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RESUMO 
 

As quitinases são enzimas capazes de promover a clivagem das ligações 

existentes entre os monômeros de N-acetilglicosaminas. Nesse contexto, 

plantas de Nicotiana tabacum transformadas com uma sequência VuChiI, 

codificadora de quitinase de feijão-de-corda (Vigna unguiculata), foram 

utilizadas como modelo para realizar estudos de caracterização e atividade 

protéica. Neste trabalho, relatamos a análise dos transcritos para VuChiI, a 

análise de segregação das plantas transformadas, atividade quitinolítica de 

extratos foliares e o fracionamento do extrato proteico. A expressão do gene de 

três gerações de plantas transformadas foi confirmada por RT-PCR. As duas 

gerações de plantas transgênicas geradas por autofecundação de parentais 

contendo o inserto foi testada em relação à estabilidade da herança do 

transgene. Nas duas gerações testadas o padrão de segregação não diferiu 

das proporções Mendelianas esperadas. A produção de quitinase em extratos 

proteicos de folhas foi analisada por meio de ensaio colorimétrico utilizando 

como substrato quitina coloidal. Atividade enzimática foi detectada, embora 

seus níveis tenham variado nas diferentes plantas transformadas. A 

cromatografia em coluna de quitina foi realizada e o fracionamento do extrato 

apresentou dois picos. A expressão do gene foi comprovada, assim como a 

atividade enzimática da proteína. 

 
Palavras-chave: quitina, cromatografia, RT-PCR. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 



 

ABSTRACT 

 

The chitinases enzymes are capable of promoting the cleavage of the links 

between the monomers of N-acetylglucosamine. In the context, Nicotiana 

tabacum plants transformed with a VuChiI sequence encoding cowpea bean 

chitinase (Vigna unguiculata), were used as a model to perform characterization 

studies and protein activity. In the present work, we report the analysis of 

transcripts for VuChiI, the segregation analysis of transformed plants, chitinase 

activity of plant extracts and the fractionation of protein extract. That way, 

transgenic plants of Nicotiana tabacum containing a chitinase from V. 

unguiculata were evaluated. The expression of the gene in three generations of 

transformed plants was confirmed by RT-PCR. Two generation of transgenic 

plants produced by autofertilization of parents containing the insert was tested 

for the stability of the inheritance of the transgene. In both descendants the 

pattern of segregation did not differ from the expected Mendelian proportions. 

The production of chitinase in protein extracts of leaves was analyzed by 

colorimetric assay using colloidal chitin as substrate. Enzymatic activity was 

detected, although its levels had changed in different transformed plants. 

Chromatography on chitin column was carried out and the fractionation of the 

extract showed two peaks. The expression of the gene was confirmed, as well 

as the enzymatic activity of the protein. 

 

Keywords: chitin, chromatography, RT-PCR. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Quitinases vegetais 

As quitinases (EC 3.2.1.14) são enzimas capazes de promover a 

clivagem das ligações β-(1-4) existentes entre os monômeros de N-

acetilglicosaminas (NAcGlc), que estão incluídas em uma classe de enzimas do 

grupo das glicosil-hidrolases (KERN, 2003). Essas enzimas são largamente 

distribuídas na natureza, presentes em plantas, animais, vírus, bactérias, 

fungos e insetos. O papel das quitinases nos organismos são diversos, 

incluindo defesa, digestão de nutrientes, morfogênese e patogênese, além de 

possuirem aplicação em biotecnologia, agricultura, medicina e meio ambiente 

(ZHANG et al., 2012).  

Dependendo do seu modo de ação, as quitinases podem ser 

classificadas em exo e endoquitinases (SAHAI; MANOCHA, 1993). 

Endoquitinases (EC 3.2.1.14) clivam quitina aleatoriamente em pontos internos, 

produzindo multímeros de NAcGlc de baixa massa molecular, tais como 

quitotetraose, quitotriose e diacetilquitobiose (dímeros de NAcGlcs). 

Exoquitinases podem ser divididas em duas subcategorias: quitobiosidases 

(EC 3.2.1.29), que catalisam a liberação de diacetilquitobiose do final não 

redutor da cadeia de quitina; e β-(1-4) N-acetilglucosaminidases (EC 3.2.1.30), 

que clivam produtos oligoméricos de endoquitinases e quitobiosidases, 

gerando monômeros de NAcGlc (DAHIYA; TEWARI R; HOONDAL, 2006).  

Quitinases são enzimas hidrolíticas que têm papel importantíssimo no 

funcionamento da maquinaria vegetal e na sobrevivência da planta. Em 

vegetais, quitinases são proteínas relacionadas à patogênese (PR proteínas), 

um grupo de proteínas incluindo enzimas hidrolíticas, enzimas inibidoras e 

peptídeos permeáveis à membrana que são produzidos por plantas em 

resposta a invasão de patógenos e fatores abióticos (LI; YI, 2012). As plantas 

produzem 17 famílias de PR-proteínas (relacionadas a patogênese), muitas 

das quais possuem uma atividade antifúngica in vitro (Van Loon et al., 2006). 

Stangarlin (2011) lista as 17 famílias de PR-proteínas e suas propriedades 
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como é possível verificar na Tabela 1. Entre as 17 famílias de PR-proteínas são 

encontradas quitinases, glucanases e osmotinas, também conhecidas como 

proteínas 'taumatina-like'. Quitinases e glucanases, bem como,  alguns 

péptideos de origem microbiana, têm sido relatados que possuem atividade 

antifúngica. Há um crescente corpo de evidências que sugerem que proteínas 

PR são associadas à resistência à doenças.  

Vários membros das classes de proteínas PR1, PR2 (glucanases), PR3 

(quitinases), PR4 (quitinases I e II) e PR5 (taumatina-like) têm apresentado 

atividade antimicrobiana in vitro. (JACH et al., 1992). A função biológica de 

algumas das PR-proteínas já foi caracterizada.  

PR-proteínas 2 (-1,3-glucanase) e PR-proteínas 3 (quitinases) 

hidrolisam glucana e quitina, respectivamente, que são componentes 

estruturais importantes na parede celular da maioria dos fungos patogênicos 

(DOES; CORNELISSEN, 1998). 

Tabela 1. Famílias de proteínas relacionadas à patogênese 

             Fonte: (STANGARLIN, 2011). 
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Na literatura estudos que demonstram resistência de plantas 

transgênicas a fungos fitopatogênicos, frequentemente usam como estragégia 

expressar genes que codificam -1,3-glucanases e / ou quitinases vegetais 

(BROGLIE et al.,1991; JACH et al.,1995), devido à sua capacidade de 

degradar o polímero-1,3-glucana e quitina, dois maiores componentes de 

paredes celulares de fungos.  

