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RESUMO 

 

A mamoneira (Ricinus communis L.) é de ampla utilização industrial e de grande 
importância econômica, tanto na região Nordeste do Brasil como no mercado 
mundial. Apesar dos avanços em tecnologia de produção e de desenvolvimento de 
novas cultivares que minimizam efeitos negativos do ambiente sobre a produção e a 
qualidade, é essencial aumentar o entendimento das práticas culturais de colheita e 
pós-colheita e a forma como está afetam o processo fisiológico que determina a 
viabilidade e o vigor. O conhecimento dos efeitos fisiológicos da ação das 
citoquininas compreende um aspecto de aprimoramento dos métodos para a 
avaliação do desenvolvimento morfológico da mamona, além das rotas bioquímicas, 
no qual as citoquininas oxidases/desidrogenase (CKX) são enzimas responsáveis 
pela oxidação de citoquininas, substâncias que, com o auxílio de auxinas, ajudam a 
divisão celular das plantas. O objetivo deste estudo foi o isolamento parcial da 
citoquinina oxidase purificada de plântulas de Ricinus communis L, cultivar BRS 
Energia. Realizou-se com o estudo a caracterização da semente de mamona em 
seu desenvolvimento em diversos estádios durante 11 dias de germinação, 
evidenciando as melhores condições. O isolamento da CKX em raízes de plântulas 
de mamona foi realizado a partir da cromatografia de exclusão molecular em coluna 
de Sephadex G-75 e cromatografia de afinidade ConA-Agarose. A identificação da 
CKX foi feita a partir de sua atividade enzimática oxidante. O ensaio é baseado na 
formação de uma base de Schiff entre o produto da reação enzimática 3-metil-2-
butenal e p-aminofenol. As sementes da cv. BRS Energia apresentaram em 
condições ambientais um maior desenvolvimento das plântulas. O perfil da 
cromatografia de exclusão molecular evidenciou dois picos, SI e SII, o primeiro sem 
atividade. O Pico SII apresentou atividade e em seguida aplicada em cromatografia 
de afinidade coluna de ConA-Agarose que possibilitou  isolamento do pico CII com 
proteínas glicosiladas e/ou com outros resíduos glicídicos. A purificação parcial do 
pico CII na coluna de ConA-Agarose foi eficiente  e apresentou atividade enzimática 
para CKX. 
 
 
 
 
 
 
Palavras-chave: Ricinus communis L., proteína, citoquinina oxidase. 
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ABSTRACT 

 
 
The castor bean (Ricinus communis L.) is widely used Industrial and large economic 
importance, both in the Northeast of Brazil as the world market. Despite advances in 
production technology and develop new cultivars that minimize the negative effects 
of environment on production and quality is vital to increase the understanding of the 
cultural practices of harvesting and post-harvest that affect the physiological process 
that determines the viability and vigor. The knowledge of the physiological effects 
from the cytokinins action understands one aspect of improvement of methods for 
assessing the morphological development of castor bean, and the biochemical 
pathways in which the cytokinin oxidase / dehydrogenase (CKX) are enzymes 
responsible for oxidation of cytokinins, substances that with the help of auxin, help 
cell division in plants. The aim of this study was partial isolation of cytokinin oxidase 
purified from seedlings of Ricinus communis L, BRS Energy. Accomplish with the 
study the characterization of castor seed in development at various stages during 11 
days of germination, indicating the better aspects. The isolation of CKX in roots of 
seedlings of castor was carried from the molecular exclusion chromatography on a 
column of Sephadex G-75 and affinity chromatography and ConA- Agarose activity 
test. The identification of CKX was made from the antioxidant enzyme activity of 
CKX. The seeds of cv. BRS Energy showed in environmental conditions better 
development of seedlings. The profile of molecular exclusion chromatography 
showed two peaks, SI and SII, the first of which no activity. Peak SII was active and 
then applied to affinity chromatography column of ConA-agarose that allowed 
isolation of the peak CII with glycosylated proteins and or with other waste glycidyl. 
Partial purification of the CII peak in the column of ConA-Agarose was efficient and 
had enzymatic activity CKX. 

 

 
 

Keywords: Ricinus communis L., protein, cytokinin oxidase. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

A mamoneira é uma planta heliófila, com alta capacidade de produção de 

óleo. Apesar da sua adaptabilidade a uma ampla gama de condições climáticas, é 

exigente em calor e em irradiação, pois sua arquitetura foliar desfavorece a 

capitação da energia incidente (BELTRÃO et al., 2001). 

Devido ao hábito de crescimento indeterminado, plantas de mamona 

apresentam florescimento e fertilização prolongados, que ocorre junto ao 

desenvolvimento da planta. Assim cada racemo, fruto ou semente de uma planta 

pode ser formado em condições edafoclimáticas diferentes. Cada mamoneira produz 

vários racemos que amadurecem de forma escalonada e desuniforme, a maturação 

dos frutos dentro de cada racemo também é desigual. Portanto, sementes colhidas 

em diferentes racemos, ou posições no racemo, são afetadas pelas condições 

ambientais vigentes antes e durante a sua formação podendo apresentar tamanho, 

peso, composição química, germinação e vigor distintos. Essas características 

podem influenciar a qualidade inicial das sementes e o seu potencial de 

armazenamento. 

Para cultivares indeiscentes, a colheita dos frutos é realizada em uma 

única etapa, quando os racemos estão totalmente secos. Porém a colheita em uma 

única operação pode comprometer a qualidade do lote, pois este será composto por 

sementes em diferentes estádios de maturação. Assim, as pesquisas na área de 

produção e controle de qualidade de sementes de mamona se justificam pela 

necessidade do mercado de sementes de qualidade, escassez de informações 

referentes à tecnologia de produção, aumento da área plantada com a cultura e 

potencialidade da espécie (OLIVEIRA et al., 2006). Apesar dos avanços em 

tecnologia de produção e de desenvolvimento de novas cultivares que minimizam 

efeitos negativos do ambiente sobre a produção e a qualidade, é essencial aumentar 

o entendimento de como práticas culturais de colheita e pós-colheita afetam o 

processo fisiológico que determina a viabilidade e o vigor, pois a produção de 

sementes de baixo vigor é um problema crônico que as empresas produtoras de 

sementes se defrontam a cada ano (VIEIRA, 1999). 
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A deterioração da semente também prejudica a organização molecular, a 

estrutura celular e dos tecidos, e o desempenho individual ou populacional da 

semente, reduzindo a qualidade do lote (MATTHEWS, 1985; CARNEIRO, 1985 e 

NODARI et .al., 1998). 

O crescimento da planta está ligado ao balanço citoquininas/auxinas. 

Enquanto as citoquininas induzem a divisão celular, as auxinas induzem a 

elongação das células promovendo o crescimento de brotos. Células vegetais já 

diferenciadas normalmente param de se multiplicar. Adicionando-se citoquininas e 

auxinas estas células diferenciadas podem ser induzidas a recomeçarem a se 

multiplicar formando massas disformes de células, os “callus”. Em cultura de tecidos, 

a razão citoquininas/auxinas é utilizada para induzir estas células na formação de 

brotos (maior proporção de citoquininas) ou raízes (maior proporção de auxinas). O 

uso de citoquininas em escala comercial como estimuladores de crescimento vegetal 

é difundido, como exemplos podemos citar FARTUM® DRY FOLIAR e AGROKELP 

(TORRES, CALDAS e BUSO, 1998). As citoquininas, importantes hormônios 

vegetais, são seletivamente inativadas por clivagem oxidativa. A enzima que catalisa 

esta degradação é conhecida como citoquinina oxidase, contudo resultados recentes 

indicam que a enzima utiliza um diferente receptor de elétrons oxigênio; portanto, 

reclassificação como citoquinina desidrogenase (CE 1.5.99.12) tem sido sugerido 

para evitar confusão, apenas a abreviatura CKX será utilizada para a enzima. 

A regulação da atividade citoquinina oxidase no calo de tecidos de 

Phaseolus vulgaris foi analisada utilizando um teste baseado na oxidação de 6-(γ,γ -

dimethilalilamino)purina (isopentenil adenina, iP) a adenina. A especificidade da 

citoquinina oxidase sugere que desempenha um papel importante na regulação dos 

níveis de citoquinina nos tecidos vegetais, mas o verdadeiro significado fisiológico e 

de desenvolvimento da enzima ainda não está estabelecido. Soluções de 

citoquininas exógenas aplicadas diretamente na superfície do calo de tecidos 

induzem aumento relativamente rápido na atividade citoquinina oxidase. O aumento 

da atividade foi detectado depois de 1 hora e continuou por cerca de 8 horas, 

atingindo valores de duas a três vezes mais elevados que os dos controles. 

Atualmente pesquisas sobre as funções biológicas de citoquininas têm 

sido principalmente derivadas de estudos sobre as consequências da citoquinina 

aplicada exógenamente ou endógenamente reforçada pelos níveis de citoquinina. 

Até agora, não foi possível abordar a questão reversa, porém as conseqüências 
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para o crescimento das plantas e se o desenvolvimento endógeno da concentração 

citoquinina é diminuído ou não.  

O programa de Melhoramento da Mamoneira deve identificar e/ou 

sintetizar genótipos de mamoneira que se adaptem às condições edafoclimáticas do 

Nordeste, visando a distribuição de cultivares mais produtivas, semideiscentes, de 

porte médio, precoce, elevado teor de óleo na semente e resistentes às principais 

doenças da região (VIEIRA et al, 1999). 

Este estudo tem como objetivo isolar e purificar parcialmente uma 

citoquinina oxidase em raízes de plântulas de Ricinus comunis L cv. BRS-Energia, 

caracterizando a semente de mamona em seu desenvolvimento em diversos 

estádios durante 11 dias de germinação. Assim como evidenciar as melhores 

condições de desenvolvimento de plântulas de mamona - R.communis L, c.v. BRS 

Energia. 

