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RESUMO 

A pimenteira-do-reino (Piper nigrum L.) constitui uma das espécies de 

pimenta mais amplamente utilizadas no mundo, pertencendo à família Piperaceae, a 

qual compreende cerca de 1400 espécies distribuídas principalmente no continente 

americano e sudeste da Ásia, onde esta cultura originou.  A pimenteira-do-reino foi 

introduzida no Brasil no século XVII, e tornou-se uma cultura de importância 

econômica desde 1933. O Estado do Pará é o principal produto brasileiro de 

pimenta-do-reino, contudo sua produção vem sendo afetada pela doença fusariose 

causada pelo fungo Fusarium solani f. sp. piperis. Estudos prévios revelaram a 

identificação de sequencias de cDNA diferencialmente expressas durante a 

interação da pimenteira-do-reino com o F. solani f. sp. piperis. Entre elas, uma 

sequencia de cDNA parcial que codifica para uma proteína transportadora de 

lipídeos (LTP), a qual é conhecida por seu importante papel na defesa de plantas 

contra patógenos e insetos.   Desta forma, o objetivo principal deste trabalho foi 

isolar e caracterizar as sequencias de cDNA e  genômica de uma LTP de pimenteira-

do-reino, denominada PnLTP. O cDNA completo da PnLTP isolado por meio de 

experimentos de RACE apresentou 621 bp com 32 pb and 235 bp nas regiões não 

traduzidas 5‘ e 3‘, respectivamente. Este cDNA contem uma ORF de 354 bp 

codificando uma proteína deduzida de 117 resíduos de aminoácidos que apresentou 

alta identidade com LTPs de outras espécies vegetais. Análises das sequencias 

revelou que a PnLTP contem um potencial peptídeo sinal na extremidade amino-

terminal e oito resíduos de cisteína preditos por formar quatro pontes de dissulfeto, 

as quais poderiam contribuir para a estabilidade desta proteína. O alinhamento entre 

as sequencias de cDNA e genômica revelou a ausência de introns na região 

codificante do gene PnLTP, o que está de acordo ao encontrado em outros genes de 

LTPs de plantas. Por último, a PnLTP madura foi expressa em sistema bacteriano. 

Experimentos adicionais serão realizados com o objetivo de avaliar a habilidade da 

PnLTP recombinante em inibir o crescimento do F. solani f. sp. piperis. 

 

Palavras-chave: LTP, cDNA, defesa de plantas.  



 

 

 

ABSTRACT 

 

Black pepper (Piper nigrum L.) is one of the most widely used spices in the 

world belonging to the Piperaceae family, which comprises about 1400 species 

distributed mainly in the American tropics and Southern Asia, where this crop 

originated. Black pepper was introduced in Brazil in the 17th century and has been a 

nationally important crop since 1933. The Pará State is the main Brazilian producer of 

black pepper; however, the spice‘s production has been damaged by the root rot 

disease caused by Fusarium solani f. sp. piperis. Previous studies have revealed the 

identification of some cDNA sequences differentially expressed during compatible 

black pepper - F. solani f. sp. piperis interaction. Among them, a partial  cDNA 

sequence coding for a putative Lipid transfer protein (LTP), which is know to play 

important roles in plant defense against insects and pathogens. Therefore, the aim of 

this work was to isolate and characterize the full-length cDNA and genomic 

sequences of  black pepper LTP, named PnLTP. The PnLTP full-length cDNA isolated 

by RACE assays showed 621 bp with 32 bp and 235 bp non-coding sequences at 

the 5‘ and 3‘ ends, respectively. This cDNA contains a 354-bp ORF coding for a 

deduced protein with 117 amino acid residues that showed high identity with LTPs 

from different crops. Sequence analysis revealed that PnLTP contains a putative 

peptide signal at amino-terminal and eight cysteine residues predicted to form four 

disulfide bridges, which could contribute to protein stability. Alignment between 

genomic and cDNA sequences revealed no introns within PnLTP coding region, that 

is in accordance with other LTP plant genes. Finally, the mature PnLTP was 

expressed in bacteria system. Additional experiments will be performed in order to 

evaluate the ability of recombinant PnLTP in inhibit the F. solani f. sp. piperis growth. 

 

 

Keywords: LTP, cDNA, plant defense. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Família Piperaceae 

 

As plantas da família Piperaceae são angiospermas que apresentam seu 

corpo vegetativo diferenciado em raiz, caule e folha. As Angiospermas estão 

divididas em duas classes: monocotiledônea e dicotiledônea. As plantas dessa 

família são dicotiledôneas e estão classificadas neste trabalho seguindo a linha 

filogenética de Arthur Cronquist. Em 1968, Arthur Cronquist propôs a classificação 

das Magnoliophytas baseando-se em Armen Tahktajan, considerando diversos 

aspectos morfo-fisiológicos. Divisão Magnoliophyta; classe Magnoliopsida; subclasse 

Magnoliidae; ordem Piperales e família Piperaceae (AGAREZ, 1994). 

Essa família apresenta distribuição pantropical com centro de diversidade 

localizado nas Américas Central e do Sul (YUNCKER 1958, JARAMILLO & MANOS 

2001, MEDEIROS & GUIMARÃES 2007). É composta por cerca de dez gêneros, 

cujos principais são: Lepianthes, Sarcorhachis, Ottonia, Pothomorphe, Peperomia e 

Piper. Destes, os maiores gêneros são os dois últimos citados, contendo cerca de mil 

espécies cada um. O gênero Piperomia é caracterizado em sua morfologia, 

principalmente, como plantas pequenas, suculentas, muitas vezes epífitas, enquanto 

que o gênero Piper é composto por plantas lenhosas, incluindo arbustos, trepadeiras 

e pequenas árvores (DYER et al., 2004). 

O gênero Piper inclui grande número de espécies que se caracterizam pelo 

uso medicinal popular e pela importância econômica e comercial, em virtude da 

produção de óleos essenciais utilizados pela indústria de condimentos, farmacêutica 

e também de inseticidas (SILVA & MACHADO, 1999). Esse gênero abrange uma das 

mais relevantes e antigas especiarias, a pimenta, comercializada em Malabar, uma 

região na costa oeste do sul Índia, e distribuída para diversos países. Dentre as 

espécies do gênero Piper, a pimenteira-do-reino (Piper nigrum L.) é a que mais se 

destaca, em virtude de sua importância econômica, apresentando tanto variedades 

selvagens quanto cultivadas (DASGUPA & DATTA, 1976). O centro de origem desta 

espécie está localizado, presumivelmente, nas florestas do Sudeste da Índia, 

Western Gaths, Malabar, de onde se espalhou, inicialmente, para o Sudeste da Ásia 

por meio de estacas, sendo muito posteriormente introduzidas na África, ilhas do 

Pacífico e Américas do Sul e Central (GENTRY, 1955; ZEVEN, 1974). 

No Brasil esta família está representada por aproximadamente 500 espécies 
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(YUNCKER, 1966,1972, 1973, 1974) distribuídas em cinco gêneros: Piper, 

Peperomia, Potomorphe, Ottonia e Sarcorhachis. (TEBBS 1989, JARAMILLO & 

MANOS 2001, ARIAS et al. 2006). Dentre esses gêneros o que mais se destaca no 

Brasil é o gênero Piper, tendo como maior representante a pimenteira-do-reino  

(Figura1), devido apresentar grande valor econômico. Esta é uma espécie perene, 

arbustiva, trepadeira, apresentando inflorescência em forma de espiga, chamada 

amentilho, e é composta de pequenas flores desprovidas de cálice e corola, os frutos 

são globosos, pequenos e indeiscentes, apresentando cor verde-escuro quando 

imaturos e coloração vermelha quando maduros (GARCIA et al., 2000). 

A comercialização da pimenta-do-reino pode ser realizada na forma de 

pimenta preta, branca, verde, além de óleo essencial e oleorresina, extraídos dos 

grãos para utilização nas indústrias de alimentos e cosméticos (STEIN et. al, 1995). 

