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RESUMO 

 

Ao longo da evolução, as plantas desenvolveram diferentes estratégias de defesa para sua 

proteção. O látex é um composto presente em uma ampla variedade de espécies sendo um 

recurso para a defesa contra herbívoros e fitopatógenos. Sua diversidade química e funcional 

tem sido bastante estudada, contendo metabólitos secundários e proteínas predominam. A 

espécie Calotropis procera (Apocynaceae) é laticífera. Três classes de proteínas isoladas do 

látex dessa espécie já foram bem caracterizadas: proteases, osmotinas e quitinases. O objetivo 

desse estudo foi traçar uma correlação entre proteínas presentes no látex de C. procera e sua 

participação na defesa das plantas frente a estresses bióticos e abióticos. Foram realizados 

ensaios para mensurar o controle in vitro do crescimento micelial e germinação de esporos de 

fungos fitopatogênicos (Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium tupiense e F. oxysporum f. 

sp. cubense) testando o efeito sinérgico das proteínas totais assim como suas frações isoladas. 

Dessa forma, foi verificado que as proteínas totais apresentam um maior efeito quando 

comparado com as proteínas fracionadas do látex. Porém a combinação das proteases com as 

osmotinas potencializam o efeito quando comparado com a ação isolada das osmotinas. As 

proteínas totais do látex foram testadas como agentes elicitores na defesa de mudas de bananeira 

desafiadas com o fungo F. oxysporum f. sp. cubense. Foi observado que as plantas que passaram 

por um tratamento prévio com proteínas do látex apresentaram uma redução na ocorrência e 

severidade da doença. Mantiveram o crescimento e redução no dano de membrana assim como 

aumento na atividade das enzimas do sistema antioxidante. Plantas de Nicotiana tabacum foram 

transformadas com o gene da osmotina do látex de C. procera (CpOsm). Após a confirmação 

da transformação da primeira geração de plantas, as proteínas totais de folhas de tabaco foram 

extraídas e testadas na inibição da germinação e crescimento micelial dos fungos F. tupiens e 

F. oxysporum f. sp. cubense. Os resultados mostram que as plantas transformadas com o gene 

CpOsm conseguiram inibir o crescimento micelial de fungos fitopatogênicos com maior 

eficiência quando comparadas com as plantas não transformadas. As plantas, transformadas e 

controle, foram submetidas a teste de resistência a salinidade. As plantas transformadas não 

exibiram diferença de tamanho e número de folhas, porém conseguiram aumentar a 

concentração de prolina livre quando comparada com as plantas não transformadas.  É possível 

aferir um provável efeito das proteínas do látex de C. procera no mecanismo de defesa das 

plantas ao ataque de fitopatógenos e relacionar a proteína CpOsm com mecanismos de ação de 

proteção das plantas ao estresse salino e a ataques por fitopatógenos. 



Palavras-chave: Fitopatógenos. Proteínas de defesa. Transformação genética. 

  



ABSTRACT 

 

Throughout evolution, the plants have been developing defense mechanisms for their 

protection, an example of this is the production of latex as a vegetal resource in the defense 

against herbivores and phytopathogens. The chemical and functional diversity of the 

laticiferous fluids is being studied, with emphasis on secondary metabolites and defense 

proteins. The species Calotropis procera belongs to the family Apocynaceae and is prominent 

in latex production. Three classes of proteins isolated from latex: proteases, osmotin and 

chitinases. However, the objective of this study was to trace a relationship between the proteins 

present in the latex of C. procera and their role in plant defense against biotic and abiotic 

stresses. For this, methodologies for the in vitro control of the mycelial growth and germination 

of the phytopathogenic fungi Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium tupiense e F. 

oxysporum f. sp. cubense testing the synergistic effect of total proteins and  their isolated 

fractions. Thus, it was verified the total proteins present a greater effect when compared to the 

latex fractions of C. procera, but the combination of the proteases with the osmotin enhaces the 

effect compared to the isolated osmotin. The total proteins of C. procera latex were tested as 

elicitors in the defense of banana seedlings challenged with the fungus F. oxysporum f. sp. 

cubense. It was observed that plants who were previously treated with latex proteins showed a 

reduction in the occurrence and severity of the disease, maintenance of growth, reduction in 

membrane damage and increase in the activity of the antioxidant system enzymes. Osmotins 

are defense-related proteins when it comes to biotic and abiotic stresses. To test this hypothesis 

to the sequence of the process of Nicotiana tabacum with the osmotin of C. procera (CpOsm). 

After confirming the transformation of the first generation of plants, the total proteins of 

tobacco leaves were extracted and tested in the inhibition of the germination and mycelial 

growth of the fungi F. tupienses and F. oxysporum f. sp. cubense. The results show plants 

transformed with the CpOsm gene inhibit the mycelial growth of phytopathogenic fungi with 

greater efficiency when compared to the untransformed plants. The transformed and control 

plants were submitted to salinity resistance test. For this, the plants were maintained in nutrient 

medium MS with 300 mM NaCl for seven days, after the transformed plants had no difference 

in growth and number of leaves, however they were able to increase the concentration of free 

proline when compared to the non-plants transformed. It is possible to measure a probable effect 

of C. procera latex proteins on the plant defense mechanism against the attack of 



phytopathogens and to relate the CpOsm protein with mechanisms of action of protection of 

plants to saline stress and attacks by phytopathogens. 

 

Keywords: Phytopathogens. Defense Proteins. Genetic transformation. 
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1 INTRODUÇÃO GERAL 

 

1.1 Mecanismo de defesa vegetal 

 

As plantas vivem constantemente expostas a um grande número de pragas e patógenos, 

bem como à variações ambientais. Durante o processo evolutivo mecanismos de defesa foram 

selecionados e conferiram aos vegetais a capacidade de responder aos estresses bióticos e 

abióticos (SHIGENAGA; ARGUESO, 2016). Esses mecanismos podem ser estruturais e 

bioquímicos, ambos pré e/ou pós-formados em relação à tentativa de penetração do patógeno 

no hospedeiro (SHAH et al., 2014). De modo geral, as defesas pré-formadas são suficientes 

para bloquear as tentativas de infecções dos agentes patogênicos. 

Eventualmente, os patógenos conseguem ultrapassar as barreiras químicas e estruturais 

pré-formadas, ocorrendo o início de uma ativação do sistema de defesa vegetal induzido 

(LAZNIEWSKA et al., 2012). O acionamento da resposta de defesa induzida, inicia-se após o 

reconhecimento de situações relacionadas à patogenicidade. Esse reconhecimento pode ser 

mediado por padrões moleculares associados aos microrganismos e/ou mediada pela interação 

dos genes de resistência da planta e o gene de avirulência do patógeno (ROUX et al., 2014). 

A primeira percepção, baseia-se no reconhecimento de moléculas características e 

conservadas entre os microrganismos (BECK, 2012). Essas moléculas, em geral, são compostos 

essenciais para o ciclo de vida desses microrganismos e não necessariamente desempenham um 

papel na patogenicidade (NÁVAROVÁ et al., 2012), sendo conhecidas como padrões 

moleculares associados ao patógeno ou micróbio (do inglês, Pathogen/Microbe-Associated 

Molecular Patterns - PAMPs ou MAMPs). As células vegetais possuem receptores de 

reconhecimento de padrões (PRR), esses estão localizados na membrana celular e são capazes 

de identificar os PAMPs e/ou MAMPs (SHIGENAGA;  ARGUESO, 2016). Quando esses 

padrões são reconhecidos, ativa-se a imunidade denominada PTI (do inglês, Pattern Triggered 

Immunity), também conhecida como imunidade inata das plantas (CUI et al., 2015). Outra 

observação em relação aos receptores de padrões, são que estes se mantém conservados em 

termos estruturais entre as famílias botânicas (BRESSENDORFF et al., 2016). 

A segunda via de ativação da defesa vegetal é conhecida como imunidade acionada por 

efetores a ETI (do inglês, Effector Triggered Immunity). Os efetores são proteínas codificadas 

pelos genes de avirulência do patógeno (genes Avr) e têm a capacidade de driblar a imunidade 

por PTI. Assim, as plantas desenvolveram uma forma de imunidade baseada no reconhecimento 
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direto dos efetores por meio da interação com proteínas de resistência, codificadas pelos genes 

de resistência (genes R) do hospedeiro (OBWALD et al., 2014, ENT et al., 2018). Esse modelo 

de resistência, foi proposto inicialmente por Flor (1955) conhecido como resistência gene-a-

gene.  

Após o reconhecimento de PAMPs/MAMPs ou de efetores, o sistema de defesa das 

plantas é ativado através de vias de sinalização, baseadas em mudanças nos níveis de cálcio no 

citoplasma, rápida produção de espécies reativas de oxigênio e cascata de sinalização via MAP 

Quinases (do inglês, Mitogen Activated Protein Kinases). As amplificações desses sinais 

ocorrem por meio de hormônios reguladores como ácido salicílico (SA), ácido jasmônico (JA) 

e etileno (ET) resultando na ativação de fatores de transcrição, dentre eles os da superfamília 

WRKY e de genes de defesa (CUI et al., 2015; SALGUEIRO-LINHARES; COLL, 2019). 

Dessa forma, a interação das defesas pré-formadas, com a ativação da defesa vegetal induzida 

e juntamente com as cascatas mediadas por hormônios proporcionaram o sucesso de adaptação 

das plantas ao ambienta terrestre.  

 

1.2 Látex 

 

Entre as proteções vegetais de caráter pré-formados, pode-se destacar a presença de 

estruturas secretoras. Os laticíferos são células vegetais especializadas na produção de um 

fluido citoplasmático chamado de látex, esse é exsudado pelas plantas quando as mesmas 

sofrem danos mecânicos nos tecidos vegetais. De modo geral, o látex é um conteúdo 

citoplasmático de aspecto leitoso e o seu papel fisiológico está frequentemente associado à 

defesa vegetal frente ao ataque de microrganismos e herbívoros (KITAJIMA et al., 2018; 

RAMOS et al., 2019). 

Os laticíferos são classificados pelas suas características anatômicas e conteúdo 

citoplasmático distinto. Existem dois tipos de células laticíferas, baseados no desenvolvimento 

e morfologia: os não-articulados e os articulados. Os laticíferos articulados são formados por 

células dispostas sequencialmente, em fileiras únicas, interconectadas por perfurações em suas 

paredes celulares. Os laticíferos não articulados, por outro lado, originam-se e são constituídos 

por uma única célula alongada, que se desenvolve nos espaços intercelulares e, eventualmente 

ramifica-se, dando origem a uma rede cuja disposição assemelha-se às hifas de fungos 

(KONNO, 2011).  
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Estima-se que vinte mil espécies distribuídas entre quarenta famílias das angiospermas 

possuam esses canais secretores de fluidos laticíferos como mecanismo de defesa. Dentre essas 

famílias botânicas as mais representativas quanto à presença de laticíferos são: Asclepiadaceae, 

Apocynaceae, Moraceae, Papaveraceae e Euphorbiaceae (LEWINSOHN, 1991; 

ALBUQUERQUE et al., 2009).  

O látex é composto por uma mistura de biomoléculas e organelas. Entre as moléculas 

presentes no látex podem ser destacadas: proteínas, carboidratos, terpenos, alcaloides, 

vitaminas, lipídios, aminoácidos livres, taninos, cardenolídeos e isoprenoides. Embora os látex 

de diferentes espécies compartilhem um papel biológico, suas proteínas e compostos fenólicos 

são altamente variáveis entre as espécies de plantas (KONNO, 2011; LICÁ et al., 2018).   

Existem inúmeros trabalhos relacionando o látex com o processo de defesa dos vegetais. 

Foi observado que o látex pode proteger as plantas de uma forma direta utilizando sua 

capacidade de aderência para imobilização de herbívoros. Outra forma de ação do látex é 

associado à variedade de biomoléculas presentes na sua composição. Sabe-se que os alcaloides, 

compostos fenólicos e os glicosídeos possuem uma potente toxicidade sobre animais 

(HIRAYAMA et al., 2007; CHAMBERS et al., 2007;).  

Além de metabólitos, o látex é rico em uma diversidade de proteínas que participam na 

defesa das plantas. Entre as proteínas encontradas podemos destacar as proteases. Essas são 

frequentemente associadas à proteção contra herbívoros agindo frequentemente na degradação 

da membrana peritrófica de alguns insetos (PECHAN et al., 2000 ; PECHAN et al., 2002). 

Outras proteínas de defesa encontradas nos látex são as quitinases, inibidores de proteases, 

oxidases e lectinas (KITAJIMA et al., 2010; WAHLER et al., 2009; KURAISHI, 2019). 

Devido à diversidade de compostos químicos presente nos fluidos laticíferos estudos 

recentes objetivam fornecer evidências que auxiliem na compreensão da função dessas 

moléculas e sua aplicabilidade na biotecnologia.  

 

1.3 Calotropis procera 

 

Uma espécie laticífera bastante estudada é Calotropis procera. A planta é encontrada 

em regiões tropicais e subtropicais da África e Ásia, no Oriente Médio e na América Latina, 

onde possui alto valor socioeconômico (LOTTERMOSER 2011; PUSAPATI et al., 2012). Essa 

planta possui vários nomes populares, sendo comumente chamada de algodão-de-seda, flor-de-

seda, ciúme, hortência, paininha-de-seda e leiteiro (SILVA et al., 2013).   
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Morfologicamente a planta é ereta, com ramificações e altura variável entre pequenos 

arbustos podendo atingir até cinco metros de altura. Estas plantas possuem um caule verde e 

lenhoso, que quando injuriado exala látex. Suas raízes são profundas podendo atingir de 3 a 4 

metros de profundidade. As folhas são grandes com cerca de 15 cm de comprimento e 10 cm 

de largura, são sésseis, opostas e grossas (HASSAN, 2015; CHAUDHARY et al., 2017). Os 

frutos possuem formato ovoide, sendo estes inflados e com um tamanho de 8 a 12 cm de 

comprimento, possuindo uma aparência cerosa e contêm uma grande quantidade de látex 

(MURTI et al. 2010), estes frutos possuem cerca de 350 a 500 sementes por fruto (HASSAN, 

2015). As sementes são de formato ovoide, com base arredondada e extremidade aguda; 

achatadas, e com superfície rugosa, na sua extremidade possui um grande número de filamentos 

sedosos que facilitam a dispersão (GOMES, 2008). 

A C. procera é bastante utilizada para fins tecnológicos. Estudo relata a eficiência desta 

espécie no processo de fitorremediação, possuindo a capacidade de extrair metais pesados do 

solo e acumular nas folhas (D'SOUZA et al. 2010). Esta espécie também é utilizada no controle 

biológico de plantas daninhas, já que são espécies alelopáticas (SAMREEN et al., 2009).  

Uma característica peculiar dessa espécie é a intensa produção de látex, devido 

principalmente à constituição dos seus laticíferos, identificados como não articulados, o que 

permite que o látex seja exsudado mais rapidamente após danos nos tecidos. Observa-se que a 

constituição do látex contém uma variedade de moléculas como a borracha, glicosídeos 

cardiotônicos como calactina, calotoxina, procerosida, uscharina, uzarigenina entre outros e 

uma variedade de proteínas (ANSARI E ALI, 1999; HASSAN et al., 2015; CHAUDHARY et 

al., 2017). 

 Muitos autores tem demonstrado várias propriedades do látex de C. procera, como 

hemólise das células sanguíneas e atividade anti-plasmodial (SHARMA et al., 2001), ação 

cicatrizante (RASIK et al., 1999), antitumoral (CHOEDON et al., 2006; VIANA et al., 2017), 

antipirética (DEWAN et al., 2000b), analgésica (DEWAN et al., 2000a), anti-inflamatória 

(ARYA; KUMAR, 2005, SANGRAULA et al., 2002; ALENCAR et al., 2006; KUMAR et al., 

2014; VIANA et al., 2017), antibacteriana (LARHSINE et al., 1999; REENA et al., 2019), 

antioxidante (REENA et al., 2019),  larvicida e inseticida (RAMOS et al., 2006; RAMOS et al., 

2010) e preventiva contra choque séptico (LIMA-FILHO et al., 2010). 

Uma propriedade fisiológica bem característica desta espécie é a manutenção do 

crescimento e sobrevivência quando expostas à condições de seca e salinidade. Esta planta é 

considerada como uma das mais tolerantes à seca (BOUTRAA, 2010), conseguindo manter os 
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seus processos fisiológicos sob condições adversas como restrição hídrico, altas temperaturas 

e solos pobres em nutrientes (BOUTRAA, 2010; YANIV; KOLTAI, 2018). Sharma (1934) 

afirma que esta planta ocorre em áreas de baixa pluviosidade, com precipitação anual variando 

de 150 a 1.000 mm, tolera altitudes de 1.000 metros e temperaturas entre 20 a 30 ºC, estas 

características confere a esta planta alta dinâmica em sua ocorrência. 

Porém, existem poucos relatos na literatura sobre quais mecanismos de defesa são 

acionados quando C. procera é submetida a estresses bióticos e abióticos, e a participação das 

proteínas do látex na defesa das plantas. 

 

1.4 Proteínas do látex de C. procera  

 

O látex de C. procera é rico em uma diversidade de metabólitos, em especial metabólitos 

secundários, havendo, no entanto, um volume considerável de proteínas nesse fluido. Entre as 

proteínas pode-se destacar a presença de proteases, quitinases e osmotinas. Essas foram 

identificadas, isoladas e caracterizadas.  

 

1.4.1 Proteases 

 

As proteases constituem uma família de proteínas altamente difundidas na natureza. 

Essas proteínas estão envolvidas em vários processos biológicos como na digestão, sinalização 

e crescimento celular em animais, desenvolvimento e amadurecimento de frutos, degradação 

proteica, reconhecimento de patógenos e apoptose em plantas (DOMSALLA E MELZIG, 2008; 

COSTA, 2016).  

A forma de catálise das proteases serve como suporte para classificação dessas 

proteínas. A região catalítica dessas enzimas é formada por aminoácidos específicos e esses 

aminoácidos presentes no sítio ativo definem suas classes: as proteases aspárticas possuem 

aspartato e tirosina; as serínicas, serina e histidina; as cisteínicas, cisteína e histidina; as do tipo 

treonina, possuem treonina; as do tipo glutamato possuem o ácido glutâmico; e as metalo 

proteases possuem íon metálicos no sítio ativo (Zn2+, Ca2+ ou Mn2+) (TURK, B.; TURK D.; 

TURK, V.; 2012). 

Algumas proteases do tipo serínicas estão classificadas na família 7 das proteínas 

Relacionadas à Patogênese (PR-proteínas). Essas proteases estão diretamente associadas à 

respostas de defesa da planta a fungos fitopatogênicos (JORDA et al., 2000).  
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 O látex é uma importante fonte de proteases vegetais. Mais de 110 fluidos laticíferos, 

oriundos de espécies pertencentes a diferentes famílias, são conhecidos por conter enzimas 

proteolíticas em sua composição. No látex, estas proteínas além de atuarem na defesa vegetal, 

agindo diretamente contra os patógenos, promovem a degradação de proteínas durante o 

desenvolvimento de laticíferos e atuam no processo de coagulação dos fluidos laticíferos 

(DOMSALLA E MELZIG, 2008). 

No látex da espécie C. procera múltiplas proteases já foram identificadas. A primeira 

protease cisteínica isolada do látex dessa espécie foi a proceraína, uma molécula com alta 

estabilidade frente à temperatura e pH (DUBEY E JAGANNADHAM, 2003). Posteriormente, 

foi purificada a protease cisteínica nomeada de proceraína B, esta enzima apresentou 

características distintas da proceraína (SINGH et al., 2010). Além destas, Ramos e 

colaboradores (2013) isolaram três isoformas de proteases cisteínicas do látex de C. procera, 

identificadas como CpCP1, CpCP-2 e CpCP-3, sendo estas proteínas diferentes das proteases 

anteriormente purificadas.  

As isoformas isoladas do látex de C. procera, exibem diferentes perfis de massa 

molecular, CpCP-1 e CpCP2 apresentam massa similar (26,213 e 26,133 kDa, respectivamente) 

e CpCP 3, exibe massa molecular superior (25,086 kDa), apesar dessa diferença entre massa 

molecular o sequenciamento revelou que essas isoformas têm sequências N-terminal idênticas. 

Essas proteases apresentam ainda a capacidade de hidrolisar o BANA (α-N-benzoil-arginina-

p-naftilamida), sendo esse substrato específico para proteases cisteínicas e sua atividade 

proteolítica é aumentada na presença de ditiotreitol (DTT). O tratamento térmico dessas 

proteases na faixa de 30 a 50 C, durante um período de exposição de 30 min, não alterou 

significativamente a sua atividade proteolítica (RAMOS et al., 2013). 

