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RESUMO 

Os inibidores de tripsina têm sido utilizados com sucesso para aumentar a resistência das 

plantas contra os insetos. No presente trabalho avaliamos a eficiência de um inibidor de 

tripsina de Inga laurina (ILTI) sobre o desenvolvimento de larvas de Diatraea saccharalis e 

Heliothis virescens, duas importantes pragas da cana-de-açúcar e tabaco, 

respectivamente. Para estes fins foram utilizadas diversas estratégias (i) purificação da 

proteína ILTI nativa a partir de sementes de I. laurina e sua utilização para suplementação 

de dieta artificial fornecida como alimento às larvas dos insetos em estudo. Isto com o 

intuito de avaliar os efeitos do inibidor no desenvolvimento destes indivíduos; (ii) obtenção 

da sequência de DNA do gene ilti, clonagem, expressão e purificação da proteína 

recombinante assim como avaliação da sua atividade inibitória; (iii) obtenção de plantas 

transgênicas de cana-de-açúcar e tabaco com o gene ilti obtido a partir do DNA genômico 

de I. laurina ou do gene ilti-s sintetizado quimicamente usando o uso de códons da cana-

de-açúcar. A adição de 0,1% (p/p) de ILTI na dieta de D. saccharalis não alterou a 

sobrevivência larval, mas resultou em uma redução de 56% no peso das larvas. As larvas 

de H. virescens que foram alimentadas em uma dieta contendo 0,5% (p/p) de ILTI 

apresentaram uma redução de 84% no peso. Experimentos in vitro mostraram que ILTI 

não foi digerido pelas proteinases do intestino médio de ambas as espécies de larvas. 

Ensaios trípticos permitiram observar que não houve alteração nos níveis de tripsina no 

intestino médio de ambos os insetos. Entretanto, verificou-se uma redução de 55,3% na 

atividade tríptica das fezes de D. saccharalis e um aumento de 24,1% desta atividade nas 

fezes de H. virescens. A atividade da tripsina em ambas as espécies alimentadas com ILTI 

foi sensível ao inibidor, sugerindo que nenhuma nova proteinase resistente à ILTI foi 

induzida. Adicionalmente, a proteína recombinante reILTI produzida em Escherichia coli 

apresentou atividade inibitória similar à proteína nativa em testes de atividade anti-tríptica. 

Com isso, reILTI pode ser considerada como uma potencial ferramenta biotecnológica. 

Finalmente, larvas de D. saccharalis e H. virescens foram alimentadas com plantas 

transgênicas de cana-de-açúcar e tabaco – respectivamente - expressando os genes ilti 

e/ou ilti-s. Os resultados mostraram que os transgênicos foram capazes de interferir no 

metabolismo dos insetos-praga testados sugerindo que esta estratégia pode ser 

promissora na obtenção de plantas mais resistentes ao ataque de insetos. 
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ABSTRACT 

Trypsin inhibitors have been successfully used to increase plant resistance against insects. 

In this work, we evaluated the efficiency of a trypsin inhibitor from Inga laurina (ILTI) on the 

development of Diatraea saccharalis and Heliothis virescens, two important pests of 

sugarcane and tobacco, respectively. For these purposes, several strategies were 

employed: (i) purification of the native protein ILTI from I. laurina seeds, and its use as a 

supplement in the artificial diet provided for the insect larvae. This purpose was performed 

in order to evaluate the effects of ILTI on the development of these individuals, (ii) 

elucidation of the DNA sequence of the ilti gene; cloning, expression and purification of the 

recombinant protein (reILTI) as well as evaluation of its inhibitory activity, (iii) production of 

transgenic plants of sugarcane and tobacco with the gene ilti from I. laurina genomic DNA 

or the gene ilti-s, which was chemically synthesized using the sugarcane codon usage. The 

addition of 0.1% (w/w) ILTI in the diet of D. saccharalisdid not alter larval survival but 

resulted in a reduction of 56% in the weight of the larvae. The H. virescens larvae that were 

fed a diet containing 0.5% (w/w) ILTI showed an 84% decrease in weight. In vitro 

experiments showed that ILTI was not digested by the midgut proteinases of either species 

of larvae. Triptic assays allowed observe that there was no alteration in the trypsin levels in 

the midgut of either insect. However, there was a reduction of 55.3% in the triptic activity in 

the feces of D. saccharalis and an increase of 24.1% of this activity in the feces of H. 

virescens. The trypsin activity in both species fed with ILTI was sensitive to the inhibitor, 

suggesting that no novel proteinase resistant to ILTI was induced. Additionally, reILTI 

showed similar inhibitory activity to those of the native protein in the anti-tryptic assays. 

Therefore, reILTI can be considered a potential biotechnological tool. Finally, larvae of D. 

saccharalis and H. virescens were fed with transgenic sugarcane and tobacco plants, 

respectively. The results showed that transgenic plants were able to interfere with the 

metabolism of these insect pests, suggesting that this is a promising strategy for the 

production of plants that are more resistant to insect attack. 
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I - INTRODUÇÃO 

Nas últimas décadas, inúmeros avanços estão sendo realizados visando o aumento 

da produtividade agrícola mundial. Esta preocupação é decorrente do aumento 

populacional para aproximadamente 8,5 bilhões de pessoas previsto para 2025, sendo 

assim, necessário um aumento de 50% na produção de alimentos para sustentar o 

crescimento da população (MOHAN BABU et al., 2003). Outro fator importante que atenta 

contra a produtividade é a perda na produção agrícola devido ao ataque de pragas, que 

pode chegar a 20% para as principais culturas (FERRY et al., 2004). Em vista disso, têm 

sido empregadas várias estratégias a fim de controlar os insetos-praga. Em culturas 

agrícolas o controle de pragas tradicionalmente é feito pela aplicação de agroquímicos. 

Entretanto, sabe-se que esse tipo de prática é prejudicial ao meio ambiente, pois atinge de 

forma inespecífica todos os insetos presentes no ecossistema, além de contaminar lençóis 

freáticos, podendo ser prejudiciais à saúde do homem (TAMAKI, 2011). 

Com o intuito de desenvolver uma agricultura mais consciente em relação à 

preservação ambiental, os processos de controle de insetos atualmente têm sido dirigidos 

principalmente para o fortalecimento do próprio sistema de defesa das plantas contra os 

herbívoros, substituindo o uso de agroquímicos por meios de controle de pragas mais 

específicos e menos danosos ao meio ambiente (TAMAKI, 2011). Uma estratégia 

promissora é o desenvolvimento de plantas transgênicas que expressam substâncias cujo 

alvo é o sistema digestivo dos insetos. Isso porque o tubo digestivo dos insetos é uma 

importante interface entre o organismo e o ambiente (TERRA e FERREIRA, 1994) sendo, 

portanto, um potencial alvo para o controle biológico. 

As plantas desenvolveram diferentes mecanismos de defesa que incluem barreiras 

físicas e químicas, além de complexas vias de sinalização, para limitar o consumo de 

insetos-praga (FALCO et al., 2001; DUNSE et al., 2010). Uma das defesas induzidas pelas 

plantas, quando são atacadas por insetos, é a rápida síntese de inibidores de proteinases 

(IPs) (RYAN, 1990). IPs são polipeptídeos que possuem a capacidade de se ligar às 

enzimas proteolíticas dos insetos fitófagos (FRIZZAS et al., 2004; LINGARAJU e GOWDA, 

2008) podendo, assim, reduzir significativamente a atividade proteolítica dessas enzimas. 

Com isso ocasionam um retardo no crescimento e desenvolvimento do inseto e, 

consequentemente, levam a sua morte (FRANCO et al., 1999). 
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Figura 1: Fruto maduro de Inga laurina 

Durante décadas o uso dos IPs no combate a pragas agrícolas vem sendo estudado e 

plantas transformadas expressando diferentes inibidores apresentam resultados 

satisfatórios, fazendo dos IPs uma interessante classe de proteínas vegetais bioinseticidas 

com potencial biotecnológico para proteção de cultivares (MARCHETTI et al., 2000; 

ABDEEN et al., 2005).  

A presença de inibidores vegetais destaca-se principalmente em sementes de 

leguminosas, onde são encontrados em altas concentrações (MACEDO et al., 2000). Inga 

laurina é uma árvore pertencente à família Leguminosae, sub-família Mimosoideae. É uma 

planta tropical com ampla distribuição na América Central e do Sul (LORENZI, 2002). No 

Brasil, onde é conhecida como ingá branco, está amplamente presente em ambientes 

urbanos (MACEDO et al., 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Em 2007 nosso grupo publicou a purificação e caraterização bioquímica de um 

inibidor de tripsina presente em sementes de I. laurina (ILTI) abrindo novas perspectivas 

para a avaliação funcional desta proteína no controle de insetos-praga (MACEDO et al., 

2007). Neste cenário, surge o presente projeto com o objetivo de avaliar o potencial uso 

de ILTI como uma ferramenta para aumentar a resistência de culturas 

economicamente importantes contra o ataque de insetos-pragas.  Foram escolhidos 

para este estudo os insetos Diatraea saccharalis e Heliothis virescens, duas importantes 

pragas da cana-de-açúcar e do tabaco, respectivamente.  
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II - REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

1 - Insetos e danos econômicos 

Os insetos constituem um grupo extremamente bem sucedido e esse grande sucesso 

evolutivo é devido à sua capacidade de ocupação dos mais diferentes nichos ecológicos, 

visto que organismos desse grupo podem aproveitar como alimento quase qualquer 

material orgânico encontrado na natureza (HAGENS, 1984), podendo ser considerados os 

principais competidores do homem na Terra. Esta competição se dá, principalmente, pelo 

ataque direto à produção de alimentos, desde o cultivo até a estocagem dos produtos 

alimentícios, ou de forma indireta, sendo vetores de grande número de doenças que 

afetam o homem e os animas de criação (GILLOTT, 1995). Assim, uma proporção 

significativa do suprimento de alimento mundial é perdida devido à atividade de insetos 

que são pragas agrícolas (BONNING, 2003). 

A agricultura moderna é baseada no sistema de monoculturas cultivadas em grandes 

extensões de terra, e isso proporciona que as espécies de insetos monófagos, ou seja, 

que se alimentam apenas de uma determinada espécie de planta, se propaguem 

rapidamente em um ambiente farto em alimento (GOMES, 2004). Os insetos não apenas 

provocam perdas na produtividade diretamente devido ao ataque herbívoro, mas também 

indiretamente por atuarem como vetores de vários patógenos de plantas (nematoides, 

fungos, bactérias e vírus) (HILDER e BOUTER, 1999). Essas perdas ocorrem mesmo com 

o uso extensivo de pesticidas e fungicidas e, na ausência de tais medidas de proteção, as 

perdas poderiam ser ainda maiores. Segundo Lawrence e Koundal (2002), as perdas na 

produção da agricultura mundial, devido ao ataque de pragas e patógenos, chegam a 70% 

da produção sem o uso de inseticidas, representando um prejuízo anual de 400 bilhões de 

dólares. 

Insetos pertencentes à ordem Lepidoptera representam um dos mais importantes 

grupos de pragas no mundo, atacando frequentemente uma ampla variedade de culturas, 

causando assim significativos danos econômicos (DUNSE et al., 2010). Entre as espécies 

de lepidópteros que são responsáveis por enormes prejuízos em culturas 

economicamente importantes, sobressai-se a Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794) 

(Lepidoptera, Crambidae), ou broca da cana-de-açúcar, a qual é a principal praga da 



4 
 

Figura 2: Diferentes estágios do ciclo de vida de D. saccharalis. (A) Larvas (B) Pupas (C) 
Adulto. 

cultura de cana-de-açúcar no Brasil e em outros países da América do Sul (GALLO et al., 

2002). Os prejuízos causados por esta praga são bastante significativos, provocando 

danos ao caule das plantas, o que resulta em perda de produção para as indústrias de 

açúcar e álcool (FALCO e SILVA FILHO, 2003). Além disso, o ataque da broca-da-cana 

aumenta a susceptibilidade da planta a outros patógenos, permitindo a invasão de 

microorganismos através do orifício aberto pela lagarta (GALLO et al., 2002). Em lavouras 

do estado de São Paulo, um nível de ataque de 10% ocasionado pela broca representa 

uma perda de produção no valor de US$ 100 milhões por ano, devido somente aos danos 

indiretos causados pelo complexo de fungos da podridão vermelha (CRUZ et al. 2005). D. 

saccharalis também é responsável por danos econômicos a outras culturas, incluindo 

milho, sorgo e arroz (POMPERMAYER et al., 2001, 2003).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Outra importante praga desta ordem é a espécie H. virescens (Fabricius, 1777) 

(Lepidoptera, Noctuidae), a praga do tabaco, que está presente na América do Sul e do 

Norte. Este inseto é altamente polífago no seu estágio larval e é considerado uma das 

principais e mais destrutivas pragas do tabaco (BRITO et al., 2001). As lagartas atacam 

brotos e flores e, na ausência de tecido reprodutivo, atacam tecido foliar (PAIR, 1994). 

Também são responsáveis por danos nas culturas de algodão, tomate e soja (FITT, 1989, 

BRITO et al., 2001). 
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Figura 3: Diferentes estágios do ciclo de vida de H. virescens. (A) Larva (B) Pupa (C) 
Adulto. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Em vista desses enormes prejuízos, a proteção dos cultivares contra esses insetos- 

praga é de fundamental importância para a produção agrícola. Decifrar a interação planta-

inseto em nível molecular é um dos assuntos de maior interesse na pesquisa em biologia 

de plantas (ARRUDA, 2011). A resposta de plantas ao dano de insetos e os mecanismos 

adaptativos destes insetos têm sido profundamente investigados. Os resultados destes 

estudos permitem um melhor entendimento da dinâmica da interação entre insetos e 

plantas e dessa forma abre novos caminhos e perspectivas para um controle biológico de 

pragas mais eficiente (ARRUDA, 2011). 

2 - Interação planta-inseto 

Por coexistirem há pelo menos 100 milhões de anos, plantas e insetos desenvolveram 

uma variedade de interações benéficas e deletérias (STOTZ et al., 1999). As plantas 

dependem dos insetos para dispersão de sementes (BOULAY, 2005) e reprodução 

(FLEMING, 2007), garantindo assim o sucesso e a perpetuação de sua espécie, enquanto 

os insetos encontram nas plantas alimento, refúgio ou abrigo e local para acasalamentos, 

que por sua vez são fatores fundamentais para sua proliferação. Por outro lado, 

dependendo da intensidade do ataque, insetos fitófagos podem ser prejudiciais às plantas, 

promovendo injúrias suficientes para levá-las à morte (MARON e CRONE, 2006) ou 

inviabilizando sua reprodução (PAIXÃO, 2010).  

Ehrlich e Raven (1964) foram os primeiros autores a proporem a teoria de coevolução 

bioquímica, processo no qual a síntese de determinados compostos secundários vegetais 
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tóxicos estaria diretamente relacionada aos seus predadores, na maioria dos casos, 

insetos. De acordo com esta teoria um cenário evolutivo pode ser visualizado no qual a 

produção e acúmulo de uma toxina particular é seguida da resposta recíproca no inseto, 

como a adaptação por sistemas de detoxificação e excreção, desta forma podendo se 

alimentar da planta. Como somente algumas espécies adaptam-se a esta, ocorre apenas 

uma predação limitada gerando um balanço entre a planta e o inseto (LOPES, 2004). 

Para escapar do ataque de insetos herbívoros, as plantas desenvolveram variados e 

eficientes mecanismos de resistência, incluindo barreiras físicas e químicas, bem como 

respostas induzidas de defesa que se tornam ativadas ante a percepção do organismo 

invasor (WALLING, 2000; KESSLER e BALDWIN, 2002; AGRIOS, 2005). O sistema de 

defesa vegetal é multicomponente, atuando de maneira dinâmica e coordenada, no 

momento e local apropriados e com magnitude adequada (PASCHOLATI e LEITE, 1995). 

Essa complexidade funcional, espacial e temporal inicia-se com o reconhecimento, pelo 

hospedeiro, de sinais exógenos provenientes do patógeno, continuam com os 

mecanismos de transdução desses sinais e resulta em extensa reprogramação do 

metabolismo celular vegetal, envolvendo mudanças na atividade gênica (WALTERS et al., 

2007). O entendimento completo das bases moleculares da resistência de plantas e da 

regulação das respostas de defesa permitirá aos geneticistas e melhoristas usar 

abordagens mais sofisticadas para controle de pragas e patógenos ao aumentar as 

defesas naturais das plantas. 

3 - Proteinases e Inibidores de proteinases  

Para crescerem, se desenvolverem e se reproduzirem, os insetos em geral requerem 

os mesmos aminoácidos essenciais que os mamíferos (MOREIRA, 2007). Esses 

aminoácidos essenciais devem ser obtidos de uma dieta proteica e, para isso, os insetos 

aparentemente alimentam-se de todos os compostos orgânicos, de madeira a folhas, 

flores, raízes, tuberos, néctar e sementes (MURDOCK e SHADE, 2002; FORTUNATO et 

al., 2007). Essa plasticidade pode ser explicada pela diversidade de enzimas digestivas 

que podem ser encontradas no intestino médio desse grupo de organismos, conferindo-

lhes as habilidades de consumir e utilizar com eficiência uma grande variedade dos 

recursos alimentares (TERRA et al. 1996). 
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Os aminoácidos essenciais para a manutenção das funções vitais nos insetos são 

obtidos com o auxílio de proteinases digestivas, encontradas no intestino médio do trato 

digestivo desses insetos, que catalisam a liberação de peptídeos e aminoácidos de 

proteínas ingeridas na dieta (TAMAKI, 2011). Caso a hidrólise das proteínas seja 

interrompida, os alimentos ingeridos podem se acumular no intestino dos insetos, 

diminuindo a ingestão de alimentos e a predação de plantios e estoques por praga. Em 

última instância, a não digestão das proteínas alimentares pode levar os organismos à 

morte devido à baixa disponibilidade de aminoácidos, atingindo níveis letais (OLIVEIRA et 

al., 2005) portanto, a digestão de proteínas é um processo vital aos organismos. 

Insetos fitófagos apresentam serino e cisteíno-proteinases como principais enzimas 

digestivas (HAQ et al., 2004). As serino-proteinases são as principais enzimas hidrolíticas 

detectadas no intestino médio dos insetos da ordem Lepidoptera (PARDE et al., 2010), 

dentre as quais destacam-se as tripsinas, quimiotripsinas e elastases. Por constituírem 

importantes enzimas digestivas presentes praticamente em todos os organismos vivos 

(GEOFFROY et al., 1990), essas enzimas têm sido alvos frequentes nos estudos de 

tentativa do controle de insetos-praga (TAMAKI, 2011). 

Durante a alimentação nos tecidos das plantas, os insetos encontram uma série de 

defesas bioquímicas, as quais podem ser constitutivas ou sintetizadas em resposta ao 

ataque dos insetos. Acredita-se que o mecanismo de defesa induzida, além de proteger 

contra o ataque dos insetos herbívoros, atua diminuindo os custos fisiológicos da defesa 

quando os insetos não estão presentes (STOTZ et al., 1999). A maioria dos muitos 

compostos de defesa sintetizados pelas plantas são metabólitos secundários pequenos e 

não proteicos, como alcalóides, terpenóides e flavonóides (PIUBELLI et al., 2005), além de 

proteínas de defesa, como os inibidores proteicos de proteinases (DE LEO et al., 2001).  

Um dos mecanismos de defesa mais bem estudado é a produção de IPs, que são 

proteínas presentes em praticamente todas as plantas, capazes de se ligar às enzimas 

digestivas dos insetos, inibindo a sua atividade proteolítica de forma competitiva. Esta 

inibição se dá pela ligação do sítio ativo da enzima à região reativa do inibidor no intestino 

médio do inseto (SILVA-FILHO e FALCO, 2000), formando complexos estáveis com as 

proteinases alvo, bloqueando, alterando ou prevenindo o acesso ao sítio ativo da enzima 

(BIRK, 2003). Em tecidos de plantas mais vulneráveis ao ataque de herbívoro, os IPs são 



8 
 

defesas constitutivas, como nas sementes, ou podem ser induzidas por danos mecânicos, 

por exemplo, quando o inseto se alimenta de uma folha (SILVA-FILHO e FALCO, 2000).  

A ingestão dos IPs pelos insetos herbívoros interfere no processo de degradação 

das proteínas no intestino médio, sendo considerados agentes antimetabólicos, por 

causarem deficiência proteica nos insetos (FAN e WU, 2005). Os seus efeitos são 

atribuídos a sua interferência direta na digestão proteica, diminuindo a disponibilidade de 

aminoácidos, prejudicando a síntese de proteínas necessárias ao crescimento, 

desenvolvimento e reprodução dos insetos (OLIVA et al., 2010). Há ainda outra hipótese 

de que os inibidores afetem o desenvolvimento de forma indireta, através de um 

mecanismo de “feedback”, que levaria a uma hiperprodução de proteinases digestivas 

para compensar os baixos níveis de aminoácidos disponíveis, deslocando aminoácidos 

para síntese de mais proteinases em detrimento de outras proteínas essenciais 

(BROADWAY, 1995; OLIVEIRA et al., 2005). Dessa forma, o estudo da eficácia do efeito 

antinutricional dos inibidores no desenvolvimento de insetos-praga é importante para 

disponibilizar novas maneiras de proteger plantas cultivadas.  

Em 2007, nosso grupo publicou a sequência primária de um inibidor de tripsina a partir 

de sementes de Inga laurina (ILTI), caracterizado por ter uma única cadeia polipeptídica 

com 180 resíduos de aminoácidos e uma massa molecular de 20 kDa (MACEDO et al., 

2007). ILTI é um inibidor do tipo competitivo e foi agrupado na família Kunitz de inibidores 

de serino-proteinases de plantas, tendo em base a similaridade de sua sequência de 

aminoácidos. No entanto, ILTI contém apenas uma ponte dissulfeto diferente da maioria 

dos outros inibidores Kunitz (MACEDO et al., 2007). Recentemente, ILTI mostrou uma 

forte atividade inibitória contra a tripsina de Homalinotus coriaceus, praga do coco 

(MACEDO et al., 2011). Na Figura 4 podemos observar a representação da estrutura 

tridimensional de ILTI, além da região N-terminal e C-terminal, está presente o aminoácido 

lisina localizado na posição 64 (Lys64). Tal resíduo está presente no sítio reativo de ILTI e 

é reconhecido, especificamente, pelo sítio de ligação primário da enzima tripsina (Figura 

4A), e por isso é denominado resíduo P1. Esta característica, a presença de uma lisina na 

posição P1, determina que ILTI seja específico para serinoproteases do tipo tripsina. Na 

figura 4B, ainda é possível observar as interações moleculares formadas durante o 

complexo enzima-inibidor. O átomo de oxigênio do resíduo de Lisina 64 interage com o 
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grupo hidroxila do resíduo de Serina 195, formando uma ponte de hidrogênio de 2,92 Å. 

