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Jatropha curcas em função da salinidade. Dr. Marcelo Francisco Pompelli (orientador); Prof. 

Dr. Tercilio Calsa Junior (coorientador). 

 

RESUMO  

O pinhão-manso (Jatropha curcas L.) é uma oleaginosa de importância econômica atrelada à 

sua capacidade de geração de óleo para as indústrias de biodiesel. J. curcas ainda se destaca 

pela sua fácil adaptação às vastas condições edafoclimáticas, mesmo em regiões áridas e 

semiáridas. Neste cenário, se faz necessário a compreensão das respostas fisiológicas e 

moleculares de diferentes genótipos da espécie sob estresse abiótico. Sendo assim, objetivou-

se estudar possíveis alterações ecofisiológicas, nutricionais e moleculares em diferentes 

genótipos de J. curcas submetidos ao estresse salino. Para isso, foram selecionados seis 

genótipos de pinhão-manso, os quais receberam diferentes concentrações de sal, respectivas a 

cada tratamento salino (0, 250, 500 e 750 mM de NaCl) por 48 horas, seguida de lavagem do 

substrato para remoção do NaCl do sistema para promover recuperação das plantas por 35 dias. 

A fim de determinar o acúmulo diferencial de proteínas relacionadas às respostas à salinidade, 

foram selecionados, com base nos dados ecofisiológicos, dois genótipos com respostas mais 

contrastantes, sendo um com características de tolerante e outro de maior sensibilidade. Com 

relação as plantas submetidas ao tratamento mais severo, foi possível notar que os genótipos 

CNPAE112, CNPAE114 e CNPAE183 apresentam uma rápida recuperação das taxas 

fotossintéticas após atingirem o máximo estresse, bem como menores danos ao aparato 

fotossintético, diferente de CNPAE218 e CNPAE304, os quais não apresentaram recuperação 

completa. Os genótipos CNPAE112 e JCAL171 revelaram um maior desbalanço metabólico, 

quando comparado ao CNPAE183, que apresentou maior eficiência metabólica. Diante disso, 

analisando conjuntamente os dados obtidos, verificou-se que os genótipos CNPAE112, 

CNPAE114 e CNPAE183 apresentaram maior tolerância ao estresse salino, enquanto os 

CNPAE218 e CNPAE304 se mostraram mais sensíveis. O genótipo JCAL171 apresentou uma 

tolerância moderada, quando comparada aos outros genótipos. Sob estresse salino, o genótipo 

mais tolerante (CNPAE183) apresentou o acúmulo de proteínas de diferentes vias importante 

para a resposta à salinidade, incluindo produção de proteínas envolvidas na sinalização, 

metabolismo antioxidativo, como catalase, bem como enzimas importantes de diferentes vias 

energéticas e metabólicas, como fotossíntese e glicólise, garantindo sua eficiência e 

desenvolvimento. Dessa forma, os resultados revelam que a ativação das respostas biológicas 

da espécie em condição salina são genótipo dependentes. 

Palavras-chave: Biodiesel; NaCl; Pinhão-manso; Tolerância; Trocas gasosas; Gel 2D
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fevereiro de 2018. Ecophysiological aspects and proteomic analysis of different genotypes of 

Jatropha curcas as a function of salinity. Dr. Marcelo Francisco Pompelli (advisor); Dr. 

Tercilio Calsa Junior (Co-advisor). 

 

ABSTRACT 

Physic nut (Jatropha curcas L.) is an oleaginous plant economically important, mainly due to the high 

capacity of oil production for the biodiesel industries. In addition, this species stands out for its high 

adaptation to the different edaphoclimatic conditions, including in arid and semi-arid regions, where it 

occurs shortage of water and high salinity in the soil, conditions that cause damages, to the cultivated 

plants, resulting crop yield losses. Therefore, it is necessary to understand the physiological and 

molecular responses of different genotypes of J. curcas under salt condition. Thus, the aim of this work 

was to study the ecophysiological, nutritional and molecular responses in different genotypes of J. 

curcas submitted to saline stress. 90 days old plants of six genotypes of physic nut received different 

concentrations of salt (0, 250, 500 and 750 mM NaCl) for 48 hours. Right after, the NaCl was removed 

from the substrate for complete recovery of the plants. Regarding the plants submitted to 750 mM NaCl, 

it was possible to notice that the genotypes CNPAE112, CNPAE114 and CNPAE183 showed a rapid 

recovery of the photosynthetic rates after reaching the maximum stress, as well as less damages to the 

photosynthetic apparatus. Genotypes CNPAE218 and CNPAE304 had no complete recovery even after 

35 days. Genotypes CNPAE112 and JCAL171 showed greater metabolic imbalance than CNPAE183, 

which showed higher metabolic efficiency. Therefore, CNPAE112, CNPAE114 and CNPAE183 

genotypes showed higher tolerance to salt stress, whereas CNPAE218 and CNPAE304 were the more 

sensitive ones. The genotype JCAL171 had a moderate tolerance than other ones. In order to determine 

the differential accumulation of proteins related to salinity responses, the most sensitive (CNPAE218) 

and tolerant genotypes (CNPAE183) were selected for analysis. Under salt stress, the tolerant genotype 

showed proteins of energetic, metabolic and antioxidant pathways that ensure the successful 

development of this genotype. Thus, the results indicate that the activation of the biological responses 

in saline condition is closely related to the genotype. 

 

 

Keywords: Biodiesel; NaCl; Physic nut; Tolerance; Gas Exchange; 2D PAGE 
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INTRODUÇÃO 

 

A salinidade tem sido relatada como um dos estresses ambientais mais severos e 

limitantes para o cultivo em larga escala (Roy et al., 2014), afetando mais de 20% das áreas 

cultivadas do mundo (Gupta e Huang, 2014), fato que pode ser agravado devido ao aquecimento 

global e práticas inadequadas de técnicas de irrigação (Ladeiro, 2012). No Brasil, essa 

problematização ocorre principalmente na região árida e semiárida nordestina devido às suas 

condições ambientais extremas, caracterizado, principalmente, pelo baixo índice pluviométrico 

e elevada demanda evaporativa.  

Assim como o estresse hídrico, o sal interfere na fisiologia e no metabolismo dos 

vegetais (Slama et al., 2015), uma vez que a salinidade é frequentemente acompanhada por 

déficit hídrico. O aumento da salinidade no solo diminui o potencial osmótico da solução de 

solo e dificulta a absorção de água pelas raízes, o que leva ao fechamento estomático, com 

consequente redução na captação de CO2, elevação da razão O2/CO2 nos cloroplastos e uma 

diminuição das taxas de fotossíntese, favorecendo a fotorrespiração (Noctor et al., 2002). Além 

disso, ao mesmo tempo em que há uma redução na absorção de água, a presença de íons de Na+ 

e Cl- podem se acumular nas folhas, promovendo um efeito citotóxico, afetando os processos 

fisiológicos das plantas (Gupta e Huang, 2014). Ademais, estes sais podem inibir atividade 

enzimática em vias metabólicas importantes (Foyer e Shigeoka, 2011) diminuindo a eficiência 

do uso do carbono, e degradando proteínas e estruturas da membrana (Flagella et al., 2004; 

Garg e Singla, 2004; Gupta e Huang, 2014). Todos esses danos culminam, a longo prazo, na 

diminuição de biomassa e produção vegetal (Roy et al., 2014). 

Diante dessa problemática, os constantes estudos e pesquisas são indispensáveis para a 

compreensão dos mecanismos de sobrevivência das plantas à salinidade. Nesse sentido, há uma 

crescente demanda por espécies com impacto econômico e tolerantes a ambientes salinizados, 

uma vez que as projeções futuras sobre alterações climáticas e aumento da população mundial 

também sugerem aumento da extensão da área afetada pela salinidade (Allbed e Kumar, 2013). 

Nesse cenário, espécies oleaginosas como o pinhão-manso (Jatropha curcas) despertam grande 

interesse, atribuído principalmente pela produção e ampla utilização comercial do seu óleo, 

indicado desde o setor farmacêutico e cosmético até a indústria de biodiesel (Pandey et al., 

2012). 

O pinhão-manso se encontra amplamente distribuído em diversas condições 

edafoclimáticas, inclusive em regiões áridas e semiáridas, as quais poucas espécies cultiváveis 

toleram (Putten et al., 2010). Diversos estudos têm sido desenvolvidos com J. curcas, inclusive 

estudos abordando salinidade, como os trabalhos de Silva et al. (2010), Campos et al. (2012) e 
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Silva et al. (2015). Porém, não há consenso sobre a tolerância dessa espécie ao estresse salino. 

Além da espécie, outros fatores são responsáveis por promover diferentes respostas vegetais 

frente a condição estressante, como a duração e intensidade do estresse, bem como fatores 

intrínsecos da planta como idade e variedade ou genótipo (Munns, 2011).  

Neste contexto, a investigação fisiológica e molecular de diferentes genótipos de J. 

curcas se mostra importante para a exploração do potencial da biomassa atribuído a essa 

espécie, bem como a compreensão dos mecanismos de ativação das diferentes rotas de respostas 

de aclimatização às novas condições impostas, auxiliando assim no processo de seleção de 

genótipos elite, de modo a servir como importante ferramenta no melhoramento genético da 

espécie. Sendo assim, esse estudo buscou testar as seguintes hipóteses: i) os diferentes 

genótipos de J. curcas apresentam diferentes mecanismos de tolerância ao estresse salino, tanto 

no que tange as alterações nas trocas gasosas quanto balanço nutricional e ii) alterações no perfil 

proteômico refletem a condição de tolerância e sensibilidade do genótipo da espécie. 

 

REVISÃO DE LITERATURA 

 

1. Histórico do biodiesel 

 

A queima de combustíveis fósseis, principal fonte de energia na atualidade, provoca a 

liberação de gases, como o dióxido de carbono (CO2) e o dióxido de enxofre (SO2) na atmosfera 

(Marengo et al., 2012). O acúmulo destes gases favorece diretamente o aumento da temperatura 

global média, afetando fortemente a amplitude e a distribuição das chuvas, assim como a 

elevação dos níveis oceânicos, em decorrência do derretimento das calotas polares e o aumento 

na frequência e intensidade de fenômenos climáticos extremos (Marengo et al., 2012; Shahbaz 

e Ashraf, 2013). 

Diante disso, se faz cada vez mais necessário o investimento em uma nova matriz 

energética, com fontes de energia limpa e renovável. Dentre estas fontes, destaca-se os 

biocombustíveis, objeto de pesquisas em muitos países do mundo. Dentre os principais 

biocombustíveis destacam-se o biogás, bioetanol, biometanol, bio-hidrogênio e o biodiesel 

(Escobar et al., 2009; Lindfeldt e Westermark, 2009; Fontes e Fontes, 2010).  Esse último é um 

combustível biodegradável, que apresenta algumas características peculiares   como:   (i)   é   

virtualmente   livre   de   enxofre   e   compostos aromáticos, (ii) apresenta um alto teor de 

cetanos, (iii) possui aproximadamente 11% de oxigênio (O2), (iv) possui maior viscosidade e 

maior ponto de fulgor que o diesel comercial, (v) tem um nicho de mercado específico 

diretamente associado às atividades agrícolas; (vi)  tem preço de mercado relativamente 

superior ao diesel comercial (Ramos, 1999). Porém, com o incentivo e avanços nas pesquisas 
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para o aproveitamento dos subprodutos, como a glicerina e a torta residual da extração do óleo 

(Arroyo et al., 2014), a produção de biodiesel pode ser obtida a um preço menor e mais 

competitivo do que o óleo diesel convencional (Parente, 2003). 

No Brasil, as pesquisas com combustíveis alternativos tiveram início por volta da 

década de 1920, com a criação do Instituto Nacional de Tecnologia (INT), o qual visou o 

desenvolvimento sustentável do Brasil, através da pesquisa tecnológica e estímulo da inovação 

(Brasil, 1985). Contudo, a produção e o uso de biocombustíveis no Brasil só tiveram início na 

década de 1970 com o Programa Nacional do Álcool (Pró-álcool), o qual visava a substituição, 

em larga escala, dos derivados de petróleo. Porém, somente cinco anos mais tarde, com o 

Pró-óleo (Plano de produção de óleos vegetais para fins energéticos), a produção de biodiesel 

passou a ganhar destaque como uma fonte alternativa de energia (Farias, 2012). Posteriormente, 

só no século XXI, o Brasil cria o Programa Nacional de Produção e Uso do Biodiesel (PNPB), 

o qual estabeleceu a obrigatoriedade da mistura de pelo menos 2% de biodiesel ao diesel 

convencional, em todo país, a partir de 2008. Essa mistura geraria uma demanda anual de dois 

bilhões de litros de biodiesel a serem produzidas a partir daquele ano (Sebrae, 2010). Além do 

acréscimo da produção de biocombustível, esse programa também estimularia pequenos 

produtores rurais, concedendo redução de tributos federais para indústrias que utilizassem 

matérias-primas destes produtores (Duarte, 2008). Esses investimentos foram sentidos 

prontamente quando o Brasil, em 2010, foi elevado ao posto de segundo maior produtor de 

biodiesel do mundo (Brasil, 2011), ficando atrás apenas da Alemanha. Atualmente, a produção 

e uso de biodiesel vem sendo encorajados por ecologistas e empresas de todo o mundo; de 

forma que o Brasil tem se tornado uma importante potência na produção do biodiesel,  

principalmente por sua vantagem de liderança na geração de bioenergia (Fontes e Fontes, 2010). 

No mercado de utilização do biodiesel, o óleo de espécies vegetais já tem sido muito 

apreciado pela aviação civil, a qual é utilizada no setor desde 2008, pela empresa Air New 

Zealand, que substituiu metade do combustível de aviação tradicional pela opção ecológica, 

obtendo-se uma mistura com resultados muito promissores. A partir desse momento, outras 

companhias aéreas anunciaram a incorporação do biodiesel ao combustível convencional em 

suas aeronaves, chegando a testar uma mistura de 70% de óleo de origem vegetal com 30% de 

origem fóssil. De acordo com a European Aviation Safety Agency o plantio de espécie produtora 

para suprir a demanda por biodiesel na aviação, poderia levar a uma absorção anual de cerca de 

1.394 toneladas de carbono por hectare (Torres et al., 2011; Van Rooijen, 2014), reduzindo em 

até 80% as emissões de carbono, se comparado ao querosene atualmente utilizado na aviação. 

Segundo a agência supracitada, essa meta deve ser atingida até 2050, com expectativas de 

antecipação para 2030 (Airbus, 2016). 
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Nos últimos anos, cerca de 80% da produção de biodiesel no Brasil vem da soja (Brasil, 

2016), um vegetal que apresenta destinos diversos, especialmente ligados à alimentação animal 

e humana, com fortes impactos sobre a balança comercial dos países produtores (Acikgoz et 

al., 2009). Nesse contexto, algumas plantas oleaginosas vêm se destacando com grande 

potencial para a produção de biodiesel, inclusive por não ser utilizado para a alimentação 

humana. Dentre essas, encontra-se o pinhão-manso (Jatropha curcas L.) (Pompelli et al., 2011; 

Kumar, 2012; Singh, Singh, Rao, et al., 2013). 

 

2. Jatropha curcas L. 

 

O pinhão-manso (Jatropha curcas L.), pertencente à família Euphorbiaceae, compõe 

um grupo de cerca de 170 espécies do gênero Jatropha amplamente distribuídas pelas 

Américas, Ásia e África (Henning, 1999). Embora não se conheça ao certo o seu centro de 

origem (Achten et al., 2010), estudos indicam que a espécie é nativa dos países da América 

Central, ocorrendo de forma espontânea em cerca de 80 países na região intertropical, 

estendendo-se sua distribuição em outros países como Índia, China e Malásia (Singh, Singh, 

Raghuvanshi, et al., 2013; Singh, Singh, Shukla, et al., 2013) (Figura 1). 

Figura 1. Centro de origem e distribuição de Jatropha curcas L. no mundo. Adaptado de Silitonga et al. (2013) 

 

No Brasil, J. curcas está presente em todas regiões do país, ocorrendo naturalmente 

desde o estado do Maranhão até o Paraná, sobretudo nos estados de Goiás e Minas Gerais, 

bem como no Nordeste brasileiro (Epamig, 2003; Arruda et al., 2004). O pinhão-manso 

apresenta essa ampla distribuição geográfica devido sua rusticidade, pouca exigência 

nutricional, resistência à longas estiagens, sendo assim adaptável a uma vasta condição 

edafoclimática (Putten et al., 2010).  
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Botanicamente, o pinhão-manso é classificado como um arbusto monóico, perene, de 

fácil propagação e rápido crescimento, embora haja registros de plantas com mais de 5 m de 

altura (Sunil et al., 2013). Suas folhas são verdes e alternas, esparsas e largas, apresentando na 

maturidade entre 6 a 15 cm de comprimento, com forma variando de cordiforme à 

palmatilobada, com 1 a 6 lóbulos (Sunil et al., 2013). Segundo a classificação de Eamus (1999), 

o pinhão-manso é uma espécie semidecídua, entretanto, em regiões mais inóspitas, como o 

sertão nordestino, a espécie costuma se comportar como uma planta caducifólia, perdendo 

totalmente suas folhas durante a estiagem (Singh, Singh, Rao, et al., 2013; Singh, Singh, 

Shukla, et al., 2013). Nestas localidades, a queda quase total das folhas pode ser considerada 

como uma estratégia para reduzir a perda de água por transpiração em condições mais severas, 

podendo haver um ressurgimento de novas folhas, logo após as primeiras chuvas (Fernandes et 

al., 2013).  

A espécie apresenta várias potencialidades e aplicações: (i) na perspectiva ambiental, a 

planta pode ser utilizada para o controle da erosão do solo (Reubens et al., 2011) mesmo em 

áreas com solos áridos, devido à estabilidade da estrutura de suas raízes, contribuindo assim 

para um aumento da cobertura vegetal em ambientes muito secos. Além disso, estudos tem 

reportado o pinhão-manso como um potencial fitorremediador de solos contaminados por semi-

metais e metais pesados (i.e. Al, Fe, Cr Mn, Ar, Zn, Cd e Pb) (Jamil et al., 2009; Yadav et al., 

2009), bem como com hidrocarbonetos de petróleo (Agbogidi et al., 2013); (ii) no setor 

farmacêutico, a espécie apresenta uma relevância medicinal desde sua descoberta. O gênero 

Jatropha provem do grego giatros (médico) e trophe (nutrição), uma vez que todos seus órgãos 

e derivados como óleo e látex podem ser empregados na área medicinal como no tratamento de 

inflamações, queimaduras e cefaleias (Osoniyi e Onajobi, 2003; Mujumdar e Misar, 2004; 

Kaushik et al., 2007), bem como na produção de purgativo, sabões e lubrificantes (Tapanes et 

al., 2008).  

