proteica de ABF2, obtida pelos primers degenerados para
ABF com sequéncias homologas. Alinhamento entre a sequéncia proteica de ABF2, obtida pelos
primers degenerados para ABF, e entre sequéncias 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).

69



JcABF2
Ricinus
Populus
Arabidopsi

JcABF2
Ricinus
Populus
Arabidopsi

JcABF2
Ricinus
Populus
Arabidopsi

JcABF2
Ricinus
Populus
Arabidopsi

JcABF2
Ricinus
Populus
Arabidopsi

JcABF2
Ricinus
Populus
Arabidopsi

JcABF2
Ricinus
Populus
Arabidopsi

JcABF2
Ricinus
Populus
Arabidopsi

JcABF2
Ricinus
Populus
Arabidopsi

JcABF2
Ricinus
Populus
Arabidopsi

JcABF2
Ricinus
Populus
Arabidopsi

Anexo

60
T CHENT

GEN® T Ty ARNT €2
*GGTACAAGATGGTGTTGGTCTCCAGCGCCA GGeT Clel®T(e G G| Alel T(€
YNG GENT C[eNNT[€] SARYT
t cag g ca gg tc t ac tgcc g ACa T AGcCagAAGAC GT GAtGAgG
* 100 * 120 * 140 * 160
g C TAAlRG
CTAAT

AcTEG]
c AATngCCcCa

CT—
GC T
EeccTe

ATAACTGTG TCcAAC
GGCAGCagACLTT GG GA ATGAC T GAGGA TTTtTGngaGaGCTGGgGT GT AGaGAaGAT tc a T got

300 320

tgCA tC tCgaaTTT cc tTgAA gttaatGGg t AgatcaaAtCAggcAcA taCAgCAGcaGCagCA CAgca c

* 500

b -\ €/C AEIINGCAGCAGCIAN C
[&/ NS APNC AINSFNGCAGCAGCINAATATT®

IV -Nelalelc AleF NG CAGC A G ChNe ~ FGIFNe!
a ca gcagcagc aAtatt CCtaAgCachtaat tGggataTgtgACacag TgCCT

CAaa tAgtcctG
* 600 * 620 * 640
A
Gl
G|
AAT C
gAaTTag gTGgaat TGgg ATtgg gAtcAgGgg Tt TgG g T tgAtgcAgggTgg Agg aTgggAaTGgtT

* 660 * 680 * 700 * 720

tGt Gc aCaGG TCACctgc aAcCAgCT tcctc GAtgg at

ggatTAGg AagAG Aa Gg GAtAc tcT

* 800
T
T
T
T
T

CagTaTCaCCAGTtCC TATGT tTTAATgGAth aaGagG Ag AgAGc tgg gctgT GAGAAGGTggTtGAg

i

AGGAGGCAgAG AGAATGATcAAgAAccG GA TC GCtgc ag tc g gctcg aagcaggcttat

6. Alinhamento da sequéncia nucleétidica de ABF2, obtida pelos primers degenerados

para ABF com sequéncias homologas. Alinhamento entre a sequéncia nucleétidica de ABF2 obtida

pelos primers degenerados para ABF, e entre sequéncias 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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62
80
81

100
134
152
162

180
214
232
243

250
284
299
321

310
365
359
381

391
446
435
462

469
527
497
543

549
607
577
621

630
688
655
692

711
769
736
764

749
838
817
839



Ricinus AT DEETVHOYYNGYCNNILWPLFHYLGLPQEDRLATTRSFOSQFAAYKKANQMFADVVNIMHYEEGDVVIWCHDY HLMEF LPKC LK
Populus HIFLDEETVHQYYNGYCNNILWPLFHYLGLPQEDRLATTRSFQSQFAAYKKANQMFADVVNQHYEEGDVVWCHDY HLMY LPKC LK R}
Solanum T DEETVHOYYNGYCNNILWPLFHYLGLPQEDRLATTRSFQSQFAAYKKANQMFADVVNEHYEEGDVVIWCHDY HLMF LPKC LK R
INCTM Ko lol R T DEE TV HOY YNGYCNNI LWPLFHYLGLPQEDRLATTRSFQSQFAAYKKANQMFADVVNEHYEEGDVVHCHDY HLMFLPKCLK IECH]
Jcurcas e MHOYYNGYCNNILWPLFHYLGLPQEDRLATTRSFQSQOFRAYKKANQMFADVVNERYEEGDVVWCHDYHLMFLPKCLK [N