Esta interação é favorecida pela atração que os resíduos Histidina 57 e Aspartato 102 

promovem ao redor do resíduo Serina 195, também representada na figura 4B como 

linhas pontilhadas (MACEDO et al., 2011). Além das pontes de hidrogênio, outros 

elementos como forças de van der Waals e interações hidrofóbicas estão envolvidos nas 

interações entre os inibidores e as proteases (BIRK, 2003).  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

4 - Inibidores de proteinases como ferramenta biotecnológica 

Evidências da função de defesa dos inibidores de proteinases em plantas têm sido 

comprovadas em diversos experimentos, ressaltando a importância destes como 

candidatos ao uso nas estratégias de controle de insetos. Os efeitos deletérios dos 

Figura 4: Representação da estrutura tridimensional do inibidor de tripsina de Inga laurina. (A) 
Visão geral da formação do complexo entre o inibidor e a enzima tripsina e (B) detalhe da 
interação entre o resíduo de Lisina 64 e os resíduos da tríade catalítica (Ser195, His57 e 
Asp102) presentes no sítio catalítico durante a formação do complexo (adaptado de MACEDO 
et al., 2011). 
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inibidores contra insetos-praga têm sido descritos tanto em ensaios in vitro como in vivo 

(LINGARAJU e GOWDA, 2008; BHATTACHARYYA et al., 2007). 

 Lipke e colaboradores (1954) reportaram que inibidores de tripsina de soja inibiam o 

crescimento e a atividade proteolítica in vitro de Tribolium confusum (besouro da farinha). 

Pompermayer e colaboradores (2001) avaliaram a propriedade antimetabólica do inibidor 

de proteinase de soja (SPI) em relação às larvas de D. saccharalis e observaram que a 

adição de 0,5% (p/p) deste inibidor em dieta artificial causava redução na taxa de 

crescimento e desenvolvimento deste inseto. Ramos e colaboradores (2009), quando 

alimentaram Anagasta kuehniella com dieta artificial contendo 0,7% (p/p) do inibidor 

presente em sementes de Plathymenia foliolosa, observaram uma redução significativa na 

sobrevivência e no peso médio larval deste inseto. Resultados similares foram observados 

por Macedo e colaboradores (2010) em um experimento realizado com dietas artificiais 

contendo uma concentração de 1,0% (p/p) de inibidor de tripsina de sementes de 

Adenanthera pavonina, o qual ocasionou uma redução de 50% no peso e na 

sobrevivência larval de A. kuehniella.  

Além dos experimentos utilizando dietas artificiais, a construção de plantas 

transgênicas trouxe importantes avanços científicos, permitindo a geração de plantas mais 

resistentes aos diferentes tipos de pragas. Após o desenvolvimento de plantas contendo 

genes que expressam toxinas proteicas do Bacillus thuringiensis (Bt), considerado um dos 

marcos pioneiros nesta nova abordagem (ANDREWS et al., 1987),  genes endógenos das 

plantas, codificando principalmente inibidores de proteinases de insetos-praga, foram 

introduzidos em diferentes espécies de plantas com o objetivo de controlar fitófagos 

(HILDER et al., 1987; JOUANIN et al., 1998). Essa inserção de genes de inibidores de 

proteinases em plantas tem sido explorada por se tratar da transferência de um gene de 

defesa de uma espécie de planta para outra, o que, teoricamente, geraria menor rejeição 

perante a sociedade, em comparação com a transferência de um gene de uma bactéria 

para uma planta, como é o caso de plantas Bt (BOULTER, 1993; CARLINI e GROSSI-DE-

SÁ, 2002).  

Um grande número de plantas de interesse comercial já foi transformado com gene de 

inibidores de proteinases provenientes de outras plantas (JOUANIN et al., 1998; 

SCHULER et al., 1998). Em 1997, Yeh e colaboradores produziram plantas transgênicas 
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de tabaco (Nicotiana tabaccum) resistentes a Spodoptera litura, um lepidóptero predador 

das folhas desta espécie. As plantas foram modificadas com a introdução de um gene que 

codifica um inibidor de tripsina presente em Ipomoea batatas (batata-doce). O inibidor de 

tripsina, MTI-2, presente em sementes de mostarda foi eficiente contra larvas de Plutella 

xylostella, quando expresso em plantas de Arabidopsis thaliana, causando altos níveis de 

mortalidade e uma acentuada redução no desenvolvimento deste inseto (DE LEO et al., 

2001). MTI-2 também foi eficiente contra Mamestra brassicae, quando expresso em folhas 

de fumo transgênicas e contra Spodoptera litoralis, quando expresso em sementes de 

granola (DE LEO et al., 2001). Em 2010, Dunse e colaboradores expressaram inibidores 

de proteinases em plantas de algodão e estas foram mais resistentes ao ataque de 

insetos-praga. Na revisão bibliográfica de Fan e Wu (2005) são apresentados mais de 50 

trabalhos de plantas transgênicas expressando inibidores de diferentes famílias 

resistentes a insetos-praga. 

No entanto, como resultado de pressões seletivas, insetos herbívoros desenvolveram 

vários mecanismos de adaptação para superar os efeitos defensivos de IPs 

(GATEHOUSE, 2011). Entre esses mecanismos, podemos mencionar a superexpressão 

de enzimas sensíveis aos IPs (DE LEO et al., 1998.), a clivagem proteolítica dos IPs por 

proteinases dos insetos (GIRARD et al., 1998a, YANG et al., 2009) e a expressão de 

proteinases que são insensíveis aos IPs (BRITO et al., 2001; JONGSMA et al., 1995). Esta 

adaptação é um resultado do processo de co-evolução entre insetos e plantas. Um 

possível modo para obter resultados satisfatórios usando IPs no controle de pragas seria 

avaliar o potencial de IPs de espécies vegetais bastante separadas evolutivamente 

daquelas cujos insetos são predadores (FALCO e SILVA-FILHO, 2003). 

5 - Transformação genética de plantas 

Pesquisas relacionadas ao melhoramento genético têm levado a aumentos 

consideráveis na produtividade de diversas espécies cultivadas através de variadas 

abordagens metodológicas para obtenção de maior ganho genético após a seleção. As 

principais vantagens do uso das plantas geneticamente modificadas são: aumento na 

produção (BETZ et al., 2000) e a redução na aplicação de inseticidas (ROMEIS et al., 

2006), principalmente os, de largo espectro, favorecendo a manutenção de inimigos 
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naturais (GOULD, 1998), que auxiliam no controle de pragas e contribuem para retardar a 

evolução da resistência (MASCARENHAS e LUTTRELL, 1997).  

A transformação genética de plantas surgiu no final da década de 80, como uma 

ferramenta atrativa e de alto potencial no auxílio do melhoramento tradicional. Atualmente 

mostra-se como uma técnica bastante viável (FALCO, 1998), na qual um fragmento 

definido de DNA é introduzido no genoma do hospedeiro, ou genoma receptor, devendo 

ser a ele integrado (BRASILEIRO e DUSI, 1999). A inserção estável dessas moléculas em 

um genoma hospedeiro dá origem a um indivíduo igual ao receptor da molécula 

recombinante, porém acrescido de uma característica nova e particular (QUECINI e 

VIEIRA, 2001).  

Existem diversas técnicas de transformação genética de plantas. Essas técnicas estão 

basicamente agrupadas em duas categorias: transformação indireta e direta. A 

transformação indireta é aquela em que o DNA exógeno de interesse é inserido no 

genoma vegetal pela ação de um vetor biológico, realizado, principalmente, pela 

transferência do DNA de interesse por bactérias do gênero Agrobacterium enquanto a 

transformação direta é baseada em processos físicos e/ou bioquímicos (PICELLI, 2010).  

A transformação indireta, mediada por bactérias fitopatogênicas de solo do gênero 

Agrobacterium, é a estratégia mais comum para transformar plantas, principalmente por 

ser um sistema simples, eficiente e barato. Possui ainda a vantagem de produzir plantas 

transgênicas com um número limitado de cópias do transgene, já que a inserção é 

geralmente um evento preciso (DE BLOCK, 1993). O uso da Agrobacterium tumefaciens 

como vetor de transformação exige que a linhagem esteja “desarmada”, isto é, sem a 

presença dos oncogenes em seu plasmideo. No lugar dos genes retirados, serão 

colocados genes de interesse e/ou marcadores de seleção, que vão ser transferidos e 

integrados ao genoma vegetal, sem afetar a regeneração (BRASILEIRO e DUSI, 1999; 

KLEE et al., 1987). Porém, muitas espécies ou cultivares de cereais e gramíneas 

(monocotiledôneas), apesar dos avanços na técnica e a escolha de estirpes de bactérias 

mais específicas à cultura em questão, encontram ainda certas resistências a esse 

método de transformação (PICELLI, 2010).  
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Dos métodos que utilizam DNA introduzido diretamente no genoma das plantas, 

apenas dois são de importância prática: a eletroporação e a biobalística. 

A transformação por eletroporação consiste na indução temporária de poros nas 

membranas celulares dos protoplastos, produzidos por um campo elétrico, permitindo 

assim, a passagem de íons e moléculas, como a molécula de DNA. Entretanto, o 

isolamento e cultivo de protoplastos é um processo laborioso e difícil, restringindo a 

transformação genética de métodos que dependam dessa fase, como, por exemplo, a 

eletroporação (FALCO, 1998). Esse método é pouco utilizado para monocotiledôneas 

(BIRCH, 1997). 

Já o método da biobalística consiste na aceleração de micropartículas que atravessam 

a parede celular e a membrana plasmática, de forma não letal, carregando o DNA para o 

interior da célula (FERREIRA et al., 2004). São utilizados microprojéteis de ouro ou 

tungstênio, nos quais são precipitadas as moléculas de DNA. Parte dos projéteis, que 

carregam as moléculas de DNA, atinge o núcleo da célula vegetal e libera o DNA 

precipitado que, em baixa frequência e de forma aleatória, é integrado no genoma (KLEIN 

et al., 1987). O tipo de aparelho usado para acelerar as micropartículas envolvidas pelo 

DNA pode ter propulsão a ar, pólvora, gás hélio ou eletricidade (FERREIRA et al., 2004). 

6- Melhoramento genético de tabaco 

Atualmente, o Brasil produz mais de 650.000 toneladas de tabaco por ano sendo um 

dos maiores produtores do mundo (SILVA, 2007). Além disso, é considerado o maior 

exportador mundial de fumo, em volume (AFUBRA, 2005). O setor fumageiro exerce 

grande importância na atividade econômica e social do país. No total, considerando a 

soma dos empregos diretos e indiretos gerados pelo fumo desde o seu plantio até a 

comercialização do cigarro, há o envolvimento de aproximadamente 2,4 milhões de 

pessoas que de alguma forma estão vinculadas ao setor (AFUBRA, 2005). Segundo o 

pesquisador Amadeu A. Bonato, do Departamento de Estudos Socioeconômicos Rurais do 

Paraná, o Brasil vive um paradoxo entre a redução do número de fumantes e o aumento 

da produção de fumo em virtude das exportações. Isso porque o fumo brasileiro possui 

duas características visadas pelo mercado internacional, boa qualidade e baixos custos.  
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Além disso, o tabaco possui um histórico estabelecido como planta-modelo para a 

transformação genética vegetal. As maiores vantagens do tabaco incluem sua alta taxa de 

regeneração in vitro, seu genoma relativamente pequeno (o que facilita as manipulações 

moleculares), o alto rendimento de biomassa (mais de 100.000 kg por hectare), o potencial 

de produção rápida em larga-escala devido ao ciclo curto e à grande produção de 

sementes, e pela facilidade com que a análise genética da herança dos genes 

introduzidos pode ser realizada (LEMOS, 1997, DUNG et al., 2006).  

A primeira planta transgênica de tabaco foi obtida por Zambryski e colaboradores 

(1983), através da expressão de um gene de Agrobacterium tumefaciens (opalina). 

Nicotiana tabacum também foi utilizada para obtenção de transgênicos resistentes a vírus 

(POWELL-ABEL et al., 1986), tolerantes a herbicidas (COMAI et al., 1987) e resistentes a 

insetos-praga. Em 1987, Hilder e colaboradores obtiveram a primeira planta de tabaco 

transgênica expressando um gene de inibidor de tripsina do feijão Vigna unguiculata. 

Essas plantas apresentaram resistência a uma grande variedade de insetos-praga, 

incluindo Lepidópteras do gênero Heliothis e Spodoptera, Coleópteros do gênero 

Diabrotica e Anthonommous e Ortoptera do gênero Locusts (GATEHOUSE e 

GATEHOUSE, 1998). Este foi o ponto de partida para a utilização de plantas transgênicas 

expressando inibidores de proteinases como uma estratégia alternativa para o controle de 

insetos-praga. 

Johnson e colaboradores (1989) obtiveram plantas de tabaco transgênicas 

expressando um potente inibidor de tripsina/quimiotripsina de tomate. Larvas de Manduca 

sexta alimentadas com folhas deste transgênico apresentaram um retardado significativo 

no crescimento. Posteriormente, plantas de tabaco contendo um inibidor de tripsina de 

Curcurbita máxima (CmTI) e a toxina Cry1Ab mostraram um aumento de 6 vezes na 

atividade inseticida contra Heliothis virescens quando comparadas com plantas 

expressando apenas a toxina Cry1Ab (MACINTOSH et al., 1990). Em 1994, McManus e 

colaboradores expressaram em tabaco um inibidor de quimiotripsina de batata obtendo 

uma redução no crescimento das larvas de Chrysodeixis eriosoma que se alimentaram 

das plantas transgênicas.  
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7 - Melhoramento genético de cana-de-açúcar 

A cana-de-açúcar é uma cultura de grande importância econômica no Brasil e no 

mundo. A cultura vem sendo cultivada em regiões tropicais e subtropicais em diversos 

países, sendo o Brasil o seu maior produtor com cerca de 570 milhões de toneladas numa 

área de aproximadamente 6,7 milhões de hectares (FNP, 2010). O Estado de São Paulo 

concentra a maior produção de cana-de-açúcar do país, correspondendo a 60% da safra 

brasileira (União da indústria de cana-de-açúcar – ÚNICA, 2009).  

A agroindústria canavieira é responsável por gerar milhões de empregos na área, o 

que evidencia a importância social da cultura (RIBEIRO, 2007), com a geração de divisas 

através da exportação de açúcar e álcool e pelo aproveitamento racional da biomassa 

vegetal. O bagaço da cana-de-açúcar é de grande interesse para o setor energético, 

podendo ser utilizado na co-geração de energia elétrica. As fibras podem ainda servir de 

matéria-prima para diversos produtos como papel, ração animal, etc. O emprego destes 

resíduos que anteriormente eram descartados contribui para o desenvolvimento 

sustentável e para a geração de recursos do Brasil (FELIX, 2006). 

A transformação genética de cana-de-açúcar tem seu espaço em várias linhas de 

pesquisa e é amplamente estudada. A primeira planta de cana-de-açúcar geneticamente 

transformada foi obtida com sucesso em 1992 por Bower e Birch, através da técnica de 

biobalística utilizando calos de cana-de-açúcar como material alvo. As plantas 

transformadas obtidas continham o gene neo (nptII), que codifica para a enzima neomicina 

fosfotransferase II, a qual confere resistência a antibióticos aminoglicosídeos (canamicina 

e geneticina). No mesmo ano, Chowdhury e Vasil bombardearam calos embriogênicos de 

cana-de-açúcar com o gene bar, porém, não conseguiram regenerar nenhuma planta 

transgênica, provavelmente devido à idade e tipo de calo utilizado nos experimentos de 

transformação. A produção de plantas resistentes a herbicida é uma prática comum 

(FALCO et al., 2000, MANICKAVASAGAM et al., 2004) e o desempenho agronômico e 

estudos da herdabilidade em plantas que contêm esta característica já foram executados 

no campo (LEIBBRANDT e SNYMAN, 2003; BUTTERFIELD et al., 2002). 

Os enormes prejuízos acarretados pela infestação da broca-da-cana têm levado os 

cientistas a buscar incorporar características de resistência a esse inseto nos programas 
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de melhoramento, por exemplo, com o uso da transgenia. Exemplos de melhoramento 

genético usando técnicas de transgenia são conhecidos na literatura, embora ainda não 

exista cultivares comerciais de cana disponíveis (MEDEIROS, 2008). A maioria das 

tentativas foi realizada utilizando genes da toxina Cry de Bacillus thuringiensis, com o 

objetivo de aumentar a resistência a brocas que atacam o colmo. Arencibia e 

colaboradores (1997), produziram plantas de cana-de-açúcar pela transformação com 

uma versão truncada do gene cryI(A)b de B. thuringiensis, embora a produção de proteína 

tenha sido muito baixa, as plantas apresentaram uma leve atividade larvicida.  

Braga e colaboradores (2003) produziram plantas de cana-de-açúcar resistentes à D. 

saccharalis usando uma versão reconstruída de cryI(A)b. Estas plantas transgênicas 

apresentaram alta resistência sob condições de estufa e de campo. Por outro lado, Weng 

e colaboradores (2006) usaram uma versão truncada do gene cryI(A)c obtendo  níveis de 

resistência à broca. 

Outras estratégias já foram utilizadas para obter plantas de cana-de-açúcar resistentes 

a insetos, usando genes de várias fontes. Nutt e colaboradores (1999 e 2005) obtiveram 

plantas transgênicas de cana-de-açúcar que expressavam no primeiro caso, o inibidor de 

proteinase II da batata, e no segundo trabalho, o gene da lectina de Galanthus nivalis. Os 

autores mostraram uma redução no peso das larvas de coleópteros de solo que se 

alimentam das raízes dessas plantas. Ribeiro (2007) superexpressou o gene da 

canacistatina, um inibidor de cisteíno-proteinase para controle de pragas da ordem 

Coleoptera. Falco e Silva-Filho (2003) expressaram em cana-de-açúcar os inibidores de 

tripsina Kunitz e Boman-Birk de soja, obtendo uma redução no crescimento das lagartas 

da broca da cana-de-açúcar que se alimentaram das plantas transgênicas. 

Neste contexto, a transformação genética pode ser empregada nos programas de 

melhoramento de cana-de-açúcar para inserção de transgenes visando à obtenção de 

variedades tolerantes a diferentes estresses biótico e abiótico. Além de produzir bons 

produtos agrícolas, a tecnologia de transformação genética oferece também a 

possibilidade de estudar os milhares de genes de plantas que foram identificados pelos 

programas genomas conduzidos em todo o mundo nos últimos anos (DONG et al., 2005). 
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O controle genético utilizando plantas transgênicas que superexpressam genes de IPs 

poderá trazer, portanto, uma enorme contribuição para o controle de insetos-praga, 

diminuindo a utilização de inseticidas químicos nocivos ao meio ambiente e garantindo 

ainda, uma maior produtividade e qualidade da matéria-prima final. 
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III- OBJETIVOS 

1. Avaliar a eficácia de ILTI nativo (purificada a partir de sementes de I. laurina) como 

uma ferramenta antinutricional em relação ao desenvolvimento dos insetos-praga 

D. saccharalis e H. virescens através da ingestão de dieta artificial suplementada 

com ILTI. 

2. Obter a sequência nucleotídica do gene ilti, utilizando-se primers degenerados 

desenhados a partir da sequência de aminoácidos. 

3. Clonar o gene ilti, expressar e purificar a proteína recombinante ILTI (reILTI) em E. 

coli. Avaliar a atividade inibitória de reILTI em relação a tripsina bovina e as 

proteinases presentes no intestino médio das larvas de D. saccharalis e H. 

virescens. 

4. Clonar o gene ilti em vetor de transformação. Transformar plantas de cana-de-

açúcar e tabaco, através das técnicas de biobalística e via Agrobacterium, 

respectivamente. 

5. Analisar as plantas transformadas quanto à presença do gene e produção da 

proteína recombinante. Avaliar o efeito das plantas transformadas sobre suas 

respectivas pragas. 

 

A estratégia de trabalho seguida para atingir os objetivos propostos está 

apresentada na Figura 5. 
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Figura 5: Fluxo experimental do projeto. Etapas realizadas com inibidor purificado de 
sementes (vinho). Etapas realizadas com proteína recombinante (roxo). Etapas realizadas
com o gene ilti e ilti-s (verde). Etapas realizadas com o gene ilti-s (azul).  
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IV - MATERIAIS 

1 - Espécie Vegetal 

As sementes e folhas de I. laurina, foram coletadas na cidade de Campo Grande, no 

Estado de Mato Grosso do Sul (Brasil) e foram utilizadas para extração do inibidor – ILTI. 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

2 - Insetos 

Duas espécies de insetos pertencentes à ordem Lepidoptera, D. saccharalis 

(Fabricius, 1794) e H. virescens (Fabricius, 1777) (Figuras 2 e 3, respectivamente), foram 

cedidas pelo Prof. Dr. José Roberto Postali Parra, do Laboratório de Biologia de Insetos, 

Departamento de Entomologia, ESALq, Piracicaba-SP. D. saccharalis e H. virescens 

foram mantidas em dietas artificiais, de King e Hartley (1985) e Parra e Mihsfeldt (1992), 

respectivamente. A metodologia de criação adotada para as espécies foi aquela proposta 

por Parra (1996), utilizando-se tubos de vidro 2,5 cm de diâmetro x 8,5 cm de altura, 

mantendo-os a 25±2 ºC, UR de 60±10% e fotoperíodo de 14/10 h de claro/escuro (Figura 

7). 
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Figura 8: (A) larva de S. frugiperda, (B) larva de A. ipsilon e (C) larva de T. absoluta. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Larvas de Spodoptera frugiperda (praga do milho), Agrotis ipsilon (praga que ataca 

soja, algodão, feijão e milho) e Tuta absoluta (praga do tomate) também foram cedidas 

pelo Prof. Dr. José Roberto Postali Parra e utilizadas em ensaio in vitro. 

 

 

 

 

 

 

 

3 - Primers e enzimas 

Os primers foram construídos a partir da sequência de proteína de interesse e 

adquiridos comercialmente da empresa IDT. As enzimas de restrição utilizadas nos 
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experimentos de biologia molecular foram adquiridas das empresas Promega, New 

England Biolabs e Fermentas.  

4 - Vetores para clonagem e expressão 

 Para a subclonagem do gene ilti e ilti-s foi utilizado o vetor pGEM-T Easy 

(Promega). 

 Para a clonagem de ilti-s em cana-de-açúcar foi utilizado o vetor pUBILN 

(CAMARGO, 2007). 

 Para a clonagem de ilti e ilti-s em tabaco foram utilizados os vetores pRT104 

(TOPFER et al., 1987) e pCAMBIA2301 (Cambia, Austrália). 

