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RESUMO 

  

 

A produção de plantas geneticamente modificadas com características específicas é um 

processo altamente promissor para o melhoramento genético de plantas que têm sido 

severamente ameaçadas por doenças como a fusariose, por exemplo, que causa grandes 

perdas econômicas. Além da mineração de inúmeros genes candidatos que poderão ser usados 

para testes de resistência a estas doenças, a falta de promotores tecido-especifico que 

permitam que estes genes sejam expressos apenas nos tecidos alvo aumentam ainda mais a 

desconfiança da população a cerca do uso de plantas geneticamente modificadas. Pesquisas 

sobre o uso de promotores tecido-específicos são importantes, uma vez que esses direcionam 

a expressão de genes apenas nos órgãos/tecidos de interesse, evitando a expressão em todas as 

partes da planta, que além de ter elevado custo energético, pode causar efeitos fenotípicos 

indesejáveis. Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar in vitro a efetividade de um 

promotor tecido-específico para raiz e a funcionalidade de dois genes candidatos (Foc1 e 

Foc2) de resistência a fusariose mediante transformação genética de uma planta modelo 

(Nicotiana tabacum) utilizando Agrobacterium tumefaciens. Nos resultados da análise da 

expressão do gene repórter GUS sob a regulação do promotor tecido-específico 

(Prom_Musa_Embrapa_005) na versão parcial (pCore) foi possível confirmar sua 

direcionalidade para raiz, pois no ensaio histoquímico para detecção da atividade enzimática β-

glucuronidase (GUS) realizado em folha e raíz de N. tabacum transformado não houve detecção 

de atividade GUS na folha, tendo apresentado atividade apenas na raiz, especialmente, na coifa, 

demonstrando potencial para fornecer uma expressão focalizada. Na análise da expressão gênica 

por qPCR também foi possível verificar a expressão específica do gene GUS na raiz das plantas 

transformadas com o promotor e a expressão constitutiva do controle positivo assim como do gene de 

resistência candidato (Foc1). A expressão constitutiva de Foc1 ocorreu como esperado, pois o 

gene estava sob regulação do promotor CaMV-35S. A partir desta análise é possível 

confirmar que as plantas foram efetivamente transformadas com o gene de resistência. Foc1 

apresenta potencial para ser introduzido em cultivares de interesse, auxiliando no 

desenvolvimento de variedades resistentes a fusariose. Este estudo subsidiará o preparo de 

novas construções com promotores tecido-específicos regulando a expressão do gene Foc1. 

 

 

Palavras-chave: Agrobacterium tumefasciens. Fusariose. Musa spp. Tabaco. Transformação 

genética.  

 



 

    

 

ABSTRACT 

 

 

The production of genetically modified plants with specific characteristics is a highly 

promising process for plant genetic breeding that have been severely threatened by diseases 

such as fusarium wilt, for example, which causes great economic losses. In addition to the 

data mining of numerous candidate genes that could be used for teste disease resistance, the 

lack of tissue-specific promoters that allow these genes to be expressed only in target tissues, 

increase the population's distrust of plant genetically modified. Research on the use of tissue-

specific promoters is important, since they drive the genes expression only in the organ/tissue 

of interest, avoiding expression in all parts of the plant, which in addition to having a high 

energy cost, can cause undesirable phenotypic effects. The main of this work was to evaluate 

in vitro the effectiveness of a root tissue-specific promoter and the functionality of two 

resistance candidate genes (Foc1 and Foc2) against fusarium wilt through genetic 

transformation of a model plant (Nicotiana tabacum) using Agrobacterium tumefaciens. In the 

results of the expression analysis of GUS reporter gene under the regulation of the tissue-

specific promoter (Prom_Musa_Embrapa_005) in a core version (pCore) it was possible to 

confirm their specificity to the root, once the histochemical assay to detect the enzymatic 

activity of β-glucuronidase (GUS) made in leaf and root tissues of transformed N. tabacum, 

showed activity only in root, especially in the root cap, demonstrating the potential to provide 

a focused expression. In the gene expression analysis by qPCR it was also possible to verify 

the specific expression of the GUS gene in the roots of transformed plants with the promoter 

and the constitutive expression of the positive control as well as with the candidate resistance 

gene (Foc1). The constitutive expression of Foc1 occurred as expected because the gene was 

under CaMV-35S promoter regulation. From this analysis it is possible to confirm that the 

plants were effectively transformed with the resistance gene. Foc1 presents potential to be 

introduced into cultivars of interest, making possible the development of fusarium wilt 

resistant varieties. This study will support the preparation of new constructs with tissue-

specific promoters regulating Foc1 gene expression. 

 

  

Key words: Agrobacterium tumefasciens. Fusarium wilt. Musa spp. Tobaco. Genetic 

transformation.  
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1 INTRODUÇÃO 

A fusariose ou mal-do-Panamá, causada pelo fungo Fusarium oxysporum f. sp. 

cubense (Foc) é considerada uma das cinco doenças mais importantes economicamente 

(PLOETZ, 2015). Essa doença levou à falência poderosas empresas e a redução da banana 

Maçã do mercado brasileiro, sendo considerada a doença mais destrutiva da espécie. 

A murcha de fusarium como também é conhecida é o maior fator limitante na produção 

de banana em todo o mundo (BUTLER, 2013). Uma vez que o solo está infestado por Foc, as 

variedades que são sensíveis não podem ser replantadas por décadas (ROCHA et al., 2017). O 

fato da doença ser causada por um fungo do solo, que mesmo na ausência da cultura sobrevive 

por períodos prolongados, faz com que a medida de controle mais efetiva seja o uso de 

variedades resistentes. Todavia, o patógeno apresenta alta variabilidade, sendo o surgimento de 

novas raças uma preocupação constante (SILVA et al., 2016; MOSTERT et al., 2017). 

No Brasil, a fusariose foi inicialmente observada em 1930, no município de 

Piracicaba, São Paulo e em cerca de 3 a 4 anos, dizimou aproximadamente um milhão de 

bananeiras do tipo ‘Maçã’. Posteriormente, grandes áreas da cultivar ‘Maçã’ foram dizimadas 

em outras regiões dos estados de São Paulo, Minas Gerais, Goiás e Espírito Santo, sendo que, 

neste último, mais de 20% das plantas pertencentes ao grupo ‘Prata’, também foram 

eliminadas. Assim, a produção de banana foi sendo reduzida em muitos países desde a 

América Central até a Ásia (PLOETZ, 2015; WEN et al., 2015). 

Vários métodos de controle da doença têm sido avaliados, incluindo o melhoramento 

genético de plantas (SMITH et al., 2006; WANG et al., 2015). A modificação genética de por 

meio de estratégias adequadas é potencialmente a melhor abordagem para o desenvolvimento 

de bananeiras elite, resistentes à todas as raças de Foc (GHAG et al., 2014; LIU et al., 2017). 

O programa de melhoramento genético da bananeira no Brasil tem sido conduzido desde 

1983 pela Embrapa Mandioca e Fruticultura, em Cruz das Almas, BA, dentre vários aspectos, 

para a obtenção de genótipos resistentes a fusariose. Algumas variedades foram lançadas; 

porém um esforço maior ainda se faz necessário. Os mecanismos de resistência e defesa da 

bananeira à Foc podem ser subsidiados usando outros modelos como hipótese. Novas 

informações provenientes do estudo da interação Musa spp. x Foc são de extrema importância, 

uma vez que na identificação de novos genes candidatos, esses poderão ser prontamente usados 

na transformação via cisgenia e com isso acelerar os programas de melhoramento de bananeira 

que visam o desenvolvimento de variedades resistentes à fusariose. 
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Com o emprego de técnicas, como a transformação genética, utilizando promotores 

tecido-específicos, que favorecem o manejo dos genes da própria espécie em questão, é 

possível produzir plantas resistentes a nematoides, fungos, bactérias e vírus, num período de 

tempo significativamente menor do que usando o melhoramento convencional. 

Neste contexto, o objetivo geral deste trabalho foi de avaliar a eficiência de um 

promotor tecido-específico para raiz e de dois genes candidatos de resistência de Musa spp. 

mediante transformação genética de Nicotiana tabacum por Agrobacterium tumefaciens. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1 Fusariose: agente causal Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc). 

A fusariose é também conhecida como murcha de Fusarium ou Mal-do-Panamá. A 

doença surgiu na região indo-malaia, centro de origem do gênero Musa, afetando variedades 

susceptíveis, que mais tarde foram introduzidas no Novo Mundo, a partir da África. Os 

primeiros prejuízos importantes foram relatados no Panamá, em 1904. Relatos mostraram que 

em um período de 50 anos, mais de 40.000 ha de terras cultivadas com banana foram 

abandonadas devido à fusariose na América Central e do Sul (CORDEIRO; MATOS, 2003). 

Por esta razão, é considerada a doença mais devastadora que afeta plantações comerciais. 

No Brasil, a doença foi constatada pela primeira vez em 1930, em plantas de banana 

Maça no município de Piracicaba, SP. Em apenas três a quatro anos foram dizimados cerca de 

um milhão de bananeiras dessa região (CORDEIRO et al., 2005), posteriormente, a doença se 

disseminou por todo o território nacional. 

O patógeno é um fungo de solo, onde apresenta alta capacidade de sobrevivência na 

ausência do hospedeiro, fato que, provavelmente, deve-se à formação de estruturas de 

resistência denominadas clamidósporos (CORDEIRO; MATOS, 2003).  

A classificação da espécie Fusarium oxysporum foi dividida em seções: formae 

speciales e raças. O conceito formae speciales foi aplicado para reconhecer isolados 

patogênicos que foram morfologicamente semelhantes a isolados saprofíticos de mesma 

espécie, mas que diferenciam em sua habilidade para parasitar hospedeiros específicos 

(SNYDER E HANSEN, 1953). Isolados patogênicos de F. oxysporum estão classificados 

dentro de mais de 120 formae speciales e raças. Assim, cada forma specialis possui um 

elevado grau de especificidade ao hospedeiro (NELSON et al., 1983).  

Na cultura da banana o agente etiológico é o F. oxysporum f. sp. cubense (Foc). A 

dispersão de Foc pode ocorrer a partir de rizomas, raízes e pseudocaule de plantas doentes. 

Além disso, animais, o homem, equipamentos e ferramentas podem ser agentes de 

disseminação (VENTURA E HINZ, 2002; GUO et al., 2014). O fungo Foc produz três tipos 

de esporos assexuados incluindo macroconídios, microconídios e clamidoconídios no seu 

ciclo de vida, o que lhe permite dispersar e sobreviver (GUO et al., 2014).  

A infecção das plantas se inicia por meio do sistema radicular, principalmente pelas raízes 

secundárias, alcançando o xilema, onde ocorre abundante esporulação. Inicialmente, conídios de 

Foc germinam e formam hifas fúngicas no ambiente da planta hospedeira; as hifas se espalham 

para colonizar a superfície radicular; posteriormente, atravessam a epiderme e, em seguida, 
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invadem os vasos do xilema (GUO et al., 2014). Uma vez que o micélio do fungo entra nas raízes 

através de lesões naturais, a massa fúngica vai se multiplicando rapidamente e obstrui os vasos do 

xilema que conduz a oferta insuficiente de nutrientes e água para a planta, causando 

amarelecimento das folhas e, eventualmente, a murcha da planta inteira (LI et al., 2013). Plantas 

infectadas exibem um amarelecimento progressivo das folhas mais velhas para as mais novas, 

começando pelos bordos do limbo foliar e evoluindo no sentido da nervura principal. 

Posteriormente, as folhas murcham, secam e se quebram junto ao pseudocaule (CORDEIRO; 

MATOS, 2003; CORDEIRO et al., 2005). Além disso, hifas e esporos contidos na planta podem 

cair no solo por meio da água da chuva e reiniciar um novo ciclo de infecção (GUO et al., 2014). 

Dependendo do nível de resistência da cultivar, plantas doentes não chegam a produzir 

cachos, ou aquelas que produzem, têm frutos com valor comercial reduzido. Os fungos possuem 

paredes espessas e resistentes a flutuações ambientais, permitindo ao agente patogênico 

sobreviver no solo um longo período de tempo sem plantas hospedeiras (MOMMA et al., 2010). 

A medida de controle mais eficiente é o uso de variedades resistentes, mas sua utilização está 

condicionada às raças do patógeno (GROENEWALD et al., 2006; SMITH et al., 2006; 

PLOETZ, 2015; ROCHA et al., 2017). 

 

2.2 Hospedeiro e variação do patógeno 

O patógeno F. oxysporum afeta uma grande variedade de hospedeiros em qualquer 

estádio de desenvolvimento. Tomate, tabaco, legumes, cucurbitáceas, batata doce e banana 

são algumas das plantas mais suscetíveis. Foc possui um alto potencial evolutivo, uma vez 

que já foram relatados 21 grupos de compatibilidade vegetativa (VCG – Vegetative 

Compatibility Groups) e quatro raças fisiológicas (PLOETZ, 2015). 

Pelo sistema atual de classificação, a estrutura de raças de Foc em bananeira segue os 

seguintes critérios: raça 1 afeta ‘Gross Michel’ e ‘Maçã’, raça 2 a ‘Bluggoe’ e outras bananas 

de cocção, raça 3 não afeta genótipos de bananeira mas espécies de Heliconia spp. são 

altamente suscetíveis e a raça 4 as variedades do subgrupo Cavendish. A raça 4 foi 

subdividida em subtropical e tropical para diferenciar populações que afetam Cavendish em 

condições subtropicais ou tropicais (PLOETZ, 2015). A raça 4 Tropical (RT4), foi descrita no 

início da década de 1990 no Sul da Ásia, onde tem se disseminado rapidamente, causando 

severos danos e inviabilizando o plantio de banana nos locais afetados. Entre as raças 

conhecidas de Foc, as raças 1 e 4 são uma grande preocupação a nível internacional para a 

indústria da banana (GHAG et al., 2014). 
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Independentemente da ameaça que representa RT4, a fusariose é de extrema 

importância para o Brasil, pois as variedades mais consumidas no país (subgrupo Prata) 

apresentam suscetibilidade à doença; fato que também está relacionado com condições 

edafoclimáticas adversas. Atualmente, a doença é encontrada em praticamente todas as áreas 

em que é cultivado de banana (PLOETZ, 2015). 