Dentre suas utilidades, a grande importância econômica do pinhão-manso se deve ao 

seu potencial para a produção de biodiesel, devido ao alto teor de óleo encontrado nas sementes, 

que pode variar entre 27 a 40% (Achten et al., 2007), sendo dependente do genótipo utilizado 

e da condição de manejo de cultivo (Ahoton e Quenum, 2012; Kumar, 2012; Singh, Singh, 

Shukla, et al., 2013; George et al., 2016). Estudos indicam que o pinhão-manso apresenta uma 

vida reprodutiva de cerca de 40 anos, produzindo, em média, 2,37 t ha-1 de sementes por ano 

(Rocha et al., 2016), correspondendo a aproximadamente 540 a 680 litros de óleo por hectare 

(Pompelli et al., 2010; Pandey et al., 2012). Essa produtividade, entretanto, é dependente das 

condições ambientais e de cultivo entre as plantas, podendo ser afetada em locais com 

precipitações reduzidas (Openshaw, 2000). 
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O óleo produzido a partir do pinhão-manso tem indicação como lubrificante, além de 

combustível usado em motores a diesel (Kumar e Sharma, 2008). Segundo Bastos (2003), 

quando comparado a outras espécies oleaginosas (e.g. Ricinus communis e Elaeis guineensis), 

o óleo do pinhão-manso mostra-se superior, devido ao seu baixo custo de produção e, 

principalmente, sua composição rica em ácidos graxos insaturados, chegando a valores de até 

73% (Kumar e Sharma, 2008). As propriedades do biodiesel extraído do pinhão-manso, quanto 

a fluidodinâmica, viscosidade, massa específica e ponto de fulgor atendem as especificações da 

portaria da Agência Nacional do Petróleo, Gás Natural e Biocombustível (ANP) e da Sociedade 

Americana de Teste e Materiais (ASTM), sendo indicado como dentro dos padrões de produção 

de biodiesel e adequado para motores a diesel  (Mofijur et al., 2013).  

A torta, resultante da extração do óleo, pode servir como base na alimentação animal, 

desde que devidamente processada para a retirada de substâncias tóxicas (Arroyo et al., 2014). 

Além disso, os subprodutos do pinhão-manso também podem ser aproveitados em aplicações 

industriais, nas quais o resíduo da extração do óleo pode ser transformado e utilizado como 

fertilizante natural devido, principalmente, aos altos teores de nitrogênio, potássio, fósforo e 

matéria orgânica presentes na torta (Pompelli et al., 2011). 

Diante disso, na última década, o pinhão-manso vem recebendo atenção mundial e 

inúmeros investimentos com estudos visando o melhoramento genético e o aumento da 

produtividade. Nesse sentido, a empresa norte-americana SG Biofuels lançou uma das primeiras 

cultivares elite de pinhão-manso, em 2010, portando, atualmente, mais de 12.000 genótipos 

únicos conservados em sua coleção de germoplasma (Digest, 2011). No Brasil, a EMBRAPA 

Agroenergia (Brasília - DF) em conjunto com a EMBRAPA Algodão (Campina Grande - PB) 

se destacam por apresentar, desde 2008, projetos envolvidos na preservação de bancos ativos 

de germoplasma (BAG) de J. curcas provenientes de diferentes regiões do país, os quais 

dispõem de uma coleção de cerca de 400 genótipos (Laviola et al., 2010; Sousa et al., 2011). 

Dessa forma, o desenvolvimento de pesquisas que visam a maior produtividade e o aumento da 

tolerância às condições extremas de espécies economicamente importantes, como o pinhão-

manso, pode contribuir para domesticação dessa espécie, tornando-a uma opção potencial para 

o cultivo de pequenos e médios produtores do nordeste brasileiro. 

 

3. Salinidade do solo 

 

Várias condições ambientais, como alta temperatura, poluição por metais pesados, seca, 

inundação e salinidade, têm afetado a produção agrícola e a economia ao longo do tempo. 

Dentre essas, o solo salino é reconhecido como uma das principais ameaças aos recursos 

ambientais, acarretando sérios problemas para a agricultura e comprometendo o 
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desenvolvimento e capacidade produtiva das culturas (Shahbaz e Ashraf, 2013). Segundo 

Shrivastava e Kumar (2014), por definição, os solos são caracterizados como salinos quando 

apresentam condutividade elétrica (CE) do extrato de saturação maior do que 4 dS m-1 (~ 40 

mM NaCl) à 25ºC e porcentagem de sódio intercambiável (PSI) igual ou maior a 15%. A 

salinização do solo é um processo dinâmico e natural, decorrente de ação do intemperismo de 

rochas e minerais primários (fonte primária), e/ou podendo ser agravados pela ação humana 

através do desmatamento, o qual promove maior superfície de evaporação do solo, bem como 

através do manejo inadequado de irrigação (fonte secundária), utilizando água de baixa 

qualidade e em condições de drenagem deficiente (Ladeiro, 2012; Allbed e Kumar, 2013).  

Regiões com altas temperaturas e baixos índices pluviométricos, como as regiões áridas 

e semiáridas apresentam, em geral, solos naturalmente salinos, sobretudo, pelo acúmulo dos 

cátions Na
+ 

e Ca
2+ 

e dos ânions  Cl
-
 e SO4

2- 
 (Lacerda, 2005), o que as tornam, com baixo 

potencial agrícola, pela promoção do baixo potencial hídrico do solo. Sendo assim, a exploração 

dessas regiões inóspitas na agricultura só é possível através do uso de técnicas de irrigação, o 

que pode agravar o problema. 

O estresse salino é uma das principais condições ambientais (naturais ou não) que 

resultam em grande impacto no crescimento vegetativo, alterando funções metabólicas, 

fisiológicas e anatômicas, podendo acarretar redução da produtividade de inúmeras culturas 

(Aragão et al., 2010). As consequências associadas à salinização do solo são sentidas em todos 

continentes, afetando cerca de 30% das terras irrigadas (Shrivastava e Kumar, 2014). 

Estimativas indicam que essas áreas vem aumentando progressivamente a uma taxa de, 

aproximadamente 10% por ano, podendo afetar mais de 50% de todas as terras cultiváveis do 

mundo até 2050 (Jamil et al., 2011).  

 

3.1. Estratégias de tolerância ao estresse salino 

 

Segundo Soni et al. (2014), a condição de estresse vegetal é retratada como uma 

alteração da condição fisiológica da planta, causada por um desequilíbrio provocado por fatores 

externos, podendo ser abiótico (e.g., salinidade, temperatura, água) ou biótico (e.g., herbívoros, 

pragas). Ainda segundo os autores, dependendo das condições aplicadas, o estresse pode 

desencadear respostas que variam desde alterações no crescimento e na produtividade vegetal, 

até mudanças no metabolismo celular e na expressão de genes. Assim, o tipo de resposta 

desencadeada por plantas em condição de estresse, pode ser definido de acordo com a duração 

e a intensidade imposta pelo agente estressor (Munns, 2011). Porém, nem sempre o estresse age 

de forma negativa no ciclo das plantas, dependendo da condição e tempo de exposição o estresse 

pode ser classificado como euestresse ou suave e distresse ou severo. O primeiro é dito como 
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um estresse estimulante, sendo um fator positivo ao desenvolvimento vegetal. Já o segundo 

causa danos, se tornando um fator negativo ao crescimento e desenvolvimento da planta, 

podendo levar a morte do indivíduo (Mishra e Prasad, 2016). Independente da sua atuação, o 

estresse é, naturalmente, um fator de seleção contendo elementos destrutivos e construtivos que 

atuam como força motriz para promover a tolerância e adaptação evolutiva (Mishra e Prasad, 

2016).  

A definição da tolerância e sensibilidade vegetal à uma dada condição é determinada de 

acordo com a resposta da planta ao efeito promovido pelo fator estressante, podendo variar  

entre espécie, genótipo, idade da planta, bem como intensidade e tempo de exposição ao estresse 

(Kranner et al., 2010; Munns, 2011). Plantas sensíveis ou tolerantes a salinidade, diferem entre 

si pelas concentrações salinas, podendo ser classificadas como halófitas e glicófitas. As 

primeiras suportam a exposição em altas concentrações salinas (300 – 400 mM de NaCl). Ao 

contrário das halófitas, as glicófitas, as quais compreendem a maioria das culturas, não 

conseguem crescer com água de irrigação salina, apresentando inibição severa e chegando a 

morte em concentrações entre 100 – 200 mM NaCl (Carillo et al., 2011).  

O estresse salino afeta todos os aspectos do desenvolvimento vegetal, desde a 

germinação e crescimento vegetativo, até o período reprodutivo. Esses efeitos deletérios 

causados pela salinidade são relacionados, primeiramente, ao efeito osmótico imposto à planta, 

uma vez que a presença do sal na solução de solo reduz a capacidade de absorção de água pela 

planta (Gupta e Huang, 2014; Parihar et al., 2015), estando também intimamente relacionado 

ao déficit hídrico. Secundariamente, os danos podem ser decorrentes pelo componente 

hiperiônico, promovido pelo efeito tóxico dos elevados teores de íons como Na+ e Cl-, os quais 

interferem na absorção de importantes nutrientes (desequilíbrio nutricional), e desencadeiam 

efeitos deletérios (Willadino e Camara, 2010; Gupta e Huang, 2014), como senescência 

prematura das folhas, inibição das atividades enzimáticas e na fotossíntese (Roy et al., 2014; 

Melo et al., 2017). 

O estresse salino pode afetar a taxa fotossintética direta e indiretamente, sobretudo 

devido a redução da área foliar, alterações anatômicas, efeito citotóxico do acúmulo de íons, 

redução na biossíntese ou degradação da clorofila, danos ao cloroplasto e diminuição da 

eficiência do fotossistema (PS) II, bem como inibição das enzimas do ciclo de Calvin (Zhao et 

al., 2013; Miralles et al., 2016; Silveira e Carvalho, 2016; Sun et al., 2016; Melo et al., 2017).  

A curto prazo, a fotossíntese pode ser comprometida pelo efeito direto do sal, via 

redução de assimilação de CO2 causado pela limitação da condutância estomática (gs) (Flexas 

e Medrano, 2002). Sob condições de baixo potencial hídrico, a planta tende a diminuir a 

abertura estomática, limitando a perda de água para a atmosfera, em detrimento da diminuição 
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das trocas gasosas, resultando em um desbalanço entre a luz captada e a luz utilizada na via 

fotoquímica, o que gera um distúrbio em todo processo energético (Silveira e Carvalho, 2016). 

O processo fotossintético é a principal via bioquímica vegetal, em que a energia luminosa é 

captada pelo complexo antena, transferida aos centros de reação do PSII e PSI, e transformadas 

em energia química (quenching fotoquímico), principalmente, na forma de ATP e NADPH, 

fundamentais no processo de produção de fotoassimilados. Danos em qualquer componente nos 

fotossistemas, causados pelo sal, resultam na supraexcitação da clorofila (clorofila tripleto), 

uma vez que o complexo antena passa a captar mais energia do que é transmitido e processado 

pela etapa fotoquímica, favorecendo a geração de espécies reativas de oxigênio (EROs), 

principalmente na forma de oxigênio singleto (1O2) (Parida e Das, 2005). Essas moléculas 

altamente reativas podem, em altas concentrações, gerar danos a macromoléculas e estruturas 

biológicas vitais como ácido desoxirribonucleico (DNA), lipídeos e proteínas (Foyer e 

Shigeoka, 2011). Nessas condições, a dissipação segura do excesso de energia na forma de calor 

ou por fluorescência (quenching não fotoquímico) protege o aparato fotossintético contra o 

estresse oxidativo (Silva et al., 2011; Spetea et al., 2014; Sun et al., 2016). 

A fim de mitigar os danos impostos pela salinidade, as plantas desenvolveram 

mecanismos fisiológicos e bioquímicos capazes de minimizar e suportar os danos provocados 

pelo sal. Dentre os principais mecanismos conhecidos estão: (i) compartimentalização de íons 

nocivos no vacúolo ou apoplasto celular; (ii) seletividade de absorção e transporte de íons; (iii) 

biossíntese de osmoprotetores e solutos compatíveis, como aminoácidos (e.g., prolina), glicina 

betaína, açúcares, polióis (e.g., manitol, sorbitol e pinitol) e poliaminas (e.g. putrescina, 

espermidina e espermina), responsáveis pelo ajuste osmótico; (iv) ativação e biossíntese de 

compostos e enzimas antioxidantes (e.g. superóxidos dismutase – SOD, catalase – CAT, 

ascorbato peroxidase – APX, glutationa redutase – GR e glutationa peroxidase – GPX), 

envolvidos na preservação da produção de radicais livres ou no sequestro de EROs precursores 

de estresse oxidativo; (v) componente inorgânico e regulação hormonal, esses últimos 

envolvidos na regulação de várias vias no crescimento, como respiração, fechamento 

estomático e sinalização celular (Willadino e Camara, 2010; Munns, 2011; Gupta e Huang, 

2014). 

A tolerância das plantas à condição de estresse está relacionada à habilidade de enfrentar 

e superar um ambiente desfavorável. As respostas das plantas à salinidade e o desenvolvimento 

da tolerância aos sais envolve uma variedade de mecanismos complexos e interligados, os quais 

podem estar envolvidos na transdução de sinais e na regulação da expressão gênica (Shen et 

al., 2016). Dentre eles estão os genes que codificam e modulam as proteínas da síntese 

hormonal e antioxidantes, estabilizadoras de membrana, além de defensinas e chaperonas (Lay 
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e Anderson, 2005; Li et al., 2008; Zhao et al., 2013; Esch e Schaffrath, 2017). 

 

4. Análise proteômica 

 

A resposta vegetal à salinidade é um processo complexo que envolve mecanismos 

fisiológicos, bioquímicos e moleculares para auxiliar no combate ao estresse osmótico e/ou 

iônico, envolvendo a síntese de hormônios, enzimas antioxidativas e de solutos compatíveis, 

bem como o controle de exclusão, compartimentalização e inclusão de íons pela raiz e seu 

transporte para a parte aérea (Roy et al., 2014; Mostek et al., 2015). A grande maioria dessas 

respostas, frente às condições adversas, decorrem da regulação na expressão gênica, por meio 

da ativação ou inibição de genes específicos, e do acúmulo de proteínas relacionadas ao 

processo biológico em questão (Zhu, 2002; Kurusu et al., 2015).  

Diante dessas respostas, a análise proteômica é uma importante ferramenta para 

compreender os mecanismos de tolerância das plantas, fornecendo importantes informações 

frente a dinâmica da expressão proteica e modificação pós-traducional (Barkla et al., 2013), 

uma vez que as alterações celulares podem ser reguladas por proteínas pré-existentes, as quais 

são degradadas ou modificadas pós-traducionalmente. Sendo assim, a possibilidade de 

variações no processamento do RNAm, por splicing alternativo, permite a expressão de 

isoformas proteicas a partir de uma mesma sequência gênica (Quirino et al., 2010). Uma vez 

que as proteínas são os efetores diretos da resposta ao estresse e estão próximas dos fenômenos 

fisiológicos, os estudos proteômicos se mostram necessários e vantajosos, quando os mesmos 

visam conhecer o conjunto de proteínas expressas em determinada situação de estresse e, 

consequentemente, compreender mais profundamente as alterações de expressão genética e os 

mecanismos de regulação mediante as condições adversas (Gupta e Huang, 2014).  

A determinação do perfil proteômico é dado através de técnicas cada vez mais 

avançadas, porém, apesar desses avanços, a eletroforese em gel de poliacrilamida bidimensional 

(SDS PAGE 2-D) permanece sendo o método base na separação de proteínas (Sobhanian et al., 

2011), o qual são utilizadas propriedades fundamentais intrínsecas da proteína, como o seu 

ponto isoelétrico (PI) em um gradiente de pH e seu massa molecular (MM) (Jorrín-Novo et al., 

2009). Desta forma, os mapas proteicos fornecem informações importantes quanto a localização 

e característica da proteína, bem como distribuição e diversidade proteica da amostra. 

Com o mapa bidimensional das proteínas em gel, é possível reconhecer as proteínas 

(spots) diferencialmente acumuladas (DAPs) entre contrastes e realizar a identificação proteica 

com a obtenção da sequência de peptídeos, resultantes da digestão enzimática, através da 

espectrometria de massa por ionização/dessorção a laser assistida por matriz associada ao tempo 

de voo (MALDI-TOF) (Jorrín-Novo et al., 2009). A espectrometria de massa é uma técnica 
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analítica acurada, rápida e sensível, o qual determina a massa moleculares em Daltons (Da) a 

partir da razão entre a massa e a carga (m/z) de moléculas ionizadas em fase gasosa (Zhang et 

al., 2013), baseada na sua movimentação por um campo elétrico ou magnético.  

Os espectros dos peptídeos com picos de intensidade e suas respectivas massas 

moleculares (Peptide Mass Fingerprint – PMF) são correlacionados em um banco de dados e, 

dessa associação, é atribuído um grau de similaridade (score) significativo, baseado em critérios 

específicos como tolerância de erro em Da dos peptídeos analisados, modificação fixa e 

variável, além da enzima utilizada. Sendo assim, dessa etapa é gerada uma relação de proteínas 

candidatas, com melhores score, os quais serão presumivelmente identificadas e validadas, 

buscando elucidar o processo de regulação gênica envolvida na tolerância ao estresse. 

Nos últimos anos, diversos estudos de análise proteômica tem sido direcionados ao 

pinhão-manso, principalmente em relação às sementes e ao desenvolvimento do endosperma 

(Shah et al., 2015), tegumento (Soares et al., 2014; Shah et al., 2016), embrião (Liu et al., 2009; 

Liu et al., 2011), plastídeo de sementes em desenvolvimento (Pinheiro et al., 2013), bem como 

a produção e translocação do óleo (Yang et al., 2009; Popluechai et al., 2011; Liu et al., 2013; 

Liu et al., 2015), visando o melhoramento genético da espécie para a indústria de biodiesel. 