Com relação à atividade biológica, foi relatado por Souza e colaboradores (2011), que 

as proteínas totais do látex de C. procera foram capazes de inibir o crescimento micelial e a 

germinação de esporos de fungos fitopatogênicos, sendo esse efeito intensificado quando as 

amostras foram tratadas com o agente redutor DTT, enquanto que na presença de um inibidor 

de protease o efeito antifúngico foi reduzido, levando à conclusão de que que as proteases 

cisteínicas do látex de C. procera são responsáveis por parte do efeito antifúngico das proteínas 

totais.  
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 1.4.2 Quitinases 

 

Outra classe de PR-proteínas encontradas no látex de C. procera são as quitinases, 

enzimas capazes de hidrolisar quitina, no qual são produzidas por uma ampla variedade de 

organismos incluindo bactérias, fungos, insetos, plantas e animais, apresentando diferentes 

finalidades nos organismos como nutrição, morfogênese e defesa contra patógenos que 

possuem quitina em sua composição (ADRANGI et al., 2010). 

Essa classe enzimática compreende uma importante parte das PR-proteínas vegetais, 

sendo pertencentes das famílias PR-3, PR-4, PR-8, PR-10 e PR-11, na qual são geralmente 

associadas a indução de resistência em resposta ao ataque de fungos e outros fitopatógenos 

(SINGH, 2010; LI E YI, 2012). 

A maioria das plantas expressam, de forma constitutiva, níveis relativamente baixos de 

quitinases e só produzem níveis mais elevados destas enzimas quando submetidas a ataques por 

fitopatógenos (DAHIYA et al., 2006). Danos provocados por fungos ou injúrias causadas por 

insetos provocam a liberação de uma variedade de hormônios, tais como etileno e ácido 

salicílico, que estimulam a produção de quitinases (GIANNIKIS et al., 1998). A transcrição de 

genes de quitinases ou o aumento na atividade enzimática podem ser induzidos por outros 

estímulos externos como os danos abióticos (HAMEL; BELLEMARE, 1995; HANFREY et 

al., 1996; COHEN-KUPIEC E CHET, 1998).  

Trabalhos também evidenciam que a superexpressão dos genes de quitinases 

proporcionam resistência de culturas não só a microrganismos, mas também a estresse salino 

(DANA et al., 2006). Evidenciando a importância dessas proteínas para solucionar problemas 

de caráter biótico e abiótico. Além dessas funções relacionadas a mecanismos de defesa, 

acredita-se que essas enzimas possam desempenhar diversos outros papeis, como a regulação 

de processos de crescimento e desenvolvimento em plantas e também apresentam envolvimento 

no processo de amadurecimento de frutos induzidos por etileno (BOWMAN E FREE, 2006; 

DAHIYA et al., 2006). 

As quitinases purificadas do látex de C. procera foram obtidas através de duas 

cromatografias em matriz de troca iônica: a primeira em CM-Sepharose (pH = 5,0), seguido de 

um fracionamento em matriz Mono-Q acoplada ao sistema de HPLC. O segundo fracionamento 

rendeu um P4 que possuía uma forte atividade quitinolítica, com pH ótimo variando entre 5-6 

e temperatura ótima de 25 °C, análise proteômica da fração por eletroforese bidimensional 

permitiu identificar 15 spots, contendo proteínas acidas (pI entre 4 e 6) e com massa molecular 
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aparente de 30 kDa. Quando avaliados por espectrometria de massas todos esses spots foram 

identificados como quitinases e apresentaram massa intacta de 27,4 kDa (VIANA, 2015).  

A sequência amino terminal obtida revelou 50% de similaridade com quitinases de 

Solanum lycopersicum, Oryza sativa, Nicotiana tomentosiformes dentre outras. Sua estrutura 

secundaria é constituída majoritariamente de alfa-hélices na estrutura e as isoformas se 

mostraram pouco resistentes a variações de temperatura e pH. Essas quitinases foram capazes 

de inibir a germinação de esporos de C. gloeosporioides, elas causaram leves alterações na 

permeabilidade da membrana dos esporos evidenciando uma possível aplicação para o controle 

desse fungo (FREITAS, 2016).  

Considerando o importante papel das quitinases na defesa de plantas, vários estudos têm 

sido realizados para produção de plantas transgênicas que expressem várias quitinases, na 

tentativa de aumentar a sua resistência contra patógenos e contra danos abióticos.  

 

1.4.3 Osmotinas  

 

As osmotinas são proteínas que possuem estruturas primárias semelhantes à taumatina, 

proteína presente nos frutos da planta tropical Thaumatococcus danielli. Tanto as osmotinas 

como taumatinas pertencem à família 5 das proteínas relacionadas à patogênese, PR-5 (LIU et 

al., 2010). 

A primeira osmotina foi descrita em culturas de células de plantas de tabaco (Nicotiana 

tabacum) adaptadas às condições de salinidade (SINGH et al., 1987). Essas proteínas se 

caracterizam por possuírem resistência à proteólise e à desnaturação em extremos de pH e 

temperatura. Essas características são conferidas pela presença de 10-16 resíduos de cisteína, 

envolvidos na formação de 5-8 pontes dissulfeto (VELAZHAHAN et al., 1999).  

Muitos estudos têm demonstrado que a síntese de osmotinas em plantas é regulada por 

diversos sinais hormonais e ambientais, e confere proteção a vários tipos de danos incluindo 

infecções fúngicas, injúria mecânica, salinidade, dessecação, frio, radiação ultravioleta (TZOU 

et al., 2011; LEE et al., 2010; HONG et al., 2004). Isto é curioso porque associa essas proteínas 

com os dois mais amplos estresses aos quais as plantas estão sujeitas, biótico e abiótico e, por 

conseguinte, sugere que estas proteínas devam ser multifuncionais participando do processo de 

defesa. 

As osmotinas são mais abundantes em tecidos como raízes, epiderme, corola e botões 

florais imaturos, sendo quase indetectáveis em outros tecidos (VIKTOROVA et al., 2012). A 
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descrição de osmotinas em látex, entretanto é bem rara, incluindo Hevea brasiliensis e mais 

recentemente Calotropis procera (SUBROTO et al. 2001; FREITAS et al., 2011 a).  

A osmotina encontrada no látex de C. procera, denominada de CpOsm, foi purificada 

por cromatografia de troca iônica em CM-Sepharose (pH = 5,0) e Resource-S (pH = 6,0), 

respectivamente (FREITAS et al., 2011a, b). Embora duas isoformas tenham sido observadas 

em eletroforese de duas dimensões (pI = 8,9 e 9,1), uma única sequência N-terminal de 

aminoácidos foi determinada. Quando submetida à eletroforese em condições desnaturantes, 

CpOsm migra como uma única banda de ~20,1 kDa. Entretanto, duas isoformas com massas 

moleculares de 22,34 Da e 22,536 kDa foram detectadas por espectrometria de massas 

(FREITAS et al., 2011a). CpOsm apresentou atividade antifúngica sobre Fusarium solani 

(IC50= 67,0 µg/mL), Neurospora sp. (IC50= 57,5 µg/mL) e Colletotrichum gloeosporioides 

(IC50= 32,1 µg/mL) inibindo a germinação de esporos e o crescimento vegetativo de hifas. Esta 

atividade foi perdida quando a proteína foi tratada com DTT, sugerindo que as pontes dissulfeto 

são fundamentais para que as proteínas sejam biologicamente ativas (FREITAS et al., 2011b).  

Trabalhos realizados com a CpOsm recombinante mostraram, por meio de microscopia 

de força atômica, que a proteína era capaz de lesar irreversivelmente a estrutura de esporos de 

Fusarium solani e estes resultados dão indícios dos mecanismos de ação desta proteína sobre 

os fungos fitopatogênicos (RAMOS et al., 2015). Além da função de proteção a fitopatógenos, 

trabalho realizado por Souza e colaboradores (2017) associa uma provável relação entre a 

transcrição da CpOsm e a regulação da estabilidade de células de C. procera cultivadas in vitro 

na presença de altos níveis de NaCl. Dessa forma, existem indícios na literatura que a CpOsm 

participe da regulação das plantas a estresses bióticos e abióticos. 

 Pelo exposto, as osmotinas são proteínas com potencial de aplicação na agricultura, 

uma vez que estas moléculas podem conferir tanto proteção contra estresses abióticos (hídrico, 

salino e baixas temperaturas) como também contra estresses bióticos (infecção por fungos, por 

exemplo). 

 

1.5 Justificativa 

 

O presente estudo propôs a utilização de metodologias para investigar aspectos das 

funções biológicas das proteínas do látex de Calotropis procera no processo de defesa vegetal 

face a estresses bióticos e abióticos. Como já mencionado, essas proteínas são classificadas 
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como proteínas relacionadas a patogenicidade e estão associadas a processos biológicos 

envolvendo a defesa das plantas a estresse bióticos e abióticos.  

Esta pesquisa abordou aspectos extremamente relevantes. O primeiro aspecto seria o de 

permitir uma comparação entre o efeito sinérgico das proteínas totais do látex de C. procera 

com o efeito das classes predominantes de proteínas sob fungos fitopatogênicos de importância 

econômica, buscando realizar uma associação da participação das proteínas laticíferas na defesa 

contra fitopatógenos.  

 O segundo seria o de caracterizar uma ação indireta das proteínas do látex de C. procera 

com o mecanismo de elicitação de defesa vegetal. Esse ponto forneceu informações sobre o 

potencial das proteínas de defesa em processos de ativação de cascatas na defesa de plantas 

versus ataques de fitopatógenos. Além disso, inseriu uma função biotecnológica para as 

proteínas do látex de C. procera: uma fonte alternativa para o manejo integrado plantas.  

O terceiro aspecto estaria relacionado com uma abordagem mais restrita a 

funcionalidade da proteína osmotina de C. procera, testando a hipótese de sua dupla 

funcionalidade na defesa vegetal. Dessa forma, foi desenvolvido plantas de N. tabacum 

transformado com gene da osmotina de C. procera como modelo de estudo e aplicadas 

metodologias para testar a importância biológica dessa proteína. 

A prospecção molecular por novas atividades de interesse agronômico e estudos 

fisiológicos não perdeu força com o passar dos anos. Justifica-se isso porque a agricultura 

produtiva permanece refém das inúmeras adversidades climáticas, infeções, predadores, 

salinização e déficit hídrico dos solos, entre outras situações. Logo, estudar moléculas que 

possuam um potencial para minimizar grandes problemas agrícolas como a queda de 

produtividade devido a salinidade dos solos e os ataques por fitopatógenos e compreender como 

as moléculas agem são de bastante importância. Dessa forma, esse trabalho trouxe contribuições 

para prospecção de produtos para o mercado agrícola e para estudos de caráter do entendimento 

fisiológico de proteínas laticíferas na defesa vegetal. 
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2 POTENCIAL DAS PROTEÍNAS DE DEFESA DO LÁTEX DE C. procera NA 

PROTEÇÃO CONTRA FITOPATÓGENOS   

 

2.1 Introdução 

 

Os fungos são microrganismos que possuem uma ampla distribuição na natureza. 

Estima-se que cerca de 250.000 espécies de fungos habitam a superfície terrestre, distribuídos 

em todos os ecossistemas e nos mais diversos ambientes (SELITRENNIKOFF, 2001). Devido 

a essa diversidade, ao longo do processo evolutivo foram selecionados complexos mecanismos 

de defesa vegetal contra esses agentes patogênicos, ao mesmo tempo em que alguns destes 

patógenos conseguem reverter a defesa da planta (LI et al., 2013). 

De modo geral, as plantas possuem mecanismos de defesas estruturais e bioquímicos, 

ambos pré-formados ou induzíveis em relação a ataques por patógenos (SHAH et al., 2014). 

Um eficiente mecanismo bioquímico de defesa é a síntese de proteínas com ação antifúngica. 

Dentre as proteínas mais estudadas na defesa de plantas, estão incluídas algumas famílias de 

PR-proteínas como as β-1,3-glucanases (PR-2), quitinases (PR-3), osmotinas (PR-5), inibidores 

de proteases (PR-6), proteases (PR-7), peroxidases (PR-9) e defensinas (PR-12) (FERREIRA 

et al., 2007). 

O mecanismo de ação destas proteínas antifúngicas utiliza como alvos principais a 

parede celular, a membrana plasmática e alvos intracelulares. Estas proteínas podem interferir 

na síntese da parede celular, por meio da inibição da biossíntese dos componentes celulares 

essenciais da parede, como quitina ou glucanos, ou podem atuar em alvos intracelulares como 

os ribossomos, encerrando a síntese proteica nas células fúngicas (SHAH et al., 2014). 

A maioria das proteínas antifúngicas atuam causando danos a membrana plasmática dos 

fungos.  Alguns autores sugerem que estas proteínas se inserem na membrana celular dos 

fungos formando poros transmembranares, gerando um efluxo de íons intracelulares resultando 

na morte da célula (TOSSI et al, 2000). Algumas proteínas podem ainda exercer sua atividade 

antifúngica por meio da geração de peróxido de hidrogênio (FERREIRA et al., 2007) que pode 

ser diretamente tóxico para os fungos e/ou estimular respostas de defesa na planta (PUNJA, 

2001; PARK et al., 2004). 

As proteínas antifúngicas são alvos potencias na busca de estratégias alternativa do 

manejo de fungos. Existem inúmeros trabalhos que exibem o efeito das proteínas em uma ação 

direta no controle de fungos. Como por exemplo o trabalho realizado por KABIR e 
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colaboradores (2016)  que descreve o emprego  de  quitinases purificadas a partir de sementes 

de Trichosanthes dioicapara na inibição de crescimento de fungos fitopatógenos. 

Além disso, genes que codificam proteínas antifúngicas estão sendo utilizados para o 

desenvolvimento de plantas resistentes ao ataque de fitopatógenos. Como por exemplo plantas 

transgênicas de Arabidopsis adquirem resistência ao fitopatógenos Botrytis cinerea quando 

transformadas com um gene codificador de uma quitinase presente no látex de Morus 

multicaulis (GAI et al, 2017). 
Outra aplicação biotecnológica associada às proteínas antifúngicas é a utilização dessas 

na indução de resistência em plantas. Como por exemplo, o trabalho realizado por Nováková e 

colaboradores (2016), foi descrita a utilização de quitinases e beta-glucanases produzidas pelo 

fungo Leptosphaeria maculans para indução de resistência em plantas de colza (Brassica 

napus), essas proteínas foram capazes de induzir o aumento da expressão do gene para uma 

PR-1 e de impedirem o desenvolvimento do fungo na planta. 

Nesse capítulo serão relatados o efeito das proteínas totais e frações do látex de C. 

procera sobre diferentes fungos fitopatogênicos de importância agrícola. Adicionalmente, serão 

também constatadas se estas proteínas tem a capacidade de induzir resistência em mudas de 

banananeiras, quando submetidas a inoculação por Fusarium oxysporum f. sp. cubense, agente 

causal do Mal do Panamá. 

 

2.2 Objetivos 

 

2.2.1 Objetivo geral 

 

Avaliar o potencial antifúngico e indutor de resistência vegetal das proteínas de defesa 

encontradas no látex de C. procera. 

 

2.2.2 Objetivos específicos  

 

 Obter culturas puras dos fungos fitopatogênicos Fusarium tupiense, Fusarium 

oxysporum f. sp. cubense e Colletotrichum gloeosporioides. 

 Extrair e fracionar as proteínas de defesa presentes no látex de C. procera. 

 Avaliar a influência de diferentes concentrações das proteínas do látex de C. procera no 

crescimento micelial e germinação dos esporos dos fungos fitopatogênicos. 
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 Definir qual (is) fração (ões ) das proteína (s) presente no látex é (são) responsável (eis) 

pelo efeito no crescimento micelial e germinação dos esporos dos fungos 

fitopatogênicos. 

 Verificar se as proteínas do látex possuem uma ação indutora de defesa em mudas de 

bananeira cv. Maçã, proporcionando proteção contra o fungo Fusarium oxysporum f. 

sp. cubense. 

 

2.3 Materiais e métodos  

 

2.3.1 Materiais  

 

2.3.1.1 Material vegetal 

 

Exemplares de Calotropis procera (Ait) R. Br. foram identificadas por um taxonomista 

do Herbário Prisco Bezerra da Universidade Federal do Ceará e depositadas sob exsicatas de 

número 32663. Plantas saudáveis, localizadas na cidade de Fortaleza-CE, foram utilizadas 

como fonte de látex fresco. 

Para o experimento de indução de defesa, foram utilizadas mudas micropropagadascde 

bananeira (Musa spp.) cv. Maçã. Essas mudas foram adquiridas comercialmente da empresa 

BioClone Produção de Mudas Ltda. 

 

2.3.1.2 Fungos 

 

Foram utilizados os seguintes fungos nos ensaios deste trabalho: 

a) O fungo fitopatogênico Fusarium tupiense, agente causal da mal formação floral e 

vegetativa da mangueira, pertence à micoteca do Laboratório de Micologia do 

Departamento de Fitotecnia- UFC. 

b) Os fungos Colletotrichum gloeosporioides, agente causal da antracnose do cajueiro e 

Fusarium oxysporum f. sp. cubense, agente causal do Mal do Panamá foram isolados, 

identificados e são pertencentes a Coleção de trabalho do Laboratório de Patologia Pós-

colheita, da Embrapa Agroindústria Tropical (Fortaleza-CE). 
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2.3.1.3 Reagentes químicos 

 

Membrana de diálise “cut off” 8.000 Da, Metiljasmonato, ácido tricloroacético (TCA), 

peróxido de hidrogênio, ácido ascórbico foram obtidos da Sigma-Aldrich, Brasil. Os meios de 

cultura Batata Dextrose Ágar (BDA) e Yeast Peptone Dextrose (YPD) foram obtidos da DIFCO 

e Himedia, respectivamente. iodoacetamida (IAA) e matriz CM-Sepharose Fast Flow foram 

obtidas da G&E healthcare, Brasil. Os demais reagentes utilizados foram de grau analítico. 

 

2.3.2 Métodos  

 

2.3.2.1 Avaliação do potencial antifúngico das proteínas do látex de Calotropis procera e suas 

frações. 

 

2.3.2.1.1 Isolamento dos fungos fitopatogênicos  

 

O material de partida para o isolamento dos fungos foi coletado no Campo Experimental 

de Pacajus-CE, sendo esse pertencente a Embrapa Agroindústria Tropical. Para tal, foram 

coletadas folhas de cajueiro contendo sintomas causados pela antracnose (C. gloeosporioides) 

e porções do rizoma de bananeira com a sintomatologia do Mal do Panamá (F. oxysporum f. 

sp. cubense).  

Para o isolamento, das folhas de cajueiro foram retirados fragmentos de 0,5 cm no local 

de transição entre o tecido sadio e o lesionado. Enquanto que, para as mudas de bananeira foram 

retirados pedaços dos rizomas. Em seguida, foi realizado o isolamento indireto dos patógenos. 

Para tal, realizou-se desinfestação superficial em álcool 70%, por 30 segundos, seguido de 

lavagem com hipoclorito a 0,5%, por 1 min, com posteriores lavagens (2x), com água destilada 

estéril. Os tecidos foram secos em papel de filtro esterilizado, depositados em meio de cultura 

Batata Dextrose Agar (BDA) e incubados a 25 ± 2 °C, por um período de 3-7 dias. Após 

observado o crescimento micelial, as colônias foram repicadas para placas de Petri, contendo 

meio BDA, para obtenção das culturas puras. Após a esporulação, os isolados foram 

identificados com base em suas características morfológicas (BARNETT; HUNTER, 1972). 

As culturas identificadas como C. gloeosporioides e F. oxysporum f. sp. cubense foram 

mantidas em placas com meio de BDA, para utilização posterior, exemplares desses fungos 

também foram conservados pelo método de Castellani (CASTELLANI, 1939). 
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2.3.2.1.2 Extração e fracionamento de proteínas do látex  

 

O látex de C. procera foi coletado a partir do rompimento do ápice caulinar de plantas 

sadias, seguindo instruções relatadas por Alencar e colaboradores (2006). Esse fluido leitoso 

foi depositado em tubos de centrifugação do tipo Falcon (50 mL), sendo adicionado o volume 

de água destilada na diluição de 1:2 (v:v). Em seguida a amostra foi centrifugada (5.000 x g) a 

4 °C por10 minutos. O sobrenadante obtido foi submetido à diálise contra água destilada, em 

membranas com capacidade de retenção de moléculas superior a 8.000 Da. Após o processo de 

diálise, o líquido retido no interior das membranas foi novamente centrifugado, nas mesmas 

condições anteriores e o sobrenadante foi liofilizado, obtendo-se assim as proteínas totais do 

látex de C. procera (CpLP).  

Para o procedimento de fracionamento do CpLP foi realizada uma cromatografia de 

troca iônica, em coluna de CM-Sepharose Fast Flow (14 x 2,5 cm) de acordo com metodologia 

descrita por Ramos e colaboradores (2006). Para isso, a coluna foi previamente equilibrada com 

tampão acetato de sódio 50 mM (pH 5,0). O CpLP (80 mg) foi dissolvido em 8 mL da solução 

de equilíbrio. O material foi centrifugado a 10.000 x g, numa temperatura de 5 °C, durante 10 

minutos e o sobrenadante obtido foi aplicado à coluna.  