Quitinases também podem inibir o crescimento de fungos através da 

ligação a quitina da parede celular dos fungos (STAHL; THEIS, 2004). As 

plantas desenvolveram -1,3-glucanases como uma das principais PR-

proteínas (relacionada a patogênese) nos seus sistemas de defesa (DE 

LUCCA; CLEVELAND; WEDGE, 2005). Acredita-se que as -1,3-glucanases 

digerem diretamente os polímeros de -1,3-glucano , sendo -1,3-glucano o 

componente principal das paredes de células de fungos, a atividade 

glucanásica poderia resultar na lise celular ou a liberação de fragmentos 

bioativos da parede celular como elicitores para a indução de reações de 

defesa das plantas (RYAN; FARMER, 1991).  

A transformação genética utilizando genes de quitinases têm sido 

realizada em muitos trabalhos, empregando genes de diversas fontes. Algumas 

vantagens das quitinases na proteção de plantas contra patógenos incluem seu 

potencial fungicida, o fato de possuírem um alvo específico, minimizando 

efeitos nocivos à planta hospedeira e seu caráter atóxico a humanos e 

vertebrados superiores, além de conferirem resistência a um amplo espectro de 

patógenos (WANG et al., 1999, PATIL et al., 2000).  

Quitinases ainda podem funcionar como lisozimas e degradar parede 

celular de bactérias, e pode desempenhar também um papel nos processos de 

desenvolvimento da planta hospedeira (DE JONG et al, 1992;. TAKAKURA et 

al., 2000).  Além de conferir  vantagem adaptativa aos vegetais contra a 

doenças causadas por fungos, a capacidade de genes de quitinases pode 

conferir um caráter tóxico também a insetos, o que poderia reduzir os níveis de 

predação de plantas por esses animais (WANG et al., 1999). 

As quitinases de plantas são geralmente endoquitinases, as quais têm 

massas moleculares com cerca de 30 kDa podendo ter natureza ácida ou 
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básica. No entanto, é sabido que as quitinases de plantas estão agrupadas em 

sete classes com respeito à sua estrutura e especificidade do substrato 

(COLINGE et al, 1993;. NEUHAUS et al, 1996; GOMEZ et al, 2002). A maioria 

das quitinases leguminosas pertencem a classes I a IV. Como no caso de 

outras PR-proteínas, quitinases são classificadas como proteínas ácidas 

extracelulares (MAUCH E STAEHELIN, 1989) ou proteínas vacuolares básicas 

(NEUHAUS et al., 1991) de acordo com os seus padrões de expressão e de 

sequências de aminoácidos.  

Quitinase de classe I apresenta quatro motivos: peptídeo sinal, domínio 

rico em cisteína (de ligação a quitina), região de dobradiça e o domínio 

catalítico (COLLINGE et al., 1993). As quitinases de classe I contém dois 

domínios principais. O primeiro domínio N-terminal, com cerca de 25 

aminoácidos, é rico em cisteínas e possui afinidade de ligação por quitina. Este 

apresenta alta identidade com o precursor da heveína, lectina de Hevea 

brasiliensis. O segundo, ligado ao domínio lectínico por uma região rica em 

prolinas, trata-se do domínio catalítico altamente conservado. (SHINSHI et al., 

1990; COLINGE et al., 1993). 

Castro (2011) realizou um trabalho de caracterização de uma quitinase 

recombinante de feijão-de-corda expressa em Pichia pastoris denominada de  

rVuChiI e estabeleceu que seu valor de ponto isoelétrico está uma faixa de 

4,44 a 5,15. As quitinases de classe I estão localizadas principalmente nos 

vacúolos e são subdivididas nas classes Ia e Ib (THEIS E STAHL, 2004, 

SHAKBAZAU E KARTEL, 2008). A maioria das quitinases de classe Ia 

apresentam um elevado pI. As quitinases acídicas pertencentes à classe Ib são 

secretadas para o espaço apoplástico (ARIE et al., 2000).  Jerreissati (2012) 

conseguiu clonar com sucesso  o gene de quitinase de classe I de feijão-de 

corda em N. tabacum com um peptídeo sinal que a direciona a ser secretada 

para o meio apoplástico. 
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1.2 Expressão de quitinases em plantas transgênicas 

Doenças causadas por bactérias e fungos são alguns dos principais 

fatores limitantes na produção agrícola no mundo. Além dos efeitos negativos 

sobre a produtividade, as doenças também podem afetar a qualidade pós-

colheita dos alimentos. Por razões de custo, eficácia e preocupações 

ambientais, a comunidade científica tem destinado atenção para a produção de 

transgênicos que possam conferir níveis significativos de resistência a doenças 

(SALMERON; VERNOOIJ, 1998).  

Proteínas antimicrobianas enzimaticamente ativas incluem quitinases, 

glucanases e lisozimas. Como demonstrado por Punja e Raharjo (1996), 

cenouras transgênicas que expressam uma quitinase básica do tabaco 

apresentaram maior resistência a três dos cinco patógenos testados, 

Rhizoctonia solani , Sclerotium rolfsii e Botritis cinerea. A expressão 

transgênica em tabaco de um gene que codifica para a lisozima, capaz de 

degradar quitina e peptideoglicano bacteriano in vitro, resultou inicialmente, em 

plantas mais resistentes à Erysiphe chicoracearum (Nakajima et al., 1997). 

Plantas da família Solanaceae como Nicotiana tabacum L.(tabaco),   

Solanum lycopersicum (tomate) e Solanum tuberosum (batata) são importantes 

culturas comerciais e, portanto são alvo de diversas pesquisas a fim de 

aumentar a resistências contra patógenos. Foi demonstrado que a expressão 

constitutiva de uma defensina, MsDef1, de semente de alfafa conferiu forte 

resistência a Verticillium dahliae no campo (GAO et al., 2000). A expressão 

constitutiva da defensina NmDef02 em batata transgênica demonstrou fornecer 

uma forte resistência à Phytophthora infestans em casa de vegetação e em 

campo (PORTIELES et al., 2010).  

A co-expressão de quitinase de arroz e MsDef1 promoveu uma 

resistência muito mais forte a Botritis cinerea quando comparado a expressão 

das proteínas isoladas em tomates transgênicos (CHEN et al., 2009). O mesmo 

foi verificado por Ntui et al. (2011), onde a co-expressão de uma quitinase de 

Streptomyces griseus e de uma defensina de Wasabia japonica forneceu 

resistência mais robusta contra Fusarium oxysporum em tabaco transgênico do 

que a expressão de cada proteína isolada. 



18 
 

 

O tabaco (Nicotiana tabacum L.) possui um histórico bem estabelecido 

como planta modelo em cultura de tecidos e para a transformação genética 

vegetal. Esta espécie é usada como um sistema experimental para estudos de 

fenômenos básicos em plantas (HELGESON, 1979). A expressão constitutiva 

de uma endoquitinase de feijão em plantas transgênicas de tabaco e plantas de 

canola proporcionaram maior proteção contra Rhizoctonia solani, um fungo 

endêmico do solo que infecta diversas espécies de plantas, incluindo as de 

milho e soja, produzindo sintomas graves no caule e na raiz (BROGLIE et al., 

1991). Níveis similares de resistência a R. solani foram obtidas com plantas 

transgênicas de tabaco expressando constitutivamente um gene de quitinase 

bacteriano isolado de Serratia marcescens (JACH et al., 1992).  