 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

  

2.1. A cultura da mamona 

 

 

A mamoneira é uma das 7000 espécies da família Euphorbiaceae e é 

originária, possivelmente, da antiga Abissínia, hoje Etiópia. No Brasil, a sua 

adaptação às condições edafoclimáticas foi plena, sendo encontrada, praticamente, 

em todo o território nacional (SAVY FILHO, 1997). 

No Brasil, a região Nordeste tem destaque na produção, principalmente no 

Estado da Bahia que apresenta a maior área plantada, 149.623 ha, e uma baixa 

produtividade média, 772 kg ha-1. O Estado de São Paulo destaca-se pela sua 

produtividade média de 1.622 kg ha-1, inferior somente a do Paraná com 1843 kg ha-

1 (IBGE, 2009). Em São Paulo, as regiões de Presidente Prudente, Alta Paulista e 

São José do Rio Preto, destacam-se como as principais e ecologicamente 

favoráveis ao cultivo da mamona (MYCZKOWSKI, 2003). A importância da cultura 

da mamoneira deve-se à grande aplicabilidade de seu óleo na fabricação de 

lubrificantes, espessantes, impermeabilizantes de tecidos, fungicidas, filmes 

antiferrugem, plastificante para borrachas, graxas resistentes a óleo e água, fluídos 
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hidráulicos, antiespumantes, sabões especiais, aditivos para tintas, emulsões 

estáveis para produtos de limpeza, papel aluminizado, estabilizantes de perfumes, 

lubrificantes de alto desempenho e polímeros; além da torta de mamona que pode 

ser utilizada como adubo ou na alimentação animal se for tratada para a inativação 

da ricina (ROLIM, 1981; CHIERICE e NETO, 2001; FREIRE, 2001). 

A grande aplicabilidade do óleo de mamona advém de um dos seus principais 

componentes, o ácido ricinoléico, que é o único solúvel em álcool. Os grupos 

funcionais deste componente permitem que o óleo da mamona possa ser submetido 

a diversos processos químicos, resultando em diferentes produtos (CHIERICE e 

NETO, 2001). A busca de fontes alternativas de energia capazes de substituir o 

petróleo motivou o incremento da área plantada com mamona no país, a partir da 

criação do Programa Brasileiro de Desenvolvimento Tecnológico do Biodiesel 

(PROBIODIESEL). Este programa também pretende reduzir o nível de desemprego 

e aumentar a distribuição de renda, determinando que 40% da produção de 

biodiesel tenham como matéria-prima a mamona, produzida com base na agricultura 

familiar (ALMEIDA et al., 2004). Adicionalmente, existe uma pressão internacional de 

substituição dos combustíveis fósseis, como o petróleo e o gás natural por óleo e 

álcool de origem vegetal, por serem fontes de energia sustentável, renovável e 

menos poluidoras do ambiente. Neste contexto, a mamoneira ganha importância por 

conter aproximadamente 47% de óleo em suas sementes (CHIERICE e NETO, 

2001). A introdução do biodiesel na matriz energética brasileira ocorreu a partir de 

13 de janeiro de 2005, quando foi publicada a Lei 11.097 estabelecendo a 

obrigatoriedade da adição de um percentual mínimo de biodiesel ao óleo diesel 

comercializado em qualquer parte do território nacional. O percentual obrigatório 

estabelecido foi de 2 e 5%, respectivamente, três a oito anos após a publicação da 

lei (BRASIL, 2007). Devido a estas medidas governamentais a cultura da mamona 

teve uma grande expansão (OLIVEIRA et al., 2006). 

A escolha da região para a instalação de um campo de produção de 

sementes é primordial para que se consiga alcançar a qualidade desejada, e os 

principais fatores a serem observados são a temperatura, o fotoperíodo e a 

precipitação (CARVALHO e NAKAGAWA, 2000). Condições ambientais favoráveis 

durante o processo de maturação são importantes para que as sementes acumulem 

as reservas necessárias para o processo de germinação, e apresentem elevado 

vigor e potencial de conservação (MARCOS FILHO, 2005). No entanto, 
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temperaturas altas, chuvas freqüentes e alta umidade relativa do ar na época da 

colheita, podem resultar em rápida deterioração, com reduções de germinação e de 

vigor das sementes (DELOUCHE, 1980). 

 

2.2. Mamona (Ricinus communis L.) 

 

 

Ricinus communis L.(mamona) é uma Euphorbiacea de origem Indiana ou 

Africana. Apesar da dúvida sobre sua procedência esta planta é conhecida desde a 

antiguidade pelos egípcios. A mamoneira atinge dez metros de altura em estado 

silvestre e floresce ao final do verão. É também conhecida como rícino, palma-cristo 

e carrapateira em nosso país (FORNAZIERI-JÚNIOR, 1986). A mamoneira se 

apresenta em forma de arbusto quando cultivada e pode crescer em diferentes 

condições, em vários tipos de solos e condições ambientais podendo, assim, ser um 

modelo útil para análise de mecanismos de sinalização e defesa. Sua composição 

química varia com o cultivar e a região do cultivo, apresentando em média 48 % de 

óleo, 17,9 % de proteína, 13,0 % de carboidratos, 12,5 % de fibra, 5,5 % de umidade 

e 2,5 % de cinzas (FREIRE, 2001).  

Em virtude da pouca utilização de sementes selecionadas ocorrem, na 

maioria das grandes regiões produtoras de mamona, baixa produtividade, alto nível 

de suscetibilidade às principais doenças e pragas, e várias características 

agronômicas indesejáveis. Há, portanto, necessidade, por meio do melhoramento 

genético, da obtenção e distribuição de genótipos de mamoneira adaptados às 

diversas regiões produtoras do país (FREIRE et al., 2001). 

A associação entre patógenos e sementes pode afetar de forma severa a 

qualidade dessas sementes, reduzindo seu potencial germinativo, vigor, emergência, 

período de armazenamento e até seu rendimento (MACHADO, 1988). 

 

 

2.3. Ecofisiologia 

 

 

A mamoneira é uma planta adaptada ao calor, necessitando pelo menos de 

2000ºC de unidades de calor, com temperatura do ar acima de 10ºC, com ideal de 
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3800ºC, nas condições da Rússia. No tocante à temperatura média do ar, o ótimo 

ecológico está entre 20ºC e 30ºC, com o ideal de 23ºC, em que o ponto de 

compensação térmico é mais equilibrado, com maior saldo fotossintético graças à 

redução da taxa respiratória e, assim, incremento da fotossíntese líquida, com 

redução significativa da taxa de fotorrespiração, que é dependente demais da 

temperatura ambiente (MOSHKIN, 1986). 

 

 

2.4.  Efeitos da Temperatura sobre a Mamoneira 

 

 

 A mamoneira, para produzir bem em regime de sequeiro no semi-árido 

brasileiro, necessita de pelo menos 500 mm de precipitação pluvial, temperatura 

média do ar entre 20ºC e 30ºC e altitude de pelo menos 300 m, constituindo esses 

elementos à base do zoneamento agroecológico da mamoneira na Região Nordeste 

do Brasil. Ela é favorecida pelo orvalho que representa uma entrada de energia no 

sistema, e produz bem em ambientes onde a temperatura noturna não seja elevada, 

ou seja, em torno de 20ºC, o que não ocorre em baixas altitudes – caso do litoral do 

Nordeste cuja temperatura do ar, à noite, atinge frequentemente mais de 30ºC – 

aumentando a respiração oxidativa mitocondrial e reduzindo a fotossíntese líquida, o 

crescimento em geral, reduzindo o número de frutos dos cachos, elevando o número 

de flores masculinas e promovendo maior taxa de aborto das flores femininas. Com 

a temperatura noturna elevada, em torno dos 30ºC, a respiração incrementa, em 

especial a não acoplada à produção do ATP e do NADH + H+ denominada de 

“resistente ao cianeto”; a planta para compensar aumenta a produção de folhas 

(CORRÊA, 2007), fontes de produção de assimilados, na tentativa de incrementar a 

fotossíntese durante o dia, disso resultando o desbalanceamento de hormônios e a 

redução do processo de floração e frutificação, além da possibilidade de reversão da 

sexualidade das flores da mamona. 
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2.5. Defesa Vegetal 

 

 Quando feridas, as plantas conseguem mudar a constituição de compostos 

moleculares, como um mecanismo de resposta a esse tipo de estresse. Muitas 

dessas alterações podem estar diretamente relacionadas com defesa e proteção. 

Para sobreviver, durante sua evolução, elas desenvolveram mecanismos de 

resposta a danos e doenças que, quando acionados, reconhecem a agressão. Saber 

como os vegetais se protegem é essencial para obter, por meio da bioengenharia, 

variedades agrícolas mais resistentes, o que poderia aumentar a produção e a 

qualidade da planta em questão. Por isso, diversos grupos de pesquisa buscam 

definir o papel de cada substância participante dos processos bioquímicos de defesa 

das plantas (SHEWRY e LUCAS, 1997). 

Uma das principais revelações das pesquisas sobre defesa vegetal é que a 

resistência a pestes e patógenos é usualmente complexa e tem como base, a ação 

combinada de diversos fatores e não um componente somente. Uma distinção 

fundamental é geralmente feita entre defesas pré-existentes ou constitutivas das 

plantas e sistemas induzidos pela agressão da peste ou patógeno. As defesas 

vegetais podem ser também classificadas como estruturais baseadas em 

características anatômicas, e químicas, baseadas em compostos biologicamente 

ativos de massa molecular (SHEWRY e LUCAS, 1997). 

A defesa estrutural é encontrada nas mais diversas partes da planta. A 

presença de pêlos, espinhos, tricomas e ceras recobrindo principalmente a 

superfície de caules e frutos, são exemplos típicos dessas estruturas de defesa 

(BOWLES, 1990). 