 

 

Figura 1: Pimenteira-do-reino em fase reprodutiva. 

Fonte: Nascimento, 2009. 
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1.2 Histórico da pimenteira-do-reino no Brasil 

 

A pimenteira-do-reino foi introduzida no Brasil no século XVII pelos 

portugueses. Inicialmente teve a sua distribuição restrita ao litoral, no estado da 

Bahia, e posteriormente foi levada para os estados da Paraíba, Maranhão e Pará, 

cuja produção era incipiente (ALBUQUERQUE & CONDURU, 1971). No século XX a 

pimenteira-do-reino foi reintroduzida no Brasil, no estado do Pará, por imigrantes 

japoneses no ano de 1933; quando trouxeram do porto de Cingapura 20 mudas do 

cultivar Kuching que no Brasil foi registrada como Cingapura-BRA-019, e cultivada 

no Município Paraense de Tomé-Açu, onde teve inicio a produção comercial, 

principalmente da pimenta preta e pimenta branca. Essa cultura se adaptou muito 

bem ao clima quente e úmido da região, com precipitação pluviométrica média de 

2.500 mm/ano, umidade acima de 80% e temperatura média em torno de 23ºC a 

28ºC, e ao solo com boa drenagem, condições típicas da região norte do Brasil 

(ALBUQUERQUE et al., 1989). 

A pimenteira-do-reino pode ser propagada por sementes e por estacas 

(propagação vegetativa). Quando a propagação ocorre por sementes, as plantas 

começam a produzir no sétimo ano, enquanto que as oriundas de estacas começam 

a produzir no terceiro ano. Plantas provenientes de estacas mantém as mesmas 

características genéticas da planta mãe, com isso havendo uma diminuição da 

variabilidade genética. Visando à produção em escala comercial, a disseminação da 

pimenteira-do-reino se deu através da propagação vegetativa (CASTRO, 1979; 

DUARTE, 1999). Atualmente a propagação por estacas é feita, na maioria das vezes, 

por estacas herbáceas, devido apresentarem vantagens em relação às estacas 

semilenhosas que prejudicam as plantas e transmitem doenças (CHU et al., 2006). 

No cenário mundial por volta de 1950, após a Segunda Guerra Mundial, 

grandes plantações de pimenta-do-reino foram destruídas no oriente, ocasionando, 

com isso, uma diminuição da produção e consequentemente uma elevação do preço 

desta especiaria, fazendo com que a tonelada da pimenta preta e pimenta branca 

atingisse 5 mil e 7 mil dólares respectivamente (OKAGIMA, 1997). Essa alta de 

preço e a boa produtividade do cultivar Cingapura, no Brasil, proporcionaram a 

ampliação da área plantada no estado do Pará. Desse modo, o Brasil além de se 

tornar auto suficiente na produção da pimenta-do-reino, também se tornou um país 

exportador desta especiaria. Nessas condições, a pimenta-do-reino passou a ser um 
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dos principais produtos das exportações paraenses (BARBOSA, 1998). 

Em 1957, tem-se os primeiros relatos de uma doença que atacava as plantas 

de pimenteira-do-reino, deixando as folhas secas, sistema radicular comprometido e 

redução da vida útil dos pimentais de 15 anos para 4 à 6 anos. A natureza do agente 

causador dessa doença foi identificado em 1959 como sendo: fungo biotrófico de 

solo Fusarium solani f. sp. piperis (teleomórfico: Nectria heamatococca f. sp. piperis) 

causador da doença denominada fusariose (Figura 2) (ALBUQUERQUE & FERRAZ, 

1976; ALBUQUERQUE & DUARTE, 1991; HAMADA et al., 1988; ALBUQUERQUE et 

al., 2001). 

Apesar de grande parte dos pimentais na década de 70 ter sido 

comprometida com Fusariose, em 1982 o Brasil foi o maior produtor e exportador 

mundial de pimenta-do-reino com 50 mil e 47 mil toneladas respectivamente 

(FILGUEIRAS et al. 2002). 

No Brasil a produção de pimenta-do-reino esta concentrada nos estados do: 

Pará, Maranhão, Paraíba, Bahia e Espírito Santo, sendo o estado do Pará o maior 

responsável pela produção nacional contribuindo com aproximadamente 80%. Na 

safra de 2011 o Pará produziu 44.157 toneladas de pimenta-do-reino, o que 

corresponde a 79,3% da produção nacional (IBGE, 2012). 

A fusariose é a principal doença que compromete o cultivo da pimenta-do-

reino e é de ocorrência restrita do Brasil. Após a identificação do agente causador 

dessa doença várias medidas têm sido adotadas para tentar controlá-la. Dentre elas: 

adubação química balanceada, drenagem do solo muito argiloso, irrigação no 

período de seca. Estas ações deixam a planta menos predisposta à doença. Tem-se 

também o controle químico com a utilização de fungicidas e o controle biológico que 

utiliza micro-organismos. Todas essas formas de controle da fusariose têm se 

mostrado pouco eficientes e muito onerosas. O desenvolvimento de cultivares 

resistentes através do melhoramento genético clássico, também não tem obtido 

muito sucesso, haja vista a estreita variabilidade genética da pimenteira-do-reino e o 

fato do patógeno ser endêmico do Brasil, não existindo no país de origem da 

pimenteira-do-reino. (DUARTE et al., 2002; BENCHIMOL et al., 2000). 

Diante deste contexto, pesquisadores da EMBRAPA Amazônia Oriental 

(Belém-PA) identificaram algumas espécies da família piperáceas nativas da 

Amazônia resistentes a infecção pelo patógeno, entre elas a Piper tuberculatum 

Jacq.(ALBUQUERQUE et al.,2001). 



18 

 

 

                                  

 

 

 

Ainda hoje, passados mais de 50 anos da identificação do agente causador 

da fusariose, pouco se conhece da interação entre a as plantas de pimenta e o fungo 

F. solani f. sp. piperis. Esta carência de conhecimento tem dificultado o 

melhoramento genético da cultura através de ferramentas biotecnológicas. O 

primeiro estudo molecular da resistência a fusariose foi realizado por Nascimento et 

al. (2009b) que identificou através de hibridização subtrativa por supressão (HSS), 

clones diferencialmente expressos durante a interação de P. tuberculatum e o F. 

solani f. sp. piperis. Dentre esses clones, pelo menos duas sequências estão 

potencialmente relacionadas com o mecanismo de defesa de plantas, tais como: 

peroxidase e glicoproteínas ricas em hidroxiprolina. Com base nas funções descritas 

na literatura é possível que essas proteínas estejam envolvidas no mecanismo de 

resistência à fusariose através da produção reativas de oxigênio e/ou formação de 

barreiras estruturais em P. tuberculatum (NASCIMENTO et al. 2009b). 

Posteriormente, de Souza et al. (2011) também utilizaram a HSS na identificação de 

genes induzidos durante a interação da pimenteira-do-reino e este patógeno, entre 

eles, genes que codificam proteínas com função conhecida em mecanismos de 

defesa de plantas. 

 

Figura 2: Pimenteira infectada pelo F. solani f. sp. piperis. 

Fonte: Nascimento, 2009. 
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1.3 Mecanismos de defesas de plantas 

 

As plantas são freqüentemente expostas a condições ambientais 

desfavoráveis como temperaturas elevadas, estresse hídrico, estresse salino, 

poluição e patógenos, que afetam o crescimento, o desenvolvimento e a 

produtividade. Para sobreviverem, as plantas desenvolveram uma complexa rede de 

sinalização que as protege de condições ambientais adversas (KOVTUN et al., 

2000). Uma das formas mais severas de estresses é a infecção por patógenos como 

bactérias, vírus e fungos, uma vez que as plantas não possuem células 

especializadas e um sistema imune como o dos animais. Contudo, os vegetais ao 

longo do processo evolutivo desenvolveram, mecanismos capazes de promover a 

sobrevivência, proteção contra infecções e ataques contra patógenos (PEUMANS & 

VAN DAMME, 1995; MALECK & DIETRICH, 1999; VALUEVA & MOSOLOV, 2004; 

TAIZ & ZEIGER, 2009). 