 Para a expressão de ilti foi utilizado uma versão modificada do vetor pETSUMO 

(Invitrogen). 

5 - Gene sintético 

O gene sintético (ilti-s) que codifica ILTI foi adquirido comercialmente da empresa IDT. 

Foi desenhado tendo em base no uso de códons de Saccharum officinarum 

(http://www.kazusa.or.jp/codon/cgi-bin/showcodon.cgi?species=4547). A sequência de ilti-

s pode ser conferida na Figura 9.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.kazusa.or.jp/codon/cgi-bin/showcodon.cgi?species=4547


23 
 

6 - Meios de cultura  

6.1 - Murashige & Skoog pH 5,8 (MS ágar) 

 

Macronutrientes Micronutrientes Fe-EDTA Outros 

NH4NO3 (1,65 g/L)  

CaCl2.2H2O (0,44 g/L)  

KNO3 (1,9 g/L)  

MgSO4.7H2O (0,37 g/L)  

KH2PO4 (0,17 g/L)  

 

H3BO3 (6,2 g/L) 

MnSO4.H2O (1,69 g/L)  

ZnSO4.7H2O (8,6 g/L) 

KI (0,83 g/L) 

Na2MoO4.2H2O (0,25 g/L) 

CuSO4.5H2O (25 mg/L) 

CoCl2.6 H2O (25 mg/L) 

FeSO4 (1,39 g/L)  

EDTA (1,86 g/L)  

Vitaminas de 

Gamborg. 

sacarose (25 mg/L) 

ágar (8 g/L) 

 

6.2 - Luria-Bertani pH 7,0 (LB) 

10 g/L de peptona 

5 g/L de extrato de levedura 

10 g/L de NaCl  

6.3 – LB/Ágar (2,0%) 

2,0% de ágar em 1 L de LB (m/v) 
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V - MÉTODOS 

1 - Isolamento do inibidor de tripsina de I. laurina (ILTI) 

ILTI foi obtido de acordo com o método descrito por Macedo e colaboradores (2011). 

As sementes de I. laurina sem tegumento foram moídas e peneiradas para obtenção de 

uma farinha de fina granulação, a qual foi submetida à delipidação com hexano. A farinha 

delipidada foi submetida a uma extração proteica com tampão fosfato de sódio 0,1 M, pH 

7,6, na proporção de 1:10 (p/v), sob agitação constante overnight em temperatura de 4 ºC. 

Após a homogeneização, o material foi centrifugado a 7.500 x g durante 30 min a 8 ºC, o 

sobrenadante foi separado e dialisado por 24 h contra água destilada a 4 ºC, liofilizado e 

denominado Extrato Bruto (EB). A fração liofilizada (50 mg) foi dissolvida em tampão Tris-

HCl 0,05 M, pH 8,0, e aplicada em uma coluna de troca iônica DEAE-Sepharose (2 × 20 

cm) equilibrada previamente com o mesmo tampão, em um fluxo de 30 ml/h. A fração que 

apresentou atividade anti-tríptica na coluna DEAE-Sepharose (5 mg) foi aplicada em uma 

coluna de troca iônica HiTrap Q Sepharose (5 ml), equilibrada com tampão Tris-HCl 0,02 

M, pH 8,0, em um fluxo de 30 ml/h. A detecção das proteínas foi feita em 

espectrofotômetro a 280 nm. A quantificação da proteína foi realizada usando o método de 

Bradford (1976).  

2 - Avaliação de ILTI sobre o desenvolvimento larval de D. saccharalis e H. virescens 

Para avaliar o efeito de ILTI no desenvolvimento dos insetos, larvas neonatas foram 

colocadas em tubos de vidro cobertos com algodão, e ILTI foi adicionado à dieta artificial a 

uma concentração de 0,1% para D. saccharalis e 0,5% para H. virescens. Uma dieta 

controle, sem o inibidor, também foi preparada. Entre as concentrações testadas de ILTI, 

os valores de 0,1% e 0,5% de inibidor para D. saccharalis e H. virescens, 

respectivamente, foram escolhidos porque o efeito de ILTI na sobrevivência das larvas 

nestas concentrações foi considerado adequado para experimentos in vivo. O tratamento 

para D. saccharalis foi composto por dez repetições contendo quatro larvas (n = 40), e o 

tratamento para H. virescens foi composto por vinte repetições contendo uma larva por 

tubo (n = 20). A diferença no número de repetições entre os tratamentos foi devido (i) às 

diferenças de tamanho das larvas das duas espécies, (ii) diferenças de comportamento e 

(iii) às quantidades de proteína ILTI necessária para os testes. No final do quarto ínstar, o 
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peso, o número de larvas, o consumo larval e a produção fecal foram analisados para a 

avaliação dos parâmetros nutricionais. A atividade tríptica dos extratos do intestino médio 

e das fezes também foi determinada. 

3 - Parâmetros nutricionais 

Os parâmetros nutricionais foram comparados entre as larvas de quarto ínstar 

alimentadas com dieta controle e dieta suplementada com ILTI. As larvas foram pesadas, 

mortas por congelamento e levadas à estufa (50 ºC), juntamente com a sobra da dieta e 

as fezes existentes nos tubos, visando à obtenção do peso de sua matéria seca, do 

alimento consumido, do ganho de peso das larvas, essenciais para determinação dos 

índices de consumo e utilização de alimento. 

Para a determinação dos índices de nutrição quantitativa da fase larval, adotou-se a 

metodologia proposta por Waldbauer (1968) e Farrar e colaboradores (1989). Para o 

cálculo destes índices, foram utilizados os seguintes parâmetros (em peso de matéria 

seca): 

B = peso médio das larvas  

I = peso do alimento ingerido 

F = peso das fezes produzidas 

I-F = alimento assimilado 

Foram determinados os índices de consumo e utilização para cada tratamento, por 

meio da análise de quatro parâmetros: Eficiência de Conversão do alimento Ingerido 

(ECI), Eficiência de Conversão do alimento Digerido (ECD), Custo Metabólico (CM) e 

Digestibilidade Aproximada (AD), através das seguintes fórmulas: 

ECI – estima a percentagem do alimento ingerido que foi transformado em biomassa. 

 

ECD – estima a percentagem do alimento digerido convertido em biomassa. 

 

ECD =  B  x 100 

I-F 

ECI =  B_ x 100 
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CM – representa a percentagem do alimento metabolizado em energia para manutenção 

dos processos vitais. 

 CM = 100 – ECD 

AD – representa a percentagem do alimento ingerido que é efetivamente assimilado pelo 

inseto. É uma aproximação da tomada real de nutrientes através das paredes do intestino. 

 

4 - Obtenção das enzimas do fluido intestinal dos insetos 

Larvas de quarto ínstar de D.saccharalis, H. virescens, S. frugiperda, Agrotis ipsilon e 

Tuta absoluta, foram imobilizadas em nitrogênio líquido e tiveram seus intestinos 

removidos com o auxilio de pinças. Os intestinos foram congelados em nitrogênio líquido e 

macerados. O homogenato obtido foi centrifugado a 10.000 x g por 10 min a 4 ºC. O 

sobrenadante foi coletado e quantificado através da metodologia desenvolvida por 

Bradford (1976) e utilizado imediatamente como fonte de enzimas nos ensaios 

enzimáticos ou então armazenado a -20 ºC. 

5 - Preparação das fezes 

Fezes das larvas de quarto ínstar de D. saccharalis e H. virescens foram coletadas e 

estocadas a -20 ºC. Para utilização nos ensaios enzimáticos, as fezes foram 

homogeneizadas em tampão Tris 0,05 M, pH 8,0 e centrifugadas a 20.000 x g por 10 min 

a 4 ºC, e os sobrenadantes foram imediatamente utilizados. 

6 - Determinação da atividade enzimática  

Com a finalidade de analisar a resposta das proteinases de D. saccharalis e H. 

virescens frente à ação de ILTI, a atividade das enzimas do tipo tripsina presentes nos 

extratos do intestino médio e fezes destas larvas, alimentadas em dieta controle e dieta 

contendo ILTI, foi determinada pela hidrólise do substrato específico BAPNA (N- Benzoil-

DL-Arginil-p-Nitroanilida) seguindo a metodologia desenvolvida por Erlanger e 

colaboradores (1961). Os extratos foram incubados com tampão Tris-HCl 0,05 M, pH 8,0 a 

37 ºC por 10 min. Após incubação, 200 μl de BAPNA a 1 mM foi adicionado, completando 

AD =  I-F  x 100 

I 
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um volume final de 270 μl/poço. O tempo total do ensaio foi de 30 min. A mudança na 

absorbância a 410 nm subtraída a leitura da solução do branco foi detectado no leitor de 

microplacas VersaMax Microplate Reader (Molecular Devices). O ensaio foi realizado em 

triplicata. 

7 - Efeito de ILTI sobre as enzimas digestivas de diferentes insetos-praga 

A atividade inibitória de ILTI foi testada contra as proteinases intestinais de (1) D. 

saccharalis e H. virescens alimentados em dieta controle ou dieta contendo inibidor e (2) 

S. frugiperda, A. ipsilon e T. absoluta  alimentadas em dieta artificial. BAPNA (1 mM) foi 

utilizado como substrato. Diferentes concentrações de ILTI foram incubadas junto a 

concentrações fixas de extratos intestinais. Após o período de incubação de 10 min a 37 

ºC, 200 µl de substrato foram adicionados, completando o volume final de 270 µl, e o 

ensaio decorreu durante 30 min. O ensaio foi acompanhado a 410 nm e a porcentagem de 

inibição contra cada extrato intestinal foi calculada após a subtração de seus respectivos 

brancos, levando em consideração que a atividade enzimática máxima foi obtida na 

ausência do inibidor. Para cada concentração de inibidor três replicatas foram preparadas. 

8 - Digestibilidade in vitro de ILTI pelas enzimas digestivas de D. saccharalis e H. 

virescens 

ILTI foi dissolvido (2 mg/ml) em tampão Tris 0,01M, pH 8,0. Os extratos de intestino 

médio das larvas foram preparados de acordo com o método descrito detalhadamente no 

item 4. Para a realização do ensaio de digestibilidade in vitro, ILTI foi incubado com extrato 

de intestino médio na proporão de 1:10 (p/p). Os ensaios foram realizados à temperatura 

de 37 ºC, nos intervalos de tempo 0, 1, 3, 6, 12, 24 e 48 h e a reação foi interrompida por 

imersão dos tubos em água a 100 ºC por 2 min. As proteínas foram em seguida separadas 

por eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5% na presença de dodecil sulfato de sódio 

(SDS-PAGE).  

9 - Eletroforese em gel de poliacrilamida 

A eletroforese em gel de poliacrilamida na presença de SDS (SDS-PAGE) foi realizada 

de acordo com a metodologia descrita por Laemmli (1970). A eletroforese foi conduzida 

em uma cuba, com gel de concentração com 5% de acrilamida, e gel de separação com 
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12,5% de acrilamida. As amostras e o marcador de massa molecular foram dissolvidos em 

tampão de amostra para eletroforese. As proteínas utilizadas como marcadores de peso 

molecular foram: fosforilase (94 kDa), albumina sérica bovina (67 kDa), ovalbumina (43 

kDa), anidrase carbônica (30 kDa), inibidor de tripsina de soja (20 kDa) e α-lactoalbumina 

(14 kDa). A corrida eletroforética foi realizada com corrente constante (30 mA) e voltagem 

livre. O gel foi corado com solução de Coomassie Blue 0,1% overnight e o excesso de 

corante removido em ácido acético 7%. 

10 - Análise estatística 

Os dados obtidos nos ensaios bioquímicos foram submetidos à análise da variância e 

as médias comparadas pelo teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade, utilizando o 

programa Instat. 

11 - Isolamento e sequenciamento do gene ilti 

11.1 - Extração de DNA genômico de I. laurina 

A extração de DNA genômico de I. laurina foi realizada utilizando o protocolo de CTAB 

(brometo de cetil-trimetil-amônio) descrito por Doyle e Doyle (1990). Folhas jovens de I. 

laurina foram coletadas e maceradas em nitrogênio líquido com o auxílio de um cadinho e 

pistilo de porcelana. As folhas maceradas foram distribuídas em tubos de microcentrífuga 

eppendorf e foram adicionados 500 μl de tampão de extração previamente aquecido a 65 

°C (2% CTAB, 1,4 M NaCl, 20 mM EDTA, 100 mM Tris-HCl, pH 8,0 e 0,2% de β-

mercaptoetanol). Os tubos foram submetidos à agitação no vórtex e incubados a 60°C por 

30 min. Após incubação os tubos foram mantidos à temperatura ambiente, posteriormente 

foi adicionado 500 μl de clorofórmio:álcool isoamílico (24:1, v/v) e os tubos foram 

submetidos à agitação no vórtex e centrifugação por 15 min, 18.000 x g a 4 ºC. A fase 

aquosa (fase superior) foi removida e submetida novamente a extração com 

clorofórmio:álcool isoamílico. Foi adicionado 3,0 μl de RNAse (10 mg/ml) e as amostras 

foram incubadas por 20 min a 37 ºC. Para a precipitação do DNA genômico foi adicionado 

0,7 vezes o volume coletado de isopropanol e as amostras foram misturadas suavemente. 

O precipitado de DNA foi obtido por centrifugação a 18.000 x g durante 30 min a 4 ºC. 
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Depois da lavagem com etanol 70%, o DNA foi ressuspendido em 20 μl de água MilliQ 

autoclavada. O DNA foi estocado a 4 ºC.  

11.2 - Reação em cadeia da DNA polimerase (PCR) 

O gene ilti foi amplificado por PCR diretamente do DNA genômico usando primers 

degenerados (Tabela 1), que foram desenhados tendo em base a sequência de 

aminoácidos da proteína ILTI publicada por Macedo e colaboradores (2007). A reação de 

amplificação foi realizada em volume final de 20 μl utilizando 15 pmol/µl de primers (direto 

e reverso), 50 mM MgCl2, 10 mM de dNTP, 2,0 µl de tampão da PCR (PCR buffer 10X – 

100mM Tris-HCl, pH 9,0, 500 mM KCl), 1U da enzima Taq DNA Polimerase (Invitrogen) e 

como molde 20 ng de DNA genômico de I. laurina.  

O programa utilizado para a PCR foi constituído pelas seguintes etapas: 1) 

desnaturação inicial do DNA molde a 94 °C por 3 min; 2) a temperatura de desnaturação é 

mantida por mais 50 s; 3) mudança da temperatura para respectiva TA (Temperatura de 

Anelamento) (ver Tabela 1) para anelamento dos primers durante 50 s; 4) para extensão a 

temperatura foi alterada para 72 °C, mantida por 1 min; 5) Para a amplificação de ilti os 

passos 2 a 4 foram repetidos por 30 vezes. Após os 30 ciclos, um último ciclo de extensão 

de 7 min a 72 ºC foi realizado. A reação de amplificação foi conduzida em termociclador 

(Veriti, Applied Biosystems). 

O material amplificado foi submetido à eletroforese em gel de agarose 1,0%, utilizando 

voltagem constante de 90 V durante 30 min. O gel de agarose foi preparado dissolvendo a 

agarose em tampão TAE 1X (40 mM Tris-acetato, pH 8,0 e 1 mM EDTA) ao qual foi 

adicionado 2,5 μl de Brometo de etídio (10 mg/ml) (AMRESCO). Após a separação 

eletroforética, o gel foi fotodocumentado em fotodocumentador (ChemiDoc System- Bio 

Rad). 
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Tabela 1: Primers utilizados para amplificação e sequenciamento do gene ilti. 

Isolamento de ilti 

Primers Sequência (5’ – 3’) 
Sequência 

nucleotídica obtida 

TA 

(°C) 

1) ILTI-F-1 (Direto) GTHGAYWSHGAYGGHGARATGYTHMG 

16 ao 339 

57 

2) ILTI-F-2 (Direto) ATGYTHMGHAAYGGHGGHAARTAYTA 57 

3) ILTI-F-3 (Direto) GTHTGYACHAAYWSHCCHAAYTGG 57 

4) ILTI-R-1 (Reverso) CCRAAYTCYTGYTTRTCHCCHARCAT 57 

5) ILTI-R-2 (Reverso) CCDATRTTHGCHSWYTCRTCYTGHCC 57 

6) ILTI_F_int (Direto) GGGTCGTCGTAAAGTCTCGTAG 12 ao 441 56 

7) ILTI_F_333pb (Direto) TGCCTTTGTTTCTGGTTCGTTC 

10 ao 534 

52 

8) ILTI_R1_fim (Reverso) ATTRTCCTTNACCTTRTCGAACTTG 52 

9) ILTI-F4inicio (Direto) GAGGTBGTBGTBGTBGACTCWGACGGC 

1 ao 534 

56 

10) ILTI-Rfinal (Reverso) ATTGTCCTTGACCTTGTCGAACTTG 56 

11) M13 (Direto) 

Sequenciamento pGEM 
GTAAAACGACGCCGCCCA - 50 

12) M13 (Reverso) 

Sequenciamento pGEM 
AACAGCTATGACCATG - 50 

*Código degenerado: B= C/G/T; D= A/G/T; H= A/C/T; K= G/T; M= A/C; N= A/C/G/T; R= A/G; S= C/G; V= 
A/C/G; W= A/T; Y= C/T 
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11.3 - Clonagem do gene ilti no vetor pGEM-T Easy 

O fragmento amplificado por PCR foi clonado no pGEM-T Easy (Promega) (Figura 10), 

um vetor linearizado adequado para clonagem de produtos de PCR. Este apresenta 

timidinas adicionadas às suas extremidades 3’, permitindo uma melhor compatibilidade de 

tais extremidades com o produto de PCR gerado pela Taq DNA polimerase, já que esta 

enzima adiciona desoxirriboadenosina ao terminal 3’ dos fragmentos amplificados na PCR. 

Adicionalmente, a presença das timidinas aprimora a eficiência de ligação dos produtos de 

PCR, pois previne a recircularização do vetor. O pGEM-T Easy também apresenta o sítio 

múltiplo de clonagem inserido no gene lacZ, que codifica a enzima β-galactosidase, o que 

possibilita a identificação dos clones recombinantes através da diferente coloração das 

colônias na presença e ausência desta enzima e de compostos análogos à galactose 

(www.promega.com).  

A clonagem do gene ilti no vetor pGEM-T Easy foi executada seguindo as 

especificações do kit. O produto da reação de ligação (pGEM-ilti) foi usado para 

transformar bactérias eletrocompetentes da linhagem DH5α de E. coli (Invitrogen). O vetor 

possui o gene que codifica para a β-lactamase que confere resistência a ampicilina.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 10: Mapa do vetor pGEM-T Easy. Extraído de pGEM-T and pGEM-
T Easy Vector Systems – Technical Manual.  

http://www.promega.com/
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11.4 - Preparo de células eletrocompetentes (E. coli) 

O preparo de bactérias eletrocompetentes foi realizado segundo o protocolo descrito 

por Sambrook e colaboradores (2001). Uma colônia da cepa de interesse crescida em 

meio Luria Bertani (LB) sólido (sem antibiótico no caso da linhagem DH5α) foi inoculada 

em 5 ml de LB líquido e cultivada por 16 h a 37 ºC sob agitação constante de 200 rpm 

(pré-cultura).  

Uma alíquota de 1 ml da pré-cultura foi utilizada para inocular 100 ml de LB. A cultura 

foi incubada a 37 ºC sob agitação até atingir a absorbância de 0,6 a 600 nm. Após esse 

tempo a cultura foi incubada no gelo por 10 min, e as células coletadas por centrifugação a 

4000 x g por 15 min a 4 ºC. Então o sobrenadante foi descartado e as células foram 

ressuspendidas em 200 ml de água ultrapura, estéril e gelada. Em seguida as células 

foram coletadas por centrifugação nas mesmas condições anteriores. As células foram 

ressuspendidas em 100 ml de solução de glicerol 10% estéril e gelada. A suspensão 

celular foi novamente centrifugada a 4000 x g por 15 min a 4 ºC e o sobrenadante foi 

descartado. O sedimento bacteriano foi ressuspendido em 240 μl de glicerol 10% estéril e 

gelado. Alíquotas de 40 μl desta suspensão bacteriana foram feitas e armazenadas a -80 

ºC. 

11.5 - Transformação de células eletrocompetentes (E. coli) 

Uma alíquota de bactérias eletrocompetentes da linhagem DH5α de E. coli foi retirada 

do freezer -80 ºC e mantida em gelo. Nesta alíquota foi adicionado 5 µl do produto de 

ligação (pGEM-ilti), ficando as células incubadas no gelo durante 2 min. Em seguida, o 

conteúdo do tubo foi transferido para uma cubeta de eletroporação de 0,1 cm (gelada) e a 

esta foi aplicado um pulso de 2,5 kV/cm. Imediatamente foi adicionado 1 ml de meio LB 

líquido. Depois de incubar 1h a 37 °C, uma alíquota de 150 µl da suspensão celular foi 

plaqueada em meio LB sólido contendo ampicilina (50 µg/ml) e X-Gal (5-bromo-4-cloro-

indolil-beta-galactopiranosídeo) (30 mg/ml).  

11.6 - Seleção dos transformantes 

A identificação de transformantes foi feita através da coloração diferenciada das 

colônias crescidas na placa, branca e azul, esta última devida à clivagem do X-gal pela 
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enzima β-galactosidase. Esta enzima não é expressa no caso da ligação de um inserto no 

vetor, pois isso ocorre no meio do gene que codifica a β-galactosidase, assim as colônias 

brancas são positivas para a ligação do inserto de interesse no vetor (SAMBROOK, 1989). 

O antibiótico foi utilizado para seleção das células que contêm o plasmídeo.  

Os possíveis clones recombinantes foram cultivados em 5 ml de meio LB contendo 

ampicilina durante 16 h sob agitação constante a 37 ºC. As culturas foram então 

centrifugadas a 1.700 x g por 10 min e os plasmídeos recombinantes foram purificados 

com o sistema de mini preparação de plasmídeo PureLink Hipure Plasmid DNA purification 

(Invitrogen) de acordo com as recomendações do fabricante.  

A confirmação dos clones transformantes com o gene recombinante foi realizada por 

PCR usando primers degenerados (direto: ILTI-F4inicio e reverso: ILTI-Rfinal, Tabela 1), 

por análise de restrição com a enzima EcoRI e por sequenciamento em ambas direções 

utilizando os primers M13 direto e M13 reverso (Tabela 1) e o protocolo do kit BigDye 

Terminator Cycle Sequencing (Applied Biosystems), segundo recomendações do 

fabricante. As amostras foram aplicadas em sequenciador (3500 Genetic Analyzer - 

Applied Biosystems), os cromatogramas resultantes foram analisados utilizando o 

programa Chromas e as sequências foram analisadas utilizando a ferramenta BLAST 

disponíveis em http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST. 