A importância de proteínas como forma de defesas constitutivas de plantas é 

um assunto estudado há muito tempo, como exemplo, o estudo de Ryan e Balls 

(1962) constatou, pela primeira vez, a presença de inibidores de proteinases em 

solanáceas. Posteriormente, inibidores de proteinases também foram relacionados a 

processos de defesas induzidos por ferimento em folhas de tomate e batata, tanto 

no local da agressão, quanto em locais afastados (GREEN e RYAN, 1972). Os 

inibidores de proteinases interagem com as proteinases do intestino de insetos e 

afetam negativamente a proteólise do alimento ingerido, reduzindo a disponibilidade 

de aminoácidos essenciais e retardando o crescimento e seu desenvolvimento 

(CONSTABEL e RYAN, 1995). As proteínas protetoras têm expressão significativa e 
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podem ser descritas como constitutivas ou tecido específicas, sendo restrita a 

órgãos, tecidos ou tipos celulares específicos. Esse tipo é particularmente distribuído 

em sementes e em alguns tecidos vegetativos (SHEWRY e LUCAS, 1997). 

Dentre as substâncias relacionadas à defesa química, destacam-se 

aminoácidos não protéicos, alcalóides, fenóis, saponinas, lectinas, RIPs (proteínas 

inativadoras de ribossomos) quitinases, glucanases, flavonóides, inibidores de 

proteases e alérgenos (BOWLES, 1990; XAVIER FILHO, 1993). As proteínas 

protetoras, citadas anteriormente, também podem ser induzidas em resposta à 

infecção, dano ou predação. Entre elas estão as proteínas relacionadas à 

patogênese (PR), que por sua vez são subdivididos em diversos grupos (β-1,3-

glucanases, quitinases, peroxidases, etc) (SHEWRY e LUCAS, 1997). 

Fatores anatômicos constitutivos e químicos, como cutículas, parede celular e 

inibidores pré-formados podem ser suficientes para prevenir a colonização de 

tecidos vegetais. Se a penetração ocorrer, o sistema de defesa induzido é ativado. 

Este inclui a rápida geração de espécies reativas de oxigênio, alterações em 

polímero da parede celular, síntese de metabólitos de baixo peso molecular como as 

fitoalexinas, produção de novas classes de proteínas relacionadas à defesa e uma 

resposta de hipersensibilidade seguida por morte celular programada. 

Coletivamente, esses sistemas primeiro inibem, e depois impedem o potencial 

colonizador (SHEWRY e LUCAS, 1997). 

Várias pesquisas constataram que estresses bióticos ou abióticos levam a 

alteração no padrão de expressão de proteínas das plantas, podendo ocorrer tanto a 

inibição quanto à indução da biossíntese de determinados constituintes protéicos. 

Em 1972, por exemplo, Green e Ryan verificaram que há indução de inibidores de 

proteinases em tomate, como um mecanismo possível de defesa contra insetos. 

Cavalcante e colaboradores relataram, em 1999, que o metil-jasmonato altera os 

níveis da enzima rubisco e de outras proteínas.  

 Diferentes partes da planta, que passaram por injúria, podem responder de 

maneiras diferentes a uma dada lesão. Além disso, plantas de idades diferentes 

podem apresentam diferentes níveis de expressão protéica em partes vegetais 

semelhantes (BUCHANAN, GRUÍSSEM e JONES, 2000). Estudos de Malone e 

Alarcon (1995) relataram que a idade da planta influencia a indução de inibidores de 

proteinase em resposta a injúria em tomate. Esses dados evidenciam que a 
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expressão de proteínas em plantas feridas não é um processo somente dependente 

da lesão, mas também do estado fisiológico do vegetal. 

 

 

2.6. Desenvolvimento de Plantas e Mobilização de Proteínas 

 

 

O ciclo de vida em plantas superiores compreende o desenvolvimento de uma 

semente seguido por sua germinação e período pós-germinativo, e o 

desenvolvimento por meio do crescimento da planta. Para tanto, diversos eventos 

específicos estão envolvidos nesse processo, como processos fisiológicos e 

morfológicos (CASTRO, BRADFORD e HILHORST, 2004). 

Diversos estudos sobre os mecanismos regulatórios que controlam os 

processos morfofisiológicos das plantas só passaram a serem descritos depois do 

surgimento de técnicas genéticas e moleculares (BEWLEY e BLACK, 1994; 

GOLDBERG et al, 1994; HARADA, 1997; RAGHAVAN, 1997). Desse modo, a 

análise de mudanças nos padrões da expressão de genes que ocorrem durante o 

desenvolvimento da semente e o crescimento pós-germinativo tem contribuído com 

indícios sobre os programas regulatórios que controlam ambos os períodos (PENG e 

HARBERD, 2002; NAMBARA e MARION-POLL, 2003). 

Ao longo das últimas décadas, diversas espécies tornaram-se modelos para 

estudos da biologia da semente. Como exemplo, a semente de Lycopersicon 

esculentum (tomate) que tem sido usada para estudar a fisiologia e bioquímica do 

desenvolvimento de sementes, germinação e a dormência (DE CASTRO e HILL 

HORST, 2000). Ao mesmo tempo, a compreensão dos processos envolvidos no 

desenvolvimento e germinação de sementes contribui para o controle do 

desenvolvimento, principalmente nos níveis molecular e hormonal (CASTRO, 

BRADFORD e HILHORST, 2004). 

A primeira fase é caracterizada pelo crescimento inicial devido ao início 

primário da divisão celular e ao aumento rápido do peso fresco da semente inteira e 

do conteúdo de água. Durante essa etapa, a histodiferenciação e a morfogênese da 

semente (Figura 1) acontecem à medida que o zigoto unicelular se submete a 

divisões mitóticas extensivas, e as células resultantes de diferenciam para dar forma 

ao plano básico do corpo do embrião (YADEGARI e GOLDBERG, 1994). 
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Concomitantemente, há a formação do endosperma. A divisão de células acaba 

relativamente cedo no desenvolvimento da semente. Depois disso há uma fase 

intermediária de maturação, na qual a semente aumenta de tamanho devido, 

principalmente, à expansão de células e deposição de reservas como proteínas, 

lipídios e carboidratos, nos tecidos de armazenamento (cotilédones, endosperma ou 

megagametófito).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 - Desenvolvimento e germinação de sementes. Esquema geral de eventos associados com 
as diferenças de fase de desenvolvimento, germinação e crescimento pós-germinativo de sementes, 
incluindo (A) ciclo celular, eventos metabólicos e de reparo e períodos em que a semente (embrião) é 
intolerante ou tolerante à dessecação; (B) padrão de expressão de genes em estádios específicos, por 
meio de uma reparação conceitual do acúmulo de sete conjuntos de mRNA que ocorrem durante o 
desenvolvimento da semente. Adaptada a partir de CASTRO, BRADFORD e HILHORST, 2004. 
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Finalmente, o desenvolvimento da semente termina com uma fase pré-

programada da secagem de maturação ou dessecação. Nesse estado, a semente 

pode sobreviver aos estresses ambientais e, a menos que esteja dormente, 

recomeçará a atividade metabólica, o crescimento e o desenvolvimento quando as 

circunstâncias condutoras à germinação e o crescimento forem fornecidas (BEWLEY 

e BLACK, 1994). 

Uma vez fornecidas as condições para desenvolvimento da semente, sua 

germinação acontecerá a partir da emergência de parte da planta do solo ou da 

formação de uma plântula vigorosa sobre algum tipo de substrato (BORGHETTI, 

2004). Para Labouriau (1983) a semente é considerada germinada quando uma das 

partes do embrião emerge de dentro dos envoltórios, acompanhada de algum sinal 

de metabolismo ativo, como a curvatura da radícula. 

Bewley e Black (1994) e Obroucheva (2000) descrevem que o processo 

germinativo pode se estender de horas a dias, dependendo da espécie em estudo. 

Estes autores afirmam ainda que, quando sementes viáveis secas absorvem água, 

uma corrente de eventos é desencadeada resultando na emergência da radícula. Na 

embebição, o metabolismo rapidamente recomeça.  

Com o início da embebição da semente, o ciclo celular é ativado, assim como 

a síntese de proteínas, que tem a função de dar suporte à manutenção do 

crescimento do embrião, normalmente suportando o crescimento da plântula até que 

ela se torne autótrofa (BEWLEY, 1997; BUCKERIDGE, et al., 2004). Síntese de               

β-tubulina, uma proteína presente durante a divisão e a expansão celular, ocorre no 

embrião de sementes de tomate (CASTRO et al, 2000) e café (DA SILVA, 2000). 

Síntese de proteínas relacionadas com o crescimento do embrião funciona como 

uma preparação inicial para o crescimento da radícula durante a germinação e, após 

a protrusão, no estabelecimento da plântula (MELO, 2005), porém as reservas 

protéicas, segundo Mickey (1994), não têm efeito sobre o crescimento da plântula, 

pois os seus aminoácidos são convertidos geralmente a amidas após a hidrólise do 

composto. 

Diversos experimentos estão sendo voltados para o estudo do funcionamento 

desses processos bioquímicos e fisiológicos que culminam no desenvolvimento da 

planta, porém ainda não permitem uma abordagem integrada de todos eles. Por 

enquanto, a maioria do que se encontra na literatura compreende experimentos 
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isolados em que sementes são submetidas, por exemplo, à ação de um fitormônio, e 

seus efeitos mediados pela dosagem da atividade enzimática e das proteínas 

correspondentes pelo aumento de transcrição de genes, dentre outros 

(BUCKERIDGE et al, 2004). 

Diversos fitormônios estão relacionados com a modulação celular de maneira 

a promover o crescimento da plântula ou alongamento embrionário (DEY e 

HARBONE, 1997). Estas substâncias são produzidas em células específicas de 

todos os tecidos da planta e distribuídas aos vários órgãos via xilema, para controle 

do metabolismo e expressão gênica. Entre estas substâncias, que vão desde 

moléculas bem simples, como etileno, até grandes moléculas orgânicas, como as 

giberelinas, incluem-se as citoquininas (HELDT, 1997). 