Para se protegerem contra a invasão de patógenos, as plantas utilizam 

mecanismos de defesa pré- existentes ou constitutivos, assim como mecanismos de 

defesa induzíveis. As defesas constitutivas são o primeiro obstáculo encontrado pelo 

patógeno ao tentar invadir a planta. O citoesqueleto fornece uma barreira física 

contra a maioria dos micro-organismos invasores, e os microfilamentos de actina 

desempenham um papel importante na defesa contra a penetração fúngica 

(MYSORE & RUY, 2004). 

Os mecanismos de defesa induzível são o segundo obstáculo enfrentado pelo 

patógeno ao tentar invadir a planta; a infecção por fitopatógenos frequentemente 

conduz a uma resposta de defesa da planta por meio de mecanismos de eficiência 

variável (PASCHOLATI & LEITE, 1995). Um dos mecanismos mais eficientes, no que 

diz respeito à resistência da planta, é a reação de hipersensibilidade (Hypersensitive 

Response- HR), em que há a produção de compostos antimicrobianos (fitoalexinas e 

enzimas hidrolíticas), e a indução de proteínas relacionadas à patogênese 

(Pathogenesis Related ou PR) produzidas em resposta a estresses físicos, químicos 

ou biológicos. 

A resistência é determinada por esta combinação de mecanismos de defesa 

constitutivos e induzível que envolve um grande número de proteínas e outras 

moléculas orgânicas produzidas antes e/ou durante o ataque do patógeno 

(FERREIRA at al. 2007). São estes vários mecanismos que fazem da doença uma 



20 

 

exceção e não a regra (REIGNAULT & SANCHOLLE, 2005).  

 

1.4 Interação planta-patógeno 

 

A interação entre a planta e o patógeno pode ser dividida em interação 

compatível, quando o patógeno é capaz de provocar a doença e interação 

incompatível quando o patógeno não consegue se estabelecer na planta em virtude 

da mesma ser resistente (CORDEIRO & SÁ, 1999). 

Do ponto de vista molecular os patógenos são classificados em: virulentos e 

avirulentos. Os virulentos não possuem o gene avr, cujo produto gênico é 

reconhecido por uma proteína de resistência (R) da planta. Com isso, o patógeno 

consegue provocar a doença. Já os avirulentos possuem o gene avr, sendo assim 

reconhecido por uma proteína de resistência (R) da planta. Na teoria gene-a-gene 

propostas por Flor (1971): para cada gene que condiciona uma reação de resistência 

R no hospedeiro existe um gene complementar no patógeno que condiciona 

avirulência (Avr). Dessa forma, proteínas R específicas da planta interagem com 

proteínas específicas de avirulência (Avr) do patógeno para causar resistência 

(Figura 3). Os genes Avr são assim chamados, em virtude de causarem avirulência 

na presença de genes R (BENT & MACKEY, 2007). 

Com isso, a diferença básica entre interação compatível e incompatível está 

relacionada à presença ou à ausência de um gene de resistência (R) na planta e de 

um gene de avirulência (avr) no patógeno (BORÉM & MIRANDA, 2009; CORDEIRO 

& SÁ, 1999). 

O reconhecimento de proteínas de avirulência Avr, denominado elicitor, por 

proteínas R, dispara vias de transdução de sinais, levando a ativação de um 

elaborado mecanismo de resistência com respostas locais e sistêmicas. Havendo o 

reconhecimento específico pela planta, uma resposta rápida e forte é desencadeado 

no local da infecção. Essa resposta é denominada de reação de hipersensibilidade 

(HR) e é característica das interações incompatíveis (ELVIRA et al., 2008). 

A HR é caracterizada pela rápida morte programada das células no local da 

infecção. Inicialmente, tem-se uma lesão denominada clorose localizada, que após 

24 horas de infecção, progride para uma lesão necrótica. Esta por sua vez atua 

contra patógenos biotróficos, restringindo o acesso à água e a nutrientes, podendo 

ser ativada pelo ácido salicílico. A HR também está associada com um conjunto 
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integrado de alterações metabólicas que tem papel importante na medida em que 

impede a entrada de outros patógenos e limita as infecções subsequentes. A 

ativação de diversas vias de transdução de sinais resulta na expressão de vários 

genes de defesa (GLAZEBROOK, 2005; LEE; LEON; RASKIN, 1995; DURRANT; 

DONG, 2004; VAN LOON & VAN STRIEN, 1999; ELVIRA et al., 2008). 

 

 

 

 

 

 

A transdução de sinais ocorre por uma complexa rede mediada, 

principalmente, por três moléculas sinalizadoras, ácido salicílico, etileno e o ácido 

jasmônico (CLARKE et al., 2000; TON et al., 2002; NIMCHUK et al., 2003;), sendo o 

AS a principal molécula sinalizadora, em virtude de ser capaz de inibir a enzima 

catalase, responsável pela conversão do peróxido de hidrogênio (H2O2) em H2O + 

O2. Dessa forma ocorre um acúmulo desse composto. Este processo, de transdução 

de sinais, tem início pela alteração no fluxo de íons através da membrana plasmática 

seguido por um acúmulo de espécies reativas de oxigênio (reactive oxygen species - 

ROS) tal como radicais superóxidos (O2
-) e peróxidos de hidrogênio (H2O2). Estas 

Figura 3: Modelo gene-a-gene da interação planta-patógeno, segundo a teoria 

proposta por Flor (1955). Fonte: Buchanan et al. (2000). 

 

 

 



22 

 

espécies reativas de oxigênio interagem com o óxido nítrico podendo provocar a 

morte celular no sítio de infecção (McDOWELL & DANGL, 2000). 

Após a HR a planta apresenta um aumento da resistência em locais distantes 

da infecção e proteção contra uma grande variedade de espécies de patógenos. O 

fenômeno, chamado de resistência sistêmica adquirida (Systemic Acquired 

Resistance – SAR) desenvolve-se após um período de vários dias depois da 

infecção inicial (RYALS, 1996). Ao nível molecular, a SAR se caracteriza pelo 

aumento na expressão de um grande número de proteínas PRs. Essas proteínas 

apresentam atividade antimicrobiana (VAN LOON & VAN STRIEN, 1999) e ainda não 

se conhece a função de todas elas, mas acredita-se que a SAR é resultado de um 

efeito conjunto de várias proteínas PRs cuja expressão é disparada pelo aumento da 

concentração de ácido salicílico (STICHER et al., 1997; DURRANT & DONG, 2004).  

 

 

1.5 Proteínas PRs 

 

As proteínas PRs são proteínas de defesa de plantas que são induzidas após 

infecções por agentes patogênicos e/ou estresse abiótico. Foram detectadas pela 

primeira vez no início da década de 70 em folhas de tabaco (Nicotiana tabacum) 

infectadas com o vírus do mosaico (TMV) (VAN LOON; VAN KAMMEN, 1970). Elas 

oferecem resistência local e sistêmica em resposta a patógenos, após o 

reconhecimento dos elicitores por receptores da planta (DIXON & HARRISON, 1990; 

VAN LOON et al. 1994; GUZZO, 2003). 

As proteínas PRs apresentam propriedades bioquímicas específicas, que as 

diferencia das demais proteínas. Elas apresentam baixo peso molecular (6-43 kDa), 

são estáveis e de fácil extração em pH baixo (< 3), termoestável e altamente 

resistente a proteases (enzimas que decompõem proteínas). Tais características são 

importantes na funcionalidade dessas proteínas, já que estando presente no fluído 

intercelular, estão sujeitas a condições de baixo pH e à ação de enzimas 

proteolíticas, durante a patogênese, como resultado do colapso de células 

hospedeiras e extravasamento do conteúdo dos vacúolos. Muitas dessas proteínas  

apresentam tanto isoformas ácidas quanto básicas, geralmente localizadas no 

apoplasto e no vacúolo, respectivamente. Essas proteínas são localizadas, em sua 

maioria, no vacúolo e no apoplasto, sendo o último principal sítio de sua 
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acumulação. Desde sua descoberta, as proteínas PRs têm sido identificadas em 

diversas espécies de plantas mono- e dicotiledôneas (VAN LOON & VAN STRIEN, 

1999; VAN LOON, 1999; VAN LOON et al., 2006; EDREVA, 2005).  