Após o processo de aplicação da amostra, as proteínas não retidas foram inicialmente 

eluídas com a mesma solução de equilíbrio, para a obtenção do pico I (PI). As proteínas retidas 

foram eluídas após aplicação do tampão de equilíbrio acrescido de NaCl 0,2 M para obtenção 

do pico II (PII). O pico III (PIII) foi obtido após a aplicação da solução de equilíbrio acrescida 

de NaCl 0,3 M. As frações de 5,0 mL coletadas a um fluxo constante 0,5 mL/min foram lidas 

em espectrofotômetro a 280 nm. O material obtido de cada fração foi reunido, dialisado e 

liofilizado. Adicionalmente, as amostras do PII foram tratadas com inibidor de protease 

iodoacetamida. Para isso, adicionou-se a concentração de 300 mM da do reagente a amostras 

solúveis das proteínas PII, em seguida a solução foi dializadas e novamente liofilizada. 

 

2.3.2.1.3 Avaliação da atividade antifúngica 

 

Para avaliar o efeito das proteínas do látex de C. procera (CpLP) e suas frações na 

inibição do crescimento micelial e na germinação de esporos foram realizados ensaios in vitro 

utilizando-se a metodologia descrita por Souza e colaboradores (2011). Esses ensaios foram 

realizados com fungos fitopatôgenicos causadores de doenças de importância agrícola. 
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Os fungos fitopatogênicos utilizados foram duas espécies do gênero Fusarium¸ o F. 

oxysporum f. sp. cubense e o F. tupiense; e o C. gloeosporioides. Discos de micélio desses 

fungos preservados pelo método Castellani foram transferidos para placas de Petri contendo o 

meio de cultura Batata Dextrose Ágar (BDA) e mantidos em estufa a 25 ± 2 ºC, na ausência de 

luz. Após um período de 7-14 dias as placas foram utilizadas para produção de suspensão dos 

esporos. 

As suspensões de esporos dos fungos foram preparadas pela adição de 5 mL de água 

destilada estéril em placa de Petri. Com auxílio de uma alça de Drigalski, foram feitos 

movimentos suaves na superfície do micélio para liberação dos esporos. As suspensões obtidas 

foram filtradas em malhas finas de nylon estéreis para a retirada das hifas remanescentes. Os 

esporos foram contados com o auxílio de uma câmara de Neubauer, em microscópio de luz e a 

concentração de esporos foi ajustada para 106 esporos/mL. 

As amostras utilizadas foram dissolvidas em tampão acetato de sódio 50 mM, pH 5,0, 

na concentração de 5 mg/mL (o CpLP) e 2,5 mg/mL (as frações PI, PII, PIII), centrifugadas a 

10.000 g por 10 minutos a 4°C e filtrada através de membrana com poro de 0,20 µm de 

diâmetro. Foram utilizados como controles negativo e positivo, respectivamente, tampão 

acetato de sódio 50 mM, pH 5,0 e o fungicida tiabendazol (4 mL/L). 

Para avaliar a inibição do crescimento micelial dos fungos foi preparada misturas 

contendo 10 µL de uma suspensão aquosa de esporos (106 esporos/mL) e 90 µL de meio liquido 

Yeast Peptone Dextrose (YPD), o resultante foi incubado em placas de microtitulação de 

poliestireno de fundo plano de 96 poços. Após 16 horas a 27°C e no escuro, 100 µL das amostras 

foram adicionadas. A turbidimetria foi monitorada a 620 nm, por 48 horas em intervalos de 12 

horas num leitor de microplacas (Biotrak II Plate Reader, Amersham Biosciences). Os dados 

foram examinados utilizando o programa GraphPadPrism 6 e análise de variância (ANOVA). 

O teste de múltiplas comparações de Tukey foi utilizado para identificar as médias que 

diferiram no teste de ANOVA. Valores de p <0,05 foram considerados estatisticamente 

diferentes. 

Para a avaliação da germinação foram realizadas misturas contendo 10 µL de suspensão 

de esporos (106 esporos/mL),10 µL das amostras de proteínas e adicionadas em placas de 

polietileno reticuladas estéreis por 16 horas a 27°C. As placas foram avaliadas quanto à inibição 

da germinação de esporos sob microscópio de luz. Foram obtidas microfotografias de cada 

preparação para avaliar a germinação de esporos. 
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2.3.2.2 Avaliação do potencial do CpLP como indutor de resistência 

 

2.3.2.2.1 Ensaio de avaliação do potencial do CpLP como indutor de resistência 

 

Após os ensaios in vitro, foram realizados testes para verificar o potencial de indução 

de resistência vegetal das proteínas totais do látex de C. procera (CpLP) em mudas de bananeira 

inoculadas com o fungo Fusarium oxysporum f. sp. cubense (FOC). As mudas de bananeira 

mantidas em cultura in vitro foram adquiridas da empresa BioClone Produção de Mudas LTDA. 

Essas mudas apresentavam cerca de quatro semanas de subcultivo. As mudas foram 

transplantadas para recipientes contendo o volume de 500 mL de substrato e areia estéril na 

proporção de 1:1 (m/m) e mantidas em casa de vegetação por 5 semanas para o processo de 

aclimatização. 

Decorrida as cinco semanas de aclimatização, selecionou-se um grupo de mudas para o 

início do experimento. O experimento consistiu na formação de dois grupos experimentais, 

sendo um grupo de plantas inoculadas com o FOC e outro grupo não inoculado.  Em cada grupo 

foram aplicados os seguintes tratamentos: (1) extrato aquoso do CpLP na concentração de 0,15 

mg/mL; (2) solução aquosa de Metiljasmonato 1,5 mM e (3) água. 

Os tratamentos foram pulverizados sobre mudas de bananeira até o ponto de 

escorrimento (cerca de 10 mL de solução por muda), após sete dias da aplicação desses 

compostos, as mudas foram inoculadas com F. oxysporum f. sp. cubense. A inoculação do FOC, 

foi baseada na metodologia proposta por Borges e colaboradores (2007). Para isso, mudas de 

bananeira foram retiradas do substrato e suas raízes foram imersas por 20 minutos em suspensão 

de esporos na concentração de 106 esporos/mL. Em seguida, as mudas foram transplantadas 

para vasos e mantidas em casa de vegetação. Cada tratamento foi composto por 40 repetições, 

sendo a unidade experimental uma muda da espécie vegetal trabalhada. 

Para a avaliação do experimento, foram realizados os seguintes pontos de coletas de 

amostras de plantas: 0, 12, 24, 48 horas e 7, 14 e 28 dias após a inoculação do fungo. As 

amostras coletadas foram utilizadas como fonte de material para extração de proteína.  

Para a análise do efeito dos tratamentos nas plantas foram avaliados os seguintes 

parâmetros: índice de aparecimento da doença e taxa crescimento vegetal. Além disso foram 

feitas as seguintes análises: determinação da peroxidação de lipídeos, análise das enzimas do 

sistema antioxidante e microscopia eletrônica de varredura.  



33 

 

 

Os dados numéricos obtidos foram avaliados utilizando o teste de análise de variância 

(ANOVA). O teste de múltiplas comparações de Tukey foi utilizado para identificar as médias 

que diferiram no teste da ANOVA. O software estatístico utilizado foi o GraphPadPrism 6.  
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Figura 1 – Etapas do ensaio de indução de resistência 

 

Fonte: elaborada pelo autor. 
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2.3.2.2.2 Avaliação da incidência e da severidade da doença  

 

O desenvolvimento da doença foi determinado em intervalos de 7 dias a partir da 

inoculação do FOC. Para quantificação dos sintomas foi utilizada a classificação descrita por 

Cubeta e colaboradores (2004), que considera os sintomas reflexos da doença. Dessa forma, as 

plantas foram classificadas em cinco níveis da doença, onde: 0- planta saudável; 1- estrias ou 

amarelecimento das folhas inferiores; 2- estrias ou amarelamento da parte superior; 3-extensas 

estrias ou amarelamento na maioria das folhas; 4- murchamento grave e morte de plantas. 

Após estabelecer o nível da doença das plantas de cada tratamento, foi calculado o Índice 

de Incidência  da Doença (IID), na qual foi utilizada a seguinte equação: 

 

𝐼𝐼𝐷(%) =  
𝑁° 𝑑𝑒 𝑝𝑙𝑎𝑛𝑡𝑎𝑠 𝑖𝑛𝑓𝑒𝑐𝑡𝑎𝑑𝑎𝑠 

𝑁° 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑝𝑙𝑎𝑛𝑡𝑎𝑠 𝑑𝑜 𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜
𝑥 100 

 

Para a avaliação o Índice de Severidade da Doença (ISD), utilizou-se a seguinte 

equação: 

 

𝐼𝑆𝐷 =  
𝑁° 𝑑𝑒 𝑐𝑙𝑎𝑠𝑠𝑖𝑓𝑖𝑐𝑎çã𝑜 𝑥 𝑁° 𝑑𝑒 𝑝𝑙𝑎𝑛𝑡𝑎𝑠 𝑖𝑛𝑓𝑒𝑐𝑡𝑎𝑑𝑎𝑠

4 𝑥 𝑁° 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑝𝑙𝑎𝑛𝑡𝑎𝑠𝑑𝑜 𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜
 𝑥 100 

 

Onde o número de classificação é correspondente a nota atribuída aos níveis da doença. 

 

2.3.2.2.3 Determinação da taxa de crescimento das mudas micropropagadas após a inoculação 

com o patógeno  

 

Para a determinação deste parâmetro, utilizou-se a metodologia descrita por Lokhande 

e colaboradores (2010). Mudas de bananeira dos diferentes tratamentos, tiveram sua taxa de 

crescimento determinada pela seguinte equação.  

 

𝑇𝐶 =  
𝑃𝑓 − 𝑃0

𝑃0
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Onde: P0= peso fresco das mudas no início do tratamento (antes da inoculação do FOC), 

Pf = peso fresco no final do tratamento (28 dias após a inoculação do FOC), TCR=   taxa de 

crescimento. 

 

2.3.2.2.4 Peroxidação de lipídeos 

 

Para avaliar a peroxidação de lipídeos foi estimado o conteúdo de substâncias reativas ao 

ácido tiobarbitúrico (TBARS, do inglês, Thiobarbituric Acid Reactive Substances), conforme 

descrito por Heath e Packer (1968). Para isso, foram macerados na presença de nitrogênio 

líquido 200 mg das folhas de bananeiras dos diferentes tratamentos. Durante a maceração, 

adicionou-se 1 mL de ácido tricloroacético (TCA) à 0,1 % e o material foi macerado por mais 

três minutos. O material formado foi centrifugado a 12.000 g, durante 15 minutos na 

temperatura de 4 °C. Em seguida, 500 μL desse extrato foi adicionado a uma solução de TCA 

20% (p/v) e TBA 0,5% (p/v) em tubos de ensaio rosqueáveis. A reação foi levada a banho-

maria a 95 °C, durante 25 minutos, esta reação foi interrompida adicionando os tubos de ensaio 

em banho de gelo. Após 30 minutos em temperatura ambiente, foram realizadas as leituras em 

espectrofotômetro em dois comprimentos de onda distintos: 532 e 660 nm (formação do 

complexo MDA-TBA). O conteúdo de lipídeos foi determinado após a subtração entre leituras 

de absorbância em 532 nm e 600 nm e utilizando-se seu coeficiente de extinção molar 155 mM-

1 cm-1, sendo o resultado foi expresso em nmol/g-1 MF. Esta análise foi determinada através de 

amostras compostas, formadas por fragmentos de três mudas diferentes para cada tratamento, 

sendo as análises feitas em triplicata. 

 

2.3.2.2.5 Extração de proteínas totais 

 

O protocolo de partida para extração das proteínas totais das folhas de mudas de bananeira 

foi o descrito por Ponte e colaboradores (2014). Para isso amostras de folhas (1 g) foram 

pulverizadas com nitrogênio líquido e maceradas com 2 mL tampão Tris-HCl 100 mM, pH 8,0, 

contendo DTT 2 mM e PEG 3%. A mistura foi centrifugada a 12000 × g durante 20 min a 4°C. 

O sobrenadante foi usado como o extrato proteico total para as determinações das atividades 

enzimáticas. 
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2.3.2.2.6 Análise das enzimas do sistema antioxidante 

 

A atividade da ascorbato peroxidase (APX) foi determinada pelo método de Nakano e 

Asada (1981). Nesta metodologia, alíquotas de 0,1 mL de extrato proteico foram adicionadas 

ao meio de reação composto de 2,7 mL de tampão fosfato de potássio 50 mM pH 6,0, contendo 

0,5 mM de ácido ascórbico (m/v). Logo após, adicionou-se 0,2 mL de H2O2 30 mM ao meio de 

reação e foi acompanhado o decaimento da absorbância a 290 nm. Esta leitura da absorbância 

foi realizada em espectrofotômetro no intervalo de 0 a 300 segundos, sendo feita em intervalos 

sucessivos de 15 segundos. A atividade enzimática foi calculada utilizando o coeficiente 

extinção molar do ascorbato e seu resultado foi expresso em consumo de µM de H2O2 . min-1. 

g-1.  

A atividade da catalase (CAT) foi determinada pelo método de descrito por Beer e Sizer 

(1952). A reação foi iniciada através da adição de 0,05 mL do extrato enzimático no meio de 

reação contendo 2,95 mL do tampão fosfato de potássio 50 mM adicionado de 20 mM de H2O2 

em pH 7. O consumo de H2O2 foi monitorado em espectrofotômetro no comprimento de onda 

de 240 nm, o cálculo da atividade foi realizado utilizando o coeficiente de extinção molar do 

H2O2 e seu resultado foi expresso em consumo de µM de H2O2 . min-1. g-1.  

Para determinar a atividade da peroxidase do guaiacol (G-POD) foi utilizada a 

metodologia descrita por Urbanek e colaboradores (1991). Para tal, a mistura reacional 

contendo tampão fosfato de potássio 100 mM acrescido de EDTA 0,1 μM em pH 7,0 foi 

adicionado a H2O2 15 mM. A reação foi iniciada pela adição de 10μL do extrato enzimático 

ao meio de reação e o aumento da absorbância foi medido a 470 nm por minuto. A atividade 

foi determinada pela quantidade de tetraguaicol formado, utilizando seu coeficiente de extinção 

molar como base para cálculos (26,6 M-1 cm-1). Foi considerado que 4 moles de guaiacol são 

necessários para reduzir 1 mol de H2O2. Os resultados foram expressos em consumo de µM de 

H2O2 .min-1. g-1 

 

2.3.2.2.7 Análise de microscopia eletrônica de varredura 

 

As análises de microscopia eletrônica de varredura foram realizadas no Laboratório de 

microscopia eletrônica, da Embrapa Agroindústria Tropical. Foram utilizadas para as análises, 

mudas de bananeira com 28 dias de inoculação de FOC e o grupo controle tratadas com CpLP, 

Mejas e água. Para tal, retirou-se pequenos fragmentos de diferentes partes das mudas (folha, 
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pseudocaule e rizoma) e iniciou o processo de fixação, com auxílio do fixador Karnovsky e 

uma pós-fixação em tetróxido de ósmio (1%). 

Posteriormente, foram realizadas desidratações com soluções de etanol em concentrações 

crescentes: (20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100%) e secadas ao ponto crítico. As amostras foram 

metalizadas usando um dispositivo de revestimento por aspersão (Electron Microscopy 

Sciences, Hatfield, PA, EUA). As análises, para visualização das amostras foram realizadas por 

microscopia eletrônica de varredura (MEV, Zeiss DSM, modelo 940A), utilizando a voltagem 

de aceleração de 15kV e uma ampliação de 3.000-6.000x. 

 

2.4 Resultados e discussão 

 

2.4.1 Avaliação do potencial antifúngico das proteínas do látex de Calotropis procera e suas 

frações. 

 

A atividade antifúngica das proteínas do látex de C. procera e suas frações foram 

investigadas com base nos ensaios de inibições do crescimento micelial e da germinação dos 

esporos dos fitopatógenos: Fusarium tupiense, Fusarium oxysporum f. sp. cubense e 

Colletotrichum gloesporioides. Para tanto, foram utilizadas as proteínas do látex na 

concentração máxima 5 mg/mL realizando posteriores diluições seriadas e as frações das 

proteínas do látex de C. procera (PI, PII, PII com Iodoacetamida e PIII) na concentração de 2,5 

mg/mL.  

As proteínas do látex de C. procera apresentaram forte inibição do crescimento micelial 

dos fungos fitopatogênicos. Os percentuais de inibição do crescimento utilizando uma 

quantidade de 500 µg de proteína variaram de 81% para  F. oxysporum f. sp. cubense e 100% 

para F. tupiense e C. gloeosporioides. Foi constatado um efeito de dose resposta, no qual a 

redução da concentração da proteína também reduziu a porcentagem de inibição do crescimento 

micelial dos fungos (Figura 2). 

Ao avaliar o efeito das frações das proteínas dos látex de C. procera na concentração de 

250 µg de proteína, foi possível observar que todas as frações afetaram crescimento vegetativo 

dos fungos. Os valores de inibição para as frações PI, PII, PII com IAA e PIII variaram de 

52,5% a 75,5% para F. tupiense. Enquanto que para F. oxysporum f. sp. cubense a variação foi 

de 40% a 81%. Já para C. gloeosporioides as variações foram de 37% a 81,5% (Figura 3).  
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Figura 2 – Atividade antifúngica das proteínas do látex de C. procera. Gráficos apresentando 

a porcentagem de inibição de crescimento micelial de diferentes fungos fitopatogênicos 

utilizando concentrações crescentes de proteínas do látex de C. procera. Controle: fungicida 

tiabendazol (4 mL/L). Os resultados são expressos como média ± desvio padrão de três 

determinações independentes. Significância estatística foi avaliada por ANOVA seguido pelo 

teste de Tukey com p <0,05. Letras diferentes indicam diferença estatística. 

  

 

Fonte: elaborada pelo autor. 
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Figura 3 – Atividade antifúngica das frações proteicas do látex de C. procera. Gráficos 

apresentando a porcentagem de inibição de crescimento micelial de diferentes fungos 

fitopatogênicos utilizando as proteínas totais (CpLP) e as frações proteicas do látex de C. 

procera: PI, PII, PII com iodoacetamina (PII+IAA) e PIII. Controle: fungicida tiabendazol (4 

mL/L). Os resultados são expressos como média ± desvio padrão de três determinações 

independentes. Significância estatística foi avaliada por ANOVA seguido pelo teste de Tukey 

com p <0,05. Letras diferentes indicam diferença estatística. 

  

 

Fonte: elaborada pelo autor. 

 

Diferenças visuais quanto as inibições da germinação de esporos também foram 

observadas nas proteínas do látex de C. procera e nas suas frações PI, PII, PII com IAA e PIII 

para os fungos F. tupiense, F. oxysporum f. sp. cubense e Colletotrichum gloesporioides 

corroborando assim com os ensaios de crescimento micelial (Figura 4).  



48 

 

 

Figura 4 – Atividade de inibição de germinação de esporos de fungos fitopatogênicos. Imagem apresentando a germinação de diferentes fungos 

fitopatogênicos utilizando as proteínas totais (CpLP) e as frações proteicas do látex de C. procera: PI, PII, PII com iodoacetamina (PII com IAA) 

e PIII. Barras de 40 µm. 

 

Fonte: elaborada pelo autor. 
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Ao analisar os resultados dos diferentes fungos testados pode-se constatar dois aspectos 

importantes. Apesar de todas as frações possuírem capacidade de inibição, a fração de PIII 

reage de forma menos eficaz na inibição do crescimento micelial e da germinação dos esporos. 

Outro ponto importante é a redução da porcentagem de inibição do crescimento micelial quando 

o PII é tratado com o inibidor de protease iodoacetamida.  

Os fluidos lactíferos são compostos por inúmeras moléculas de defesa, com destaque 

para as proteínas, por sua quantidade e variedade. Algumas proteínas do látex de C. procera já 

foram identificadas, classificadas e testadas quanto ao seu papel biológico. Em trabalho 

realizado por Ramos e colaboradores (2006) foi demonstrado que ao fracionar as proteínas 

totais utilizando a coluna de troca iônica CM-Sepharose foi obtido três frações proteínas (PI, 

PII e PIII). Em outro trabalho realizado por Freitas e colaboradores (2016), observou-se que a 

fração PI é a que possui inúmeras isoformas de proteínas do tipo quitinases. Essas proteínas 

foram associadas a uma possível proteção contra fungos fitopatogênicos, pois as mesmas 

apresentaram uma sutil inibição no crescimento micelial e na germinação dos esporos dos 

fungos. Neste trabalho, foi observado que a fração PI possuiu uma eficiente inibição contra os 

fungos testados, sendo bem superior ao efeito das quitinases purificadas relatadas na literatura, 

podendo levantar a hipótese de um possível efeito sinérgico entre as quitinases e outras 

proteínas ainda não identificadas na fração.  

Em trabalho realizado por Souza e colaboradores (2011) foi observado que as proteínas 

totais do látex de C. procera possuem um alto potencial para inibição de fungos fitopatogênicos. 

Essa atividade é reduzida quando as amostras da proteína são tratadas com um inibidor de 

protease, sugerindo assim um provável efeito dessas proteínas na ação contra fungos. Em 

trabalho posterior, realizado por Ramos e colaboradores (2012) evidenciou que as atividades 

das proteases são encontradas na fração PII e PIII do látex de C. procera. Posteriormente, 

Freitas e colaboradores (2011a; 2011b) observou que a fração PII possui além de uma grande 

quantidade de proteases, proteínas do tipo osmotina que são frequentemente relacionadas com 

a proteção contra fungos.  Nesse estudo, observou-se que a fração PII quando tratada com 

inibidor de protease reduzia de forma significativa sua ação, mas ainda era possível inibir uma 

porcentagem superior a 50% do crescimento vegetativo dos fungos, exibindo assim a intensa 

ação das osmotinas sobre os fungos.  