 

 

2.7. Crescimento e Desenvolvimento da Planta 

 

 

 De acordo com Moshkin (1986), a mamoneira tem, na sua organogênese,       

12 fases ou estágios de desenvolvimento, dependendo da duração de cada um, da 

cultivar e das condições ambientais. O primeiro é o da germinação, e o segundo é o 

da formação das folhas opostas verdadeiras, que se estende de 7 a 17 dias. O 

terceiro estágio envolve a segmentação do eixo do racemo, que ocorre rapidamente, 

e finaliza com a formação da quinta ou da sexta folha verdadeira, com a iniciação da 

gema axilar lateral. O quarto estágio consiste na diferenciação celular e na formação 

do racemo, fato que se verifica de 7 a 18 dias. Já o quinto estágio é o da 

diferenciação da parte floral, que demora de 10 a 17 dias. O sexto engloba a 

formação do pólen e do saco embrionário; enquanto o sétimo consiste na 

diferenciação e no crescimento do racemo. O oitavo corresponde à fase de 

botoamento; o nono, à floração e à polinização; o décimo, à formação dos frutos e 

das sementes; o décimo primeiro, à deposição da cera; e finalmente, o décimo 

segundo, a maturação (Tabela 1). 
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Tabela 1 
Decréscimo no conteúdo de óleo da semente da mamoneira  

após início da germinação 

 

Dias de 

Início da 

germinação 

Conteúdo do Óleo 
Estágio do crescimento 

Semente 

Total 
Endosperma Embrião 

1 66,8 66,4 78,1 Completa embebição da 

semente 

2 66,3 66,2 71,4 Aparecimento da raiz primária 

3 61,6 64,8 44,3 Raiz primária com 3,0 cm de 

cm de comprimento 

4 59,4 62,0 38,2 Aparecimento das raízes 

laterais e de pigmentos no 

hipocótilo 

5 56,5 60,3 32,0 Surgimento de cotilédones, 

que se tornam coloridos 

6 52,8 58,5 30,3 Endosperma crescido 

8 33,1 44,3 20,9 Idem 

10 27,2 39,9 20,0 Inicio da liberação dos 

cotilédones do endosperma 

12 23,2 39,2 16,9 Cotilédones livres do 

endosperma 

14 15,2 22,7 14,2  

Fonte: Kichenko, citado por Sevast’ Yanona (1986). 

 

Nas Figura 2, 3 e 4 se podem observar os primeiros estádios do 

desenvolvimento desta planta. 
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Figura 2 - Plântula da mamoneira logo após a germinação. Foto: Napoleão Esberard  
de Macêdo Beltrão. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     

      

       

    

 

 

 

 

 

Figura 3 - Plântula da mamoneira com início da diferenciação das folhas definitivas. 
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2.8. Citoquininas 

 

 

As citoquininas são fitohormônios que estimulam, através da ativação de 

replicação e transcrição, a divisão celular e retardam a senescência em vegetais, 

sendo considerados indicadores para classe de reguladores de crescimentos tendo 

sido descobertas durante as pesquisas dos fatores que estimulam a citocinese das 

células vegetais (MOK, MOK e ARMSTRONG, 1978). 

A descoberta da cinetina foi importante na demonstração que a divisão celular 

pode ser induzida por uma simples substância química. Diversas citoquininas foram 

descobertas e são derivadas da adenina com substituições em seu nitrogênio 6. A 

citoquinina mais comum, a zeatina, tem um resíduo isopreno hidroxilado na posição 

trans, ligado ao nitrogênio amino da adenina. Nos vegetais superiores, a zeatina 

ocorre tanto na configuração cis e trans, formas essas que podem ser 

interconvertidas por uma enzima chamada de zeatina isomerase (MOK, MOK e 

ARMSTRONG, 1978). 

 

Figura 4 - Planta da mamoneira no estádio de quatro folhas, além dos cotiledonares. 
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Figura 5 - Estruturas da zeatina. A maioria das plantas têm trans-zeatina (E-6-(4-hidroxi-e-metilbutil-2-
enilamino) purina) como a principal citoquinina livre. 

 

 

É nos meristemas dos ápices das raízes das plantas que ocorre a maior 

síntese de citoquininas livres. Estas parecem se mover pelo xilema até a parte 

aérea, juntamente com a água e os sais minerais. Entretanto as raízes não são as 

únicas partes capazes de sintetizar citoquininas. Por exemplo, os embriões jovens 

de milho sintetizam citoquininas, assim, como as folhas jovens em desenvolvimento, 

frutos jovens e possivelmente muitos outros tecidos (TAIZ, e ZEIGER, 2004). 

Embora tenham sido descobertas como fatores da divisão celular, as 

citoquininas podem estimular ou inibir uma variedade de processos fisiológicos, 

metabólicos, bioquímicos e de desenvolvimento, quando aplicadas às plantas 

superiores, sendo cada vez mais evidente que as citoquininas endógenas exercem 

importante função na regulação destes eventos. 

O crescimento da planta está ligado ao balanço citoquininas/auxinas, 

enquanto as citoquininas induzem a divisão celular, as auxinas induzem a elongação 

das células promovendo o crescimento de brotos. Células vegetais já diferenciadas 

normalmente param de se multiplicar, adicionando-se citoquininas e auxinas estas 

células diferenciadas podem ser induzidas a recomeçarem a se multiplicar formando 

massas disformes de células, os callus. Em cultura de tecidos, a razão citoquininas/ 

auxinas é utilizada para induzir estas células na formação de brotos (maior 

proporção de citoquininas) ou raízes (maior proporção de auxinas (TORRES, 

CALDAS e BUSO, 1998). 

A metabolização das citoquininas nos tecidos vegetais é realizada 

rapidamente a partir da sua conversão em suas respectivas formas nucleosídea e 

nucleotídea. Tais interconversões provavelmente envolvam enzimas comuns ao 

metabolismo das purinas (TAIZ e ZEIGER, 2004).  
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As citoquininas oxidases são responsáveis pela degradação destas moléculas 

dando como produtos adenina e um produto aldeídico resultante da quebra de sua 

cadeia lateral (SCHMÜLLING et al, 2003).  

Dietrich e colaboradores (1995) demonstraram uma correlação temporal entre 

o decréscimo dos níveis de citoquinina e o aumento dos níveis de citoquinina 

oxidase nos núcleos desenvolvedores do milho. Isto leva a crer que uma das 

funções da citoquinina oxidase (CKX) pode destruir a citoquininas endógenas no 

momento preciso de seu desenvolvimento. 

Chatfield e Armonstrong (1986) também demonstraram a relação entre o 

aumento de níveis de citoquinina exógenas em cultura de callus de P.vulgaris e 

elevados níveis de atividade de CKX. Este aumento da atividade enzimática ocorre 

rapidamente e parece necessitar de RNA e síntese protéica.  

A relação entre CKX e produção de grãos de arroz foi demonstrada por 

Ashikari et al (2005). A expressão reduzida de CKX em linhagens isogênicas de 

arroz (Oriza sativa L.) provoca a acumulação de citoquininas em meristemas 

inflorescentes e aumenta o número de órgãos reprodutivos aumentando, assim, o 

rendimento de grãos.  

Outro papel alternativo para a CKX de milho pode ser a proteção contra a 

invasão de patógenos já que os fungos patógenos de milho são, sabidamente, 

capazes de produzir citoquininas (MILLS e VAN STADEN, 1978; ANGRA, 

MANDAHAR e GULATI, 1990).  

Caracterização da especificidade de substrato e outras propriedades 

bioquímicas destas oxidases têm sido limitadas pela relativa impureza das 

preparações enzimáticas e a ausência de testes precisos e rápidos. No entanto, 

relatórios anteriores constataram que a citoquinina oxidase do milho tem preferência 

de substrato para isopenteniladenina, embora o relato de propriedades físicas e 

cinéticas da enzima tenha variado entre os estudos (ARMSTRONG, 1994; HARE e 

VAN STADEN, 1994). 

 

 

2.9. Citoquininas oxidases na metabolização da citoquinina nos tecidos 

vegetais 
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Muitos tecidos vegetais possuem a enzima citoquinina oxidase, a qual cliva a 

cadeia lateral da zeatina (ambas cis e trans), mas não cliva seus derivados 

glicosídeos (Figura 6). A CKX inativa irreversivelmente as citoquininas, podendo ser 

importante na regulação ou limitação dos efeitos da citoquinina. A atividade da 

enzima é induzida por altas concentrações de citoquinina devido, pelo menos em 

parte, ao aumento dos níveis do RNA de um subgrupo de genes. 

 

Figura 6 – Mecanismo de metabolização de citoquininas pela citoquinina oxidase. Adaptado 
de POPELKOVÁ, H, et al., 2006. 

  

Em Arabidopis, a CKX é codificada por uma família multigênica, cujos 

membros apresentam padrões distintos de expressão. Curiosamente, vários genes 

possuem sinais secretores putativos, sugerindo que pelo menos algumas dessas 

enzimas possam ser extracelulares. 

A caracterização molecular e bioquímica de CKX de milho foi feita por Bilyeu 

e colaboradores em 2001. A expressão de CKX de milho em Pichia pastoris levou à 

produção de grandes quantidades de CKX recombinante e possibilitou os estudos 

estruturais e de cinética. Estes estudos revelaram que a potencialidade da ação das 

citoquininas parece ser característica das diferentes variedades de plantas. Em uma 

variedade de P. lunatus, a trans-zeatina se mostrou 3x mais efetiva que a 

diidrozeatina e 30x mais efetiva que a cis-zeatina. As atividades de N6-

isopentiladenina e N6(Δ2-isopentenil) adenina foram bem similares. No entanto, 

numa variedade de P.vulgaris a diidrozeatina foi pelo menos 30x mais ativa que 

ambas trans e cis-zeatina, e a N6-isopentiladenina foi 100x mais ativa que N6(Δ2-

isopentenil) adenina (MOK, MOK e ARMSTRONG, 1978).  