A Fusariose, causada pelo fungo F. oxysporum f. sp. nicotianae (Fon) é uma das 

doenças mais importantes e persistentes de tabaco (N. tabacum) (LAMONDIA, 2001). Ela 

provoca amarelecimento da folhagem que precede murcha. No entanto, às vezes uma murcha 

súbita ocorre sem qualquer coloração amarelada da folhagem (NTUI et al., 2011).  

Estudos envolvendo transformação genética de tabaco estão sendo realizados para avaliar 

a interação patógeno-hospedeiro e verificar mecanismos de resistência. Uma linhagem 

transgênica de tabaco, sem marcador contendo um gene de quitinase (ChiC), isolado a partir da 

estirpe Streptomyces griseus HUT 6037 e outra contendo o gene wasabi (WD), isolado 

de Wasabia japonica foi produzida por transformação mediada por Agrobacterium para o 

aumento da resistência a fusariose (NTUI et al., 2011). Han et al. (2016), visando o melhoramento 

de Lilium, verificaram que o gene de glutationa S-transferase de Lilium regale Wilson, uma 

espécie de lírio selvagem, conferia resistência ao tabaco transgênico para F. oxysporum Qing. 

Dessa forma é possível afirmar que a transformação genética de N. tabacum pode 

contribuir para estudos dos mecanismos de interação e resistência entre patógeno e 

hospedeiro. N. tabacum é uma espécie muito utilizada como modelo em transformação 

genética de plantas, devido à facilidade de transformação e avaliação da expressão dos genes 

inseridos (SANTOS et al, 2011). 

 

2.3 Resistência de Plantas a Patógenos 

Os patógenos de plantas são os principais fatores limitantes na produção agrícola, 

acarretando o uso extensivo de produtos químicos para controle. A resistência genética de 

plantas é uma alternativa promissora para controlar doenças e pragas de culturas (PILET-

NAYEL et al., 2017). A resistência pode se manifestar de diferentes modos quanto à 

estabilidade e à especificidade, sendo regida geneticamente também de modo diferenciado. 

Conforme suas características pode ser classificada como resistência vertical (qualitativa) ou 

horizontal (quantitativa). 

Embora exista exceções, a resistência qualitativa (vertical ou "major gene") é 

geralmente monogênica e completa, isto é, confere imunidade total (BROWN, 2015), 
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apresenta resistência a raças específicas e normalmente revela pouca estabilidade (VAN DER 

PLANK, 1982). E a resistência quantitativa (horizontal) é principalmente poligênica e parcial, 

isto é, a infecção ainda é possível, mas o desenvolvimento do patógeno é reduzido em maior 

ou menor extensão (RIMBAUD et al., 2018). Dessa forma, a resistência quantitativa é 

frequentemente descrita com eficácia em um ou mais componentes da agressividade do 

patógeno: menor taxa de infecção, maior período latente, menor produção de propágulos, 

menor período infeccioso ou menor produção de toxinas (MUNDT, 2014). 

 Os genes que conferem resistência raça-específica (genes R) atuam diferenciadamente 

com o genótipo do patógeno (raça fisiológica) e de acordo com a teoria gene a gene. Segundo 

Flor (1955), para cada gene que condiciona uma reação de resistência no hospedeiro, existe 

um gene complementar no patógeno que condiciona a avirulência. A evolução das interações 

gene-a-gene tem como consequência uma diversidade de genes R em diferentes indivíduos de 

uma espécie hospedeira e uma correspondente diversidade de genes de avirulência em 

diferentes raças do patógeno (STASKAWICZ et al., 1995). 

Flor (1971) definiu pela primeira vez a resistência do tipo gene-a-gene em doenças de 

plantas, postulando que para a planta ser resistente a uma raça particular do patógeno, devem 

estar associados pares de genes de resistência (R) e de avirulência (Avr), no hospedeiro e no 

patógeno, respectivamente. Isso levou à predição de que, direta ou indiretamente, os genes R 

precisam codificar receptores para os produtos dos genes Avr específicos. Dessa forma, os 

produtos dos genes de avirulência do patógeno são reconhecidos direta ou indiretamente pelos 

genes R, os quais possuem domínios NB-LRR (Nucleotide Binding-Leucin Rich Repeat) 

(JONES; DANGL, 2006; BOLLER; FELIX, 2009). Essa resistência é muito eficaz no 

bloqueio de doenças em muitas espécies, entretanto, esse tipo de resistência pode ser 

rapidamente superada pelo surgimento de novas raças do patógeno (QUIRINO; BENT, 2003). 

As proteínas codificadas pelos genes R, provavelmente, operam utilizando uma gama 

limitada de mecanismos bioquímicos e desempenham duas funções básicas: reconhecer 

produtos de genes Avr dependentes de ligação e ativar a sinalização para uma rápida indução 

das várias respostas de defesa na planta (HAMMOND-KOSACK; JONES, 2000). 

Os genes R conferem resistência a diversos tipos de patógenos, incluindo viroses, 

bactérias, fungos, nematoides e insetos, e codificam proteínas similares com domínios NB-

LRR. As proteínas NB-LRR possuem dois domínios: C e N-terminal que reconhecem o 

patógeno e ativam um padrão de transdução de sinal importante na resposta de resistência, 

respectivamente. Esta classe de genes foi dividida em duas subclasses distintas, baseando-se 
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na presença ou ausência do domínio N-terminal TIR (Toll Interleukin-1 Receptor) (PERAZA-

ECHEVERRIA et al., 2008). Em dicotiledôneas são encontradas proteínas com o domínio N-

terminal TIR e non-TIR, enquanto que, em monocotiledôneas são encontradas proteínas que 

codificam non-TIR-NBS-LRR na região N-terminal do Gene R. 

O estudo da diversidade de genes R, bem como a organização genômica destes genes, tem 

despertado o interesse de diferentes pesquisadores, pois abrem novas perspectivas para o 

entendimento da evolução dos genes R e para o desenvolvimento de estratégias eficientes para o 

melhoramento visando resistência a doenças (FALEIRO et al., 2003).  

Em estudos de diversidade de genes efetores no patógeno da banana F. oxysporum f. sp. 

cubense, Czislowski et al. (2017) revelaram evidências de transferência horizontal de genes. Neste 

estudo utilizaram o sequenciamento do genoma de isolados de Foc para identificação inicial de 

homólogos para SIX1 a SIX14. As análises de PCR subsequentes confirmaram a distribuição e a 

diversidade dos genes SIX que foram estabelecidos pelo conjunto de dados do genoma inteiro. A 

análise da árvore de genes revelou que os genes SIX em Foc tinham uma história evolutiva que 

era incompatível com a filogenia de Foc estabelecida por meio de genes nucleares 

convencionalmente utilizados para a reconstrução filogenética. Sendo assim, eles defenderam a 

hipótese de que essa incompatibilidade refletia a transferência horizontal histórica de genes SIX 

entre linhagens geneticamente distintas de Foc. Embora as funções específicas das proteínas SIX 

sejam desconhecidas, algumas evidências indicam que elas promovem a virulência por meio da 

manipulação das vias hormonais e das respostas de defesa do hospedeiro (THATCHER et al., 

2012; MA et al., 2013; GAWEHNS et al., 2014; MA et al., 2015). 

 

2.4 A espécie Nicotiana tabacum  

Nicotiana tabacum L., popularmente conhecida como tabaco, é uma das espécies da 

família Solanaceae A. L. Jussie, com aproximadamente 106 gêneros e cerca de 3.000 

espécies. É uma planta arbustiva, anual com ciclo de 120 a 240 dias de vida, e pode atingir até 

2 metros de altura. Suas folhas apresentam formato elíptico, ou seja, com o comprimento 

maior que a largura. O caule é ereto, de secção circular, piloso e viscoso ao tato. Com raízes, 

em sua maioria, finas. As sementes são pequenas e numerosas (AKEHURST, 1981).  

Os primeiros estudos de transformação genética de plantas envolveram a inoculação 

de tecidos de N. tabacum com linhagens engenheiradas de Agrobacterium (HERRERA-

ESTRELLA et al., 1983; ZAMBRYSKI et al., 1983). Desde então, o tabaco tornou-se uma 

planta modelo muito importante para o estudo de processos biológicos extremamente 
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fundamentais (GAO et al., 2015). A espécie é muito utilizada em trabalhos envolvendo 

transformação genética, devido ao seu ciclo de vida curto, à facilidade de seu cultivo (ex vitro 

e in vitro) e de transformação e regeneração das plantas transgênicas. Além disso, é 

importante em pesquisas genéticas envolvendo a tecnologia do DNA recombinante, cultura de 

tecidos, mutação induzida, silenciamento de genes por interferência de RNA 

(CRISPR/CAS9), protocolos de transformação e obtenção de transformantes (BRASILEIRO, 

1998; MERCX et al., 2016; AQUINO et al., 2017). 

 

2.5 Transformação genética via Agrobacterium tumefaciens 

Agrobaterium tumefaciens é uma bactéria tipicamente do solo, do tipo bacilo aeróbico 

e Gram-negativa. Na natureza ela causa crescimentos celulares neoplásicos em tecidos 

vegetais, isso resulta da transferência de um fragmento específico de DNA (chamado de DNA 

de transferência ou T-DNA) do plasmídeo bacteriano indutor de tumor (Ti) à célula 

hospedeira, seguida pela sua integração no genoma da célula vegetal e pela expressão dos 

genes introduzidos na mesma (TZFIRA; CITOVSKY, 2002).  

O sistema de transformação via Agrobacterium é uma metodologia utilizada em 

diversas espécies vegetais. A eficiência da transformação, o baixo custo operacional, assim 

como a simplicidade dos protocolos de transformação e de seleção são as principais razões 

para a universalidade do uso do sistema Agrobacterium (BRASILEIRO; LACORTE, 2000; 

GAO et al., 2015; RUSTAGI et al., 2015; MERCX et al., 2016; AQUINO et al., 2017). 

O processo de transformação genética vegetal mediada por agrobactérias pode ser 

considerado em sete etapas distintas: (1) o reconhecimento entre as células de Agrobacterium 

e as células vegetais, (2) a formação da fita-T e (3) seu empacotamento, (4) seu transporte 

intercelular, (5) sua introdução no núcleo da célula hospedeira, (6) a integração e (7) 

expressão dos genes integrados (TZFIRA; CITOVSKY, 2002).  

Para a aplicação de agrobactérias na transformação de plantas, no entanto, faz-se 

necessário tornar estas bactérias incapazes de produzir os sintomas patológicos. A preparação 

de uma linhagem de Agrobacterium para ser utilizada como vetor na transformação de plantas 

inclui três etapas distintas: (1) obtenção de linhagens desarmadas por meio de um processo de 

dupla recombinação; (2) construção do vetor contendo no seu T-DNA os genes de interesse; e 

(3) o vetor binário deverá ser transferido para a linhagem desarmada de Agrobacterium, o que 

pode ser feito por métodos de conjugação triparental, eletroporação ou choque térmico 

(BRASILEIRO; LACORTE, 2000). 
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2.6 Uso de promotores tecido-específicos em transformação genética  

O promotor é uma região reguladora do DNA localizada upstream da sequência 

codante do gene, sendo constituído por sequências de nucleotídeos que funcionam como 

ponto de reconhecimento para a ligação da RNA polimerase, conferindo assim, um ponto de 

controle para a transcrição regulada do gene. Em eucariotos, o início da transcrição depende 

da ligação ao promotor de um conjunto de proteínas designadas fatores de transcrição. Estes 

fatores se ligam às sequências promotoras, recrutando a RNA polimerase, a enzima que 

sintetiza o RNA a partir da região codante do gene. Os fatores de transcrição, por sua vez, são 

ativados sob as mais diversas situações, tais como estímulos endógenos (auxinas, giberelinas, 

ácido salicílico, ácido jasmônico) e exógenos (luz, pressão, umidade, temperatura). A ação 

combinatória do promotor e dos fatores de transcrição determina a ativação ou repressão da 

expressão gênica (STEPHEN; JAMES, 2003; ANGELIN-BONNET et al., 2018). 

O sítio de ligação dos fatores gerais de transcrição pode ser dividido em 3 partes: 

Promotor proximal, que é a sequência proximal upstream ao gene que tende a conter os elementos 

regulatórios primários. Esta região de 200-300 pares de base está upstream do promotor núcleo e 

contém sítios múltiplos de ligação dos fatores de transcrição, os quais são responsáveis pela 

regulação da transcrição específica. O promotor distal, que é a sequência distal upstream ao gene 

que pode conter os elementos regulatórios adicionais, geralmente com uma influencia mais fraca 

do que a do promotor proximal. A posição não esta muito clara, sabe-se apenas que está upstream 

(mas não como um enhancer (potencializador) ou outra região reguladora cuja influência é 

independente da posição/orientação). O promotor distal também possui sítios de ligação para os 

fatores de transcrição específicos (SMALE, 2001). E por fim, o promotor núcleo. O promoter 

núcleo é a região mínima do promotor que direciona o início preciso da transcrição. Ela contém o 

sítio de início da transcrição (TSS) e extensões típicas que vão de -60 a +40 relativos aos TSS 

(SMALE, 2003; DANINO et al., 2015). Os sinais que dirigem o início da transcrição convergem 

no promotor núcleo, que é a porta de entrada para a transcrição. A atividade do promotor núcleo 

depende largamente da presença ou ausência de sequências de DNA específicas conhecidas como 

elementos do promotor núcleo ou “motifs” (VO NGOC et al., 2017). Segundo Roy e Singer 

(2015), o promotor núcleo funciona como uma plataforma sobre a qual a maquinaria de 

transcrição monta. Entre os fatores recrutados para promotores nucleares encontram-se a enzima 

RNA Pol II, que transcreve os codificadores de proteína e muitos RNAs não codificadores e os 

múltiplos GTF e cofatores necessários para a síntese e biogénese de RNA. Estima-se que este 
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complexo transcricional é bem mais de um megadalton em tamanho e pode ocupar mais de cem 

pares de bases de DNA em torno do local de início da transcrição (TSS). 

Os promotores constituem uma ferramenta chave em processos biotecnológicos a fim de 

garantir que a expressão de um gene de interesse seja efetiva e regulada. A disponibilidade de 

promotores que diferem na sua capacidade de regular os padrões de expressão temporal e espacial 

do transgene tende a aumentar a aplicação bem-sucedida de tecnologia transgênica. Ao longo dos 

anos, numerosos promotores foram isolados a partir de uma grande variedade de organismos e 

aplicados em sistemas de engenharia genética das plantas (POTENZA et al., 2004). 