A expressão de quitinases de insetos em plantas transgênicas de tabaco 

tem se mostrado letal a larvas, atingindo índices de 100% de mortalidade em 

besouros da espécie Oryzaephilis mercator quando alimentados com uma dieta 

contendo uma quitinase de Manduca sexta (WANG et al., 1999). Em outro 

trabalho, plantas de tabaco expressando uma quitinase de Manduca sexta 

foram testadas com respeito a uma possível inibição do crescimento das larvas 

e redução da área foliar danificada por insetos herbívoros. Em experimentos 

com Heliothis virescens, houve efeitos significativos de retardo do 

desenvolvimento das larvas e diminuição da área foliar danificada (DING et al., 

1998). Além da importância das plantas de tabaco como hospedeira de genes 

de quitinases heterólogas, a própria planta é fonte destas enzimas, a exemplo 

dos diversos trabalhos que relatam a atividade de quitinases de plantas, contra 

uma grande variedade de fungos. 

Esses estudos são fundamentais para a concepção de uma forma mais 

eficiente na produção de plantas transgênicas podendo ser usadas para o 

controle de fungos patogênicos e insetos. Além disso, estudos citológicos 

podem contribuir com uma melhor compreensão do processo secretor de 

quitinase e o desenvolvimento de estratégias de clonagem adequadas para 

secreção de produtos desejados (DAHIYA; TEWARI R; HOONDAL, 2006). As 

plantas transgênicas expressando quitinases apresentam alvos específicos na 

proteção contra fungos. Estudos de  caracterização e expressão heteróloga de 

novas quitinases em vegetais são necessários para melhorar a proteção de 

plantas cultivadas contra esses patógenos (CLETUS et al., 2013). 
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2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivo Geral 
 
Realizar a caracterização de plantas de fumo (Nicotiana tabacum) 

transformadas com o gene codificador de uma quitinase de classe I de feijão-

de-corda (Vigna unguiculata). 

  
2.2 Objetivos Específicos  
 

 Obter geração T2 e T3 do clone T4B6  de N. tabacum transformadas 

com gene VuChiI e analisar o padrão de segregação genético; 

 

 Confirmar a presença da sequência VuChiI, codificadora de quitinase de 

feijão de corda em plantas de fumo transformadas nos clones T4A3, 

T4B6 das gerações T2 e T3;   

 Analisar os transcritos da sequência VuChiI de plantas de fumo 

transformadas com a sequência de quitinase de V. unguiculata;   

 Avaliar os níveis de atividade quitinolítica total e específica de extratos 

protéicos obtidos de folhas de plantas de fumo transformadas com a 

sequência VuChiI do clone T4B6 geração T2;  

 Fracionar a amostra protéica obtida a partir de folhas de plantas 

transformadas, clone T4B6 geração T2  e não transformadas e avaliar 

seu perfil cromatográfico. 
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3. MATERIAIS  

3.1 Plantas 

Plantas de Nicotiana tabacum var. Xanthi foram transformadas 

geneticamente por Jereissati (2012) via agroinfecção, com o vetor 

pCAMBIA1305.2::VuChiI, contendo a sequência que codifica uma quitinase de 

classe I de feijão-de-corda (Vigna unguiculata.  A sequência foi inserida no 

vetor binário pCAMBIA1305.02 sob controle do promotor CaMV35S duplicado. 

O vetor recombinante foi inserido em Agrobacterium tumefaciens LBA4404, e 

essas células foram utilizadas como ferramenta na transformação genética. 

 

3.2 Reagentes 

Tampão de extração CTAB 2x, β-mercaptoetanol, clorofórmio: álcool 

isoamílico (24:1), RNAse, etanol 70%, isopropanol, agarose, tampão Green 

GoTaq, dNTP, iniciadores, GoTaq DNA Polimerase (Promega), brometo de 

etídio, tampão TBE, Rneasy Plant Mini Kit (Qiagen), nitrogênio líquido, DNAse 

(Qiagen), kit ImProm-II™ Reverse Transcription System (Promega), oligo dT, 

improm-II 5X Reaction Buffer, sais e vitaminas Murashige e Skoog (MS); 

sacarose, ágar, canamicina,  solução de Hoagland, hipoclorito de sódio, 

tampão acetato de sódio, quitina coloidal, reagente de Bradford, glucoronidase, 

tampão acetato de sódio, tetraborato de sódio, potássio, ácido acético P.A, p-

dimetilaminobenzaldeído (DMAB), meio ágar batata dextrose (BDA), solução 

salina.  
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4 . METODOLOGIA 

4.1 Avaliação da atividade quitinolítica 

 A determinação da atividade quitinolítica foi realizada seguindo a 

metodologia descrita por Boller (1993), que teve como parâmetro a liberação 

de N-acetil-D-glucosamina (NAG), a partir da ação hidrolítica das enzimas 

sobre quitina coloidal. Para essa finalidade, 250 μL de extrato proteico de 

tecido foliar, obtido a partir de plantas transformadas (clone T4B6 geração T2), 

foram incubados com 250 μL de quitina coloidal, a 37 °C, durante 1 hora. A 

atividade enzimática foi interrompida pela fervura dos tubos, em banho-maria, 

por 10 minutos. Após resfriamento em banho de gelo, os tubos foram 

centrifugados a 10.000 x g, por 10 minutos, e alíquotas de 300 μL foram 

retiradas e incubadas com 10 μL de uma solução da enzima glucoronidase (EC 

3.2.1.31), a 37 °C, durante 1 hora.  

Para determinação de NAG liberada no ensaio, os 310 μL do hidrolisado 

foram acrescidos de 190 μL de tampão acetato de sódio 50 mM, pH 5,2, e  100 

μL de uma solução de tetraborato de sódio 0,6 M. Imediatamente, os tubos 

foram fervidos em banho-maria por 5 minutos e resfriados em banho de gelo. 

Foi adicionado 1 mL da solução de ácido acético P.A. : p-

dimetilaminobenzaldeído 2X (DMAB) em uma proporção (1:1). A mistura foi 

mantida a 37 °C, por 20 minutos, sob agitação,  e imediatamente foi feita a 

leitura da absorbância de 585 nm. Para cálculo do teor de açúcar liberado no 

ensaio, uma curva padrão foi construída a partir de soluções de glucose, com 

concentrações variando de 100 a 500 µM em tampão acetato de sódio 50 mM, 

pH 5,2 (REISSING et al,. 1955). As atividades quitinolíticas total e específica 

foram expressas em nKat (nmol/mL.s) e nKat/mgP, respectivamente, onde 1 

nKat equivale a 1 mol de Nag liberados por segundo. 
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4.2. Aclimatização dos transformantes e obtenção de sementes  

Plantas de fumo transformadas com sequência codificadora de 

quitinase, clone T4B6, foram cultivadas através de propagação in vitro desse 

material a partir de segmento nodal em meio MS sólido (sais e vitaminas MS; 

sacarose 3%; ágar 0,7%; pH 5,8) (MURASHIGE; SKOOG, 1962) acrescido de 

higromicina (50 mg/L). Após a emergência das raízes nos explantes, as plantas 

foram selecionadas para pré-aclimatação em copos descartáveis contendo 

areia e vermiculita (1:1), mantidas em sala de cultura sob a temperatura entre 

20-22 °C, e regadas periodicamente com solução nutritiva de Hoagland (1950). 