12 - Expressão da proteína reILTI no vetor pETSUMO 

Os primers construídos para clonagem e sequenciamento do gene no vetor pETSUMO 

estão listados na tabela a seguir: 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
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Tabela 2: Primers utilizados para clonagem e sequenciamento do gene ilti no vetor pETSUMO. A 
região sublinhada corresponde ao sítio de restrição inserido. 

Clonagem e sequenciamento  

Primers Sequência (5’ – 3’) 
Sítio de 

restrição 

TA (°C) 

utilizada 

na PCR 

ILTI_BamHI_F (Direto) Clonagem 

em pETSUMO e sequenciamento 
GGATCCGAGGTGGTGGTGGACTCAG BamHI 61 

ILTI_SalI_R (Reverso) Clonagem 

em pETSUMO  e 

sequenciamento 

GTCGACCTAATTGTCCTTGACCTTGTCG SalI 61 

T7 (Direto) Sequenciamento TAATACGACTCACTATAGGG - 53 

T7 (Reverso) Sequenciamento CTAGTTATTGCTCAGCGG - 53 

 

Os primers ILTI_BamHI_F e ILTI_SalI_R foram desenhados com o intuito de amplificar 

um fragmento para a subclonagem no vetor pGEM-T Easy  e, posteriormente, clonagem 

no vetor de expressão pETSUMO, em fase de leitura correta. Para tanto, foram 

adicionados aos primers, sítios de restrição para as endonucleases BamHI e SalI (Tabela 

2, bases sublinhadas), os quais estão presentes no vetor pETSUMO. O gene ilti foi então 

amplificado por PCR utilizando esses primers. Em seguida o produto de PCR foi ligado ao 

vetor pGEM-T Easy, e após a seleção dos clones positivos, o fragmento correspondente a 

sequência da proteína foi removido por meio das enzimas de restrição (BamHI/SalI) e 

ligado no vetor pETSUMO (versão modificada; ver a seguir), digerido com as enzimas de 

restrição correspondentes. Para a realização das reações de digestão do plasmídeo e do 

gene, assim como para a reação de ligação foram seguidas as recomendações dos 

fabricantes das enzimas utilizadas.  

Uma vez realizada a reação de ligação se procedeu à transformação do produto da 

reação em linhagem de E.coli (DH5α) eletrocompetente, utilizando o protocolo descrito no 
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item 11.5. A seleção dos transformantes foi realizada por análise de restrição usando as 

mesmas enzimas utilizadas para a clonagem, por PCR usando os primers específicos e 

por sequenciamento com primers T7 e os primers específicos para o gene. 

O vetor pETSUMO utilizado é uma versão modificada produzida no Laboratório 

Nacional de Luz Síncrotron (LNLS) (Figura 11), este vetor foi derivado do vetor pET28a 

(Novagen) no qual foi adicionado a proteína SUMO (do pETSUMO original Invitrogen), 

esta permite um aumento na expressão e solubilidade da proteína recombinante. Além 

disso, a estrutura terciária da proteína SUMO é reconhecida de forma especifica e clivada 

pela enzima SUMO-Protease, resultando assim na produção da proteína recombinante 

nativa. A proteína SUMO é originária da Saccharomyces cerevisiae, que faz parte da 

família da proteína “ubiquitina-like” responsável por regular vários processos celulares. 

Este vetor contém ainda histidinas na sua extremidade N-terminal, que permite a 

purificação da proteína recombinante por técnicas de cromatografia de afinidade com 

resinas de sepharose combinadas com o níquel e a sua identificação usando anticorpos 

específicos para a cauda de histidinas.  

A expressão do gene de interesse é controlada por um promotor bacteriófago T7 forte 

que foi modificado para conter um “lac operator”. Para a expressão do gene, é necessário 

o suprimento com T7 RNA polimerase para as células, que é fornecido pela E. coli BL21 

(DE3) que, quando em quantidade suficiente, liga-se ao promotor T7 e transcreve o DNA 

clonado no vetor pET, produzindo grandes quantidades de mRNA que é então utilizado 

pela bactéria para produzir grandes quantidades da proteína recombinante (STUDIER et 

al., 1990).  

A bactéria BL21(DE3) é uma linhagem lisogênica muito utilizada no sistema pET de 

expressão. Ela é obtida pela infecção da E. coli BL21 pelo fago DE3, um derivado do fago 

λ, que contém clonado o gene da T7 RNA polimerase sob controle do promotor lacUV5. É 

capaz de produzir T7 RNA polimerase, quando o promotor lacUV5 for induzido com 

isopropiltiol-β-D-galactosídeo (IPTG) adicionado ao meio de cultura.  

 

 

 



36 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

12.1 - Transformação em E. coli e indução da expressão da proteína recombinante 

A linhagem utilizada para expressão da construção resultante pETSUMO-reILTI foi a 

E. coli Rosetta 2 (Novagen), resistente a cloranfenicol, derivada da BL21 (DE3) e 

designadas para aprimorar a expressão de proteínas eucarióticas que contém códons 

raramente vistos em E. coli. E. coli BL21 é a bactéria mais utilizada para expressão de 

proteínas, possui baixos níveis de produção de proteases, evitando, assim, a degradação 

proteolítica da proteína recombinante. Para transformação foi utilizado o protocolo de 

eletroporação descrito no item 11.5.  

Colônia contendo a construção foi crescida em 50 ml de meio LB contendo 100 µg/ml 

de canamicina e 100 µg/ml de cloranfenicol durante 16 h a 37 ºC em rotação de 250 rpm. 

Foi determinada a densidade óptica do pré-inóculo a OD600 nm. A partir dessas medições, 

alíquotas dessas culturas foram adicionadas em 500 ml de meio LB com os antibióticos 

ficando a uma OD600 nm de 0,1. Quando a cultura atingiu OD600 nm de 0,6, a expressão da 

proteína de interesse foi induzida mediante a adição de 1 mM de isopropiltiol-β-D-

galactosídeo (IPTG). A indução foi realizada a 37 ºC sob agitação de 250 rpm durante 4 h. 

Figura 11: Mapa do vetor. O vetor contém gene de resistência a 
canamicina (Kan), origem de replicação em bactérias (ori), 
sequência que codifica proteína repressora do lacUV5. 
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Ao término desse tempo, o sedimento bacteriano foi coletado por centrifugação a 2.056 x 

g por 20 min a 4°C. As células foram ressuspendidas em 10 ml de tampão de lise (20 mM 

Tris-HCl, pH 8,0, contendo 0,1% de lisozima (p/v) e 2% de sulfato de estreptomicina (p/v) 

e 150 mM NaCl) e sonicadas para o rompimento das células. Para a lise foram utilizados 4 

pulsos de 20 s. Posteriormente, o lisado foi centrifugado a 18.000 x g por 30 min a 4 °C, e 

o sobrenadante foi separado. O sobrenadante foi aplicado em gel de poliacrilamida (SDS-

PAGE) para a determinação da presença da proteína solúvel.  

12.2 - Purificação de reILTI 

O vetor pETSUMO possui 6 histidinas no seu N-terminal, isto facilita o processo de 

purificação da proteína recombinante através da cromatografia de afinidade. Para isso, é 

utilizada uma resina contendo um íon metálico imobilizado, no caso o níquel. Os anéis 

imidazólicos das histidinas são capazes de interagir com o níquel, ficando retidas na 

coluna (PORATH, 1975; ZHAO et al., 1991). 

Para purificação, foi utilizada a coluna de afinidade HiTrap Chelating 5 ml (GE), 

previamente carregada com níquel e equilibrada com o tampão (10 mM Tris-HCl, pH 8,0, 

150 mM de NaCl e 5 mM imidazol) com fluxo de 1 ml/min. Posteriormente os 

sobrenadantes da lise foram aplicados. Lavagens sucessivas com o mesmo tampão, mas 

formando um gradiente de imidazol de 30 - 200 mM foram realizadas até a eluição da 

proteína. As frações contendo a proteína fusionada (SUMO-reILTI) foram dialisadas com 

tampão 20 mM de Tris-HCl, pH 8,0 e 150 mM de NaCl e concentradas. A proteína de 

fusão concentrada (5 ml) foi incubada com 10 µl da enzima SUMO-Protease (ULP-1) por 4 

h, para remoção do peptídeo N-terminal contendo as 6xHis e SUMO. A proteína clivada foi 

purificada novamente utilizando a coluna HiTrap. O Eluído da coluna foi então purificado 

com cromatografia de afinidade Sepharose-tripsina, equilibrada com 100 mM de tampão 

fosfato, pH 7,6, contendo 100 mM de NaCl. A proteína ILTI foi eluída da coluna utilizando 

100 mM de HCl. As frações foram analisadas usando SDS-PAGE, e a concentração de 

proteína foi determinada utilizando o ensaio de Bradford (BRADFORD, 1976) com 

albumina de soro bovino (BSA) como padrão. 
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13 - Transformação genética de cana-de-açúcar com gene ilti-s 

13.1 - Material vegetal  

A variedade de cana-de-açúcar (Saccharum officinarum L.) SP 80-3280 foi utilizada 

para produção de calos embriogênicos e na transformação genética. Os experimentos 

foram conduzidos no Centro de Biotecnologia Agrícola (CEBTEC) do Departamento de 

Ciências Biológicas, Escola Superior de Agronomia “Luiz de Queiroz” (ESALQ) sob a 

supervisão da prof. Dra. Helaine Carrer. 

13.2 - Obtenção de calos 

Plantas de cana-de-açúcar da variedade SP 80-3280, com idade de 8 a 10 meses 

foram utilizadas para retirada dos explantes utilizados nos experimentos in vitro. A região 

da planta utilizada para indução de calos é a porção apical do colmo (ponteiro), que 

contém a região meristemática apical envolvida por folhas jovens enroladas, denominada 

de palmito. As etapas da metodologia utilizada para obtenção de calos embriogênicos 

estão na Figura 12.  A porção apical (ponteiro) (Figura 12A) foi cortada e duas ou três 

folhas externas foram removidas e os palmitos (Figura 12B), com aproximadamente 15 cm 

de comprimento, foram retirados e submetidos à assepsia (Figura 12C). Em seguida, eles 

foram lavados com etanol 70% sob agitação manual vigorosa, 3 x 30 s. Posteriormente os 

palmitos foram transferidos para água destilada autoclavada para evitar a desidratação do 

tecido. Com auxílio de pinças e lâminas de bisturi esterilizadas, os palmitos foram cortados 

transversalmente em segmentos de 2 a 3 mm de espessura (Figura 12D) e transferidos 

para solução de ácido cítrico (150 mg/L) para evitar oxidação. Depois de 5 min os discos 

foliares foram colocados em contato com um papel de filtro esterilizado para retirar o 

excesso da solução de ácido cítrico e imediatamente transferidos para meio de cultura 

(Figura 12E) (BOWER et al. 1996; BARBOSA, 2010). 

Estes explantes foram cultivados em meio de cultura denominado MS3c que é o meio 

basal MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962), suplementado com 5% de água de coco, 3 

mg/L de ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), 150 mg/L de ácido cítrico, 30 g/L de 

sacarose e solidificado com 2,3 g/L de Phytagel (Sigma), pH 5,8. Este material foi 

incubado em câmara de crescimento no escuro com temperatura de 27±2 ºC. 
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A cada três semanas, os explantes eram repicados e transferidos para meio fresco. 

Na transferência de meio de cultura, realizaram-se as seleções de calos com aspectos 

pré-embriogênico e embriogênico (compactos e facilmente destacáveis da estrutura 

original). 

13.3 - Construção do vetor com o gene ilti-s para transformação genética 

Devido às dificuldades para a obtenção da sequência completa do gene ilti por meio 

da utilização de primers degenerados, decidiu-se, em paralelo, mandar sintetizar o gene ilti 

tendo em base no uso de códons da cana-de-açúcar. Como a sequência de aminoácidos 

de ILTI publicada por Macedo e colaboradores (2007) não começa com o aminoácido 

metionina e segundo informações de outros artigos que demostraram a presença de 

peptídeo sinal nos inibidores de tripsina (SONG et al. 1993, LI et al. 2008), sugerimos que 

ILTI possui peptídeo sinal.  Por este fato, foi inserida a sequência do peptídeo sinal de um 

inibidor de alfa amilase de cana-de-açúcar no gene ilti. 

Figura 12: Sequência para obtenção de calos embriogênicos in vitro. (A) Ponteiro de cana. (B) 
Segmento da porção apical que contém a região meristemática apical envolvida por folhas 
jovens enroladas (Palmito). (C) Assepsia dos palmitos em etanol 70%. (D) Cortes transversais 
de aproximadamente 2 mm de espessura. E: Discos foliares introduzidos in vitro. Fotos de 
Picelli, 2010. 
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Para amplificação do gene ilti-s utilizou-se os primers direto ILTI_BamHI_F e reverso 

ILTI_KpnI_R (Tabela 3). Os primers foram desenhados segundo a sequência completa do 

gene ilti-s. Adicionou-se à extremidade 5’ do primer direto e do primer reverso a sequência 

referente aos sítios de restrição da enzima BamHI e KpnI, respectivamente, para 

clonagem do inserto no vetor pGEM-T Easy  e subsequentemente no vetor de 

transformação. A reação de PCR foi realizada conforme o seguinte protocolo: 

desnaturação inicial por 5 min a 94 ºC; 30 ciclos: 50 s a 94 ºC (desnaturação), 40 s a 52 

ºC (anelamento dos primers), 1 min a 72 ºC (extensão); extensão final por 7 min a 72 ºC. 

Em seguida o produto de PCR (636 pb) foi ligado ao vetor pGEM-T Easy, e após a 

seleção dos clones positivos, o fragmento correspondente ao gene ilti foi removido por 

meio das enzimas de restrição (BamHI/KpnI) e ligado no vetor pUBILN, digerido com as 

enzimas de restrição correspondentes. Para a realização das reações de digestão do 

plasmídeo e do gene, assim como para a reação de ligação foram seguidas as 

recomendações dos fabricantes.  

Uma vez realizada a reação de ligação se procedeu à transformação do produto da 

reação em linhagem de E.coli (DH5α) eletrocompetente, utilizando o protocolo descrito no 

item 11.5. A seleção dos transformantes foi realizada por análise de restrição usando as 

mesmas enzimas utilizadas para a clonagem, por PCR usando os primers específicos e 

por sequenciamento com primers pUBILN e os primers específicos para o gene (Tabela 

3). 
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Tabela 3: Primers utilizados para clonagem e sequenciamento do gene ilti no vetor pUBILN. A 
região sublinhada corresponde ao sítio de restrição. 

Clonagem e sequenciamento 

Primers Sequência (5’ – 3’) 
Sítio de 

restrição 

TA (°C) 

utilizada na 

PCR 

ILTI_BamHI_F (Direto) 

Clonagem em pUBILN e 

sequenciamento 

 
GGATCCATGAGCATACCGC 

 
BamHI 52 

ILTI_KpnI_R (Reverso) 

Clonagem em pUBILN e 

sequenciamento 

 
GGTACCTCAATTGTCCTTGACC 

 
KpnI 52 

pUBILN (Direto) 

Sequenciamento 

 
CAGGCTTTACACTTTATGCTTCC 

 
- 60 

pUBILN (Reverso)  

Sequenciamento 

CAAATGTTTGAACGATCGGTACC 

 - 60 

 

A transformação genética de calos embriogênicos foi realizada pelo método da 

biobalística, por meio da co-transformação dos plasmídeos pHA9 e pUBILN. O plasmídeo 

pHA9 (Figura 13) (Ubi-1 :: gene neo :: terminador Nos) contém o cassete de expressão do 

gene neo. Este plasmídeo é utilizado como marcador de seleção, pois confere resistência 

aos antibióticos aminoglicosídicos como, por exemplo, a canamicina e a geneticina, sendo 

este último o agente seletivo preferencial para monocotiledôneas, como o caso da cana-

de-açúcar (BOWER e BIRCH, 1992; FITCH et al., 1995; FALCO, 2000). O outro plasmídeo 

utilizado foi o pUBILN (Figura 14) (gentilmente cedido pelo prof. Dr. Marcelo Menossi, da 

UNICAMP), originário do pRT104 (TÖPFER et al., 1987) e pAHC17 (CHRISTENSEN e 

QUAIL, 1996). Esse vetor contém o promotor da ubiquitina de milho (pUBI) e o terminador 

da nopalina sintase (nos), além de um sítio múltiplo de clonagem. Os dois plasmídeos 

utilizados possuem o gene de interesse sob controle do promotor do gene da ubiquitina do 

milho, esse promotor constitutivo apresenta altos níveis de expressão em 
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monocotiledôneas (CHRISTENSEN e QUAIL, 1996; WEI et al., 2003), além de mostrar-se 

relativamente estável quanto ao silenciamento dos transgenes, problema frequentemente 

encontrado em cana-de-açúcar (MUDGE et al., 2009).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13: Esquema representativo do plasmídeo pHA9 que contém o cassete de 
expressão do gene neo (neomicina fosfotransferase), sob o controle do promotor da 
ubiquitina do milho (Ubi-1) e o terminador da nopalina sintase (T-nos). As setas indicam a 
posição dos primers neo (Direto) e neo (Reverso). Sítios de restrição: B: BamHI, Bg: BglII, 
E: EcoRI, H: HindIII, P: PstI, As: SalI, Sp: SphI, T: TthI, X: XbaI. 

Figura 14: Representação esquemática do vetor pUBILN, originário do pAHC17 e 
pRT104, contendo a região promotora Ubi-1, intron, MCS (com vários sítios de restrição 
para inserção do gene de interesse), terminador NOS, seleção para ampicilina (Amp+) e 
sítio de replicação do pRT104 (ColE1). 
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13.4 - Preparo das partículas   

O preparo de partículas e a precipitação do DNA de interesse para bombardeamento 

foi baseado no método descrito por Melotto-Passarin (2009) e procedeu-se da seguinte 

maneira: 

Inicialmente, realizou-se a assepsia das partículas. Foram pesados 25 mg de 

partículas de Tungstênio M10 (GTE Sylvania Chemicals/ Metals) para a lavagem em 500 

µl de etanol absoluto gelado em um tubo de 1,5 ml. O tubo, contendo as partículas, foi 

colocado em agitador (vórtex) por 6 min e incubado em banho-maria a 95 ºC durante 1 

hora. Centrifugou-se a 6.800 x g por 2 s e a fase aquosa foi removida cuidadosamente. 

Adicionou-se 500 µl de etanol absoluto gelado e as partículas foram sonicadas em 

aparelho de ultra-som (Sonics Vibra Cell) por 15 min com os seguintes parâmetros de 

operação: amplitude 75%, pulsos de 3 s ligado e 1 s desligado e temperatura ajustada 

para 20 ºC. Centrifugou-se a 6.800 x g por 2 s e o sobrenadante foi removido. O 

precipitado foi lavado três vezes com 500 µl de água MilliQ autoclavada e centrifugou-se a 

6.800 x g por 2 s, removendo o sobrenadante a cada lavagem. Ressuspendeu-se as 

partículas em 500 µl de água MilliQ estéril. Para a precipitação do DNA de interesse nas 

partículas de tungstênio, utilizou-se para seis disparos os componentes de acordo com a 

seguinte ordem: 50 µl de suspensão das partículas de tungstênio, 10 µg de DNA de 

interesse (sendo que para co-transformação foram utilizados 5 µg de cada plasmídeo), 50 

µl de CaCl2 2,5 M gelado e 20 µl de espermidina (Sigma) 0,1 M. Esta suspensão foi 

incubada sob agitação de 300 rpm durante 30 min a 4 ºC. Adicionou-se 200 µl de etanol 

absoluto gelado, agitou-se e centrifugou-se a 10.600 x g por 1 s. O sobrenadante foi 

retirado cuidadosamente e descartado. Novamente, 200 µl de etanol absoluto foram 

adicionados e a lavagem e centrifugação se procedeu por mais 3 vezes. O precipitado foi 

ressuspendido com 30 µl de etanol absoluto gelado. Alíquotas de 5 µl da suspensão de 

partículas envolvidas por DNA foram depositadas em cada membrana carreadora para 

realização dos disparos. 

O bombardeador ou acelerador de micropartículas utilizado nos disparos para 

transformação genética foi o modelo PDS 1000/ He Biolistic Particle Delivery System (Bio-

RAD). Todo material de consumo utilizado no experimento de bombardeamento, como 

membranas de ruptura e de retenção, telas de retenção e suporte das membranas 
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carreadoras (BIO-RAD) foram imersos em etanol absoluto por 5 min, secos em papel de 

filtro autoclavado e mantidos em fluxo laminar para uso em condições assépticas.  

As condições de bombardeamento (previamente otimizadas no laboratório CEBTEC – 

ESALQ) utilizadas no experimento de transformação foram as seguintes: 

- distância do alvo: a placa de Petri contendo o tecido alvo foi colocada em prateleira 

com distância de 11 cm da membrana carreadora. 

- pressão de disparo: membrana de ruptura de 1100 psi. 

13.5 - Transformação de calos embriogênicos via biobalística e seleção dos 

transformantes 

Baseando-se nas tecnologias de transformação genética existentes para 

monocotiledôneas, como a cana-de-açúcar, a principal metodologia utilizada é a 

biobalística (FALCO et al., 2000; XU et al., 2008; ARVINTH et al., 2010).  

Nesse trabalho com cana-de-açúcar, realizou então a transformação genética pelo 

método de biobalística. Esse método de transformação foi empregado na co-

transformação de calos embriogênicos, da variedade SP 80-3280, com o plasmídeo pHA9, 

contendo o gene neo. 

O protocolo para transformação pelo método da co-transformação com o plasmídeo 

pHA9 foi estabelecido com sucesso para o gene neo por Falco, (1998). Segundo Falco, 

1998, a melhor opção para a seleção de células de plantas monocotiledôneas 

transformadas com o gene neo (nptII) é o antibiótico geneticina, uma vez que não interfere 

no processo de regeneração e pode ser utilizado para a seleção em estágios iniciais. 

Partindo desse princípio, optou-se por utilizar o antibiótico geneticina no meio de cultura 

para seleção de células transformadas e regeneração de plantas transgênicas.  A 

utilização do antibiótico canamicina em espécies monocotilêdoneas tem sido 

desencorajador devido ao alto nível de resistência endógena e pela interferência na 

regeneração de células transformadas (HAUPTMANN et al., 1988; NEHARA et al., 1994). 

Calos embriogênicos no subcultivo R5, que representa a quantidade de repiques para 

o meio MS3c fresco, foram selecionados e transferidos para meio osmótico, aonde 

permaneceram por 8 h, sendo 4 h antes do bombardeamento e mais 4 h após a realização 
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dos disparos. O meio osmótico consiste do meio MS3c suplementado com 0,4 M de 

manitol e 0,4 M de sorbitol. O tratamento osmótico realizado com manitol e sorbitol 

(álcoois hexahídricos frequentemente empregados como agente que elevam a pressão 

osmótica do meio de cultura) tem o efeito fundamental na prevenção de rupturas e 

vazamento do conteúdo celular, em decorrência da agressão física às células pelo 

bombardeamento, assim como facilitar a penetração das partículas (FALCO et al., 2000). 