Porém, poucos trabalhos empregam a identificação de DAPs na compreensão das respostas 

frente a estresses abióticos em pinhão-manso. A integração de diferentes ferramentas, como 

estudos fisiológicos aliados a técnicas avançadas e estudos conjuntos das análises “ômicas” tais 

como genômica, proteômica, e metabolômica, contribuem para melhor compreensão do 

funcionamento celular, sobretudo quando aplicada a plantas de interesse biotecnológico. Dessa 

forma, esse trabalho contribui para a compreensão dos mecanismos e variações das respostas 

de J. curcas, bem como dos diferentes genótipos dessa espécie frente ao estresse salino, 

contribuindo na identificação de marcadores moleculares frente a condição estressante, sendo 

importante ferramenta no melhoramento assistido de plantas. 
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Resumo  20 

Resultados divergentes sobre a tolerância de Jatropha curcas obtidos por diferentes 21 

grupos de pesquisa em diversos países nos fazem acreditar que a tolerância está atrelada 22 

aos genótipos estudados. Para verificar esta hipótese, este trabalho comparou as respostas 23 

ecofisiológicas e nutricionais de diferentes genótipos de J. curcas submetidos ao estresse 24 

salino. Sementes de seis genótipos de J. curcas (CNPAE112, CNPAE114, JCAL171, 25 

CNPAE183, CNPAE218, CNPAE304) foram germinadas e fertirrigadas por três meses 26 

com solução de Hoagland a 50%. Na sequência, receberam diferentes concentrações de 27 

NaCl (0, 250, 500 e 750 mM) acrescidas à solução nutritiva por 48 h (máximo estresse). 28 

Posteriormente, o sal foi lavado do substrato e as plantas voltaram a ser fertirrigadas com 29 

solução nutritiva isentas de NaCl por 35 dias para recuperação. Foram realizadas 30 

avaliações de trocas gasosas, fluorescência da clorofila a, potencial osmótico da folha e 31 

teores de macro e micronutrientes foliares. A diferença entre genótipos foi observada no 32 

tratamento de 750 mM de NaCl, no qual os genótipos CNPAE112, CNPAE114 e 33 

CNPAE183 apresentam uma rápida e completa recuperação das trocas gasosas após 34 
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atingirem o máximo estresse. No entanto, CNPAE218 e CNPAE304 não apresentaram 35 

recuperação completa das taxas fotossintéticas. Na presença do sal, o genótipo 36 

CNPAE304 apresentou um acumulo de 66,5 % de Na+ nas suas folhas quando comparada 37 

a CNPAE183. Sendo assim, analisando conjuntamente os dados obtidos, verificou-se que 38 

CNPAE112, CNPAE114 e CNPAE183 apresentaram maior tolerância ao estresse salino, 39 

enquanto CNPAE218 e CNPAE304 se apresentaram mais sensíveis. O genótipo 40 

JCAL171 mostrou moderada tolerância, quando comparada aos outros genótipos.  41 

 42 

Palavras-chave: NaCl, biodiesel, pinhão-manso, estresse abiótico, trocas gasosas 43 

 44 

1. Introdução 45 

Grande parte dos solos ao redor do mundo são acometidos pela presença de sais, 46 

os quais podem promover estresse salino nas plantas e limitam a produção de culturas 47 

[1]. A salinidade é um dos estresses abióticos mais severos enfrentados pelas plantas, 48 

pois, além de reduzir o potencial hídrico do solo, o estresse salino está intimamente ligado 49 

ao estresse osmótico e promoção de condição hiperiônica nas plantas [2]. Nesse sentido, 50 

altas concentrações salinas causam desequilíbrio iônico, pertubação na homeostase de 51 

íons das células vegetais, além de afetar a distribuição e o fornecimento de nutrientes 52 

essenciais como K+, Ca2+ e Mg2+ [2]. Todas essas alterações acarretam distúrbios 53 

fisiológicos e bioquímicos, comprometendo o crescimento e desenvolvimento vegetal [3], 54 

o que, a longo prazo, pode afetar a produtividade das espécies [4]. O impacto do estresse 55 

salino em vias energéticas, como a fotossíntese, está diretamente relacionado com a 56 

redução da disponibilidade e difusão de CO2 causada por limitações estomática e 57 

mesofílicas, bem como alterações no aparato fotossintético [5]. As respostas das plantas 58 

frente ao estresse salino dependem de inúmeros fatores, como a concentração de sais no 59 
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solo, o tempo de exposição à condição estressante, a idade da planta, a espécie vegetal, 60 

bem como o genótipo ou variedade estudada [6], de forma que as plantas podem ser 61 

classificadas em tolerantes ou sensíveis à salinidade [4].  62 

J. curcas vem sendo popularizada como uma fonte promissora de energia 63 

renovável, pela produção de biodiesel. Esse potencial deve-se a exploração das suas 64 

sementes devido a sua intensa produtividade, a qual varia de 0,4 a 12 t ha-1 ano-1 após os 65 

5 primeiros anos [7], bem como ao alto teor de óleo encontrado nelas (25 a 38%) [8, 9]. 66 

O óleo extraído das sementes dessa espécie tem sido empregado para inúmeras 67 

finalidades devido as suas características diferenciadas como: baixa acidez, boa 68 

estabilidade à oxidação e excelentes propriedades de fluidez em temperaturas baixas, 69 

tendo aplicação na indústria cosmética e medicinal, na produção de purgativo e pomadas, 70 

bem como na fabricação de tintas e sabões [10]. Porém, sua maior utilização é na 71 

produção de biocombustível, onde o óleo do pinhão-manso tem também indicação como  72 

lubrificante usado em motores a diesel [11], mostrando-se superior quando comparado ao 73 

de outras espécies oleaginosas (e.g. Ricinus communis e Elaeis guineenses), devido ao 74 

baixo custo de produção e, principalmente, pela composição rica em ácidos graxos 75 

insaturados (~73%) [11]. O baixo custo do biodiesel é o aspecto mais importante da 76 

promoção de J. curcas para a produção de biocombustíveis, tratando-se de uma espécie 77 

de fácil produção de matéria-prima, fácil extração de óleo e transesterificação [9]. 78 

Características de potencial econômico, rápido crescimento, fácil propagação [12] 79 

e ampla adaptação ambiental [9, 13-23] tornaram esta espécie um potencial modelo para 80 

futuros estudos de tolerância à salinidade. Dessa maneira, diversos trabalhos vêm sendo 81 

desenvolvidos nos últimos anos, buscando compreender e explorar os diferentes 82 

mecanismos de resposta do pinhão-manso frente a diversas condições ambientais [4, 17, 83 

24]. Porém, ainda não há consenso sobre a tolerância desta espécie à salinidade. Uma das 84 
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causas dessa divergência pode estar relacionada à diversidade de respostas fisiológicas 85 

entre genótipos nos diferentes estudos [25]. Neste sentido, a principal hipótese que este 86 

estudo pretende avaliar é se pode ser eleito um ou mais genótipos que apresentem 87 

características ecofisiológicas de tolerância, que possam de alguma forma auxiliar na 88 

seleção de genótipos elites. Baseado nisso, este trabalho teve como objetivo avaliar as 89 

respostas ecofisiológicas e possíveis alterações nutricionais em seis genótipos de J. 90 

curcas.  91 

 92 

2. Material e Métodos 93 

2.1.Material vegetal e condições de crescimento 94 

O experimento foi realizado em casa de vegetação, localizada na Universidade 95 

Federal de Pernambuco (8º02’ S, 39º56’ W, 15 m a.s.l), entre nov/2014 e dez/2015. 96 

Sementes de seis genótipos de J. curcas (Tabela 1) cedidas pela EMBRAPA Agroenergia 97 

(Brasília, DF – Brasil) e provenientes de diferentes regiões do Brasil, foram armazenadas 98 

[26] até o uso.  99 

Tabela 1. Procedência e localização geográfica da origem dos seis genótipos de Jatropha curcas 100 
selecionados. 101 

Genótipo Cidade – Estado Localização geográfica 

CNPAE112 Petrolina – PE 09°04’04’’S, 40°19’06,36’’W/382 m a.s.l. 

CNPAE114 Umuarama – PR 23°47’55’’S, 53°18’48’’W / 430 m a.s.l. 

JCAL171 Rio Largo – AL 09°28’42’’S, 35°51’21’’W / 134 m a.s.l. 

CNPAE183 Jaíba – MG 15°10’03’’S, 43°53’18,4’’W / 478 m a.s.l. 

CNPAE218 São Miguel do Araguaia – GO 13°55’57’’S, 50°09’17’’W / 350 m a.s.l. 

CNPAE304 Campina Grande – PB 07°13’33,41’’S, 35°54’88’’W/539 m a.s.l. 

 102 

Cerca de 20 sementes de cada genótipo foram germinadas em bandejas de 103 

polipropileno (200 x 200 x 50 mm) contendo 5 kg de areia lavada de rio. 104 

A partir do surgimento dos eófilos, as plântulas foram padronizadas e individualizadas 105 

em vasos plásticos (9,0 L), preenchidos com areia lavada, onde as plântulas 106 
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permaneceram por 15 dias, sendo fertirrigadas a cada dois dias com solução nutritiva de 107 

Hoagland [27] a 50% (pH 5,8). Posteriormente, as soluções nutritivas a 50% foram 108 

substituídas pela solução de Hoagland 100%, na qual as plantas permaneceram até 109 

atingirem três meses. A partir desse momento, cada planta foi irrigada diariamente, de 110 

acordo com o tratamento, com 800 mL de solução salina (volume suficiente para ocorrer 111 

lixiviação), sempre nas primeiras horas da manhã (06:00-07:00 h) por três dias. Os 112 

tratamentos salinos foram compostos por diferentes concentrações de cloreto de sódio 113 

(NaCl) acrescidas à solução nutritiva de Hoagland, constituindo quatro diferentes 114 

tratamentos: 0, 250, 500 e 750 mM de NaCl, correspondendo, respectivamente, a 1,4; 115 

23,1; 36,3 e 46,8 dS m-1 de condutividade elétrica.  116 

As plantas de J. curcas permaneceram sob tratamento salino por 48 h. 117 

Posteriormente a condição salina foi retirada do sistema com contínuas lavagens com 118 

água deionizada. A completa retirada da condição salina do substrato foi comprovada 119 

com a diminuição da condutividade elétrica do lixiviado, o qual foi sempre inferior a 120 

3 dS m-1. Na sequência, as plantas voltaram a receber solução nutritiva de Hoagland onde 121 

se avaliou o retorno a condição de recuperação das trocas gasosas por 35 dias. Durante 122 

todo experimento, as plantas foram submetidas a condições ambientais de temperatura e 123 

umidade relativa do ar. 124 

 125 

2.2.Medidas de trocas gasosas  126 

Os dados de trocas gasosas foram obtidos de uma folha saudável e completamente 127 

expandida, pertencente ao terço médio da planta, previamente marcada. Dados da (i) taxa 128 

líquida de assimilação de CO2 por unidade de área (A), (ii) condutância estomática (gs) e 129 

(iii) a razão entre a concentração externa e interna de CO2 na câmara subestomática 130 

(Ci/Ca) foram mensurados através de um analisador de gases por infravermelho (IRGA) 131 
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modelo 6400 (Li-COR, Lincoln, NE, USA) [28]. As medidas foram realizadas sob 1.000 132 

mol photons m-2 s-1 de radiação fotossinteticamente ativa (PAR), através de iluminação 133 

artificial do tipo LED e concentração de CO2 fixada em 390 ppm. As leituras foram 134 

iniciadas antes da aplicação dos tratamentos salinos (07:00 h, tempo zero) e, então, a cada 135 

duas horas (09:00, 11:00, 13:00, 15:00 h), até atingir o ponto de máximo estresse com 48 136 

h de exposição à solução salina. Foi considerado máximo estresse quando as plantas 137 

submetidas ao tratamento salino atingiram A constante e inferiores a 10% dos valores 138 

registrados pelas plantas controle. Após a retirada do sal do sistema (período de 139 

recuperação), as trocas gasosas foram mensuradas semanalmente, sempre por volta das 140 

09:00 h. As plantas foram consideradas recuperadas quando A das plantas estressadas 141 

foram semelhantes (p ≥ 0,05) àquelas das plantas controle. A máxima recuperação foi 142 

atingida com aproximadamente 914 h após o início do experimento, totalizando 38 dias 143 

de experimento. A partir dos dados coletados pelo IRGA foram estimados: (i) déficit de 144 

pressão de vapor (DPV), através da fórmula proposta por Buck [29]. 145 

 146 

2.3. Medidas de fluorescência da clorofila a 147 

Concomitantemente às leituras de trocas gasosas, foram realizadas mensurações 148 

para determinação da fluorescência da clorofila a. Para isso, foi escolhida e marcada uma 149 

folha de cada indivíduo com características e condições semelhantes às utilizadas para as 150 

leituras de trocas gasosas, as quais foram avaliadas com vistas na estimação dos 151 

parâmetros de fotoproteção, i.e. eficiência quântica máxima do fotossistema II (Fv/Fm), 152 

eficiência quântica efetiva  do fotossistema II (FSII),  razão Fv/F0, dissipação fotoquímica 153 

(qP) e dissipação não-fotoquímica (qNP). Para tanto, clipes foliares foram utilizados para 154 

aclimatação ao escuro por pelo menos 30 minutos, assim como descrito por Demmig-155 
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Adams, Adams III [30]. As leituras foram realizadas por meio de um fluorômetro portátil 156 

modelo FP 100 (Photon Systems Instruments, Drasov, Czech Republic) [31].  157 

 158 

2.4.Potencial osmótico foliar no amanhecer (s 159 

Para determinação do potencial osmótico foliar (s, foram coletadas folhas 160 

inteiras e saudáveis do terço médio da parte aérea da planta, entre 04:00 h e 04:30 h 161 

(antemanhã), em três momentos ao longo do experimento: (i) antes do início do 162 

tratamento, (ii) após 48 h de adição com NaCl e (iii) na completa recuperação, i.e., 914 h 163 

após o início do tratamento. As folhas foram identificadas e prontamente armazenadas 164 

sob refrigeração (4 ºC) por no máximo 24 h, quando o suco celular foi extraído e 165 

centrifugado a 15.000 g por 10 minutos a 18 ºC. Uma alíquota de 10 L do extrato 166 

anteriormente descrito foi utilizada para a determinação da sua osmolalidade através de 167 

um osmômetro de pressão de vapor (Vapro, mod 5600, Wescor, Inc., Logan, UT, USA) 168 

[32]. A partir das equações propostas por Van’t Hoff [33], a osmolalidade foi convertida 169 

para potencial osmótico, dado em MPa, utilizando 1,8 como a constante de dissolução do 170 

NaCl em água. 171 

 172 

2.5. Nutrientes foliares 173 

Folhas sadias do terço médio das plantas, foram coletadas no momento do estresse 174 

máximo e no final da recuperação, identificados e levados à estufa (60 °C) por 72 h ou 175 

até atingirem peso constante. Posteriormente, essas folhas foram trituradas em almofariz, 176 

com auxílio de pistilo, e então realizado a determinação dos teores de sódio (Na+), 177 

potássio (K+), cloreto (Cl-), nitrogênio (N), fósforo (P), magnésio (Mg2+) e cálcio (Ca2+), 178 

segundo a metodologia proposta por Malavolta, Vitti [34]. 179 

 180 
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2.6. Análises estatísticas 181 

O experimento foi realizado em um delineamento em blocos casualizados, no qual 182 

cada bloco constou de uma repetição com todos os tratamentos e genótipos, com um 183 

arranjo fatorial (6 x 4), sendo seis genótipos, quatro níveis de salinidade e quatro 184 

repetições (blocos). Os resultados obtidos foram submetidos à análise de variância 185 

(ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Student-Newman-Keuls a 5% de nível 186 

de significância, ou teste T para a comparação entre duas concentrações salinas (0 mM e 187 

750 mM de NaCl), através do software R [35].  188 

 189 

3. Resultados  190 

De forma geral, as plantas submetidas às concentrações de 250 e 500 mM de NaCl 191 

não apresentaram sintomas visuais de toxicidade causados pelo estresse salino. Por outro 192 

lado, as plantas submetidas a 750 mM, apresentaram sintomas de estresse por salinidade, 193 

caracterizados por clorose nas folhas mais velhas, seguida por abscisão foliar logo após 194 

o máximo estresse. Após queda das folhas velhas, a maioria dos genótipos apresentaram 195 

rebrotamento foliar, com excessão das plantas dos genótipos CNPAE218 e CNPAE304, 196 

as quais tiveram menor produção de folhas no período de recuperação, chegando a 197 

apresentar necrose dos tecidos do caule (Figura S1).  198 

Todos os genótipos estudados apresentaram o mesmo comportamento, no que se 199 

refere a taxa fotossintética, quando submetidos aos tratamentos de 250 mM e 500 mM de 200 

NaCl (Figura 1). Neste sentido, a fim de compreender os diferentes comportamentos entre 201 

os genótipos de J. curcas foram considerados somente os dados da maior concentração 202 

salina, de forma a fazer um paralelo entre esta concentração e o tratamento controle, 203 

isento de NaCl. 204 



37 
 

 205 

Figura 1. Taxa líquida de assimilação de CO2 (A) de seis genótipos de Jatropha curcas em resposta a 206 
diferentes concentrações de NaCl (0, 250, 500 e 750 mM). Os valores são médias (n = 70) com erro padrão. 207 

Os blocos apresentaram condições ambientais de temperatura e umidade 208 

diferentes entre si o que contribuiu para diferenciação nos dados de DPV (Figura 2). O 209 

período referente aos blocos 2 e 4 apresentaram maiores DPVs, principalmente nas 210 

primeiras 48 h de experimento, nos quais as plantas estavam sob o efeito da salinidade 211 

(Figura 2).  212 

 213 

Figura 2. Déficit de pressão de vapor (DPV) ao longo do experimento em diferentes blocos. Os valores são 214 
médias (n = 4) com erro padrão. 215 
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A diferença e efetividade dos blocos também podem ser vistas na análise do teste 216 

F, o qual apresenta alta significância na maioria dos parâmetros avaliados (Tabela 2), com 217 

exceção de Ci/Ca, o qual não apresentou relação significante entre blocos ao longo do 218 

experimento. Interação significativa (p<0.05), entre genótipos e tratamento salino, só foi 219 

observada para os dados de Ci/Ca no momento de máximo estresse, bem como para taxa 220 

fotossintética (A) e condutância estomática (gs) ao final da recuperação. 221 

Tabela 2. Nível de significância das variáveis estudadas, considerando o efeito isolado dos fatores bloco, 222 
genótipo (A), salinidade (B) e a interação (A x B) no máximo estresse (ME) e recuperação (RE). 223 

Variáveis 
Bloco Genótipo (A) Salinidade (B) Interação (A x B) 

ME RE ME RE ME RE ME RE 

A ** ** ns ** *** ns ns *** 

gs ns * ns *** *** ns ns ** 

Ci/Ca ns ns ** * ** *** * ns 

Fv/Fm *** *** ns ns *** ** ns ns 

Fv/Fo *** ** ns ns *** ns ns ns 

FSII ns *** ns * * * ns ns 

qNP *** * ns ns *** * ns ns 

qP *** *** ns ns ** ns ns ns 

s ** ** ns ns *** ns ns ns 

Cl- ** ns ns ns *** *** ns ns 

Na+ *** ns ** ns *** *** ns ns 

K+ *** *** * ns * *** ns ns 

Na+/K+ *** ns ns ns *** ** ns ns 

N * *** ** ns ** ns ns ns 

P *** ** ns ns ns ns ns ns 

Mg2+ ** ** ** * *** ns ns ns 

Ca2+ *** *** ns ns ** ns ns ns 
A = taxa líquida de assimilação de CO2 por unidade de área; gs = condutância estomática; Ci/Ca = razão 224 
entre a concentração externa e interna de CO2 na câmara subestomática; Fv/Fm = eficiência quântica 225 
máxima do fotossistema II; Fv/Fo = razão entre a fluorescência variável e a inicial; FSII = eficiência 226 
quântica efetiva do fotossistema II; qNP = dissipação não-fotoquímica; qP = dissipação fotoquímica; s = 227 
potencial osmótico foliar. 228 
Significância (teste F): *** p<0,001; ** p<0,01; * p<0,05; ‘ns’ = não significativo. 229 

 230 

Nos parâmetros de trocas gasosas, houve redução na A em todos os genótipos com 231 

o aumento da condição salina (Figura 3 B), acompanhada de queda da gs (Figura 3 D), 232 

quando comparados com as plantas do controle (Figura 3 A e 3 C). Essas alterações 233 

ocorreram desde as primeiras horas da inclusão de sal ao substrato, atingindo o máximo 234 

estresse com 48 h do início da diferenciação dos tratamentos. A razão Ci/Ca apresentou 235 

comportamentos intraespecíficos distintos. No máximo estresse, os genótipos 236 
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CNPAE112, CNPAE183 e CNPAE304, apresentaram uma elevação significativa da 237 

razão Ci/Ca com valores de 1,20 ± 0,33 , 1,13 ± 0,34 e 1,06 ± 0,55, respectivamente 238 

(Figura 3 F). Perfil diferente foi observado nos genótipos CNPAE114 e JCAL171, os 239 

quais mantiveram os valores de Ci/Ca semelhantes aos registrados antes do máximo 240 

estresse, assim como CNPAE218, o qual apresentou uma redução nesse valor, com média 241 

de 0,46 ± 0,07. 242 

 243 

Figura 3. Taxa líquida de assimilação de CO2 (A) (A e B), condutância estomática (gs) (C e D) e razão entre 244 
a concentração externa e interna de CO2 na câmara subestomática (Ci/Ca) (E e F) de plantas jovens de seis 245 
genótipos de Jatropha curcas sem condição salina (A, C e E) e submetido à 750 mM NaCl (B, D e F). 246 
Horas: 0, momento anterior à aplicação do sal; 48 horas, máximo estresse (linha pontilhada vertical); 74 à 247 
914, último dia de recuperação. Os valores são médias (n = 4) com erro padrão. 248 
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No período de recuperação, as plantas dos genótipos CNPAE112, CNPAE114 e 249 