Após quatro semanas, essas plantas foram transferidas para vasos 

contendo areia, regadas periodicamente com solução nutritiva, e mantidas em 

casa de vegetação até começarem a emitir os botões florais. Então, os botões 

florais foram cobertos com pano de trama fina para evitar a ocorrência de 

polinização cruzada e as sementes então foram coletadas. Após 

aproximadamente duas semanas as sementes puderam ser coletadas e foram 

armazenadas a 4 °C. 

4.3. Análise de segregação 

As sementes obtidas das plantas em fumo transformadas com 

sequência codificadora de quitinase, clone T4B6 da geração T2 e T3, foram 

desinfestadas em tubos de microcentrífuga estéreis, por imersão em solução 

de etanol 70% durante 30 segundos, seguida por imersão em solução 

comercial de hipoclorito de sódio (1% de cloro ativo durante) durante 10 

minutos. As sementes foram lavadas, três vezes, com água estéril, e 

submetidas ao cultivo em meio MS distribuídas em cinco placas de Petri (com 

20 sementes por placa) contendo meio de cultura sólido MS basal e em cinco 

placas de Petri com meio sólido MS acrescido de higromicina (50 mg/L). As 

placas foram mantidas em câmara de crescimento tipo BOD a 25 ± 2 °C com 

fotoperíodo de 16 h. Para controle, foram utilizadas sementes não 

transformadas, submetidos aos mesmos tratamentos. 
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4.4. Extração de DNA 

Os clones T4A3 (geração T1) e T4B6 (gerações T0, T1 e T2) cultivados 

in vitro foram selecionados para extração de DNA, protocolo adaptado como 

proposto por Doyle e Doyle (1987). Em condições assépticas, as plantas 

tiveram folhas destacadas e foram selecionados 50 a 60 mg de tecido foliar em 

tubos de microcentrífuga. 

O tecido foi macerado com auxílio de bastão de vidro em 500 μL de 

tampão de extração CTAB 2x (Tris-HCl 100 mM pH 8,0; CTAB 2%; EDTA 20 

mM; NaCl 1,4 M) pré-aquecido a 60 °C e acrescido de 0,2% (v/v) de β-

mercaptoetanol. Após a maceração, as amostras foram mantidas em banho-

maria a 60 °C por 1 h, com mistura do conteúdo dos tubos por inversão a cada 

15 minutos dos tubos. Então, foi adicionado 1 volume (500 μL) de solução de 

clorofórmio: álcool isoamílico (24:1). Os tubos foram invertidos e rotacionados a 

10.000 x g por 10 minutos em centrífuga Marconi modelo MA-1800. A fase 

aquosa superior foi coletada, com auxílio de ponteiras com as pontas cortadas, 

e transferida para tubos novos. O DNA extraído foi precipitado por adição de 

1,2 volumes (600 μL) de isopropanol gelado. Os tubos foram invertidos e 

mantidos em repouso a temperatura ambiente. Após aproximadamente 2 h, 

foram centrifugados a 10.000 x g por 10 minutos.  

O sobrenadante foi descartado e os tubos foram mantidos invertidos 

para secagem por cerca de 10 minutos. Os pellets foram lavados com 1 mL de 

etanol 70% e novamente centrifugados a 10.000 x g por 10 minutos. O 

sobrenadante foi descartado e, após secagem, o DNA extraído foi ressuspenso 

em 100 μL de água ultrapura, contendo RNAse (20 μg/mL). As amostras foram 

quantificadas por espectrofotometria (260 nm) e avaliadas por meio de 

eletroforese em gel de agarose 0,8%. 
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4.5. Reação em cadeia de polimerase (PCR) 

 

  O DNA extraído a partir de folhas de plantas de fumo transformadas 

com vetor contendo a sequência codificadora da quitinase de feijão-de-corda 

(VuChiI) dos clone T4B6 (gerações T0, T1 e T2) e clone T4A3 (geração T1), os 

quais foram transformados por JEREISSATI (2012), utilizando vetor binário 

pCAMBIA 1305.2 (Figura 1). O inserto VuChiI foi inserido na região onde 

corresponde ao gene GUS em que o promotor e a região que codificam um 

peptídeo sinal que direciona a proteína para o espaço apoplástico foram 

mantidas na inserção do gene de interesse. Para expressá-la em plantas de N. 

tabacum foi utilizado como molde em Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 

para amplificação da da região de interesse. Foram realizadas reações com 

volume final de 25 μL em tampão Green GoTaq (MgCl2 1,5 mM, pH 8,5); cada 

dNTP's (200 μM); iniciadores (0,5 μM)  e 0,5 U da enzima GoTaq DNA 

Polimerase (Promega). Foram adicionados 500 ng de DNA molde a cada 

reação e o volume final foi completado com água ultrapura. A reação controle 

negativo foi realizada com DNA molde extraído de planta não transformada. 

Uma reação denominada “branco”, seguindo os mesmo parâmetros, foi 

realizada sem a adição de DNA, somente água, para verificação de possíveis 

contaminantes nos reagentes, sendo o volume de reação completado com 

água ultra-pura. A sequência dos iniciadores utilizados nas reações de PCR é 

(5’-AGAGATCTGAGGCAGTGTGGAAGCCAAGCG-3’), Tm: 66,2 °C, iniciador 

senso QuiBglII com a inserção de sítio de restrição para a endonucleases BglII 

(negrito) enquanto os iniciadores anti-senso QuiBstEII (5’- 

GGGTAACCTCAGACGATGGGATGGAGATTAA-3’), Tm: 62,0 °C, com a adição 

de sítio para BstEII (negrito). 