Danos como necroses (TEE e MAZIAH, 2005) e ausência de formação de novos calos ou 

embriões somáticos (TADESSE et al., 2003) são alguns dos efeitos adversos encontrados 

após bombardeamento em calos que não sofreram o tratamento osmótico.  

Os calos foram dispostos em um círculo central de 6 cm de diâmetro, contendo  

aproximadamente 110 “unidades de calo” (fragmentos de calo com aproximadamente 2 

mm3) por placa bombardeada, foram realizadas 17 placas. 

Transcorrido o período de 4 h após os disparos, os calos foram transferidos do meio 

osmótico para o meio MS3c. Os calos permaneceram nesse meio de cultura por 3 dias no 

escuro (período necessário para que os calos bombardeados recuperem-se do estresse 

induzido pelo meio osmótico e pelo bombardeamento). 

Após o período de estabilização (3 dias) dos calos em meio MS3c, estes foram 

transferidos para meio de regeneração (MRP) contendo 30 mg/L de geneticina filtro-

esterilizada. O meio de regeneração consiste do meio basal MS acrescido de 3,72 mg/L 

de ANA (ácido naftaleno acético), 0,45 mg/L de BAP (benzilaminopurina) (reguladores de 

crescimento) e 50 mg/L de ácido cítrico, sob 16 h de fotoperíodo. Plantas regeneradas 

(aproximadamente 30 dias) foram transferidas para meio MS contendo o agente seletivo 

geneticina (30 mg/L) e a troca para meio seletivo fresco foi realizada a cada 4 semanas. 

As plantas que enraizaram foram individualizadas e mantidas em meio seletivo até serem 

analisadas por métodos moleculares. 

13.6 - Caracterização molecular das plantas transgênicas 

13.6.1 - Extração do DNA total e análise por PCR 

Folhas de 54 plantas de cana-de-açúcar regeneradas em meio de cultura contendo 30 

mg/L de geneticina foram coletadas, maceradas em nitrogênio líquido e armazenadas em 
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freezer -80 ºC para extração de DNA total. O método de extração utilizado foi baseado no 

método CTAB desenvolvido por Doyle e Doyle (1990), protocolo descrito no item 11.1. 

Após extração, avaliou-se a qualidade e a concentração do DNA obtido em gel de Agarose 

1,0%. 

Cerca de 50 ng de DNA foi utilizado nas reações de PCR para confirmação da 

inserção do gene ilti-s no genoma. 

A reação de PCR para detecção do transgene foi realizada conforme o protocolo: 

desnaturação inicial a 94 ºC por 5 min; 35 ciclos: 50 s a 94 ºC para desnaturação, 40 s a 

57 ºC para anelamento dos primers e 1 min a 72 ºC para extensão; extensão final a 72 ºC 

por 7 min. Os primers utilizados na detecção do transgene foram: direto ILTI_BamHI_F e 

reverso ILTI_KpnI_R (Tabela 3). O produto da amplificação possui um tamanho de 636 pb. 

Para validação dos resultados foram utilizados controles (positivo e negativo). Como 

controle negativo das reações utilizou-se a água e plantas de cana-de-açúcar não 

transformadas (selvagens). Para o controle positivo, aplicou-se o plasmídeo pUBILN 

ligado com o gene. As reações foram analisadas em gel de Agarose 1,0%. 

13.6.2 - Extração de RNA total e síntese de cDNA 

Folhas de 6 plantas dentre as 22 plantas de cana-de-açúcar transgênicas contendo o 

gene de interesse foram coletadas, maceradas em nitrogênio líquido e armazenadas em 

freezer -80 ºC até serem utilizadas para a extração do RNA. O RNA total foi extraído pelo 

método do Trizol Reagent (Invitrogen), de acordo com a metodologia recomendada pelo 

fabricante. O RNA isolado foi analisado em gel de agarose 1,0% para verificação da 

qualidade do RNA obtido após extração. A quantificação de RNA foi realizada no 

espectrofotômetro Nanodrop (ThermoScientific). 1 µg de RNA total foi tratado com  

Amplification grade DNAse I (Invitrogen), de acordo com as instruções do fabricante, com 

a intenção de eliminar possíveis contaminações com DNA genômico.  

O RNA total tratado com DNAse I foi  utilizado para a síntese do cDNA total foliar para 

cada amostra. Utilizou-se a enzima SuperScript® II RT, tendo o pdn6 como primer da 

reação.     
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13.7 – Avaliação do efeito das plantas transgênicas de cana-de-açúcar sobre o 

desenvolvimento de D. saccharalis 

Foram selecionadas quatro plantas de cana-de-açúcar transgênicas, plantadas em 

vasos individuais e cultivadas em estufa, propagadas de eventos transgênicos 

independentes para realização dos experimentos com o inseto-praga. Para cada ensaio, 

foram coletadas 3 cm de folhas de cana-de-açúcar com 3 meses de plantio, estas foram 

colocadas em copinhos plásticos sob um papel filtro umedecido, para manter os 

fragmentos de folhas úmidos, e mantidos em condições controladas de fotoperíodo (16 h 

de luz e 18 h de escuro) e temperatura (27 °C). Cada tratamento foi composto por quinze 

repetições contendo entre 6 a 8 larvas neonatas de D. saccharalis (90≤n≥120). As larvas 

foram gentilmente fornecidas pelo Prof. Dr. José Roberto Postali Parra, do Laboratório de 

Biologia de Insetos, Departamento de Entomologia, ESALq, Piracicaba-SP. O controle 

experimental utilizou larvas alimentadas com plantas não transformadas. As larvas que 

morreram durante os quatro primeiros dias foram substituídas por outras para diminuir a 

possibilidade de falsos positivos (considerar larvas mortas por manipulação como produto 

de efeito da alimentação com folhas transgênicas). As folhas foram trocadas a cada 2 

dias. No vigésimo segundo dia de inoculação as larvas foram pesadas. Neste ensaio 

avaliamos o crescimento do inseto em termos de peso e sobrevivência. No final do 

experimento (24 dias), para investigar o efeito das plantas transgênicas sobre a atividade 

enzimática das larvas de D. saccharalis, o intestino médio das larvas, alimentadas com 

folhas de cana transgênica e não transformadas, foi removido utilizando o protocolo 

descrito no item 4 e as enzimas presentes no homogenato de intestino médio foram 

utilizadas no ensaio enzimático, seguindo o protocolo descrito no item 6. 

14 - Transformação genética de Nicotiana tabacum com os genes ilti e ilti-s 

14.1 - Material vegetal 

Plantas jovens de tabaco (Nicotiana tabacum L., cutivar SR1) (Figura 15), mantidas 

em cultivo in vitro para se obter uma maior uniformidade dos explantes sob condições 

assépticas, foram utilizadas nos experimentos de transformação genética com gene ilti e 

ilti-s de I. laurina clonado no vetor binário pCAMBIA2301. A técnica utilizada para este 
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Figura 15: Planta de tabaco (Nicotiana tabacum L.) cv. SR1 in vitro.  

propósito foi a de infecção de discos foliares via Agrobacterium tumefaciens descrita por 

Horsch e colaboradores (1985). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

14.2 - Preparo de células termocompetentes (A. tumefaciens) 

Para o preparo de células de A. tumefaciens termocompetentes, foi realizado um pré-

inóculo em meio LB, na presença do antibiótico gentamicina (50 µg/ml) para a cepa 

GV3101 (gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Michel Vincentz, CBMEG – Unicamp). O meio 

foi inoculado com uma colônia de bactérias retirada de meio sólido. Esse pré-inóculo após 

incubação de 16 h (28 °C em 150 rpm) foi diluído 25x em meio LB e incubado em estufa 

com agitação (28 °C em 150 rpm) por cerca de 16 h. A absortividade em 600 nm (A600) foi 

monitorada até a cultura atingir a A600 entre 0,5 e 1,0, em seguida o inóculo foi retirado da 

incubadora e levado ao banho de gelo por 15 min. Em seguida, a cultura foi centrifugada a 

3000 x g, 4 °C por 15 min, e o sobrenadante descartado. O precipitado foi ressuspendido 

em solução de CaCl2 20 mM e glicerol 15% estéril (gelada). A suspensão de células foi 

separada em alíquotas de 100 µl e armazenadas a -80 °C.                                                                     
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14.3 - Construção do vetor com o gene ilti e com o gene ilti-s para transformação 

genética 

Para amplificação do gene ilti utilizou-se os primers direto ILTI_SacI_F e reverso 

ILTI_BamHI_R (Tabela 4). A amplificação do gene ilti-s foi realizada utilizando os primers 

direto ILTI_KpnI_F e o mesmo primer reverso (ILTI_BamHI_R) dada a similaridade das 

sequências (Tabela 4).  Os primers foram desenhados segundo a sequência completa do 

gene ilti e do gene ilti-s. A Tabela 4 apresenta também os sítios de restrição adicionados 

aos primers para a clonagem dos genes ilti e ilti-s no vetor pGEM-T Easy  e 

subsequentemente no vetor de transformação assim como o tamanho esperado do 

fragmento amplificado em cada caso. A reação de PCR para os genes foi realizada 

conforme o seguinte protocolo: desnaturação inicial por 3 min a 94 ºC; 30 ciclos: 50 s a 94 

ºC (desnaturação), 50 s a 53 ºC (anelamento dos primers), 1 min a 72 ºC (extensão); 

extensão final por 7 min a 72 ºC. Cada fragmento amplificado foi clonado no vetor pGEM-T 

Easy e posteriormente retirado mediante digestão com enzimas de restrição adicionadas 

nos primers. Em seguida, os genes foram clonados no vetor pRT104 previamente digerido 

com as mesmas enzimas de restrição. As técnicas básicas para clonagem dos genes 

foram realizadas seguindo as recomendações dos fabricantes das enzimas e kits 

utilizados. Uma vez realizada a reação de ligação se procedeu à transformação dos 

produtos das reações em linhagem de E.coli (DH5α) eletrocompetente, utilizando o 

protocolo descrito no item 11.5. A seleção dos transformantes foi realizada por análise de 

restrição usando as mesmas enzimas utilizadas para a clonagem, por PCR usando os 

primers específicos e por sequenciamento com primers específicos para cada um dos 

genes (Tabela 4). 
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Tabela 4: Primers utilizados para clonagem e sequenciamento do gene ilti e do gene ilti-s no vetor 
pRT104. A região sublinhada corresponde ao sítio de restrição. 

Clonagem e sequenciamento 

Primers Sequência (5’ – 3’) 
Sítio de 

restrição 

Tamanho 

do 

fragmento 

(pb) 

TA (°C) 

utilizada 

na PCR 

ILTI_SacI_F (Direto) 

Clonagem do gene ilti em 

pRT104 e sequenciamento 

 
GAGCTCATGGAGGTGGTGG 

 
SacI 552 53 

ILTI_KpnI_F (Direto) 

Clonagem do gene ilti-s em 

pRT104 e sequenciamento 

 
GGTACCATGAGCATACCGC 

 
KpnI 636 53 

ILTI_BamHI_R (Reverso) 

(Clonagem em pRT104 e 

sequenciamento 

 
GGATCCTCAATTGTCCTTGAC 

 
BamHI - 53 

 

O vetor pRT104 possui a sequência do promotor 35S e sinal de poliadenilação 

provenientes do vírus do mosaico da couve flor (CaMV 35S e CaMV poliA), com múltiplos 

sítios de clonagem localizados entre estas regiões (Figura 16). O 35S é um promotor 

constitutivo, amplamente utilizado em engenharia genética. Confere expressão constitutiva 

de genes heterólogos na maioria dos vegetais, com altos níveis de expressão em 

dicotiledôneas (BENFEY E CHUA, 1990). 

A estratégia baseou-se na subclonagem em vetor pRT104 para inserção da sequência 

promotora e poliA. Posteriormente, o cassete contendo a sequência promotora 35S, o 

gene de interesse e a calda poliA (35S P :: gene:: Poly-A) foi removido usando as enzimas 

adequadas para a clonagem no vetor binário pCAMBIA2301: PstI no caso de ilti  e HindIII 

para ilti-s (Figura 17). Estes fragmentos foram ligados no vetor pCAMBIA2301 

previamente digerido com as enzimas de restrição correspondentes. As técnicas básicas 
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para clonagem dos genes foram realizadas seguindo as recomendações dos fabricantes 

das enzimas utilizadas. Uma vez realizada a reação de ligação se procedeu à 

transformação dos produtos das reações em linhagem de E.coli (DH5α) eletrocompetente, 

utilizando o protocolo descrito no item 11.5. A seleção dos transformantes foi realizada por 

análise de restrição usando as mesmas enzimas utilizadas para a clonagem, por PCR 

usando os primers específicos e por sequenciamento com primers específicos para cada 

um dos genes (Tabela 4). Os clones recombinantes foram posteriormente transformados 

em Agrobacterium.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16: Mapa do vetor pRT104. Extraído de Töpfer et al, 1987. O vetor contém gene de 
resistência a ampicilina (Amp), sequência promotora 35S (35S P) e sinal de poliadenilação 
(poly-A), com múltiplos sítios de clonagem entre estas regiões e flanqueando as mesmas. 
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14.4 - Transformação de células termocompetentes (A. tumefaciens) e seleção dos 

transformantes 

Para a transformação de A. tumefaciens cepa GV0131, o plasmídeo de interesse 

(pCAMBIA2301-ilti ou pCAMBIA2301-ilti-s) foi adicionado a um tubo contendo 100 µl de 

suspensão de bactérias competentes, e foi levado a incubação no gelo por 30 min. Em 

seguida, as células foram incubadas em nitrogênio líquido até total congelamento e 

imediatamente transferidas para incubação a 37 °C por 5 min. Decorrido este tempo, foi 

adicionado 1 ml de meio LB e este material foi incubado por 2 h a 28 °C. Após o 

crescimento, cerca de 100 µl da suspensão de células foi plaqueado em LB ágar contendo 

os antibióticos canamicina (50 µg/ml) e gentamicina (50 µg/ml) e incubado a 28 °C. A 

Figura 17: Mapa do vetor pCAMBIA2301. Extraído de <http://www.cambia.org>. O vetor 
contém origem de replicação em bactérias (pBR322 ori), região de replicação pVS1 (pVS1-
REP) e estabilidade pVS1 (pVS1 Sta) para replicação em Agrobacterium. As bordas 
esquerda (T-Border(L)) e direita (T-Border(R)) compreendem a porção de DNA que será 
transferida e integrada no genoma da planta. Também possui gene de resistência a 
canamicina em bactérias (kanamycin (R)) e plantas (NPTII), sendo o último controlado por 
CAMV35S. No lacZ possui múltiplos sítios de clonagem. 
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seleção dos transformantes foi realizada por PCR e por sequenciamento usando nos dois 

casos primers específicos para os genes. 

14.5 - Preparo do inóculo da linhagem GV0131 de A. tumefaciens 

Uma colônia isolada de um clone da linhagem GV0131 recombinante, portadora do 

gene ilti e outra portadora do gene ilti-s, foram transferidas em separado, para frascos 

Erlenmeyer contendo 10 ml de meio LB líquido acrescido de canamicina (50 µg/ml) e 

gentamicina (50 µg/ml), que foram mantidos a 28 °C por 24 h, sob agitação constante (150 

rpm). Após esse período, alíquotas de 150 µl foram transferidas para frascos Erlenmeyer 

contendo 500 ml de meio LB líquido acrescido de canamicina (50 µg/ml) e gentamicina (50 

µg/ml). As suspensões bacterianas foram mantidas a 28 °C por 24 h sob agitação 

constante (150 rpm) até atingirem a densidade ótica a 600 nm de 0,8. As suspensões 

foram imediatamente centrifugadas (2.900 x g) durante 5 min e os pellets bacterianos, 

ressuspendidos em 40 ml de NaCl 0,85%. 

14.6 - Transformação de discos foliares de tabaco 

Para os experimentos de transformação genética de tabaco via Agrobacterium 

tumefaciens foram coletadas folhas de plantas de tabaco jovens cultivadas em câmara de 

crescimento, sob condições controladas de fotoperíodo (16 h de luz e 8 h de escuro) e 

temperatura (25 °C). Em fluxo laminar, as folhas foram cortadas em discos foliares de 1 

cm de diâmetro com auxílio de um cortador metálico, estes foram mergulhados na solução 

de Agrobacterium previamente centrifugada e ressuspendida em NaCl e foram mantidos 

por 1 min. Após a infecção, os discos foliares foram transferidos para papel de filtro estéril 

para retirada do excesso de inóculo, antes de serem transferidos para placas de Petri 

contendo meio de cultivo MS sólido acrescido de 1 mg/L de tiamina, 1 mg/L de BAP 

(citocinina), 0,1 mg/L ANA (auxina) e 100 mg/L de inositol. Os discos foliares foram então 

mantidos nesse meio de cocultivo a 26 °C, no escuro. Após 72 h, foram transferidos para 

placas de Petri contendo meio MS acrescido de 500 mg/L de timentin e 50 µg/ml de 

canamicina. Os discos foliares foram mantidos nesse meio até a formação de brotos, que 

foram então transferidos após alongamento para novo meio MS desprovido de 

fitorreguladores, de forma a estimular a formação de raízes. Os brotos que enraizaram 

foram transferidos para vasos, contendo substrato (Plantmax) e vermiculita em proporção 
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1:1. Os vasos foram mantidos em câmara de crescimento sob condições controladas de 

fotoperíodo (16 h de luz e 8 h de escuro) e temperatura (25 °C). 

14.7 - Análise das plantas de tabaco transformadas  

14.7.1 - Extração do DNA total e análise por PCR 

Discos foliares de 3 cm de diâmetro das plantas transformadas foram coletados, 

macerados em nitrogênio líquido e armazenadas em freezer -80 ºC para extração de DNA 

total. O método de extração utilizado foi baseado no método CTAB desenvolvido por Doyle 

e Doyle (1990), protocolo descrito no item 11.1. Após extração, avaliou-se a qualidade e a 

concentração do DNA obtido em gel de agarose 1,0%. 

Cerca de 50 ng de DNA foi utilizado nas reações de PCR para confirmação da 

inserção do gene ilti e do gene ilti-s no genoma. A detecção dos transgenes foi realizada 

por PCR conforme o seguinte programa: desnaturação inicial a 94 °C por 3 min; 30 ciclos: 

50 s a 94 °C para desnaturação, 50 s a 60 °C (ilti) e 57 °C (ilti-s) para anelamento dos 

primers e 1 min a 72 °C para extensão; extensão final a 72 °C por 7 min. Os primers 

utilizados na detecção dos transgenes ilti e ilti-s assim como os tamanhos dos fragmentos 

esperados estão apresentados na Tabela 4. Para validação dos resultados foram 

utilizados como controle das reações a água e plantas de tabaco não transformadas 

(selvagens). As reações foram analisadas em gel de agarose 1,0%. 

14.8 - Avaliação do efeito das plantas transgênicas de tabaco sobre o 

desenvolvimento de H. virescens 

Foram selecionadas três plantas de tabaco transgênicas: uma transformada com o 

gene ilti que foi denominada G1; e duas plantas transformadas com o gene ilti-s (S1 e S2). 

As plantas foram plantadas em vasos individuais e cultivadas em estufa, propagadas de 

eventos transgênicos independentes para realização dos experimentos com o inseto-

praga. Para cada ensaio, foram coletadas 3 cm de folhas de tabaco com 1 mês de plantio. 

Estas foram colocadas em copinhos plásticos sob um papel filtro umedecido e mantidas 

em condições controladas de fotoperíodo (16 h de luz e 18 h de escuro). Cada tratamento 

foi composto por trinta repetições contendo uma larva neonata de H. virescens (n= 30). As 

larvas de H. virescens foram obtidas na empresa Bug Agentes Biológicos (Piracicaba, SP). 
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O controle experimental utilizou larvas alimentadas com plantas não transformadas. As 

larvas que morreram durante os quatro primeiros dias foram substituídas por outras para 

diminuir a possibilidade de falsos positivos (considerar larvas mortas por manipulação 

como produto de efeito da alimentação com folhas transgênicas). As folhas foram trocadas 

a cada 2 dias ou diariamente se necessário. No décimo terceiro dia de inoculação as 

larvas foram pesadas. Neste ensaio avaliamos o crescimento do inseto em termos de 

peso e sobrevivência. No final do experimento (16 dias), para investigar o efeito das 

plantas transgênicas sobre a atividade enzimática das larvas de H. virescens, o intestino 

médio das larvas, alimentadas com folhas de tabaco transgênicas e não transformadas, foi 

removido utilizando o protocolo descrito no item 4. As enzimas presentes no homogenato 

de intestino médio foram utilizadas no ensaio enzimático, seguindo o protocolo descrito no 

item 6. 
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VI - RESULTADOS 

1 - Efeito antimetabólico de ILTI sobre o desenvolvimento larval de D. saccharalis e 

H. virescens 

O efeito de ILTI sobre o desenvolvimento de ambas as espécies de insetos foi 

avaliado através de sua incorporação em dieta artificial nas concentrações de 0,1% para 

D. saccharalis e 0,5% para H. virescens. O número de indivíduos e o peso médio das 

larvas de quarto ínstar foram determinados. O efeito antimetabólico de ILTI no crescimento 

das larvas de D. saccharalis está representado na Figura 18A e B. ILTI não apresentou 

efeito significativo na sobrevivência larval (Figura 18A), no entanto, quando analisamos o 

efeito do inibidor sobre o peso médio das larvas, foi verificado um decréscimo no peso 

médio larval de aproximadamente 51% (Figura 18B). A foto inserida na Figura 18B ilustra 

o efeito de ILTI na redução do peso médio das larvas de D. saccharalis.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18: Efeito de ILTI sobre as larvas de 20 dias de D. saccharalis alimentadas 
com dieta controle e dieta contendo ILTI 0,1%. (A) Número de larvas 
sobreviventes. (B) Peso médio larval. Foto inserida ilustra a variação no tamanho 
das larvas de quarto ínstar alimentadas em dieta controle (1) ou dieta contendo 
ILTI 0,1% (2). Barra = 1 cm. Cada valor representa a média ± SD de n = 40. Letras 
idênticas indicam que não houve diferença significativa (p>0,05) dos valores 
quando comparados entre si dentro de um mesmo grupo (ANOVA, teste de Tukey). 
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Resultados semelhantes foram observados para H. virescens. Não houve diferença na 

sobrevivência larval (Figura 19A), enquanto que uma redução de 84% no peso médio foi 

observada (Figura 19B). O gráfico inserido na figura 19B mostra a variação no tamanho 

das larvas de H. virescens alimentadas em dieta controle e dieta contendo ILTI.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

2 - Digestibilidade in vitro de ILTI por enzimas digestivas de D. saccharalis e H. 

virescens  

A susceptibilidade de ILTI a degradação pelas enzimas do intestino médio de larvas 

de D. saccharalis e H. virescens foi avaliada pela incubação do inibidor com as enzimas 

presentes no homogenato de intestino médio, seguido por análise em SDS-PAGE. Os 

perfis das bandas de proteína são apresentados na Figura 20A e B. Através da análise do 

gel, foi verificado que até 48 h ILTI não sofreu digestão enzimática pelas proteinases.  