Os promotores podem ser classificados, como constitutivo, induzível e específico de 

órgãos ou de tecidos. Um promotor constitutivo direciona a expressão de um gene em todos 

os tecidos de uma planta durante os vários estádios de desenvolvimento. Um promotor 

específico de tecido direciona a expressão do gene apenas em certos tecidos, e pode ou não 

ser ativado durante todas as fases de desenvolvimento. Um promotor induzível inicia a 

expressão gênica em resposta a agentes químicos, físicos ou estresses bióticos e abióticos. 

Estudos referentes à caracterização e identificação dos promotores permitem explorar o 

potencial genético e a manipulação genética de diversas espécies de interesse agronômico e 

florestal (GRUNENNVALDT et al., 2015). 

Dentre os promotores comumente utilizados na produção de plantas geneticamente 

modificadas, destacam-se o promotor 35S do Vírus do Mosaico da Couve Flor (CaMV 35S), 

os promotores dos genes que codificam a nopalina sintetase (NOS) e a octopina sintetase 

(OCS), ambos de A. tumefaciens, e o promotor do gene que codifica a ubiquitina (Ubi-1) de 

milho. De forma particular, o promotor CaMV 35S é valioso porque proporciona uma 

expressão elevada em todas as regiões da planta transformada e geralmente encontra-se 

disponível no cassete do vetor utilizado para transformação, o que facilita a subclonagem do 

transgene de interesse (POTENZA et al., 2004). Promotores constitutivos como o CaMV 35S, 

quando associados, por exemplo, a genes de seleção de transformantes (tais como os que 

conferem resistência a antibióticos) determinam, em geral, a expressão do produto gênico em 

todos os tecidos da planta, e isso nem sempre é desejável e causa preocupação a respeito dos 

efeitos dos transgênicos no meio ambiente (GRUNENNVALDT et al., 2015).  

A utilização de promotores específicos que induzem e controlam especificamente a 

expressão do gene em órgãos e/ou tecido pode ser vantajosa para evitar uma perda de energia 

e de nutrientes, quando a proteína de interesse não é necessária em toda a planta. Além disso, 

a utilização destes promotores é conveniente em ambos os contextos comerciais e científicos, 
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pois proporciona maior segurança biológica, entre outras vantagens, o isolamento e a 

caracterização de promotores específicos apropriados para a engenharia genética de plantas 

(CARNEIRO; CARNEIRO, 2011). 

A expressão do gene marcador da ß-glucuronidase (GUS) dirigido pelo promotor rol A 

(pBRA3) em plantas transgênicas de batata (cvs. Macaca e Baronesa) foi observada por Torres et 

al. (2003). A expressão transiente e estável foi tecido-específica localizada, sobretudo, no sistema 

vascular de entrenós e ausente em raízes e folhas. As plantas GUS positivas foram avaliadas por 

PCR, utilizando primers (iniciadores) específicos para o gene npt II. E nenhuma alteração 

fenotípica foi observada em plantas transgênicas, em relação às não transformadas. A expressão 

floema-específica de genes em batata terá um amplo potencial de utilização com genes de 

resistência a doenças que afetam exclusivamente o tecido vascular. 

A seleção do promotor utilizado na construção de transgene depende 

fundamentalmente dos objetivos almejados após a transformação genética (POTENZA et al., 

2004). Promotores específicos podem conduzir a expressão de genes que conferem resistência 

a patógenos de maneira dirigida. No caso de toxinas para pragas, é possível limitar sua 

expressão somente ao órgão alvo desses organismos, impedindo a presença das toxinas no 

produto que será consumido pela população e também em outros órgãos que são utilizados na 

alimentação de animais, diminuindo, então, a probabilidade de que organismos não alvos 

sejam afetados (POTENZA et al., 2004). Na produção de biofármacos, o uso de promotores 

órgão-específicos é importante para expressar o gene naqueles órgãos que são capazes de 

produzir a proteína de forma apropriada (GRUNENNVALDT et al., 2015). 

Existem promotores de diferentes origens (viral, bacteriana e vegetal) capazes de 

direcionar a expressão específica em órgãos de plantas; no entanto, é desejável que estes 

promotores sejam originários da mesma espécie de plantas ou espécies filogeneticamente 

relacionadas, pois os sistemas de regulação são únicos e podem não funcionar da maneira 

prevista em espécies heterólogas distantes (TYAGI, 2001). 

Promotores específicos de raiz são de particular interesse pela ampla variedade de 

aplicações. As proteínas recombinantes podem ser expressas para quase tudo que está relacionado 

com a interface raiz-solo usando a engenharia genética para a biorremediação de contaminantes 

do solo, proteção contra a seca, aumento da tolerância ao sal, captura de macro e micronutrientes 

e aumento da resistência a patógenos radiculares (POTENZA et al., 2004). Onyango et al. (2016) 

realizaram a clonagem de um promotor raiz-específico de milho (ZmRCP-1) e avaliaram sua 

expressão em plantas de bananeira transformadas via A. tumefaciens. O estudo revela que o 
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promotor ZmRCP-1 dirige a expressão do gene repórter GUS na coifa da raiz da banana 

transgênica, demonstrando potencial para fornecer uma expressão localizada contribuindo para a 

biossegurança de bananeiras resistentes. 

Em estudos de avaliação dos padrões de expressão e intensidade de genes marcadores em 

arroz transformado (Oryza sativa L.), Liu et al. (2018) identificaram e caracterizaram 

funcionalmente três promotores tecido-específicos relacionados com a fotossíntese, 

correspondendo ao complexo de coleta de luz II, gene de ligação clorofila a/b (PvLhcb), 

fosfoenolpiruvato carboxilase (PvPEPC), e a subunidade II 10 kDa R do fotossistema (PvPsbR). 

 

2.7 Transformação genética utilizando genes de resistência 

Técnicas modernas de biotecnologia, como a cultura de tecidos de plantas, a 

manipulação genética e a biologia molecular, estão sendo aplicadas no melhoramento 

genético de plantas, permitindo o desenvolvimento de novas variedades. 

O desenvolvimento de cultivares resistentes a doenças pode ser considerado o método 

eficaz de controle de doenças de plantas. Diversas estratégias estão relacionadas com a introdução 

de genes que interferem no estabelecimento da doença como a utilização de genes que codificam 

proteínas relacionadas a patogênese (PR), genes que estimulam a defesa em plantas, genes 

maiores de resistência (R), genes que codificam para proteínas ou peptídeos antimicrobianos, 

genes relacionados a resistência derivada do patógeno (MOURÃO FILHO et al., 2010). 

Com as ferramentas biotecnológicas atuais, incorporadas aos programas de 

melhoramento, genes específicos que podem interferir no estabelecimento da doença vêm sendo 

selecionados, e então, transferidos para variedades comerciais que já possuem características 

agronômicas desejáveis, superando as barreiras de incompatibilidade sexual entre espécies. Os 

procedimentos utilizados na produção de plantas transgênicas resistentes a doenças visam a 

introdução de genes que possam interferir no estabelecimento do patógeno no hospedeiro e 

consequentemente no desenvolvimento da doença (PR-proteínas, quitinases, ß-1,3-glucanases), de 

genes de origem não vegetal que codificam proteínas antibacterianas (atacina, cecropina, 

lactoferrina), de genes que codificam proteínas relacionadas à patogenicidade e/ou estimulam o 

sistema de defesa das plantas (genes hrpN, PAP, bO), o uso de genes maiores (R) de resistência e 

o uso da resistência derivada do patógeno, com a introdução de genes da capa protéica de vírus e 

sequências conservadas antisenso do genoma de vírus (SCHINOR et al., 2006). 

Os genes estudados em transformação genética podem ter diversas origens, como por 

exemplo, bactérias, fungos, vírus, outras plantas, animais ou até serem completamente sintéticos 
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(SHELTON et al., 2002). Novos estudos têm buscado usar genes da própria família ou espécie a 

ser geneticamente modificada, processo chamado de intragenia ou cisgenia. Os dois conceitos se 

baseiam na inserção de genes encontrados em plantas que sejam sexualmente compatíveis. Além 

disso, o uso de marcadores ou genes de seleção não é permitido. A cisgenia é a inserção de um 

gene completo incluindo suas regiões reguladoras; na intragenia é possível usar regiões 

reguladoras de outros genes, desde que estas também estejam presentes em organismos 

sexualmente compatíveis (ESPINOZA et al., 2013; HOLME et al., 2013).  

Métodos de engenharia genética baseados na introdução de transgenes e no 

desenvolvimento de frutíferas transgênicas apresentam potencial para a obtenção de mudas de 

boa qualidade e com propriedades desejáveis e imprescindíveis para o sucesso da produção. 

Características como tolerância a estresses ambientais e resistência a doenças são objetivos 

interessantes, também buscados no melhoramento genético tradicional (RAI; SHEKHAWAT, 

2014). Foram identificados genes de defesa up regulated (Proteínas PRs) na cultivar de 

banana ‘BRS PLATINA’, que podem estar envolvidos com a resistência a fusariose. Essas 

proteínas correspondem a genes citoplasmáticos de resistência, com domínios NB-LRR e de 

membrana, receptor like-kinase (COSTA, 2013). 

Proteínas quinases exercem um importante papel na sinalização durante o 

reconhecimento e subsequente ativação/regulação dos mecanismos de defesa da planta (DING 

et al., 2008). A cultivar resistente apresenta um padrão de expressão altamente induzido para 

os receptores ricos em leucina presente na membrana plasmática. Os receptores quinase ricos 

em repetições de leucina estão envolvidos em várias funções biológicas incluindo percepção 

hormonal, crescimento, desenvolvimento e interação planta-patógeno (HAFFANI et al., 

2004). Para Ding et al. (2015) as quinases estão associadas com o regulamento das 

características fisiológicas e virulência em F. oxysporum f. sp. cubense. 

Kumari et al. (2017) transformaram geneticamente a variedade de arroz japonica 

TP309 utilizando dois genes de resistência para aumentar o espectro de resistência contra 

diferentes isolados de M. oryzae. Este estudo também demonstrou a eficácia da estratégia para 

o empilhamento de genes usando a abordagem de co-transformação para projetar resistência 

duradoura. A linhagem transgênica empilhada por dois genes desenvolvida neste estudo pode 

ser usada para entender os aspectos moleculares de vias relacionadas à defesa vis-a-vis de um 

único gene R contendo linhas transgênicas. 
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3 OBJETIVOS 

3.1 Objetivo geral 

Avaliar in vitro a efetividade de um promotor tecido-específico para raiz e a 

funcionalidade de dois genes candidatos de resistência de Musa spp. mediante transformação 

genética de Nicotiana tabacum utilizando Agrobacterium tumefaciens. 

 

3.2 Objetivos específicos 

1) Isolar e clonar a região promotora de expressão gênica, de caráter tecido-específico 

para raiz, em duas versões diferentes, full-promoter (completo) e core promoter 

(parcial); 

2) Isolar e clonar dois genes candidatos potencialmente envolvidos na resistência a 

fusariose; 

3) Analisar a expressão do gene repórter GUS sob a regulação do promotor tecido-

específico; 

4) Analisar a expressão gênica das plantas transformadas, por PCR convencional e 

quantitativa em tempo real - qPCR. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

Os experimentos foram conduzidos no Laboratório de Cultura de Tecidos de Plantas 

(LCTP) e no Laboratório de Biologia Molecular (LBM), ambos situados na Embrapa 

Tabuleiros Costeiros de Aracaju – SE.  

 

4.1 Obtenção da sequência promotora Prom_Musa_Embrapa_005 

O clone de BAC contendo a sequência promotora (Prom_Musa_Embrapa_005) foi 

obtido do ‘Banana Genomics Consortium’, os quais estavam armazenados a -80 ºC, em 

tubos contendo LB+ cloranfenicol (12,5 µg/mL).  

Para obtenção do DNA, uma alíquota do clone (BAC_125A12) do estoque foi 

inoculada em meio de cultura Luria-Bertani (LB) líquido contendo cloranfenicol (12,5 µg/mL) 

e incubada a 37 ºC overnight sob agitação (4-7 g). O volume da cultura foi centrifugado a 2.000 

g a 4 ºC por 15 minutos, o sobrenadante foi descartado e o pellet obtido foi ressuspendido em 200 

µL de tampão GTE gelado (50 mM Glucose, 25 mM Tris-HCl pH 8.0, 10 mM EDTA pH8.0 e 0,1 

mg/mL RNase). A suspensão da etapa anterior foi transferida para microtubos e adicionados 400 

µL de uma solução de NaOH (0,2 N) + 1% SDS. Após inversão dos tubos, os mesmos foram 

incubados a temperatura ambiente por 5 minutos; Em seguida, foi adicionado 300 µL de uma 

solução de acetato de potássio (60 mL de acetato de potássio (5 M), 28,5 mL de ácido acético 

glacial e 11,5 mL de água - pH final entre 4,8-5,2) com inversão cautelosa dos tubos; Após 

centrifugação da mistura por 15 minutos a 18.928 g, 750 µL do sobrenadante foi transferido para 

novo microtubo; Cerca de 0,6 volume de isopropanol gelado (450 µL) foi adicionado e 

centrifugado a 18.928 g por 15 minutos para obtenção do pellet; Depois de remover o 

sobrenadante, o pellet foi lavado com 1 mL de etanol 70% gelado e deixado secar em temperatura 

ambiente até tornar-se transparente; Por fim foi adicionado 40 µL de TE (Tris-HCl 10 mM, pH 

8,0; EDTA 1 mM) + (RNAse 1,0 µL/ amostra) e após alguns minutos o DNA foi quantificado 

em Espectrofotometro UV-Vis, NanoDrop 2000c (Thermo Scientific™).  