A PCR foi realizada no termociclador PTC-200 (MJ Research) e 

consistiu em desnaturação inicial a 95 °C durante 2 minutos, seguida de 34 

ciclos de desnaturação 95 °C durante 1 minuto, anelamento a 55 ºC por 1 

minuto e extensão à 72 ºC por 1 minuto. Finalmente foi realizada uma extensão 

final a 72 ºC durante 5 minutos e  a reação foi mantida a 4 °C. Uma alíquota de 

5 μL de cada produto da reação foi analisada por meio de eletroforese em gel 

de agarose 0,8%, corado com brometo de etídeo (0,5 μg/mL) e observado sob 

luz ultravioleta em fotodocumentador. 
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Figura 1: Mapa circular do vetor binário pCAMBIA 1305.2  (CAMBIA Vectors) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



26 
 

 

4.6 Extração de RNA 

 

O RNA total dos diferentes clones, T4B6 (gerações T0, T1, T2 e T3) e 

T4A3 (geração T1) de N. tabacum transformados gene VuChiI foi extraído a 

partir de tecido foliar, de acordo com o protocolo estabelecido pelo Kit 

comercial  RNeasy® Mini Kit (QIAGEN). Folhas de fumo (3g) foram maceradas 

em nitrogênio líquido até obter um pó fino. Em seguida, o tecido macerado (100 

mg) foi transferido para um microtubo de 1,5 mL. Uma alíquota de 350 µL do 

tampão RTL, que acompanha o kit, foi adicionada à amostra e a mistura foi 

homogeneizada. Em seguida, foi adicionado um volume de 250 µL de etanol 

P.A. à amostra a qual foi homogeneizada e transferida (700 µL) para colunas 

do tipo RNeasy Mini Spin, previamente acopladas a tubos de coleta de 2 mL. 

Esse material foi submetido a um “spin” de 12.000 x g (Marconi MA-1800) por 2 

minutos, à temperatura ambiente. O material não retido no tubo de coleta foi 

descartado. Em seguida, 500 µL de tampão RPE foram adicionados ao topo da 

coluna, que foi novamente centrifugada a 8.000 x g por 15 seg, à temperatura 

ambiente. O material coletado foi descartado e 500 µL de tampão RPE foram 

novamente adicionados, seguido de centrifugação a 8.000 x g, por 2 min, à 

temperatura ambiente. Após esta centrifugação, a  coluna foi transferida para 

um novo tubo de coleta  e 40 µL de água livre de RNAses (Qiagen) foram 

adicionados a seu topo. Uma última centrifugação foi realizada a 12.000 x g, 

por 1 min, à temperatura ambiente. O material retido no tubo de coleta 

constituiu o RNA purificado através da coluna de sílica. 

 A concentração do RNA (ngµL) foi estimada com base nas leituras das 

absorbâncias das amostras no comprimento de onda de 260 nm, utilizando-se 

espectrofotômetro GeneQuant (Pharmacia). O grau de pureza deste RNA 

também foi avaliado, neste equipamento por meio da verificação da presença 

de carboidratos (relação das absorbâncias nos comprimentos de onda de 260 e 

230 nm) eou proteínas (relação das absorbâncias nos comprimentos de onda 

de 260 e 280 nm). Para avaliar a integridade do RNA, 500 ng foram aplicados 

em eletroforese em gel de agarose 1,0%.   
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4.7 Síntese do cDNA (RT-PCR) 

O RNA extraído das plantas foi submetido à reação de transcrição 

reversa (RT) para a síntese do cDNA de fita simples. A reação foi realizada 

utilizando o kit ImProm-II™ Reverse Transcription System (Promega) em 

termociclador Amplitherm (Thermal ciclers). 1 µg de RNA total, 1,5 µL de oligo 

dT (0,5 µg/µL) e o volume completado para 11,6 µL com água ultrapura. As 

amostras foram incubadas a 70 °C, por 5 minutos, e a 4ºC durante 5 minutos e, 

em seguida, incubadas no gelo. Após a incubação, foi preparada uma nova 

mistura de reação, constituída de 4 µL de ImProm-II 5X Reaction Buffer, 2,4 µL 

de  MgCl2, 1 µL de dNTP (10mM) e 1 µL ImProm-II Reverse Transcriptase 

totalizando-se um volume de 20 µL. Esses 20 µL da mistura de reação foram 

incubados à 25 °C durante 5 minutos, 42 °C durante 1 hora, 70 °C durante 15 

minutos e a reação foi, então, mantida a 4 °C.  

A seguir, 1 µL da reação foi submetido a reação de PCR (tópico 4.4), 

com os iniciadores (tópico 4.5), consistindo em desnaturação inicial a 95 °C 

durante 3 minutos, anelamento a 55 °C durante 1 minuto, extensão a 72 °C 

durante 2 minutos, seguidos de 34 ciclos de desnaturação (95 °C durante 1 

minuto), anelamento e extensão. A extensão final durou 5 minutos e a reação 

foi, então, mantida a 4 °C. Um volume de 5 µL de cada produto da PCR foi 

analisado, por meio de eletroforese em gel de agarose 1,0%, corado com 

brometo de etídeo (0,5 μg/mL)  e observado sob luz ultravioleta.  

 

4.8 Extração proteíca de tecidos vegetais 

Foram coletados 30 g de tecido foliar a partir de plantas transformadas 

com sequência codificadora de quitinase de feijão-de-corda, clone T4B6 

geração T2,  macerado em nitrogênio líquido até formar um pó fino. O 

macerado foi homogeneizado com tampão acetato de sódio 50 mM pH 5,2, 

onde para cara 1 g de folha, foram adicionados 3 mL de tampão. A amostra 

ficou sob agitação durante 3 horas, e então, foi filtrada utilizado-se pano de 

trama fina. O filtrado foi centrifugado em centrífuga Eppendorf modelo 5810R, 

por 30 minutos a 10.000 x g, 4 °C. O sobrenadante foi coletado e filtrado em 

papel de filtro. 
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Após filtração em papel de filtro a amostra foi dialisada por 48 h. A 

diálise foi realizada contra tampão de extração acetato de sódio 50 mM pH 5,2, 

sob agitação, sendo o tampão trocado a cada 4 horas. Após a diálise, o extrato 

total foi centrifugado novamente e o precipitado descartado. As amostras foram 

armazenadas em banho de gelo para quantificação proteica pelo método de 

Bradford (1976) e mantidas em refrigeração a 4 °C.  

4.9 Cromatografia de Afinidade 

A amostra obtida após a extração proteica foi dialisada exaustivamente 

contra água e concentrada através de liofilização. O volume do extrato, 

contendo um total de 10 mg de proteínas, foi mantido em contato com a matriz 

de quitina, previamente equilibrada com tampão de extração, por 

aproximadamente 16 horas, a 4ºC. 

O pico não retido foi eluído utilizando o tampão de extração, acetado de 

sódio 50 mM pH 5,2. Dois picos adsorvidos foram eluídos da matriz 

cromatográfica: primeiro eluído usando ácido acético 0,1 M e o pico seguinte 

eluído com ácido acético 0,5 M. Foram coletadas frações de 5,0 mL no pico 

não retido a um fluxo constante de 1mL/minuto e frações de 1,0 mL nos picos 

adsorvidos a um fluxo de 1mL/minuto. As frações foram monitoradas através 

leitura a 280 nm em espectrofotômetro. As amostras foram dialisadas 

exaustivamente contra água e armazenadas a -20 ºC.  
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO  
 
5.1 Atividade Quitinolítica 
 
 

Ensaios da atividade quitinolítica foram realizados com amostras de 

extrato proteicos de folhas, sem diluição. Foi verificado que os extratos  

proteicos contêm um alto pool de quitinases, por ter extrapolado a curva do 

DMAB. Foi necessário, então, a repetição do ensaio, a partir do extrato protéico 

diluído 40 vezes, em que os resultados da atividade da quitinase iriam ser 

calculados.  