CNPAE183 submetidas à salinidade alcançaram taxas fotossintéticas próximas aos 250 

valores registrados no tratamento controle após 410 h de experimento (Figura 3 B), 251 

acompanhada pelo aumento da gs (Figura 3 C e D). O genótipo JCAL171 apresentou uma 252 

recuperação mais lenta, atingindo valores semelhantes ao controle somente após 746 h. 253 

Por outro lado, os genótipos CNPAE304 e CNPAE218 não mostraram recuperação das 254 

suas taxas fotossintéticas bem como da gs, mesmo após 35 dias da retirada da condição 255 

salina do substrato. 256 

Com a retomada das taxas fotossintéticas e da condutância estomática na 257 

recuperação, os valores de Ci/Ca apresentaram valores semelhantes aos apresentados 258 

pelas plantas controle após o máximo estresse nos genótipos CNPAE183 e CNPAE112 259 

(Figura 3 E e F). Em JCAL171 e CNPAE304 essa recuperação nos níveis de CO2 260 

subestomático só pôde ser observado nas leituras realizadas com 410 h e 578 h, 261 

respectivamente. Mesmo após 35 dias de recuperação, o genótipo CNPAE218 apresentou 262 

elevados valores de Ci/Ca (0,94 ± 0,15), sendo significativamente maiores quando 263 

comparados aos outros genótipos. 264 

Os parâmetros de fluorescência também foram afetados pela presença de sal 265 

(Tabela 3). Nesse sentido, Fv/Fm e Fv/F0 não foram diferencialmente significativas entre 266 

genótipos, porém as plantas submetidas à salinidade mostraram uma diminuição de  267 

2,4 % e 15,4 % para cada variável respectivamente. Na recuperação, as plantas 268 

submetidas a salinidade mostraram uma pequena melhora em ambos os parâmetros, 269 

mesmo tendo permanecido com razões relativamente menores, quando comparadas as 270 

plantas controle (Tabela 3).  271 

Essa menor eficiência de conversão de elétrons em energia fotoquímica foi, de 272 

fato, impactada no rendimento fotoquímico do fotossistema II (FSII), o qual foi 273 
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diminuído em ~15 % mediante estresse (Tabela 3). Dessa forma, as plantas submetidas à 274 

salinidade apresentaram, no máximo estresse, uma elevação na dissipação de energia não 275 

fotoquímica (qNP) na ordem de 153 %, a qual reduziu drasticamente (55 %) em favor das 276 

plantas na fase da recuperação. Essa redução denota que as plantas tiveram condições de 277 

se recuperar, mas essa recuperação só não foi completa porque em alguns genótipos (e.g. 278 

CNPAE112, CNPAE114, CNPAE218 e CNPAE304) a diferença entre as médias obtidas 279 

pelas plantas controle e as supostamente recuperadas atingiram valores altos, enquanto 280 

que nos genótipos JCAL171 e CNPAE183 praticamente não houve diferença significativa 281 

entre os valores mostrados pelas plantas controle e estressadas (Tabela 3). 282 
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Tabela 3. Parâmetros da fluorescência da clorofila a de seis genótipos de J. curcas submetidos a 750 mM (estresse) e sem sal (controle) na fase de máximo estresse (ME) e recuperação (RE). 

Médias seguidas da mesma letra maiúscula não diferem significativamente entre genótipos pelo teste de Student Newman Keuls (p <0.05), e letras minúsculas comparam tratamentos salinos pelo teste T (p <0.05), ambos na mesma fase. 

   CNPAE112 CNPAE114 JCAL171 CNPAE183 CNPAE218 CNPAE304  

Fv/Fm 

ME 
Controle 0.83 ± 0.01 0.82 ±  0.02 0.82 ± 0.02 0.82 ± 0.02 0.82 ± 0.01 0.82 ± 0.02 0.82 ± 0.01 a 

Estresse 0.80 ± 0.02 0.79 ± 0.01 0.80 ± 0.03 0.80 ± 0.03 0.80 ± 0.03 0.78 ± 0.03 0.80 ± 0.01 b 

  0.81 ± 0.01 A 0.80 ± 0.02 A 0.81 ± 0.02 A 0.81 ± 0.01 A 0.81 ± 0.01 A 0.80 ± 0.03 A  

RE 
Controle 0.84 ± 0.01 0.84 ± 0.01 0.84 ± 0.01 0.81 ± 0.01 0.83 ± 0.01 0.83 ± 0.01 0.83 ± 0.03 a 

Estresse 0.80 ± 0.04 0.81 ± 0.02 0.80 ± 0.02 0.82 ± 0.01 0.75 ± 0.05 0.76 ± 0.06 0.79 ± 0.04 b 

   0.82 ± 0.03 A 0.82 ± 0.02 A 0.82 ± 0.02 A 0.82 ± 0.04 A 0.79 ± 0.04 A 0.80 ± 0.04 A  

qP 

ME 
Controle 0.57 ± 0.05 0.51 ± 0.11 0.52 ± 0.07 0.51 ± 0.11 0.52 ± 0.09 0.50 ± 0.08 0.52 ± 0.07 b 

Estresse 0.65 ± 0.05 0.59 ± 0.05 0.62 ± 0.05 0.66 ± 0.05 0.55 ± 0.06 0.59 ± 0.07 0.61 ± 0.05 a 

  0.61 ± 0.05 A 0.55 ± 0.08 A 0.61 ± 0.03 A 0.58 ± 0.08 A 0.49 ± 0.05 A 0.55 ± 0.05 A  

RE 
Controle 0.42 ± 0.06 0.43 ± 0.11 0.32 ± 0.07 0.55 ± 0.11 0.51 ± 0.13 0.45 ± 0.11 0.56 ± 0.12 a 

Estresse 0.46 ± 0.15 0.50 ± 0.10 0.36 ± 0.15 0.51 ± 0.02 0.46 ± 0.08 0.48 ± 0.05 0.54 ± 0.12 a 

   0.54 ± 0.12 A 0.59 ± 0.12 A 0.47 ± 0.14 A 0.57 ± 0.08 A 0.58 ± 0.10 A 0.55 ± 0.10 A  

qNP 

ME 
Controle 0.62 ± 0.12 0.58 ± 0.15 0.82 ± 0.17 0.67 ± 0.18 0.57 ± 0.13 0.59 ± 0.15 0.66 ± 0.13 b 

Estresse 1.17 ± 0.26 1.48 ± 0.17 1.63 ± 0.35 1.61 ± 0.56 2.36 ± 0.32 1.75 ± 0.30 1.67 ± 0.35 a 

  0.89 ± 0.23 B 1.03 ± 0.27 AB 1.22 ± 0.33 AB 1.14 ± 0.46 AB 1.53 ± 0.49 A 1.17 ± 0.32 AB  

RE 
Controle 0.79 ± 0.09 1.12 ± 0.20 0.70 ± 0.04 0.55 ± 0.12 0.59 ± 0.13 0.79 ± 0.08 0.69 ± 0.11 b 

Estresse 1.56 ± 0.76 2.09 ± 0.12 0.71 ± 0.20 0.59 ± 0.12 2.01 ± 0.77 1.57 ± 0.92 1.07 ± 0.45 a 

   0.76 ± 0.07 A 1.28 ± 0.33 A 0.72 ± 0.08 A 0.53 ± 0.09 A 1.10 ± 0.52 A 0.97 ± 0.50 A  

Fv/F0 

ME 
Controle 4781 ± 97 4639 ± 98 4704 ± 229 4510 ± 141 4728 ± 166 4699 ± 361 4677 ± 48 a 

Estresse 4124 ± 264 3758 ± 235 3937 ± 160 3977 ± 230 4136 ± 151 3801 ± 434 3955 ± 100 b 

  4452 ± 180 A 4198 ± 204 A 4321 ± 194 A 4244 ± 160 A 4432 ± 132 A 4250 ± 264 A  

RE 
Controle 5566 ± 911 4781 ± 212 4663 ± 261 4442 ± 261 4946 ± 216 5393 ± 1001 4965 ± 227 a 

Estresse 4752 ± 1108 4875 ± 1139 4048 ± 296 4760 ± 250 2470 ± 335 4446 ± 1662 4225 ± 388 a 

  5159 ± 682 A 4828 ± 537 A 4356 ± 216 A 4601 ± 178 A 3708 ± 503 A 4919 ± 916 A  

FSII 

ME 
Controle 0.36 ±  0.02 0.28 ± 0.04 0.33 ± 0.06 0.28 ± 0.04 0.28 ± 0.03 0.34 ± 0.01 0.31 ± 0.02 a 

Estresse 0.34 ± 0.03 0.26 ± 0.03 0.27 ± 0.02 0.30 ± 0.05 0.21 ± 0.03 0.22 ± 0.04 0.27 ± 0.01 b 

  0.35 ± 0.01 A 0.27 ± 0.02 AB 0.30 ± 0.03 AB 0.29 ± 0.03 AB 0.25 ± 0.02 B 0.28 ± 0.03 AB  

RE 
Controle 0.26  0.03 0.25 ± 0.04 0.21 ± 0.04 0.39 ± 0.08 0.38 ± 0.08 0.29 ± 0.05 0.30 ± 0.03 a 

Estresse 0.25  0.06 0.19 ± 0.04 0.24 ± 0.09 0.34 ± 0.01 0.20 ± 0.04 0.26 ± 0.06 0.25 ± 0.02 b 

  0.26 ± 0.03 AB 0.22 ± 0.03 B 0.23 ± 0.04 B 0.37 ± 0.04 A 0.29 ± 0.06 AB 0.27 ± 0.04 AB  
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No máximo estresse, os genótipos apresentaram diferença significativa entre si 283 

apenas para os parâmetros nutricionais, no que diz respeito aos teores de Na+, K+, N e 284 

Mg2+ (Tabela 4). Dessa maneira, foi possível observar que os genótipos CNPAE304 e 285 

CNPAE183 foram os mais contrastantes, pois há um maior acúmulo de Na+ (66,5 %) no 286 

genótipo CNPAE304 em relação à CNPAE183. Essa baixa concentração de Na+ em 287 

CNPAE183 contribuiu para esse genótipo apresentar os menores valores da razão Na+/K+ 288 

(0,40), mesmo não sendo significativamente diferente com os outros genótipos. 289 

É notório informar que no momento da recuperação, o nível de todos os nutrientes 290 

foi distinto daquele obtido no momento de máximo estresse; uma vez que, independente 291 

do genótipo avaliado, os níveis de K+, N e P foram significativamente aumentados na 292 

recuperação em comparação às plantas sob salinidade. Outros minerais, como Cl-, Na+ e 293 

Ca+2 foram diminuídos na recuperação, enquanto que Mg+2 se manteve estável (Tabela 294 

4). 295 
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Tabela 4. Variáveis nutricionais de seis genótipos de J. curcas submetido à 750 mM NaCl no máximo estresse (ME) e ao final da recuperação (RE), independente do tratamento 296 
salino. 297 

 
Nutrientes 

(g kg -1 peso seco) 
CNPAE112 CNPAE114 JCAL171 CNPAE183 CNPAE218 CNPAE304 

M
E

 

Cl- 18.49 ± 5.60 ns 19.84 ± 5.61 ns 19.89 ± 5.82 ns 19.39 ± 4.96 ns 23.08 ± 6.61 ns 22.66 ± 7.02 ns 

Na+ 13.49 ± 2.69 a 11.96 ± 2.17 ab 11.36 ± 2.02 ab 9.07 ± 1.08 b 14.07 ± 2.46 a 15.10 ± 2.75 a 

K+ 18.94 ± 1.52 ab 21.25 ± 2.66 ab 17.58 ± 1.55 b 24.75 ± 2.37 ab 24.50 ± 2.62 ab 25.44 ± 3.24 a 

Na+/K+ 0.75 ± 0.18 ns 0.66 ± 0.18 ns 0.73 ± 0.17 ns 0.40 ± 0.07 ns 0.62 ± 0.12 ns 0.68 ± 0.16 ns 

N 39.46 ± 1.04 a 38.03 ± 1.25 a 36.73 ± 1.10 a 33.72 ± 0.81 b 37.99 ± 1.14 a 38.48 ± 1.57 a 

P 5.15 ± 0.42 ns 4.77 ± 0.29 ns 5.20 ± 0.25 ns 5.16 ± 0.38 ns 4.96 ± 0.40 ns 4.85 ± 0.25 ns 

Mg2+ 5.01 ± 0.54 ab 5.90 ± 0.30 a 5.65 ± 0.34 a 4.75 ± 0.19 ab 5.40 ± 0.47 a 3.99 ± 0.59 b 

Ca2+ 23.52 ± 3.95 ns 23.74 ± 3.36 ns 22.54 ± 3.29 ns 23.42 ± 4.54 ns 23.17 ± 5.70 ns 22.89 ± 4.68 ns 

R
E

 

Cl- 10.18 ± 2.35 ns 10.16 ± 2.30 ns 11.14 ± 3.06 ns 8.60 ± 1.12 ns 9.07 ± 3.32 ns 7.15 ± 2.07 ns 

Na+ 11.52 ± 3.35 ns 9.89 ± 1.92 ns 9.22 ± 1.12 ns 8.43 ± 1.29 ns 7.02 ± 0.93 ns 5.96 ± 0.98 ns 

K+ 26.50 ± 3.43 ns 28.63 ± 4.18 ns 22.06 ± 2.49 ns 27.04 ± 4.63 ns 28.33 ± 3.23 ns 28.92 ± 4.97 ns 

Na+/K+ 0.55 ± 0.20 ns 0.52 ± 0.22 ns 0.42 ± 0.04 ns 0.35 ± 0.06 ns 0.27 ± 0.05 ns 0.17 ± 0.05 ns 

N 44.05 ± 1.97 ns 43.86 ± 1.95 ns 46.44 ± 0.95 ns 45.05 ± 2.02 ns 41.39 ± 2.53 ns 44.63 ± 2.76 ns 

P 6.82 ± 0.49 ns 5.57 ± 0.26 ns 5.72 ± 0.28 ns 6.58 ± 0.15 ns 5.73 ± 0.44 ns 6.69 ± 0.89 ns 

Mg2+ 5.48 ± 0.47 a 4.45 ± 0.40 ab 5.46 ± 0.41 a 4.10 ± 0.49 ab 3.85 ± 0.33 ab 4.16 ± 0.38 ab 

Ca2+ 12.69 ± 3.34 ns 16.53 ± 3.22 ns 20.57 ± 3.50 ns 18.02 ± 2.44 ns 17.18 ± 5.65 ns 19.79 ± 5.03 ns 

 

Médias seguidas da mesma letra não diferem significativamente entre genótipos pelo teste de Student Newman Keuls (p <0.05), para mesma variável; ‘ns’ = não significativo. 
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Comparando as plantas estressadas e as plantas controle, independente dos 298 

genótipos, verifica-se que os níveis de Cl-, Na+ e Ca+2 foram respectivamente acrescidos 299 

em 507,6 %, 95,1 % e 40 % nas plantas estressadas em comparação as plantas controle. 300 

Por outro lado, os níveis de K+e N foram respectivamente reduzidos em 15,6 % e 6,2 % 301 

nas plantas estressadas em comparação as do controle (Tabela 5). 302 

Dentre os parâmetros analisados, o potencial osmótico foi um dos mais alterados 303 

com o estresse, uma vez que independentemente do genótipo avaliado, as plantas 304 

estressadas apresentaram o potencial osmótico 1,27 vezes menor do que o potencial 305 

osmótico das plantas controle (Tabela 5). 306 

Tabela 5. Potencial osmótico e variáveis nutricionais de plantas jovens de J. curcas submetidas à 750 mM 307 
NaCl (estresse) e sem adição de sal (controle) no máximo estresse, independente do genótipo. 308 

Variável Control Estresse 

M
P

a

s -1.91 ± 0.05 a -2.42 ± 0.06 b 

g
 k

g
 -1

 p
es

o
 s

ec
o
 

Cl- 5.81 ± 0.53 b 35.30 ± 1.67 a 

Na+ 8.48 ± 0.62 b 16.54 ± 1.29 a 

K+ 23.94 ± 1.63 a 20.21 ± 1.17 b 

Na+/K+ 0.40 ± 0.05 b 0.88 ± 0.09 a 

N 38.58 ± 0.75 a 36.22 ± 0.66 b 

Mg2+ 4.63 ± 0.21 b 5.60 ± 0.28 a 

Ca2+ 19.34 ± 2.28 b 27.08 ± 2.23 a 
Médias seguidas das mesmas letras não diferem significativamente entre tratamentos salinos pelo teste T 309 
(p <0.05) para a mesma variável. 310 

 311 

4. Discussão 312 

Os parâmetros de trocas gasosas dos genótipos de J. curcas, estudados no presente 313 

trabalho, foram reduzidos pela adição de NaCl na solução nutritiva desde as primeiras 314 

horas de tratamento. As plantas submetidas a 750 mM de NaCl apresentaram redução nos 315 

parâmetros de gs e A até o momento de máximo estresse. Esse declínio no comportamento 316 

fisiológico está relacionado como uma resposta imediata da planta frente ao déficit 317 

hídrico imposto pela alta concentração salina, uma vez que a presença de sal na solução 318 
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de solo reduz o potencial hídrico do solo [3]. O fechamento estomático, é uma estratégia 319 

que permite reduzir a perda excessiva de água através da transpiração, favorece a 320 

manutenção do status hídrico da planta [36], além de reduzir o fluxo de íons [4, 17, 37] 321 

do substrato para a parte aérea [38], prevenindo danos relacionados ao efeito citotóxico 322 

promovido pelo acúmulo excessivo de, principalmente, Na+ e Cl- [39]. Por outro lado, o 323 

fechamento estomático reduz o aporte de CO2 para o interior da câmara subestomática, 324 

explicando a diminuição das taxas fotossintéticas, como observado desde as primeiras 325 

horas do tratamento salino. A redução na disponibilidade e fixação de CO2 compromete 326 

a segunda etapa da fotossíntese e o fornecimento de ADP e NADP+, utilizadas na fase 327 

fotoquímica. Dessa forma, quando ocorre uma redução no aporte de CO2 sem que ocorra 328 

paralelamente uma diminuição na disponibilidade de energia luminosa, evidencia-se um 329 

aumento na suscetibilidade da planta ao dano fotoquímico, induzindo fortes perturbações 330 

na reação fotoquímica [24] e geração de espécies reativas de oxigênio (EROs) decorrente 331 

da menor disponibilidade de NADP+ como receptor final de elétron [40].   332 

Frente ao déficit hídrico, imposto pela presença de sal no substrato [41], as plantas 333 

de J. curcas reduziram seu potencial osmótico, favorecendo a absorção de água, fato 334 

anteriormente também relatado por diversos autores nesta mesma espécie [17, 42, 43], o 335 

que corrobora com os dados apresentados neste estudo. Com a retirada da condição salina 336 

do substrato, o potencial osmótico não diferiu entre os tratamentos. A redução do 337 

potencial osmótico (s) para espécies lenhosas é reconhecida como um mecanismo para 338 

suportar os efeitos do estresse salino e minimizar o déficit hídrico. Esse ajustamento 339 

osmótico favorece a captação de água pelas raízes e pode ser atribuído à síntese ou 340 

translocação de substâncias ou íons os quais podem atuar como osmorreguladores, 341 

incluindo cátions e ânios, presentes na própria solução salina como Na+ e Cl- ou 342 

encontrados nas folhas [4, 44].  343 
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Efeitos adversos na fisiologia e metabolismo das plantas, decorrentes da 344 

exposição ao NaCl, são causados, principalmente, pelo efeito citotóxico dos íons Na+ e 345 