A partir do DNA do clone BAC_125A12 a sequência relativa às regiões completa e 

parcial do promotor foram obtidas via amplificação (PCR) das mesmas utilizando-se primers 

específicos (Apêndice A) com os sítios de digestão das enzimas Avr II (início) e Bgl II (fim), 

que foram utilizadas para a clonagem no vetor pCAMBIA1391z. Para a PCR foi utilizada a 

enzima Platinum® Taq polimerase (Invitrogen®), seguindo o protocolo do fabricante. As 

reações foram incubadas no termociclador termociclador (Applied Biosystems/ProFlex™ 96-

well) programado com temperatura de desnaturação inicial de 95 ºC por 5 minutos, seguidos 
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de 35 ciclos de amplificação compostos das 3 etapas: 95 ºC por 30 segundos, temperatura 

média do par de primers por 30 segundos e 72 ºC por 2 minutos. Seguido por uma etapa de 

extensão final de 7 minutos a 72 ºC. 

Após a amplificação, o produto de PCR foi colocado em gel de agarose 1,5% e tampão 

TBE 1X, para a verificação do tamanho do fragmento obtido as bandas foram observadas no 

transluminador e fotodocumentador (L. Pix - Loccus Biotecnologia®). Depois da confirmação, o 

produto de PCR dos dois promotores amplificados foi purificado com o kit GFX PCR DNA and 

gel band purification (GE Healthcare®, EUA) segundo recomendações do fabricante. 

 

4.2 Obtenção da sequência dos genes candidatos 

 A sequência dos genes candidatos foi obtida a partir do DNA de ‘BRS Platina’ por meio 

de PCR específica. Em trabalhos anteriores realizados na Embrapa Mandioca e Fruticultura, 

foram identificados genes para resistência expressos na cultivar ‘BRS Platina’, que também foram 

observados em estudos da interação Musa spp. x Foc (COSTA, 2013). 

O protocolo utilizado para extração do DNA da cultivar ‘BRS Platina’ foi o de Doyle e 

Doyle (1987), com modificações. Foram coletadas amostras de folhas jovens e saudáveis; O 

tecido vegetal foi macerado e em seguida transferido para microtubos de 2 mL e adicionado 1 

mL de solução tampão de extração. Em seguida, homegenizado em vortex durante 5 segundos e 

incubados em banho Maria a 65° C por 45 a 60 min sendo homogeneizados a cada 10 min; 

Após serem retirados do banho Maria foram esfriados em temperatura ambiente; 

Posteriormente, adicionou-se 800 µL de clorofórmio: álcool Isoamílico (24:1), homogeneizando 

rapidamente; Os tubos foram centrifugados por 10 minutos a 11.200 g; Foi coletado, 

aproximadamente, 800 µL do sobrenadante e transferido para novos tubos de 1,5 mL 

devidamente identificados; Em seguida foi adicionado 600 µL de álcool Isopropílico (gelado). 

Após homogeneização amena, os tubos foram incubados a -20 °C por 60 minutos; Em seguida, 

centrifugados por 10 minutos a 11.200 g; O sobrenadante foi descartado e o pellet foi lavado 

duas vezes com 500 µL de etanol 70%, e deixado secar em temperatura ambiente; O DNA 

isolado foi ressuspendido em 100 µL de tampão TE (Tris-HCl 10 mM, pH 8,0; EDTA 1 mM) + 

(RNAse 1,0 µL/ amostra) e as amostras foram colocadas na estufa a 37°C para completa 

solubilização do DNA (30-60 minutos) e, posteriormente, conservado a -20 ºC.  

A partir do DNA da cultivar ‘BRS Platina’, a sequência relativa às regiões dos genes 

(Foc1 e Foc2) foram obtidas via amplificação das mesmas utilizando-se primers específicos 

(Apêndice A) com os sítios de digestão das enzimas, que foram utilizadas para a clonagem no 
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vetor pCAMBIA1391z e no vetor PTF102. Para a PCR foi utilizada a enzima Platinum® Taq 

polimerase (Invitrogen®), seguindo o protocolo do fabricante. As reações foram incubadas no 

termociclador termociclador (Applied Biosystems/ProFlex™ 96-well) programado com 

temperatura de desnaturação inicial de 95 ºC por 5 minutos, seguidos de 35 ciclos de 

amplificação compostos das 3 etapas: 95 ºC por 30 segundos, temperatura média do par de 

primers por 30 segundos e 72 ºC por 2 minutos. Seguido por uma etapa de extensão final de 7 

minutos a 72 ºC. Após a amplificação, o produto de PCR foi colocado em gel de agarose 1,5% e 

tampão TBE 1X, para a verificação do tamanho do fragmento obtido as bandas foram observadas 

no transluminador e fotodocumentador (L. Pix - Loccus Biotecnologia®). Depois da confirmação, 

o produto de PCR dos dois promotores amplificados foi purificado com o kit GFX PCR DNA and 

gel band purification da GE Healthcare®, segundo recomendações do fabricante. 

 

4.3 Obtenção dos vetores pCAMBIA1391z e pTF102 

Após seleção dos dois vetores para a clonagem, a preparação dos mesmos foi iniciada. 

A partir de um tubo estoque das bactérias contendo o vetor pCAMBIA1391z, armazenado a -

80 ºC, uma alíquota foi retirada e estriada em placas de meio semi-sólido LB contendo 

canamicina (50 mg/L) e incubadas a 37 ºC overnight. Uma colônia isolada de cada placa foi 

retirada e colocada em 5 mL de meio LB líquido contendo canamicina (50 mg/L) em um tubo 

falcon de 15 mL e colocados para crescer a 37 ºC, sob agitação a 4 g, overnight. Em seguida, 

centrifugou-se o meio contendo o vetor a 4 ºC, por 4.000 g e 15 minutos e em seguida foi extraído 

o DNA plasmidial com o kit PureLinkTM HiPure Plasmid Miniprep (Invitrogen®, EUA), 

conforme recomendações do fabricante. 

O vetor PTF102 foi cedido pela Embrapa Milho e Sorgo (Sete Lagoas, Minas Gerais), 

acondicionado em disco de papel filtro. Para a recuperação do DNA plasmidial o disco foi 

dividido em quatro partes e cada uma foi colocada em um microtubo contendo 50 µL de água 

ultrapura autoclavada, permanecendo em temperatura ambiente por 5 minutos. Em seguida foram 

centrifugados por 10 segundos e incubados por 30 minutos a 37 ºC, posteriormente foram 

centrifugados por 1 min e o papel foi retirado com pinça estéril. Deste volume recuperado, 10 µL 

do DNA plasmidial do vetor foi utilizado para transformar células competentes seguindo as 

instruções do kit One Shot® TOP10 Chemically Competent E. coli (Invitrogen®). Em seguida, o 

mix da transformação foi plaqueado em meio LB contendo espectinomicina (50 mg/L). Após o 

crescimento (37 ºC por 16 horas) uma única colônia de cada placa foi retirada e colocada em 

5 mL de meio LB líquido contendo espectinomicina (50 mg/L) em um tubo falcon de 15 mL e 
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colocados para crescer a 37 ºC, sob agitação a 4 g, overnight. Após centrifugação do meio 

contendo o vetor a 4 ºC a 4.000 g por 15 min, o DNA plasmidial foi extraído com o kit 

PureLinkTM HiPure Plasmid Miniprep (Invitrogen®), conforme recomendações do fabricante.  

Uma vez obtidos os vetores, foi realizada a digestão dos mesmos, para inserir os 

sítios de restrição correspondentes para o promotor e para os genes. Para isso, procedeu-se a 

digestão conforme as tabelas 1, 2 e 3. O mix foi incubado a 37 ºC overnight.  

 

Tabela 1 - Reação para a digestão do vetor pTF102 com a enzima SspI. 

Reagente Volume (µL) 

pTF102 (500 ng/µL) 20,0 

Tampão 10X 5,0 

Enzima SspI 2,5 

Água 22,5 

Volume Total 50,0 

Fonte: Do autor (2018). 

 

Tabela 2 - Reação para a digestão do vetor pCAMBIA1391z com as enzimas AvrII e BglII. 

Reagente Volume (µL) 

pCAMBIA1391z (500 ng/µL) 20,0  

Tampão 10X 10,0 

Enzima AvrII 5,0 

Enzima BglII 2,5 

Água 12,5 

Volume Total 50,0 

Fonte: Do autor (2018). 

 

Tabela 3 - Reação para a digestão do vetor pCAMBIA1391z com as enzimas AvrII e PmlI. 

Reagente Volume (µL) 

pCAMBIA1391z (500 ng/µL) 20,0 

Tampão 10X 5,0 

Enzima AvrII 5,0 

Enzima PmlI 5,0 

Água 15,0 

Volume Total 50,0 

Fonte: Do autor (2018). 

 

Após a digestão dos vetores, 5 µL foram colocados em gel de agarose 1% em tampão 

TBE 1X para confirmar a digestão por eletroforese. Após o resultado, o restante foi purificado 

com o kit ‘GFX PCR DNA and gel band purification’ da GE Healthcare®, conforme instruções 

do fabricante. Em seguida, foi realizada a etapa de desfosforilação para cada vetor conforme 

descrito na tabela 4. 
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Tabela 4 - Mix para a desfosforilação dos plasmídeos com a enzima CIAP (Calf Intestinal 

Alkaline Phosphatase). 

 

 

 

 

 

 
Fonte: Do autor (2018). 

 

Este mix foi incubado a 37 ºC overnight e em seguida utilizado o kit ‘GFX PCR DNA 

and gel band purification’ da GE Healthcare® para purificação. Após desfosforilação e 

purificação, foram feitos os procedimentos de ligação dos vetores e os respectivos insertos 

separadamente (promotores e genes) (tabelas 5, 6 e 7). Para o cálculo da concentração de 

inserto a ser utilizado, considerou-se o tamanho do vetor e o tamanho do inserto. As reações 

de ligação foram incubadas a 16 ºC overnight. 

  

Tabela 5 - Mix para as reações de ligação entre pCAMBIA1391z e pFull (promotor completo) 

                 e entre pCAMBIA1391z e pCore (promotor parcial). 

Reagente Vol. (µL) Reagente Vol. (µL) 

pCambia1391z (27 ng) – AvrII 

+ BglII 
4,0 

pCambia1391z (27 ng) – 

AvrII + BglII 
4,0 

Insertos: pFull (100 ng) 1,0 Insertos: pCore (48 ng) 2,0 

Tampão da Ligase 2,0 Tampão da Ligase 2,0 

Ligase 1,0 Ligase 1,0 

Água 12,0 Água 11,0 

Volume Total 20,0 Volume Total 20,0 
Fonte: Do autor (2018). 

 

 

Tabela 6 - Mix para as reações de ligação entre pCAMBIA1391z e Foc1 e entre 

      pCAMBIA1391z e Foc2. 

Reagente Vol. (µL) Reagente Vol. (µL) 

pCambia1391z (35 ng) – AvrII 

+ PmlI 
3,0 

pCambia1391z (35 ng) – 

AvrII + PmlI 
3,0 

Insertos: Foc1 (71 ng) 1,5 Insertos: Foc2 (34 ng) 9,0 

Tampão da Ligase 2,0 Tampão da Ligase 2,0 

Ligase 1,0 Ligase 1,0 

Água 12,5 Água 5,0 

Volume Total 20,0 Volume Total 20,0 
Fonte: Do autor (2018). 

 

 

Reagente Volume (µL) 

Vetor 44,0 

CIAP 1,0 

Tampão  5,0 

Volume Total 50,0 



38 
 

Tabela 7 - Mix para as reações de ligação entre pTF102 e Foc1 e entre pTF102 e Foc2. 

Reagente Vol. (µL) Reagente Vol. (µL) 

pTF102 (15 ng) – SSPI  14,0 pTF102 (15 ng) – SSPI 7,0 

Insertos: Foc1 (79 ng) 3,0 Insertos: Foc2 (14 ng) 10,0 

Tampão da Ligase 2,0 Tampão da Ligase 2,0 

Ligase 1,0 Ligase 1,0 

Volume Total 20,0 Volume Total 20,0 
Fonte: Do autor (2018). 

 

 

4.4 Transformação dos vetores pCAMBIA1391z e pTF102 com seus respectivos insertos 

Para a transformação dos vetores foi utilizado o kit One Shot® TOP10 Chemically 

Competent E. coli (Invitrogen®, Carlsbad, Califórnia, EUA) seguindo as instruções do 

fabricante. Foram plaqueadas duas alíquotas distintas do mix da transformação, uma com 

50 µL e outra com 250 µL, ambas em placas de 25 mL de meio semi-sólido LB contendo 

canamicina (50 mg/L) para o vetor pCAMBIA1391z e meio semi-sólido LB contendo 

espectinomicina (50 mg/L) para o vetor pTF102 e incubadas em estufa a 37 ºC overnight. 

Após a etapa anterior, nas placas com os vetores transformados foram selecionadas as 

colônias individuais existentes e inoculadas para multiplicação em meio LB líquido, contendo 

os antibióticos adequados para cada vetor, a 37 ºC overnight, sob agitação (3 g). Ao mesmo 

tempo, com as mesmas colônias selecionadas, foram feitas PCR com primers específicos 

(Apêndice A) para pré-selecionar os clones seguramente positivos. Para a PCR foi utilizada a 

enzima Platinum® Taq polimerase (Invitrogen®), seguindo o protocolo do fabricante. As 

reações foram incubadas no termociclador termociclador (Applied Biosystems/ProFlex™ 96-

well) programado com temperatura de desnaturação inicial de 95 ºC por 5 minutos, seguidos 

de 35 ciclos de amplificação compostos das 3 etapas: 95 ºC por 30 segundos, temperatura 

média do par de primers por 30 segundos e 72 ºC por 2 minutos. Seguido por uma etapa de 

extensão final de 7 minutos a 72 ºC. 

Para as colônias que, via PCR, foram dadas como positivas, 100 µL de cada cultura fora 

colocada novamente para multiplicar em volume maior de meio LB líquido com seu respectivo 

antibiótico, overnight a 37º C sob agitação (3 g). Do volume total da suspensão, 1 mL foi 

separado para fazer o estoque em glicerol (50%) a -80º C, e o restante foi utilizado para extrair o 

DNA através de mini-prep. 