Uma grande variação, tanto na quantidade de proteína total solúvel 

quanto nas atividades quitinolíticas total e específica foi detectada no grupo das 

plantas transformadas, embora os dados demonstrem pouca diferença desses 

parâmetros em relação às plantas não transformadas e transformadas, o que 

pode ser explicado pela presença de quitinases endógenas em tecidos de N. 

tabacum (Figura 1 e 2).  

Os resultados obtidos nos ensaios da atividade quitinolítica demonstrou 

que o clone T4B6 apresentou maior atividade quitinolítica específica maior do 

que o clone T4A3. A partir desses resultados o clone T4B6 foi o escolhido para 

dar sequência na obtenção das sementes nas progênies desse clone. 
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Figura 2 - Atividade quitinolítica específica de extrato total dos clones T4A3, T4B6, T4B6-

T1  e Controle (planta não transformada) contra o substrato quitina coloidal. Reações 

foram realizadas em triplicata. Uma unidade enzimática foi definida como a quantidade de 

enzima necessária para liberar 1μmol de NAcGlc por minuto. 

 

 

Figura 3 - Atividade quitinolítica específica de extrato total dos clones T4A3, T4B6, T4B6-

T1  e Controle (planta não transformada) contra o substrato quitina coloidal. Reações 

foram realizadas em triplicata. Uma unidade enzimática foi definida como a quantidade de 

enzima necessária para liberar 1μmol de NAcGlc por minuto por mg de proteína. 
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5.2 Análises da Reação em cadeia da polimerase (PCR) 

 

O T-DNA, porção do plasmídeo contida entre as bordas esquerda e 

borda direita do vetor de expressão pCAMBIA 1305.2 (Figura 1) contém o gene 

marcador de seleção hpt II, que codifica para Higromicina fosfotransferase 

(HPT), que confere resistência ao antibiótico higromicina. Essa enzima inativa 

por fosforilação o antibiótico higromicina, de forma que as células 

transformadas, que expressam o fragmento inserido, podem sobreviver em 

meio contendo este tal agente de seleção.  

Partindo de plantas que conseguiram crescer em meio seletivo, foi 

extraído DNA de cinco diferentes plantas correspondentes aos clones  T4A3, 

geração T1 e clone T4B6 ,das gerações T0, T1 e T2 de N. tabacum 

transformadas com a sequencia codificadora de da quitinase de classe I de 

feijão-de-corda (VuChiI). Das seis amostras avaliadas, cinco tiveram sua 

transformação confirmada pela presença de um fragmento com 

aproximadamente 898 pb correspondente à VuchiI (Figura 4). Não foi 

observada amplificação do fragmento equivalente a sequência VuchiI a partir 

de DNA extraído de planta não transformada, utilizada como controle da 

reação. As cinco amostras confirmadas correspondem a três diferentes clones 

selecionados anteriormente.  

Os clones selecionados nos quais a sequência de interesse não foi 

identificada podem ter mantido o gene marcador de seleção e ter perdido o 

gene de interesse, como é relatado na literatura a ocorrência de escape gênico 

na seleção de plantas transformadas mesmo com o enraizamento nos 

controles submetidos à pressão seletiva. A detecção de escapes na triagem de 

linhagens selecionadas pode ser decorrente de perda de DNA (HORSCH et al., 

1985). 
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Figura 4 – Eletroforese em gel de agarose 0,8% de produtos de PCR para amplificação da 

sequência VuchiI codificadora de uma quitinase de V. unguiculata a partir de DNA 

genômico de Nicotiana tabacum var. Xanthi. M: Marcador φX174 DNA digerido com HaeIII 

(150 ng). 1 e 2: DNA de planta de fumo tranformada (geração T1) clone T4A3. 3 e 4: DNA de 

planta de fumo transformada (geração T0) do clone T4B6.. 5 e 6: DNA de planta de fumo 

transformada (geração T1) do  clone T4B6. 7 e 8: DNA de planta de fumo transformada 

(geração T2) do clone T4B6. 9: Controle negativo, planta não transformada. 10: Branco.  
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A partir da confirmação por PCR, dos clones que continham o inserto 

pCAMBIA1305.02::VuChiI,  foram selecionadas plantas para a produção da 

progênie desses transformantes primários, com intuito de verificar se o gene 

VuChiI estava sendo transmitido para a progênie. 

 
5.3 Seleção de plantas transformadas  

 

O transformante confirmado por PCR, T4B6 foi aclimatizado em vasos 

contendo areia e húmus e sementes da geração T2 e T3 foram obtidas. Ambas 

as gerações de plantas transgênicas, geradas por autofecundação de parentais 

portadores de cópias do transgene, foram testadas com relação à estabilidade 

da herança do transgene. Para as duas gerações, originadas de cruzamentos 

independentes, o padrão de segregação não diferiu das proporções 

mendelianas esperadas (3:1), de acordo com o teste do qui-quadrado (X²) 

realizado (Tabela 2). 

Tabela 2 – Análise de segregação da resistência ao antibiótico higromicina em progênies 

oriundas da autofecundação de plantas de N. tabacum var Xanthi transformadas com  

VuchiI . 

  

Progênie Fenótipos  

Observados* 

    G      N 

Hipótese** Proporção  
Esperada  
   G      N 

 

X²    P 

T4B6-T2   64         16       3:1    60      20 0,816667 >0,05 

 T4B6-T3   62         18       3:1      60      20 0,15 >0,05 

*G – sementes que germinaram em meio MS contendo higromicina; N – sementes que não germinaram em meio MS comtendo 

higromicina.  

**Considerando uma inserção do T-DNA e dominância completa. 
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As sementes obtidas foram cultivadas em meio MS basal e meio MS 

acrescido de higromicina (50 mg/L). Como controle, foram utilizadas sementes 

de plantas não transformadas, seguindo os mesmos tratamentos. A expressão 

do gene hptII foi avaliada em meio seletivo, contendo higromicina. Sementes 

de plantas não transformadas não se desenvolveram, atestando a eficácia do 

agente de seleção. Sementes não transformadas apresentaram uma alta taxa 

de germinação quando comparadas aos percentuais encontrados para as 

plantas transformadas, pois a germinação é contabilizada no momento em que 

a radícula emerge da semente.  

Durante a primeira semana (Figura 5) é possível verificar que sementes 

não transformadas em meio seletivo chegam a germinar. Porém na quarta 

semana (Figura 6), quando as reservas nutricionais contidas nas sementes 

sem esgotam e a planta começa a absorver os nutrientes do meio juntamente 

com o agente de seleção, por não conseguir metabolizar a higromicina seu 

desenvolvimento é reduzido e o comprimento da radícula não ultrapassa 10 

mm, enquanto o comprimento das radículas emitidas em plantas transformadas 

em meio contendo antibiótico varia entre 60 mm 70 mm.  