Cinco diferentes substratos foram utilizados em estudos de cinética das 

reações de CKX de milho (Zea mays). As correlações entre a cinética de tais 

reações e a estrutura cristalina da CKX foram estabelecidas e os estudos indicaram 

que a enzima reconhece as citoquininas a priori, interagindo com o resíduo adenina 



37 
 

e, a partir daí, acomodando os vários tipos de cadeias laterais. As clivagens 

catalíticas de todas as citoquininas estudadas ocorreram com a formação inicial de 

um intermediário único, um complexo binário entre a imina correspondente à 

citoquinina e a enzima reduzida (POPELKOVÁ et al, 2006).  

Assumindo que existem duas espécies da citoquinina oxidase de Zea mays, o 

estudo demonstrou que, para as citoquininas que rapidamente reduzem o cofator 

flavina, isopenteniladenina e trans-zeatina, a interação com a citoquinina oxidase 

produz um complexo onde o derivado imina da citoquinina está firmemente ligado 

próximo à flavina, no topo de seu anel isoaloxazina. A N-metilação da 

isopenteniladenina afeta profundamente a reatividade das citoquininas com a 

enzima, o resultado é que ambas as espécies enzimáticas atuam diferentemente no 

processo de clivagem deste substrato. A clivagem da N-metil-isopenteniladenina 

ocorre lentamente através de um mecanismo diferente que resulta na produção de 

uma imina. Este estudo demonstra claramente a importância da estrutura da 

citoquinina oxidase no estabelecimento das rotas metabólicas das citoquininas. 

A produção de citoquinina oxidase recombinante permitiu ainda observar, 

através de análises de western blotting com anticorpos monoclonais, que ambas as 

CKX (selvagem e recombinante) eram reconhecidas igualmente por anticorpos. No 

entanto, havia diferença em seu tamanho aparente demonstrado por SDS-PAGE. 

Após a deglicosilação das enzimas, tal diferença desapareceu indicando, então, 

padrões diferenciados de glicosilação nas CKX das duas fontes. A glicosilação da 

citoquinina oxidase parece ser conservativa nas espécies já que uma coluna de 

afinidade com ConA (lectina de Canavalia ensiformis) imobilizada foi utilizada para o 

isolamento de citoquinina oxidase de milho (BILYEU, et al, 2001),  de raízes de 

plântulas de P. vulgaris (ARAÚJO, 2009) e de cultura de callus de P. vulgaris 

(CHATFIELD e ARMSTRONG, 1986) embora tenha sido mostrado que cerca de 20 

% da citoquinina oxidase de P. vulgaris não se ligou à coluna podendo se tratar de 

proteínas não-glicosiladas, isoformas ou mesmo produto de degradação obtidos 

durante os procedimentos de isolamento. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

Os experimentos foram conduzidos no município de Crato (CE), 

localizado a 426 m de altitude, 7°14’ de latitude sul e 39° 24’ de longitude oeste de 

temperaturas mínimas de aproximadamente 15 ºC até máximas de 35 ºC e no 

município de Aracaju (SE), localizado a 10º 54' de latitude sul e 37º 04' de longitude 

oeste, com altitude média de 4 m e temperatura média anual de 25 °C.  

 

 

3.1. Material vegetal 

 

3.1.1. Sementes 

 

Sementes de mamoneira (Ricinus communis L.) cultivar BRS-ENERGIA, 

produzidas pela Embrapa Algodão, Centro Nacional Pesquisa de algodão, Campina 

Grande; embaladas em papel multifoliado, polipropileno trançado e polietileno preto 

em condições ambientais de Campina Grande – PB foram utilizadas na pesquisa. 

Os grãos da cultivar BRS Energia (Figura 7) foram armazenados em 

sacos Kraft sob temperatura de ar refrigerado em torno de 21 °C e umidade relativa 

de 20 %. Parte do material foi submetida à caracterização bioquímica, e parte levada 

à germinação para posterior identificação e isolamento da citoquinina oxidase. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7 - Sementes de mamona (Ricinus communis) cv. BRS-Energia. 
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3.1.2. Germinação 

 

3.1.2.1. Desinfestação e seleção das sementes 

 

As sementes foram selecionadas para a germinação de acordo com o 

tamanho, conformação e cor, sendo excluídas as pequenas e mal formadas. As 

sementes foram tratadas com solução de hipoclorito de sódio, contendo 1 % de cloro 

ativo diluída 1:3 (v,v), durante cinco minutos (Figura 8) e em seguida foram lavadas 

exaustivamente com água deionizada (GOMES-FILHO e PRISCO, 1978). Foram 

excluídas as sementes que flutuaram na solução, bem como aquelas que 

apresentaram “deformação” após o tratamento, indicando danos mecânicos.   

 

Figura 8 - Desinfestação de sementes de R.comunis. 

3.1.3. Obtenção de Plântulas em condições ambientais 

Após o tratamento de desinfestação de 100 sementes e seleção, 88 

sementes viáveis foram colocadas para germinar em bandejas de isopor e em 

câmara de vegetação construída com sombrite 75 % (5 m²) localizada no campus da 

Universidade Regional do Cariri, na cidade de Crato/CE  ou em bandejas de isopor 

em condições ambientais na cidade de Aracaju/SE sendo regadas duas vezes ao 

dia (Figura 9).  

A coleta ocorreu no décimo primeiro dia, seguida de cortes para separar 

as partes morfológicas (radícula, hipocótilo, folhas) que foram armazenadas a 4°C. 

As condições climáticas vigentes variaram entre 28ºC a 35ºC. 
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Para o isolamento de CKX foram utilizadas plântulas de um mínimo de 16 

a 20 cm de comprimento (Figura 10). As plântulas foram colhidas e selecionadas de 

acordo com a morfologia completa (radícula, hipocótilo e folhas), e descartadas as 

de morfologia incompleta. 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figura 10 – Plântula de mamona (Ricinus communis L.) utilizada para o isolamento de CKX. 

 

3.1.4. Obtenção de plântulas cultivadas em TNT. 

 

 

Após o mesmo tratamento de desinfestação e seleção, sementes foram 

colocadas para germinar em sacos de TNT de 30 x 18 cm (divididos em 10 raias de 

3,0 cm, nas quais eram dispostas as sementes), desinfetados com hipoclorito de 

sódio 4 %, durante 1 hora, enxaguados com água destilada até a remoção total do 

hipoclorito, e umedecidos com carbonato de sódio (1,05 %). As sementes, em 

número de 10 por saquinho, foram dispostas uma a uma e centralizadas em cada 

raia a aproximadamente 9,0 cm da borda superior do saquinho. Após semeadura, os 

Figura 9 - Sementes de mamona semeadas em bandeja de isopor, à esquerda. Câmara de 
vegetação construída com sombrite 75 % localizada no campus da Universidade Regional 
do Cariri, à direita. 
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saquinhos contendo as sementes foram dispostos verticalmente dentro de um 

recipiente plástico de 10,90 x 11,15 cm, contendo 100 mL de água destilada utilizada 

para o umedecimento do TNT. O recipiente plástico foi previamente tratado com 

uma solução de hipoclorito de sódio (4 %) por 1 hora.   

Posteriormente, 35 desses recipientes contendo os saquinhos com as 

sementes foram colocados para germinar no frio sob fotoperíodo de 12 h com luz 

contínua guarnecida por duas lâmpadas luz do dia, fluorescentes de 20 W, a 

temperatura de 19 ± 1,6 °C e umidade relativa do ar em torno de 67 % (Figura 11). A 

coleta foi realizada em amostras entre 24 aos 30 dias de germinação (DG). Cada 

amostra consistiu de 1 lote  de  sementes com 5 repetições de 10 sementes cada.  

 

Figura 11 - Câmara climatizada para germinação das sementes de R.communis L. com 
fotoperíodo de 12 h. 

 

 

3.1.5. Obtenção de plântulas cultivadas em câmara fria 

 

 

Após o tratamento de desinfestação de 100 sementes e seleção,                       

88 sementes viáveis foram colocadas para germinar em bandejas de isopor,  em 

câmara fria (7 m²) e com fotoperíodo de 12 h no campus da Universidade Regional 

do Cariri, na cidade de Crato/CE.  
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3.2. Caracterização morfológica dos estádios de desenvolvimento e medidas 

de crescimento  

 

 

O material coletado foi separado para caracterização morfológica dos 

estádios de desenvolvimento. Foram estabelecidos quatro estádios de 

desenvolvimento (EDs) como proposto por PRISCO (1997) (Quadro 1): 

 

 

 

 

 

 

 

 

Quadro  1 - Descrição morfológica dos Estádios de Desenvolvimento de plântulas de mamona 
(PRISCO, 1997). 

 

Para a realização do trabalho foram escolhidas plântulas nos EDs I até IV. 

Após o material ter sido separado segundo os EDs, foram efetuadas medidas de 

comprimento da raiz de plântulas.  

 

  

3.3. Índice de Desenvolvimento (ID) 

 

 

Calculou-se o índice de desenvolvimento das Plântulas (ID), com base no 

tempo de germinação e ED das plântulas, de acordo com PRISCO (1987), segundo 

fórmula abaixo: 

     

onde: 

Ei = Estádio de Desenvolvimento; 

ni = Número total de sementes ou plântulas com a característica do 

Estádio Ei 

Estádio 0  semente quiescente 

Estádio I  semente intumescida 

Estádio II  radícula emergida, comprimento até 2 cm 

Estádio III  radícula maior que 2 cm e menor que 5 cm 

Estádio IV  radícula maior que 5 cm 
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O experimento–controle envolveu 144 sementes. Após o material ter sido 

separado segundo os EDs, foram descartadas algumas plântulas deformadas. 