Cl- em elevadas concentrações e alteração no balanço nutricional [41]. Confirmando os 346 

estudos já descritos na literatura, com a aplicação da solução salina no substrato, as 347 

plantas submetidas a 750 mM de NaCl absorveram grande quantidade desses íons da 348 

solução de solo, chegando a apresentar um acréscimo de ~508 % na [Cl-] nas plantas 349 

estressadas, o que possivelmente ocasionou os sintomas visuais de toxicidade 350 

caracterizados pela clorose nas folhas mais velhas, seguida por abscisão foliar. A elevada  351 

concentração de íons Cl- nas folhas pode causar danos relacionados à degradação das 352 

moléculas de clorofila, acarretando danos nos fotossistemas [45], o que ajuda a 353 

compreender a queda das taxas fotossintéticas e danos ao aparato fotossintético de alguns 354 

genótipos estudados.  355 

O acúmulo de Na+ nas folhas dos genótipos no período de máximo estresse 356 

revelou um importante indicativo do comportamento dos genótipos frente ao estresse 357 

salino. Dessa forma, o genótipo CNPAE183 apresentou maior sucesso na seletividade 358 

iônica, evitando o acúmulo de Na+ nas folhas, o que pode ter auxiliado na proteção do 359 

metabolismo enzimático [46]. Além dos efeitos deletérios, o aumento no teor de Na+ 360 

promove redução na absorção de K+ pelas plantas em função da competição do sódio pelo 361 

carregador de potássio, principalmente por uma similaridade existente entre o raio iônico 362 

desses íons [6]. Esse comportamento foi observado nas plantas de pinhão-manso desse 363 

estudo e comprovado pela análise da relação desses cátions, o qual revelou um aumento 364 

na razão Na+/K+ nas plantas submetidas à salinidade, evidenciando uma maior absorção 365 

e translocação de sódio para as folhas, em detrimento do potássio [47].  366 

É sabido que a análise da razão Na+/K+ muitas vezes é mais importante do que a 367 

análise individual dos nutrientes, também devido aos efeitos na regulação da atividade de 368 



48 
 

várias enzimas tanto do metabolismo primário quanto secundário. Neste sentido, uma 369 

menor razão Na+/K+ é considerada como uma marca de tolerância para plantas submetidas 370 

à salinidade, fato comprovado em inúmeros estudos, inclusive com J. curcas [4, 48-51]. 371 

De acordo com Greenway and Munns [49], plantas glicófitas, como J. curcas devem 372 

apresentar razão Na+/K+ igual ou menor do que 0,6 para que a planta consiga manter a 373 

eficiência metabólica, sem danos nutricionais. Baseado nos argumentos que uma menor 374 

razão Na+/K+ é um melhor indicativo de tolerância à salinidade e que plantas, 375 

apresentando uma razão Na+/K+ inferior a 0,6, são mais eficientes metabolicamente, 376 

sugere-se que o genótipo CNPAE183 apresenta maior capacidade de seletividade iônica, 377 

favorecendo o equilíbrio metabólico, quando comparado com os genótipos testados neste 378 

estudo. Após 35 dias de recuperação, todos os genótipos reduziram os valores da relação 379 

Na+/K+, atingindo médias que permitem a manutenção adequada do metabolismo. Essa 380 

redução pode ser explicada pelo incremento dos teores de K+, absorvido durante estes 35 381 

dias, ou pela redução da concentração de Na+, eliminado pela queda de folhas velhas ou 382 

em função do efeito de diluição como mencionado por Rosolem [52], uma vez que a 383 

planta continua apresentando crescimento. 384 

Mesmo que na recuperação as plantas submetidas à salinidade tenham reduzido 385 

significativamente seus níveis de Cl- e Na+, os valores apresentados ainda são elevados, 386 

uma evidência circunstancial de que a queda de folhas velhas não foi suficiente para 387 

retirada do excesso destes íons das plantas após o estresse, mesmo após 35 dias de 388 

recuperação. Cumpre ressaltar, ainda, que o genótipo CNPAE183 mostou a menor queda 389 

nos níveis de Cl- e Na+ em relação aos demais acessos, provavelmente pelo fato deste 390 

genótipo já ter mostrado os menores valores destes íons quando no máximo estresse. 391 

A presença de NaCl no substrato pode inibir a absorção de Ca+2 pelas plantas [6, 392 

53] uma vez que altas concentrações de Na+ inibe a absorção de Ca+2 devido, 393 
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principalmente a inibição não competivitiva entre esses cátions [54] quando estes se 394 

encontram em grandes concentrações no substrato. Neste estudo não se verificou tal 395 

comportamento, uma vez que a presença da solução nutritiva fez elevar a concentração 396 

foliar de Ca+2, mensageiro químico do fechamento estomático mediado por ácido 397 

abscísico. Desta maneira, assim como o fósforo, a presença do cálcio e do magnésio 398 

fornecido pela solução nutritiva, possivelmente, foi requerido para minimizar os efeitos 399 

salinos nas plantas de pinhão-manso. Autores já evidenciam que a suplementação de 400 

cálcio no substrato pode promover a redução dos efeitos nocivos da salinidade devido ao 401 

aumento do influxo de Ca2+ pela planta, em detrimento do Na+, diminuindo assim, a 402 

relação Na+/K+ [55].  403 

Após o máximo estresse, os genótipos apresentaram distintos comportamentos em 404 

relação as taxas fotossintéticas. Essa diferença se mostrou através das diferentes 405 

velocidades de recuperação, o que pode indicar uma variação intraespecífica e um forte 406 

indício para seleção de um genótipo mais tolerante [56]. Alguns trabalhos [57, 58] tem 407 

mostrado que genótipos mais sensíveis tendem a apresentar uma retomada mais lenta dos 408 

parâmetros fisiológicos, quando comparada a genótipos mais tolerantes. Neste sentido, 409 

postula-se que uma completa recuperação das taxas fotossintéticas, após aplicação do 410 

estresse, seja um forte indício de que a salinidade não prejudicou significativamente o 411 

aparato fotoquímico [36, 59] ou que as redes regulatórias de proteção foram mais ativas. 412 

Nestas redes, determinadas proteínas reguladoras têm papel fundamental na ativação ou 413 

desativação de mecanismos moleculares que culminam em processos fisiológicos 414 

determinantes da tolerância ou sensibilidade ao estresse por salinidade. 415 

Partindo desse pressuposto, acredita-se que os genótipos CNPAE183, 416 

CNPAE112, CNPAE114 e JCAL171, foram mais eficientes, apresentando maior 417 

tolerância ao estresse salino do que os genótipos CNPAE218 e CNPAE304. Essa 418 
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distinção categórica entre os genótipos avaliados se deve ao fato destes últimos não terem 419 

recuperado suas taxas fotossintéticas mesmo após a retirada da condição estressante, 420 

comprometendo o crescimento e produção de biomassa, evidenciado pela supressão de 421 

novas folhas e necrose dos tecidos do caule. Tais observações indicam fortemente a 422 

influência de variações genéticas específicas na expressão de fenótipo mais tolerantes ou 423 

sensíveis à salinidade nesta espécie, nas interações com fatores abióticos.  424 

Fatores ambientais, como altos valores de DPV, podem desencadear danos 425 

fotoquímicos nas folhas [21], uma vez que está diretamente relacionado com a 426 

temperatura e umidade do ar. Partindo desse pressuposto, pode-se inferir que a não 427 

recuperação dos genótipos CNPAE218 e CNPAE304 possa estar relacionada a sua menor 428 

eficiência de dissipação de calor latente, efeito que foi fatal em dois dos quatro blocos 429 

avaliados, nos quais o DPV registrado no momento da avaliação das trocas gasosas foi 430 

de 3.5 e 4.6 kPa). 431 

  Mesmo apresentando uma redução na gs, alguns genótipos como CNPAE112, 432 

CNPAE183 e CNPAE304 mostraram valores elevados na razão Ci/Ca. Sabe-se que em 433 

condição de estresse, a concentração interna de carbono (Ci) aumenta, devido ao 434 

direcionamento do CO2 proveniente da respiração para a câmara subestomática [60]. 435 

Problemas na maquinaria fotossintética  [61, 62] ou uso de cristais de oxalato de cálcio 436 

(CaOx) como forma de manutenção de CO2 interno, podem ter contribuído para a 437 

elevação da razão Ci/Ca [63] e, em alguns genótipos, promover uma velocidade maior de 438 

recuperação das taxas fotossintéticas. Cumpre ressaltar que mesmo com uma queda 439 

expressiva das taxas fotossintéticas sob estresse salino, a razão Ci/Ca raramente diminuiu 440 

de 0,5 , uma forte evidência de que não foi o fechamento estomático a principal causa da 441 

diminuição das taxas fotossintéticas [64]. Outros fatores podem ter levado ao declínio das 442 

taxas fotossintéticas; dentre estes pode-se citar: (i) danos no aparato fotossintético e ao 443 
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ciclo de Calvin [65-69], (ii) diminuição da condutância mesofílica [70, 71] e (iii) redução 444 

da taxa de transporte de elétrons entre os fotossintemas [72, 73], fatores estes que podem 445 

diminuir ou retardar a velocidade de utilização do carbono interno. 446 

Os parâmetros de fluorescência da clorofila a se alteram em resposta aos estresses 447 

abióticos, como a salinidade [31], e tem se mostrado uma importante variável na 448 

determinação de tolerância de genótipos [25], pois a alteração da estabilidade nesses 449 

parâmetros vem sendo tratada como um dos efeitos primários da salinidade sobre as taxas 450 

fotossintéticas, em plantas sensíveis ao estresse. Todos os dados de fluorescência da 451 

clorofila a mensurados neste estudo mostram uma tendência de redução na eficiência do 452 

fotossistema II em todos os genótipos, no máximo estresse, quando comparado ao 453 

controle, sendo essa diferença mais sensível na recuperação. Sabe-se que folhas saudáveis 454 

devem apresentar uma razão Fv/Fm igual ou superior a 0,80 [31, 74, 75]; onde valores 455 

abaixo deste podem indicar danos no aparato fotossintético e fotoinibição do centro de 456 

reação do PSII [76]. A redução razão Fv/Fm durante a aplicação do NaCl nos genótipos 457 

CNPAE218 e CNPAE304 para 0,75 e 0,76, respectivamente, acoplado a elevação na 458 

razão Ci/Ca são evidências circunstanciais que suportam a hipótese de que fatores não 459 

estomáticos são responsáveis pela queda da fotossíntese após o período de estresse [77] 460 

nesses genótipos. Entretanto, a razão Fv/F0, que é mais sensível do que a razão Fv/Fm 461 

uma vez que mostra uma maior amplitude [76, 78], pode revelar um maior efeito 462 

fotoinibitório nas plantas sob estresse. A elevação de qP das plantas submetidas ao 463 

estresse salino foi uma característica importante mostrada neste estudo. Esse 464 

comportamento, aliado a redução dos parâmetros de trocas gasosas como gs e A, bem 465 

como ao aumento da concentração interna de carbono reforça a ideia de que vias 466 

alternativas de obtenção de energia, principalmente a fotorrespiração pode estar sendo 467 

utilizada pelos genótipos CNPAE218 e CNPAE304. A curto prazo, a via fotorrespiratória 468 
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pode atuar como uma rota alternativa para dissipação de energia e proteção contra estresse 469 

[79]; porém, a longo prazo, o O2 metabolizado, pelo aumento da fotorrespiração, exige 470 

uma alta demanda energética e diminui o ganho líquido de carbono, além de promover a 471 

formação de EROs [79], podendo comprometer o desenvolvimento da planta e morte de 472 

tecidos, como observado nesse trabalho com estes mesmos genótipos. 473 

Baseado nos dados fisiológicos, fotoprotetores e nutricionais pode-se concluir que 474 

os genótipos CNPAE112, CNPAE114 e CNPAE183 apresentam-se como potenciais 475 

candidatos mais tolerantes à salinidade, mostrando rápida recuperação das taxas 476 

fotossintéticas e de crescimento quando o NaCl é retirado do sistema. Por outro lado, a 477 

concentração de 750 mM de NaCl mostrou-se letal para os genótipos CNPAE218 e 478 

CNPAE304, sendo assim, esses genótipos se mostram mais sensíveis que os demais, ou 479 

ainda, parecem não possuir os mecanismos moleculares de regulação gênica e metabólica 480 

que viabilizam a recuperação fisiológica adequada após o estresse máximo por salinidade. 481 

O genótipo JCAL171 apresenta uma tolerância moderada, verificada através da 482 

capacidade de se recuperar de forma lenta depois de submetido às condições severas de 483 

salinidade, podendo ser considerado como moderadamente tolerante (provável presença 484 

de mecanismos intermediários de regulação gênica e metabólica, promotores da 485 

tolerância à salinidade). Diante do exposto, mostra-se que diferentes genótipos de pinhão-486 

manso apresentam respostas e sensibilidade variada quando submetidos ao estresse 487 

salino. Estudos como estes, aliados a identificações de vias de regulações gênicas podem 488 

auxilar a compreender as diferentes vias de regulação entre genótipos sob estresse salino. 489 
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Material Suplementar 

 

Figura S1. Aspecto dos caules de plantas jovens de Jatropha curcas genótipo CNPAE112 (A) e CNPAE218 

(B) submetidos à 750 mM de NaCl, ao final da recuperação, evidenciando necrose na base do órgão (seta), 

caracterizado pelo murchamento do tecido e coloração marrom. Fonte: Elaborada pelo autor. 
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 16 

Resumo 17 

A resposta vegetal ao estresse salino é uma rede complexa de alterações fisiológicas e 18 

metabólicas em busca de um sucesso adaptativo, de acordo com sua carga genética e principalmente 19 

com a ativação dos genes. Sendo assim, esse trabalho objetivou estudar o perfil proteômico diferencial 20 

em genótipos de pinhão-manso contrastantes, submetidos ao estresse salino, contribuindo assim para 21 

a identificação de proteínas candidatas a marcadores moleculares em resposta a salinidade. Foram 22 

realizadas coletas para a análise proteômica visando identificação de proteínas diferencialmente 23 

acumuladas em dois genótipos com diferentes respostas à condição salina (CNPAE183 - tolerante e 24 

CNPAE218 - sensível), submetidos à 750 mM de NaCl durante 48 horas. Com as amostras vegetais 25 

foram realizadas extração, purificação e quantificação de proteínas solúveis totais. Posteriormente, 26 

realizou-se focalização isoelétrica das amostras dos genótipos, em fita impregnada com acrilamida 27 
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desidratada (IPG 13 cm, gradiente de pH 3-10). A eletroforese foi conduzida em gel desnaturante de 28 

poliacrilamida 12,5%, e os géis resultantes corados, analisados e identificadas as proteínas 29 

diferencialmente acumuladas (DAPs). Foram identificadas 110 DAPs em J. curcas responsivas à 30 

salinidade, presumivelmente associadas com processos metabólicos de ADP, de ribonucleotídeos, 31 

derivados de carboidratos e piruvato, bem como processos envolvidos com a biossíntese de ATP e 32 

resposta aos íons metálicos como sendo os principais processos biológicos associados à maior 33 

tolerância do genótipo CNPAE183. Dessa forma, os resultados revelam que as respostas biológicas à 34 

condição salina estão intimamente relacionadas ao genótipo. O genótipo mais tolerante apresentou 35 

proteínas de diferentes vias importantes para a resposta à salinidade, incluindo produção de proteínas 36 

envolvidas na sinalização, metabolismo antioxidante, bem como enzimas importantes de outras vias 37 

metabólicas de produção de energia, como fotossíntese e glicólise, sugerindo a manutenção do seu 38 

crescimento e desenvolvimento.  39 

 40 

Palavras-chave: Pinhão-manso, NaCl, estresse abiótico, peptídeo, espectrometria de massa, gel 2D. 41 

 42 

1. Introdução 43 

As plantas estão continuamente sujeitas a inúmeras condições ambientais que podem 44 

promover alterações fisiológicas e metabólicas, gerando respostas que são dependentes da carga 45 

genética e, principalmente, ativação de genes [1] em busca de sucesso adaptativo em diversas 46 

condições edafoclimáticas. Dentre tais fatores ambientais, a salinidade, associada ao estresse hídrico, 47 

é considerada como uma das condições estressantes mais severas e limitantes para o cultivo em larga 48 

escala [2]. 49 

A salinidade altera diversos processos biológicos vitais como a fotossíntese e síntese proteica 50 

[3], bem como produção de ácidos graxos e acúmulo de solutos [4]. A resposta vegetal à salinidade é 51 

um complexo processo que envolve mecanismos fisiológicos, bioquímicos e moleculares para 52 

auxiliar no enfretamento ao estresse osmótico e/ou iônico, tais como a síntese de hormônios, de 53 



62 

  

enzimas antioxidativas e de solutos compatíveis, bem como controle de exclusão, 54 

compartimentalização e inclusão de íons pela raiz e seu transporte para parte aérea [2, 5]. Todas essas 55 

respostas frente condições adversas, decorrem da regulação da expressão de genes específicos, que 56 

podem alterar a tradução de proteínas, bem como processos de modificação pós-traducional, 57 

acarretando alterações nos mecanismos de regulação e sinalização celular [3, 6]. 58 

Os genes induzidos pela salinidade são muitas vezes também induzidos por seca, mostrando 59 

uma íntima relação entre essas duas condições. Nesse sentido, pelo menos quatro vias de sinalização 60 

independentes atuam na indução de genes sob condições de seca: duas dependentes de ABA e outras 61 

duas independentes de ABA [7]. Uma das vias dependentes requer ação de fatores de transcrição do 62 

tipo myeloblast (MYB) e myelocytomatosis (MYC) [8]. Além dos mecanismos de regulação em nível 63 

transcricional e pós-transcricional, foi demonstrado que algumas proteínas quinase ativadas por 64 

mitógenos (MAPK) atuam em nível pós-traducional em decorrência de diversos tipos de estresse, 65 

incluindo seca e frio [9].  66 

Em resposta à salinidade, diversas proteínas têm sido identificadas estando associadas à 67 

membrana plasmática, tipicamente receptores e quinases cuja regulação é responsiva a outros fatores 68 

de estresse tais como frio, seca e tratamento com ABA [10]. Além disso, várias enzimas do 69 

metabolismo oxidativo (superóxido dismutase - SOD, ascorbato peroxidase - APX, catalase - CAT) 70 

mostraram-se altamente responsivas a estresses abióticos isolados ou em associação [11, 12]. Apesar 71 

da relevância das respostas fisiológicas associadas ao proteoma frente à salinidade, poucas 72 

informações estão disponíveis sobre variações no acúmulo de proteínas foliares em pinhão-manso 73 

(Jatropha curcas L.) sob tais condições.  74 

J. curcas é uma espécie da família Euphorbiaceae que tem se destacado pelo seu uso potencial 75 

na indústria de biodiesel [13], devido ao alto teor de óleo encontrado nas sementes, com média de 76 

34% [14], e produtividade que pode chegar a 2,37 t ha-1 ano-1 [15], além de apresentar adaptação a 77 

diversas condições edafoclimáticas [16]. Em se tratando de estudos proteômicos para a espécie, nos 78 

últimos anos, diversas pesquisas tem sido direcionadas ao pinhão-manso, principalmente em relação 79 
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às sementes e ao desenvolvimento do endosperma [17], tegumento [18, 19], embrião [20, 21], 80 

plastídeo de sementes em desenvolvimento [22], bem como a produção e translocação do óleo [23-81 

26]. Esse tipo de abordagem é particularmente relevante visando-se o melhoramento genético para a 82 

indústria de biodiesel. Contudo, são escassos estudos do proteoma foliar, apesar de tratar-se do órgão 83 

de biossíntese primária de ácidos graxos, precursores dos lipídeos de reserva das sementes. Ainda, 84 

poucos trabalhos empregam a identificação de proteínas diferencialmente acumuladas (DAPs) na 85 

compreensão das respostas frente a estresses abióticos em pinhão-manso. 86 

Assim, o objetivo desse trabalho foi analisar o proteoma foliar diferencial em genótipos de 87 

pinhão-manso contrastantes submetidos a salinidade, utilizando eletroforese bidimensional. Os 88 

resultados obtidos poderão contribuir na compreensão das respostas moleculares de enfrentamento a 89 

salinidade em J. curcas, bem como na identificação de potenciais biomarcadores funcionais para o 90 

melhoramento assistido.   91 

 92 

2. Material e Métodos  93 

2.1 Material vegetal e condições de crescimento 94 

Os genótipos utilizados nesse trabalho (Tabela 1) são provenientes de diferentes regiões do 95 

Brasil e fazem parte do banco ativo de germoplasma (BAG) da Embrapa Agroenergia (Brasília – DF).  96 

 97 

Tabela 1. Localização de origem dos seis genótipos de Jatropha curcas selecionados. 98 

Genótipo Cidade – Estado Localização geográfica 

CNPAE112 Petrolina – PE 09°04’04’’S, 40°19’06,36’’W/382 m a.s.l. 