Parâmetros, como percentual de germinação e comprimento da raiz 

também foram avaliados no período de quatro semanas durante o 

desenvolvimento das plântulas (Figura 7 e 8) para a geração T2 e (Figura 9 e 

10) para geração T3.  
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Figura 5 - Aspecto de germinação de sementes do clone T4B6-T3 de Nicotiana tabacum 

var. Xanthi após uma semana de cultivo a) planta não-transformada em meio contendo 

higromicina, b) planta não transformada em meio sem antibiótico, c) planta transformada com 

gene de  V. unguiculata em meio contendo higromicina, e d) planta transformada com gene de  

V. unguiculata em meio MS sem antibiótico. Escala: 1 cm. 
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Figura 6 - Aspecto de germinação de sementes do clone T4B6-T3 de Nicotiana tabacum 

var. Xanthi após quatro semanas de cultivo a) planta não-transformada em meio contendo 

higromicina, b) planta não transformada em meio sem antibiótico c) planta transformada com 

gene de  V. unguiculata em meio contendo higromicina, e d) planta transformada com gene de  

V. unguiculata em meio MS sem antibiótico. Escala: 1 cm. 
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Figura 7 - Percentual de germinação das sementes do clone T4B6-T2 (em porcentagem) 
na geração T2. Controle (MS0): planta de fumo não transformada em meio sem antibiótico. 
Controle (MSH): planta de fumo não transformada em meio contendo higromicina. T4B6-T2 
(MS0): planta de fumo transformada em meio sem antibiótico. T4B6-T2 (MSH): planta de fumo 
transformada em meio contendo antibiótico. 

 

Figura 8 - Comprimento médio das radículas emitidas em quatro semanas (mm) na 

geração T2. Controle (MS0): planta de fumo não transformada em meio sem antibiótico. 

Controle (MSH): planta de fumo não transformada em meio contendo higromicina. T4B6-T2 

(MS0): planta de fumo transformada em meio sem antibiótico. T4B6-T2 (MSH ): planta de fumo 

transformada em meio contendo antibiótico.
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Figura 9 - Percentual de germinação das sementes (em porcentagem) na geração T3. 

Controle (MS0): planta de fumo não transformada em meio sem antibiótico. Controle (MSH): 

planta de fumo não transformada em meio contendo higromicina. T4B6-T3 (MS0): planta de 

fumo transformada em meio sem antibiótico. T4B6-T3 (MSH): planta de fumo transformada em 

meio contendo antibiótico.

Figura 10 - Comprimento médio das radículas emitidas em quatro semanas (mm) na 

geração T3. Controle (MS0): planta de fumo não transformada em meio sem antibiótico. 

Controle (MSH): planta de fumo não transformada em meio contendo higromicina. T4B6-T3 

(MS0): planta de fumo transformada em meio sem antibiótico. T4B6-T3 (MSH ): planta de fumo 

transformada em meio contendo antibiótico. 
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A estabilidade do gene marcador de seleção hptII foi manifestada em 

sua hereditariedade como um gene dominante de acordo com as leis de 

Mendel nas duas gerações do clone T4B6 analisadas. Considerando o nível de 

significância de 5%, as progênies oriundas do clone T4B6-T2 (geração T2) e 

T4B6-T3 (geração T3) apresentaram padrão de segregação Mendeliano na 

proporção 3:1.  

Apesar do desenvolvimento das plântulas e sua capacidade de resistir a 

pressão seletiva imposta pelo antibiótico, em 1997 Zhan e colaboradores, 

verificaram que sistemas de seleção não são completamente eficientes, o que 

pode resultar em escapes e na seleção de plantas não transformadas, que não 

apresentam resistência ao agente seletivo. Isso pode ocorrer uma vez que 

células não transformadas não fiquem diretamente expostas a ação do 

antibiótico e estejam protegidas pela atividade de células próximas 

transformadas.  

 

5.4 Análise dos transcritos (RT-PCR) 

A partir das amostras confirmadas por PCR, os clones T4B6 obtidos da 

geração T2 e T3 foram selecionados para extração de RNA para verificar a 

expressão do gene da VuchiI, utilizando a técnica de RT-PCR. Após a extração 

as amostras foram  quantificadas e posteriormente, aplicadas em gel de 

agarose 1,0% para verificar a integridade das amostras. Bandas 28S e 18S do 

RNA ribossomal apresentaram-se claramente visíveis no gel de eletroforese de 

agarose, confirmando a integridade das amostras de RNA. 

Estas amostras de RNA íntegras foram submetidas à reações de RT-

PCR, onde foi visualizado por eletroforese a presença do mesmo fragmento 

verificado na reação de PCR,  de 898 pb, correspondentes à sequência de 

VuChiI (Figura 11), confirmando a expressão do gene da quitinase nas quatro 

gerações do clone T4B6. Não foi observado amplificação do fragmento 

equivalente a partir de RNA extraído de planta não transformada, utilizado 

como controle da reação.  
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Figura 11 - Eletroforese em gel de agarose 1,0% de cDNA extraído de folhas de plantas 

de fumo transformadas com a VuChiI de Vigna unguiculata e plantas de grupo controle, 

obtidos através de RT-PCR. 1 e 11: Marcador φX174 DNA digerido com HaeIII. 2: Controle 

negativo, cDNA de planta não transformada. 3: Nesse poço não foi aplicado nenhuma amostra. 

4: cDNA de planta de fumo tranformada (geração T1) clone T4A3. 5 e 6: cDNA de planta de 

fumo transformada (geração T0) clone T4B6. 7: cDNA de planta de fumo transformada 

(geração T1) clone T4B6. 8: cDNA de planta de fumo transformada (geração T2) clone T4B6. 

9: cDNA de planta de fumo transformada (geração T3) clone T4B6. 10: C+: Controle positivo 

(Amostra de clone T4B6 anteriormente confirmada). Em todos os poços foram aplicados 500 

ng de cDNA. 12: Branco. 
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5.5 Cromatografia de afinidade  
 

Quando submetida à cromatografia de afinidade  em coluna de quitina, 

ambos os extratos de proteínas obtidas a partir de plantas transformadas 

(Figura 12) e não transformadas (Figura 13), apresentaram dois picos eluídos, 

respectivamente, com ácido acético 0,1 M e ácido acético 0,5 M.  As frações 

correspondentes aos picos cromatográficos foram coletadas e analisadas 

separadamente por eletroforese. As frações obtidas na processo 

cromatográfico foram analisadas quanto a atividade de clivar polímeros de 

quitina.  

 

Após a obtenção dos dois picos observados, VcpI, primeiro pico eluído 

com ácido acético 0,1 M e pico dois, VcpII, segundo pico eluído com ácido 

acétido 0,5 M foram concentrados por liofilização. O mesmo ocorreu com os 

picos obtidos a partir do extrato protéico de plantas não transformadas (Figura 

13). No cromatograma, (Figura 13), vê-se que o VcpII atinge uma absorbância 

medida a 280 nm de 2,330 , enquanto que na amostra controle, não 

transformada, o pico com maior absorbância detectada foi o primeiro pico após 

o pico não retido, CpI, de 0,249.  