Baseada na sua estrutura primária, relações imunológicas e propriedades 

enzimáticas, as proteínas PRs são agrupadas em 17 famílias (Tabela 1), numeradas 

na ordem em que foram descobertas, apresentando as mais diferentes formas e 

funções (GORJANOVIC, 2009). Um membro padrão é escolhido e as famílias são 

definidas com base em propriedades bioquímicas e biológicas comuns (VAN LOON 

et al., 2006). Dentro de cada família existem várias classes compostas de diferentes 

isoformas. 

O termo proteína PR abrange um grande número de proteínas com diferentes 

atividades bioquímicas e enzimáticas, tais como: glucanases (PR-2), quitinases (PR-

3, -4, -8, e -11) que podem atuar contra fungos e bactérias; proteinase (PR-6) que 

podem atuar contra nematódeos e insetos herbívoros; endoproteinases (PR-7) que 

podem auxiliar na dissolução da parede microbiana; peroxidases (PR-9) atua no 

espessamento da parede celular. Pequenas proteínas como defensinas (PR-12), 

tioninas (PR-13) e proteínas de transportadora de lipídios (PR-14) exibem atividade 

antifúngica e antibacteriana, exercendo seu efeito ao nível da membrana plasmática 

do microrganismo alvo (HOFFMANN-SOMMERGRUBER, 2002; VAN LOON & VAN 

STRIEN, 1999; VAN LOON, 1999; VAN LOON et al., 2006; ELVIRA et al., 2008; 

EDREVA, 2005). De todas as proteínas PRs já descritas, a proteína PR-1 até hoje 

continua um mistério. O mecanismo de ação que resulta em suas propriedades 

antifúngicas permanece desconhecido. 

As proteínas PR-15, PR-16 são típicas de monocotiledôneas e inclui famílias 

de proteínas oxidase e ―oxalato-oxidase-like‖ com atividade de superóxido 

desmutase, respectivamente. A proteína PR-17 contém sequência semelhante ao 

sítio ativo das zinco-metaloproteinase, no entanto tem permanecido sem 

caracterização (VAN LOON, 2006). Em virtude de sua importância na resistência do 

hospedeiro contra patógenos, as proteínas PRs vêm sendo cada vez mais estudas. 

Sabe-se que a maioria dessas proteínas apresenta atividades antifúngicas. 
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1.6 Proteínas transportadoras de lipídeos 

 

Em plantas, as proteínas transportadoras de lipídeos (Lipid Transfer Proteins 

– LTPs) são peptídeos antimicrobianos, membro da família de proteínas 

relacionadas à patogênese (PR-14). São proteínas pequenas, básicas (ponto 

isoelétrico 8–10) e abundantes (4% do total de proteínas solúveis) em plantas 

superiores, são codificadas por uma pequena família multigênica em diversas 

espécies de plantas. Inicialmente foram caracterizadas pela sua habilidade em 

transferir moléculas de lipídeos entre membranas e vesículas artificiais in vitro 

Tabela 1: Classificação das proteínas PRs, de acordo com suas propriedades e mecanismo 

de ação. 

Fonte:Van Loon et al., 2006. 
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(Figura 4) (KIRUBAKARAN, 2008; CARVALHO & GOMES, 2007; KADER, 1996). 

 

 

 

           

 

 

 

 

Esta habilidade em transferir lipídeos, in vitro, acabou por sugerir um papel 

citoplasmático para estas proteínas na biogênese de membranas e regulação do 

pool de ácidos graxos intracelulares (KADER et al, 1984). Porém, a maioria das 

LTPs  identificadas apresentam um peptídeo sinal (BROEKAERT et al, 1992) e está 

localizada extracelularmente ou associada com a parede celular (THOMA et al, 1994; 

CARVALHO et al., 2004). Com isso, o papel intracelular proposto para essas 

proteínas se tornou inviável. Sendo assim, foi sugerido que elas estivessem 

envolvidas em outras funções como biossíntese de cutina e cera através de sua 

habilidade de carrear cadeias acil ou monômeros de cutina (HOLLENBACH et al., 

1997; WANG et al., 2008), em papel de defesa contra patógenos fúngicos e 

bacterianos (GARCIA-OLMEDO et al., 1995, JUNG et al., 2005) e no controle de 

condições de estresse abiótico ocasionado por temperatura ou seca (LARSEN & 

WINTHER, 2001;WANG et al., 2009). 

LTPs já foram identificadas em várias espécies de plantas incluindo cevada 

(Hurdeum vulgare) (MOLINA et al., 1993), videira (GIRAULT et al., 2008), trigo (SUN 

et al., 2008), Arabidopsis thaliana e espinafre (Spinacia oleracea) (SEGURA et 

Figura 4: Modelo proposto para LTPs trocarem lipídios entre membranas. 1 proteína 

transportadora de lipídeo capaz de formar complexos reversíveis em fosfolipídeos; 2 e 3 

permitindo a troca dos fosfolipídeos ligados entre membranas. Adaptada de Kader (1997). 
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al.,1993), cebola (CAMMUE et al.,1995), pimentão (Capsicum annum) (DIZ et al., 

2011), Leonurus japonicus Houtt (YANG et al.,2008), Café (Coffea canephora Pierre) 

(ZOTTICH et al., 2011). 

 

1. 7 Classificação das LTPs 

 

As LTPs apresentam peso molecular variando de 7 a 10 kDa, contendo de 70 

a 95 resíduos de aminoácidos, além de serem ricas em cisteínas (8 resíduos). Essas 

proteínas já foram identificadas em diversos tecidos de muitas espécies de mono e 

dicotiledôneas. Estão subdivididas em duas famílias de acordo com a massa 

molecular, LTP1 (9 a 10 kDa) e LTP2 (7 kDa) (SELS, 2008; DIZ et al., 2006; 

DOULIEZ et al., 2000).  

As LTPs1 possuem de 90 a 95 resíduos de aminoácidos, com massa 

molecular de 9 a 10 kDa. Essas proteínas são ricas em glicina, prolina, alanina e 

serina, com um baixo número de resíduos aromáticos (KADER, 1996; DOULIEZ et 

al., 2000, CARVALHO & GOMES, 2007). Apresentam uma estrutura compacta com 

quatro alfa-hélice conectadas ―loops‖ e um segmento C-terminal composto por uma 

cavidade hidrofóbica, a qual acomoda diferentes ligantes hidrofóbicos (KADER, 

1996; DOULIEZ et al., 2000; RAMIREZ-MEDELES et al., 2003, ZAMAN & ABBASI, 

2009). 

As LTPs2 possuem aproximadamente 70 resíduos de aminoácidos, com 

massa molecular de 7 kDa e tem sido pouco isolada e caracterizada em plantas. Sua 

estrutura tridimensional é estabilizada por pontes dissulfeto, como nas LTPs1, sendo 

que existe uma diferença quanto à organização dos ―motifs‖ de CxC (SAMUEL, 

2002). 

Essas proteínas compartilham algumas características em comum, são 

peptídeos pequenos, básicos, com ponto isoelétrico entre 8.8 e 10,0, apresentam 

peptídeo sinal na região N-terminal e possuem oito resíduos de cisteínas em 

posições conservadas. As cisteínas são responsáveis pela formação de quatro 

pontes dissulfeto, dando estabilidade a proteína e a formação de uma cavidade 

hidrofóbica (KADER, 1996; PADOVAN et al., 2010, DIZ et al., 2011). Essas são 

características conservadas na maioria das LTPs já descritas, embora já tenham sido 

identificadas LTPs que apresentam algumas particularidades como, por exemplo, em 

A. thaliana foram identificadas três LTPs ácidas (ARONDEL et al., 2000). Em frutos 
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de Capsicum chinense durante o processo de amadurecimento, foi identificado a 

expressão LTP com características típicas desta classe de proteínas, mas que diferia 

das LTPs até então descritas pela presença de 137 resíduos de aminoácidos e um 

ponto isoelétrico de 7,5 (LIU et al., 2006). 