CNPAE114 Umuarama – PR 23°47’55’’S, 53°18’48’’W / 430 m a.s.l. 

JCAL171 Rio Largo – AL 09°28’42’’S, 35°51’21’’W / 134 m a.s.l. 

CNPAE183 Jaíba – MG 15°10’03’’S, 43°53’18,4’’W / 478 m a.s.l. 

CNPAE218 São Miguel do Araguaia – GO 13°55’57’’S, 50°09’17’’W / 350 m a.s.l. 

CNPAE304 Campina Grande – PB 07°13’33,41’’S, 35°54’88’’W/539 m a.s.l. 

 99 

Plantas oriundas de germinação de sementes foram mantidas em vasos plásticos (9 L) com 100 

areia lavada, em casa de vegetação, localizada na Universidade Federal de Pernambuco (8º02’ S, 101 
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39º56’ W, 15 m a.s.l), sendo fertirrigadas em dias alternados com solução nutritiva de Hoagland a 50 102 

% (pH 5,8) [27] durante 15 dias. Posteriormente, a fertirrigação foi substituída por solução de 103 

Hoagland 100 % até as plantas completarem três meses (Corte-Real et al, manuscrito em preparação 104 

- Capítulo I). 105 

 106 

2.2 Tratamento salino 107 

As plantas foram irrigadas diariamente, de acordo com o tratamento, sempre nas primeiras 108 

horas da manhã (6:00 - 7:00 h) por três dias. Os tratamentos salinos foram compostos de diferentes 109 

concentrações de sal acrescida à solução nutritiva de Hoagland constituindo assim quatro tratamentos 110 

salino: 0 mM, 250 mM, 500 mM e 750 mM de NaCl correspondendo respectivamente a 1,4; 23,1; 111 

36,3 e 46,8 dS m-1 de condutividade elétrica. Posteriormente, a condição salina foi retirada do 112 

substrato através de lavagens contínuas com água deionizada. Em sequência, as plantas voltaram a 113 

receber solução nutritiva de Hoagland até atingirem completa recuperação, aos 35 dias após o início 114 

do tratamento salino (conforme Corte-Real et al, manuscrito em preparação - Capítulo I).  115 

A coleta do material vegetal ocorreu ao terceiro dia (48 h) e ao final da recuperação (914 h). 116 

Assim, uma folha de cada indivíduo, completamente expandida e sem sinais de ataques de patógeno 117 

ou lesões mecânicas, foi coletada, lavada e armazenada em ultra freezer (-80 ºC) até realização das 118 

análises. Para os parâmetros fisiológicos e nutricionais o delineamento experimental foi em blocos ao 119 

acaso, em esquema fatorial 6 x 4 (seis genótipos e quatro concentrações de NaCl), em quatro 120 

repetições. Com base em resultados prévios (Corte-Real et al, manuscrito em preparação - Capítulo 121 

I), foram selecionados para a análise proteômica os genótipos mais (CNPAE183) e menos 122 

(CNPAE218) tolerantes à salinidade. Foram coletadas folhas do terço médio de cada genótipo, ambos 123 

sob condição salina (750 mM de NaCl). 124 

 125 

2.3 Extração de proteínas e quantificação 126 
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Amostras de 200 mg das folhas foram trituradas com nitrogênio líquido, e material proteico 127 

solúvel foi extraído com solução tampão Tris-HCl 0,5 M/sacarose 7 M e fenol saturado. As proteínas 128 

da fase fenólica foram precipitadas adicionando-se cinco volumes de acetato de amônia 0,1 M em 129 

metanol e incubadas a -20°C por 16 h. Em seguida, o extrato proteico foi centrifugado por 30 min a 130 

10.000 g a 4°C, e o sedimento lavado duas vezes com 0,1 M de acetato de amônio em metanol gelado 131 

e uma vez em acetona gelada. A cada etapa o extrato foi incubado por 30 min a -20°C e centrifugado 132 

por 30 min a 10.000 g a 4°C. Após secagem, o sedimento foi ressuspenso em tampão de solubilização 133 

[Tris-HCl 50 mM (pH 8,8), uréia 7 M, tiuréia 2 M, Triton 0,4% (v/v), CHAPS 2% (m/v), DTT 70 134 

mM, anfolinas 0,8% (v/v)] [28]. As proteínas foram analisadas quanto à integridade por eletroforese 135 

em gel de poliacrilamida 12,5% desnaturante (SDS-PAGE), quantificadas conforme método Bradford 136 

[29]. 137 

 138 

2.4.Análise de proteínas por eletroforese bidimensional  139 

Alíquotas de 500 μg de proteínas de cada extrato foram adicionadas de azul de bromofenol 140 

0,005% (m/v) e submetidas à focalização isoelétrica (IPG buffer, pH 3-10 não-linear; GE Life 141 

Sciences). Os extratos foram aplicados sob fitas impregnadas com acrilamida desidratada (IPG 13 142 

cm, gradiente de pH 3-10 não-linear; GE Life Science), as quais foram reidratadas no sistema 143 

Multiphor II (GE Life Sciences) durante 7 h a 20°C. Em seguida, as fitas IPG foram equilibradas por 144 

20 min em duas soluções redutoras de pontes de dissulfeto (como detalhado por Pacheco et al. [30]). 145 

A segunda dimensão foi conduzida em SDS-PAGE vertical 12,5% a 10°C. Os géis resultantes foram  146 

impregnados com corante coloidal azul de Coomassie G 250, conforme metodologia descrita por 147 

Candiano et al.[31]. 148 

 149 

2.5 Aquisição e análise das imagens 150 

Os géis 2D de J. curcas foram digitalizados no sistema ImageScanner III e as respectivas 151 

imagens processadas no programa LabScan 6.0 (GE Life Sciences). O acúmulo diferencial de 152 
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proteínas foi determinado a partir das imagens dos géis utilizando o programa ImageMaster 2D 153 

Platinum v.7.05 (GE Life Sciences). Proteínas (~spots) com acúmulo estatisticamente significante (p 154 

≤ 0,05) e razão de variação na %vol ≥ 1,5 foram selecionadas e consideradas como diferencialmente 155 

acumuladas (DAPs), e submetidas à identificação por espectrometria de massas.  156 

 157 

2.6 Digestão com tripsina e espectrometria de massas  158 

As proteínas (spots) selecionadas foram excisadas dos géis e descoradas com bicarbonato de 159 

amônio 25 mM e acetonitrila 50 % (v/v) por duas vezes a 30 min. Os fragmentos de gel foram 160 

desidratados com acetonitrila 100 % por 5 min, a solução excedente descartada e os fragmentos de 161 

gel foram secos por evaporação e reidratados em solução contendo DTT 20 mM em bicarbonato de 162 

amônio 50 mM e incubados por 40 min a 60°C. A preparação dos peptídeos diferenciais selecionados 163 

foi realizada conforme metodologia descrita por Souza [32]. As soluções contendo os peptídeos 164 

extraídos foram secas a 30ºC em concentrador a vácuo, seguindo-se sua ressuspensão em ácido 165 

fórmico 1 % (v/v) e transferência para tubos novos. Para a análise em espectrômetro de massas 166 

MALDI-ToF/ToF AutoFlex III (Bruker Daltonics, Inc.), na Central Analítica do Centro de 167 

Tecnologias Estratégicas do Nordeste (CETENE), o pellet foi solubilizado em 5 µl de TFA 0,1%. 168 

Para cada ciclo de leitura, foram misturados 2 µl da amostra com 2 µl de matriz de ácido α-ciano-4-169 

hidroxicinâmico em ACN e TFA 3%, sendo aplicados 2 µl em duplicata nas células da placa metálica. 170 

 171 

2.7 Identificação presumível e Análise bioinformática 172 

A identificação presumível dos espectros de massa (MS) obtidos na análise dos peptídeos foi 173 

realizada com uso do programa MASCOT (Matrix Inc.; 174 

(http://www.matrixscience.com/search_form_select.html), pela versão de acesso público do 175 

software, pelo método PMF (peptide mass fingerprinting, ou tipagem por massa do peptídeo) 176 

utilizando os sub-bancos de dados Viridiplantae e Arabidopsis (Swissport e NCBIProt), adotando-se 177 

os seguintes parâmetros: i) modificação fixa: carbamidometilação (C); ii) modificação variável: 178 
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oxidação (M); e iii) tolerância: 100 ppm a 1.2 Da.  Posteriormente, foi conduzida identificação 179 

complementar através de versão privada do programa MASCOT, gentilmente disponibilizada para 180 

acesso em colaboração com o Centro de Proteômica Avançada da Universidade de Washington 181 

(Seattle, Washington, EUA; http://proteomicsresource.washington.edu/), pelo método PMF 182 

utilizando os sub-bancos de dados Euphorbiaceae e Jatropha curcas, adotando-se os seguintes 183 

parâmetros: i) modificação fixa: carbamidometilação (C); ii) modificação variável: oxidação (M); e 184 

iii) tolerância: 200 ppm a 1.2 Da.  Foram consideradas significativas as identificações com score 185 

maior ou igual ao valor limite (cut-off). O score equivale a -10.log(P), sendo P a probabilidade de a 186 

similaridade encontrada ser ao acaso. Valores de score acima do valor limite têm significância 187 

estatística (p < 0,05). 188 

Para a análise de ontologia gênica (GO) foi utilizada a ferramenta online Mercator 189 

(http://www.plabipb.de/portal/mercator-sequence-), a partir dos arquivos FASTA/Uniprot das 190 

proteínas identificadas. Foi realizado mapeamento GO relacionado aos processos biológicos, tendo 191 

Arabidopsis thaliana como referência. A análise de enriquecimento de termos GO foi realizada na 192 

plataforma online Panther (http://www.pantherdb.org/) referente ao genoma de A. thaliana e FDR 193 

(false discovery rate) significativo, p < 0,05.  194 

 195 

  196 

http://www.plabipb.de/portal/mercator-sequence-
http://www.pantherdb.org/
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3 Resultados 197 

Plantas submetidas a 750 mM de NaCl por 48 h, não apresentaram características visuais que 198 

as diferenciassem de plantas controle, entretanto as análises fisiológicas demonstraram contraste 199 

fenotípico na resposta a salinidade, permitindo a seleção dos genótipos mais e menos tolerantes. Após 200 

a produção dos géis 2D, foi possível evidenciar que a etapa de focalização isoelétrica propiciou 201 

resolução adequada, com relativa diversidade de proteínas em diferentes faixas de pI, principalmente 202 

entre pH 4 e 7 (Figura 1). Após eletroforese, foram obtidos géis com reprodutibilidade amostral entre 203 

réplicas do mesmo genótipo também adequada: coeficiente de correlação (R) de 0,9759 no genótipo 204 

tolerante; e 0,9543 no genótipo sensível. Estes valores de R permitiram a comparação entre genótipos 205 

sob salinidade e a identificação de DAPs.  206 

A Figura 1 mostra os mapas proteômicos representativos de J. curcas, nos quais através da 207 

análise comparativa entre os genótipos submetidos a 750 mM de NaCl no máximo estresse. Após 208 

análise dos géis, foram detectadas 145 DAPs, cujos espectros de massa por PMF permitiram a 209 

identificação de 110 DAPs (75,86 %). Destas, 69 (62,73 %) proteínas eram exclusivas e/ou mais 210 

acumuladas no genótipo tolerante (CNPAE183; Tabela 2) e 41 (37,27 %) eram exclusivas e/ou mais 211 

acumuladas no genótipo sensível (CNPAE218; Tabela 3).  212 

 213 

Figura 1. Gel 2D-PAGE do perfil proteômico foliar de Jatropha curcas, genótipo CNPAE183 (A) e genótipo CNPAE218 

(B) submetidos ao estresse salino com 750 mM de NaCl. 
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Tabela 2.  Identificação de proteínas de Jatropha curcas, genótipos CNPAE183 submetidos a 750 mM de NaCl , usando o genótipo CNPAE218 como referência. Anotação presumível a partir 214 

dos espectros PMF/MALDI-ToF. 215 

Spot ANOVA Proteínas ID Score MCal MAno pICal pIAno Espécie ortóloga Ratio 

Fotossíntese 

6 0,0463 Subunidade menor da Ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenase  D6BR54 88 14689 20473 7,39 9,06 Jatropha curcas 1,548 

60 0,0078 Proteína de evolução do oxigênio isoforma 1 cloroplastidial A0A067KA30 91 32980 35314 4,94 5,87 Jatropha curcas 1,313 

84 0,0264 Ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenase ativase isoforma X1 cloroplastidial A0A067L8Y9 84 41785 52211 4,83 5,56 Jatropha curcas 2,422 

86 0,0333 Ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenase ativase isoforma X1 cloroplastidial A0A067L8Y9 112 41534 52211 4,93 5,56 Jatropha curcas 2,834 

100 0,0476 Subunidade maior da Ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenase B1NWF7 183 51464 53087 6,23 6,09 Jatropha curcas 1,148 

112 0,0072 ATP sintase subunidade beta, cloroplastidial C0LE81 119 55182 53278 4,98 5,10 Jatropha curcas 1,392 

115 0,0007 ATP sintase subunidade alfa C0LE59 106 55407 55484 5,17 5,28 Jatropha curcas 1,704 

118 0,0324 ATP sintase subunidade beta C0LE81 118 54007 53278 5,07 5,10 Jatropha curcas 1,761 

143 0,0312 Subunidade maior da Ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenase C0LE82 204 56097 53087 5,65 6,09 Jatropha curcas 1,600 

144 0,0342 Subunidade maior da Ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenase C0LE82 64 54923 53087 5,75 6,09 Jatropha curcas 1,693 

146 0,0462 Fator de estabilidade/montagem do PSII (HCF136), cloroplastidial A0A067L4D0 58 38351 43076 5,14 7,08 Jatropha curcas 2,918 

209 0,0139 ATP sintase subunidade alfa cloroplastidial C0LE59 97 65046 55484 5,20 5,28 Jatropha curcas * 

216 0,0013 Subunidade menor da Ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenase  D6BR54 98 14535 20473 8,14 9,06 Jatropha curcas * 

227 0,0002 Subunidade maior da Ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenase A0A199U950 70 29612 37029 5,09 8,50 Manihot esculenta * 

278 0,0025 Oxidase (S)-2-hidroxi-ácido peroxissômica A0A067L0G9 82 41789 40566 9,68 9,31 Jatropha curcas * 

279 0,0127 Oxidase (S)-2-hidroxi-ácido peroxissômica A0A067L0G9 81 36257 40566 9,16 9,31 Jatropha curcas * 

291 0,0000 Subunidade menor da Ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenase  D6BR54 89 14833 20473 7,17 9,06 Jatropha curcas * 

Glicólise 

92 0,0067 Fosfoglicerato quinase A0A067JME5 71 43274 50648 5,86 8,41 Jatropha curcas 1,355 

123 0,0105 Fosfoglicerato quinase A0A067JME5 68 43411 50648 5,51 8,41 Jatropha curcas 1,512 

282 0,0106 Piruvato quinase B9S7Y4 67 27201 64159 6,97 6,09 Ricinus communis * 

Transporte de elétron mitocondrial/ síntese ATP 

111 0,0400 ATP sintase subunidade beta A0A067KFH8 72 53924 60287 5,35 6,13 Jatropha curcas 2,747 

131 0,0325 ATP sintase C1MNM6 81 23614 60369 6,23 6,99 Micromonas pusilla CCMP1545 1,365 

211 0,0020 ATP sintase subunidade beta A0A067KFH8 83 54719 60287 5,29 6,13 Jatropha curcas * 

Metabolismo de aminoácido 

284 0,0021 Arginino-succinato sintase cloroplastidial Q2QVC1 65 22137 38967 4,56 5,90 Oryza sativa Japonica Group * 

Metabolismo secundário 

42 0,0095 1-desoxi-D-xilulose-5-fosfato sintase Q38854 55 29068 77468 4,76 7,04 Arabidopsis thaliana 1,488 

Estresse 

80 0,0084 Proteína 257 similar à defensina  Q2V3S8 56 40253 9329 7,38 5,21 Arabidopsis thaliana 2,349 

94 0,0002 Proteína 257 similarà defensina Q2V3S8 56 43963 9329 5,37 5,21 Arabidopsis thaliana 4,398 

145 0,0140 Proteína N isoforma X2 de resistência ao TMV  A0A067JI31 59 48572 78345 4,77 7,05 Jatropha curcas 1,900 

236 0,0000 Ubiquitina transferase (RING E3) B9SBC6 61 80171 116067 6,19 5,68 Ricinus communis * 

Redox 

231 0,0001 Catalase A0A067L5U2 78 55418 57081 7,49 7,10 Jatropha curcas * 

Metabolismo C1 

214 0,0001 Proteína bifuncional (FolD2) A0A067K8J8 64 50486 32092 6,69 7,05 Jatropha curcas * 

RNA 
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107 0,0044 Maturase K Q9AVL5 56 54006 59670 7,65 9,61 Panax ginseng 1,710 

217 0,0072 Remorina A0A067K8I1 59 16811 24708 3,96 9,78 Jatropha curcas * 

219 0,0000 DNA (citosina-5) metiltransferase 1A Q7Y1I7 52 21975 172800 5,03 5,75 Oryza sativa Japonica Group * 

225 0,0001 Proteína de ligação ao TATA-box  B9SWR1 63 28096 21950 6,60 9,94 Ricinus communis * 

234 0,0001 RNA polimerase dirigida por DNA subunidade beta A0A327 56 80466 120937 5,80 8,74 Coffea arabica * 

241 0,0000 Fator de transcrição da família MYB (PHL5) A0A067J9G2 58 28834 29597 6,03 9,18 Jatropha curcas * 

242 0,0223 Fator de transcrição GATA 19 B8AR30 52 29544 29479 9,64 6,14 Oryza sativa Indica Group * 

265 0,0003 Fator de transcrição AS1 O80931 56 65895 42559 6,50 9,16 Arabidopsis thaliana * 