Apesar dos vários trabalhos descrevendo a composição e funcionalidade das proteínas 

totais do látex de C. procera e suas frações PI e PII, ainda são escassos estudos avaliando as 

proteínas presentes em PIII , porém podemos observar que as proteínas presentes nessa fração 
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possuem uma ação eficaz contra os fungos fitopatogênicos testados. Dessa forma, torna-se 

essencial estudos de purificação e identificação das proteínas presentes em PIII. 

 

2.4.2 Avaliação do potencial do CpLP como indutor de resistência 

 

2.4.2.1 Avaliação do índice de incidência da doença e índice de severidade 

 

O potencial de indução de resistência das proteínas totais do látex de C. procera foi 

determinado usando como modelo de estudo mudas de bananeira inoculadas com o fungo 

Fusarium oxysporum f. sp. cubense (FOC). Esse fungo é o agente causal do Mal do Panamá da 

bananeira, doença que vem impedindo o plantio de cultivares bastante apreciadas pelo 

consumidor.  

Para realização do ensaio, foram criados dois grupos de plantas, onde o primeiro grupo 

passaria pela inoculação com o FOC e o segundo grupo não seria inoculado. Sete dias antes de 

realizar o processo de inoculação foram aplicados os tratamentos para indução de resistência. 

Os tratamentos aplicados foram: 1) o metil jasmonato (Mejas), composto relatado na literatura 

como indutor de resistência; 2) as proteínas totais do látex de C. procera (CpLP) e 3) água. 

Os sintomas do Mal do Panamá só foram constatados em plantas inoculadas com o 

patógeno (FOC). Os primeiros sintomas da enfermidade foram visualizados 14 dias após a 

inoculação, em 55% das plantas do tratamento com indução apenas com água. Após 21 dias da 

inoculação, todas as plantas do grupo induzido com água apresentavam o desenvolvimento da 

doença.  

Enquanto que, sintomas do Mal do Panamá só foram observadas em apenas 20% das 

plantas, quando induzidas com as proteínas do látex de C. procera (CpLP) e metil jasmonato 

(Mejas). Esta porcentagem de plantas doentes foi mantida em até 28 dias após a inoculação 

(Figura 5). 

O índice de severidade da doença variou de 10% (plantas induzidas com CpLP e Mejas) 

a 75% (plantas induzidas apenas com água) (Figura 6). Nas mudas de bananeira, induzidas com 

água foi possível constatar os seguintes sintomas: queda das folhas, murchamento e morte. Já 

naquelas induzidas com CpLP e Mejas verificou-se apenas a presença de amarelecimento, das 

folhas mais velhas. Provavelmente, este sintoma esteja relacionado com a senescência natural 

das folhas mais velhas e, com o aparecimento de folhas mais novas nas mudas (FORTUNATO 

et al., 2013) 
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O processo de infecção pelo fungo FOC, inicia-se por meio do desenvolvimento do fungo 

no sistema radicular. A sintomatologia consiste no amarelecimento progressivo das folhas mais 

velhas para as mais novas, começando pelos bordos do limbo foliar e evoluindo para a nervura 

principal. Posteriormente, as folhas murcham, secam e se quebram junto ao pseudocaule ( 

PLOETZ, 2001; DITA et al., 2018). 

Devido a severidade dos sintomas causados por esse patógeno, é ampla busca de 

alternativas sustentáveis para reduzir a incidência e severidade da doença. Como por exemplo, 

em trabalho realizado por Getha e colaboradores (2005), que conseguiu reduzir cerca de 50% 

da severidade dos sintomas do FOC em mudas de bananeira utilizando um tratamento prévio 

com Streptomyces sp. 

 Nesse trabalho, o CpLP e o Mejas possuíram efeitos significativos sobre a severidade 

e incidência da doença. Em trabalho realizado por Sun e colaboradores (2013), foram 

observados resultados similares quando utilizou-se o Mejas para induzir a resistência de mudas 

de bananeira a Fusarium oxysporum f. sp. cubense race 4, corroborando assim com os 

resultados obtidos. 
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Figura 5 – Potencial das proteínas do látex de C. procera (CpLP) como indutor de resistência, em mudas micropropagadas de bananeira cv. Maçã. 

Imagem apresentando mudas de bananeiras inoculadas com F. oxysporum f. sp. cubense (FOC) e o tratamento controle 28 dias após a inoculação do 

fungo. O processo de indução da defesa foi realizado sete dias antes da inoculação do FOC, as plantas passaram pelos seguintes tratamentos: 

Controle negativo (água), MeJas (Metil Jasmonato 1,5 mM) e CpLP (proteínas do látex de C. procera 0,15 mg/mL). 

 

Fonte: elaborada pelo autor. 
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Figura 6 – Avaliação do índice de incidência de doença (IID) e  do índice de severidade de 

doença (ISD) em mudas de bananeira elicitadas com CpLP. Gráfico apresentando os dados de 

ocorrência e severidade da doença em mudas de bananeiras inoculadas com F. oxysporum f. 

sp. cubense (FOC) 28 dias após a inoculação do fungo. O processo de indução da defesa 

vegetal foi realizado sete dias antes da inoculação do FOC, as plantas passaram pelos 

seguintes tratamentos: controle (água), MeJas (Metil Jasmonato 1,5 mM) e CpLP  (proteínas 

do látex de C. procera 0,15 mg/mL). Os resultados são expressos como média ± desvio 

padrão de três determinações independentes. Significância estatística foi avaliada por 

ANOVA seguido pelo teste de Tukey com p <0,05. Letras diferentes indicam diferença 

estatística. 

 

Fonte: elaborada pelo autor. 

 

2.4.2.2 Determinação da taxa de crescimento 

 

Com o intuito de avaliar possíveis danos causados pelo desenvolvimento de FOC nos 

tecidos do hospedeiro, foi analisada a taxa de crescimento (TC) das mudas de bananeira após 

28 dias da inoculação do fungo. Esta taxa também foi avaliada nas plantas controle (plantas não 

inoculadas). A TC, foi obtida através da massa fresca total dos mudas antes e 28 dias após a 

inoculação por FOC. Observou-se que a taxa de crescimento foi padrão entre os tratamentos. 

Houve redução na taxa de crescimento para as plantas induzidas com água (controle negativo), 

com posterior inoculação do patógeno.  As reduções foram de aproximadamente 43%, quando 

compara-se com as plantas não inoculadas do mesmo tratamento (Figura 7).  
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As infecções por patógenos fúngicos ocasionam uma série de danos fisiológicos nas 

plantas. Como resposta ao ataque pelos patógenos, muitas plantas reduzem o seu crescimento 

e produtividade (DITA et al, 2018). Tal fato, foi observado no presente estudo. 

Após o FOC conseguir driblar as barreiras pré-formadas dos hospedeiros, ele inicia o 

processo de produção de hifas espessas e microconídios. Após algum tempo, as hifas tornam-

se então clamidósporos localizando-se nos espaços intercelulares (Li et al., 2017; Xiao et al., 

2013). Uma vez que o FOC atinge as raízes e o sistema vascular do hospedeiro, vai ocorrer uma 

deficiência na absorção de nutrientes e no transporte de água para o pseudocaule e folhas (Li et 

al., 2017). Dessa forma, o desenvolvimento do FOC causará uma deficiência no 

desenvolvimento vegetal. 

 

Figura 7 – Avaliação da taxa de crescimento vegetal em mudas de bananeira elicitadas com 

CpLP. Gráfico apresentando os dados de taxa de crescimento em mudas de bananeiras 

inoculadas com F. oxysporum f. sp. cubense (FOC) e o tratamento não inoculado 28 dias após 

a inoculação do fungo. O processo de indução da defesa vegetal foi realizado sete dias antes 

da inoculação do FOC, as plantas passaram pelos seguintes tratamentos: controle (água), 

MeJas (Metil Jasmonato 1,5 mM) e CpLP (proteínas do látex de C. procera 0,15 mg/mL). Os 

resultados são expressos como média ± desvio padrão de três determinações independentes. 

Significância estatística foi avaliada por ANOVA seguido pelo teste de Tukey com p <0,05. 

Letras diferentes indicam diferença estatística. 

 

Fonte: elaborada pelo autor. 
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2.4.2.3 Atividade enzimática 

 

No presente estudo, a atividade da enzima APX não foi alterada durante o tempo de 

inoculação do fungo, mantendo seus níveis quase que semelhantes, para os diferentes 

tratamentos das plantas inoculadas com o FOC. Porém, ao observar o nível da atividade da 

APX em plantas que não foram tratadas com FOC, pode-se constatar incrementos da atividade, 

após sete dias nas plantas que foram tratadas com os agentes elicitor CpLP e Mejas (Figura 8). 

Alguns compostos possuem a capacidade de ativar a indução da resistência em plantas. Como 

por exemplo o Mejas, capaz de aumentar a atividade de enzimas de defesa como as do sistema 

antioxidante, as quitinases e glucanases, mesmo na ausência de agentes patogênicos (SUN et 

al., 2013).  

Para a atividade das enzimas catalase e a peroxidase do guaiacol, podem-se observar que 

as mesmas apresentaram um padrão similar: plantas não inoculadas não apresentaram diferença 

na atividade durante o tempo de 28 dias. Já as plantas inoculadas com o FOC e tratadas com o 

CpLP e Mejas apresentaram um aumento na sua atividade, após 7 dias de inoculação com o 

patógeno, quando comparado com as plantas tratadas com água (Figura 8). 

Trabalho realizado por Munusamy e colabores (2019), observou-se que mudas de 

bananeira resistente ao ataque do FOC aumentam o nível de transcritos do gene da catalase 

quatro dias após a inoculação com o fungo. Fortunato e colaboradores (2013) observaram que 

mudas de bananeira aumentam a resistência ao FOC quando cultivadas em substrato contento 

silício, entre os fatores que contribuem para resistência da planta ao fungo está o aumento da 

atividade das enzimas do sistema oxidativo. Dessa forma, os resultados obtidos na pesquisa 

corroboram com trabalhos já relatados na literatura. 
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Figura 8 – Atividade enzimática das enzimas APX, CAT, G-POD em mudas 

micropropagadas de bananeira, elicitadas com as proteínas do látex de C. procera CpLP. A 

taxa de crescimento foi verificada em mudas de bananeiras inoculadas com F. oxysporum f. 

sp. cubense (FOC) e em mudas não inoculadas com o patógeno. As avaliações procederam-se 

28 dias após a inoculação do fungo. O processo de indução da defesa vegetal foi realizado 

sete dias antes da inoculação do FOC, as plantas passaram pelos seguintes tratamentos: 

controle (água), MeJas (Metil Jasmonato 1,5 mM) e CpLP (proteínas do látex de C. procera 

0,15 mg/mL). Os resultados são expressos como média ± desvio padrão de três determinações 

independentes. Significância estatística foi avaliada por ANOVA seguido pelo teste de Tukey 

com p <0,05. A presença do (*) indica diferença estatística dos tratamentos quando 

comparado ao grupo controle. 
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Fonte: elaborada pelo autor. 

 

Entre os danos ocasionados pelas infecções por fitopatógenos, o estresse oxidativo é 

bastante relatado. O estresse é caracterizado pela geração de espécies reativas de oxigênio 

(ROS). Como forma de proteção, as plantas possuem uma variedade de enzimas do sistema 

oxidativo, estas desempenham um papel de desintoxicação das ROS (Miller et al 2009; Mittler, 

2002). Estas enzimas antioxidantes são classificadas como proteínas relacionadas à patogênese, 

cujas atividades são reguladas sob condições de patogenicidade (van Loon et al., 2006). 

Comumente, a atividade destas enzimas é afetada durante condições de estresse, tendo uma 

tendência de aumento na sua atividade. 

A relação entre o aumento da atividade de enzima antioxidante e a proteção vegetal contra 

fungos é relatada em inúmeros artigos. Damodaran e colaboradores (2009) estudaram variedade 

de mudas de bananeira resistentes e suscetíveis ao ataque pelo FOC, mostrando que as mudas 

resistentes possuíam a capacidade de aumentar a atividades de peroxidases quando inoculadas 

com o fungo, sugerindo assim uma possível relação entre o aumento da atividade dessas 

enzimas e a proteção do vegetal ao ataque fúngico.  

Desse modo, o trabalho relata um aumento significativo na atividade das enzimas GPX e 

CAT em plantas inoculadas com o FOC e tratadas com Mejas e CpLP, sugerindo uma relação 

desse incremento da atividade enzimática ao não desenvolvimento dos sintomas e ocorrência 

da doença nas mudas. 
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2.4.2.4 Peroxidação de lipídeos 

 

As mudas de bananeira inoculadas com o patógeno (FOC) e tratadas somente com água 

(controle negativo) apresentaram um aumento na peroxidação de lipídios, ao longo do período 

do desenvolvimento do fungo. Foram constatados que os níveis de TBARS foram crescentes 

quando comparados às amostras das plantas do tratamento controle inoculado com os 

tratamentos Mejas e CpLP (Figura 9). Sugerindo assim que as plantas inoculadas tratadas com 

água sofreram um aumento significativo nos danos de membrana. 

Existem relatos na literatura que a inoculação do FOC causam o aumento no nível de 

peroxidação de lipídeos e danos de membrana (FELCY-NAVAJOTHY et al., 2012; 

FORTUNATO et al., 2013; SUN et al., 2013). Os lipídeos são biomoléculas que desempenham 

um papel importante como componente estrutural da maioria das membranas celulares 

(PARIDA; DAS, 2005). No presente trabalho, foi observado um aumento no nível de 

malondialdeído (MDA) em plantas que possuem infecções severas do patógeno, indicando que 

as membranas das células das mudas de bananeira foram afetadas pelo processo de infecção 

realizado por FOC.  

 

Figura 9 – Peroxidação de lipídeos em mudas micropropagadas de bananeira elicitadas com 

as proteínas do látex de C. procera (CpLP). A taxa de crescimento foi verificada em mudas de 

bananeiras inoculadas com F. oxysporum f. sp. cubense (FOC) e em mudas não inoculadas. 

As avaliações procederam-se 28 dias após a inoculação do fungo. O processo de indução da 

defesa vegetal foi realizado sete dias antes da inoculação do FOC, as plantas passaram pelos 

seguintes tratamentos: controle (água), MeJas (Metil Jasmonato 1,5 mM) e CpLP (proteínas 

do látex de C. procera 0,15 mg/mL). Os resultados são expressos como média ± desvio 

padrão de três determinações independentes. Significância estatística foi avaliada por 

ANOVA seguido pelo teste de Tukey com p <0,05. A presença do (*) indica diferença 

estatística dos tratamentos quando comparado ao grupo controle. 
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Fonte: elaborada pelo autor. 

 

2.4.2.5 Análise de microscopia eletrônica de varredura 

 

Com o objetivo de visualizar estruturas fúngicas nos tecidos vegetais de mudas de 

bananeira, foi realizado a microscopia eletrônica de varredura (MEV) nos tecidos de 

pseudocaule, folha e raíz de mudas inoculadas com o FOC e o tratamento controle.  

Das amostras de tecidos avaliadas, pode-se visualizar estruturas fúngicas apenas no 

pseudocaule das plantas inoculadas. Nesses cortes, constatou-se estruturas de hifas nas plantas 

inoculadas tratadas com água. Além disso, a presença de estruturas de resistência do patógeno 

(os clamidósporos) foram também observados nesse tratamento e no tratamento com Mejas 

(Figura 10).  

Após adentrar no hospedeiro o FOC inicia seu processo de colonização. Dessa forma, 

ele começa a produzir hifas nas estruturas dos vasos condutores. Algumas hifas podem ser 

vistas em vasos do xilema e crescendo no córtex radicular 10 dias após a inoculação (Li et al., 

2011, 2017; Xiao et al., 2013). Uma rede de hifas se desenvolve no sistema intercelular entre 

os espaços ao longo das junções de células epidérmicas da raiz e também pode ser observado 

no xilema após alguns dias (Li et al., 2011; Guo et al., 2015). Após a formação das hifas, essas 

formam-se então clamidósporos em espaços intra e intercelulares (Li et al., 2011). 

Os clamidósporos de FOC são constantemente produzidos uma vez que o hospedeiro é 

invadido antes mesmo de expor sintomas visíveis já encontra-se essa estrutura (Li et al., 2011). 

Explicando assim o aparecimento dessas estruturas em plantas assintomáticas. 
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Figura 10 – Corte transversal do pseudocaule de mudas micropropagadas de bananeira, 

visualizado por analise de microscopia eletrônica de varredura. Os seguintes tratamentos 

foram visualizados: (A) Plantas não inoculadas tratadas com água, (C) Mejas e  (E) CpLP. e 

(B) Pplantas inoculadas com FOC tratadas com água, (D) Mejas e  (F) CpLP. Legenda: h= 

hifas, C= clamidósporo. Barras correspondente a 25 µm. 
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Fonte: elaborada pelo autor. 

 

Nas amostras de folhas das mudas de bananeira não foram observados nenhuma estrutura 

referente ao patógeno. Entretanto, foi constatada uma desorganização na estrutura do vegetal 

(Figura 11). Quando o FOC consegue se estabelecer nas plantas, inicia-se o processo de 

produção de enzimas que degradam compostos importantes das células vegetais em buca da 

sobrevivência e reprodução dos fungos. Como por exemplo, alguns dos principais grupos de 

pectinas da parede celular podem ser digeridos por uma serie de enzimas secretadas pelo 

patógeno, tais como metilesterases de pectina , poligalacturonases e polimetilgalacturonases 

(Cantu et al., 2008). 

Nas amostras obtidas das raízes, não foi possível observar nenhuma estrutura do 

patógeno, relacionada a infecção (Figura 12). 
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Figura 11 – Corte de folhas de mudas micropropagadas de bananeira por microscopia 

eletrônica de varredura. Os seguintes tratamentos foram realizados: (A) Plantas não 

inoculadas tratadas com água,  (c) Mejas e (E) CpLP (B) Plantas inoculadas com FOC 

tratadas com água, (D) Mejas e (F) CpLP. Legenda: h= hifas, C= clamidósporo. Barras 

correspondente a 25 µm. 

 

 

 

Fonte: elaborada pelo autor. 
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Figura 12 – Corte de raízes de mudas micropropagadas de bananeira por microscopia 

eletrônica de varredura. Os seguintes tratamentos foram realizados: (A) Plantas não 

inoculadas tratadas com água,  (c) Mejas e (E) CpLP (B) Plantas inoculadas com FOC 

tratadas com água, (D) Mejas e (F) CpLP. 

 

 

 

Fonte: elaborada pelo autor. 
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Dessa forma podemos observar que houve uma redução macroscópica, microscópica e 

bioquímica dos danos causados pelo FOC. As proteínas de totais do látex de C. procera 

apresentaram resultados similares ao Metil Jasmonato, hormônio responsável pela ativação do 

sistema de defesa vegetal. Assim, propormos a utilização do CpLP como uma fonte alternativa 

para o manejo integrado do FOC. 
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2.5 Conclusão 

 

O trabalho mostrou que as proteínas totais do látex de C. procera(CpLP) e suas frações 

exibiram um potencial contra o crescimento micelial e germinação dos esporos para os fungos 

testados. Observou-se também que as proteínas do látex de C. procera assim como o hormônio 

vegetal metil jasmonato (MeJas) possuem a capacidade de induzir a defesa de mudas de 

bananeira, tornando-a resistente ao fungo Fusarium oxysporum f. sp. cubense(FOC). Dessa 

forma, a aplicação exógena do CpLP e MeJas reduziram de forma significativa a incidência e 

severidade dos sintomas da doença causada pela inoculação do FOC. Além disso, as plantas 

tratadas com CpLP e MeJas conseguiram incrementar a atividade das enzimas Catalase e 

peroxidase do guaiacol. O tratamento com CpLP e MeJas também foi eficiente para a redução 

de danos de membrana, sugerindo um ataque mais severo do fungo as membranas biológicas 

das plantas não tratadas.  

Em relação ao desenvolvimento microscópico do fungo, as plantas não tratadas 

exibiram a presença de hifas e clamidósporos nos vasos condutores do seu pseudocaule, sendo 

essas estruturas não observadas nas plantas tratadas com CpLP. As folhas das amostras não 

tratadas e inoculadas com o fungo possuíram uma alta desorganização celular, sendo um 

possível efeito da degradação de enzimas secretadas pelo fungo. Já os cortes microscópicos das 

raízes não apresentaram nenhuma diferença entre os tratamentos e não exibiram estruturas 

relacionadas com o FOC. 