£1deeivHQYYNGYCNNILWPLFHYLGLPQEDRLATTRSFQSQFaAYKKANQMFADVVN HYEEGDVVWCHDYHLMSLPKCLK

* 100 * 120 * 140 * 160

Ricinus HE NIV VGIWE LHT PFPSSETHRTLPSRSELLBISVLAADLVGFHTYDYARHFVSACTRILGLEGTPEGVEDQGRLTRVAAFP T IENYY
Populus ¢ NN KVGWFLHTPFPSSEIHRTLPSRSELLRSVLAADLVGFHTYDYARHFVSACTRILGLEGTPEGVEDQGRLTRVAAFPI . 166
Solanum : DYNSQMKVGWFLHTPFPSSEIHRTLPSRSELLREVLAADLVGFHTYDYARHFVSACTRILGLEGTPEGVEDQGRLTRVAAFPI : 166
ENCToRRolo] R ANEMNF 1S KVGWE LHT PFPSSETHRTLPSRSELLRSVLAADLVGFHTYDYARHFVSACTRILGLEGT PEGVEDQGRLTRVAAF P T IR
Jcurcas HE Y N@NMKVGWELHT PFPSSETHRTLPSRSELLRSVLAADLVGFHTYDYARHFVSACTRILGLEGT PEGVEDQGRLTRVAAF P I RN

eYN MKVGWFLHTPFPSSEIHRTLPSRSeLLrsVLAADLVGFHTYDYARHFVSACTRILGLEGTPEGVEDQGRLTRVAAFPI

X 180 * 200 * 220 *

Ricinus G T DSIMRETRALEVROVOEH IKELKERFINGRKVMLGVDRLDMIKGI POKILAFEKFLEENK)s! : 230
Populus G IDSRETRALELBOVOEH IKELKERFIGRKVMLGVDRLDMIKGI POKILAFEKF LEENSA 1 228
Solanum : GIDSERFIRALEVEQVQEHIKELKERF‘GRKVMLGVDRLDMIKGIPQKILAFEKFLEENPY 1 228
Arabidopsi : GIDSDRFIRALEVPEVRQHMKELKERFTDRKVMLGVDRLDMIKGIPQKILAFEKFLEEN‘N : 230
Jcurcas NG DSIMREFTRALELBOVOWH IKELKERFEGRKVMLGVDRLDMIKGI POKILAFEKFLE 2 217

GIDS RFIRALE6p2Vq HOKELKERF gRKVMLGVDRLDMIKGIPQKILAFEKFLEen w

Anexo 7. Alinhamento da sequéncia proteica de T6PS, obtida pelos primers degenerados para
T6PS com sequéncias homologas. Alinhamento entre a sequéncia proteica de T6PS, obtida pelos
primers degenerados para T6PS, e entre sequéncias 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 I T T ————— —— ——— : -
Ricinus : G : 65
Populus H T A 52
Solanum H EAABIGTGCCAGATGACEN 71
Nicotiana : EAAGMGTGCCAGATGA[CE 82
gga tttgaggc a atggattgg tgggc gg gt aa gtgccagatga
Jcurcas I T ————————— 7
Ricinus H 147
Populus H 134
Solanum : 153
Nicotiana : 164
gg caga ggc cttact a gc tggc gaaaa aggtg at cc gt tt ct ga gaaga attgt CATCA T
Jcurcas : 89
Ricinus : 229
Populus H 216
Solanum : 235
Nicotiana : 246
Jcurcas H 171
Ricinus : 311
Populus : 298
Solanum H 317
Nicotiana : 328
Jcurcas H 253
Ricinus : 393
Populus H 380
Solanum : 399
Nicotiana : 410
420 * 440 * 460 * 480 *

Jcurcas : 5 335
Ricinus H 475
Populus : 462
Solanum H 481
Nicotiana : 492
Jcurcas : 417
Ricinus : 557
Populus H 544
Solanum : : 563
Nicotiana : CeeG{el8T(erNijigyc(eHgy BTTTCABACCTATGACTATGCAAGECATTTOGTEAGTGC@TGTACT TATGCTEGGAC TN : 574

GC GC GAtTT GTTGG TTTCAtACCTATGACTATGCAaGgCATTTtGTtAGTGC TGTACTCGTAT CTtGGaCT GA
Jcurcas : 499
Ricinus : 639
Populus : 626
Solanum : 645
Nicotiana : [eAINeTeeCleyvNelel (epy €N ey NNey:VNele T NE " (of} 656

GG AC CCtGAAGGaGT GA GATCAAGG AG CTGAC
Jcurcas : 581
Ricinus : 721
Populus H 708
Solanum : 727
Nicotiana : PNEIC A GCAC TG ALNE| T I§C A 738

T GAGCaCT GA T ccTcAAGT CAGGA CA AT AAAGAacT AAaGA AGATTTgCTGG GAAAGGT ATG TAGG

* 780 * 800

Jcurcas : [SURINEY NV NUNE NPV E[eN . T TCCACAAAAGATACTTGCTTTCGAAAAATTCCTCGAA : 648
Ricinus : TTCCACAGAAGATACTAGCAT-————————————————— : 771
Populus H IMATTCCACAGAAGATTCTTGCATTTGAA———————————— : 763
Solanum HI A G T TG A CGCC T TGA T AT GA T T A ARG G A e b b b ke ke bk : 755
Nicotiana : AlcigyerNie T T GA T AT GA T T A A G G A i e e : 766

GTTGAtCGCCTTGATATGATTAA GGA

Anexo 8. Alinhamento da sequéncia nucleétidica de ABF2, obtida pelos primers degenerados
para ABF com sequéncias homologas. Alinhamento entre a sequéncia nucleétidica de ABF2 obtida
pelos primers degenerados para ABF, e entre sequéncias 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).
72