272 0,0010 Fator de transcrição GATA 19 B8AR30 50 32761 29479 4,54 6,14 Oryza sativa Indica Group * 

281 0,0010 Proteína de ligação a ácidos nucléicos B9RAN9 61 22844 56500 5,08 5,33 Ricinus communis * 

289 0,0020 Fator de transcrição GATA 19 B8AR30 49 29485 29479 5,93 6,14 Oryza sativa Indica Group * 

DNA 

247 0,0004 Proteina FAR1isoforma X1 A0A067LFM0 61 36634 99952 9,36 6,22 Jatropha curcas * 

Proteína 

58 0,0002 Proteína ribossômica L16 50S  cloroplastidial A6BM45 55 33466 15349 4,72 11,47 Gnetum parvifolium 1,565 

88 0,0037 Proteína ribossômica L24 54S  mitocondrial A0A067L255 62 43113 24550 4,34 9,74 Jatropha curcas 1,865 

146 0,0462 Fator de estabilidade/montagem do PSII (HCF136) cloroplastidial A0A067L4D0 58 38351 43076 5,14 7,08 Jatropha curcas 2,918 

223 0,0052 Proteína com domínio RING-HC RNF170 A0A067KTH4 60 28509 28318 5,22 8,80 Jatropha curcas * 

236 0,0000 Ubiquitina transferase (RING E3) B9SBC6 61 80171 116067 6,19 5,68 Ricinus communis * 

Sinalização 

139 0,0488 Proteína At3g08570 com domínio BTB/POZ Q9C9Z7 60 60619 70320 4,75 5,67 Arabidopsis thaliana 1,389 

140 0,0098 Proteína quinase serina-treonina vegetal B9S095 61 60752 75826 4,80 9,01 Ricinus communis 2,233 

224 0,0001 Proteína quinase serina-treonina vegetal B9S095 61 28542 75826 5,37 9,01 Ricinus communis * 

245 0,0001 Proteína ligante ao cálcio (CML45) A0A067K9U4 60 35574 23016 6,56 4,71 Jatropha curcas * 

246 0,0033 Receptor quinase 4 associado à parede celular Q9S9M2 55 35692 86269 5,82 5,66 Arabidopsis thaliana * 

271 0,0015 Receptor quinase 4 associado à parede celular Q9S9M2 58 31039 86269 7,54 5,66 Arabidopsis thaliana * 

Célula 

222 0,0025 Quinase ciclina-dependente C-2 A0A067KX42 59 27069 57085 5,37 9,35 Jatropha curcas * 

Desenvolvimento 

232 0,0007 Proteína Argonauta 1 O04379 57 80069 117201 5,89 9,38 Arabidopsis thaliana * 

286 0,0003 Proteína similar à BPS1 (DUF793) Q9LMM6 46 20482 38787 4,62 8,98 Arabidopsis thaliana * 

Transporte 

238 0,0002 Subunidade TIM50 da translocase de membrana interna mitocondrial A0A067KLS5 58 15579 41995 4,69 7,72 Jatropha curcas * 

Não atribuído 

43 0,0219 Proteína hipotética Q6K6N4 76 29120 18622 4,40 11,65 Oryza sativa Japonica Group 2,107 

49 0,0204 tRNA sulfotransferase R9VQN8 74 31060 55070 4,78 6,24 Enterobacter sp, 1,606 

62 0,0021 Golgina de interação com RAB6 (DUF662) F4IMV8 73 35157 9951 6,84 9,30 Arabidopsis thaliana 1,910 

89 0,0186 Proteína similar à LolA R9VWM1 59 41545 30415 5,04 9,00 Enterobacter sp, 1,764 

95 0,0217 Proteína contendo domínios DUF4408 e DUF761  B9RK72 63 44698 27280 5,44 6,88 Ricinus communis 1,757 

130 0,0134 Epsina 3 A0A067L925 64 92082 29185 5,34 6,17 Jatropha curcas 4,036 

220 0,0000 Proteína At2g42460 com domínios MATH e coiled-coil F4IN32 54 21967 34353 5,28 9,29 Arabidopsis thaliana * 

240 0,0000 Citocromo C peroxidase R9VWN0 63 27336 40002 5,15 8,59 Enterobacter sp, R4-368 * 

243 0,0002 Proteína Rhs de secreção tipo IV  R9VJV2 58 32021 165495 5,30 5,87 Enterobacter sp, R4-368 * 

250 0,0017 Proteína de ligação a stem-loop 41 kDa b cloroplastidial A0A067JHM3 90 40614 42666 7,72 8,84 Jatropha curcas * 
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254 0,0005 Proteína com domínio recombinase (fragmento) B9TDB5 62 42016 33549 5,17 9,86 Ricinus communis * 

275 0,0000 Citocromo C peroxidase R9VWN0 62 99310 40002 5,54 8,59 Enterobacter sp, R4-368 * 

295 0,0038 Proteína MARD1 B6SU95 81 14833 28633 6,77 9,48 Zea mays * 

Não identificado 

93 0,0469 No match - - 44220 - 6,23 - Jatropha curcas 2,592 

106 0,0116 No match - - 54106 - 7,86 - Jatropha curcas 1,810 

210 0,0001 No match - - 38673 - 5,02 - Jatropha curcas * 

215 0,0002 No match - - 14983 - 4,84 - Jatropha curcas * 

218 0,0001 No match - - 20598 - 6,77 - Jatropha curcas * 

221 0,0048 No match - - 23440 - 6,13 - Jatropha curcas * 

226 0,0277 No match - - 33020 - 3,06 - Jatropha curcas * 

228 0,0005 No match - - 29536 - 5,26 - Jatropha curcas * 

229 0,0005 No match - - 38975 - 6,72 - Jatropha curcas * 

230 0,0008 No match - - 41782 - 5,69 - Jatropha curcas * 

233 0,0000 No match - - 79752 - 5,99 - Jatropha curcas * 

235 0,0002 No match - - 79847 - 6,08 - Jatropha curcas * 

244 0,0019 No match - - 35155 - 7,22 - Jatropha curcas * 

252 0,0024 No match - - 41151 - 6,45 - Jatropha curcas * 

257 0,0413 No match - - 45301 - 6,98 - Jatropha curcas * 

258 0,0133 No match - - 44682 - 6,11 - Jatropha curcas * 

261 0,0002 No match - - 50819 - 6,98 - Jatropha curcas * 

264 0,0004 No match - - 65776 - 6,60 - Jatropha curcas * 

276 0,0094 No match - - 100000 - 5,40 - Jatropha curcas * 

277 0,0098 No match - - 99894 - 5,48 - Jatropha curcas * 

280 0,0001 No match - - 31041 - 7,96 - Jatropha curcas * 

283 0,0002 No match - - 22093 - 4,41 - Jatropha curcas * 

285 0,0000 No match - - 22026 - 4,82 - Jatropha curcas * 

288 0,0057 No match - - 34277 - 7,23 - Jatropha curcas * 

290 0,0024 No match - - 31774 - 6,58 - Jatropha curcas * 

216 
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Tabela 3.  Identificação de proteínas de Jatropha curcas, genótipos CNPAE218 submetidos a 750 mM de NaCl na condição de máximo estresse, usando o genótipo CNPAE183 como referência. 217 

Anotação putativa a partir de MALDI-ToF e analisada via PMF na plataforma Mascot. 218 

Spot ANOVA Proteínas ID Score Mcal Mano pICal pIAno Espécie ortóloga  Ratio 

Fotossíntese 

119 0,0217 Subunidade menor da Ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenase D6BR54 101 14667 20473 8,69 9,02 Jatropha curcas 3,096 

179 0,0015 Subunidade maior da Ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenase C0LE82 140 56131 53087 3,16 6,09 Jatropha curcas * 

172 0,0016 Anidrase carbônica cloroplastidial A0A067LLS5 85 28177 37150 6,76 8,07 Jatropha curcas * 

Transporte de elétron mitocondrial/ síntese ATP 

170 0,0058 ATP sintase C1MNM6 81 18854 60369 8,90 6,99 Micromonas pusilla CCMP1545 * 

Hormônios 

204 0,0002 Citocromo P450 monoxigenase Q0JL28 69 31142 17157 9,47 9,62 Oryza sativa Japonica Group * 

Estresse 

29 0,0022 Receptor similar a  quinase serina/treonina SD1-8 isoforma X1 A0A199U9G4 58 23530 36962 4,94 8,76 Manihot esculenta 3,892 

Redox 

198 0,0003 Glutarredoxina C13 Q0IRB0 54 33848 11580 4,26 8,57 Oryza sativa Japonica Group * 

Miscelânea 

204 0,0002 Citocromo P450 monoxigenase Q0JL28 69 31142 17157 9,47 9,62 Oryza sativa Japonica Group * 

RNA 

40 0,0449 Maturase K Q8HQQ6 56 29130 61576 4,51 9,4 Pinus pinaster 1,598 

77 0,0079 Fator de transcrição GATA 19 B8AR30 53 39860 29479 4,88 6,14 Oryza sativa Indica Group 1,544 

162 0,0000 Proteína hipotética com domínio MANES_S021100 RPOL-N A0A199UC42 59 33550 29201 4,57 9,64 Manihot esculenta * 

196 0,0012 Proteína contendo domínio B3 (REM8) Q8H2D1 58 27481 52448 6,57 6,25 Arabidopsis thaliana * 

197 0,0074 Remorina contendo domínio C Q0JA18 71 28098 31637 6,49 8,14 Oryza sativa Japonica Group * 

DNA 

28 0,0011 DNA polimerase A0A067JPG7 62 23283 124988 5,15 8,35 Jatropha curcas 2,593 

Proteína 

29 0,0022 Receptor semelhante à proteína serina/treonina quinase - SD1-8 isoforma X1 A0A199U9G4 58 23530 36962 4,94 8,76 Manihot esculenta 3,892 

161 0,0009 Proteína fosfatase 2C 67 Q0J2R1 51 34610 39822 6,10 6,37 Oryza sativa Japonica Group * 

164 0,0123 Proteína com domínio UBX (10) A0A067K7Q0 66 19798 41957 5,51 8,58 Jatropha curcas * 

165 0,0034 Proteína ribossômica L16 50S cloroplastidial P08528 56 32946 15635 5,28 11,56 Zea mays * 

167 0,0030 tRNA (citidina/guanosina-2'-O)-metiltransferase A0A067JWU0 71 18557 35215 4,90 6,02 Jatropha curcas * 

168 0,0021 Receptor quinase 2 de ligação a calmodulina citoplasmática  Q8VZJ9 57 16324 46374 6,82 9,26 Arabidopsis thaliana * 

171 0,0000 Proteína com domínio RING-HC_RNF170  A0A067KTH4 58 24690 28318 3,22 8,80 Jatropha curcas * 

Sinalização 

16 0,0118 Quinase cálcio-dependente 20 Q84SL0 50 18315 62768 5,44 7,00 Oryza sativa Japonica Group 2,187 

29 0,0022 Receptor quainse serine/treonina SD1-8 isoforma X1 A0A199U9G4 58 23530 36962 4,94 8,76 Manihot esculenta 3,892 

36 0,0003 Receptor quinase 4 associado à parede celular  Q9S9M2 56 27808 86269 5,42 5,66 Arabidopsis thaliana 2,547 

166 0,0004 Proteína de ligação ao cálcio CML45 A0A067K9U4 60 20108 23016 5,00 4,71 Jatropha curcas * 

176 0,0007 Proteína com domínio BTB/POZ (At3g08570) Q9C9Z7 60 55579 70320 7,88 5,67 Arabidopsis thaliana * 

180 0,0005 Proteína de ligação ao cálcio CML45 A0A067K9U4 62 62111 23016 4,56 4,71 Jatropha curcas * 

184 0,0032 Receptor quinase 4 associado à parede celular  Q9S9M2 56 77105 86269 6,08 5,66 Arabidopsis thaliana * 

Célula 

206 0,0041 Proteína da superfamília DUF1731 A0A067JUJ5 60 49514 25290 4,59 8,44 Jatropha curcas * 
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Desenvolvimento 

17 0,0001 Proteina SHI relacionada aà sequencia 3  Q9SJT8 55 18362 20314 5,82 9,39 Arabidopsis thaliana 5,233 

27 0,0085 Metiltransferase dependente de S-adenosilmetionina (fragmento) E5D1F9 67 23449 24924 5,55 5,35 Jatropha curcas 1,603 

158 0,0011 Proteína da família CCT  Q8LDM8 66 18110 23363 6,98 4,95 Arabidopsis thaliana * 

160 0,0032 Proteína da família CCT  Q8LDM8 66 37029 23363 8,12 4,95 Arabidopsis thaliana * 

Não atribuído 

4 0,0185 Proteína de armazenamento da casca A A0A067KNP8 61 13300 35198 9,84 7,82 Jatropha curcas 1,474 

25 0,0020 Proteína de armazenamento da casca A A0A067KNP8 63 23115 35198 5,40 7,82 Jatropha curcas 1,470 

26 0,0009 Proteína com repetições pentatricopeptideo At1g32415 mitocondrial P0C7R0 56 23878 86159 4,39 6,01 Arabidopsis thaliana 2,292 

54 0,0030 rRNA N-glicosidase D0PWG0 70 33249 32940 5,59 8,54 Jatropha curcas 5,676 

55 0,0173 Proteína similar à protease Ulp1 Q5JMY1 67 33511 28368 5,42 9,62 Oryza sativa Japonica Group 4,358 

56 0,0246 Proteína OSIGBa0111I14.3 com domínio nucleotídeo-pirofosforilase Q01L63 66 33093 18852 5,19 5,29 Oryza sativa Indica Group 1,967 

159 0,0000 rRNA N-glicosidase D0PWG0 66 32589 32940 6,10 8,54 Jatropha curcas * 

173 0,0010 Proteína de armazenamento vegetativo 2 A0A067KXQ9 83 30830 32465 9,63 7,88 Jatropha curcas * 

175 0,0000 Proteína sem domínio conservado A0A067L4W9 59 36439 45564 4,86 4,72 Jatropha curcas * 

187 0,0000 Fator C de replicação da DNA polimerase tipo III subunidade gamma-tau B9S6E2 61 20242 88976 7,21 9,63 Ricinus communis * 

205 0,0067 Proteína hipotética JCGZ_06028 A0A067JK77 61 39174 22787 5,29 5,69 Jatropha curcas * 

Não identificado 

2 0,0302 No match - - 23885 - 4,61 - Jatropha curcas 2,663 

3 0,0003 No match - - 13508 - 3,26 - Jatropha curcas 7,930 

9 0,0019 No match - - 16393 - 9,77 - Jatropha curcas 6,736 

45 0,0451 No match - - 29870 - 5,75 - Jatropha curcas 1,565 

67 0,0027 No match - - 37537 - 5,86 - Jatropha curcas 2,043 

69 0,0230 No match - - 37454 - 5,71 - Jatropha curcas 1,645 

132 0,0131 No match - - 19750 - 8,88 - Jatropha curcas 2,831 

150 0,0155 No match - - 36537 - 5,27 - Jatropha curcas 1,695 

163 0,0441 No match - - 60341 - 4,83 - Jatropha curcas * 

169 0,0003 No match - - 17770 - 6,40 - Jatropha curcas * 
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Com base nas análises de ontologia gênica foi possível agrupar as proteínas identificadas em 219 

diferentes categorias, relacionadas aos processos biológicos. Dessa forma, as DAPs foram agrupadas 220 

em 16 categorias, sendo fotossíntese, resposta ao estresse, desenvolvimento e organização celular, 221 

potencial redox, sinalização, metabolismo de DNA e RNA, transporte de elétrons 222 

mitocondrial/síntese de ATP, bem como metabolismo de proteína são comuns a ambos os genótipos 223 

(Figura 2). Proteína relacionada à categoria de miscelânea de funções celulares e de desenvolvimento 224 

foi identificada apenas em CNPAE218. Por outro lado, processos envolvidos com glicólise, o 225 

metabolismo de aminoácidos, transporte, metabolismo secundário e metabolismo C1 foram 226 

exclusivos de CNPAE183 (Figura 2).  227 

 228 

Figura 2. Ontologia gênica das DAPs de folhas de dois genótipos de Jatropha curcas submetidos a 750 mM de NaCl. 229 

 230 

Através da análise de enriquecimento as proteínas mais acumuladas em CNPAE183 foram 231 

significativamente enriquecidas nos processos metabólicos de ADP, de ribonucleotídeo, derivados de 232 

carboidratos e piruvato, bem como processos envolvidos com a biossíntese de ATP e resposta aos 233 

íons da família do metal (Tabela 4).  234 
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 235 

Tabela 4. Principais processos biológicos significativamente enriquecidos no genótipo CNPAE183 de J. curcas 236 

comparado à espécie modelo Arabidopsis thaliana. 237 

CNPAE183 

Processo biológico GO Número de genes p-value_FDR 

Processo metabólico de ribonucleotídeo 4 9.30E-06 

Processo metabólico de ADP 3 1.26E-05 

Resposta aos íons de metal 3 2.53E-05 

Processo metabólico derivados de carboidratos 5 6.41E-05 

Síntese de ATP acoplado ao transporte de prótons 2 1.98E-04 

Processo metabólico de piruvato 2 1.98E-04 

4 Discussão  238 

 239 

Metabolismo fotossintético 240 

A fotossíntese é um dos processos fisiológicos mais afetados e sensíveis às condições 241 

ambientais estressantes, como a alta concentração salina e déficit hídrico. No presente trabalho 242 

observou-se que ambos os genótipos acumularam proteínas envolvidas com o processo fotossintético. 243 

O genótipo mais tolerante apresentou 19 spots mais acumulados, incluindo três cópias da subunidade 244 

menor da RuBisCO (spot 6, 216 e 291, tabela 2), quatro cópias da subunidade maior da RuBisCO 245 

(spots 100, 143, 144 e 227, tabela 2) e duas RuBisCO ativase (spots 84 e 86, tabela 2). Essa última é 246 

uma enzima chave da regulação fotossintética [33], que atua na ativação e manutenção da atividade 247 

catalítica da RuBisCO [34], em uma reação dependente de ATP [35], podendo atuar ainda como 248 

chaperona durante situações de estresse, garantindo certas funções cloroplastidiais [35, 36]. O papel 249 

na manutenção da correta estrutura do complexo rubisco é particularmente importante em condições 250 

estressantes [37], e pode estar relacionado ao fenótipo tolerante observado no genótipo CNPAE183. 251 

Nesse contexto, o maior acúmulo de proteínas de fotossíntese está associado a contínua manutenção 252 

da função sob condições deletérias [38], fato que pode ser fundamental para recuperação, no final do 253 

período estressor.  254 

Adicionalmente, CNPAE183 ainda apresentou maior acúmulo de proteínas envolvidas na 255 

estabilidade e manutenção do fotossistema II (PSII), como Fator HCF 136 de estabilidade/montagem 256 

do PSII (spot 146, tabela 2), e a proteína de evolução de oxigênio (spot 60, tabela 2). Essa última 257 
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desempenha papel importante na manutenção da atividade de PSII [39]. Dessa maneira, o maior 258 

acúmulo dessas proteínas chave na produção energética e de integridade do aparato fotossintético 259 

parecem contribuir com uma maior eficiência fotossintética no genótipo mais tolerante, sob condições 260 

salinas. 261 

Em CNPAE218, apenas foram identificadas e categorizadas em processo biológico duas como 262 

RuBisCO, uma subunidade maior (spot 179, tabela 3) e uma subunidade menor (spot 119, tabela 3), 263 

além de uma anidrase carbônica (CA) (spot 172, tabela 3), uma enzima que catalisa reversivelmente 264 