 

Figura 19: Efeito de ILTI no desenvolvimento das larvas de H. virescens
alimentadas com dieta controle e dieta contendo ILTI 0,5%. (A) Sobrevivência 
larval. (B) Peso médio. Foto inserida ilustra a variação no tamanho das larvas 
de quarto ínstar alimentadas em dieta controle (1) ou dieta contendo ILTI 0,5%
(2). Barra de 1 cm. Cada valor representa a média ± SD de n = 20. Letras 
diferentes indicam que houve diferença significativa (p<0,05) dos valores 
quando comparados entre si dentro de um mesmo grupo (ANOVA, teste de
Tukey). 



58 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3 - Consumo e utilização de alimento 

A Figura 21 mostra o efeito de ILTI no consumo da dieta e na quantidade de fezes 

produzidas pela larva de D. saccharalis. Apesar de ILTI não ter causado efeito significativo 

no consumo da dieta quando incorporado a 0,1%, a produção de fezes por larva sofreu 

uma diminuição de 48% quando comparada à produção de fezes das larvas alimentadas 

com dieta controle. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20: Eletroforese em SDS-PAGE do ensaio de digestibilidade in vitro de ILTI por 
proteinases do homogenato de intestino médio (IM) de D. saccharalis (A) e H. virescens (B). 
Números adjacentes ao gel indicam o peso do marcador molecular (M) Low Range (BIO-
RAD) em kDa. A banda de ILTI esta indicada na caixa. 
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Para as larvas de H. virescens alimentadas com ILTI 0,5%, verificamos uma 

diminuição na dieta consumida e na produção fecal de 53,6% e 94,8%, respectivamente, 

quando comparada com o grupo controle (Figura 22).  

 

 

 

 

 

Figura 21: Consumo e utilização de alimentos pelas larvas de D. 
saccharalis alimentadas com ILTI. Dieta consumida por larva e 
fezes produzidas por larva foram mensuradas. Letras diferentes 
indicam diferença significativa (p<0,05) dos valores quando 
comparados entre si dentro de um mesmo grupo (ANOVA, teste 
de Tukey). 
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As análises nutricionais mostram que ILTI influencia no metabolismo das larvas de D. 

saccharalis (Tabela 5) e de H. virescens (Tabela 6) quando comparadas às larvas 

alimentadas com dieta controle. Para as larvas de D. saccharalis, houve uma diminuição 

de 49,3% no ECD, que é a quantidade de alimento efetivamente absorvido. Houve um 

aumento de 7,6% no custo metabólico (CM), mas nenhuma alteração significativa foi 

observada no ECI e AD.  

 

 

 

 

Figura 22: Consumo e utilização de alimentos pelas larvas de H.
virescens alimentadas com ILTI. Dieta consumida por larva e 
fezes produzidas por larva foram mensuradas. Letras diferentes
indicam diferença significativa (p<0,05) dos valores quando 
comparados entre si dentro de um mesmo grupo (ANOVA, teste
de Tukey). 
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Todos os parâmetros nutricionais foram alterados para larvas de H. virescens. Houve 

uma diminuição no ECI, que representa o ganho de biomassa em relação à quantidade de 

alimento ingerido, e no ECD de 68% e 80%, respectivamente, enquanto que a AD, que é a 

eficiência de assimilação do alimento ingerido, e o CM aumentou em 61% e 29%, 

respectivamente, quando comparados com o grupo controle. 
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4 - Ação de ILTI na atividade enzimática de D. saccharalis e H. virescens  

Ensaios enzimáticos foram realizados para avaliar se houve alterações no perfil 

enzimático digestivo, já que foi observado um efeito negativo no desenvolvimento larval. 

As enzimas presentes no intestino médio e nas fezes das larvas alimentadas com dieta 

controle e com ILTI tiveram sua atividade avaliada através da hidrólise do substrato 

BAPNA. O consumo de uma dieta contendo ILTI não alterou a atividade tríptica no 

intestino das larvas de D. saccharalis (Figura 23A), mas ocasionou uma diminuição 

significativa de 55% na atividade tríptica fecal (Figura 23B), sugerindo que ILTI está 

afetando o metabolismo deste inseto. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23: Resposta das proteinases de D. saccharalis à ingestão de ILTI 0,1%. 
(A) Atividade tríptica das enzimas do IM; (B) Atividade tríptica das enzimas 
presentes nas fezes. Letras diferentes indicam diferença significativa (p<0,05) dos 
valores quando comparados entre si dentro de um mesmo grupo (ANOVA, teste de 
Tukey). 
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A Figura 24A mostra que não houve diferença significativa na atividade das enzimas 

presentes no IM das larvas de H. virescens alimentadas com ILTI 0,5%, e a atividade 

tríptica nas fezes aumentou aproximadamente 24% após a ingestão de ILTI (Figura 24B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para avaliar a sensibilidade da tripsina de larvas alimentadas em dieta controle e dieta 

contendo ILTI, ensaios in vitro foram realizados incubando concentrações crescentes de 

ILTI com o homogenato de IM de larvas de D. saccharalis e H. virescens e a atividade 

tríptica residual foi analisada através da hidrólise de BAPNA. As Figuras 25A e B mostram 

que o perfil de inibição da tripsina das larvas alimentadas com ILTI foi semelhante com o 

das larvas controle. As proteinases dos insetos alimentados com ILTI continuam sensíveis 

à ação do inibidor incubado no ensaio, sugerindo que nenhuma nova proteinase resistente 

a ILTI está sendo induzida. 

 

 

 

Figura 24: Resposta das proteinases de H. virescens à ingestão de ILTI 0,5%. (A) 
Atividade tríptica das enzimas do IM; (B) Atividade tríptica das enzimas presentes 
nas fezes. Letras diferentes indicam diferença significativa (p<0,05) dos valores 
quando comparados entre si dentro de um mesmo grupo (ANOVA, teste de Tukey). 
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5 - Estudo da atividade biológica de ILTI frente às proteinases de diferentes insetos-

praga 

A Figura 26 mostra a especificidade de ILTI em relação à atividade tríptica do IM de 

larvas de três diferentes espécies de lepidópteros. A susceptibilidade da enzima tripsina à 

inibição por ILTI variou entre as três espécies de insetos. ILTI (0,08 µg) reduziu a atividade 

tríptica em 95%, 71,8% e 20% nos IM de S. frugiperda, A. ipsilon e T. absoluta, 

respectivamente, sugerindo que ILTI é um canditado promissor para o controle desses 

insetos-praga. 

 

 

 

 

 

Figura 25: Inibição por ILTI das tripsinas do IM de larvas de D. saccharalis (A) e H. 
virescens (B) alimentadas em dieta artificial. Os experimentos foram realizados em 
triplicatas. As barras do desvio padrão (coeficiente de variação <20%) foram 
omitidas para maior clareza. 
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6 - Amplificação do gene ilti 

Uma vez verificado que a proteína ILTI tem efeitos negativos no desenvolvimento dos 

insetos-praga testados e que, portanto poderia ter um grande potencial biotecnológico, 

buscamos obter a sequência do gene que codifica esta proteína. O objetivo foi de utilizar 

as técnicas de DNA recombinante para a produção heteróloga desta proteína em E. coli 

facilitando a produção e purificação de grandes quantidades de ILTI recombinante. 

Entretanto, a falta de sequências homólogas a ILTI nas bases de dados públicos não 

permitiu o desenho de primers específicos para este gene. Sendo assim, foram 

sintetizados primers degenerados como descrito nos materiais e métodos.  

O gene ilti foi amplificado a partir do DNA genômico utilizando primers degenerados. O 

tamanho esperado do gene ilti foi estimado em 540 pb a partir dos dados da proteína (180 

Figura 26: Inibição da atividade proteolítica das 
proteinases intestinais de larvas de quarto ínstar por ILTI. 
BAPNA 1 mM foi utilizado como substrato. Os
experimentos foram realizados em triplicatas. As barras do 
desvio padrão (coeficiente de variação <20%) foram 
omitidas para maior clareza. 
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resíduos) purificada e caracterizada bioquimicamente por Macedo e colaboradores (2007). 

A utilização de primers degenerados complica consideravelmente a obtenção de 

fragmentos de PCR específicos já que podem anelar em outras regiões do genoma. Esta 

metodologia levou, portanto, muito tempo do desenvolvimento do projeto considerado. A 

Tabela 7 resume as etapas que permitiram a obtenção do gene ilti completo. Em cada 

uma dessas etapas foram usados os primers mencionados para a amplificação do gene a 

partir de DNA genômico de ilti. O fragmento obtido foi isolado a partir de gel de agarose e 

purificado utilizando o Kit Wizard SV Gel and PCR Clean-UP System (Promega). 

Posteriormente o fragmento foi sequenciado e realizado o BLAST contra bancos de dados 

públicos para verificar a sua identidade. Baseado na sequência obtida foram desenhados 

novos primers agora específicos e usados em combinação com primers degenerados para 

a realização de novas amplificações até obter um fragmento de aproximadamente 540 pb 

correspondente ao gene ilti completo (Figura 27A).  

 

Tabela 7: Resumo das etapas para obtenção da sequência completa do gene ilti. 

Etapas 
Primers utilizados para amplificação 

(Sequências na Tabela 1) 

Fragmento obtido 

(Total 534 pb) 

1 ILTI-F-1, ILTI-F-2, ILTI-F-3, ILTI-R-1 e ILTI-R-2 16 - 339 

2 ILTI_F_int e ILTI-R-2 12 - 441 

3 ILTI_F_333pb e ILTI_R1_fim 10 - 534 

4 ILTI-F4inicio e ILTI-Rfinal 1 - 534 

 

O fragmento de DNA amplificado foi clonado no vetor pGEM-T Easy, os clones 

recombinantes foram analisados por PCR e digestão com enzima EcoRI. Um clone foi 

selecionado com base no tamanho esperado do fragmento de DNA (Figura 27A) e 

sequenciado. O resultado do sequenciamento revelou que o fragmento corresponde com o 

gene ilti completo sem íntrons (Figura 27B). 
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A sequência de aminoácidos deduzida a partir do clone de DNA está de acordo com a 

sequência de aminoácidos relatada de ILTI nativa (Macedo et al., 2007), exceto pela 

ausência de dois resíduos de aminoácidos, Lys e Tyr, entre os resíduos Val 95 e Lys 98 

da sequência de aminoácidos de ILTI nativa. Sendo assim, o gene ilti obtido tem um 

tamanho de 534 pb que codifica para uma proteína de 178 aminoácidos. A sequência 

completa de nucleotídeos do gene ilti foi submetida no banco de dados do NCBI (National 

Center for Biotechnology Information) (GenBank número de acesso: JF766936). 

7 - Expressão da proteína SUMO-reILTI em E. coli 

O fragmento de DNA, que codifica os 178 aminoácidos de ILTI, foi clonado em vetor 

pETSUMO, contendo histidinas no N-terminal, para facilitar a purificação, e a proteína 

SUMO, para aumentar a expressão e solubilidade da proteína recombinante. O vetor de 

expressão com a inserção foi então sequenciado completamente com os primers 

utilizados para a clonagem, direto: ILTI_BamHI e reverso: ILTI_SalI. A proteína clonada 

em vetor de pETSUMO foi expressa em E. coli (linhagem Rosetta II), com bom rendimento 

nas condições de expressão a 37 ºC, durante 4 h (Figura 28).  

Figura 27: Isolamento e sequenciamento do gene ilti. (A) Amplificação do DNA genômico 
de I. laurina, utilizando pares de primers degenerados para gene ILTI. Linha M, 100 pb
DNA Ladder (Invitrogen). Linha 1, produto de PCR obtido usando DNA genômico como 
molde. (B) Sequência de nucleotídeos de ILTI e sua sequência de aminoácidos deduzida. 
As localizações dos primers utilizados para amplificação do gene estão sublinhadas. (-) 
Indica a ausência de dois resíduos de aminoácidos em comparação com a análise da 
sequência de aminoácidos. 
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A proteína fusionada (SUMO-reILTI) foi purificada por afinidade em coluna de níquel - 

HiTrap, como mostrado na Figura 29A. A proteína de fusão purificada foi então tratada 

com SUMO-Protease (ULP-1), para clivar a proteína SUMO, e então novamente passada 

na coluna HiTrap para ligar SUMO. O material que não se ligou a coluna foi purificado 

utilizando cromatografia de afinidade Sepharose-tripsina (Figura 29B), obtendo assim 

reILTI. 

 

 

 

 

 

Figura 28: Indução da proteína. SDS-PAGE 12,5% da 
indução nas condições de 37 °C e 250 rpm. M: PageRuler 
Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific). Linha P -: 
cultura não-induzida, antes da adição de IPTG. Linha P +:
pellet, após a adição do indutor IPTG. Linha S: fração 
solúvel, após lise bacteriana.   
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8 - Ação inibitória de reILTI frente a tripsina bovina e as proteinases de D. 

saccharalis e H. virescens 

Uma vez tendo a proteína recombinante pura passamos a avaliar a atividade anti-

tríptica desta proteína. A atividade inibitória da proteína fusionada (SUMO-reILTI) e de 

reILTI foi testada e comparada com a atividade de ILTI nativa (Figura 30A). Quantidades 

crescentes das proteínas foram incubadas com uma quantidade fixa de tripsina bovina. 

Podemos verificar uma similaridade na atividade inibitória de reILTI, da proteína fusionada 

e de ILTI nativo em relação à tripsina bovina. A Figura 30B mostra o efeito de reILTI no 

homogenato de IM de larvas de D. saccharalis e H. virescens. A concentração de 5,1 mg 

de reILTI reduziu a atividade tríptica em 34,5% e 90,7% no IM de D. saccharalis e H. 

virescens, respectivamente. Estes resultados da atividade anti-tríptica de reILTI in vitro são 

Figura 29: Análise SDS-PAGE (12.5%) da purificação da 
proteína reILTI (A) usando coluna de purificação Hitrap. Linha 
M, PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo scientific). 
Linha 1, proteína fusionada SUMO-reILTI e (B) coluna de 
afinidade Sepharose-tripsina. Linha M, marcador de peso 
molecular, Low Range (BIO-RAD). Linha 1, ILTI nativo 
(purificada de sementes de I. laurina). Linha 2, reILTI.  
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promissores já que sugerem o potencial desta proteína como ferramenta para aumentar a 

resistência de  plantas  a esses insetos-praga.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

9 - Transformação genética de cana-de-açúcar 

Um dos objetivos do presente trabalho é a obtenção de plantas transgênicas de cana-

de-açúcar com o gene ilti para a posterior verificação do controle da infecção destas 

plantas por D. saccharalis. A transformação da cana-de-açúcar é um sistema dependente 

da regeneração de plantas in vitro. Esse processo é geralmente longo e, muitas vezes, 

permanece por um extenso período na fase de calos, que é o principal alvo na 

transformação genética de cana (PICELLI, 2010). Considerando as dificuldades que 

enfrentamos para a obtenção do gene ilti a partir do DNA genômico de I. laurina, 

decidimos desenvolver, em paralelo, os experimentos de transformação da cana utilizando 

um gene ilti  sintético (ilti-s).  O gene foi desenhado tendo em base o uso de códons da 

cana, como explicado nos materiais e métodos. O gene foi sintetizado pela empresa IDT e 

clonado no vetor pIDTSMART-AMP.  

Figura 30: (A) Atividade inibitória de SUMO-reILTI, reILTI e ILTI nativa em relação à 
tripsina bovina. (B) Inibição por reILTI das enzimas tripsinas do IM de larvas de D. 
saccharalis e H. virescens.  Os experimentos foram realizados em triplicatas. A 
atividade tríptica residual foi determinada usando BAPNA como substrato. 
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O gene ilti-s foi amplificado a partir do vetor pIDTSMART-AMP utilizando os primers 

direto ILTI_BamHI_F e o reverso ILTI_KpnI_R. O fragmento amplificado apresentou uma 

banda do tamanho esperado (636 pb) como observado na Figura 31. O gene ilti-s foi 

clonado no vetor pGEM-T Easy. Os clones recombinantes foram analisados por PCR, 

utilizando primers M13 direto e reverso e digeridos com as enzimas BamHI e KpnI (Figura 

32A e B, respectivamente). Após a seleção dos clones positivos, o fragmento 

correspondente ao gene ilti-s, removido por meio das enzimas de restrição (BamHI/KpnI) 

foi ligado no vetor pUBILN, também digerido com as enzimas de restrição BamHI e KpnI. 

O produto da reação de ligação foi transformado em E.coli (DH5α) eletrocompetente, e a 

seleção dos transformantes foi realizada por análise de restrição usando as mesmas 

enzimas utilizadas para a clonagem, por PCR usando os primers específicos e por 

sequenciamento com primers pUBILN e os primers específicos para o gene. O resultado 

do sequenciamento revelou que o fragmento corresponde com o gene ilti-s.  

O vetor contendo o gene ilti-s foi então co-bombardeado, com o vetor expressando o 

gene de seleção neo, em calos de cana-de-açúcar. As plantas foram selecionadas 

utilizando o antibiótico geneticina. 
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Figura 31: Amplificação do gene ilti-s a partir do vetor pIDTSMART, utilizando 
pares de primers para a sequência completa do gene. Linha M: Marcador 1Kb 
DNA Ladder (Invitrogen). Linha 1: gene ilti-s obtido a partir de PCR. 

Figura 32: Gel de agarose (1%) do PCR e da digestão do clone recombinante. (A) 
amplificação do gene ilti-s no pGEM-T Easy por PCR. Linha M: Marcador de 100 pb DNA 
Ladder (Fermentas). Linha 1: confirmação do gene ilti-s obtido a partir de PCR. (B) 
digestão com as enzimas de restrição BamHI/KpnI. Linha M: Marcador 1Kb DNA Ladder 
(Invitrogen). Linha 1: pGEM-T Easy-gene ilti-s digerido com BamHI e KpnI. 
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9.1 - Confirmação das plantas de cana-de-açúcar transgênicas por PCR 

As plantas regeneradas em meio seletivo antes de serem confirmadas como eventos 

de transformação foram chamadas de plantas candidatas. Para analisar a presença do 

gene ilti-s nas plantas, foi extraído DNA total das plantas tolerantes a geneticina e da 

planta não transformada para posteriores análises por PCR utilizando pares de primers 

específicos para amplificação completa do gene ilti-s (descrito no item 13.6.1).  

 Das 54 plantas candidatas analisadas para a presença do gene ilti-s, 22 plantas foram 

confirmadas quanto à integração do gene ilti-s no genoma vegetal. A Figura 33 representa 

um gel de agarose (1,0%) contendo 7 plantas confirmadas para o gene ilti-s dentre as 22 

confirmadas pela amplificação do fragmento de 636 pb. Como controle negativo das 

reações utilizou-se a água (mix da reação apenas) e planta de cana-de-açúcar não 

transformada, enquanto que o controle positivo refere-se ao plasmídeo pUBILN contendo 

o gene ilti-s.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 33: Gel de agarose (1,0%) referente ao resultado das reações de PCR, utilizando o 
DNA como molde, realizadas para análise da integração do gene ilti-s. M: Marcador 1Kb 
DNA Ladder (Invitrogen); amostras 1 a 7: plantas que amplificaram o gene ilti-s; H2O: 
controle da reação; C-: controle negativo (planta não transformada); C+: controle positivo 
(plasmídeo pUBILN com gene ilti-s);  
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9.2 - Confirmação da integração do gene ilti-s via sequenciamento 

Quatro amostras, confirmadas por PCR, quanto à integração do gene ilti-s no genoma 

vegetal foram sequenciadas e analisadas pela ferramenta BLAST presente no banco de 

dados do NCBI (Genbank). As sequências de nucleotídeos obtidas pelos 

sequenciamentos apresentou 100% de identidade com a do gene ilti-s utilizado na 

construção do vetor pUBILN (Figura 34). Sendo assim, podemos concluir que contamos 

com plantas de cana-de-açúcar transformadas com o gene de interesse.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 34: Resultado obtido através da ferramenta BLAST no banco de dados 
do NCBI (GenBank) após análise da sequência do produto de PCR das 4 plantas
transgênicas avaliadas quanto a presença do gene ilti-s.Sbjct representa a 
sequência do gene sintético clonado no vetor pUBILN e Query a sequência 
gerada pelo sequenciamento.   
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9.3 - Análise de expressão do gene ilti-s em folhas das plantas de cana-de-açúcar 

transformadas 

No intuito de verificar a expressão do trasgene ilti-s nas plantas transgênicas que 

apresentaram PCR positivo para o gene, 6 plantas dentre essas 22 transgênicas obtidas 

foram selecionadas para análise de expressão por PCR, utilizando cDNA como molde. O 

RNA total extraído das 6 plantas transgênicas selecionadas e de 1 planta controle não 

transformada foi tratado com DNAse I e analisado em gel de agarose 1,0%, o qual indicou 

integridade e boa qualidade do RNA obtido (Figura 35). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O cDNA foi empregado nas reações de PCR para verificar expressão do gene de 

interesse ilti-s inserido via transformação genética. A reação de PCR foi realizada com 

primers específicos à sequência do transgene (Figura 36). Verificou-se que todas as 

plantas transgênicas analisadas apresentaram uma banda no tamanho do gene ilti-s 

sugerindo a expressão deste gene nas plantas transformadas.  

 

Figura 35: Fotografia obtida do gel de agarose (1,0%) corado com 
brometo de etídeo referente ao RNA total extraído, pelo método do Trizol, 
de 8 plantas transgênicas para o gene ilti-s (amostras 1 a 8) e 2 plantas 
não transformadas (C-). 
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Uma vez confirmada a integração do transgene contendo o gene ilti-s por PCR no 

genoma da cana-de-açúcar, as 22 plantas transgênicas foram transferidas para o meio MS 

fresco e sem adição de agente seletivo para estimular o perfilhamento in vitro das plantas 

(Figura 37A). Depois de 30 dias, 6 plantas transgênicas já possuíam cerca de 2 a 3 

perfilhos cada e, desta forma, um dos perfilhos de cada evento de transformação foram 

coletados e transferidos do ambiente in vitro para uma bandeja contendo substrato (Figura 

37B), e colocadas na casa de vegetação. Após 30 dias as plantas de cana-de-açúcar 

foram transferidas para vasos maiores e mantidas na casa de veg/etação (Figura 37C e 

D).  