Outra forma utilizada para a detecção do gene uidA (gene da β-glucuronidase) em 

Escherichia coli foi utilizando o 5-bromo-4-chloro-3-indolyl β-dglucuronide (X-GlcA), adequado 

como substrato para β-glucuronidase. As células de Escherichia coli transformadas foram 

https://www.google.com/search?client=firefox-b&q=Carlsbad+Calif%C3%B3rnia&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MDNLKUxS4gAxi0zK87S0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQDermitQwAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjVyYDZ0aPcAhVvuVkKHXLOCPoQmxMIvgEoATAN
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estriadas em placas separadas de meio LB contendo 1% (p/v) de peptona, 0,5 % (p/v) extrato de 

levedura, 0,5 % de NaCl, 0,7 % de ágar e 0,37 mg/mL de X-GlcA. Entre 24 e 48 horas, as 

colônias produziram coloração azul, indicando a expressão do gene da β-glucuronidase e as 

colônias que não produziram coloração azul indicaram a ausência de expressão. 

 

4.5 Preparo de células competentes de Agrobacterium tumefaciens EHA 105 e 

transformação via choque térmico 

 Uma colônia isolada da cepa de A. tumefaciens receptora EHA 105 foi coletada e 

transferida para 5 mL de meio LB acrescido de rifampicina (100 mg/L). A cultura foi 

incubada em BOD a 28º C, com agitação rotativa (3 g), overnight. 

 Após este período, 2 mL da cultura anterior foi inoculada em 50 mL de meio LB 

acrescido de rifampicina (100 mg/L) e, novamente, incubado a 28 ºC sob agitação de 3 g até 

que atingisse DO (Densidade Óptica) entre 0,5 a 1,0 (A600 nm). Logo que a DO600 foi 

atingida, a suspensão foi colocada em gelo por alguns minutos e, centrifugada a 1.792 g por 8 

min a 4º C. O sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas em 1 mL de CaCl2 (20 

mM) gelado. Alíquotas de 0,1 mL foram distribuídas em microtubos de 2 mL que foram 

imediatamente congelados em nitrogênio líquido e armazenados para conservação a -80º C. 

 Para a transformação, os tubos contendo as células congeladas foram colocados no 

gelo por 5 minutos; Em seguida, aproximadamente 1 µg de DNA de cada plasmídeo 

recombinante foi adicionado ao tubo com as células competentes e o mix foi congelado no 

ultra freezer (-80 ºC). Posteriormente, o material foi incubado em banho seco a 37 ºC por 5 

minutos e rapidamente transferidos para o gelo por 30 minutos. Em seguida, alíquotas de 15, 

30 e 50 µL do mix da transformação foram plaqueadas em meio LB contendo os antibióticos 

apropriados. Após 4 dias de incubação a 28 ºC foram identificadas colônias isoladas.  

Foram selecionadas as colônias individuais existentes e colocadas para multiplicação em 

meio LB líquido, contendo os antibióticos adequados, a 28 ºC overnight, sob agitação (3 g). Ao 

mesmo tempo, com as mesmas colônias selecionadas, foram feitas PCR usando primers 

específicos (Apêndice A) para confirmar as colônias positivas. Para a PCR foi utilizada a enzima 

Platinum® Taq polimerase (Invitrogen®), seguindo o protocolo do fabricante. As reações foram 

incubadas no termociclador (Applied Biosystems/ProFlex™ 96-well) programado com 

temperatura de desnaturação inicial de 95 ºC por 5 minutos, seguidos de 35 ciclos de amplificação 

compostos das 3 etapas: 95 ºC por 30 segundos, temperatura média do par de primers por 30 

segundos e 72 ºC por 2 minutos. Seguido por uma etapa de extensão final de 7 minutos a 72 ºC. 
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Para as colônias que, via PCR, foram confirmadas como positivas, 100 µL de cada 

colônia crescida foi colocada novamente para crescer em 10 mL de meio LB liquido com seus 

respectivos antibióticos, a 28 ºC sob agitação (3 g), overnight ou até que atingisse a DO600 entre 

0,5 e 0,8. Do volume total da suspensão, 1 mL foi separado para fazer o estoque em glicerol 

(50%) a -80 ºC e o restante foi utilizado para a próxima etapa da transformação genética. 

 

4.6 Transformação genética de Nicotiana tabacum para validar promotor 

Prom_Musa_Embrapa_005 e genes (Foc1 e Foc2) 

Sementes de N. tabacum cv. SRI, cedidas pela Embrapa Agroenergia (Brasília, DF), 

foram submetidas à assepsia em câmara de fluxo laminar com imersão em álcool 70% por 1 

minuto e, em seguida, em solução de hipoclorito de sódio 1% por 15 minutos. Após seis enxágues 

com água pura autoclavada, foram inoculadas em placas com meio MS (MURASHIGE; 

SKOOG, 1962). A germinação iniciou aos seis dias após a inoculação.  

A transformação genética da planta modelo N. tabacum para validar os dois genes 

candidatos e a sequência potencialmente promotora de expressão gênica para raíz foi mediada por 

Agrobacterium tumefaciens com o seguinte protocolo (ARAGÃO et al., 2002). 

 

4.6.1 – Preparo da cultura de Agrobacterium tumefaciens linhagem EHA105 

A partir do estoque, 100 μL de cada linhagem de Agrobacterium EHA105 contendo os 

vetores binários com os genes de interesse foram inoculados em 50 mL de meio LB contendo 

os antibióticos rifampicina (100 mg/L) associado a espectinomicina (50 mg/L) para pTF102 e 

canamicina (50 mg/L) para pCAMBIA1391z. Esta cultura foi incubada por 16 h a 28°C sob 

agitação a 3 g até a fase exponencial de crescimento (A600nm = 1,5). Ao atingirem a DO 

adequada, as culturas foram então diluídas para uma DOA600nm = 0,1. 

 

4.6.2 - Transformação de Nicotiana tabacum cv. SRI 

Em câmara de fluxo laminar explantes foliares de folhas jovens foram cortados em 

formato de disco com o auxílio de ponteiras, pinças e lâmina de bisturi estéreis, sobre uma 

placa de Petri umedecida com água deionizada estéril para manter os explantes hidratados; 

Um mililitro (1 mL) da cultura diluída de Agrobacterium foi adicionada à 10 mL de LB 

líquido; Em seguida, os explantes foliares também foram adicionados e a co-cultura foi 

mantida à temperatura ambiente por 5 minutos sob leve agitação. Os explantes foram 

transferidos para placas de Petri com papel de filtro estéril para retirar o excesso de bactérias; 
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Posteriormente, os discos foram inoculados com a face adaxial em contato com o meio MS 

gelificado suplementado com 0,3% de sacarose e 1 mg/L de 6-benzilaminopurina (BAP); o 

material foi mantido em incubadora BOD por 48 horas a 28°C na ausência de luz. 

 

4.6.3 - Regeneração das plantas transformadas 

Após o co-cultivo, os explantes foram transferidos para meio de regeneração MS 

suplementado com 0,3% de sacarose e 2 mg/L de BAP, combinado com 300 mg/L de 

cefotaxima. Mantendo as placas em câmara de crescimento sob fotoperíodo de 16 h à 

temperatura de 27 ± 2°C. O meio de regeneração também continha os antibióticos de seleção 

adequados (espectinomicina para o vetor pTF102 e canamicina para pCAMBIA1391z); Os 

explantes foram cultivados por duas semanas até a calogênese. Os calos foram repicados e 

transferidos para novo meio de regeneração contendo agente seletivo; Os brotos regenerados, 

com aproximadamente 2 cm, foram transferidos para frascos de vidro com capacidade de 125 

mL contendo 30 mL de meio de enraizamento, MS suplementado com 0,1 mg/L de Ácido 

naftalenoacético (ANA) suplementado com 0,3% de sacarose, contendo o antibiótico 

adequado para cada vetor. Foram necessárias trocas de meio a cada duas semanas para a 

individualização de brotos até o enraizamento; Brotos enraizados (com 8-10 cm de 

comprimento) foram transferidos para sacos de terra adubada e estéril (2,5 L); As plantas 

foram cobertas por 4 dias com sacos de plástico transparente, com furos, para formação de 

câmara úmida e mantidas em casa de vegetação com irrigação por nebulização. 

 

4.7 Ensaio histoquímico para detecção da atividade enzimática β-glucuronidase (GUS) 

 Ensaios histoquímicos para detecção da atividade enzimática da β-glucuronidase 

(GUS) foram realizados em folhas e raízes de N. tabacum transformadas, sendo considerado 

um evento por construção escolhido totalmente ao acaso. Segmentos foliares e radiculares 

foram colocados em solução contendo o substrato da enzima X-GlcA (5-bromo-4-cloro-3-

indolil β-glucuronídeo) (Sigma-Aldrich).  

A solução foi preparada utilizando fosfato de sódio 100 mM pH 7.0, ferrocianeto de 

potássio 0,5 mM, 0,1 % de Triton® X-100, EDTA 10 mM pH 7.0 e X-glucA – 1 mM 

dissolvido em 1 mL de DMSO. Os tecidos foram incubados na mesma durante 24 horas a 

37 ºC em incubadora BOD. Em seguida, foram feitas lavagens em solução de etanol 70 % 

(v/v) durante 48 horas, para a remoção da clorofila a fim de facilitar a observação da 

coloração azul nos casos positivos. 
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4.8 Extração de DNA 

 O DNA genômico de folhas de N. tabacum foi extraído pelo método de Doyle e Doyle 

(1987) modificado como descrito a seguir. Uma vez as amostras coletadas, foram 

acondicionadas em tubos falcons de 50 mL, congeladas em N2 líquido e armazenadas a -80º 

C, até o momento da extração. 

O tecido vegetal foi macerado em almofariz com nitrogênio líquido e em seguida 

adicionado 1 mL do tampão de extração (CTAB 2,0 %, NaCl 1,7 M, Tris HCL 0,1 M - pH 

8,0, EDTA 20 mM, β-mercaptoetanol 0,4 % e PVP 2,0 %); O volume total foi transferido 

para microtubos de 2 mL e homegenizado em vortex durante 5 seg. Posteriormente, os 

microtubos foram incubados em Banho Maria a 65° C entre 45 e 60 min, sendo 

homogeneizado a cada 10 min; Após retirados do banho Maria foram resfriados em gelo e em 

seguida adicionado 800 µL de Clorofórmio: Álcool Isoamílico (24:1) e homogeneizado 

rapidamente; O material foi centrifugado por 10 min a 11.200 g; Aproximadamente 800 µL 

do sobrenadante foi coletado e transferido para novos microtubos de 1,5 mL devidamente 

identificados; Para a precipitação do DNA foi adicionado 600 µL de Álcool Isopropílico 

(gelado), homogeneizando suavemente; Os tubos foram incubados a -20 °C por 60 minutos e 

em seguida centrifugados por 10 min a 11.200 g; O sobrenadante foi descartado e o pellet 

lavado duas vezes com 500 µL de etanol 70%, e mantido em temperatura ambiente para secar; 

O DNA foi ressuspendido em 100 µL de tampão TE (Tris-HCl 10 mM, pH 8,0; EDTA 1 mM) 

+ 1,0 µL/ amostra de RNAse (10 mg/mL).  

Após a extração, o DNA foi quantificado em espectrofotômetro em Espectrofotometro 

UV-Vis, NanoDrop 2000c (Thermo Scientific™) pela leitura da absorbância no comprimento de 

onda de 260 nm e em seguida o DNA genômico foi submetido à eletroforese em gel de 

agarose para avaliação da integridade. 

Para verificar a integração do T-DNA nas amostras de DNA genômico extraído das 

plantas transformadas, reações de PCR foram realizadas utilizando primers internos desenhados 

especificamente para as sequências de interesse. Para a PCR foi utilizada a enzima Platinum® Taq 

polimerase (Invitrogen®), seguindo o protocolo do fabricante. As reações foram incubadas no 

termociclador termociclador (Applied Biosystems/ProFlex™ 96-well) programado com 

temperatura de desnaturação inicial de 95 ºC por 5 minutos, seguidos de 35 ciclos de amplificação 

compostos das 3 etapas: 95 ºC por 30 segundos, temperatura média do par de primers por 30 

segundos e 72 ºC por 2 minutos. Seguido por uma etapa de extensão final de 7 minutos a 72 ºC. 
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4.9 Extração de RNA  

 Folhas e raízes de N. tabacum transformadas geneticamente foram coletadas, 

acondicionadas em tubos falcons, congeladas em N2 líquido e armazenadas a -80 ºC até o 

momento da extração do RNA. 

 O RNA foi extraído com o kit Pure LinkTM RNA (Ambion®), de acordo com as instruções 

do fabricante. Durante a extração o material foi mantido em N2 líquido, para que não houvesse o 

descongelamento do tecido antes da lise. A eluição do RNA foi realizada adicionando 50 µL de 

água livre de RNAse ao centro da membrana do filtro. O material foi incubado por 1 minuto e em 

seguida centrifugado a 13.552 g por 2 minutos à temperatura ambiente. O RNA foi mantido no 

gelo por algumas horas e, posteriormente, armazenado a - 80. 

A avaliação da integridade do RNA extraído foi feita por eletroforese em gel de agarose 

1% e tampão TBE 1X, onde foi possível observar as bandas individuais de RNA ribossomal 28S 

e 18S. As amostras foram quantificadas em espectrofotômetro NanoDrop 2000c (Thermo 

Scientific, EUA) pela leitura da absorbância no comprimento de onda a 260 nm. 

 

4.10 Tratamento com DNAse 

 A fim de assegurar o máximo de pureza para as amostras de RNA extraídas, todas as 

amostras foram tratadas com o Kit Turbo™ DNAse (Ambion®), de acordo com as instruções 

do fabricante, para a retirada dos vestígios de DNA genômico que poderia restar nas amostras 

de RNA. Ao tubo contendo 10 µg do RNA, foram adicionados 5 µL de tampão 10X 

(fornecido pelo kit) e 1 µL da enzima Turbo DNAse. Essa reação foi incubada a 37 ºC por 30 

minutos para ativação da enzima. Posteriormente, para inativar a enzima, foi adicionado 15 

mM de EDTA (pH 8,0) e a reação foi incubada a 75 ºC por 10 minutos. 

 

4.11 Transcriptase reversa (RT) 

 A síntese reversa da primeira fita do DNA completar (cDNA) foi realizada utilizando o kit 

High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems). Os cálculos foram realizados 

para uma concentração final de aproximadamente 2000 ng de RNA. Em microtubos estéreis 

adicionou-se o mix contendo 10x RT Buffer (2,0 µL), 25x dNTP Mix 100 mM (0,8 µL), 10x 

Random Primers (2,0 µL), MultiScribe™ Reverse Transcriptase (1,0 µL), Nuclease-free H2O 

(quantidade suficiente para completar o volume para 20 µL) e RNA (2000 ng). Os tubos foram 

incubados em termociclador termociclador (Applied Biosystems/ProFlex™ 96-well), a 25 ºC 

por 10 min para a fase de anelamento, a 37 ºC por 60 min para a síntese e a 85 ºC por 5 min para 
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inativar a enzima. Posteriormente as amostras foram armazenadas a -20 ºC até o momento do uso. 