CO2 em bicarbonato. A resposta da atividade da CA varia de acordo com a genótipo, duração e 265 

intensidade da condição estressante [40]. O maior acúmulo dessa enzima no genótipo mais sensível 266 

sugere um maior investimento e necessidade de CNPAE218 em gerar substrato para a RuBisCO em 267 

decorrência da menor eficiência fotossintética desse genótipo. 268 

Relacionadas aos processos fotossintéticos, ainda estão envolvidas as enzimas ATP sintase 269 

cloroplastidiais, incluindo as subunidades beta (spot 112 e 118, tabela 2) e alfa (spot 115 e 209, tabela 270 

2), mais acumuladas no genótipo CNPAE183. Alterações ambientais podem afetar o processo 271 

fotossintético, alterando a capacidade de produção de ATP e NADPH [41, 42]. Nesse sentido, a maior 272 

eficiência fisiológica observada em CNPAE 183, sob estresse salino, pode estar relacionada ao maior 273 

acúmulo de ATP sintase, indicando que o sistema de síntese de energética fotodependente, nesse 274 

genótipo, apresentou menor prejuízo na presença do sal. Maior tradução dessa enzima foi relacionada 275 

com adaptação ao estresse salino em trigo [43] e em mostarda-marrom [44], atendendo a demanda de 276 

energia durante períodos de recuperação e desenvolvimento vegetal [45]. A importância da ATP 277 

sintase no genótipo mais tolerante na presença do sal é corroborada pela análise de enriquecimento 278 

de termos de ontologia gênica, com base na qual foi registrada variação significativa em dois 279 

processos biológicos relacionados ao metabolismo energético: síntese de ATP acoplado ao transporte 280 

de prótons, processo metabólico de ADP (p ≤ 1.98E-04 e 1.26E-05 respectivamente). Além disso, 281 

maior concentração de tais proteínas também pode indicar menor degradação de membranas dos 282 

tilacóides, mantendo produção energética parcial, bem como ajuste do pH do lúmen dos tilacóides. 283 
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Em ambientes acidificados, há maior ocorrencia de agregação e degradação proteica [46], fato que 284 

pode ser mitigado mais eficitientemente no genótipo tolerante.   285 

 286 

Glicólise 287 

O metabolismo de carboidrato é uma das principais vias de fornecimento energético no 288 

organismo. Plantas sob estresse salino apresentam, geralmente, redução na tradução de enzimas 289 

relacionadas à esse processo [47], diferindo dos resultados observados nesse trabalho. Porém, alguns 290 

trabalhos de expressão gênica têm mostrado maior indução de genes relacionados com as vias de 291 

metabolismo de piruvato, como a piruvato quinase (PQ), em planta de arroz [48] e cana-de-açúcar 292 

[49] submetidos a estresses abióticos, assim como observado no genótipo mais tolerante (spot 282, 293 

tabela 2). 294 

A piruvato quinase é uma enzima chave na regulação da glicólise, catalisando 295 

irreversivelmente a formação de piruvato, garantindo substrato ao ciclo do ácido tricarboxílico 296 

(TCA), e consequentemente para cadeia transportadora de elétrons e geração de metabólitos. 297 

Corroborando a ideia da importância desses metabolismos para CNPAE183 em condições de estresse 298 

salino, foi registrado enriquecimento significativo para processos metabólicos de piruvato e de 299 

derivados de carboidratos (p < value 1.98E-04 e 6.41E-05, respectivamente). Dessa maneira o maior 300 

acúmulo dessas enzimas sugere que o genótipo CNPAE183 é capaz de lidar com a condição 301 

estressante através do aumento de proteínas associadas ao metabolismo energético, não apresentando 302 

comprometimento da via glicolítica [50, 51] e garantindo energia para as reações metabólicas bem 303 

como precursores de carbono para a formação de macromoléculas importantes.  304 

 305 

Estresse 306 

 Vários genes são induzidos pelo estresse salino, os quais codificam e acumulam proteínas que 307 

atuam em diferentes vias metabólicas frente à condição estressante, bem como no controle e reparo 308 

de danos celulares [52]. No presente estudo, foram encontradas duas proteínas diferentes entre 309 
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genótipos envolvidas com respostas ao estresse: proteína ubiquitina transferase (UQE3) (RING- tipo 310 

E3) (spot 236, tabela 2) em CNPAE183 e proteína serina/treonina kinase SD1-8 isoforma X1 em 311 

CNPAE218, envolvidas na sinalização em resposta à salinidade. 312 

Assim como observado no genótipo mais tolerante, estudo anterior relata que A. thaliana 313 

também apresentou maior expressão de UQE3, mediante alta concentração salina [53]. Segundo esses 314 

autores, a maior expressão dessa classe de proteínas está intimamente relacionada com a via de 315 

sinalização mediada pelo ABA [54] e estão envolvidas, principalmente, no mecanismo de degradação 316 

das proteínas [55]. Enzimas da classe E3 ligases transferem a cadeia de poliubiquina para a proteína 317 

alvo de degradação, que posteriormente é clivada pelo sistema 26 S proteassoma, o qual é geralmente 318 

responsivo a situações de estresse abiótico em plantas [54].  319 

Essas informações associadas com a maior tolerância observada nesse genótipo pode indicar 320 

que CNPAE183, quando submetido ao estresse salino, aumentou a produção de UQE3, a qual é capaz 321 

de promover a quebra de proteínas como uma fonte de renovação de aminoácidos necessários à 322 

formação de novas proteínas [55], sendo assim uma estratégia vantajosa na manutenção celular.   323 

Foi registrado ainda maior acúmulo de duas proteínas semelhantes a defensinas (spots 80, 94, 324 

tabela 2) e uma proteína N de resistência ao TMV (PNRTMV) (spot 145, tabela 2) em CNPAE183. 325 

É sabido que essas proteínas são associadas, principalmente, ao estresse biótico, considerando que 326 

defensinas são polipeptídeos com atividade antimicrobiana[56] e a PNRTMV é mais acumulada na 327 

presença do vírus mosaico do tabaco [7]. Outros trabalhos já relataram a atuação dessas proteínas sob 328 

estresse abiótico, como déficit hídrico e salinidade [57]. Do, Lee, Jung et al. [58], avaliando a 329 

expressão do gene CADF1 (Capsicum annum defensina 1) em folhas de pimenta, relatou maior 330 

tolerância à condição salina, em plantas que mostraram maior expressão desse gene, demonstrando 331 

que essa classe de proteínas exerce inúmeros papéis na defesa vegetal, os quais promovem maior 332 

adaptação das plantas às condições ambientais adversas. A maior tradução de proteínas do sistema de 333 

defesa vegetal em plantas submetidas a estresses abióticos pode estar relacionado a existência de rotas 334 

de sinalização cruzadas, sendo comuns a ambos estresses, bióticos e abióticos [59]. 335 
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Metabolismo redox 336 

O estresse salino e hídrico estão intimamente relacionados ao estresse oxidativo, ocasionando 337 

a produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) tais como radicais superóxido, peróxido de 338 

hidrogênio (H2O2) e radicais hidroxila que podem comprometer o balanço redox celular, resultando 339 

em danos oxidativo para muitos componentes e estruturas celulares [60]. Nesse sentido, a produção 340 

de sistemas antioxidativos para combater essas EROs são ativados frente a condição estressante, a 341 

fim de minimizar os danos. O sistema antioxidativo envolvido nesse processo, inclui o sistema 342 

glutarredoxina e a via da catalase (CAT) [61]. Através do resultado desse trabalho foi possível 343 

observar que os diferentes genótipos apresentaram diferentes vias de respostas no metabolismo redox. 344 

Enquanto o genótipo CNPAE 218 apresentou acúmulo exclusivo da proteína da classe da 345 

glutarredoxina (Grx) (spot 198, tabela 3), o genótipo mais tolerante acumulou catalase (CAT) (spot 346 

231, tabela 2) sendo ambas as vias atuantes na eliminação do H2O2 [62-65]. 347 

 A CAT é uma enzima presente nos peroxissomos/glioxissomos, contribuindo para a 348 

eliminação de EROs formados nessas organelas, principalmente como resultantes de vias energéticas 349 

alternativas como a fotorrespiração [65]. Diferente da CAT, as Grxs são proteínas que fazem parte do 350 

ciclo da glutationa, sendo essa uma via NADPH-dependente [62, 63]. Dessa maneira, a diminuição 351 

da produção de NADPH em situação de estresse pode comprometer essa via antioxidativa, sugerindo 352 

que o genótipo mais sensível apresenta maior ativação de uma via menos eficiente na eliminação de 353 

EROs, quando comparado à atividade da CAT, encontrada em CNPAE183.  354 

 355 

Sinalização 356 

A resposta vegetal frente ao estresse salino está relacionada à transdução de sinais celulares, 357 

incluindo via iônica, osmótica, de desintoxicação e de coordenação da divisão e expansão celular [3]. 358 

A rede de sinalização dependente de Ca2+ é uma via iônica a qual pode ser induzida pelo estresse 359 

salino, e está intimamente relacionada à modulação celular de níveis de Na+/K+ [66, 67], bem como 360 

as alterações na concentração de íons de cálcio intracelular, desencadeado pelo aumento da 361 
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concentração de ABA [67], desempenhando um importante papel nas vias de sinalização contra 362 

patógenos, doenças e de respostas ao estresse [66]. Essa via de sinalização foi ativada nos dois 363 

genótipos de plantas jovens de pinhão-manso, nos quais foram identificadas proteínas ligantes a cálcio 364 

(CML45) (spot 245, tabela 2 e spot 166 e 180, tabela 3). Além dessas, o genótipo mais sensível 365 

apresentou maior acúmulo da quinase cálcio dependente (CDPK) 20 (spot 16, tabela 3).  366 

Segundo Li, Wang, Leseberg, Jia and Mao [66], genes de CDPK respondem a altas 367 

concentrações de EROs como o H2O2. Essa resposta, aliada com o maior acúmulo de CDPK em 368 

CNPAE218, pode corroborar com a hipótese de que o genótipo mais sensível apresentou maior 369 

acumulo de EROs intracelular decorrente ao estresse salino, concentração essa controlada mais 370 

eficientemente pela ação de enzimas antioxidativas como a CAT, identificada em CNPAE183. 371 

Ambos os genótipos ainda apresentaram receptores quinase associados a parede celular tipo 4 372 

(spot 246 e 271, tabela 2 e spot 36 e 184, tabela 3), os quais estão relacionados a primeira linha de 373 

“sensores” de fatores de estresse localizados no apoplasto [68]. Seu papel na sinalização frente ao 374 

estresse abiótico ainda não está completamente compreendido, porém em A. thaliana há registro de 375 

maior produção de tais receptores quando submetida a altas concentrações salinas. [69]. Tais 376 

receptores estão imersos nas camadas de polissacarídeos, e podem ter sua conformação alterada em 377 

ambientes submetidos a alterações osmóticas e de turgor, iniciando as cascatas de sinalização através 378 

de autofosforilações [70]. Mudanças da conformação de parede e membrana celular são eventos 379 

comuns em células sob choque osmótico, e podem estar relacionados a percepção desse tipo de 380 

estímulo, corroborando as condições experimentais dos genótipos testados.  381 

 382 

Transporte 383 

Em relação ao transporte celular, o genótipo mais tolerante apresentou maior acúmulo da 384 

proteína translocase de importação, localizada na membrana interna mitocondrial, subunidade TIM50 385 

(spot 238, tabela 2). Essa subunidade faz parte de um complexo proteico (TIM17:23), o qual é o 386 

principal responsável pela translocação da maioria do proteoma mitocondrial [71]. Evidências 387 
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indicam que essas proteínas, tanto da membrana externa (TOM) quanto da interna (TIM) também 388 

estão envolvidas em outras funções, como a manutenção da morfologia mitocondrial, a regulação de 389 

fissão e fusão da organela [72]. Nesse sentido, a eficiência no transporte intracelular é um importante 390 

fator na manutenção da estrutura celular e garantia da homeostase sob estresse oxidativo [72].  391 

Sendo assim, o maior acúmulo dessas vias de comunicação mitocondrial em CNPAE183 pode 392 

indicar eficiência metabólica relacionadas, principalmente, no que diz respeito ao transporte de 393 

substrato para a respiração celular, apresentando maior estabilidade e integridade de mitocôndria, 394 

contribuindo para homeostase e desenvolvimento celular. A maior expressão de genes relacionados 395 

a proteínas do sistema de importação mitocondrial após a exposição à condição de estresse biótico e 396 

abiótico também foi relatada em plantas tolerante de A. thaliana [73]. Tal possibilidade é notadamente 397 

importante em plantas sob estresse osmóticos, pois diversas rotas de ajuste como síntese de 398 

osmoreguladores, osmoprotetores e aminoácidos ocorre nas mitocôndrias.  399 

 400 

 RNA 401 

Os diversos mecanismos desencadeados pela planta, frente a uma condição estressante, são 402 

mediados pela ativação de vias metabólicas e coordenadas por múltiplos sinais que envolvem 403 

fitormônios, proteínas quinases, fosfatases, bem como, fatores de transcrição [67]. Esses últimos estão 404 

envolvidos, principalmente, na capacidade de alterar a expressão de genes, alterando o estado 405 

fisiológico geral da planta, podendo conferir maior adaptabilidade as condições ambientais [74]. 406 

Nesse sentido ambos os genótipos de J. curcas apresentaram fatores de transcrição responsivos à 407 

salinidade, porém a eficiência fenotípica atribuída à CNPAE183 pode estar relacionada à maior 408 

quantidade e diversidade de fatores de transcrição responsivos ao ABA, favorecendo maior 409 

capacidade de regulação nesse genótipo, bem como maior percepção e ajuste frente ao estresse salino. 410 

Além dos fatores de transcrição, outras proteínas foram categorizadas no metabolismo de 411 

RNA e regulação da expressão gênica em ambos genótipos. Dentre essas, a Maturase K (MATK) 412 

(spot 107, tabela 2 e spot 40, tabela 3) é uma importante proteína plastidial que está envolvida no 413 
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processo de splicing do pré-RNAm para a formação do RNAm maduro. A presença dessa proteína já 414 

foi mencionada como sendo envolvida na resposta à condição salina [75, 76], induzindo a tolerância 415 

por desempenhar um papel crucial na regulação pós-transcricional. Os resultados obtidos no trabalho 416 

revelam que apesar da presença dessa proteína em ambos genótipos de J. curcas, é válido salientar 417 

que a diferença da massa molecular (MM) e ponto isoelétrico (pI) entre as MATKs identificadas nos 418 

genótipos, sugere a formação de isoformas ou modificações sofridas por essas proteínas, as quais 419 

podem ter favorecido CNPAE183 no processo de regulação gênica em resposta à salinidade. Esses 420 

dados são corroborados pelo enriquecimento significativo encontrado nas proteínas envolvidas nos 421 

processos de metabolismo de ribonucleotídeos. 422 

 423 

5 Considerações Finais 424 

Dados do proteoma revelam indícios dos principais processos moleculares regulados pela 425 

condição salina, os quais parecem ser genótipo-dependentes. Dessa forma, os dados de análise 426 

proteômica diferencial revelaram que o genótipo mais tolerante apresentou proteínas de diferentes 427 

vias relacionadas a resposta à salinidade, incluindo produção de enzimas antioxidativas, bem como 428 

de vias de sinalização e regulação de estresse, principalmente com alta sensibilidade e responsivas ao 429 

ABA (Figura S1). Além disso, a maior eficiência fisiológica de CNPAE183 deve-se também pela sua 430 

capacidade de produzir enzimas importantes de diferentes vias energéticas e metabólicas, como 431 

fotossíntese e glicólise, garantindo o seu desenvolvimento.  432 

Entre as proteínas relacionadas a etapas chave associadas a maior tolerância de CNPAE183, 433 

está a ATPase, PK e proteínas relacionadas com a via de sinalização de cálcio, merecendo 434 

investigações futuras mais aprofundadas. Estes resultados auxiliam, dessa maneira, para a 435 

compreensão das respostas fisiológicas e moleculares associadas à maior tolerância do pinhão-manso 436 

ao estresse por salinidade, bem como à plasticidade fenotípica da espécie em resposta à salinidade.  437 

 438 
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Material suplementar 604 

 605 

Figura S1. Modelo proposto para vias de modulação da regulação gênica da resposta ao estresse de dois genótipos de J. curcas em resposta a 48 horas submetido à 750 mM de NaCl.  606 

ABA- ácido abscísico; CMLs – Proteína ligante ao cálcio; CDPKs – Quinase cálcio-dependente; MYB – Fator de transcrição da família MYB; TIFY  –  Fator de transcrição da família 607 

TIFY; RuBisCO – Ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenasse; OEE – Proteína de evolução do oxigênio; PGK – Fosfoglicerato quinase; HCF136 – Fator de estabilidade/montagem 608 

do PSII; ATPase – ATP sintase; PK – Piruvato quinase; MATK – Maturase K; TIM – Translocase de membrana interna mitocondrial; UBQ – Ubiquitina transferase; CAT – Catalase; 609 

Grx – Glutarredoxina 610 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

O cenário atual de grandes transformações ambientais tem incentivado cada vez mais 

na busca da compreensão dos diferentes mecanismos de tolerância principalmente, de espécies 

vegetais de importância econômica. Nesse sentido, estudos multidisciplinares se fazem 

necessários na busca do conhecimento em termos fisiológicos, bioquímicos e moleculares 

dessa complexa rede de eventos. Nos últimos anos houve grande avanço na elucidação nos 

mecanismos de sinalização, expressão gênica e rotas bioquímicas visando a seleção de 

espécies modelo utilizado no melhoramento genético. 

Ao longo do trabalho foi possível identificar e sugerir as diferentes vias das respostas 

de genótipos de J. curcas submetidos a altas concentrações salinas. Os aspectos fenotípicos 

resultantes das análises fisiológicas do artigo I, revelaram que genótipos de J. curcas 

apresentam diferentes respostas e mecanismos de tolerância ao estresse salino. Esses 

resultados puderam ser corroborados e compreendidos, através da análise proteômica do artigo 

II, elucidando as principais rotas investidas e regulação gênica entre genótipos potencialmente 

relacionadas, nos primeiros dias de estresse. 

 Os principais mecanismos de tolerância da J. curcas estão associados, principalmente, 

a manutenção de vias energéticas e a um sistema antioxidante eficiente. Nesse trabalho, os 

dados do capítulo I revelaram o quanto o genótipo CNPAE218 teve as taxas fotossintéticas 

alteradas pela presença do sal, resultando na morte das plantas em condições ambientais mais 

desfavoráveis. Entretanto, CNPAE183 conseguiu apresentar uma rápida recuperação da 

fotossíntese depois da supressão da condição estressante. Esses dados, assegurados pelas 

evidências do estudo do proteoma, evidenciaram que isso foi possível pela maior estabilidade 

e atividade na regulação durante o máximo estresse. Com relação a vias antioxidantes foi 

possível observar que o genótipo mais tolerante apresentou possivelmente maior eficiência na 

eliminação de EROs, intermediada maior acúmulo da CAT, sendo essa indicada como 

principal via antioxidante para J. curcas frente ao estresse salino nas condições aqui testadas. 
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 Por fim, é possível indicar o genótipo CNPAE183 como recurso genético para futuros 

trabalhos de melhoramento, visando a produção em solos salinizados como encontrados em 

regiões áridas e semiáridas. Além disso, sugere-se a utilização de proteínas como o fator de 

transcrição AS1, e a enzima CAT como potenciais biomarcadores de tolerância da espécie ao 

estresse salino. 

 