 

 

3.4. Isolamento da CKX 

 

 

O isolamento da CKX foi conduzido no laboratório de Bioquímica, 

Departamento de Fisiologia da Universidade Federal de Sergipe onde foram 

realizados os experimentos. 

 

3.4.1. Preparação da Farinha 

 

 

Para o preparo da farinha de R. communis, L. as diversas partes 

morfológicas das plântulas com 11 dias de germinação foram trituradas com auxílio 

de nitrogênio líquido e armazenadas em frascos hermeticamente fechados em 

freezer até uso posterior nas análises de caracterização bioquímica. 

 

 

3.4.2. Extração de Proteínas 

 

 

As proteínas solúveis das radículas de R. communis L. foram extraídas 

em solução tampão Tris-HCl 0,5 mM pH 7,6 contendo NaCl 0,15 M, na relação de 

1:2,5 (farinha/tampão, p/v). A mistura foi mantida sob agitação constante por 2 h a 

temperatura ambiente. Após isso, foi filtrada em papel de filtro, obtendo-se assim 

resíduo que foi descartado e sobrenadante denominado de extrato bruto (EB), do 

qual foi reservada alíquotas para serem utilizadas nos testes de dosagem de 

proteínas, eletroforese e atividade enzimática. 

 

 

 

3.4.3. Fracionamento do Extrato protéico 
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O sobrenadante obtido no item anterior foi submetido à purificação parcial 

através de fracionamento com sulfato de amônio ((NH4)2SO4) a 70 % de saturação, 

segundo procedimento e massas determinadas na tabela de “Ammonnium Sulfate 

Table” , descrito por Green e Hughs (1995).  

O sal foi adicionado lentamente sob constante agitação ao extrato e, após 

a adição, a suspensão foi deixada sob agitação por 1/2 hora em temperatura 

ambiente e por 12 horas em repouso para que chegasse ao equilíbrio. O material foi 

levado à centrifugação a 4000 rpm durante 5 minutos sendo separadas as frações 

obtidas, ou seja, F0-70 e F70 (Figura 12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12 - Esquema de fracionamento salino do extrato protéico de radículas de R. 
communis L. – BRS Energia. 
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3.4.4. Dosagem de proteínas do extrato bruto e das frações protéicas 

 

 

A concentração de proteínas foi determinada pelo método de Bradford 

(1976) que consiste em técnica para a determinação de proteínas totais utilizando o 

corante Coomassie Brilliant Blue G-250 0,01 % (m/v) em solução 10 % de ácido 

fosfórico (v/v) em etanol (5 %, v/v). Foram adicionados 100 μL da amostra a 2,5 mL 

da solução de Bradford e realizada leitura das absorbâncias após 3 minutos do início 

da reação a 595 nm em espectrofotômetro Nova 2100 UV. 

A concentração de proteínas do extrato bruto e das frações protéicas de 

sementes de R. communis L. – BRS Energia foi avaliada a partir de curva padrão 

obtida utilizando Albumina Sérica Bovina (BSA). 

 

 

3.4.5. Análise eletroforética do extrato bruto e das frações protéicas  

 

 

A eletroforese em gel de poliacrilamida em presença de SDS do extrato 

bruto e das frações protéicas de sementes de R. communis L.  foi realizada 

seguindo-se a técnica descrita por Laemmli (1970), adaptada para o uso em géis de 

separação em placas verticais. O gel de poliacrilamida continha proporção de 

acrilamida/bisacrilamida 30:0,8 %. O gel de separação (concentração de 12,5 % de 

poliacrilamida) foi preparado em tampão Tris-HCl 375 mM pH 8,8 contendo SDS               

0,1 %, TEMED (concentrado) e persulfato de amônio (10 %). O gel superior ou de 

aplicação (stacking gel) foi preparado usando acrilamida/bisacrilamida 5 % em 

tampão Tris-HCl 125 mM pH 6,8, SDS 0,1 %, persulfato de amônio (10 %) e TEMED 

concentrado. A eletroforese PAGE-SDS foi realizada em um sistema duplo de placas 

EPS 301 miniVE (Amershan Biosciences). 

As amostras foram dissolvidas em tampão de amostra (Tris-HCl 12,0 mM 

pH 6,8, contendo glicerol (5 %), 0,02 % de azul de bromofenol, 0,4 % de SDS e               

2-mercaptoetanol 2,88 mM) e aquecidas a 100 ºC por 5,0 minutos. Como tampão de 

corrida foi utilizado Tris-HCl 2,5 mM, pH 8,3, contendo glicina 19,2 mM e 0,01 % de 

SDS. A corrida eletroforética foi feita em posição vertical e corrente constante                

(40 mA) e 200 V durante 1,5 horas. Os marcadores de massa molecular                      
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(GE Healthcare) utilizados foram: fosforilase b (97 kDa), albumina (66 kDa), 

ovoalbumina (45 kDa), anidrase carbônica (30 kDa), inibidor de tripsina (21,1 kDa) e 

α-lactalbumina (14,4 kDa). 

Após o término da corrida, o gel foi corado com Coomassie Brilliant Blue 

G-250 a 0,1 % em solução aquosa de sulfato de amônia a 16 % e ácido fosfórico 

0,29 M. O excesso de corante foi retirado com água destilada, permitindo a 

visualização das bandas protéicas a olho nu. A massa molecular aparente da 

proteína foi determinada através de interpolação do gráfico da mobilidade 

eletroforética versus a massa molecular das proteínas padrões. 

 

 

3.4.6. Cromatografia de exclusão molecular em coluna de Sephadex G-75 

 

 

Cromatografia de exclusão molecular foi realizada em coluna de 

dimensões de 10,1 x 0,93 cm, 50 mL, preenchida com o gel Sephadex G-75 

(Sigma), equilibrada e eluída com tampão Tris-HCl 0,1 M, pH 7,6 contendo NaCl 

0,15 M e os sais metálicos MgCl2, MnCl2 e CaCl2  a  0,5 M. A eluição das frações 

protéicas foi seguida por leitura de absorbância em 280 nm lida em 

espectrofotômetro Nova 2100. Os picos obtidos foram testados quanto a atividade 

para verificação da presença da CKX. 

 

 

3.4.7. Cromatografia de afinidade em coluna de ConA-Agarose 

 

 

Coluna de ConA-Agarose (Sigma) com 5 mL de gel foi equilibrada com 

tampão Tris-HCl 0,1 M, pH 7,4, com MgCl2, MnCl2 e CaCl2 5 mM cada. A eluição das 

frações protéicas foi seguida por leitura de absorbância em 280 nm lida em 

espectrofotômetro. 
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3.4.8. Atividade enzimática 

 

3.4.8.1. Teste de atividade 

 

O teste de atividade oxidante de CKX foi feito de acordo com Libreros-

Minotta e Tipton (1995). O ensaio é baseado na formação de uma base de Schiff 

entre o produto da reação enzimática 3-metil-2-butenal e p-aminofenol. O ensaio é 

efetivo em faixa de concentração submicromolar e pode ser utilizado em extratos 

brutos como também em preparações altamente purificadas. 

A 460 µL de tampão imidazol 100 mM, pH 7,0, contendo CuCl2 10 mM 

são adicionados 40 µL de solução 1mg/mL de isopenteniladenina e 200 µL da 

amostra. A preparação é incubada a 37 °C por 1 hora. Após a incubação a reação é 

interrompida pela adição de 300 µL de solução de TCA (ácido tricloroacético) 40 %. 

A mistura é centrifugada para retirar material protéico em suspensão. A 700 µL do 

sobrenadante são adicionados 200 µL de p-aminofenol (3 % em TCA 6 %). Após               

10 minutos a absorbância é lida. 

O branco do ensaio é feito com a substituição da isopenteniladenina por 

água destilada. 

 

 

3.4.8.2. Determinação do comprimento de onda utilizado para a leitura do 

teste de atividade 

 

O volume de 10 µL de 3-metil-2-butenal foi adicionado a 200 µL de 

solução de p-aminofenol 3 % em TCA 6 %. Após 10 minutos foi efetuada varredura 

de absorção na faixa de 190-465 nm. O comprimento de onda onde houve maior 

absorção foi escolhido para as leituras de teste de atividade da CKX. 
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4. RESULTADOS 

 

 

4.1. Características de classificação das plântulas nos diversos estádios de 

desenvolvimento 

 

 

Os resultados foram obtidos através de três tratamentos diferentes aplicados 

a germinação das sementes, em câmara climatizada em bandejas e em suporte de 

TNT, e em condições ambientais em bandejas (Figuras 13 e 14). Dentre estes 

tratamentos, a situação em condições ambientais, a faixa de temperatura de 30º a 

35°C foi a que apresentou as plântulas com suas características morfológicas mais 

bem definidas, plântulas menos deformadas e com desenvolvimento mais 

homogêneo entre os indivíduos. As perdas de plântulas causadas por malformações 

e/ou por fungos foram maiores em câmara climatizada do que em condições 

ambientais, 59 e 35 plântulas, respectivamente, conforme demonstrado nas Tabelas 

2 e 3. 

 

 

 
Figura 13 – Radículas de mamona (Ricinus communis L., cv BRS Energia), no estádio 3 
(radícula maior que 2 cm e menor que 5 cm). 
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Figura 14 - Radículas de mamona (Ricinus communis L., c.v BRS Energia), no estádio 4 
(radícula maior que 5 cm). 

 

 

Tabela 2 - Distribuição em estádios das plântulas de R.communis L. cv 
BRS Energia, durante 11 dias de cultivo em condições ambientais. 