Dessa forma o CpLP, revelou-se como um potente composto de ação antifúngica direta 

sob fungos fitopatogênicos e como um eficiente indutor de resistência em mudas de bananeira 

desafiadas com o FOC . Sendo necessário trabalhos complementares para estudar quais as vias 

e mecanismos de ação envolvido com esses efeitos aqui relatados. 
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3 TRANSFORMAÇÃO GENÉTICA DE Nicotiana tabacum COM A REGIÃO 

CODIFICADORA DO GENE CpOsm E SEUS EFEITOS NA DEFESA VEGETAL 

 

3.1 Introdução 

 

A transformação genética utilizando Agrobacterium tumefaciens é uma técnica que 

consiste na inserção de uma ou poucas cópias do DNA exógeno no DNA genômico da planta 

hospedeira. A transformação via A. tumefaciens é vastamente utilizadas em plantas 

dicotiledôneas, apresentando uma grande aplicabilidade, como por exemplo, nos estudos de 

fisiologia vegetal (COLLIER et al., 2018) e no melhoramento de características de importância 

agrícola (QAMAR, 2015;LOPEZ-CALCAGNO, 2019). 

São inúmeros os trabalhos que relatam a produção de variedades de plantas 

geneticamente transformadas  que apresentam resistência a algum tipo de estresse biótico ou 

abióticos. Como por exemplo, o trabalho realizado por Rustagi e colaboradores (2015) mostrou 

que plantas de bananeira transformadas com o gene que codifica uma Proteína Relacionada à 

Patogênese pertencente à classe 10 (AhSIPR10), sobreviveram ao ambiente contendo até 400 

mM de NaCl. 

A utilização da Nicotiana tabacum como modelo de estudo para a transformação 

genética é bastante empregado na literatura atual. Esse fato é decorrente da alta suscetibilidade 

a Agrobacterium tumefaciens e alta capacidade de regeneração in vitro a partir de explantes 

foliares. Além dessas características a espécie é de fácil manuseio, apresenta o controle de 

polinização, alta taxa de regeneração in vitro, genoma relativamente pequeno, tecnologia de 

transferência e expressão gênica bem estudada, alto rendimento de biomassa e grande produção 

de sementes (DUNG et al., 2006, ROMMENS, 2006). De modo geral, os sistemas de regeneração 

e transformação genética estão muito mais avançados em tabaco comparado com outras plantas 

importantes economicamente ou até com outras plantas modelo. 

A transformação genética de plantas, com genes que codificam PR-proteínas (do inglês, 

Pathogenesis-Related Proteins), vem sendo bastante empregada. As PR-proteínas são definidas 

como proteínas sintetizadas pelas plantas quando em situações de patogenicidade. Assim estas 

proteínas são produzidas quando as plantas estão em contato direto com o estresse ou quando 

são submetidos a sinalizadores de estresses (LIU E EKRAMODDOULLAH, 2006). Essas 

proteínas compartilham algumas características, como: a estabilidade em pH baixos e altas 

temperaturas, resistência à ação de enzimas proteolíticas, o fato de serem monoméricas, 
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possuem massa molecular variando entre 8 e 50 kDa, podendo estar localizadas no vacúolo, 

parede celular e/ou apoplasto (STINTIZI et al., 1993). 

Dentre as PR proteínas as osmotinas são proteínas que possuem estruturas primárias 

semelhantes à taumatina, proteína presente nos frutos da planta tropical Thaumatococcus 

daniellii. Tanto as osmotina como a taumatina pertencem à família 5 das PR- proteínas (LIU et 

al., 2010). A primeira osmotina foi descrita em culturas de células de tabaco (Nicotiana 

tabacum) adaptadas às condições de salinidade (SINGH et al., 1987).   

Após a descoberta desta osmotina, muitos estudos têm demonstrado que a síntese desta 

em plantas é regulada por diversos sinais hormonais e ambientais, incluindo infecções fúngicas, 

injúria mecânica, salinidade, dessecação, frio, radiação ultravioleta, e hormônios como auxinas, 

etileno e ácido abscísico (NOORI; SOKHANSANJ, 2008). Estas proteínas são moléculas 

indispensáveis para resistência vegetal, pois estão associadas à defesa das plantas a estresses 

biótico e abiótico. 

As osmotinas tem sido alvo de estudo na transformação genética de plantas, devido sua 

funcionalidade na proteção a estresses bióticos e abióticos. Como por exemplo, em estudo 

executado por Le e colaboradores (2018), mostra que plantas de arroz e tabaco transformadas 

com a osmotina de Tripogon loliiformis aumentam sua taxa de sobrevivência a múltiplos 

estresses abióticos (ao frio, a seca e ao estresse salino) quando comparados com as plantas não 

transformadas. A osmotina de N. tabacum, por exemplo, foi usada na transformação de plantas 

de amoreira (Das et al., 2011), nesse estudo as plantas transformadas tornaram-se resistentes a 

estresses bióticos e o gene exógeno promoveu resistência aos fungos Fusarium pallidoroseum, 

Colletotrichum gloeosporioides e Colletotrichum dematium quando comparada com as plantas 

não transformadas. Além dessas características, as amoreiras transgênicas suportaram 

condições de estresse salino de até 200 mM de NaCl enquanto as plantas controle, na mesma 

condição, apresentou morte do sistema foliar. 

A osmotina pode ser encontrada em diferentes tecidos vegetais como nas raízes, 

epiderme, corola e botões florais imaturos, sendo quase indetectáveis em outros tecidos 

(VIKTOROVA et al., 2012), entretanto alguns estudos identificaram a presença da osmotinas 

em látex (SUBROTO et al. 2001; FREITAS et al 2011a). Como características em comum da 

osmotina, encontram-se a propriedade de ser rica em resíduos de  cisteína, possuírem baixo 

peso molecular, estabilidade em pH baixo, estabilidade térmica e resistência à degradação por 

proteases (VAN LOON; VAN STRIEN, 1999).  
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 A osmotina purificada do látex de Calotropis procera (CpOsm) foi caracterizada com 

relação aos aspectos estruturais e funcionais (FREITAS et al., 2011a; RAMOS, 2015). Em 

relação a sua função biológica CpOsm apresentou atividade antifúngica contra Fusarium 

solani, Neurospora sp. e Colletotrichum gloeosporioides inibindo a germinação de esporos e o 

crescimento vegetativo de hifas (FREITAS et al., 2011). Além disso, existe uma relação direta 

com o aumento de transcrição do gene codificador de CpOsm quando células de C. procera são 

expostas a condições de salinidade (SOUZA et al., 2017), sugerindo um possível efeito da 

CpOsm na proteção dos vegetais a salinidade. 

 Nesse capítulo, é descrito o estabelecimento de  um modelo experimental que consistiu 

na obtenção de plantas de Nicotiana tabacum transformadas com o gene da osmotina de 

Calotropis. procera (CpOsm). Esse modelo experimental, visa auxiliar na compreensão da 

funcionalidade da osmotina de C. procera. 

 

3.2 Objetivos 

 

3.2.1 Objetivo geral 

 

Obter plantas de Nicotiana tabacum transformadas com o gene da osmotina de Calotropis 

procera (CpOsm). 

 

3.2.2 Objetivo específico 

 

 Inocular células de Escherichia coli contendo o vetor pET303::CpOsm para obtenção 

do fragmento gênico de interesse; 

 Subclonar a sequência da CpOsm no vetor de clonagem pUCRBC-1; 

 Subclonar o cassete de expressão RBC-1::CpOsm no vetor de clonagem binário 

pBINPLUS; 

 Transformar células de A. tumefaciens com o vetor binário recombinante 

pBINPLUS::RBC-1::CpOsm; 

 Transformar discos foliares de tabaco por co-cultivo via A. tumefaciens; 

 Confirmar a transformação genética de plantas de tabaco com a sequência da CpOsm; 

 Regenerar plantas tabaco capazes de expressar a CpOsm recombinante; 

 Avaliar a função biológica in vitro da CpOsm recombinante produzida em tabaco. 
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3.3 Materiais e métodos 

 

3.3.1 Materiais  

 

3.3.1.1 Plantas 

 

Plantas de fumo (Nicotiana tabacum var. Xanthi) cultivadas in vitro foram utilizadas 

nos experimentos de transformação genética. Essas plantas foram micropropagadas, a partir do 

segmento nodal, em frascos do tipo baby food contendo a formulação nutritiva de MS 

(MURASHIGE E SKOOG, 1962), sem suplementação com reguladores de crescimento. As 

culturas foram matidas em condições de temperatura e luz controlada (25 ± e fotoperíodo de 16 

horas). Após 45 dias do subcultivo, elas foram utilizadas no experimento de agroinfecção. 

 

3.3.1.2 Fungo  

 

Foram utilizados os seguintes fungos nos ensaios deste trabalho: 

1. O fungo fitopatogênico Fusarium tupiense, agente causal da mal formação floral e 

vegetativa da mangueira, pertence à micoteca do Laboratório de Micologia do 

Departamento de Fitotecnia- UFC. 

2. Os fungos Colletotrichum gloeosporioides, agente causal da antracnose do cajueiro e 

Fusarium oxysporum f. sp. cubense, agente causal do Mal do Panamá foram isolados, 

identificados e são pertencentes a Coleção de trabalho do Laboratório de Patologia Pós-

colheita, da Embrapa Agroindústria Tropical (Fortaleza-CE). 

 

3.3.1.3 Bactérias  

 

Células eletrocompetentes de Escherichia coli estirpe DH5α Invitrogen (Life 

Technologies, Carlsbad, CA, EUA) foram utilizadas nos experimentos de clonagem. Células 

de Agrobacterium tumefaciens estirpe LBA4404 (ElectroMAX, Invitrogen Life Technologies, 

Carlsbad, CA, EUA) foram utilizadas para os experimentos de transformação das plantas de 

fumo. 
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3.3.1.4 Plasmídeos 

 

O vetor pET303::CpOsm foi utilizado como DNA molde nas reações de PCR para 

experimentos de clonagem. O pUCRBC-1 foi usado como vetor de clonagem do inserto de 

CpOsm em E. coli DH5α com o objetivo de adquirir o cassete de expressão RBC-1::CpOsm. O 

vetor binário pBINPLUS foi utilizado para a clonagem do cassete de expressão RBC-1::CpOsm 

em E. coli e para transformar células de A. tumefaciens estirpe LBA4404. 

 

3.3.1.5 Enzimas 

 

As enzimas de restrição BglII (40 U/μL), XbaI (20 U/μL), EcoRI (20 U/μL), HindIII 

(40 U/μL) e NdeI (20 U/μL) foram adquiridas da Fermentas (Burlington, Ontario, Canadá). A 

fosfatase alcalina (0,01 U/ μL)e GoTaq DNA Polimerase (5 U/μL) foram adquiridas da 

Promega (Madison, WI, EUA). A T4 DNA ligase (9 U/μL) foi adquirida da Invitrogen (Life 

Technologies, Carlsbad, CA, EUA). A DNA polimerase de alta fidelidade Phusion Hot Start 

(0,4 U/μL) foi adquirida da Finnzymes (Vanta, Finlândia). 

 

3.3.1.6 Reagentes e outros materiais  

 

Oligonucleotídeos iniciadores, apropriados para reações de PCR, foram sintetizados 

pela Invitrogen (Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA). Marcadores de massa molecular de 

ácidos nucléicos usados nas eletroforeses em gel de agarose foram ФX174 RF DNA/HaeIII 

fragments, λ-DNA/HindIII digest (New England BioLabs, Ipswich, MA, EUA), e DNA Ladder 

1 kb (Jena Bioscience). 

Para a extração de RNA foi utilizado o kit RNeasy plant mini Kit (Qiagen). Já a 

purificação de produto de digestão e PCR foi utilizado o GFX PCR DNA and gel band 

purification kit GE Healthcare Bio-Sciences (Piscataway, NJ, EUA). Todos os demais 

reagentes usados neste trabalho foram de grau analítico e com elevado grau de pureza. 

 

3.3.2 Métodos 

 

3.3.2.1 Obtenção do fragmento gênico CpOsm 
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3.3.2.1.1 Desenho dos oligonucleotídeos iniciadores 

 

Oligonucleotídeos iniciadores específicos foram desenhados para a obtenção da 

sequência codificadora da proteína de Calotropis procera (CpOsm). Esses  foram desenhados 

com base na sequência depositada no GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) de número de acesso 

ALA55570. Sítios para endonucleases de restrição foram adicionados às extremidades 5ʹ dos 

primers, para proporcionar a retirada do gene durante as subclonagens (ANEXO D).  

 

3.3.2.1.2 Extração do DNA plasmidial do vetor pET303::CpOsm 

 

Com o intuito de obter a sequência gênica da osmotina, células de E. coli TOP10F´ 

preservadas em estoque de glicerol contendo o vetor recombinantes pET303::CpOsm (ANEXO 

A), foram cultivadas em placas de Petri contendo meio LB (Meio Luria-Bertani) suplementado 

com carbenicilina (50 μg/mL) e estreptomicina (30 μg/mL) e mantidas a 37 ºC durante o período 

de 16 horas. Essas células foram produzidas e cedidas por Oliveira (2014).  

Após o cultivo em meio sólido, colônias isoladas foram inoculadas em 5 mL de caldo 

LB contendo os mesmos fatores de seleção que o meio anterior. As culturas foram mantidas 

sob agitação orbital constante de 180 rpm, a 37 ºC, por 16 horas. Decorrido o tempo, alíquotas 

de 3 mL das suspensões bacterianas foram centrifugadas a 12.000 x g por 5 minutos e 

posteriormente submetidos ao processo de extração de DNA plasmidial pelo método da lise 

alcalina (SAMBROOK et al., 1989). 

Após a centrifugação, as células foram coletadas e ressuspensas em 200 μL da solução 

de Tris-HCl 25 mM (pH 8,0), EDTA 10 mM e glicose 50 mM. Em seguida, adicionou-se uma 

alíquota de 200 μL da solução de lise, constituída de NaOH 4,0 M com SDS 10%. Após 5 

minutos, foram adicionados às amostras 200 μL de acetato de potássio 2,8 M, com o intuito de 

neutralizar a suspenção. Decorridos 5 minutos de neutralização as amostras foram centrifugadas 

a 12.000 x g por 5 minutos. O sobrenadante foi cuidadosamente coletado em tubos novos e a 

este foi adicionado 2/3 do volume de isopropanol para a precipitação do DNA. As amostras 

foram incubadas a -20 °C por 2 horas e em seguida centrifugadas a 12.000 x g, por 5 minutos. 

O sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado com etanol 70%. Após a etapa de 

lavagem, o DNA extraído foi diluído em 50 μL de água ultrapura autoclavada. 

Após a obtenção do DNA as amostras foram submetidas a um tratamento com RNAse 

A. Para isso, adicionou-se 2 μL de RNAse A (1 mg/mL), incubando-se a amostra por 1 hora a 
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37 °C. As amostras contendo o DNA plasmidial foram quantificadas em espectrofotômetro, 

medindo-se a absorbância nos comprimentos de onda de 260 e 280 nm para o cálculo da 

concentração. 

Com o intuito de confirmar a presença do gene da osmotina e para verificar a qualidade 

do plasmídeo, foi realizado uma digestão enzimática com as enzimas BglII (20 U/μL)e XbaI 

(20 U/μL). A reação de digestão foi preparada em um volume de 10 μL, contendo 1 μL de DNA 

plasmidial (500 ng/μL), 0,1 μL (2U) de BglII, 0,1 μL (2U) de XbaI, 1 μL do tampão (Tris-HCl 

50 mM-pH 7,5, MgCl2 10 mM, NaCl 100 mM e BSA 0,1 mg/mL) e 7,8 μL de água ultrapura. 

A reação foi incubada a 37 °C por 3 horas e, logo em seguida, a enzima foi inativa a 60° por 20 

minutos. O produto da digestão foi aplicada em um gel de agarose 1% para corrida de 

eletroforese. 

 

3.3.2.1.3 Amplificação do fragmento gênico CpOsm e purificação do produto de PCR 

 

O plasmídeo recombinante pET303::CpOsm, foi usado como molde em reações de 

PCR, utilizando uma DNA polimerase termoestável de alta fidelidade (Phusion Hot Start DNA 

polimerase) e primers específicos, com sítios de restrição apropriados para clonagem no 

plasmídeo pUCRBC-1(ANEXO B).  

As reações foram realizadas em um volume final de 20 μL, contendo DNA molde (50 

ng), dNTPs (200 μM cada), primers específicos (0,5 μM cada), tampão 1X Phusion GC ou HF 

com 1,5 mM de MgCl2 (Finnzymes), Phusion Hot Start DNA polimerase (0,4 U; Finnzymes) e 

água ultrapura estéril (q.s.p. 20 μL). O processo de amplificação ocorreu em termociclador 

PTC-200 (MJ Research) programado para uma etapa inicial de desnaturação (3 minutos a 98 

°C), seguida por 35 ciclos de 10 segundos a 98 °C (desnaturação), 30 segundos a 65 °C 

(anelamento) e 2 minutos e 30 segundos a 72 °C (extensão). Após o último ciclo, foi realizada 

uma última etapa de extensão prolongada (72 °C por 5 minutos). Uma alíquota de 10 μL do 

produto final de reação foi analisada por eletroforese em gel de agarose 1%. 

Os produtos da amplificação foram purificados a partir do gel de agarose com auxílio 

do Kit GFX PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare Life Sciences). Para isso, a 

banda referente aos fragmento de interesse foi homogeinizada com 500 μL de tampão de 

solubilização através de agitação vigorosa até adquirir uma coloração amarela. A mistura foi 

adicionada a uma coluna GFX MicroSpinTM montada em um microtubo de 1,5 mL. A amostra 

foi centrifugada por 60 segundos a 16.000  x g. O volume no tubo foi descartado e a coluna 
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com o DNA aderido foi montada em outro microtubo. Foi adicionado à coluna o volume de 

500 μL de tampão de lavagem. A amostra foi centrifugada a 16.000 x g por 60 segundos. O 

microtubo foi descartado e a coluna foi montada em um novo microtubo de 1,5 mL. Foram  

adicionados 20 μL de tampão de eluição e a coluna mantida à temperatura ambiente por 5 

minutos. Em seguida, a coluna foi centrifugada por 5 minutos a 16.000x  g. O produto da eluição 

foi quantificado e submetido à digestão enzimática com as enzimas de restrição XbaI e BglII. 

 

3.3.2.2 Obtenção do cassete de expressão RBC-1::CpOsm e clonagem do vetor RBC-

1::CpOsm::pBINPLUS em Escherichia coli DH5α 

 

3.3.2.2.1 Produção do vetor pUCRBC-1::CpOsm e transformação de E. Coli DH5α com o 

vetor recombinante 

 

O inserto do gene CpOsm purificado e o vetor pUCRBC-1 foram separadamente 

submetidos ao processo de digestão com as enzimas XbaI e BglII, a reação procedeu-se como 

descrito no item 3.2.2. Após a digestão do inserto CpOsm e do vetor pUCRBC-1 esses foram 

submetidos a uma reação de ligação com o intuito de gerar o vetor recombinante pUCRBC-

1::CpOsm. 

A ligação do inserto com o vetor foi produzida utilizando o Kit T4 DNA Ligase 

Invitrogen (Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA). A reação consistiu na adição de 5 μL do 

tampão 2x Rapid Ligation (Tris-HCl 60 mM-pH 7,8, MgCl2 20 mM, DTT 20 mM, ATP 2 mM, 

polietilenoglicol 10%), 1 μL de pUCRBC-1 (50 ng/μL), 1 μL de T4 DNA ligase (3U/μL) e 5 

μL do produto da PCR. A reação foi incubada a 4 °C por 16 horas no termociclador PTC-200 

(MJ Research). O produto da reação de ligação foi utilizado para transformar células 

eletrocompetentes de E. coli DH5α por meio de eletroporação. 

Para o processo de transformação, utilizou-se uma mistura de 10 μL do produto reação 

de ligação e 40 μL de células eletrocompetentes, o produto foi deixado em repouso por 5 

minutos, em banho de gelo, sendo então transferida para uma cubeta de eletroporação de 4 mm, 

aplicando-se à suspensão de células um pulso de 2,5 kV utilizando o Eletroporador 2510 

(Eppendorf). Imediatamente após a aplicação do pulso, as células foram recuperadas da cubeta 

com 1 mL de meio SOC e incubadas a 37 ºC por 90 minutos sob agitação orbital constante de 

180 rpm. Após o período de incubação, 100 μL das culturas foram cultivadas em meio LB ágar 

suplementado com carbenicilina (100 μgmL), estreptomicina (30 μgmL). As culturas foram 
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mantidas a 37 ºC por 16 h, até a visualização de colônias. Colônias brancas foram selecionadas 

ao acaso para extração do DNA plasmidial e posterior confirmação da presença do plasmídeo 

recombinante via digestão plasmidial e PCR (metodologias descritas anteriormente nos itens 

3.2.1.2 e 3.2.1.3). 

 

3.3.2.2.2 Obtenção do cassete de expressão RBC-1::CpOsm e produção do vetor binário 

pBINPLUS::RBC-1::CpOsm 

 

Após a obtenção do vetor recombinante pUCRBC-1::CpOsm a etapa seguinte foi a 

retirada do cassete de expressão RBC-1::CpOsm e a inclusão desse inserto no vetor binário 

pBINPLUS resultando no vetor binário recombinante pBINPLUS:: RBC-1::CpOsm (ANEXO 

C). As enzimas de restrição que possuem sítio de clivagem compatíveis com o múltiplo sítio de 

clonagem do vetor binário pBINPLUS e com o inserto RBC-1::CpOsm são as enzimas HindIII 

e EcoRI.  