 

4.12 Testes dos Genes de Referência 

 Os cDNAs sintetizados foram testados por qPCR com os primers dos genes de 

referência (housekeepings) em diluições sequenciais de 1/1, 1/5, 1/10, 1/20, 1/25 e 1/40. 

Seguindo o protocolo sugerido pelo Equipamento StepOnePlus™ Real-Time PCR System 

(Applied Biosystems®). Para os testes foram utilizadas uma amostra de cDNA de cada grupo 

que havia sido sintetizada em duplicata a partir do RNA extraído das plantas transformadas. 

Dessa forma, foi possível verificar a eficiência das diluições e a especificidade dos primers, 

analisando a curva de dissociação (Melt Curve). 

 

4.13 Ensaios de qPCR 

 Para cada reação foi utilizado 1 µL das diluições adequadas de cDNA, 0,2 µL de cada 

primer foward e reverse (10 mM cada), 5 µL do mix concentrado 2X de Power SYBR® green 

PCR Master Mix (Applied Biosystems) e 3,6 µL de água ultra pura autoclavada para um 

volume final de 10 µL por reação. Para obtenção do coeficiente de expressão de cada gene 

analisado, os valores de expressão foram obtidos por meio da quantificação comparativa 

usando uma amostra de referência e um controle endógeno para determinar a quantidade 

relativa de sequência de ácido nucleico alvo nas amostras. Para certificar que o mix utilizado 

nas reações não contém DNA contaminante, em todas as reações foram utilizados controles 

negativos (água) para cada gene analisado. 

 Para a aplicação do método o termociclador StepOne Real-Time PCR (Applied 

Biosystems) foi programado com uma etapa de pré-incubação de 95 ºC por 10 min e, em 

seguida a etapa de amplificação com 40 ciclos de 15 seg a 95 ºC e 1 min a 60 ºC. Os dados 

foram analisados utilizando o software StepOne™ v2.3 (Applied Biosystems) para determinar 

o valor do CT (cycle Threshold). 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 Confirmação da obtenção da sequência promotora Prom_Musa_Embrapa_005 

A partir do DNA do clone BAC_125A12, a sequência relativa às regiões completa e 

parcial do promotor Prom_Musa_Embrapa_005 foi obtida via amplificação das mesmas 

utilizando-se primers específicos (Apêndice A) com os sítios de digestão das enzimas Avr II 

(início) e Bgl II (fim). Após a amplificação, o produto de PCR foi colocado em gel de agarose 

1,5% e tampão TBE 1X, para a verificação do tamanho do fragmento obtido. Depois da 

confirmação, o produto de PCR dos dois promotores amplificados foi purificado. 

 As reações de PCR para obtenção da sequência promotora na versão completa (pFull) 

foram realizadas utilizando o par de primers P28FU-Fw/AvrII e P28-Rv/BglII, e para obtenção da 

sequência promotora na versão parcial (pCore) o par de primers utilizado foi P28CO-Fw/AvrII e 

P28-Rv/BglII. A análise do gel de agarose permitiu confirmar o tamanho dos fragmentos 

esperados da sequência promotora na versão completa (2 kb) e parcial (340 pb) (Figura 1).  

 

Figura 1 –  

 

 

 

Fonte: Do autor (2018). 

 

2 kb 

340 pb 

Eletroforese em gel de agarose para análise dos produtos da PCR com o DNA do 

clone BAC_125A12 para obtenção da sequência promotora 

Prom_Musa_Embrapa_005 na versão completa (2kb) e parcial (340pb). 

    na versão completa (2kb) e parcial (340pb). 
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5.2 Confirmação da obtenção da sequência dos genes candidatos 

A partir do DNA da cultivar ‘BRS Platina’, a sequência relativa às regiões dos genes 

(Foc1 e Foc2) foram obtidas via amplificação das mesmas utilizando-se primers específicos 

(Apêndice A) com os sítios de digestão das enzimas, que foram utilizadas para a clonagem no 

vetor pCAMBIA1391z e no vetor PTF102. 

Para obtenção da sequência de Foc1 para pCambia1391z foi utilizado o par de primers 

FOC1FC+AvrII e FOC1RC+PmlI; e Foc1 para pTF102 foi utilizado o par de primers 

FOC1FC+SspI e FOC1RC+SspI. A análise do gel de agarose (Figura 2) permitiu confirmar o 

tamanho do fragmento esperado da sequência do gene Foc1 (833 pb). 

Para obtenção da sequência de Foc2 para pCambia1391z foi utilizado o par de primers 

FOC2FC+AvrII e FOC2RC+PmlI; e Foc2 para pTF102 foi utilizado o par de primers 

FOC2FC+SspI e FOC2RC+SspI. O tamanho esperado da sequência do gene Foc2 era de 

1842 pb. Mas o fragmento obtido apresentou-se maior (3 kb). Porém, considerando que não 

houve amplificações inespecíficas e as bandas obtidas estavam nítidas (Figura 2) procedeu-se 

para a etapa de purificação. 

  

Figura 2 -  

 

 
Fonte: Do autor (2018). 

 

5.3 Confirmação da digestão dos vetores pCAMBIA1391z e pTF102 

Uma vez obtidos os vetores, foi realizada a digestão dos mesmos, para inserir os sítios 

de restrição correspondentes para o promotor e para os genes. Após a confirmação da digestão 

com as enzimas de restrição (Figura 3) procedeu-se para as etapas de desfosforilação e 

reações de ligação vetor + inserto. 

833 pb 

+ 3 kb 

Eletroforese em gel de agarose para análise dos produtos da PCR com o DNA da 

cultivar ‘BRS Platina’ para obtenção da sequência dos genes candidatos Foc1 

(pCAMBIA1391z e PTF102) e Foc2 (pCAMBIA1391z e PTF102) 
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Figura 3 - Eletroforese em gel de agarose para análise dos fragmentos obtidos após a digestão dos 

     vetores com enzimas de restrição. 

 
Fonte: Do autor (2018). 

 

O esquema dos mapas plasmidiais com os respectivos promotores, sítios de restrição e 

localização dos primers utilizados para o sequenciamento estão nas Figuras 4 a 6. O desenho 

dos mapas lineares foi feito com base nas figuras dos plasmídeos pCAMBIA1391z e pTF102 

(Anexo A e B). 

 

Figura 4 –  

 

 

 

 

 

Fonte: Do autor (2018). 

 

 

 

Mapa linear do vetor pCAMBIA1391z com os promotores 

Prom_Musa_Embrapa_005 nas versões pFull (A) e pCore (B), com os sítios de 

restrição das enzimas utilizadas. 
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Figura 5 - Mapa linear do vetor pCAMBIA1391z com os genes Foc1 (A) e Foc2 (B), com os 

     sítios de restrição das enzimas utilizadas. 

 

 

 

 

Fonte: Do autor (2018). 

 

 

Figura 6 - Mapa linear do vetor pTF102 com os genes Foc1 (A) e Foc2 (B), com os sítios de 

     restrição das enzimas utilizadas. 

 

 

 

 
Fonte: Do autor (2018). 

 

 

5.4 Confirmação da transformação dos vetores pCAMBIA1391z e pTF102, com seus 

respectivos insertos em E. coli 

Para selecionar os clones positivos foi feita uma PCR das colônias usando primers 

específicos (Apêndice A). As colônias que, via PCR, foram confirmadas como positivas 

(presença do inserto) foram colocadas para crescer em meio de cultura liquido, com seu 

respectivo antibiótico, para posterior extração do DNA plasmidial através de mini-prep. 

Para confirmar a presença dos vetores pCambia1391z (controle positivo) e pTF102 

(controle positivo) na E. coli transformada foi utilizado o par de primers GUSF/GUSR para 

a PCR das colônias. A análise do gel de agarose (Figura 7) possibilitou confirmar a 

amplificação do fragmento com o tamanho esperado de 120 pb. 
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Figura 7 – 

  

 

 

Fonte: Do autor (2018). 

 

Para confirmar a presença do promotor tecido específico na versão completa (pFull) na E. 

coli transformada foi utilizado o par de primers P28FU-Fw/ P28-Rv para a PCR das colônias. A 

análise do gel de agarose (Figura 8) possibilitou confirmar a amplificação do fragmento com o 

tamanho esperado de 2000 pb em algumas colônias (Col+). Somente colônias positivas foram 

utilizadas para a extração de DNA plasmidial, as demais foram descartadas. 

 

Figura 8 - Eletroforese em gel de agarose para análise dos fragmentos obtidos após a PCR com as 

    colônias de E. coli. transformadas com pCambia1391z + pFull. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Do autor (2018). 

 

 

120 pb 

2 kb 

Eletroforese em gel de agarose para análise dos fragmentos obtidos após a PCR 

com as colônias de E. coli. transformadas com os vetores pCambia1391z 

(C+pCAM ) e com pTF102 (C+ pTF). 
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Para confirmar a presença do promotor tecido específico na versão parcial (pCore) 

na E. coli transformada foi utilizado o par de primers P28CO-Fw/ P28-Rv para a PCR das 

colônias. A análise do gel de agarose (Figura 9) possibilitou confirmar a amplificação do 

fragmento com o tamanho esperado de 340 pb em todas as colônias testadas (Col+). 

Algumas colônias positivas foram utilizadas para a extração de DNA plasmidial. 

 

Figura 9 - Eletroforese em gel de agarose para análise dos fragmentos obtidos após a PCR com as 

    colônias de E. coli. transformadas com pCambia1391z + pCore. 

 

 

Fonte: Do autor (2018). 

 

 

Para confirmar a presença do gene Foc1 na E. coli transformada com o plasmídeo 

recombinante (pCambia1391z + Foc1) foi utilizado o par de primers FOC1-FC+AvrII/ 

FOC1-RC+PmlI para a PCR das colônias. A análise do gel de agarose (Figura 10) 

possibilitou confirmar a amplificação do fragmento com o tamanho esperado de 833 pb em 

algumas colônias (Col+). Somente colônias positivas foram utilizadas para a extração de 

DNA plasmidial, as demais foram descartadas. 

 

 

 

340 pb 
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Figura 10 - Eletroforese em gel de agarose para análise dos fragmentos obtidos após a PCR com 

      as colônias de E. coli. transformadas com pCambia1391z + Foc1. 

 

Fonte: Do autor (2018). 

 

 Não foi possível confirmar a presença do gene Foc1 na E. coli transformada com o 

plasmídeo recombinante (pTF102 + Foc1) através da PCR com colônias. Neste caso, duas 

colônias isoladas foram selecionadas aleatoriamente e colocadas para crescer em meio LB líquido 

com seu respectivo antibiótico de seleção. Após a extração do DNA plasmidial das duas amostras 

realizou-se nova PCR. Dessa forma através da análise do gel de agarose (Figura 11) foi possível 

identificar a amplificação do fragmento com o tamanho esperado de 833 pb nas duas amostras. As 

mesmas foram utilizadas para a transformação seguinte em A. tumefaciens EHA 105.  

 

Figura 11 - Eletroforese em gel de agarose para análise dos fragmentos obtidos após a PCR com o 

      DNA plasmidial da E. coli. transformada com pTF102 + Foc1. 

 

Fonte: Do autor (2018). 

 

Para os plasmídeos recombinantes contendo o gene Foc2, tanto em pCambia1391z quanto 

em pTF102, não foi possível obter a visualização clara do fragmento em gel de agarose após as 

833 pb 

833 pb 
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PCRs realizadas, porém obteve-se resultados no teste para a detecção do gene uidA (gene da β-

glucuronidase) com a E. coli transformada (Figuras 12 e 13). 

A detecção do gene uidA (gene da β-glucuronidase) em E. coli foi utilizando o 5-

bromo-4-chloro-3-indolyl β-dglucuronide (X-GlcA), adequado como substrato para β-

glucuronidase. Após 48 horas, as colônias produziram coloração azul, indicando a expressão 

do gene da β-glucuronidase e as colônias que não produziram coloração azul indicaram a 

ausência de expressão. 

 

Figura 12 - Placas com meio LB e antibiótico de seleção canamicina (50 mg/L) 48 horas após o 

       teste para a detecção do gene uidA (gene da β-glucuronidase) em Escherichia coli. 

 

 

Legenda: (A) E. coli não transformada. (B) E. coli transformada apenas com o vetor pCambia1391z. (C) 

E. coli transformada com construção pCambia1391z + pCore. (D) E. coli transformada com construção 

pCambia1391z + pFull. (E) E. coli transformada com construção pCambia1391z + Foc1. (F) E. coli 

transformada com construção pCambia1391z + Foc2. Fonte: Do autor (2018). 

 

 Não houve o aparecimento de colônias na placa com o antibiótico de seleção (canamicina 

50 mg/L) contendo a E. coli não transformada (Figura 12 A). A placa contendo a E. coli com o 

vetor pCambia1391z íntegro (Figura 12 B) apresentou colônias, em sua maioria de coloração 

azul, o que confirma a transformação da E. coli com o vetor contendo o gene de resistência a 

canamicina, assim como o gene da β-glucuronidase (GUS) regulado pelo promotor constitutivo 

CaMV 35S. As placas com a bactéria transformada com o plasmídeo recombinado 

pCambia1391z + pFull e pCambia1391z + pCore (Figuras 12 C e D) também apresentaram 

colônias azuis, o que indica expressão do gene GUS regulado pelos promotores (pFull e pCore). 
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 As placas com a E. coli transformadas com os plasmídeos recombinados com os genes de 

resistência a fusariose apresentaram colônias brancas e azuis (Figuras 12 E e F). Neste caso, as 

colônias selecionadas foram as colônias brancas, já que os genes Foc1 e Foc2 foram clonados na 

posição (substituindo) do gene GUS, tanto nas construções feitas com o vetor pCambia1391z 

quanto para as construções feitas com o vetor pTF102 (Figuras 13 C e D). 