Dias de 

Germinação 

Estádio 

I 

Estádio 

II 

Estádio 

III 

Estádio 

IV 

Soma de 

todos os 

estádios* 

1 144 
   

144 

2 98 46 
  

144 

3 96 44 
  

140 

4 
 

122 13 
 

135 

5 
 

118 5 
 

123 

6 
  

109 11 120 

7 
  

95 18 113 

8 
  

90 23 113 

9 
  

52 59 111 

10 
  

5 106 111 

11 
   

109 109 

* - Houve perdas de plântulas devido a doenças e más-formações. 
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Tabela 3 - Distribuição em estádios das plântulas de R.communis L., cv 
BRS Energia durante 11 dias de cultivo em câmara climatizada. 

Dias de 

Germinação 

Estádio 

I 

Estádio 

II 

Estádio 

III 

Estádio 

IV 

Soma de 

todos os 

estádios 

1 144 
   

144 

2 144 
   

144 

3  144 
  

144 

4  121 13 
 

134 

5  117 17 
 

134 

6  115 19 
 

134 

7  58 70 
 

128 

8  
 

98 
 

98 

9  
 

70 23 93 

10  
 

47 44 91 

11  
 

46 39 85 

* - Houve perdas de plântulas devido a doenças e más-formações. 

 

As plântulas cujas sementes germinaram no TNT, tiveram o seu sistema 

radicular afetado, o que impossibilitou a avaliação.  

O cultivo em condições ambientais e com 11 dias de germinação levou a 

condições de maior uniformidade no crescimento das plântulas e, por isso, foi 

escolhida para a produção da farinha e posterior isolamento da CKX. 

 

 

4.2. Caracterização Bioquímica 

 

 

4.2.1. Extração de Proteínas 

 

O extrato bruto obtido a partir da farinha descrita no item 3.4.1 com tampão 

Tris-HCl 0,5 mM pH 7,6 contendo NaCl 0,15 M, na relação de 1:2,5 (farinha/tampão, 

p/v) apresentou concentração protéica de 336 mg de proteína por mL de extrato e 
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atividade de CKX positiva evidenciada pelo teste de atividade oxidante de CKX de 

acordo com Libreros-Minotta e Tipton (1995).  

 

 

4.2.2. Fracionamento do Extrato protéico 

 

Como resultado do fracionamento foram obtidas duas frações, F0-70 e F70 

que apresentaram, respectivamente, 199 e 140 mg de proteínas por mL. Assim, a 

maior concentração protéica foi obtida na fração F0-70. Esta mesma fração 

apresentou atividade, ao contrário da fração F70.  

 

4.2.3. Cromatografia de exclusão molecular em coluna de Sephadex G-75 

 

A F0-70 foi então submetida à cromatografia de exclusão molecular em 

coluna de Sephadex G-75 (Figura 15). 

 

Figura 15 - Perfil de cromatografia de exclusão molecular em coluna de Sephadex G-75 (10,1 
x 0,93 cm) da F0-70 ressuspensa e eluída no tampão Tris-HCl 0,1 M pH 7,6 com NaCl 0,15 M 
e CaCl2, MgCl2 e MnCl2 5 mM cada. Volume de amostra aplicada de 3mL; volume da fração 
2,2 mL e fluxo de 0,55 mL/min. 
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O perfil da cromatografia de exclusão molecular evidenciou dois picos, SI e 

SII, o primeiro dos quais sem atividade. O Pico SII apresentou atividade e as frações 

15-22 foram reunidas e aplicadas em coluna de ConA-Sepharose. O pico SI 

apresentou concentração protéica abaixo do teste de sensibilidade utilizado e o pico 

SII apresentou 102 mg de proteína por mL de amostra. 

 

4.2.4. Cromatografia de afinidade em coluna de ConA-Agarose 

A cromatografia de afinidade em coluna de ConA-Agarose apresentou dois 

picos, o pico não retido, CI e o pico retido CII (Figura 16). 

 

 

Figura 16 - Perfil cromatográfico da fração SII aplicada em coluna de afinidade ConA-agarose 
(V =  5 mL, frações de 1 mL, fluxo de 1,5 mL/min), equilibrada com tampão Tris-HCl 0,1 M, pH 
7,4, com MgCl2, MnCl2 e CaCl2 5 mM cada e NaCl 0,15 M. O pico retido (CII) foi eluído com o 
mesmo tampão acrescido de Glicose 1 M. 
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As frações 1 a 16 foram reunidas e apresentaram concentração protéica de 

87 mg de proteína por mL de solução. Este pico não apresentou atividade. 

O pico retido (CII), eluído da coluna com o acréscimo de glicose ao tampão 

até a concentração final de 1 M, foi coletado e as frações 43-46 reunidas. A 

concentração protéica desta amostra foi de 10 mg de proteína por mL de solução e 

apresentou atividade positiva. 

 

 

4.3. Eletroforese em gel de poliacrilamida em condições desnaturantes              

(SDS-PAGE) 

 

Eletroforese de alíquotas do extrato total, F0-70, F70, CI e CII está 

apresentado a seguir (Figura 17). 

                                 

                                         

Figura 17 - Eletroforese em Gel de poliacramida 12,5% na presença de SDS PAGE da fração protéica 
de raízes de plântulas Ricinus communis L., obtidos a partir das plântulas em condições ambientais.    
Os marcadores de massa molecular (GE Healthcare) utilizados foram: fosforilase b (97 kDa), 
albumina (66 kDa), ovoalbumina (45 kDa), anidrase carbônica (30 kDa), inibidor de tripsina (21,1 kDa) 
e α-lactalbumina (14,4 kDa). Poço 1 – marcadores moleculares; poço 2 - extrato total; poço 3 - F0-70; 
poço 4 - F70; poço 5 - fração CI e poço 6 - fração CII. 

       

          1       2      3      4      5      6 

9 

 

 

97KDa 

 

66KDa 

 

 

 

45KDa 

 

 

 

 

30kDa 
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 Os poços 2, 3, 4 e 5 não ficaram claros possivelmente pelas amostras 

estarem muito diluídas. No entanto, o poço 6, onde foi aplicada a amostra CII 

mostrou uma banda bem resolvida. 

Utilizando os marcadores moleculares como padrões, o gráfico Rf x log Mr foi 

construído e a massa aparente desta banda foi de 31,01 +- 0,41 kDa (Figura 18). 

 

 
Figura 18 – Gráfico de mobilidade eletroforética versus logaritmo da massa molecular aparente dos 
marcadores eletroforéticos fosforilase b (97 kDa), albumina (66 kDa), ovoalbumina (45 kDa), anidrase 
carbônica (30 kDa), inibidor de tripsina (21,1 kDa) e α-lactalbumina (14,4 kDa) e da amostra de CII da 
cromatografia de afinidade em coluna de ConA-agarose. 

 

 

4.4. Atividade enzimática 

 

 

O teste de atividade foi avaliado através da leitura de absorbância em                  

385 nm. Este comprimento de onda foi escolhido por estar na faixa de comprimentos 

de onda onde a base de Schiff formada pelo produto da reação da CKX com                 

p-aminofenol absorveu mais fortemente, de acordo com o gráfico de varredura de 

absorbância apresentado abaixo (Figura 19). 
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Figura 19 - Varredura da absorbância da base de Schiff formada entre 3-metil-2-butenal e p-
aminofenol no tampão da reação citoquinina oxidase. 
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5. DISCUSSÃO 

 

 

De acordo com os Gráficos 1 e 2,  parece que a germinação em condições 

ambientais apresentou o desenvolvimento mais homogêneo das plântulas, do que 

as germinadas câmara climatizada. No entanto, quando comparados os tratamentos 

através da Figura 20, verifica-se uma maior dispersão a partir do oitavo dia em 

câmara fria. 

Embora em torno do 6º dia de germinação o desenvolvimento das plântulas 

em condições ambientais tenham se apresentado muito diverso (ID > 2,5), a partir 

desse dia praticamente todas as plântulas encontravam-se no estádio III e IV e 

alcançaram o mesmo estádio de desenvolvimento no décimo primeiro dia. 

 

 

Gráfico 1: Distribuição em estádios das plântulas de R.communis L. durante 11 dias de cultivo em 
condições ambientais 
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Gráfico 2 - Distribuição em estádios das plântulas de R.communis L. durante 11 dias de cultivo em 
câmara climatizada. 

 

 

 

Figura 20 - Distribuição das plântulas nos estádios de desenvolvimento. 
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  Os resultados obtidos são corroborados pelos de Burch e Delouche (1959), 

os quais verificaram que a velocidade de embebição é maior a 30ºC o que, 

provavelmente, acelerou a germinação, levando todas as plântulas a menor 

diversidade de estádios. 

Observou-se também no tratamento com o TNT, que houve maior infecção 

por microorganismos nas plântulas e sementes. Também, é provável que o lote de 

sementes (Popinigis, 1977), a variedade e o tempo de duração do teste, possam ter 

contribuído a para os resultados obtidos, devendo, oportunamente, serem 

estudados. 

Laloue e Fox (1989) purificaram parcialmente a CKX de embrião de gérmen 

de trigo (Triticum aestivem L.) a partir da fração 35 – 45 % de saturação de sulfato 

de amônio. Já CKX de callus obtidos a partir de hipocótilos de Phaseolus vulgaris L. 

(CHATFIELD e ARMSTRONG, 1986) e de extratos de plântulas de 15 dias de 

germinação de Pinus sylvestris (VALDÉS et al, 2007) se concentraram em frações 

de saturação de sulfato de amônio mais similares a de radículas de plântulas de 

mamona, F0-80 e F0-70, respectivamente. 

O método de isolamento da CKX foi o mesmo utilizado no isolamento desta 

enzima de outras fontes como callus (CHATFIELD e ARMSTRONG, 1986) e 

plântulas de P.vulgaris (ARAÚJO, 2009), milho (ARMSTRONG, 1994) e tabaco 

(KAMINEK AND ARMSTRONG, 1990), a cromatografia de afinidade utilizando 

lectina de Canavalia ensiformis imobilizada à matriz. De fato, CKX de várias plantas 

são glicoproteínas, no entanto, nem todas são glicosiladas.   