Para obtenção do cassete e do vetor binário recombinante foi Incialmente foi realizada 

a digestão do vetor recombinante pUCRBC-1::CpOsm com as enzimas de restrição HindIII e 

EcoRI e logo em seguida o material foi purificado e digerido com uma terceira enzima de 

restrição a NdeI. O vetor binário pBINPLUS foi digerido com as enzimas de restrição HindIII 

e EcoRI. O produto foi submetido a uma eletroforese em gel de agarose na concentração de 1% 

para confirmar a eficiência da digestão. O material resultante de cada plasmídeo digerido foi 

purificado utilizando o Kit GFX PCR and gel band purification (GE). Após a purificação do 

inserto e do vetor binário, estes foram submetidos a uma reação de ligação utilizando o Kit T4 

DNA Ligase Invitrogen (Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA). O produto da reação de 

ligação foi usado para transformar células eletrocompetentes de E. coli DH5α por meio de 

eletroporação. As suspensões foram cultivadas em placas de meio de cultura LB ágar, 

suplementado com estreptomicina (30 mg/L) e canamicina (50 mg/L). As placas foram 

incubadas em estufa a 37 °C por 18 horas e os clones selecionados submetidos ao processo de 

extração de plasmídeo pelo método da lise alcalina (SAMBROOK et al., 1989). O DNA 

plasmidial foi quantificado e submetido à digestão enzimática com as enzimas de restrição 

HindIII e EcoRI para a confirmação da eficiência da transformação. 
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3.3.2.3 Transformação de células de Agrobacterium tumefaciens com o vetor binário 

recombinante pBINPLUS::RBC-1::CpOsm 

 

3.3.2.3.1- Transformação da Agrobacterium tumefaciens 

 

Após a transformação de E. coli DH5α como vetor binário recombinante 

pBINPLUS::RBC-1::CpOsm foi realizado uma extração do DNA plasmidial, e esse material 

introduzido em células eletrocompetentes de A. tumefaciens LBA4404 por eletroporação 

(metodologia anteriormente descrita no item 3.2.2.1).  

A seleção dos transformantes foi conduzida em meio YM contendo os antibióticos 

canamicina 50 mg/L e estreptomicina 50 mg/L. Após 72 horas, as colônias isoladas foram 

transferidas para meio YM líquido contendo os mesmos agentes seletivos. Essas colônias foram 

submetidas à extração de DNA plasmidial para confirmação da presença do gene CpOsm por 

PCR. 

 

3.3.2.4 Transformação de tabaco (Nicotiana tabacum var. Xanthi) via agroinfecção 

 

As plantas de tabaco foram transformadas pelo método de agroinfecção (HORSCH et 

al., 1985). Explantes foliares das plantas de tabaco foram expostos a uma suspensão de A. 

tumefaciens transformadas com o vetor RBC-1::CpOsm::pBINPLUS. Como controle, 

explantes de tabaco foram co-cultivados com A. tumefaciens contendo o vetor binário 

pBINPLUS. Explantes não transformados também foram usados como controle positivo 

inoculados em meio com antibiótico) e negativo (inoculados em meio sem antibiótico). O 

experimento foi conduzido em delineamento inteiramente csaulizado e consitiu de quatro 

tratamentos, sendo cada tratamento formado por cinco repetições e cada repetição (unidade 

experimental) constituída por uma placa de Petri contendo dez explantes.  

Os explantes foram expostos à suspensão bacteriana ou ao meio de cultura por uma hora. 

Esse procedimento ocorreu na ausência de luz, sob agitação constante (40 rpm) e a uma 

temperatura de 28 °C. Ao final do período de incubação, os explantes pertencentes a cada 

tratamento foram, separadamente, secos em papel de filtro estéril e então transferidos para 

placas de Petri (90 mm) contendo meio MS (MURASHIGE E SKOOG, 1962) acrescido de 

sacarose 3,0%, e ágar 0,7%. Em cada placa foram adicionados dez explantes com a face adaxial 

voltada para o meio de cultura. As placas contendo os explantes foram mantidas por 48 horas a 
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uma temperatura de 28 °C na ausência de luz. Após o período de co-cultivo, os explantes foram 

transferidos para meio MS contendo os antibióticos apropriados (cefotaxima 500 mg/L e 

canamicina 50 mg/L) e o regulador de crescimento 6-benzilaminopurina (BAP) 1 mg/L. Os 

brotos adventícios formados foram enraizados em meio MS suplementado de canamicina 50 

mg/L desprovido de reguladores de crescimento. As plantas enraizadas foram utilizadas como 

fonte de material vegetal para o processo de confirmação da transformação. 

 

3.3.2.5 Análise da expressão e transcrição do gene CpOsm em plantas transformadas 

 

3.3.2.5.1- Análise dos transformantes primários por PCR 

 

Para confirmação da presença do gene CpOsm nas plantas de N. tabacum folhas de 

plantas de N. tabacum que emitiram raízes em meio seletivo (transformados com o vetor 

pBINPLUS e RBC-1::CpOsm::pBINPLUS) e em meio controle (plantas não transformadas) 

foram utilizadas como fonte de material para extração de DNA.  

O DNA genômico foi extraído de folhas de plantas de N. tabacum utilizando a 

metodologia de SAMBROOK et al. (1989). Foram coletadas 500 mg de folhas e maceradas na 

presença de nitrogênio líquido até a obtenção de um pó fino, que foi transferido para um tubo 

contendo 12 mL de tampão de extração (Tris-HCl 100 mM pH 8, CTAB 2%, EDTA 20 mM, 

NaCl 1,4 M), adicionado de β- mercaptoetanol 0,2% (v/v) e previamente aquecido a 65 ºC. Este 

material foi incubado em banho-maria a 65 ºC por aproximadamente 90 minutos, e durante esse 

período o tubo foi invertido a cada 10 minutos. Ao final dessa incubação, o material foi 

centrifugado a 5.000 x g por 10 minutos à temperatura ambiente. O sobrenadante foi 

cuidadosamente transferido para novo tubo e ao mesmo foi adicionado 1 volume de 

clorofórmio:álcool isoamílico 24:1 (vv). Após inversão, as fases orgânica e aquosa foram 

separadas por centrifugação a 10.000 x g por 20 minutos à temperatura ambiente.  

Após a centrifugação a fase aquosa foi transferida para um novo tubo e os ácidos 

nucleicos precipitados pela adição de 2,5 volumes de etanol absoluto resfriado e mantidos a -

20 °C por 12 horas. Decorrido o tempo, o material foi novamente centrifugado nas mesmas 

condições e o precipitado foi coletado. O material obtido foi colocado para secar na bancada e 

depois dissolvido em 300 μL de tampão TE (Tris-EDTA, pH 8,0). A solução foi adicionada de 

3 μL de RNase A (10 mg/mL) e incubada a 37 °C durante 60 minutos.   
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Após a obtenção do DNA, o material foi quantificado e usado como molde para uma 

reação de PCR utilizando os primers específicos da CpOsm.  

 

3.3.2.5.2 Análise de transcrição do gene CpOsm via RT-PCR 

 

Para confirmação a transcrição do gene CpOsm nas plantas de N. tabacum, folhas de 

plantas de N. tabacum  que enraizaram em meio seletivo (transformados com o vetor 

pBINPLUS e RBC-1::CpOsm::pBINPLUS) e em meio controle (plantas não transformadas) 

foram utilizados como fonte de material para extração de DNA.  

Para o procedimento de extração de RNA, utilizou-se 200 mg do material que foram 

macerados em nitrogênio líquido. O pó obtido da maceração foi utilizado para extração de RNA 

total, através do RNeasy plant mini Kit (Qiagen) de acordo com as instruções do fabricante. 

Adicionou-se 700 μL do tampão RLT e 10 μL de β-mercaptoetanol às amostras 

maceradas, sendo esta mistura homogeneizada usando vórtex, e a solução obtida transferida 

através de pipetagem para uma mini coluna do kit (QIAshedder spin column), acoplada a um 

tubo coletor de 2 mL e centrifugada a 25 °C por 2 minutos a 12.000 x  g. O sobrenadante foi 

recuperado e transferido para um novo microtubo, onde foi adicionado 0,4 mL de etanol 95% 

e a solução obtida foi misturada por inversão. 

 A solução obtida anteriormente foi transferida para uma nova coluna do kit (RNeasy 

mini spin column), também acoplada a um tubo coletor de 2 mL e centrifugada a temperatura 

ambiente (25 °C) por 15 segundos a 8.000 x  g. O eluído foi descartado sendo adicionado na 

coluna 400 μL de tampão RW1, centrifugando-se a temperatura ambiente por 15 segundos a 

8.000 x  g. Após esta lavagem com RW1 a coluna foi transferida para um novo tubo coletor e 

foram adicionados 500 μL de tampão RPE na coluna, que foi submetida a uma centrifugação a 

temperatura ambiente por 15 segundos a 8.000 x g. O eluído foi descartado e foram adicionados 

mais 500 μL do tampão RPE na coluna Uma nova centrifugação a temperatura ambiente por 2 

minutos a 8.000 x g foi realizada a fim de eliminar qualquer resíduo de etanol que pudesse 

interferir em reações posteriores.  

O eluído e o tubo coletor foram descartados e a coluna foi transferida para um novo tubo 

coletor de 1,5 mL. Em sequência foram adicionados 40 μL de água livre de RNases diretamente 

na coluna, submetendo a nova centrifugação por 1 minuto a 8.000 x g para eluição do RNA. O 

RNA eluído foi armazenado a -20 °C para posterior quantificação, análises eletroforéticas e 

ensaios de RT- PCR. 
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O RNA total foi utilizado para a síntese do DNA complementar (cDNA), utilizando o 

Kit da IMpromIITM Transcriptase Reverse (Promega, Estados Unidos) de acordo com as 

instruções do fabricante. Para ocorrer a reação, incubou-se 1 µg da amostra de RNA com 500 

ng de iniciador Oligo (dT)18, por 5 minutos à temperatura de 70 °C e depois a 4 °C por mais 5 

minutos. Logo após, adicionou-se uma mistura reacional contendo:  4 µL de tampão de 

transcrição reversa 5 vezes concentrado, 2,4 µL de MgCl2 0,025 M, 1 µL de dNTP 0,01 M e 1 

µL da enzima transcriptase reversa 1 UA/ µL. A reação de síntese da fita complementar ocorreu 

a 25 °C por 5 minutos, 42 °C por 1 hora, seguida de 75 °C por 15 minutos (inativação da 

enzima). O cDNA obtido foi armazenado a -20 °C para posteriores reações de PCR. Para a 

realização da PCR foi utilizado 1 µL do resultante da reação acima descrita e utilizado a mesma 

metodologia descrita em tópicos anteriores. 

 

3.3.2.6 Detecção da CpOsm recombinante em plantas de trabaco e sua função biológica in 

vitro  

 

3.3.2.6.1- Extração de proteínas de folhas de Nicotiana tabacum 

 

Para o estudo das proteínas de N. tabacum folhas de plantas que emitiram raízes em 

meio seletivo (transformados com o vetor pBINPLUS e RBC-1::CpOsm::pBINPLUS) e em 

meio controle (plantas não transformadas) foram utilizados como fonte de material para 

extração de DNA.  

Para realizar a extração foram selecionados um grama de folha para 3 ml de tampão 

acetato de sódio 50 mM. O tecido foi macerado com nitrogênio líquido em banho de gelo por 

um tempo padronizado de 10 minutos. O material macerado foi colocado em tubo de centrífuga 

graduado de 15 mL centrifugado por 15 minutos a 10.000 x g a 4 °C. O sobrenadante foi 

coletado e colocado para diálise por 48 horas em uma membrana fina de 12 kDa. Após a diálise, 

as amostras foram liofilizadas. 

As amostras de proteínas dos diferentes clones foram utilizadas para os ensaios de 

imunodetecção, eletroforese e ensaios de crescimento micelial e germinação de esporos de 

fungos fitopatogênicos. 

 

3.3.2.6.2- Produção de anticorpos anti-CpOsm nativa 
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O método de produção de anticorpos anti-osmotina foi descrito por Ramos e 

colaboradores (2006). A primeira etapa para produção de anticorpos anti-CpOsm consistiu na 

purificação da osmotina nativa de C. procera (CpOsm) . Esta purificação foi realizada através 

do método descrito por Freitas e colaboradores (2011a). A fração proteica do látex de C. 

procera (PL) foi fracionada em três picos após cromatografia em coluna de CM-Sepharose Fast 

Flow a pH 5,0. O pico PII-CM-Sepharose (eluído com 0,2 M de NaCl) foi aplicado em uma 

coluna de troca iônica Resource-S acoplada em um sistema de FPLC, previamente equilibrada 

com tampão fosfato de sódio 25 mM, pH 6,0. Eletroforeses em géis de poliacrilamida (SDS-

PAGE) foram realizadas para visualizar o grau de pureza das amostras (LAEMMLI, 1976). 

Os anticorpos policlonais contra a osmotina nativa foram produzidos em coelho macho, 

da raça Nova Zelândia, de quatro meses de idade, obtido no Departamento de Zootecnia da 

UFC. A sensibilização foi induzida por uma dose inicial com CpOsm (0,5 mg em 0,5 mL de 

salina estéril) e adjuvante completo de Freud (0,5 mL), administrada por via intramuscular, na 

pata traseira do animal. Doses de reforço de 1 mg de CpOsm em 1 mL de solução salina, sem 

o adjuvante, foram posteriormente aplicadas por via subcutânea no dorso do animal nos dias 

21, 35 e 42. Cortes nas extremidades das orelhas do coelho foram realizados e aproximadamente 

10-15 mL de sangue foram coletados antes da primeira sensibilização (dia 0) e das doses de 

reforço (dia 35 e 42). O sangue foi deixado em repouso em estufa a 37 ºC por 5 h, para retração 

do coágulo. Posteriormente, o soro foi obtido após centrifugação a 2.000 g por 5 min a 25 ºC. 

O soro total resultante foi utilizado para os ensaios de Dot blotting e Western Blotting. 

3.3.2.6.3 Dot blotting 

 

Imunodetecção de proteínas imobilizadas em membrana de nitrocelulose foi realizada 

de acordo com o procedimento originalmente descrito por Towbin e colaboradores (1979). As 

amostras utilizadas foram o LPCp e as amostras de proteínas extraídas de folha de N. tabacum 

transformada e controle. 

 Para esta técnica, 20 µg de extrato proteico de folhas de fumo foram dissolvidos em 10 

µL de tampão acetato de sódio 50 mM, pH 5,0 e aplicados na membrana de nitrocelulose. Logo 

após, as membranas foram incubadas em solução bloqueadora, composta de PBS (NaCl 0,13 

M, KCl 2,6 mM, Na2HPO4 5,3 mM, KH2PO4 1,7 mM, pH 7,4) contendo 5% de leite desnatado, 

sob agitação orbital constante de 40 rpm a 25 °C por 2 h. Decorrido esse período, a solução 

bloqueadora foi descartada e a membrana foi lavada três vezes consecutivas em PBS contendo 

5% de leite desnatado. Os anticorpos primários (anti-CpOsm nativa) foram adicionados em uma 
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diluição de 1:5.000 (v:v) na solução bloqueadora e a incubação foi realizada à temperatura 

ambiente, sob agitação constante, por 2 horas. A membrana foi então submetida a três lavagens 

(cada uma por 2 min, sob agitação) com PBS, para eliminação do excesso de anticorpo primário 

não ligado às proteínas retidas na membrana. Em seguida, o anticorpo secundário (IgG de cabra 

anti-IgG de coelho, conjugada com fosfatase alcalina) foi adicionado à solução, em uma 

diluição de 1:5.000 (v:v), e o mesmo permaneceu em contato com a membrana por 2 horas, sob 

agitação constante, à temperatura de 25 °C. Finalmente, após um ciclo de três lavagens 

sucessivas idênticas às anteriores, a reação de revelação foi desenvolvida utilizando o substrato 

BCIP/NBT, que constituiu de uma solução de Tris-HCl 0,2 M, pH 9,0, NaCl 0,1 M, MgCl 2,5 

mM, NBT 10 mg/mL e BCIP 25 mg/mL. As membranas foram deixadas sob agitação com a 

solução do substrato, até o aparecimento das bandas. A reação foi interrompida com a lavagem 

da membrana em água destilada. 

 

3.3.2.6.4 Western Blotting 

 

Para o ensaio de Western Blotting a metodologia utilizada foi similar a descrita por 

TOWBIN et al. (1979), para isso foram realizadas duas eletroforeses, uma para a 

eletrotransferência das proteínas e outra para coramento com Coomassie Brilhante Blue R-350.  

Os poços do gel de eletroforese foram preenchidos com LPCp e as amostras de proteínas 

extraídas de folha de N. tabacum transformada e controle, as amostras estavam na concentração 

de 40 µg por poço.  

As proteínas foram transferidas por 2 horas a 100 mA para uma membrana de PVDF, 

que foi previamente ativada com metanol e incubada por 10 minutos com tampão de corrida 

contendo 20% de metanol, usando uma unidade de transferência no Semi-dry (GE HealthCare). 

Os passos seguintes da reação foram realizados conforme já descritos no ensaio de Dot Blotting. 

Após a adição do substrato esperou-se a formação de bandas arroxeadas e a reação foi parada 

lavando a membrana com água destilada. 

 

3.3.2.6.5 Atividade de inibição do crescimento micelial e germinação de esporos de fungos 

fitopatogênicos  

 

Para avaliar o efeito das proteínas de folhas de N. tabacum na inibição do crescimento 

micelial e na germinação de esporos de fungos fitopatogênicos foram utilizados extratos 
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proteicos de plantas transformadas com o vetor pBINPLUS e RBC-1::CpOsm::pBINPLUS e 

plantas não transformadas. Os fungos foram de duas espécies do gênero Fusarium¸ o F. 

oxysporum cubense  e o F. tupiense. As culturas de  fungos foram mantidos em estufa a 27 ± 2 

ºC na ausência de luz e renovados mensalmente através da transferência de fragmentos de 

micélio para placas de Petri contendo meio  Batata Dextrose Ágar (BDA).  

As suspensões de esporos dos fungos foram preparadas pela adição de 5 mL de água 

destilada estéril em placa de Petri, quinze dias após o repique. Com auxílio de uma alça de 

Drigalski, foram feitos movimentos suaves na superfície do micélio para liberação dos esporos. 

As suspensões obtidas foram filtradas em malhas finas de nylon estéreis para a retirada das 

hifas remanescentes. Os esporos foram contados com o auxílio de uma câmara de Neubauer em 

microscópio óptico e a concentração de esporos foi ajustada para  106 esporos/mL. 

As amostras utilizadas foram dissolvidas em tampão acetato de sódio 50 mM, pH 5,0, 

na concentração de 2 mg/mL, centrifugadas a 10.000 x g por 10 minutos a 4 °C e filtrada através 

de membrana com poro de 0,20 µm de diâmetro. Foram utilizados como controles negativo e 

positivo, respectivamente, tampão acetato de sódio 50 mM, pH 5,0 e  o fungicida tiabendazol 

(4 mL/L). 

Para avaliar a inibição do crescimento micelial foram preparadas amostras contendo 10 

µL de uma suspensão aquosa de esporos (106 esporos/mL) e 90 µL de meio liquido Yeast 

Peptone Dextrose (YPD). A incubação foi feita em placas de microtitulação de poliestireno de 

fundo plano, de 96 poços. Após 16 horas a 27 °C e no escuro, 100 µL das amostras foram 

adicionadas. A turbidimetria foi monitorada a 620 nm, por 48 horas em intervalos de 12 horas 

num leitor de microplacas (Biotrak II Plate Reader, Amersham Biosciences). Os dados foram 

submetidos à e análise de variância (ANOVA) e o programa estatístico utilizado foi 

GraphPadPrism 6. O teste de múltiplas comparações de Tukey foi utilizado para identificar as 

médias que diferiram no teste de ANOVA. Valores de p <0,05 foram considerados 

estatisticamente diferentes. 

Para a avaliação da germinação de esporos foram preparadas amostras contendo 10 µL 

de suspensão de esporos (106 esporos/mL) e 10 µL das amostras de extrato proteico e 

adicionadas em placas de polietileno reticuladas estéreis por 16 horas a 27 °C. As placas foram 

avaliadas quanto à inibição da germinação de esporos sob microscópio de luz. A 

microfotografia de cada preparação foi obtida, e a taxa de germinação de esporos foi avaliada 

visualmente. 
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3.3.2.6.6 Avaliação do estresse salino em plantas de fumo 

 

Para a avaliação do efeito da salinidade em plantas de fumo transformadas e controle, 

foi empregada a metodologia descrita por Chen e colaboradores (2018). Para isso, plantas in 

vitro transformadas com os vetores pBINPLUS, RBC-1::CpOsm::pBINPLUS e o tratamento 

controle foram usadas para o experimento. Elas foram padronizadas por idade (15 dias após o 

subcultivo), tamanho médio (3 cm de altura) e por número de folhas (média de 3 folhas por 

planta). Para a indução do estresse salino, as plantas foram cultivadas em meio MS 

suplementado com 3% de sacarose e 300 mM de NaCl, meio MS sem a adição de NaCl foi 

utilizado como grupo controle para todos os tratamentos.   