 

Figura 13 –  

 

 

Legenda: (A) E. coli não transformada. (B) E. coli transformada apenas com o vetor pTF102. (C) E. coli 

transformada com a construção pTF102 + Foc1. (D) E. coli transformada com a construção pTF102 + 

Foc2. Fonte: Do autor (2018). 

 

 Não houve o aparecimento de colônias na placa com o antibiótico de seleção 

(espectinomicina 50 mg/L) contendo a E. coli não transformada (Figura 13 A). A placa contendo 

a E. coli com o vetor pTF102 íntegro (Figura 13 B) apresentou colônias, em sua maioria de 

coloração azul, o que confirma a transformação da E. coli com o vetor contendo o gene de 

resistência a espectinomicina, assim como o gene da β-glucuronidase (GUS). As placas com a E. 

coli transformada com os plasmídeos recombinados pTF102 + Foc1 e pTF102 + Foc2 

apresentaram colônias brancas e azuis (Figuras 13 C e D). 

 

Placas com meio LB e antibiótico de seleção espectinomicina (50 mg/L) 48 horas 

após o teste para a detecção do gene uidA (gene da β-glucuronidase) em 

Escherichia coli. 
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Eletroforese em gel de agarose para análise dos fragmentos obtidos após a PCR 

com as colônias de A. tumefaciens EHA 105 transformadas com o vetor 

pCambia1391z (controle positivo). 

Eletroforese em gel de agarose para análise dos fragmentos obtidos após a 

PCR com as colônias de A. tumefaciens EHA 105 transformadas com o vetor 

pTF102 (controle positivo - pTF). 

5.5 Confirmação da transformação dos plasmídeos recombinantes em Agrobacterium 

tumefaciens 

 Confirmados os plasmídeos recombinantes clonados em E. coli estes foram usados para 

transformar A. tumefaciens EHA 105. A confirmação do DNA plasmidial inserido nas colônias 

transformadas de A. tumefaciens foi verificada por reações de PCR usando os primers específicos 

(Apêndice A). Para confirmar a presença dos vetores pCambia1391z (Controle positivo) e 

pTF102 (Controle positivo) na A. tumefaciens EHA 105 transformada foi utilizado o par de 

primers GUSF/GUSR para a PCR das colônias. A análise do gel de agarose (Figuras 14 e 15) 

possibilitou confirmar a amplificação do fragmento com o tamanho esperado de 120pb. 

 

Figura 14 –  

 

 
Fonte: Do autor (2018). 

 

Figura 15 – 

 
 

 
Fonte: Do autor (2018). 

 

120 pb 

120 pb 



55 
 

Para confirmar a presença do promotor tecido específico na versão completa (pFull) na A. 

tumefaciens EHA 105 transformada foi utilizado o par de primers P28FU-Fw/ P28-Rv para a 

PCR das colônias. A análise do gel de agarose (Figura 16) possibilitou confirmar a amplificação 

do fragmento com o tamanho esperado de 2000 pb em duas das colônias testadas (Col+).  

  

Figura 16 - Eletroforese em gel de agarose para análise dos fragmentos obtidos após a PCR com 

      as colônias de A. tumefaciens EHA 105 transformadas com pCambia1391z + pFull. 

 

Fonte: Do autor (2018). 

 

Para confirmar a presença do promotor tecido específico na versão parcial (pCore) na A. 

tumefaciens EHA 105 transformada foi utilizado o par de primers P28CO-Fw/P28-Rv para a PCR 

das colônias. A análise do gel de agarose (Figura 17) possibilitou confirmar a amplificação do 

fragmento com o tamanho esperado de 340pb em todas as colônias testadas.  

 

Figura 17 - Eletroforese em gel de agarose para análise dos fragmentos obtidos após a PCR com 

                   as colônias de A. tumefaciens EHA 105 transformadas com pCambia1391z + pCore. 

 

Fonte: Do autor (2018). 

 

2 kb 

340 pb 
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Para confirmar a presença do gene Foc1 na A. tumefaciens EHA 105 transformada com o 

plasmídeo recombinante (pCambia1391z + Foc1) foi utilizado o par de primers FOC1-FC+AvrII/ 

FOC1-RC+PmlI para a PCR das colônias. A análise do gel de agarose (Figura 18) possibilitou 

confirmar a amplificação do fragmento com o tamanho esperado de 833 pb.  

 

Figura 18 - Eletroforese em gel de agarose para análise dos fragmentos obtidos após a PCR com 

       as colônias de A. tumefaciens EHA 105 transformadas com pCambia1391z + FOC1. 

 
Fonte: Do autor (2018). 

 

Não foi possível confirmar a presença do gene Foc1 na A. tumefaciens EHA 105 

transformada com o plasmídeo recombinante (pTF102 + Foc1) através da PCR com colônias. Isto 

pode ter ocorrido por problemas na extração do DNA plasmidial. Neste caso, duas colônias 

isoladas foram selecionadas aleatoriamente e colocadas para crescer em meio LB líquido com seu 

respectivo antibiótico de seleção. Após a extração do DNA plasmidial das duas amostras realizou-

se nova PCR com primers internos para Foc1 (FOC1-FI/FOC1/RI). Dessa forma através da 

análise do gel de agarose (Figura 19) foi possível identificar a amplificação do fragmento com o 

tamanho esperado de 218 pb nas duas amostras analisadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

833 pb 
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Figura 19 - Eletroforese em gel de agarose para análise dos fragmentos obtidos após a PCR com o 

      DNA de duas amostras de A. tumefaciens EHA 105 transformada com pTF102 + 

      Foc1. 

 

Fonte: Do autor (2018). 

 

Para os plasmídeos recombinantes contendo o gene Foc2, tanto em pCambia1391z quanto 

em pTF102, não foi possível obter a visualização clara do fragmento em gel de agarose após as 

PCRs realizadas, seja com colônias ou com o DNA da A. tumefaciens transformada. Neste caso, 

como não houve confirmação das transformações com o gene Foc2 o mesmo foi 

desconsiderado para as demais etapas. Uma vez concluída essas etapas de confirmação das 

construções presentes em A. tumefaciens, essas cepas foram utilizadas para o preparo do 

inóculo e posterior transformação das plantas de N. tabacum. 

 

5.6 Transformação genética de Nicotiana tabacum mediada por Agrobacterium 

tumefaciens  

 Para o preparo do inóculo foram utilizadas as cepas A. tumefaciens contendo os 

plasmídeos recombinados confirmados nas etapas anteriores:  

1 - Controle positivo 1 (pCambia1391z não modificado); 

2 - pCambia1391z + pFull do Prom_Musa_Embrapa_005; 

3 - pCambia1391z + pCore do Prom_Musa_Embrapa_005; 

4 – pCambia1391z + Foc1; 

5 - Controle positivo 2 (pTF102 não modificado); 

6 - pTF102 + Foc1. 

 

218 pb 
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Observou-se as etapas do processo de transformação de N. tabacum com o plasmídeo 

pCambia1391z recombinado de maneira simplificada (Figura 20). 

 

Figura 20 - Etapas da cultura de tecidos envolvendo a transformação de N. tabacum com 

       plasmídeos pCambia1391z recombinados. 
 

 

Legenda: (A) Plântulas obtidas a partir de semente. (B) Planta com folhas maiores, apta para retirada 

dos discos foliares. (C) Explantes excisados em forma de discos foliares. (D) Co-cultivo em A. 

tumefaciens contendo os plasmídeos recombinantes. (E e F) Indução de brotos a partir dos discos 

foliares em meio MS contendo o antibiótico de seleção (canamicina 50 mg/L). (G e H) 

Individualização dos brotos obtidos para enraizamento e planta apta para a fase de aclimatação. (I) 

Aclimatação em casa de vegetação, com auxílio de câmara úmida. (J, K e L) Crescimento e 

desenvolvimento das plantas. Fonte: Do autor (2018). 

 

 Embora os procedimentos e etapas da transformação de N. tabacum com plasmídeos 

recombinados pTF102 e pCambia1391z tenham sido idênticos o desenvolvimento e 

regeneração de brotos ocorreu de maneira diferente para o material transformado com as 

construções com pTF102 (Figura 21). Após o co-cultivo, os explantes de todas as construções 

foram transferidos para meio de regeneração (MS suplementado com 2 mg/L de BAP e 300 

mg/L de cefotaxima). Porém, os antibióticos de seleção foram diferentes, sendo utilizados de 

acordo com o gene de resistência de cada vetor. Para pCambia1391z foi acrescido canamicina 

(50 mg/L) e para pTF102 foi espectinomicina (50 mg/L). A cefotaxima foi utilizada para evitar o 

desenvolvimento da A. tumefaciens. 
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Figura 21 - Etapas da cultura de tecidos envolvendo a transformação de N. tabacum com 

       plasmídeos pTF102 recombinados. 

 

 

Legenda: (A) Plântulas obtidas a partir de semente. (B) Planta com folhas maiores, apta para retirada dos 

discos foliares. (C) Explantes excisados em forma de discos foliares. (D) Co-cultivo em A. tumefaciens 

contendo os plasmídeos recombinantes. (E, F e G) Formação de calos a partir dos discos foliares em 

meio MS contendo o antibiótico de seleção (espectinomicina 50 mg/L). (H) Calos não regenerados com 

necrose e oxidação. Fonte: Do autor (2018). 

 

Os antibióticos podem apresentar tanto ação bacteriostática, e não bactericida, como 

também podem ser fitotóxicos e favorecer alterações nas respostas morfogenéticas (PALÚ et 

al., 2011; SABALE et al., 2015; ABREU et al., 2016). Em alguns casos, a presença de 

antibióticos no meio de cultura pode comprometer ou afetar a diferenciação normal e o 

crescimento do tecido do explante (MENG et al., 2014). 

Estudos dos efeitos de antibióticos em cotilédones de Brassica rapa L. ssp. pekinensis 

cultivados in vitro também relacionam a inibição de brotações, alterações nos processos de 

organização e diferenciação celular e  produção de brotos albinos de acordo com as diferentes 

concentrações de antibióticos utilizadas (MENG et al., 2014). 

Os métodos de transformação genética de plantas estão associados a técnicas in vitro de 

cultura de tecidos, isto é, a regeneração de plantas inteiras com base em células transformadas. 

Em muitos casos, essa etapa é limitante na obtenção de plantas transgênicas em razão das 

dificuldades intrínsecas ao processo de regeneração (STUDART-GUIMARÃES et al., 2003). 

Durante o período de cultivo in vitro houve perda de 100% das plantas 

transformadas com a construção pCambia1391z + pFull, decorrente do crescimento 

excessivo da A. tumefaciens no meio de cultura, impedindo o desenvolvimento da planta 
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obtida. Outro fator limitante no processo foi à aclimatação, pois nesta fase de transição para 

a casa de vegetação algumas plantas foram atingidas por e doenças e pragas, como por 

exemplo, cochonilha e mosca branca. 

Após as etapas de cultivo in vitro foram obtidas plantas apenas com as construções 

com pCambia1391z, porém não foi possível obter plantas de pCambia1391z + pFull e os 

brotos com o plasmídeo recombinado pTF102 não regeneraram. 

 Dessa forma procedeu-se as etapas seguintes com 10 plantas cada: 

1 - Controle negativo (plantas obtidas pelo mesmo processo, porém sem co-cultivo em A. 

tumefaciens); 

2 - Controle positivo 1 (pCambia1391z não modificado); 

3 - pCambia1391z + pCore do Prom_Musa_Embrapa_005; 

4 – pCambia1391z + Foc1. 

 

5.7 Ensaio histoquímico para detecção da atividade enzimática β-glucuronidase (GUS) 

nas folhas e raízes das plantas transformadas 

 Os ensaios histoquímicos para detecção da atividade enzimática β-glucuronidase (GUS) 

foram realizados em folhas e raízes de N. tabacum transformado, um evento por construção foi 

escolhido ao acaso. A coloração azul caracteriza a expressão do gene repórter (Figura 22). 

Nenhuma atividade GUS foi detectada em folhas ou raízes do controle negativo. O mesmo 

ocorreu para as amostras transformadas como a construção pCambia1391z + Foc1, o que pode ser 

explicado pelo fato da inserção de Foc1 ter ocorrido entre os sítios de restrição das enzimas AvrII 

+ PmlI, situadas no meio do gene GUS, o que fez com que sua sequência fosse interrompida. 
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Figura 22 - Imagens dos ensaios histoquímicos para detecção da atividade enzimática β- 

      glucuronidase (GUS) nas plantas transformadas de N. tabacum. 

 

 

Legenda: (A e B) Folha de planta transformada com pCAMBIA1391z - controle positivo. (C e D) Folha 

e raiz de planta transformada com o plasmídeo recombinante contendo o promotor 

Prom_Musa_Embrapa_005 (tecido-específico de raiz) na versão parcial – pCore. (E e F) Folha e raiz 

de planta transformada com o plasmídeo recombinante contendo o gene Foc1. Fonte: Do autor (2018). 

 

Folhas do controle positivo (pCambia1391z) apresentaram atividade GUS, o mesmo não 

ocorreu para a raiz. Já para a construção pCambia1391z + Prom_Musa_Embrapa_005 (pCore) 

não houve detecção de atividade GUS na folha, mas houve atividade na raiz, especialmente, na 

coifa. Esses resultados sugerem que o promotor tecido específico de Musa spp. em sua versão 

parcial é funcional e específico de raiz. Um estudo semelhante com o promotor de milho 

(ZmRCP-1), utilizado em Musa spp, também apresentou a expressão do gene repórter GUS na 

coifa da raiz, demonstrando potencial de uma expressão específica contribuindo para a 

biossegurança de bananeiras resistentes (ONYANGO et al., 2016). 

Em testes com os promotores At1g74770 e At2g18140 de genes NRRS (nematode-

responsive and root-specific) Kakrana et al. (2017) observaram como resultado da análise 

histoquímica da atividade de GUS em plantas de Arabidopsis transformadas uma expressão 

altamente restrita em raízes, em resposta à infecção por nematóide. Estes resultados indicam 

que estes promotores são excelentes candidatos para desenvolver plantas resistentes com 

expressão direcionada para raiz. 
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Eletroforese em gel de agarose para análise dos fragmentos obtidos após a PCR 

convencional com o DNA de plantas transformadas com o controle positivo 

(pCambia1391z) e com pCambia1391z + pCore, utilizando o par de primers 

GUSF/GUSR. 