 

1.8 Atividade biológica das LTPs 

 

Baseado nas propriedades in vitro em transferir lipídeos ligados a cadeia acil, 

as LTPs estão envolvidas em vários funções celulares como: biogênese da 

membrana, formação de cutina, embriogênese, defesa contra fitopatógenos, 

simbiose, adaptação da planta a várias condições ambientais e sinalização da planta 

(CHEN et al., 2011). 

O papel de defesa das LTPs tem sido reforçado em virtude da identificação de 

que essas proteínas ligam-se a um receptor (elicitina) na planta envolvido no 

controle de resposta de defesa, postulando que as LTPs também podem estar 

envolvidas na sinalização de vias que levam a uma reação de hipersensibilidade 

(BUHOT et al., 2001). Em A. thaliana foi identificado um gene LTP ―like‖ que está 

envolvido na produção e transmissão de sinais móveis na SAR (MALDONADO et al., 

2002; LASCOMBE et al., 2008). 

Da semente de feijão (Phaseolus mungo) foi isolada uma LTP, que 

apresentou atividade antifúngica contra F. solani, F. oxysporum, Pythium 

aphanidermatum e Sclerotium rolfsii e atividade antibacteriana contra Staphylococus 

aureus, porém não teve nenhum efeito sobre Salmonella typhimurium. Além da 

atividade antimicrobiana, foi identificada a capacidade de transferência de lipídeos, 

dessa proteína, similar às LTPs de milho e de trigo (WANG et al., 2004). 

A LTP Ha-AP10, isolada de semente de girassol (Helianthus annuus) após 

indução por estresse durante a germinação, apresentou forte atividade 

antimicrobiana contra fungos modelos, como F. solani, contudo quando testada 

contra o fungo Alternaria alternata, um dos maiores causadores de doença no 

girassol, a mesma apresentou uma baixa inibição. A proteína isolada apresentou 

atividade antimicrobiana contra A. alternata apenas quando testada em altas 

concentrações (200 µg/ml). Quando testada em concentrações menores, as quais 

são freqüentemente usadas para outros peptídeos antimicrobianos que participam da 

resposta de defesa, não observou-se efeito inibitório nesse fungo (BROEKAERT et 
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al., 1997). Esta observação pôs em questão a função de Ha-AP10 como proteína de 

defesa e sugeriu uma função relacionada à mobilização de lipídeos de reserva 

(GONORAZKY et al., 2005). 

Em um trabalho com uma LTP isolada de semente de L. japonicus Houtt 

(LjAMP2), a mesma apresentou atividade inibitória contra vários fungos e bactérias, 

mas outros patógenos testados não sofreram qualquer inibição; como Agrobacterium 

radiobacter e a Escherichia coli (YANG et al., 2006). A Ace-AMP é uma potente LTP 

de semente de cebola que inibiu cerca de 12 fungos testados e algumas bactérias 

gram positivas, entretanto, quando testada com bactérias gram negativas, não houve 

qualquer inibição (CAMMUE et al., 1995). As LTPs, em geral, podem causar inibição 

para alguns patógenos, mas não para outros. A capacidade de inibição dessas 

proteínas está intimamente relacionada à interação delas com receptores de 

patógenos que vão determinar a ocorrência ou não da atividade inibitória. 

A partir do momento em que foi descoberto que as LTPs eram peptídeos com 

capacidade de inibir fitopatógenos, tem-se especulado se este efeito poderia resultar 

da interação da LTP com membranas biológicas, levando à possível permeabilização 

da membrana devido à perda da integridade da mesma. Regente et al. (2005) 

isolaram uma proteína que apresentou homologia com LTPs de plantas (HaAP10) e 

que mostrou capacidade de permeabilização da membrana do fungo F. solani. Esta 

ação pôde ser detectada pelo uso do corante de ácido nucleico SYTOX green, que 

penetra em membranas celulares comprometidas. 

Cruz et al. (2010), a partir de sementes de pimenta isolaram uma sequência 

parcial de um peptídeo que possui identidade com LTP, sendo o mesmo eficiente 

contra fungos (F. oxysporum, Colletotrium lindemunthianum) e leveduras 

(Saccharomyces cerevisiae, Pichia membranifaciens, Candida tropicalis, C. 

albicans). Utilizando SYTOX green foi possível verificar que a membrana dos 

patógenos testados foi comprometida quando em contato com a proteína. Esse 

resultado assim como o de Regente et al. (2005) sugere que a membrana dos 

patógenos pode ser o alvo potencial dessas LTPs. 

 Estudos com LTPs de sementes de arroz mostraram que a presença de 

moléculas de esterol em elicitinas é uma etapa essencial para o reconhecimento do 

receptor na membrana para causar defesa da planta. Moléculas de esterol podem 

interagir com receptor de membrana da planta, induzir uma via de sinalização e 

promover a resposta de defesa em plantas para inibir agentes patogênicos (CHENG 
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et al. 2004). Com esse resultado é possível inferir que haja uma ligação das LTPs 

nas membranas e um possível papel na defesa de plantas. 

Na área da biologia molecular já foram identificadas algumas LTPs com 

potencial biotecnológico. Quando o gene ltp2 de Hordeum vulgare foi super-expresso 

em N. tabacum e A. thaliana ocorreu o aumento da tolerância para patógenos 

bacterianos (MOLINA & GARCIA-OLMEDO, 1997). Plantas transgênicas de A. 

thaliana, super-expressando uma CALTP1 de Capsicum annuum, também 

apresentaram resistência aumentada para Pseudomonas syringae pv. tomato e para 

o fungo Botrytis cinerea. Estas plantas transgênicas também apresentam altos níveis 

de tolerância para Cloreto de Sódio e estresses a seca (JUNG et al., 2005). 

 

1.9 Distribuição e localização das LTPs 

 

As LTPs geralmente apresentam uma sequência de peptídeo (peptídeo sinal) 

que direciona a proteína para via secretora, essas proteínas podem ser encontradas 

na parede celular e no espaço extracelular (KADER, 1996; CARVALHO & GOMES, 

2007). No limoeiro infectado com fungo, foi identificado uma LTP, denominada 

RlemLTP, com atividade antifúngica. Quando se verificou a localização da RlemLTP 

utilizando sonda marcada (GFP), a mesma encontrava-se nos cloroplastos, contudo 

ainda não foi elucidado o papel desta proteína nesta organela (NISHIMURA et al., 

2008). Outras proteínas com atividade antimicrobiana têm sido encontradas nos 

cloroplastos, tais como AP24 do tomate, que estão relacionadas a resistência 

sistêmica adquirida (JEUN & BUCHENAUER, 2001). 

 

 

1.10 LTP em pimenteira-do-reino 

 

Estudos realizados por de Souza et al. (2011) possibilitaram a identificação de  

87 seqüências de cDNAs diferencialmente expressas na pimenteira-do-reino em 

resposta à infecção pelo fungo F. solani f. sp. piperis. Dentre as seqüências de 

proteínas PRs, está a seqüência GW667507 registrada no GenBank do NCBI, que 

codifica para uma LTP, visto que de acordo com análises comparativas em bancos 

de dados apresentou alta identidade com LTPs de Populus tricocarpa 

(XP_002312129) e Ricinus communis (XP_002524256).  
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Esta seqüência foi denominada PnLTP e apresentou 479 pb constituindo uma 

seqüência de cDNA parcial, pois contem o códon de término, mas não o sinal de 

poliadenilação e a cauda poli-A na extremidade 3', assim como não apresenta o 

códon de inicio (ATG) na extremidade 5'. Sendo assim, estudos adicionais são 

necessários para a obtenção de sua seqüência de cDNA completa.  
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2. OBJETIVOS 

 

Objetivo geral: 

Isolar e caracterizar uma seqüência nucleotídica da PnLTP durante a 

interação entre a pimenteira-do-reino e o fungo F. solani f. sp. piperis. 