A eletroforese contendo os extratos totais de plantas transformadas e 

não transformadas juntamente com os picos obtidos em ambas as 

cromatografias foi realizado porém os dados obtidos não foram conclusivos, 

tendo em vista que as amostras aplicadas não estavam concentradas o 

suficiente para que as bandas esperadas podessem ser detectadas utilizando 

Comassie Brilliant Blue. Broekaert em 1988 observou duas isoformas de 

quitinases em folhas de tabaco, com peso molecular de 34 kDa e 32 kDa. 

Assim como Shinshi (1987) detectou também a presença de duas isoformas de 

quitinases em tecido medular de tabaco.   
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Figura 12 - Fracionamento de amostra protéica de tecido foliar de plantas transformadas. 

A coluna de quitina foi equilibrada e o pico não retido foi eluído com acetato de sódio 50 mM 

pH 5,2 , o pico 1 foi eluído usando ácido acético 0,1 M e o pico 2 foi eluído utilizando ácido 

acético 0,5 M. A cromatografia foi realizada em uma coluna de 50 mL, utilizando um fluxo de 1 

mL/min e coletando frações de 1 mL.  
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Figura 13 - Fracionamento de amostra protéica de tecido foliar de plantas não 

transformadas. A coluna de quitina foi equilibrada e o pico não retido foi eluído com o acetato 

de sódio 50 mM pH 5,2 , o pico 1 foi eluído usando ácido acético 0,1 M e o pico 2 foi eluído 

utilizando ácido acético 0,5 M. A cromatografia foi realizada numa coluna de 50 mL, utilizando 

um fluxo de 1 mL/min e coletando frações de 1 mL.  
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5.6 Atividade Quitinolítica dos Picos da Cromatografia 

Com a obtenção de picos dos extratos proteicos a atividade enzimática das 

frações obtidas foram testadas. A atividade foi realizada para o picos obtidos 

na cromatografia em coluna de quitina com extratos proteicos de amostras não 

transformadas CpI e CpII, e para extratos proteicos de plantas transformadas 

VcpI e VcpII, quanto para extratos totais de plantas transformadas e não 

transformadas. 

Ensaios da atividade quitinolítica foram realizados novamente, agora 

com os extratos proteicos de folhas e as amostras obtidas na cromatografia de 

afinidade. Os picos foram dialisados contra água e depois concentrados por 

liofilização e dosados pelo método de Bradford para o cálculo da ativadade 

quitinolítica específica.Uma grande variação, tanto na quantidade de proteína 

total solúvel quanto nas atividades quitinolíticas total e específica foi detectada 

no grupo das plantas transformadas, embora os dados demonstrem pouca 

diferença desses parâmetros em relação às plantas não transformadas e 

transformadas, o que pode ser explicado pela presença de quitinases 

endógenas em tecidos de N. tabacum (Figura 14 e 15).  
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Figura 14 - Atividade quitinolítica total contra o substrato quitina coloidal. Reações foram 

realizadas em duplicatas. EXT C: Extrato protéico da planta não transformada CpI: Pico I da 

planta não transformada. CpII: Pico II da planta não transformada. EXT T4B6: Extrato protéico 

da planta transformada clone T4B6-T2. VcpI: Pico I da planta transformada clone T4B6-T2. 

VcpII: Pico II da planta transformada clone T4B6-T2. Uma unidade enzimática foi definida como 

a quantidade de enzima necessária para liberar 1μmol de NAcGlc por minuto. 
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Figura 15 - Atividade quitinolítica específica contra o substrato quitina coloidal. Reações 

foram realizadas em duplicatas. EXT C: Extrato protéico da planta não transformada CpI: Pico I 

da planta não transformada. CpII: Pico II da planta não transformada. EXT T4B6: Extrato 

protéico da planta transformada clone T4B6-T2. VcpI: Pico I da planta transformada clone 

T4B6-T2. VcpII: Pico II da planta transformada clone T4B6-T2.  Uma unidade enzimática foi 

definida como a quantidade de enzima necessária para liberar 1μmol de NAcGlc por mim por 

mg de proteína total.  
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Para maior compreensão, na obtenção dos resultados de atividade 

quitinolítica específica (Figura 15) as concentrações das amostras protéicas 

foram utilizadas para calcular a atividade específica. Com os valores de 

atividade total divididos pela concentração das proteínas é possível verificar 

diferença de atividade entre os resultados na atividade quitinolítica total e 

específica, uma vez que as amostras de CpI e CpII apresentam maior atividade 

quitinoítica total (Figura 14) quando comparadas as amostras restantes, no 

entanto, no momento em que esses valores são divididos pela concentração 

contida na amostra vê-se um aumento na atividade das frações VcpI e VcpII e 

do extrato total, os quais correspondem as amostras extraídas do clone T4B6  

da geração T2 de plantas transformadas. 

A grande variabilidade encontrada entre os diferentes clones de plantas 

transformadas pode ser explicada pela baixa especificidade e uniformidade do 

processo de integração do T-DNA no genoma da célula vegetal, ocorrendo de 

maneira aleatória e em um número indefinido de locais, sendo possível a 

integração do transgene na forma de repetições in tandem, embora sejam mais 

comumente descrita para protocolos de transformação genética envolvendo 

biobalística, eletroporação e microinjeção ( DE LA RIVA et al., 1998; KUMAR E 

FLADUNG, 2001).  

A análise ultra-estrutural de tecidos infectados por fungos de tipo 

selvagem e de plantas de canola transgênicas que expressam 

constitutivamente o gene da endoquitinase feijão, mostrou que as hifas 

invasoras de R. solani em plantas transgênicas são submetidos a 

decomposição da quitina, ruptura da parede ocasionando fuga de protoplasma 

(BENHAMOU et al, 1993) . Como esses recursos não foram vistos em 

infectados do tipo selvagem, , sugeriu-se que a expressão constitutiva da 

quitinase em plantas de canola é, pelo menos, parte responsável pela proteção 

aprimorada contra ataque de fungos.  

As quitinases demonstram pontencial para aumentar os níveis de 

resistências contra a infecção à fungos fitopatogênicos. Estudos de atividade 

biológica da quitinase de classe I de feijão-de-corda são necessários para 

validar a eficiência da atividade dessa enzima em combater infecção 

desempenha pelo fungo. 
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6 CONCLUSÃO  
 

Neste trabalho as plantas de fumo transformadas com o inserto VuChiI, 

que codifica para uma quitinase de Vigna unguiculata, tiveram sua 

transformação e expressão do gene confirmadas. Análises de segregação 

mostraram que o transgene foi transmitido para a progênie segundo 

proporções mendelianas pelo teste do qui-quadrado. Atividade quitinolítica foi 

detectada e superior aos valores detectados em amostras de plantas não 

transformadas.  
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