 

 

 

 

Figura 36: Gel de agarose (1,0%) referente ao resultado das reações de PCR, 
utilizando o cDNA como molde, realizadas para análise da integração do gene 
ilti-s. M: Marcador 1Kb DNA Ladder (Invitrogen); amostras 1 a 6: plantas que 
amplificaram o gene ilti-s; C -: controle negativo (planta não transformada); H2O: 
controle da reação de PCR. 
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9.4 – Efeito de plantas de cana-de-açúcar transgênicas sobre o desenvolvimento de 

D. saccharalis  

Larvas de D. saccharalis foram alimentadas com cinco tratamentos: controle e plantas 

transgênicas contendo o gene ilti-s (plantas 1, 2, 3 e 4). O peso médio das larvas foi 

determinado após 22 dias da inoculação. O efeito das plantas transgênicas no 

crescimento das larvas de D. saccharalis está representado na Figura 38. Podemos 

verificar que houve uma redução de 23,4% e 17,3% no peso médio das larvas alimentadas 

com folhas de cana transgênicas 2 e 3, respectivamente, quando comparada com as 

larvas que alimentaram com folhas não transformadas (controle). No entanto, as larvas 

Figura 37: (A) Fotos da cana-de-açúcar controle e transformadas in vitro. 
(B) plantas transferidas para bandeja com substrato. (C) após 30 dias as 
plantas estavam com o dobro de tamanho e (D) foram transferidas para 
vaso.   
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alimentadas com as plantas transgênicas 1 e 4 tiveram um aumento significativo no peso 

(94% e 125%, respectivamente). Outro parâmetro importante a ser determinado neste 

experimento é a sobrevivência das larvas após o tratamento. Entretanto, tivemos alguns 

problemas experimentais devido ao grande número de larvas total do experimento (n>525) 

e o tamanho dos indivíduos dificultando a obtenção de resultados conclusivos sobre o 

efeito do transgênico na sobrevivência.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 38: Efeito das plantas transgênicas com o gene ilti-s no 
desenvolvimento das larvas de D. saccharalis. Peso médio das larvas 
alimentadas com folhas de cana não transformadas (controle) e larvas 
alimentadas com folhas transgênicas (1 a 4). Cada valor representa a 
média ± SD. Letras diferentes indicam que houve diferença significativa 
(p<0,05) dos valores quando comparados entre si dentro de um mesmo 
grupo (ANOVA, teste de Tukey). 
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A Figura 39 ilustra o efeito das plantas de cana transgênicas no desenvolvimento das 

larvas de D. saccharalis, após 24 dias de inoculação. A imagem corrobora os resultados 

apresentados no gráfico anterior.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Um fato que chamou muito a atenção durante o experimento foi a diferença na 

quantidade de folha consumida pelas larvas. A Figura 40 ilustra a quantidade de folha 

ingerida pelas larvas controle e pelas larvas alimentadas com a planta transgênica 3 após 

dois dias de consumo.  Observa-se claramente que as larvas alimentadas com a planta 3 

consumiu menos folha quando comparada com o controle. Esse comportamento também 

foi observado nas larvas que se alimentaram com as folhas da planta 2. Larvas 

alimentadas com folhas dos transgênicos 1 e 4, inicialmente consumiram quantidades de 

folhas semelhantes às larvas controle. Entretanto, foi verificado um aumento no consumo 

no final do experimento. As fotos foram tiradas 8 dias após o início dos tratamentos.  

 

 

Figura 39: Foto ilustrando a variação no tamanho das larvas de
D.saccharalis com 24 dias após inoculação em folhas de cana-
de-açúcar transgênicas.  Linha C: larva alimentada com folhas 
de cana não transformadas; Linha 1 a 4: larvas alimentadas 
com folhas de cana transgênicas.  
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Ensaio tríptico foi realizado para avaliar se houve alterações no perfil enzimático 

digestivo das larvas que se alimentaram com plantas transgênicas. As enzimas presentes 

no intestino médio das larvas alimentadas com folhas controle e com folhas transgênicas 

tiveram sua atividade avaliada através da hidrólise do substrato BAPNA. As larvas 

alimentadas com as plantas transgênicas 1, 2 e 4 não mostraram alterações no perfil 

enzimático do intestino quando comparadas com o controle. Entretanto foi verificado um 

aumento de 9,8% na atividade tríptica das larvas alimentadas com a planta transgênica 3 

(Figura 41). 

 

 

 

 

 

 

Figura 40: Foto ilustrando a quantidade de folha 
de cana consumida pela larva controle (C) e pela 
larva alimentada com folha transgênica (planta 3). 
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10 - Transformação genética de tabaco 

Uma vez obtido o gene ilti optamos pela transformação de plantas de tabaco devido a 

sua manipulação genética ser relativamente simples já que se trata de uma planta de fácil 

regeneração in vitro. As plantas de tabaco foram então transformadas com os genes ilti e 

ilti-s. Como descrito nos Métodos, os genes ilti e ilti-s foram amplificados a partir do DNA 

genômico de I. laurina e do plasmídeo pIDTSMART-AMP respectivamente (Figura 42). 

Após a obtenção dos fragmentos, estes sofreram dois eventos de subclonagem 

sucessivos (i) em pGEM-T Easy e (ii) no vetor  pRT104.  As análises dos clones 

recombinantes foram realizadas por PCR, digestão com as enzimas SacI/BamHI (gene ilti) 

e KpnI/BamHI (gene ilti-s) e sequenciamento. Estes resultados estão mostrados nas 

Figuras 43A e B, respectivamente. Como produto da subclonagem em pRT104 foi obtido o 

cassete (35S P :: gene :: Poly-A) para cada gene em estudo. Esses cassetes foram 

Figura 41: Resposta das proteinases do intestino médio de larvas de D.
saccharalis à ingestão de plantas de cana transgênicas contendo o gene 
ilti-s. Letras diferentes indicam diferença significativa (p<0,05) dos valores 
quando comparados entre si dentro de um mesmo grupo (ANOVA, teste de 
Tukey). 
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clonados no vetor pCAMBIA2301 gerando os plasmídeos pCAMBIA2301-ilti e 

pCAMBIA2301-ilti-s, respectivamente. A seleção dos transformantes foi realizada por três 

vias: por análise de restrição usando a mesma enzima utilizada para a clonagem, por PCR 

usando os primers específicos (Figuras 44A e B) e por sequenciamento com primers 

específicos para cada um dos genes. O resultado do sequenciamento revelou que o 

fragmento clonado corresponde com o gene ilti e o ilti-s em cada caso.  

Os vetores pCAMBIA2301-ilti e pCAMBIA2301-ilti-s foram transformados na linhagem 

desarmada GV3101 de Agrobacterium tumefaciens. Os clones de Agrobacterium que se 

desenvolveram em meio seletivo contendo canamicina foram analisados por PCR. Uma 

vez verificada a presença do gene, as bactérias recombinantes foram utilizadas para 

transformar os discos foliares de tabaco. As plantas de tabaco foram selecionadas 

utilizando o antibiótico canamicina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 42: Amplificação dos genes ilti e ilti-s a partir do
DNA genômico e do vetor pIDTSMART,
respectivamente, utilizando pares de primers para a
sequência completa do gene. Linha M: Marcador 100 pb
DNA Ladder (Fermentas). Linha 1: gene ilti obtido a partir
de PCR. Linha 2: gene ilti-s obtido a partir de PCR. 
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Figura 43: Gel de agarose (1%) do PCR e da digestão dos clones recombinantes. 
(A) amplificação dos genes ilti e ilti-s no pGEM-T Easy por PCR. Linha M: Marcador 
de 100 pb DNA Ladder (Fermentas). Linha 1: confirmação do gene ilti obtido a partir
de PCR. Linha 2: confirmação do gene ilti-s obtido a partir de PCR. (B) Digestão
com as enzimas de restrição SacI/BamHI (gene ilti) e KpnI/BamHI (gene ilti-s). Linha
M: Marcador 1Kb DNA Ladder (Invitrogen). Linha 1: pGEM-T Easy-gene ilti digerido
com SacI e BamHI. Linha 2: pGEM-T Easy-gene ilti-s digerido com KpnI e BamHI. 

Figura 44: Gel de agarose (1%) do PCR e da digestão dos clones recombinantes. (A) 
amplificação e digestão do gene ilti no pCAMBIA2301. Linha M: Marcador de 1Kb DNA 
Ladder (Invitrogen). Linha 1: pCAMBIA2301-gene ilti digerido com PstI. Linha 2:
confirmação do gene ilti obtido a partir de PCR. (B) amplificação e digestão do gene ilti-s
no pCAMBIA2301. Linha M: Marcador 1Kb DNA Ladder (Invitrogen). Linha 1: 
pCAMBIA2301-gene ilti-s digerido com HindIII. Linha 2: confirmação do gene ilti-s obtido
a partir de PCR. 
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10.1 - Confirmação das plantas de tabaco transgênicas por PCR 

As plantas regeneradas em meio seletivo antes de serem confirmadas como eventos 

de transformação foram chamadas de plantas candidatas. Para analisar a presença dos 

genes ilti e ilti-s nas plantas, foi extraído DNA total das plantas tolerantes a canamicina e 

da planta não transformada para posteriores análises por PCR utilizando pares de primers 

específicos para amplificação completa dos genes ilti e ilti-s (descrito no item 14.6.1).  

 Sete plantas candidatas foram analisadas para a presença do gene ilti e nove plantas 

canditadas foram analisadas para a presença do gene ilti-s. Todas as plantas foram 

confirmadas quanto à integração do gene ilti no genoma vegetal e 6 plantas foram 

confirmadas quanto à integração do gene ilti-s no genoma vegetal. A Figura 45 representa 

um gel de agarose (1,0%) contendo 5 plantas confirmadas para o gene ilti-s e 3 plantas 

confirmadas para o gene ilti pela amplificação do fragmento de 636 pb e 552 pb, 

respectivamente. Como controle negativo das reações utilizou-se a água (mix da reação 

apenas) e planta de tabaco não transformada.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 45: Gel de agarose (1,0%) referente ao resultado das reações de PCR, utilizando 
o DNA como molde, realizadas para análise da integração dos genes ilti e ilti-s. M:
Marcador 1Kb DNA Ladder (Invitrogen); amostras 1 a 5: plantas de tabaco que
amplificaram o gene ilti-s; amostras 6 a 8: plantas de tabaco que amplificaram o gene ilti; 
C-: controle negativo (planta não transformada); H2O: controle da reação. 
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10.2 - Confirmação da integração dos genes ilti e ilti-s no genoma da planta via 

sequenciamento 

Três amostras de plantas confirmadas por PCR quanto à integração do gene ilti e do 

gene ilti-s no genoma vegetal foram sequenciadas e analisadas pela ferramenta BLAST 

presente no banco de dados do NCBI (Genbank). As sequências de nucleotídeos obtidas 

pelos sequenciamentos apresentaram 100% de identidade com a dos genes clonados nos 

vetores  pCAMBIA2301-ilti e pCAMBIA2301-ilti-s (Figuras 46 e 47, respectivamente). 

Sendo assim, podemos concluir que contamos com plantas de tabaco transformadas com 

os genes de interesse.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 46: Resultado obtido através da ferramenta BLAST no banco de dados 
do NCBI (GenBank) após análise da sequência do produto de PCR das 3 plantas 
transgênicas avaliadas quanto a presença do gene ilti. Sbjct representa a 
sequência do gene ilti clonado no vetor pCAMBIA2301 e Query a sequência 
gerada pelo sequenciamento.   
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Uma vez confirmada a integração dos transgenes no genoma de tabaco, 1 planta 

transgênica contendo o gene ilti (planta G1) foi repicada para obtenção de clones, o 

mesmo foi realizado com 2 plantas transgênicas contendo o gene ilti-s  (plantas S1 e S2). 

Após enraizamento as plantas foram transferidas para vasos e colocadas na casa de 

vegetação (Figura 48). 

 

Figura 47: Resultado obtido através da ferramenta BLAST no banco de dados 
do NCBI (GenBank) após análise da sequência do produto de PCR das 3 plantas 
transgênicas avaliadas quanto a presença do gene ilti-s. Sbjct representa a 
sequência do gene ilti-s clonado no vetor pCAMBIA2301 e Query a sequência 
gerada pelo sequenciamento.   
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10.3 – Efeito de plantas de tabaco transgênicas sobre o desenvolvimento de H. 

virescens  

Larvas de H. virescens foram alimentadas com quatro tratamentos: controle, planta 

transgênica contendo o gene ilti (G1) e plantas transgênicas contendo o gene ilti-s (S1 e 

S2). O peso médio das larvas de H. virescens e o número de indivíduos sobreviventes 

foram determinados após 13 dias da inoculação. O efeito das plantas transgênicas no 

crescimento das larvas de H. virescens está representado na Figura 49. Podemos verificar 

que houve uma redução de 51% (estatisticamente significativa) no peso médio das larvas 

alimentadas com folhas de tabaco transgênicas S2 e G1 quando comparadas com as 

larvas que se alimentaram com folhas não transformadas.  Larvas alimentadas com 

plantas S1 não apresentaram uma redução significativa no peso quando comparado com 

o controle. Entretanto, análises da sobrevivência larval mostraram uma redução de 62,5% 

e 38% para as larvas que se alimentaram com folhas de tabaco transgênicas S1 e G1.  

 

 

 

 

 

Figura 48: (A) Planta de tabaco com 8 dias após o plantio. (B) Planta de tabaco com 30 dias 
após o plantio. (C) Plantas de tabaco controle (vaso rosa), plantas de tabaco transgênicas 
contendo o gene ilti (vaso azul) e plantas de tabaco transgênicas contendo o gene ilti-s (vaso 
amarelo).   
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A Figura 50 ilustra o efeito das plantas de tabaco transgênicas no peso médio das 

larvas de H. virescens, após 7 dias de inoculação. Embora recém começado o 

experimento já foi possível observar diferenças no desenvolvimento das larvas 

alimentadas com plantas transgênicas. A Figura 51 ilustra os resultados deste 

experimento após 16 dias de tratamento. Corroborando os dados do gráfico apresentado 

na Figura 49, as larvas alimentadas com plantas transgênicas S2 e G1 tiveram o seu 

desenvolvimento comprometido. Além desta diferença no peso podemos observar que a 

larva alimentada com planta controle apresenta uma coloração mais escura do que as 

larvas submetidas aos tratamentos com plantas transgênicas.  

Figura 49: Efeito das plantas de tabaco transgênicas com os genes ilti e ilti-
s no desenvolvimento das larvas de H. virescens. Peso médio das larvas 
alimentadas com folhas de tabaco não transformadas (controle), larvas 
alimentadas com folhas transgênicas contendo o gene ilti-s (S1 e S2) e 
larvas alimentadas com folhas transgênicas contendo o gene ilti (G1). Cada 
valor representa a média ± SD. Letras diferentes indicam que houve 
diferença significativa (p<0,05) dos valores quando comparados entre si 
dentro de um mesmo grupo (ANOVA, teste de Tukey). 
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Figura 50: Fotos das larvas de H. virescens alimentadas em folhas de tabaco
transgênicas após 7 dias de inoculação. Controle: larvas alimentadas com folhas não 
transformadas; S1 e S2: larvas alimentadas com folhas transgênicas contendo o 
gene ilti-s; G1: larvas alimentadas com folhas transgênicas contendo o gene ilti. 
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Ensaio tríptico foi realizado para avaliar se houve alterações no perfil enzimático 

digestivo das larvas alimentadas com folhas de plantas transgênicas G1, S1 e S2 quando 

comparadas com o controle. As enzimas presentes no intestino médio das larvas 

alimentadas com folhas controle e com folhas transgênicas tiveram sua atividade avaliada 

através da hidrólise do substrato BAPNA. Foi verificado um aumento de 68.6%, 27% e de 

29.8% na atividade tríptica das larvas alimentadas com as plantas transgênicas S1, S2 e 

G1, respectivamente (Figura 52) quando comparadas com o controle. 

 

 

 

 

Figura 51: Fotos ilustrando a variação no tamanho das 
larvas de H. virescens com 16 dias após inoculação em 
folhas de tabaco transgênicas. (A) Linha C: larva alimentada 
com folhas de tabaco não transformadas; Linha S1 e S2: 
larvas alimentadas com folhas de tabaco transgênicas 
contendo o gene ilti-s. Linha G1: larva alimentada com 
folhas de tabaco transgênicas contendo o gene ilti.  
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Figura 52: Resposta das proteinases do intestino médio de larvas de H. 
virescens à ingestão de plantas de tabaco transgênicas contendo os genes 
ilti-s e ilti. Letras diferentes indicam diferença significativa (p<0,05) dos 
valores quando comparados entre si dentro de um mesmo grupo (ANOVA, 
teste de Tukey). 
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VII - DISCUSSÃO  

Inibidores de tripsina produzidos por plantas são considerados agentes 

antimetabólicos de insetos já que interferem no processo de degradação das proteínas no 

intestino médio destes organismos causando deficiência proteica e influenciando assim no 

seu crescimento e desenvolvimento (RYAN, 1990). Este retardo no crescimento prolonga 

o período em que esses herbívoros estão susceptíveis a predadores (HARTL et al., 2010). 

O potencial uso destas proteínas no controle de insetos-praga tem sido amplamente 

explorado com resultados satisfatórios (DUAN et al., 1996). 

Neste estudo, foi testada a atividade inseticida de um inhibidor de tripsina de Inga 

laurina (ILTI) através da sua incorporação em dieta artificial para a broca da cana D. 

saccharalis e a praga do tabaco H. virescens. Quando incorporado em dieta artificial a 

uma concentração de 0,1% para D. saccharalis, ILTI não influenciou na sobrevivência das 

larvas, mas ocasionou uma diminuição de 51% no peso médio larval (Figura 18A e B). Em 

relação às larvas de H. virescens que se alimentaram em uma dieta artificial contendo 

0,5% de ILTI, foi verificado uma redução de 84% no peso das larvas e a sobrevivência não 

foi alterada quando comparada com as larvas que se alimentaram em dieta controle 

(Figura 19A e B). Os resultados aqui apresentados mostram que ILTI exerce atividade 

antinutricionais contra D. saccharalis e H. virescens. Resultados similares têm sido 

relatados para outros inibidores. Um inibidor de sementes de Adenanthera pavonina 

adicionados à dieta artificial a uma concentração de 0,1% reduziu o peso larval de D. 

saccharalis em 67% (SILVA et al., 2011). Inibidores de quimiotripsina isolados de feijão 

(Psophocarpus tetragonolobus) causaram uma redução significativa no crescimento de 

larvas de Helicoverpa armigera após estas serem alimentadas em dieta artificial contendo 

os inibidores (TELANG et al., 2009). As concentrações de ILTI utilizada nestes bioensaios 

correspondem aos níveis em sementes de leguminosas e foram semelhantes aos 

utilizados em outros estudos (BABU e SUBRAHMANYAM, 2010). 

A susceptibilidade e estabilidade de ILTI em relação à ação de enzimas proteolíticas 

presentes nos homogenatos intestinais de D. saccharalis e H. virescens foram 

examinadas. ILTI foi resistente à proteólise quando incubadas com as proteinases do 

intestino médio de larvas do quarto ínstar de D. saccharalis e H. virescens (Figura 20A e 

B). Um resultado semelhante também foi encontrado para DrTI (inibidor de tripsina de 
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sementes de Delonix regia), quando a sua digestibilidade foi testada contra enzimas 

tripsina-like do intestino médio de larvas de Anagasta kuehniella e Corcyra cephalonica 

(MACEDO et al., 2009). Insetos também secretam proteinases que são capazes de digerir 

o inibidor (GIRARD et al., 1998a, 1998b; GIRI et al., 1998; MICHAUD, 1997). Os 

resultados com ILTI são promissores, uma vez que as proteínas que são resistentes à 

digestão por proteinases são mais eficazes no controle de insetos (HARSULKAR et al., 

1999; TELANG et al., 2003). Esta resistência do inibidor à digestão pelas enzimas do 

intestino do inseto é o primeiro pré-requisito para que a proteína exerça seus efeitos 

antinutricionais. 

Após o ensaio de alimentação, a atividade da tripsina foi avaliada nos extratos do 

intestino e fezes das larvas, com o intuito de analisar o efeito da presença de ILTI na dieta. 

As larvas de D. saccharalis e H. virescens alimentadas em dieta contendo ILTI tiveram 

uma redução nas taxa de crescimento, no entanto, a atividade tríptica presente no 

intestino médio foi similar à encontrada nas larvas que se alimentaram em dieta controle 

(Figura 23A e 24A). Broadway e Duffey (1986) observaram um efeito semelhante em 

relação ao crescimento de Heliothis zea e Spodoptera exigua, depois que estas espécies 

foram alimentadas em uma dieta suplementada com dois inibidores de tripsina. Eles 

observaram uma redução significativa na taxa de crescimento destas pragas, no entanto a 

atividade tríptica no intestino médio não foi reduzida. Similar à conclusão obtida por 

Broadway e Duffey, nossos resultados também sugerem que a redução na taxa de 

crescimento dos insetos esteja relacionada à superexpressão de enzimas digestivas, de 

modo a compensar o efeito inibitório de ILTI. Como consequência, há uma diminuição na 

disponibilidade dos aminoácidos essenciais para a síntese de outras proteínas 

necessárias para o desenvolvimento dos insetos. 

Em relação à atividade tríptica nas fezes, as duas espécies de insetos que foram 

alimentadas em dieta artificial contendo ILTI exibiram um perfil diferente em comparação 

com os grupos controle correspondentes. A atividade tríptica nas fezes de D. saccharalis 

foi menor que a do grupo controle (Figura 23B), enquanto que a atividade tríptica nas 

fezes de H. virescens foi maior (Figura 24B). É possível que as diferenças entre os 

padrões de resposta ocorreram devido à existência de mecanismos de interação inibidor-

intestino médio diferentes, em ambos os insetos. O intestino médio dos insetos é onde 
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ocorre a maior parte da digestão e a absorção dos alimentos. Na maioria dos insetos, o 

intestino médio é revestido por uma estrutura acelular quitinosa, a membrana peritrófica 

(MP), que separa o conteúdo luminal em dois compartimentos o espaço endoperitrófico e 

o espaço ectoperitrófico. Entre as espécies pode haver diferenças na composição 

bioquímica da MP (TELLAN, 1996) sugerindo que esta tem sofrido pressão evolutiva para 

se adequar ao tipo de alimentação (LEHANE, 1997). Uma das principais funções da MP é 

atuar no mecanismo de reciclagem de enzimas digestivas, fenômeno conhecido como 

circulação ecto-endoperitrófica (TERRA, 2001). Macedo e colaboradores (2002) relataram 

que DMTI-II, um inibidor de tripsina de sementes isoladas de Dimorphandra mollis, 

interagiu com a quitina da membrana peritrófica do intestino médio de Callosobruchus 

maculatus. Uma explicação plausível para os nossos resultados pode ser que ambos os 

insetos apresentam diferenças na constituição de suas membranas intestinais 

promovendo uma interação diferencial com o inibidor. O resultado desta interação pode 

ser uma perturbação na membrana peritrófica que poderia (i) dificultar o processo de 

reciclagem das enzimas, fazendo com que sua quantidade seja aumentada nas fezes ou 

(ii) o inibidor pode se ligar à enzima formando um complexo cujo tamanho dificultaria a 

passagem para o espaço ectoperitrófico, indo assim parar nas fezes. No caso de H. 

virescens, pode estar ocorrendo interação do inibidor com componentes da membrana 

peritrófica aumentando assim a atividade de tripsina nas fezes. Já em relação às larvas de 

D. saccharalis, ILTI não estaria interagindo com a membrana. O inseto poderia estar 

retendo suas enzimas no intestino para tentar sobrepujar o efeito do inibidor. 