A enzima recombinante de milho tem oito sítios preditos de glicosilação, cinco 

deles com probabilidade maior que 50 %. De acordo com análise por espectroscopia 

de massas, foi indicada a massa de 69 kDa para esta proteína o que sugere a média 

de dez moléculas de glicose por sítio de glicosilação (MORRIS et al, 1999). De fato, 

utilizando a sequência de bases de CKX de milho (Houba-Herin et al, 1999) como 

modelo para busca de homólogos dentro do genoma de mamona utilizando o 

programa BLASTn, o resultado obtido, com 44 % de identidade e 59 % de positivos, 

o loccu 30131.m007255 (Anexo I). Este gene está anotado como putativo para 

citoquinina oxidase.  

A partir da sequência de aminoácidos traduzida do gene putativo, podem-se 

prever sete sítios de glicosilação, cinco dos quais com mais de 50 % de 

probabilidade de ocorrência. No entanto, sua massa molecular calculada através do 
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programa “Compute pI/Mw” do portal ExPASy Proteomics Server foi de 54,51 kDa, 

bem maior que a obtida neste trabalho, através de SDS PAGE. Este fato não põe 

em dúvida os resultados obtidos já que se encontra na literatura indicações de 

várias CKX com características diferentes e provenientes da mesma planta, e até 

mesmo tendo o mesmo órgão como fonte. CKXs obtidas de gérmen de trigo e de 

milho apresentaram as características resumidas no Quadro 2. 

 

Espécie Fonte 
Mr 

(kDa) 

Método de 

ensaio 

pH 

ótimo 
Referência 

Triticum 

aestivum 
Gérmen 

40 
Filtração em 

gel 
7,5 Laloue e Fox, 1989 

78 SDS PAGE  
Burch and Horgan, 

1989 

60 
Filtração em 

gel 
6,5 Galuszka et al., 1998 

Zea 

mays 

Sementes 

78 SDS PAGE 6,8 
Burch and Horgan, 

1989 

94,4 
Filtração em 

gel 
6,0 

McGaw and Horgan, 

1983 

88 
Filtração em 

gel 

5,0  

7,0 
Whitty and Hall, 1974 

Plântulas 
55   

60 

Filtração em 

gel 
6,8 

Burch and Horgan, 

1989 

Proteína 

recombinante 
57,2 

Calculada a 

partir da 

sequência 

de DNA 

 Morris et al., 1999 

Quadro  2 - Propriedades de algumas citoquininas oxidases já isoladas. (Modificado a partir de 
GALUSZKA et al, 1998). 

 

 

De acordo com estas informações, existem pelo menos duas enzimas CKX 

aparentemente diferentes no gérmen de trigo, já que apresentaram, além de massa 

molecular, pH ótimo para atividade também diferente. Já no milho, são três as 

proteínas diferentes com massas variando entre 78 e 94,4 kDa e pH ótimo na faixa 

de 5 a 7. Isto abre a possibilidade de que a CKX isolada seja uma proteína diversa 

àquela codificada pelo gene anotado. 

Além disso, existe a ocorrência de diferenças de glicosilação que dão origem 

a moléculas que apresentam atividades e localizações celulares diversas (Kaminek 
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and Armstrong, 1990; Motyka e Kaminek, 1994; Zhang et al, 1995; Motyka et al, 

1996, 2003). Motyka e colaboradores (2003) demonstraram que a presença da 

glicosilação na CKX aumenta sua atividade, mas não é imprescindível para esta. Por 

ser de alta sensibilidade o teste de atividade com a formação da base de Schiff, 

ficou demonstrado que não existe forma ativa não glicosilada de CKX em plântulas 

de mamona, ou mesmo formas ativas com glicosilações diferentes de glicose e/ou 

manose, pois o pico não retido da coluna de ConA-agarose não deu atividade 

positiva. 

CKX isolada parcialmente de plântulas de P.vulgaris parece apresentar perfis 

de glicosilação diferentes (ARAÚJO, 2009) a partir da eluição da coluna de ConA, 

embora não se podendo, ainda, afirmar serem proteínas iguais ou diferentes. A CKX 

isolada de plântulas de mamona foi eluída da coluna de afinidade de ConA com alta 

concentração de glicose (1 M), não dando possibilidade de se perceber se também 

haveria formas de CKX com diferentes afinidades com a ConA.  

De acordo com o perfil eletroforético (Figura 17), o pico retido da coluna de 

ConA apresentou somente uma banda protéica indicando alto grau de purificação. 

Na mesma eletroforese não houve clareza na resolução dos outros poços talvez 

pela diluição destas amostras.  

O teste de atividade enzimática nas condições experimentais indicou máximo 

de absorção na faixa 370-390 nm sendo escolhido o comprimento de 385 nm para 

as leituras posteriores. 
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6. CONCLUSÕES 

 

 

As melhores condições de caracterização morfológica dos diversos estádio de 

desenvolvimento de plântulas de mamona (Ricinus communis L.) encontra-se no 

ambiente com temperatura entre 30ºC a 35ºC, definido no tratamento em condições 

ambientais nesse estudo e com 11 dias de cultivo. 

Constatou-se ainda que não existe forma ativa não glicosilada de CKX em 

plântulas de mamona com onze dias de germinação, ou mesmo formas ativas com 

glicosilações diferentes de glicose e/ou manose. 

A CKX detectada tem glicosilação do tipo com glicose e/ou manose e massa 

molecular aparente 31KDa. 
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ANEXOS 

 

Alinhamento da sequência do proteoma do Ricinus communis homóloga a 

sequência de aminoácidos de CKX isolada de milho.  

 

>30131.m007255 Cytokinin dehydrogenase, putative 

        Length = 530 

 

 Score = 1043 (372.2 bits), Expect = 1.9e-106, P = 1.9e-106 

 Identities = 225/507 (44%), Positives = 301/507 (59%) 

 

Query:    17 PASLAALALDGKLRXXXXXXXXXXXXFGNITSALPAAVLYPSSTADLVALLSAA-NSTPG 75 

             P+SL  L++ G               FGN    LP AVL+P S +D+   +       P  

Sbjct:    40 PSSLKTLSVQGHF--TFDDLHYAAKDFGNRFQLLPFAVLHPRSVSDIATTIKHIWQMGPH 97 

 

Query:    76 WPYTIAFRGRGHSLMGQAFAPGGVVVNMASLGDAAAPPRINVSADGR-YVDAGGEQVWID 134 

                T+A RG GHSL GQA A  GVV+NM SL      P++ V A    YVD  G ++WI+ 

Sbjct:    98 SDLTVAARGHGHSLHGQAQAHRGVVINMESLQG----PKMQVHAGKHPYVDVSGGELWIN 153 

 

Query:   135 VLRASLARGVAPRSWTDYLYLTVGGTLSNAGISGQAFRHGPQISNVLEMDVITGHGEMVT 194 

             +LR SL  G+AP+SWTDYL+LTVGGTLSNAG+SGQAFRHGPQISNV +++VITG GE+V  

Sbjct:   154 ILRESLKHGLAPKSWTDYLHLTVGGTLSNAGVSGQAFRHGPQISNVHQLEVITGTGEVVN 213 

 

Query:   195 CSKQLNADLFDAVLGGLGQFGVITRARIAVEPAPARARWVRLVYTDFAAFSADQERLTAP 254 

             CS++ N DLF  VLGGLGQFG+ITRARI++EPAP   +W+R++Y+DF  F+ DQE L +  

Sbjct:   214 CSEKQNGDLFHGVLGGLGQFGIITRARISLEPAPDMVKWIRVLYSDFNTFARDQESLISA 273 

 

Query:   255 RPGGGGASFGPMSYVEGSVFVNQSLATDLANT--GFFTDADVARIVALAGERNATTVYSI 312 

                          Y+EG V +N+   T L N     F   D  +  A   E +  T++ + 

Sbjct:   274 E--------NTFDYIEGFVIINR---TGLLNNWRSSFNPQDPLQ--ASQFESDGRTLFCL 320 

 

Query:   313 EATLNYDNXXXXXXXVDQELASVLGTLSYVEGFAFQRDVAYAAFLDRVHGEEVALNKLGL 372 

             E    +         +++E+ ++L  L Y+    F  +V Y  FLDRVH  EV L   GL 

Sbjct:   321 ELAKYFKKDKTDK--LNEEIMNLLSQLRYIPSTLFLSEVPYIEFLDRVHVSEVKLRSKGL 378 

 

Query:   373 WRVPHPWLNMFVPRSRIADFDRGVFKGILQGTDIVGPLIVYPLNKSMWDDGMSAATPSED 432 

             W VPHPWLN+ VP+S+I +F   VF  IL  T   GP+++YP+NKS WD+  S   P ED 

Sbjct:   379 WEVPHPWLNLLVPKSKIHNFAEEVFGNILTDTSN-GPILIYPVNKSKWDNRTSVVIPEED 437 

 

Query:   433 VFYAVSLLFSSV----APNDLARLQEQNRRILRFCDLAGIQYKTYLARHTDRSDWVRHFG 488 

             +FY V+ L S+V      + L  +  QNRRIL FCD A + +K YL  +T + +W  HFG 

Sbjct:   438 IFYLVAFLSSAVPSSTGTDGLKHILTQNRRILEFCDTARLGFKQYLPHYTSQEEWKAHFG 497 

 

Query:   489 AAKWNRFVEMKNKYDPKRLLSPGQDIF 515 

               +W  F + K+ YDP  +L+PGQ IF 

Sbjct:   498 P-QWKVFAQRKSAYDPLAILAPGQRIF 523 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://blast.jcvi.org/er-blast/getSeq.cgi?id=30131.m007255&db=/opt/www/blast/db/euk/pub/r_communis/annotation_dbs/TIGR_castorWGS_release_0.1.aa.fsa%20
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