Após uma semana de contato com o meio foram avaliados os seguintes fatores: tamanho 

da planta, número de folhas e a quantificação de prolina livre.  

 

3.3.2.6.7 Avaliação do crescimento e número de folhas 

 

 Após 7 dias de contato com o meio MS na ausência e presença de NaCl, foi realizado 

uma mensuração do tamanho e do número de folhas das plantas de fumo transformadas e 

controle.  Para cada tratamento, foram analisadas 3 plantas sendo o resultado expresso a média 

dessas. Os dados foram examinados utilizando o programa GraphPadPrism 6 e análise de 

variância (ANOVA). O teste de múltiplas comparações de Tukey foi utilizado para identificar 

as médias que diferiram no teste de ANOVA. Valores de p <0,05 foram considerados 

estatisticamente diferentes. 

 

3.3.2.6.8 Quantificação de prolina 

 

Para a determinação do teor de prolina, utilizou-se 100 mg de diferentes amostras de 

folhas de N. tabacum transformadas com o vetor pBINPLUS e RBC-1::CpOsm::pBINPLUS e 

em meio controle. A concentração de prolina foi determinada de acordo com os procedimentos 

descritos por Bates e colaboradores (1973).  

Nesta metodologia, 100 mg de folhas frescas foram homogeneizadas em 10 mL de ácido 

sulfossalicílico, em seguida este material foi centrifugado em uma velocidade de 4.000  g 

durante 15 minutos em temperatura ambiente e o sobrenadante gerado foi retirado para análise 

de conteúdo de prolina. Para tanto, foram adicionados em tubo de ensaio: 1 mL da amostra, 1 
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mL de ninidrina ácida e ácido acético. Para o preparo da ninidrina ácida, foi pesado 1,25 g de 

ninidrina e dissolvido em 30 mL de ácido acético glacial e 20 mL de ácido fosfórico 6 M. Os 

tubos de ensaio rosqueáveis foram fechados, agitados vigorosamente e colocados em banho-

maria a 100 °C por 1 hora. Esta reação foi interrompida colocando as amostras em banho de 

gelo por aproximadamente cinco minutos. Após o resfriamento, as amostras foram retiradas do 

banho de gelo e mantidas em temperatura ambiente, em seguida foram adicionados 2 mL de 

tolueno no meio da reação.  

Após a adição do tolueno, os tubos foram agitados vigorosamente, e a fase superior 

menos densa foi aspirada com o auxílio de pipeta Pasteur e esta solução foi utilizada para a 

realização das leituras da absorbância em 520 nm. Os teores de prolina das amostras foram 

determinados através de comparação com uma curva padrão de prolina utilizando como branco 

o tolueno.  As amostras foram compostas de folhas de três plantas diferentes, sendo as análises 

feitas em triplicata. Os dados foram submetidos à análise de variância (ANOVA). e o programa 

estatístico utilizado foi o  GraphPadPrism 6 e O teste de múltiplas comparações de Tukey foi 

utilizado para identificar as médias que diferiram no teste de ANOVA. Valores de p <0,05 

foram considerados estatisticamente diferentes. 

 

3.4 Resultado e discussão  

 

3.4.1 Obtenção do fragmento gênico CpOsm 

 

Durante o processo de construção dos vetores recombinantes, foi realizada uma extração 

do DNA plasmidial do vetor pET303::CpOsm previamente clonado por Oliveira (2014). Esse 

vetor, forneceu a região codificadora para amplificação do gene CpOsm. Células de E. coli 

DH5α transformadas com o vetor pET303::CpOsm foram inoculadas em meio LB sólido 

suplementado com carbenicilina (50 μg/mL) e estreptomicina (30 μg/mL) e mantidas a 37 ºC. 

Após 16 horas de incubação das células, foi observado um abundante crescimento de colônias 

bem isoladas. 

As colônias foram transferidas para o meio LB líquido com os mesmos agentes seletivos 

e mantidas a 37 ºC por 16 horas e, logo em seguida, tiveram seu DNA plasmidial extraído. Para 

confirmar que as células estavam verdadeiramente transformadas, foram realizadas digestões 

com as enzimas XhoI e XbaI, para a retirada do fragmento de aproximadamente 609 pb 

referente ao gene da osmotina (Figura 13). 
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Figura 13 – Comprovação da presença do fragmento gênico CpOsm. Eletroforese em gel de 

agarose 1% com o produto de digestão dos plasmídeo pET303::CpOsm. O poço M contém o 

marcador λ-DNA/HindIII (200 ng); o poço 1 contém o DNA plasmidial do vetor 

pET303::CpOsm íntegro; o poço 2 contém DNA plasmidial do vetor pET303::CpOsm 

digerido com as enzimas de restrição XhoI e XbaI. 

 

Fonte: elaborada pelo autor. 

 

Após o resultado positivo, foi realizada uma PCR com a enzima polimerase de alta 

fidelidade, utilizando os iniciadores CpOsmTbXbaI e CpOsmTbBglII. Esses iniciadores 

forneceram um sítio de clivagem para as enzimas de restrição XbaI e BglII, que são enzimas 

compatíveis com o múltiplo sítio de clonagem do vetor pUCRBC-1. O resultado exibiu um 

fragmento de aproximadamente 609 pb, corroborando com o resultado obtido na digestão 

(Figura 14).  
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Figura 14 – Obtenção do fragmento gênico CpOsm por PCR. Eletroforese em gel de agarose 

1% com o produto da PCR utilizando primers específicos para o gene CpOsm. O poço M 

contém o marcador de peso molecular DNA Ladder 1 kb, o poço N contém o controle 

negativo da reação, nos poços 1-3 contém o produto de amplificação contendo concentrações 

crescentes de DNA plasmidial (30 ng, 40 ng e 50 ng, respectivamente). 

 

Fonte: elaborada pelo autor. 

 

Trabalhos relatam que entre as características conservadas das osmotinas estão peso 

molecular e tamanho do fragmento gênico. A osmotina de C. procera já foi estudada quanto ao 

peso molecular, a proteína nativa possui de aproximadamente 22 kDa. Além disso, foi realizada 

a clonagem e o sequenciamento do gene que amplifica essa proteína, mostrando que o mesmo 

é composto por 609 pb (FREITAS et al., 2011a; RAMOS et al., 2015). Dessa forma, podemos 

observar que os fragmentos obtidos por PCR e digestão com enzimas de restrição corroboram 

com os resultados presente na literatura. 

 

3.4.2 Obtenção de células de E. coli transformadas com o vetor pUCRBC-1::CpOsm 

 

Uma das etapas intermediárias do projeto foi a clonagem do gene CpOsm no vetor 

pUCRBC-1. Essa etapa foi necessária para a formação do cassete de expressão que 

posteriormente foi introduzido no vetor binário pBINPLUS.  
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Para realização da subclonagem do inserto CpOsm proveniente do produto de PCR no 

vetor pUCRBC-1, realizou-se uma digestão de ambos os materiais com as enzimas de restrição 

XbaI e BglII. Em seguida, o material passou por uma reação de ligação seguido de 

eletroporação em células de E. coli DH5α, resultando na produção inúmeras colônias. Dez 

colônias foram selecionadas e o seu DNA foi extraído e utilizado como molde em uma reação 

de PCR. O resultado contatou que os dez clones testados amplificaram positivamente o 

fragmento gênico CpOsm, ocorrendo a formação de uma banda com peso molecular 

correspondendo ao tamanho esperado (Figura 15). 

Após a PCR, os produtos de DNA dos clones foram digeridos com XbaI e BglII, como 

uma forma adicional para confirmar a inserção do gene CpOsm no vetor de clonagem 

pUCRBC-1. Esse ensaio corroborou com os dados obtidos no experimento da PCR. Dessa 

forma, o produto da digestão apresentou os seguintes fragmentos: um fragmento de 4645 pb, 

correspondente ao pUCRBC-1, e outro fragmento possuindo 609 pb, correspondente à 

sequência codificadora do gene CpOsm (Figura 16). 

 

Figura 15 – Produção do vetor recombinante pUCRBC-1::CpOsm. A) Colônias de E. coli 

DH5α transformadas com o vetor pUCRBC-1::CpOsm crescendo em meio LB com agentes 

seletivos, B) Eletroforese em gel de agarose 1% com o produto da PCR utilizando primers 

específicos para o gene CpOsm, onde o poço M contém o marcador o marcador λ-

DNA/HindIII (200 ng), o poço N contém o controle negativo da reação, nos poços 1-10 

contém o produto de amplificação do DNA plasmidial de diferentes colônias de E. coli DH5α 

transformadas com o vetor recombinante. 

 

Fonte: elaborada pelo autor. 
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Figura 16 – Confirmação da produção do vetor recombinante pUCRBC-1::CpOsm. 

Eletroforese em gel de agarose 1% dos plasmídeos obtidos. O poço M contém o marcador λ-

DNA/HindIII (200 ng); o poço 1 contém o DNA plasmidial do vetor pUCRBC-1 íntegro; o 

poço 2 contém o produto de amplificação do gene CpOsm, os poços 3-11 DNA plasmidial do 

vetor pUCRBC-1::CpOsm digerido com as enzimas de restrição XbaI e BglII. 

 

Fonte: elaborada pelo autor. 

 

3.4.3 Obtenção do cassete de expressão RBC-1::CpOsm e clonagem do vetor RBC-

1::CpOsm::pBINPLUS em E. coli 

 

Após a confirmação da produção do vetor recombinante pUCRBC-1::CpOsm, realizou-

se a extração do DNA plasmidial de uma das colônias obtidas. No intuito de gerar o vetor 

binário recombinante. 

Para a confecção do vetor binário recombinante, realizamos a inserção do cassete de 

expressão do gene da RuBisCo (RBC-1::CpOsm), presente no vetor recombinante pUCRBC-

1::CpOsm. O cassete de expressão consistia de um fragmento gênico de 2542 pb, sendo 

formado pelo gene promotor (1015 pb), pelo gene da CpOsm (609 pb) e pelo gene terminador 

(918 pb). As enzimas de restrição apropriadas para a retirada do cassete de expressão foram a   

HindIII e EcoRI, estas possuem compatibilidade com o múltiplo sitio de clonagem do vetor 

binário pBINPLUS. Após a clivagem do vetor recombinante pUCRBC-1::CpOsm, ocorria a 

formação de dois fragmentos de tamanhos similares: o cassete de expressão da RuBisCo com 

o gene CpOsm e o restante do vetor . 

Posteriormente a clivagem, realizou-se uma separação em gel de eletroforese, para que 

ocorra a seleção específica do fragmento desejado. Porém essa metodologia não foi viável 

devido à similaridade do entre o tamanho dos fragmentos gerados (Figura 17). 
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Figura 17 – Separação do fragmento RBC::CpOsm em gel de agarose. Eletroforese em gel de 

agarose 0,5 % (A), 1% (B) e 2,5% (C) do plasmídeo pUCRBC1::CpOsm tratado com as 

enzimas de restrição EcoRI e HindIII 

 

Fonte: elaborada pelo autor. 

 

Como forma alternativa para a obtenção do cassete de expressão RBC1::CpOsm foram 

realizadas outras metodologias. As metodologias utilizadas foram: 1- digestão do 

pUCRBC1::CpOsm com as enzimas de restrição EcoRI e HindIII realizando um tratamento 

com fosfatase, seguido de ligação do produto purificado com o vetor binário pBINPLUS 

previamente digerido; 2- digestão do pUCRBC1::CpOsm com as enzimas de restrição EcoRI e 

HindIII, aquecimento do produto obtido, seguido de um tratamento com fosfatase alcalina e 

posterior ligação do produto purificado com o vetor binário pBINPLUS previamente digerido; 

3- digestão do pUCRBC1::CpOsm com as enzimas de restrição EcoRI, HindIII e NdeI seguido 

de ligação do produto purificado com o vetor binário pBINPLUS previamente digerido. A 

Figura 6 resume as estratégias utilizadas. 

Das metodologias realizadas, apenas a última citada foi viável na produção de colônias 

transformadas. A clivagem do vetor pUCRBC-1::CpOsm com as enzimas EcoRI, HindIII e 

NdeI  proporcionou três fragmentos gênicos: o cassete de expressão que possuía extremidades 

compatíveis com as enzimas e EcoRI e HindIII, um pequeno fragmento que foi clivado pelas 

enzimas EcoRI e NdeI e o último fragmento que foi clivado pela HindIII e NdeI. Dessa forma, 

foi realizada uma seleção na qual apenas o cassete de expressão possuía regiões compatíveis 

com o múltiplo sítio de clonagem (Figura 18). 

Após a clivagem do pUCRBC-1::CpOsm digerido com as enzimas de restrição EcoRI, 

HindIII e NdeI foi realizado uma reação de ligação com o plasmídeo pBINPLUS previamente 

digerido com as enzimas de restrição EcoRI e HindIII. Logo em seguida, o produto da reação 
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foi eletroporado em células de E. coli DH5α. Após 16 horas da inoculação em meio específico, 

houve a formação de inúmeras colônias (Figura 8). Cinco colônias foram selecionadas e o seu 

DNA foi extraído e utilizado em uma reação de digestão com as enzimas EcoRI e HindIII, para 

confirmar a transformação. O resultado da reação mostrou que os clones testados produziram 

dois fragmentos de tamanho esperado, um fragmento referente ao plasmídeo pBINPLUS e 

outro referente ao RBC-1::CpOsm (Figura 19). 

 

Figura 18 – Estratégias utilizadas para obtenção de células de E. coli transformadas com o 

vetor recombinante pBINPLUS::RBC-1::CpOsm 

 

Fonte: elaborada pelo autor. 
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Figura 19 – Obtenção do fragmento gênico RBC-1::CpOsm. A) Eletroforese em gel de 

agarose 1% dos plasmídeos pUCRBC-1::CpOsm(poço 1) e pBINPLUS (poço 2) digeridos 

com as enzimas de restrição EcoRI e HindIII; B) Eletroforese em gel de agarose 1% do 

plasmídeo pUCRBC-1::CpOsm (poço 1 e 2) digerido com as enzimas de restrição EcoRI, 

HindIII e NdeI. O poço M contém o marcador λ-DNA/HindIII (200 ng). 

 

Fonte: elaborada pelo autor. 

 

Figura 20 – Produção do vetor recombinante pBINPLUS::RBC-1::CpOsm. Placa contendo 

colônias de E. coli DH5α transformadas com o vetor pBINPLUS::RBC-1::CpOsm crescendo 

em meio LB com agentes seletivos. 

 

 

Fonte: elaborada pelo autor. 
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Figura 21 – Confirmação da produção do vetor binário recombinante 

pBINPLUS::RBC::CpOsm. A) Eletroforese em gel de agarose 1% com produto de digestão 

dos plasmídeo RBC-1::CpOsm::pBINPLUS; poço de 1-5 são colônias aparentemente 

transformadas com o vetor recombinante; no poço 6, colônia transformada com  pBINPLUS, 

todas as amostras foram digeridas com  XbaI; B) Eletroforese em gel de agarose 1% do 

produto de digestão dos plasmídeo RBC-1::CpOsm::pBINPLUS. Poço de 1contém o vetor 

pBINPLUS, 2-6 são colônias aparentemente transformadas com o vetor recombinante, ambos 

os vetores foram digeridos com HindIII/EcoRI.  O poço M contém o marcador λ-

DNA/HindIII (200 ng) 

 

Fonte: elaborada pelo autor. 

 

3.4.4 Transformação de células de Agrobacterium tumefaciens com o vetor binário 

recombinante pBINPLUS::RBC-1::CpOsm 

 

Após a transformação das células de E. coli DH5α com o vetor pBINPLUS::RBC-

1::CpOsm, selecionou-se uma das colônias para a realização de uma midipreparação. Após a 

extração, eletroporou-se o plasmídeo em células eletrocompetentes de Agrobacterium 

tumefaciens LBA4404 por eletroporação, conforme já descrito na metodologia. Nessa etapa, 

utilizou-se o vetor binário recombinante (pBINPLUS::RBC-1::CpOsm), o vetor binário íntegro 

(pBINPLUS) e células eletroporadas com água como o controle da reação. 

As células eletroporadas de A. tumefaciens quando inoculadas em meio YM contendo 

50 mg/L de estreptomicina e 50 mg/L de canamicina, gerando colônias após aproximadamente 

48 horas de inoculação. No controle da transformação, onde as células foram eletroporadas 

apenas na presença de água, não foi observada a formação de colônias. Apenas duas colônias 

transformadas com o vetor recombinantes pBINPLUS::RBC-1::CpOsm  e duas colônias 

transformadas com o vetor íntegro foram obtidas e inoculadas em meio YM contendo 

antibióticos para a extração de DNA plasmidial. 
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O DNA plasmidial extraído foi utilizado em uma reação de PCR com os primers 

específicos para o gene CpOsm. O produto da reação de amplificação, foi aplicado em gel de 

agarose 1% e observou-se que os dois clones transformados com o vetor recombinantes 

pBINPLUS::RBC-1::CpOsm  apresentaram amplificação de um fragmento compatível com os 

609 pb do gene CpOsm e os clones transformados com o plasmídeo pBINPLUS não 

amplificaram o gene CpOsm (Figura 22). 

 

Figura 22 – Transformação de células de Agrobacterium tumefaciens  com o vetor binário.  

A)  Colônias de A. tumefaciens  transformadas com o vetor pBINPLUS::RBC-1::CpOsm 

crescendo em meio YM com agentes seletivos; B) Eletroforese em gel de agarose 1% com o 

produto da PCR utilizando primers específicos para o gene CpOsm, o poço M contém o 

marcador de peso molecular DNA Ladder 1 kb, o poço 1 contém o controle negativo da 

reação,  o poço 2 contém o produto de amplificação com o vetor binário pBINPLUS, o poço 3 

contém o produto da amplificação do vetor  binário recombinante extraído de E. Coli; os 

poços 4 e 5 contém o produto de amplificação do vetor binário recombinante de diferentes 

colônias de A. tumefaciens. 

 

Fonte: elaborada pelo autor. 

 

Após a confirmação da transformação das células A. tumefaciens com o vetor 

recombinante e o vetor íntegro, essas foram multiplicadas em um abundante volume de meio 

YM para iniciar o processo de co-cultivo da A. tumefaciens com a Nicotiana tabacum. 

Segmentos foliares de N. tabacum var. Xanthi, foram co-cultivados em dois tratamentos 

com A. tumefaciens: colônias portando o plasmídeo pBINPLUS::RBC-1::CpOsm e colônias 

portando pBINPLUS. Além desses tratamentos, discos foliares foram tratados na ausência da 
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A. tumefaciens. Após o co-cultivo, os explantes foram mantidos em meio MS seletivo 

(adicionado de BAP, 500 mg/L de cefotaxima, 50 mg/L de canamicina e acetoseringona 100 

μM) para regeneração de plantas putativamente transgênicas. Ao final de seis semanas de 

cultivo, os brotos regenerados a partir de explantes de cada tratamento, foram cuidadosamente 

seccionados em condições estéreis e transferidos para frascos contendo meio de enraizamento 

(meio MS sem regulador) suplementado 50 mg/L de canamicina (Figura 23). 

As etapas do processo de transformação das plantas de fumo foram ilustradas na Figura 

11. Os brotos após 6 semanas do processo de co-cultivo foram ilustrados na Figura 12. Plantas 

com quatro semanas crescendo em meio de enraizamento foram ilustradas na Figura 24. 

 

Figura 23 – Etapas do experimento de transformação genética de plantas de Nicotiana 

tabacum. (A) plantas de fumo micropropagada in vitro com 6 semanas do subcultivo; (B) 

discos foliares co-cultivados em suspensão de células de Agrobacterium tumefaciens 

transformada com os vetores pBINPLUS e RBC::CpOsm::pBINPLUS; (C) discos foliares 

cultivados em meios MS suplementado com BAP 1mg/L + canamicina+ cefotaxima; (D) 

brotos formados em meio seletivo; (E) plantas cultivadas em meio MS suplementado com 

canamicina  após 3 semanas da inoculação. 
 

 

Fonte: elaborada pelo autor. 
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Figura 24 – Transformação de explantes de Nicotiana Tabacum. Explantes de Nicotiana 

tabacum não transformados crescendo em meio MS + BAP + canamicina (A) e em meio MS 

+ BAP (B) e explantes transformados com o vetor pBINPLUS (C) e com o vetor RBC-

1::CpOsm::pBINPLUS(D). 

 

Fonte: elaborada pelo autor. 

 

Figura 25 – Plantas de Nicotiana tabacum não transformados crescendo em meio MS + BAP 

+ canamicina (A e E) e em meio MS + BAP (B e F) e explantes transformados com o vetor 

pBINPLUS (C e G) e com o vetor RBC-1::CpOsm::pBINPLUS (d e h). 