Na análise dos resultados do teste para detecção da atividade enzimática β-

glucuronidase (GUS) não foi possível atestar se o tamanho do promotor pode ou não 

influenciar na expressão do gene repórter GUS, devido à perda de 100% das plantas 

transformadas com a versão completa do promotor tecido-específico (pFull). 

 

5.8 Análises moleculares das plantas transgênicas de Nicotiana tabacum  

 A caracterização molecular das plantas transgênicas regeneradas foi realizada por PCR 

convencional utilizando primers específicos (Apêndice A) para testar o DNA genômico 

extraído das plantas regeneradas. Os resultados das reações de PCR usando os pares de 

primers GUS-F/GUS-R mostraram a presença dos fragmentos de 120 pb tanto no DNA das 

plantas transformadas com o controle positivo (pCambia1391z) quanto nas transformadas 

com a construção pCambia1391z + pCore (Figura 23). Não houve amplificação nas reações de 

PCR com as plantas Controle negativo. 

 

Figura 23 –  

 

 
 

 

Fonte: Do autor (2018). 

 

Os resultados das reações de PCR usando os pares de primers P28CO-Fw/ P28-Rv 

permitiram verificar a inserção de pCore nas plantas transformadas, pois o par de primers 

P28CO-Fw/ P28-Rv (340 pb) flanqueia os fragmentos da região promotora (Figura 24). 

 

 

 

120 pb 
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Eletroforese em gel de agarose para análise dos fragmentos obtidos após a PCR 

convencional com o DNA de plantas transformadas com pCambia1391z + pCore, 

utilizando o par de primers P28CO-Fw/ P28-Rv. 

Eletroforese em gel de agarose para análise dos fragmentos obtidos após a PCR 

convencional com o DNA de plantas transformadas com pCambia1391z + Foc1, 

utilizando o par de primers FOC1-FI/FOC1/RI. 
 

 

Figura 24 – 

 

 

 

Fonte: Do autor (2018). 

 

Para confirmar a presença do gene Foc1 nas plantas transformadas com o plasmídeo 

recombinante (pCambia1391z + Foc1) foi utilizado o par de primers internos FOC1-

FI/FOC1-RI. O resultado das reações de PCR permitiu verificar a inserção do gene Foc1 nas 

plantas analisadas. A análise do gel de agarose (Figura 25) possibilitou confirmar a 

amplificação do fragmento com o tamanho esperado de 218 pb. 

  

Figura 25 –  

 

 
Fonte: Do autor (2018). 

340 pb 

218 pb 
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Após todas as verificações, plantas as quais não foram observados os amplicons 

específicos dos pares de primers GUSF/GUSR, P28CO-Fw/P28-Rv e FOC1-FI/FOC1-RI 

foram descartadas. 

 

5.9 Ensaios de PCR em tempo real (qPCR) 

 Com base nos resultados do teste de diluição, os ensaios de qPCR foram realizados 

com todas as amostras de cDNA das plantas transformadas diluídas em água ultrapura estéril 

na concentração de 1/5. Para todas as análises o controle endógeno foi o gene da Actina 

(ActinF/ActinR) escolhido após os resultados dos testes de primers. 

Por meio da análise de qPCR foi possível observar a expressão do gene uidA (GUS) 

tanto na amostra com cDNA de folha, quanto na amostra com cDNA de raiz (Figura 26) de N. 

tabacum transformada com o controle positivo (pCambia1391z), o que confirma a expressão 

constitutiva do gene repórter. 

 

Figura 26 – Expressão do gene GUS analisada por PCR quantitativa em tempo real nas folhas 

        e raízes de N. tabacum transformado com o vetor pCambia1391z. 

 
Fonte: Do autor (2018). 

 

Para as plantas de N. tabacum transformadas com a construção pCambia + promotor 

tecido específico (pCore) não houve expressão do gene repórter GUS em folhas; Já em raiz 

foi possível observar a expressão do gene uidA (GUS) (Figura 27), o que confirma a 

expressão específica em raíz mediada pelo promotor pCore. 
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Figura 27 – Expressão do gene GUS analisada por PCR quantitativa em tempo real nas raízes 

       de N. tabacum transformado com a construção pCambia1391z + pCore. 

 
Fonte: Do autor (2018). 

 

A necessidade de identificação de promotores responsivos específicos de tecidos tem sido 

cada vez mais enfatizada (KAKRANA et al., 2017). A raiz é o primeiro órgão da planta afetado 

por tensões como estresse iônico e osmótico decorrentes da seca, salinização do solo, acúmulo de 

metais pesados, deficiência de nutrientes e presença de microrganismos da rizosfera (JONES et 

al., 2008). Além disso, o sistema radicular captura água e nutrientes, importantes para o 

desenvolvimento e rendimento das culturas. Dessa forma, estudos de promotores específicos de 

raiz e promotores induzíveis de raiz tem sido foco biotecnológico, uma vez que a superexpressão 

de proteínas localizadas neste órgão seria capaz de melhorar o crescimento ou a tolerância ao 

estresse das plantas (GHANEM et al., 2010). 

Sevin-Pujol et al. (2017) desenvolveram construções gênicas e transformaram Medicago 

truncatula para testar seis promotores com atividades específicas em diferentes camadas de 

células radiculares. Originários de Arabidopsis, Lupinus e Solanum eles previam ser 

especificamente ativos na epiderme da raiz (SlEXT1), córtex da raiz (AtCO2 e AtPEP), 

endoderme da raiz e periciclo (AtCASP1 e LaSCR1) e células companheiras do floema 

(AtSUC2). Com os resultados os autores verificaram que o promotor LaSCR1 apresentou maior 

especificidade para expressão na endoderme do que o promotor AtCASP1 que apresentou 

consistente atividade nas camadas de células corticais mais interiores de M . truncatula. Além 

disso, pAtCASP1 apresentou maior atividade nas células em frente aos pólos do xilema. No 

entanto, nenhum dos promotores que foram testados mostraram atividade tecidual totalmente 
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restrita à endoderme. O promotor AtPEP foi consistentemente ativo em todas as camadas de 

células corticais, e frequentemente na endoderme apresentando elevado nível de atividade ao 

longo da raiz primária. 

Li et al. (2013) isolaram e caracterizaram dois promotores específicos de raiz em arroz 

(Oryza sativa L.). Para tal, avaliaram os padrões de expressão dos genes Os03g01700 e 

Os02g37190 em plantas de arroz, bem como as atividades promotoras desses genes em arroz 

transgênico. A região promotora de dois genes (Os03g01700 e Os02g37190) foi ligada ao gene 

repórter GUS e plantas de arroz foram transformadas. Análises histoquímicas revelaram que os 

dois promotores foram ativos nas raízes primárias e secundárias ao longo dos estágios de 

desenvolvimento da planta, porém não se expressaram em pelos radiculares.  

Grunennvaldt et al. (2015) analisando via RT-PCR o gene Eucgr.G02172 verificaram sua 

especificidade no tecido de raiz de Eucalyptus grandis quando comparado aos tecidos de folha e 

xilema da mesma espécie. No entanto, o resultado observado na análise histoquímica apresentou-

se de maneira contrária. Diferente deste estudo que obteve resultados positivos de expressão do 

gene GUS regulado pelo promotor tecido específico de raiz tanto nas análises histoquímicas 

quanto nas análises via RT-PC, apresentou amplo potencial de utilização, com alta atividade e 

capacidade de induzir expressão localizada nos tecidos da raiz. Apresenta propriedades ideais para 

aplicações que requerem especificidade na expressão de genes, podendo ser utilizado para dirigir 

a expressão específica em raízes de plantas transgênicas de Musa spp. e outras culturas de 

interesse, no que diz respeito à melhoria de absorção de água e nutrientes, crescimento de raízes, 

tolerância à seca e resistência a vários patógenos. 

Não foi possível confirmar se o tamanho do promotor pode ou não influenciar na 

expressão relativa do gene GUS, pois houve perda total das plantas transformadas com a versão 

completa (pFull) do promotor Prom_Musa_Embrapa_005, algumas não se desenvolveram in vitro 

em decorrência do crescimento excessivo da Agrobacterium e outras ao iniciar o processo de 

aclimatação foram atingidas por pragas e doenças. 

Com base nos resultados da análise de qPCR foi possível observar que houve expressão 

do gene Foc1 nas folhas e raízes das plantas transformadas com a construção pCambia1391z + 

Foc1 (Figura 28). 
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Figura 28 – Expressão do gene Foc1 analisada por PCR quantitativa em tempo real nas folhas 

        e raízes de N. tabacum transformado com a construção pCambia1391z + Foc1.

  

 

 
Fonte: Do autor (2018). 

 

Em estudos anteriores foram identificados genes de defesa up regulated (Proteínas PRs) 

na cultivar de banana ‘BRS PLATINA’, que podem estar envolvidas com a resistência a 

fusariose. Essas proteínas correspondem a genes citoplasmáticos de resistência, com domínios 

NB-LRR e de membrana, receptor tipo kinase (COSTA, 2013). Proteínas quinases exercem um 

papel importante na sinalização durante o reconhecimento e subsequente ativação/regulação dos 

mecanismos de defesa da planta (DING et al., 2008). A cultivar resistente apresenta um padrão de 

expressão altamente induzido para os receptores ricos em leucina presente na membrana 

plasmática. Os receptores quinase ricos em repetições de leucina estão envolvidos em várias 

funções biológicas incluindo percepção hormonal, crescimento, desenvolvimento e interação 

planta-patógeno (HAFFANI et al., 2004). Segundo Ding et al. (2015), as quinases estão 

associadas com o regulamento das características fisiológicas e virulência em F. oxysporum f. sp. 

cubense. 

Na análise da expressão do gene Foc1 por qPCR foi possível observar a expressão 

constitutiva do gene de resistência, que já era esperada, pois Foc1 estava sob regulação do 

promotor 35S de CaMV (constituivo). A partir da análise do resultado da qPCR com este gene é 

possível confirmar que as plantas foram efetivamente transformadas. O uso de plantas resistentes 

a doenças é uma abordagem altamente eficaz, que tem sido extensivamente empregada há 

décadas para produzir novas variedades resistentes a doenças, seja através de programas de 
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melhoramento convencionais ou, mais recentemente, da engenharia genética (NEJAT et al., 

2016). Dessa forma, estudos como este pode contribuir no desenvolvimento de estratégias e 

técnicas para aliviar as perdas de plantas cultivadas por doenças. 

Este estudo subsidiará o preparo de novas construções com promotores tecido-específicos 

regulando a expressão do gene Foc1. Serão necessários novos trabalhos para verificar a 

funcionalidade deste gene, através da inoculação do fungo F. oxysporum f. sp. cubense em plantas 

transformadas. 
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6. CONCLUSÕES 

As duas versões da região promotora (Prom_Musa_Embrapa_005) de caráter tecido-

específico, full-promoter (completo) e core promoter (parcial) foram isoladas e clonadas. A 

confirmação foi possível através da análise dos fragmentos obtidos mediante PCR 

convencional. 

Os dois genes candidatos, Foc1 e Foc2, potencialmente envolvidos na resistência a 

fusariose, também foram isolados e clonados. A análise dos géis de agarose possibilitou 

confirmar a amplificação dos fragmentos com os tamanhos esperados. 

Foi possível realizar a montagem de seis cassetes gênicos: pCambia1391z + 

Prom_Musa_Embrapa_005 (pFull); pCambia1391z + Prom_Musa_Embrapa_005 (pCore); 

pCambia1391z + Foc1; pCambia1391z + Foc2; pTF102 + Foc1 e pTF102 + Foc2. Porém, não 

houve confirmação das duas construções com Foc2. 

Plantas de N. tabacum foram estabelecidas in vitro para a etapa de transformação 

genética com as quatro construções confirmadas e mais um controle positivo de cada vetor 

(pCambia1391z e pTF102). 

Na análise da expressão do gene repórter GUS sob a regulação do promotor tecido-

específico pCore foi possível confirmar sua direcionalidade para raiz, pois no ensaio 

histoquímico para detecção da atividade enzimática β-glucuronidase (GUS) realizado em 

folha e raíz de N. tabacum transformado não houve detecção de atividade GUS na folha, mas 

apresentou atividade na raiz, especialmente, na coifa, demonstrando potencial para fornecer 

uma expressão focalizada. Isso contribui para práticas de cisgenia e, consequentemente, uma 

melhor aceitação comercial da engenharia genética, diminuindo questionamentos de 

biossegurança, além de prevenir a expressão gênica generalizada e contínua na planta. 

Na análise da expressão gênica por PCR quantitativa em tempo real – qPCR foi 

possível verificar a expressão específica do gene GUS em raíz de plantas transformadas com 

o promotor Prom_Musa_Embrapa_005 na versão pCore e a expressão constitutiva do controle 

positivo assim como do gene de resistência candidato de Musa spp (Foc1). 
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APÊNDICE 

APÊNDICE A – Relação de sequências dos pares de primers usados nas reações de PCR 

e qPCR 

 

Tabela 1 – Sequências dos pares de primers usados nas reações de PCR (convencional e 

      quantitativa - qPCR). 

Nome Sequência 

GUS F GCACTAGCGGGACTTTGCAA 

GUS R CGCGAAGCGGGTAGATATCA 

P28FU-Fw/AvrII Sigilo 

P28CO- Fw/AvrII Sigilo 

P28-Rv/BglII Sigilo 

FOC1FC+SspI Sigilo 

FOC1RC+ SspI Sigilo 

FOC1FC+ AvrII Sigilo 

FOC1RC+PmlI Sigilo 

FOC2FC+SspI Sigilo 

FOC2RC+SspI Sigilo 

FOC2FC+ AvrII Sigilo 

FOC2RC+PmlI Sigilo 

P28INT-FU Sigilo 

P28INT-FC Sigilo 

P28INT-Rv Sigilo 

FOC1-FI Sigilo 

FOC1-RI Sigilo 

Actin F CCCAAGGCAAACCGAGAGAAG 

Actin R GTGGCTCACACCATCACCAG 

 

ANEXOS 
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ANEXO A: Figura representativa do vetor binário pCambia1391z demonstrando a 

localização dos sítios de corte das enzimas de restrição. 

 

 

 

Fonte: SNAPGENE. 

 

ANEXO B: Figura representativa do vetor binário pTF102 demonstrando a localização dos 

sítios de corte das enzimas de restrição. 
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