 

Objetivos específicos: 

Isolar a sequência completa de cDNA e genômica da PnLTP; 

Caracterizar as sequências obtidas, utilizando programas computacionais; 

Expressar a proteína PnLTP em sistema bacteriano. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 RNA total da raiz de pimenteira 

 

Neste trabalho foi utilizado uma amostra de RNA total das raízes de 

pimenteira-do-reino infectadas pelo F. solani f. sp. piperis, proveniente do trabalho 

realizado por de Souza et al. (2011), disponível no Laboratório de Biologia Molecular 

da UFPA. O RNA total foi extraído utilizando a metodologia descrita por Jones et al. 

(1985). 

 

3.2 Extração de DNA genômico de pimenteira 

 

Para obtenção da sequência genômica de PnLTP, o DNA genômico foi 

extraído de folhas de pimenta-do-reino utilizando o Purelink plant total DNA 

purification kit (Invitrogen, EUA), conforme orientações do fabricante. 

Inicialmente as folhas foram maceradas em nitrogênio líquido com o auxílio de 

cadinho e pistilo. O macerado foi transferido para um tubo (1,5mL) e adicionado 250 

µL de tampão de ressuspensão, 15µL de SDS 20% e 15µL de RNase (20mg/mL). 

Depois de homogeneizado, o extrato foi incubado a 65ºC durante 15 minutos e em 

seguida centrifugado a 19.940 g por 10 minutos. Ao sobrenadante foram adicionados 

100 µL de tampão de precipitação e a suspensão resultante foi incubada em gelo por 

5 minutos. Em seguida, o material foi centrifugado a 19.940 g por 10 minutos. Em um 

novo tubo (1,5mL) foram adicionados 250µL do sobrenadante e 375µL de tampão de 

ligação. Depois de homogeneizado, o material foi transferido para uma coluna e 

centrifugado a 10.174 g por 1 minuto. A coluna foi lavada duas vezes com 500µL de 

tampão de lavagem e centrifugada a 10.174 g por 1 minuto em cada lavagem. Uma 

centrifugação adicional a 10.174 g por 2 minutos foi realizada para retirar resquícios 

do tampão, a coluna foi transferida para um novo tubo (1,5mL). Neste novo tubo 

foram adicionados 100µL de tampão de eluição, pré aquecido a 65ºC, à coluna que 

foi incubada a temperatura ambiente por 5 minutos e a suspensão foi centrifugada a 

10.174 g por 2 minutos. Essa última etapa de eluição foi repetida uma vez. 
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3.3 Desenho dos iniciadores 

 

Para desenhar os iniciadores foi utilizado o programa Vector NTI (Invitrogen, 

EUA). A partir da seqüência parcial de PnLTP foram desenhados quatro iniciadores 

LTP-F1 e F2 e LTP-R1 e R2, para amplificar as extremidades 5' e 3'. Tendo 

identificada a seqüência completa de cDNA, foram desenhados iniciadores para 

confirmar a ORF (open-reading frame) da PnLTP: LTP-ORF-F1 e LTP-ORF-R1. 

Esses iniciadores também foram utilizados para obtenção da seqüência genômica de 

PnLTP, através da amplificação por PCR (Polymerase Chain Reaction). Para inserir a 

PnLTP no vetor de expressão, foram desenhados iniciadores contendo sítios para as 

enzimas de restrição NdeI e XhoI, baseados nos iniciadores da ORF, os quais foram 

denominados LTP-ORF-E-F1, LTP-ORF-E-R1, responsáveis pela amplificação da 

sequencia correspondente a proteína com peptídeo sinal e LTP-ORF-E-F2, LTP-

ORF-E-R1 responsáveis pela amplificação da sequencia correspondente a proteína 

sem peptídeo sinal, ou seja, proteína madura. 

 

3.4 Amplificação das extremidades 5’ e 3’ do cDNA da PnLTP 

 

As extremidades 5' e 3' do cDNA da PnLTP foram obtidas por meio de 

experimentos de RACE (Rapid Amplification of cDNAs Ends) utilizando-se o SMART 

RACE cDNA Amplification Kit (Clontech, EUA), de acordo com orientações do 

fabricante.  

Para a síntese da primeira fita de cDNA 5' RACE, alíquotas de 2,75µL (1 µg) 

de RNA total foram misturadas com 1µL de 5' – CDS primer A (10µM). A mistura foi 

incubada a 70ºC por 3 minutos em termociclador, sendo em seguida resfriada por 2 

minutos no gelo. Foram adicionados à mistura, 2µL de tampão First-Strand 5X, 1 µL 

de DTT (20 mM), 1 µL de dNTP Mix (10 mM), 0,25 µL de Inibidor de RNase (40 U/ 

µL), 1 µL de SMARTScribe Reverse Transcriptase (100U/µL) e 1 µL de SMARTer II A 

Oligo (10µM). A amostra foi incubada a 42ºC por 90 minutos, e em seguida diluída 

em 50 µL de tampão Tricina-EDTA.  

Para síntese da primeira fita de cDNA 3' RACE, alíquotas de 3,75µL (1 µg) de 

RNA total foram misturados com 1µL de 3'–CDS primer A (10µM). A mistura foi 

incubada a 70ºC por 3 minutos em termociclador, sendo em seguida resfriada por 2 

minutos no gelo. Foram adicionados a mistura, 2µL de tampão First-Strand 5X, 1 µL 
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de DTT (20 mM), 1 µL de dNTP Mix (10 mM), 0,25 µL de Inibidor de RNase (40 U/ 

µL), 1 µL de SMARTScribe Reverse Transcriptase (100 U/µL). A amostra foi incubada 

a 42ºC por 90 minutos e em seguida diluída em 50 µL de tampão Tricina-EDTA. Uma 

amostra contendo 1µL (100ng) de cada cDNA sintetizado (5' e 3' RACE) foi utilizada 

na PCR. 

Em tubos separados, foi realizada PCR primária tanto para obtenção da 

extremidade 5' quanto da 3', utilizando os seguintes reagentes comuns para ambas 

extremidades: 36µL de água, 5µL de tampão Advantage 2 PCR, 1µL de dNTP, 5µL 

de UPM (10µM) e 1μL 50 X Advantage 2 Polymerase Mix. Para a PCR primária da 

extremidade 5' foram adicionados 1µL do iniciador LTP-R1 (10µM) e 1µL do cDNA 5' 

RACE (100ng), e para a PCR primária da extremidade 3' foram adicionados 1µL do 

iniciador LTP-F1 (12µM) e 1µL do cDNA 3' RACE (100ng). Para amplificação do 

fragmento foi utilizado termociclador Veriti (Applied Biosystems) nas seguintes 

condições de temperatura e tempo: desnaturação inicial (94ºC - 30 segundos), 

desnaturação (95ºC - 30 segundos), anelamento (60ºC - 30 segundos) e extensão 

(72ºC - 3 minutos), com um total de 25 ciclos. Uma amostra contendo 5µL do produto 

da PCR primária foi utilizada como molde para a PCR secundária. 

Na PCR secundária foram adicionados 36µL de água, 5µL de tampão 

Advantage 2 PCR, 1μL de dNTP e 1μL (10µM) de Nested primer, em ambos os tubos 

de 5' e 3'. Para a extremidade 5' foi adicionado 1μL de iniciador LTP-R2 (10µM) e 

5μL do cDNA da PCR primária 5' e para a extremidade 3' foi adicionado 1 μL de 

iniciador LTP-F2 (10µM) e 5 μL do cDNA da PCR primária 3'. Na amplificação foram 

utilizadas as mesmas condições utilizadas na PCR primária.  