 

Fonte: elaborada pelo autor. 
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Após as seis semanas de cultivo dos explantes transformados com A. tumefaciens em 

meio seletivo, pode-se observar que houve uma redução na taxa de regeneração e processo de 

formação de raízes quando comparado os explantes do tratamento controle. Os explantes 

controle formaram cerca de seis vezes brotos que os transformados e apresentaram quase o 

triplo do número de raiz. Porém os explantes que passaram pelo processo de co-cultivo com A. 

tumefaciens apresentaram a formação de calos sendo essa estrutura ausente nos explantes 

controle (Tabela 1). 

A metodologia de confeccionar linhagens recombinantes de A. tumefaciens em que o T-

DNA nativo é substituído por genes de interesse, são as estratégias eficientes e viáveis para a 

introdução de genes exógenos em plantas. Essa técnica, apresenta boa eficiência e baixo custo 

operacional, além de inserir um baixo número de cópias do transgenes que evita o silenciamento 

do mesmo e maior estabilidade na expressão em comparação com a biobalística (TRAVELLA 

et al., 2005, CITOVSKY et al., 2007). 

 

Tabela 1 – Respostas dos explantes de fumo (Nicotiana tabacum var. Xanthi) submetidos aos 

tratamentos e cultivados por quatro semanas em meio de indução de brotos (sais e vitaminas 

MS, sacarose 3,0 %, ágar 0,7 %, 1,0 mg/l de BA) acrescido de 500 mg/l de cefotaxima e 100 

mg/l de canamicina (meio seletivo) ou desprovido de antibióticos (meio não-seletivo) 

Tratamentos 

Explantes com 

formação de 

brotos (%) 

Explantes com 

formação de 

raízes (%) 

Explantes com 

formação de 

calos(%) 

C- 0,0c 0,0c 0,0b 

C+ 95,0a 85,0a 0,0b 

pBINPLUS 15,0b 30,0b 30,0a 

pBINPLUS::RBC-

1::CpOsm 
15,0b 30,0b 30,0a 

C- (controle positivo): plantas de fumo não transformadas em meio seletivo. 

C+ (controle positivo): plantas de fumo não transformadas em meio sem antibiótico.  

pBINPLUS: plantas transformadas com A. tumefaciens com o vetor pBINPLUS cultivadas em meio 

seletivo. 

pBINPLUS::RBC-1::CpOsm: plantas transformadas com A. tumefaciens com o vetor pBINPLUS::RBC-

1::CpOsm cultivadas em meio seletivo. 

Fonte: elaborada pelo autor. 
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3.4.5 Análise da expressão e transcrição do gene CpOsm em plantas transformadas 

 

No intuito de confirmar a eficiência da transformação, a etapa seguinte de confirmação 

da transformação consistiu na extração de DNA genômico dos clones enraizados em meio 

seletivo e as plantas do grupo controle não transformada. O DNA extraído foi usado como 

molde em uma reação de amplificação com iniciadores específicos.  Os produtos de PCR foram 

aplicados em eletroforese em gel de agarose 1% resultando em bandas correspondentes ao 

tamanho do fragmento do gene CpOsm (609 pb). Os clones do tratamento controle não tiveram 

seu DNA amplificado com os iniciadores específicos para CpOsm como já era esperado (Figura 

26). Foram produzidas três linhagens de plantas transformadas confirmadas por PCR que foram 

chamadas de T4-B-7, T4-C-3 e T4-C-8.  

 

Figura 26 – Confirmação da presença do gene CpOsm em plantas de N. tabacum 

transformadas. Eletroforese em gel de agarose 1% dos produtos de PCR amplificados a partir 

do DNA genômico extraído de plantas de fumo transformadas com pBINPLUS::RBC-

1::CpOsm. Poço M: Marcador; Poço 1: controle negativo da reação; Poços 2 ao 4: produtos 

de clones do tratamento controle (T2-B-1, T2-B-2, T2-C-8), os poços 5-7: produto dos clones 

do tratados com o vetor pBINPLUS (T3-B-3, T3-B-8, T3-E-1), os poços 8-10: produto dos 

clones tratados com o recombinante pBINPLUS::RBC-1::CpOsm (T4-B-7, T4-C-3, T4-C-8). 

 

Fonte: elaborada pelo autor. 
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Após a confirmação da presença do gene CpOsm nos clones T4-B-7, T4-C-3 e T4-C-8, 

a etapa seguinte consistiu na extração de RNA e síntese de cDNA para avaliar a produção de 

transcritos do gene CpOsm nas plantas transformadas e controle. O cDNA obtido foi usado 

como molde em uma reação de amplificação com iniciadores específicos.  Os produtos da RT-

PCR foram aplicados em eletroforese em gel de agarose 1% resultando em bandas 

correspondentes ao tamanho do fragmento do gene CpOsm (609 pb). Os clones dos tratamentos 

controle não apresentaram seu cDNA amplificado com os iniciadores específicos para CpOsm 

como já era esperado (Figura 27). Dessa forma, foi observado que os clones que passaram pelo 

processo de confirmação da presença do gene, são capazes de produzir transcritos de RNA. 

 

Figura 27 – Confirmação da transcrição do gene CpOsm em plantas e N. tabacum 

transformadas. Eletroforese em gel de agarose 1% dos produtos de PCR amplificados a partir 

do cDNA extraído de plantas de fumo transformadas com pBINPLUS::RBC-1::CpOsm. Poço 

M: Marcador; Poço 1: controle negativo da reação; Poços 2 ao 4: produtos de clones do 

tratamento controle (T2-B-1, T2-B-2, T2-C-8), os poços 5-7: produto dos clones do tratados 

com o vetor pBINPLUS (T3-B-3, T3-B-8, T3-E-1), os poços 8-10: produto dos clones 

tratados com o recombinante pBINPLUS::RBC-1::CpOsm (T4-B-7, T4-C-3, T4-C-8). 

 

Fonte: elaborada pelo autor. 
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3.4.6 Avaliar a presença da proteína em plantas transformadas e sua função biológica in 

vitro 

 

3.4.6 1 Avaliação da presença da proteína recombinante 

 

Após a confirmação da transformação dos clones N. tabacum por PCR e a observação 

da produção de transcritos do gene CpOsm por RT-PCR, foi realizado uma extração de 

proteínas das folhas de N. tabacum. Essa extração possui o intuito de traçar o perfil proteico 

por SDS-PAGE (Figura 28). O perfil proteico das plantas transformadas não apresentou uma 

diferença em relação ao tratamento controle. É válido observar a presença de uma banda na 

altura aproximada de 20 kDa. As osmotinas são uma família de proteínas que apresentam peso 

molecular similar, sabe-se que plantas de N. tabacum possuem uma osmotina identificada com 

peso molecular 26 kDa sendo um valor aproximado aos da osmotina de C. procera  que é de 

aproximadamente 22 kDa (SINGH et al., 1987; FREITAS et al., 2011a ), devido essa 

aproximação a técnica  eletroforese unidimensional não se mostra eficiente para identificar as 

proteínas. 
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Figura 28 – Perfil proteico de plantas e N. tabacum transformadas. Eletroforese em gel de 

acrilamida das proteínas totais extraídas de plantas de fumo transformadas com 

pBINPLUS::RBC-1::CpOsm. Poço 1: proteínas do látex de Calotropis procera; Poços 2 ao 4: 

produtos de clones do tratamento controle (T2-B-1, T2-B-2, T2-C-8), os poços 5-7: produto 

dos clones do tratados com o vetor pBINPLUS (T3-B-3, T3-B-8, T3-E-1), os poços 8-10: 

produto dos clones tratados com o recombinante pBINPLUS::RBC-1::CpOsm (T4-B-7, T4-C-

3, T4-C-8). 

 

Fonte: elaborada pelo autor. 

 

 Em busca de obter um resultado consistente sobre a presença da osmotina de C. 

procera, foram realizados ensaios de imunodetecção. Para esses ensaios, foi utilizado um 

anticorpo policlonal anti-CpOsm produzidos em coelho. As técnicas realizadas foram o Dot 

blotting e Western blotting. Os resultados apontam uma pequena discordância, já que na técnica 

de Dot blotting houve um forte reconhecimento do anticorpo nos três clones confirmados pelas 

técnicas moleculares (T4-B-7, T4-C-3, T4-C-8). No ensaio de Western blotting apenas o clone 

T4-B-7 foi reconhecido pelo anticorpo.  
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Figura 29 – Confirmação da presença da proteína CpOsm em plantas e N. tabacutm 

transformadas. Dot blotting para a detecção da proteína CpOsm utilizando o anticorpo 

policlonal anti-CpOsm. Amostra1: proteínas do látex de Calotropis procera; Amostras 2 ao 4: 

produtos de clones do tratamento controle (T2-B-1, T2-B-2, T2-C-8); amostras 5-7: produto 

dos clones do tratados com o vetor pBINPLUS (T3-B-3, T3-B-8, T3-E-1), amostra 8-10: 

produto dos clones tratados com o recombinante pBINPLUS::RBC-1::CpOsm (T4-B-7, T4-C-

3, T4-C-8), amostra 11: apenas tampão acetato de sódio 50 mM. 

 

Fonte: elaborada pelo autor. 
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Figura 30 – Confirmação da presença da proteína CpOsm em plantas e N. tabacutm 

transformadas. Western blotting para a detecção da proteína CpOsm utilizando o anticorpo 

policlonal anti-CpOsm. Amostra1: proteínas do látex de Calotropis procera; Amostras 2 ao 4: 

produto dos clones tratados com o recombinante pBINPLUS::RBC-1::CpOsm (T4-B-7, T4-C-

3, T4-C-8); amostras 5-7: produto dos clones do tratados com o vetor pBINPLUS (T3-B-3, 

T3-B-8, T3-E-1), amostra 8-10: produtos de clones do tratamento controle (T2-B-1, T2-B-2, 

T2-C-8). 

 

 

Fonte: elaborada pelo autor. 

 

3.4.6 2 Avaliação do potencial antifúngico das proteínas  totais extraidas das folhas de plantas 

de tabaco 

 

Para avaliar o efeito das proteínas do N. tabacum transformadas e controle sob fungos 

fitopatogênicos foram abordadas duas metodologias. Uma metodologia qualitativa, na qual foi 

observanda a ação sobre a germinação dos esporos após a incubação de 14 horas com os extratos 

proteicos. E uma metodologia quantitativa através da turbidimetria, realizando um 

acompanhamento do crescimento micelial dos fungos quando incubado por 48 horas em contato 
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com o extrato proteico. Para os ensaios, foram testasdos dois fungos do gênero Fusarium:  o F. 

tupiense e o F. oxysporum f. sp. cubense. 

Os resultados mostram que todas as amostras possuiram um efeito sobre a germinação 

e o crescimento micelial dos fungos testasdos (Figura 19 e Figura 20). Porém as amostras das 

plantas transformadas com o gene CpOsm, apresentaram uma procentagem significativamente 

maior na inibição de crescimento micelial dos fungos, quando comparada com as proteínas 

extraídas do tratamento controle não transformadas e pBINPLUS. O encremento na 

porcentagem de inibição de crescimento foi de 13%  para o fungo F. tupiense e de   11% para 

F. oxysporum f. sp. cubense. 

As osmotinas são classificadas como proteinas relacionadas a defesa vegetal e existem 

relatos na literatura sobre a função dessa proteina na proteção contra fungos fitopatogênicos. 

Em relação ao efeito da osmotina de C. procera sobre fitopatôgenos, sabe-se que ela possui a 

capacidade de inibir o crescimento micelial e a germinação de vários fungos como Fusarium 

solani, Neurospora sp. e Colletotrichum gloeosporioides ( FREITAS et al., 2011a). Trabalho 

realizado por Ramos e colaboradores (2015), observou-se o efeito da CpOsm sobre o fungo 

Fusarium solani mostrando que essa proteína causa alterações morfológicas marcantes, 

causando a redução de cerca de 80% do tamanho do esporo do fungo. 

De forma geral, a elucidação do mecanismo de ação das osmotinas sobre os fungos ainda 

é alvo de muitos estudos. Um provável mecanismo de ação dá-se pela interação da osmotina 

com proteínas específicas da membrana plasmática dos microrganismos e, por meio de 

transdução de sinais, levam à morte celular programada por induzir acúmulo de espécies 

reativas de oxigênio (NARASIMHAN et al., 2005), ou podem hidrolisar β-1,3-glucano 

(LAURENCE et al., 2003), componente da parede celular dos fungos. A capacidade das 

osmotinas em inibir o crescimento de hifas e a germinação de esporos é diretamente relacionada 

com o aumento da permeabilidade da membrana plasmática pela incapacidade das células 

manterem o gradiente de pH (VIKTOROVA et al., 2012). 

Dessa forma,  o aumento na atividade de inibição de crescimento micelial em amostras 

transformadas com a proteína recombinante, sugere um possivel envolvimento da CpOsm no 

controle de fitopatógenos. 
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Figura 31 – Atividade antifúngica dos extratos proteicos de folhas de plantas de fumo. 

Controles do ensaio: tampão acetato de sódio 50 mM e peróxido de hidrogênio 500 mM. Os 

resultados são expressos como média ± desvio padrão de três determinações independentes. 

Significância estatística foi avaliada por ANOVA seguido pelo teste de Tukey. Legenda: 

CpLP, proteínas do látex de C. procera; T2-B-1 e T2-C-8, proteínas extraídas de plantas não 

transformadas; T3-B-3 e T3-E-1 proteínas extraídas de plantas transformadas com o vetor 

pBINPLUS;  T4-B-7 e T4-C-8, proteínas extraídas de plantas transformadas com o vetor 

pBINPLUS::RBC-1::CpOsm 
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Fonte: elaborada pelo autor. 
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Figura 32 – Atividade antifúngica dos extratos proteicos de folhas de plantas de fumo. 

Controles do ensaio: tampão acetato de sódio 50 mM. Legenda: CpLP, proteínas do látex de 

C. procera; T2-B-1 e T2-C-8, proteínas extraídas de plantas não transformadas; T3-B-3 e T3-

E-1 proteínas extraídas de plantas transformadas com o vetor pBINPLUS;  T4-B-7 e T4-C-8, 

proteínas extraídas de plantas transformadas com o vetor pBINPLUS::RBC-1::CpOsm 

 

 

Fonte: elaborada pelo autor. 
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3.4.6 3 Avaliação do estresse salino em plantas de fumo 

 

Plantas in vitro transformadas com os vetores pBINPLUS, RBC-1::CpOsm::pBINPLUS 

e o tratamento controle foram usadas para o experimento. Elas foram padronizadas por idade 

(15 dias após o subcultivo), tamanho médio (3 cm de altura) e por número de folhas (média de 

3 folhas por planta). Para a indução do estresse salino, as plantas foram cultivadas em meio MS 

suplementado com 3% de sacarose e 300 mM de NaCl, meio MS sem a adição de 300 mM de 

NaCl foi utilizado como grupo controle para todos os tratamentos.  

Após uma semana de contato com o meio foi avaliado os seguintes fatores: tamanho da 

planta, número de folhas e a quantificação de prolina livre. Dos fatores avaliados, apenas a 

prolina mostrou diferença significativa entre os tratamentos testados, sendo que as plantas 

transformadas com o gene CpOsm produziram em maior quantidade quando comparada com 

as outras plantas. A Figura 21 mostra as plantas de N. tabacum após uma semana de contato 

com o meio MS + 300 mM de NaCl. A Figura 33 expõem os dados das análises realizadas com 

as plantas após o tratamento. 

Em plantas o acúmulo de prolina ocorre em várias espécies em resposta ao estresse 

salino (COSTA et al., 2003). Padrões semelhantes de produção de prolina foram encontrados 

em plantas de N. tabacum expostos a salinidade em trabalho realizado por Chen e colaboradores 

(2018). 

A relação da osmotina com o estresse salino também é bastante estudada. A tolerância 

à salinidade conferida pela osmotina está ligada a sua ação como soluto compatível, sendo 

bastante útil para aumentar o potencial osmótico das células (VIKTOROVA et al., 2012), 

fazendo dela um eficiente agente osmoprotetor. 

A osmotina está associada ao aumenta a o acúmulo do aminoácido prolina 

(BARTHAKUR et al., 2001). A prolina é considerada um soluto orgânico compatível associado 

a proteção das plantas a estresse salino.  Estudo realizado com o tomate transformado com o 

gene codificador da osmotina do tabaco revelou um aumento no teor de prolina de 4 a 6 vezes 

em plantas transformadas, quando comparadas com as plantas do tipo selvagem.  

O acúmulo de prolina induzida pela osmotina é um mecanismo de tolerância a estresses 

abióticos, porém este mecanismo ainda é alvo de muitos estudos. Acredita-se que a osmotina 

não seja um fator de transcrição, já que estudos da sequência de genes dessa proteína em várias 

espécies mostram que não existem motivos de ligação ao DNA. Assim, supõe-se que a osmotina 
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induza a produção de prolina através de sinalização celular, porém o mecanismo preciso ainda 

não relatado na literatura (VIKTOROVA et al., 2012). 

 

Figura 33 – Análise da resistência de plantas transformadas com o gene CpOsm ao estresse 

salino.  Plantas crescendo durante sete dias em meio MS e meio MS com 300 mM de NaCl. 

 

Fonte: elaborada pelo autor. 
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Figura 34 – Observações fisiológicas de plantas transformadas com o gene CpOsm 

submetidas a estresse salino. Mensuração do crescimento, número de folhas e teores de 

prolina em plantas de N. tabacum transformadas e controle expostas a tratamento em meio 

MS e meio MS com 300 mM de NaCl. Os dados foram avaliados por análise de variância 

(ANOVA), aplicando o teste de Tukey a 0,05% de probabilidade para confirmar a 

significância do resultado. Letras minúsculas iguais não diferem significativamente entre si. 

C
o
n

tr
o
le

p
B

IN
P

L
U

S

R
B

C
::

C
p

O
sm

::
p

B
IN

P
L

U
S

0

1

2

3

4

5

T
a

m
a

n
h

o
 (

c
m

)

M S

M S  +  3 0 0  m M  N a C l
a

a

a

a

a

a

  

C
o
n

tr
o
le

p
B

IN
P

L
U

S

R
B

C
::

C
p

O
sm

::
p

B
IN

P
L

U
S

0

2

4

6

N
ú

m
e

r
o

 d
e

 f
o

lh
a

s

M S

M S  +  3 0 0  m M  N a C l

a

a

a

a
a

a

 

C
o
n

tr
o
le

p
B

IN
P

L
U

S

R
B

C
::

C
p

O
sm

::
p

B
IN

P
L

U
S

0

2 0

4 0

6 0

8 0

1 0 0

P
r

o
li

n
a

 (
n

g
-

1
M

F
)

M S

M S  +  3 0 0  m M  N a C la

bb

c c c

 

Fonte: elaborada pelo autor. 
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3.5 Conclusão 

 

Neste trabalho foram produzidas plantas de Nicotiana tabacum transformadas com um 

vetor de clonagem binário com o intuito de expressar a osmotina de Calotropis procera 

(CpOsm) nos tecidos das plantas. As plantas transformadas apresentaram a integração do gene 

CpOsm no seu DNA genômico e possuíram a capacidade produzir transcritos de RNA. Quando 

testada a presença da proteína recombinante em tecidos de folhas, mostrou que a osmotina de 

C. procera foi identificada por ensaios de imunodetecção em plantas transformadas. Em relação 

a morfologia, as plantas transformadas não apresentaram nenhuma diferença fenotípica quando 

comparada com as plantas não transformadas. 

Quando analisado o potencial das proteínas totais das plantas N. tabacum sob inibição 

de crescimento e germinação de esporos de fungos fitopatogênicos, observou-se que proteínas 

das plantas transformadas possuíam maior capacidade de inibição, sendo essa ação associada 

ao mecanismo de ação da osmotina recombinantes.  

Além disso, as plantas transformadas quando expostas a estresse salino, possuía a 

capacidade de aumentar a produção do aminoácido prolina, sendo esse considerado um 

osmólito importante para a sobrevivência das plantas a condições de salinidade, indicando uma 

possível relação entre a presença de osmotina e produção de compostos de defesa a estresse 

salino.   
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ANEXO A – VETOR DE CLONAGEM UTILIZADO COMO MOLDE PARA 

OBTENÇÃO DO FRAGMENTO DA CpOsm. 

 

O vetor recombinantes pET303::CpOsm foi produzido e cedido por Oliveira (2014). 
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ANEXO B – VETOR DE CLONAGEM UTILIZADO COMO FONTE PARA 

OBTENÇÃO DO CASSETE DE EXPRESSÃO DA RuBisCo. 
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ANEXO C – VETOR BINÁRIO DE CLONAGEM UTILIZADO NA 

TRANSFORMAÇÃO DAS PLANTAS DE TABACO. 
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ANEXO D - SEQUENCIAS DOS INDICADORES (PRIMERS) PARA 

AMPLIFICAÇÃO DA SEQUÊNCIA DE DNA CODIFICANDO CpOsm 

Sequências dos oligonucleotídeos iniciadores (primers) para amplificação da 

sequência de DNA codificando CpOsm 

Primer senso (com sítio de restrição para XbaI) 

5′-CCGGTCTAGAAAAAAUGGCCACGTTCACTATCCGG 

Primer anti-senso 1 (com sítio de restrição para BglII) 

5′-CCGGAGATCTTCAGGGACAAAAGATAACTC 

 

 