Analisando o efeito de ILTI no consumo da dieta e na quantidade de fezes produzidas 

verificamos que ILTI, quando incorporado em dieta artificial, não alterou a consumo da 

dieta, mas fez diminuir a produção fecal das larvas de D. saccharalis (Figura 21). Já em 

relação às larvas de H. virescens alimentadas em dieta contendo ILTI, houve uma 

diminuição tanto na dieta consumida como nas fezes produzidas (Figura 22). Larvas 

alimentadas com ILTI tiveram seu metabolismo alterado como podemos verificar nas 

Tabelas 5 e 6. Os índices ECD e CM foram afetados para ambos os insetos. O ECD 

diminui à medida que a proporção de alimento digerido é metabolizado para gerar energia 

(COELHO et al., 2007). Na dieta contendo ILTI o índice ECD foi menor, significando, 

portanto, que uma menor quantidade de alimento foi utilizada para a produção de 



95 
 

biomassa do inseto, o que justifica o menor peso larval. Este resultado está de acordo com 

o aumento do custo metabólico destas larvas. Para larvas de H. virescens, também foi 

observado efeito sobre os índices ECI e AD. O ECI representa a capacidade do inseto em 

utilizar o alimento ingerido para o crescimento. Uma diminuição no ECI sugere que uma 

maior quantidade de alimento está sendo metabolizado para energia e pouco está sendo 

convertido em biomassa, provavelmente para tentar contornar o efeito antinutricional de 

ILTI. O aumento do índice AD observado para as larvas alimentadas em dieta contendo 

ILTI foi provavelmente um resultado da baixa produção de fezes por estas larvas quando 

comparado com o grupo controle. Este fato também foi observado por Mordue (Luntz) e 

Blackwell (1993) e Rayapuram e Baldwin (2006).  

Verificamos também a atividade anti-tríptica das enzimas do intestino desses insetos 

depois de alimentados com o inibidor, para avaliarmos se o inseto continuava sofrendo os 

efeitos de ILTI. Os resultados mostraram que as enzimas dessas larvas continuavam 

sensíveis à ação de ILTI (Figura 25A e B), sugerindo que nenhuma nova enzima 

proteolítica resistente ao inibidor foi induzida nas larvas alimentadas em dieta contendo 

ILTI. Brioschi e colaboradores (2007) verificaram que S. frugiperda já na primeira geração 

foi capaz de se adaptar ao inibidor de soja por meio da produção de novas enzimas 

insensíveis ao inibidor. Entretanto, nossos resultados mostraram que D. saccharalis e H. 

virescens não foram capazes de se adaptarem a presença de ILTI, pelo menos até o 

quarto ínstar da primeira geração. Estes experimentos sugerem que ILTI é um candidato 

promissor para o controle destas duas pragas. 

Para avaliarmos o potencial uso deste inibidor, sua eficácia também foi testada em 

relação a outras espécies de insetos-praga. ILTI foi testado in vitro contra as proteinases 

presentes no intestino médio de três diferentes pragas, S. frugiperda (praga do milho), A. 

ipsilon (praga de muitos cereais importantes) e T. absoluta (praga do tomate), todos 

pertencentes à ordem Lepidoptera (Figura 26). A atividade inibitória de ILTI foi eficaz 

contra as enzimas tripsina-like extraídas das larvas destas espécies de insetos, sugerindo 

que ILTI poderá afetar o desenvolvimento larval dessas pragas quando incorporado em 

dieta artificial.  

Durante a última década, a utilização de culturas transgênicas tem sido crescente, 

especialmente com a descoberta de genes eficazes de plantas que podem ser transferidos 
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entre as culturas e oferecer resistência contra pragas e patógenos (OLIVEIRA et al., 

2007). Genes de IPs, isolados de diferentes espécies vegetais, têm sido transferidos para 

diversas plantas de interesse econômico, resultando em plantas transgênicas resistentes 

ao ataque de insetos (BOULTER, 1993). O gene ilti foi isolado a partir do DNA genômico 

de I. laurina e clonado em um vetor de expressão a fim de avaliarmos o potencial de ILTI 

como um candidato para a produção de plantas resistentes as pragas da ordem 

Lepidoptera. Obtivemos a sequência de nucleotídeos completa do gene ilti, permitindo 

assim realizar a clonagem do gene e expressão da proteína em sistema de expressão 

heterólogo e a sua caracterização funcional. A estratégia de utilização de primers 

degenerados para a amplificação do gene por PCR demonstrou ser eficaz para sobrepujar 

as dificuldades de clonagem de um novo gene, quando a biblioteca de cDNA ou genômica 

não estão disponíveis. A sequência de aminoácidos deduzida de ILTI, determinada 

utilizando a sequência do gene ilti amplificado a partir do DNA genômico, foi similar a 

sequência de aminoácido da proteína nativa de sementes, sequenciada por Macedo e 

colaboradores 2007, indicando que esta região do DNA genômico não possui sequências 

de intervenção, o gene ilti, portanto, não possui íntrons (Figura 27A e B). Este resultado foi 

similar aos resultados obtidos a partir de outros inibidores tipo Kunitz que são desprovidos 

de íntrons. O gene obtido a partir do DNA genômico de soja (Glycine max) que codifica um 

inibidor de tripsina tipo Kunitz (SKTI) foi relatado ser um gene sem íntron (SONG et al., 

1993). Outro relato similar foi observado por Roy e Dutta, (2009), isolaram um gene do 

feijão que codifica um inibidor de quimiotripsina-tripsina tipo Kunitz (WbCTI) e este 

também não apresentou íntron. A sequência de aminoácidos deduzida a partir do gene ilti 

amplificado está de acordo com a sequência de aminoácido relatada de ILTI nativo 

extraída de sementes de I. laurina, exceto pela ausência de dois resíduos de aminoácidos, 

Lys e Tyr, localizados entre os resíduos Val 95 e Lys 98 da sequência de aminoácidos de 

ILTI nativa. Essas diferenças entre a sequência da proteína nativa e a sequência de 

aminoácidos deduzida a partir do DNA genômico sugerem que l. laurina pode conter 

diversos genes relacionados com inibidor de tripsina, tais como aqueles descrito para os 

inibidores de tripsina de soja (Glycine max) (SONG et al., 1993; GOTOR et al., 1995) e o 

inibidor de tripsina de D. regia (HUNG et al., 2007 ). 
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Em relação à proteína expressa em bactéria (reILTI) esta provou ser tão eficaz na 

inibição da atividade da tripsina bovina quanto a proteína nativa (Figura 30A). Além disso, 

reILTI foi capaz de inibir as enzimas tripsina-like do intestino médio de larvas de D. 

saccharalis e H. virescens (Figura 30B). Nesse experimento in vitro em relação às 

proteinases presentes no intestino médio das larvas, reILTI mostrou uma moderada e uma 

forte inibição em relação às proteinase de D. saccharalis e H. virescens, respectivamente. 

Este perfil da atividade anti-tríptica de reILTI foi semelhante àquele observado para a 

proteína ILTI nativa quando esta foi testada in vitro em relação as proteinases presentes 

no intestino médio de larvas de D. saccharalis e H. virescens (ver linha controle na Figura 

25A e B, respectivamente). No entanto, quando ILTI foi testado em dieta artificial e 

fornecido a essas larvas, ele afetou o desenvolvimento dos insetos, verificado pela 

drástica redução no peso dessas larvas. Com base nestes resultados, sugerimos que 

reILTI poderá exercer uma atividade antinutricional quando incorporada em dieta artificial. 

Como abordado anteriormente, a contínua necessidade de aumentar a produção de 

alimentos requer o desenvolvimento e a aplicação de ferramentas biotecnológicas 

inovadoras capazes de oferecerem variedades de culturas melhoradas, oportuna e 

economicamente rentáveis (HAQ et al., 2004). A transformação de plantas com genes de 

inibidores enzimáticos no combate de insetos-praga ganha força. Muitos pesquisadores 

defendem seu uso por constituir uma estratégia de defesa utilizada extensivamente pelas 

plantas (THOMAS et al., 1995; BABU et al., 2003). Neste trabalho demostramos que ILTI, 

quando incorporado em dieta artificial, afeta o desenvolvimento de D. saccharalis e H. 

virescens sugerindo que este inibidor tem potencial para proteger as plantas de cana-de-

açúcar e tabaco contra os danos causados por estes insetos.  

Para avaliarmos o potencial do inibidor em estudo como uma ferramenta 

biotecnológica procedeu-se à transformação da cana-de-açúcar com o gene sintético (ilti-

s) via biobalística.  Esta técnica foi escolhida por ser um dos principais métodos para 

transformação de cana (MOORE, 1999). Além disso, é um procedimento bem 

estabelecido no laboratório onde foi realizado o experimento (CEBTEC-ESALQ). A 

transformação de cana-de-açúcar com o gene ilti-s foi realizada com sucesso, gerando 

plantas resistentes à marca de seleção do vetor co-transformado (geneticina). Das 54 

plantas regeneradas, 22 foram confirmadas quanto à integração do ilti-s no genoma 
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vegetal, amplificando um fragmento de 636 pb (Figura 33). Dentre essas plantas de cana-

de-açúcar transformadas com o gene ilti-s, 6 foram selecionadas para análise quanto à 

expressão gênica. Nossos experimentos mostraram que as 6 plantas transformadas 

analisadas expressaram o gene ilti-s (Figura 36).  

Posteriormente, foi analisado o efeito de quatro destas plantas de cana transgênicas 

em relação ao desenvolvimento de D. saccharalis. Em condições naturais, as larvas de D. 

saccharalis vivem na folha de cana até o segundo ínstar, depois penetram no colmo e 

ficam até completarem seu ciclo de vida (MENDONÇA et al., 1996). Apesar das larvas de 

D. saccharalis não completarem seu ciclo de vida no tecido foliar, elas vivem por um longo 

tempo neste tecido, tornando-se viável a utilização deste material vegetal para nossos 

ensaios biológicos. A finalidade do nosso trabalho é obter um transgênico capaz de afetar 

o desenvolvimento das larvas de D. saccharalis já que o inibidor se ligaria na tripsina do 

intestino do inseto impedindo a degradação das proteínas ingeridas. Falco e 

colaboradores (2003) em um experimento com plantas de cana-de-açúcar transgênicas 

expressando inibidores de proteinases de soja verificaram que as larvas de D. saccharalis 

alimentadas com folhas transgênicas tiveram um atraso no seu desenvolvimento quando 

comparado com as larvas que se alimentaram em folhas não transformadas. Para avaliar 

a eficiência do nosso transgênico, foi determinado o peso médio das larvas e a atividade 

tríptica do intestino larval. Os resultados mostraram diferenças no desenvolvimento das 

larvas alimentadas com folhas transgênicas. Das quatro plantas transgênicas analisadas, 

duas delas (plantas 2 e 3) exerceram um efeito negativo no crescimento das larvas 

mostrando uma redução significativa no peso médio das mesmas. Entretanto, o efeito das 

outras duas plantas transgênicas (1 e 4)  foi oposto verificando-se um aumento no peso 

médio larval (Figura 38). Além dos efeitos de retardo do crescimento larval, alguns 

trabalhos tem relatado que as larvas dos insetos são capazes de se adaptar à presença 

de inibidores mediante a produção de novas proteases insensíveis aos inibidores na 

tentativa de compensar as enzimas inibidas. Estas larvas exibem aumento na taxa de 

ingestão de alimento e um maior desenvolvimento do que as larvas controle (JONGSMA 

et al., 1995; GIRARD et al., 1998; CLOUTIER et al.,1999; LECARDONNEL et al., 1999). 

Abdeen e colaboradores (2005) observaram que larvas de Heliothis obsoleta alimentadas 

com plantas de tomate transgênicas expressando baixos níveis de dois inibidores de 
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proteinases foram capazes de se adaptarem mediante a superprodução de uma nova 

classe de proteínas resistentes aos inibidores. Os autores relacionaram este aumento das 

enzimas digestivas com um aumento de crescimento observado nessas larvas. Estas 

observações explicariam o aumento do peso das larvas alimentadas com as plantas 

transgênicas 1 e 4.  

Alternativamente, a diferença observada nos efeitos das plantas transgênicas com o 

gene ilti-s no desenvolvimento das larvas de D. saccharalis poderia estar relacionada aos 

níveis de expressão do inibidor e/ou à produção da proteína ativa. Larvas alimentadas 

com plantas transgênicas expressando altos níveis do inibidor teriam um retardo no 

crescimento. Está bem documentado que a expressão do transgene depende da região de 

inserção no genoma vegetal, do número de cópias inseridas e da sua integridade após a 

inserção (PICELLI, 2010). Regiões centroméricas, intergênicas e de heterocromatina, por 

exemplo, apresentam baixa atividade gênica por serem locais onde a cromatina encontra-

se altamente condensada. No entanto, a eucromatina, onde a cromatina se encontra mais 

desespiralada, facilita o acesso dos agentes reguladores da transcrição mostrando mais 

eficiência na expressão dos genes inseridos neste local do genoma (PICELLI, 2010). 

Apesar da transformação genética via biobalística ser a principal metodologia empregada 

na introdução de transgenes em cana-de-açúcar, as plantas transgênicas produzidas 

mostram grande variação na expressão do transgene (LAKSHMANAN et al., 2006). 

Altpeter e colaboradores (2005) relataram que baixo número de cópias do transgene no 

genoma vegetal está relacionado com altos níveis de expressão. Entretanto cada cassete 

de expressão deve estar intacto, isto é, não sofrer rearranjos ou fragmentação 

anteriormente à integração. Kohli e colaboradores (1999) mostraram que a presença de 

uma ou mais cópias rearranjadas podem potencialmente levar ao silenciamento gênico, 

mesmo se outras cópias estão intactas ou funcionais. Para investigar quais das situações 

citadas acima estariam, de fato, relacionadas com a diferença de efeito de Ilti-s no 

desenvolvimento de larvas de D. saccharalis estão sendo realizados novos experimentos 

(i) Southern Blot para determinar o número de cópias do transgene inserido no genoma 

vegetal e (ii) PCR em tempo real para avaliar quantitativamente os níveis de expressão de 

ilti-s nas plantas transgênicas. Outro fator importante a ser considerado é o fato que a 

verificação da expressão do transgene não garante que a proteína está sendo produzida. 
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Por esta razão é fundamental avaliar a presença da proteína ILTI-s no extrato de proteínas 

totais de folhas das plantas transgênicas. Com este intuito, foi produzido em coelho um 

anticorpo policlonal anti-ILTI. Estamos em fase de padronização da extração de proteínas 

para o desenvolvimento do experimento.  

O ensaio tríptico foi realizado para avaliar se houve alterações no perfil enzimático 

digestivo das larvas que se alimentaram com plantas transgênicas. As enzimas presentes 

no intestino médio das larvas alimentadas com folhas controle e com folhas transgênicas 

tiveram sua atividade avaliada através da hidrólise do substrato BAPNA. As larvas 

alimentadas com as plantas transgênicas 1, 2 e 4 não mostraram alterações no perfil 

enzimático do intestino quando comparadas com o controle. Entretanto foi verificado um 

aumento (estatisticamente significativo) de 9,8% na atividade tríptica das larvas 

alimentadas com a planta transgênica 3 (Figura 41). Este aumento nos níveis de enzimas 

digestivas estaria diretamente relacionado com a diminuição do crescimento como 

proposto por Gatehouse e colaboradores (1992). 

Além de verificar o potencial de ilti-s no desenvolvimento de larvas de D. saccharalis 

mediante a obtenção de cana-de-açúcar transgênica, plantas de tabaco foram 

transformadas com os genes ilti e ilti-s, via Agrobacterium tumefaciens.  A transformação 

de plantas de tabaco com os genes em estudo foi bem sucedida (Figura 45). Três plantas 

transgênicas, duas expressando o gene ilti-s (S1 e S2) e uma expressando o gene ilti 

(G1), foram avaliadas em relação ao desenvolvimento de H. virescens. Houve uma 

redução de 51% no peso médio das larvas alimentadas com folhas de tabaco transgênicas 

S2 e G1 quando comparadas com as larvas que se alimentaram com folhas não 

transformadas (Figura 49). Os resultados mostraram que o gene ilti amplificado a partir do 

DNA genômico de I. laurina foi igualmente eficiente ao gene sintético (ilti-s) com uso de 

códons da cana-de-açúcar na diminuição do crescimento de larvas de H. virescens. Estes 

experimentos também sugerem que o peptídeo sinal não seria fundamental para o correto 

enovelamento da proteína e para sua atividade biológica.  

Os mesmos efeitos de redução de crescimento de larvas alimentadas com plantas de 

tabaco transgênicas expressando inibidores de proteinases foram relatados por outros 

autores. Johnson e colaboradores (1989) expressaram um inibidor de proteinase de 

tomate II em plantas de tabaco e observaram um retardo no crescimento das larvas de 
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Manduca sexta que se alimentaram com folhas das plantas transgênicas. Marchetti e 

colaboradores 2000 expressaram um inibidor de soja tipo Kunitz em plantas de tabaco e 

verificaram redução no peso médio larval de Spodoptera littoralis. Foi avaliada também a 

atividade tríptica no extrato do intestino médio das larvas de H. virescens. Foi verificado 

um aumento na atividade tríptica das larvas alimentadas com as plantas transgênicas S1, 

S2 e G1 (Figura 52). Como explicado para larvas de D. saccharalis, a redução na taxa de 

crescimento de H. virescens alimentadas com plantas transgênicas pode estar relacionada 

com uma superexpressão das enzimas digestivas de modo a compensar o efeito inibitório 

de ILTI. Está relatado também que a expressão do inibidor pode levar ao retardo do 

desenvolvimento do inseto (ABDEEN et al., 2005). Segundo mostrado na Figura 51, as 

larvas alimentadas com as plantas transgênicas G1, S1 e S2 apresentam uma coloração 

mais clara do que a larva controle. Pode se observar que H. virescens sofre um 

escurecimento do tegumento durante o desenvolvimento. Por esse motivo, sugerimos que 

a larva controle, visivelmente mais escura, poderia estar em ínstar de desenvolvimento 

maior do que as larvas submetidas aos diversos tratamentos.  

Além dos efeitos no desenvolvimento larval, plantas transgênicas expressando 

inibidores de proteinases podem afetar a sobrevivência dos indivíduos. Abdeen e 

colaboradores (2005) verificaram que larvas de H. obsoleta alimentadas com folhas de 

tomate transgênicas expressando dois inibidores de proteinases apresentaram um 

aumento de 30,4% na taxa de mortalidade quando comparadas com o controle. Este 

parâmetro não foi avaliado para larvas de D. saccharalis por dois motivos (i) elevado 

número de indivíduos utilizados no experimento e (ii) complexidade experimental dado o 

tamanho das larvas, como descrito anteriormente. Neste trabalho verificamos a 

sobrevivência de larvas de H. virescens submetidas aos diversos tratamentos. Os 

resultados mostraram uma redução na sobrevivência das larvas que se alimentaram com 

folhas de tabaco transgênicas S1 e G1 quando comparadas com as larvas que se 

alimentaram com folhas de tabaco não transformadas. As larvas alimentadas com plantas 

S1 mesmo não mostrando alterações significativas no peso, apresentaram uma taxa de 

mortalidade de 62% sugerindo que o transgênico produziu um efeito nocivo para a maioria 

das larvas. Entretanto, as larvas sobreviventes conseguiram se adaptar à presença do 

inibidor provavelmente pela superexpressão de enzimas digestivas (Figura 52).  
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É importante ressaltar que foram observados efeitos similares do inibidor ILTI sobre o 

desenvolvimento de D.saccharalis e H. virescens quando alimentadas tanto com dieta 

artificial suplementada com esta proteína quanto com plantas transgênicas contendo o 

gene em estudo. Os resultados obtidos usando plantas transgênicas são preliminares 

devido à necessidade de fazer uma caracterização molecular mais detalhada destas 

plantas, repetir as análises experimentais aumentando o número de tratamentos e de 

indivíduos e realizar testes em casa de vegetação. No entanto, consideramos que 

conseguimos resultados importantes que sugerem que a utilização de plantas 

transgênicas contendo o inibidor ILTI pode ser uma estratégia promissora no controle das 

pragas testadas.  
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VIII - CONCLUSÕES  

 A proteína ILTI é um bom candidato para o uso no controle de insetos-praga por 

três razões fundamentais: 

1. Propriedade antinutricional do inibidor de tripsina purificado de 

sementes de I. laurina verificada em relação às larvas de D. 

saccharalis e H. virescens; 

2. ILTI mostrou resistência à digestão por proteinases presentes no 

intestino dos insetos testados; 

3. Os insetos alimentados com dieta artificial contendo ILTI não 

mostraram adaptação a este inibidor até a primeira geração;  

 Geramos uma potencial ferramenta biotecnológica mediante a elucidação da 

sequência do gene ilti, a demonstração de que esse gene é expresso de forma 

funcional em bactérias e que a proteína recombinante pode ter efeito inibitório. 

 Plantas transgênicas de tabaco e cana-de-açúcar foram capazes de interferir no 

metabolismo dos insetos-praga testados sugerindo que esta estratégia pode ser 

promissora na obtenção de plantas mais resistentes ao ataque de insetos. 
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IX- PERSPECTIVAS 

 Caracterização molecular das plantas transgênicas obtidas. Estas análises incluem 

determinação do número de cópias do transgene e análise de expressão 

quantitativa nos diversos transformantes. 

  Identificação da proteína ILTI em extrato de proteínas totais de folhas de plantas 

transgênicas mediante a técnica de Western Blot utilizando anticorpo policlonal anti-

ILTI. 

 Realização de testes das plantas transgênicas em casa de vegetação com o intuito 

de avaliar sua resistência ao ataque dos insetos-pragas. 
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