 

 

3.5 Amplificação de fragmentos correspondentes a ORF da PnLTP 

 

Após a obtenção do cDNA completo de PnLTP, foi desenhado um par de 

iniciadores (LTP-ORF-F1 e LTP-ORF-R1) flanqueando a sua ORF. A amplificação da 

ORF foi realizada através de ensaios de PCR que continham: 5µL de DNA (100ng), 

5µL de tampão 10X, 1,5µL de MgCl2 (50mM), 1µL de dNTPs (10mM), 1µL de cada 

iniciador LTP-ORF-F1 (10µM) e LTP-ORF-R1 (10µM), 0,5µL de Taq polimerase 

(5U/µL) e 35µL de água MiliQ. A amplificação foi realizada em termociclador Veriti 

(Applied Biosystems, EUA) nas seguintes condições: desnaturação inicial a 95ºC por 
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5 minutos, seguida de desnaturação a 95ºC por 30 segundos, anelamento a 60ºC 

por 30 segundos e extensão a 72ºC por 1 minuto (30 ciclos), e por último uma  

extensão final a 72ºC por 10 minutos. O mesmo par de iniciadores da ORF e o 

mesmo programa de PCR foram utilizados na amplificação da sequência genômica 

da PnLTP. 

 

3.6 Purificação dos fragmentos 

 

Os produtos obtidos na PCR foram purificados a partir do gel de agarose 

utilizando o ZymocleanTM Gel DNA Recovery Kit (Zymo Research, EUA), conforme 

recomendações do fabricante. Os fragmentos foram excisados do gel e transferidos 

para tubos (1,5mL), posteriormente foram adicionados 800µL de tampão de 

solubilização ADB, sendo em seguida incubado em banho-maria a 55º C até a 

dissolução completa da agarose. Em seguida, a solução foi adicionada em coluna de 

sílica, que retém o DNA, a qual foi lavada duas vezes com 200µL de tampão de 

lavagem. Por fim, foram adicionados 10µL de tampão de eluição, pré aquecido a 

55ºC, no centro da coluna, a qual foi incubada por 5 minutos a temperatura 

ambiente. Em seguida, a coluna foi centrifugada por 2 minutos a 10.174 g e o DNA 

foi coletado. 

 

 

3.7 Clonagem dos fragmentos 

 

Os fragmentos purificados foram inseridos no vetor pGEM-T Easy (Promega, 

EUA), conforme orientação do fabricante. Em um tubo (0,5mL), foram adicionados 

5μL de 2X Rapid Ligation Buffer, 1μL de pGEM-T Easy (50ng), 3μL (100ng) do 

produto purificado da PCR, 1μL de T4 DNA ligase (5U/ μL). O sistema de ligação foi 

incubado a 4ºC por 12 horas. 

A transformação foi realizada em E. coli (estirpe XL -1 blue, da Stratagene) 

através de eletroporação utilizando o Eletroporador 2510 (Eppendorf). As células 

competentes (50μL) e o sistema de ligação (1μL) foram transferidos para uma cubeta 

pré–resfriada e submetidos a uma voltagem de 1700 volts. Em seguida, foi 

adicionado 1mL de meio líquido Luria Bertani (LB) à cubeta para recuperar as células 

e a cultura foi incubada a 37ºC por uma hora, para crescimento. Por último, as 
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bactérias foram espalhadas em placa de Petri contendo meio LB ágar com 

antibióticos (50µg/mL de canamicina e 100µg/mL de ampicilina). Para identificação 

das bactérias recombinantes foi utilizado X-Gal (5-Bromo-4-cloro-3- indolil- β-D-

galactosídeo) e IPTG (isopropiltiogalactosídeo). 

As colônias brancas foram analisadas através de PCR, utilizando iniciadores 

específicos (M13 – F e M13 – R) para o vetor pGEM-T Easy, para confirmar se eram 

recombinantes, bem como verificar o tamanho do inserto. As colônias foram 

coletadas com palito esterilizado, que e em seguida adicionadas em 50µL de água 

destilada autoclavada. As células foram lisadas, colocando-se o tubo em água 

fervente (~100ºC) por 5 minutos, o qual foi posteriormente centrifugado a 10.174 g 

por 10 minutos.  

Para os ensaios de PCR foram utilizados 5µL de lisado bacteriano, 5µL de 

tampão 10X, 1,5µL de MgCl2 (50mM), 1µL de dNTPs (10mM), 1μL do iniciador M13-

F (10μM), 1μL do iniciador M13-R (10μM), 0.5μL de Taq polimerase (5U/μL) e 35μL 

de água MiliQ. A amplificação foi realizada no termociclador Veriti (Applied 

Biosystems) nas seguintes condições de temperatura e tempo: desnaturação inicial 

(95ºC por 5 minutos), desnaturação (95ºC - 30 segundos), anelamento (55ºC - 30 

segundos) e extensão (72ºC - 1 minuto), com um total de 30 ciclos. Para confirmar a 

amplificação do inserto, o produto da PCR foi analisado em gel de agarose corado 

com brometo de etídeo. 

 

3.8 Seqüenciamento 

 

O sequenciamento dos clones foi realizado em sequenciador automático ABI 

3130 (Applied Biosystems, EUA) utilizando o Kit Big Dye Terminator (Applied 

Biosystems, EUA) e os iniciadores M13 - F e M13 – R, específicos para o vetor de 

clonagem. 

 

3.9 Análises computacionais 

 

As seqüências obtidas foram analisadas através de programas 

computacionais e servidores on-line. Utilizamos a ferramenta BLAST (ALTSCHUL et 

al., 1990) disponível no endereço eletrônico www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi. As 

seqüências foram comparadas àquelas disponíveis nos bancos de dados de 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi
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seqüências nucleotídicas e de aminoácidos na busca por similaridade com 

seqüências já descritas. 

O alinhamento múltiplo entre as seqüências obtidas e seqüências depositadas 

nos bancos de dados foi realizado através do programa Clustal W (THOMPSON et 

al., 1994). 

As seqüências nucleotídicas foram traduzidas em seqüências de aminoácidos 

utilizando-se as ferramentas de bioinformática oferecidas pelo ORF finder – NCBI 

(www.ncbi.nih.gov/gorf/gorf.html). 

Buscas por domínios protéicos foram feitas com o auxílio de ferramentas 

como Pfam (www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/search.shtml) e Motifs 

(http://motif.genome.jp/), e a predição do peso molecular das proteínas foi realizada 

com a ferramenta oferecida no Expasy (www.expasy.org/tools/pi_tool.html). Para 

predição de peptídeos sinais e a localização do sítio de clivagem utilizamos o 

Programa SignalP 3.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/), predição da 

estrutura secundária utilizou-se o PSIPRED. A predição das pontes dissulfeto 

utilizando (DISULFIND; Ceroni et al., 2006). A predição da estrutura tridimensional de 

PnLTP foi realizada por um servidor SWISS-MODEL (http://swissmodel.expasy.org). 

 

 

3.10 Produção da proteína recombinante PnLTP  

 

Para a expressão, foram utilizados os iniciadores LTP-ORF-E-F1 e LTP-ORF-

E-R1 na amplificação da sequencia com peptídeo sinal, e LTP-ORF-E-F2 e LTP-

ORF-E-R1 na amplificação da sequencia correspondente a proteína madura. LTP-

ORF-E-F1 e LTP-ORF-E-F2 continham sítios para a enzima NdeI, enquanto LTP-

ORF-E-R1 continha sitio para XhoI. Estes iniciadores foram utilizados em uma PCR 

a partir do clone contendo a ORF da PnLTP. 

O Vetor utilizado para a expressão foi o pET–29 (a) (Novagen, EUA), que 

possui vários elementos importantes para o controle da transcrição gênica como o 

gene lac I que codifica a proteína repressora que se liga ao operador lac e o 

promotor de transcrição T7 é específico para T7 RNA polimerase (e não para a RNA 

polimerase de bactéria). O controle do sistema de expressão pET é feito através do 

promotor e operador lac que controla a expressão tanto da T7 RNA polimerase como 

do gene de interesse clonado no vetor de expressão. 

http://www.ncbi.nih.gov/gorf/gorf.html
http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/search.shtml
http://motif.genome.jp/
http://www.expasy.org/tools/pi_tool.html
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
http://swissmodel.expasy.org/
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O produto da PCR foi purificado, e em seguida foi feita a digestão deste 

fragmento e do vetor, em sistemas separados, com a enzima NdeI. Após a 

purificação dos materiais digeridos, procedeu-se a digestão com a enzima XhoI. Por 

último, os materiais digeridos foram purificados a partir de gel de agarose, como 

descrito anteriormente.  

Após a purificação do inserto e do vetor, procedeu-se a ligação dos mesmos 

com a enzima T4 ligase (Biolabs, UK). Em seguida, procedeu-se a transformação 

por eletroporação de células competentes TOPO10 (Invitrogen, USA). A confirmação 

do inserto foi feita através de PCR, verificando a amplificação do fragmento do 

tamanho esperado em gel de agarose. 

Para a expressão, a construção pET-29a-PnLTP foi introduzida na bactéria E. 

coli (estirpe BL21DE3 Rosetta) através de eletroporação, sendo uma colônia 

recombinante inoculada em 5mL de meio LB contendo os antibióticos canamicina 

  

Figura 5: Mapa do vetor de expressão pET29a (Novagen, USA).  
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(30µg/ml) e cloranfenicol (34µg/ml) e cultivada à 37ºC sob agitação de 180 rpm 

durante 16 horas. Em seguida, 1 mL da cultura  foi diluído em 100 mL de meio LB, 

também contendo os mesmos antibióticos, e cultivada a 37ºC sob agitação de 180 

rpm até atingir a OD600 entre 0.7 e 0.8, o que requereu cerca de 4 horas. Então, foi 

adicionado IPTG na concentração final de 0,4 mM para indução da expressão. A 

cultura permaneceu a 37ºC sob agitação de 180 rpm por até 4 horas, da qual  foram 

coletadas alíquotas de 1mL a cada 1 hora de incubação. O mesmo procedimento foi 

feito com a cultura não induzida com IPTG, a qual foi utilizada como controle 

negativo. Por último, as células foram centrifugadas por 20 minutos a 2.500 rpm, o 

sedimento foi lavado com 10mM de Tris-HCl e congelado a -20ºC. 

Para a obtenção dos extratos protéicos totais das células bacterianas, os 

sedimentos foram ressupendidos em PBS (Phosphate Buffered Saline), seguida de 

centrifugação a 14.000 rpm por 20 minutos e coleta do sobrenadante. Por último, os 

extratos protéicos das culturas induzidas e não induzidas foram analisados por 

experimentos de SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulphate–Polyacrilamide Gel 

Electrophoresis), de acordo com metodologia descrita por Laemmli (1970). 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Obtenção do cDNA completo de PnLTP 

 

O cDNA completo da PnLTP isolado utilizando-se experimentos de RACE 

apresentou 621 pb, com o códon de início ATG localizado na posição 33 nt e códon 

de termino TGA na posição 383 nt. Esse cDNA contém 32 pb na 5' UTR e 235 pb na 

3', na qual foi identificado o sinal de poliadenilação TAATAA na posição 558 nt (dados 

não mostrados). Sua ORF de 354 pb codifica uma proteína deduzida de 117 

aminoácidos (Figura 6), a qual foi comparada a sequências depositadas no banco de 

dados do NCBI. Após análise comparativa da sequência utilizando o programa Blastx 

do NCBI foi possível identificar sequências com alta identidade com a PnLTP (Tabela 

2).  

 

 

 

 

 

 

      

 

 

Tabela 2: Análise comparativa da sequência da PnLTP com sequências 

depositadas no GenBank do NCBI. 

 

Figura 6: Sequência de aminoácidos deduzida da PnLTP. 
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4.2 Obtenção da sequência genômica da PnLTP 

 

A amplificação da sequência genômica correspondente a ORF da PnLTP 

gerou um fragmento de 354 pb, que quando alinhado a sequência de cDNA revelou 

a ausência de introns na sequência codificante do gene PnLTP (dados não 

mostrados). Este resultado é similar a outros dados relatados na literatura, como em 

genes de LTPs de A. thaliana e arroz que também não apresentam introns 

(BOUTROT et al., 2008). 

 

 

4.3 Análise da sequência de aminoácidos da PnLTP 

 

De acordo com as análises computacionais a PnLTP é constituída por 117 

resíduos de aminoácidos, com massa molecular e ponto isoelétrico preditos de  

12.59 kDa e 8.68, respectivamente. Na extremidade amino-terminal foi identificado 

um potencial peptídeo sinal de 25 resíduos de aminoácidos 

(MDTKSVRFFFLFGLLAVLVVGSVDG). Desta forma, a PnLTP madura apresenta 92 

aminoácidos e uma massa molecular de 9.89 kDa.  

O alinhamento entre a PnLTP e as sequências do GenBank que 

apresentaram alta identidade com a mesma que contam na Tabela 2 mostrou a 

presença de aminoácidos conservados, entre eles, os oito resíduos de cisteína. Na 

Figura 7, consta o peptídeo sinal presente em todas as sequências analisadas, 

assim como as cisteínas conservadas. 
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A presença de peptídeo sinal é uma característica das LTPs, em virtude 

dessas proteínas estarem relacionadas à via secretora (ABROEKAERT et al, 1992, 

KADER, 1996). As cisteínas estão conservadas (C-Xn-C-XnCC-Xn-CXC-CXn-C – 8- 

motivos de Cisteína, o X representa aminoácido), sendo esta distribuição  

característica das LTPs (KADER, 1996; BOUTROT et al., 2008). 

As cisteínas conservadas interagem dando origem a quatro pontes dissulfeto 

tornando a proteína mais resistente a variação de temperatura e a ação de enzimas 

proteolíticas (CERONI et al., 2006). Na Figura 8 é mostrada a predição das pontes 

dissulfeto para a PnLTP. 

A partir destas características identificadas na PnLTP é possível enquadrá-la 

como uma LTP do tipo1, em virtude do número de aminoácidos, da massa molecular 

e da distribuição das cisteínas (CARVALHO & GOMES, 2007).  

 

 

 

 

 

Figura 7: Alinhamento da PnLTP com sequências de LTPs do GenBank. Em preto o peptídeo 

sinal enquanto as setas indicam os resíduos de cisteínas conservados. 
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As análises computacionais mostraram também que a PnLTP apresenta o 

domínio conservado AAI_LTSS (Alpha-Amylase Inhibitors (AAI), Lipid Transfer (LT) 

and Seed Storage (SS) (Figura 9), sendo esse domínio característico de uma família 

de plantas superiores que inclui: inibidores α-amilase, proteínas transportadora de 

lipídeos e proteínas de armazenamento da semente. Proteínas dessa família são 

conhecidas por desempenhar um papel importante na defesa da planta contra 

insetos e patógenos; transporte lipídico entre as membranas intracelulares e 

armazenamento de nutrientes (MARCHLER-BAUER et al., 2011). 

Após a predição da estrutura secundária, utilizando o programa PSIPRED , 

foram identificadas uma alfa-hélice no peptídeo sinal e cinco alfa-hélices na proteína 

madura (Figura 9). Essas alfa-hélices podem auxiliar na conformação da cavidade 

hidrofóbica da proteína. Esses dados estão de acordo com os encontrados na 

literatura (KADER, 1996; DOULIEZ et al., 2000; RAMIREZ-MEDELES et al., 2003, 

ZAMAN & ABBASI, 2009)  

 

 

 

 

 

Figura 8: Predição das pontes dissulfeto na sequência da PnLTP. 

Figura 9: Sequência de aminoácidos da PnLTP, com a identificação das cisteínas, peptídeo sinal 

e domínio conservado e a estrutura secundária com a identificação das alfa-hélices. 
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A predição da estrutura tridimensional da PnLTP foi realizada através de 

modelagem por homologia, utilizando o servidor SWISS-MODEL 

(http://swissmodel.expasy.org). PnLTP apresentou 26% de identidade com a 

estrutura cristalográfica de A. thaliana DIR1 (código de acesso PDB 2RKN), proteína 

que está envolvida com a sinalização de longa distância e associada com a 

resistência sistêmica adquirida, possuindo cinco alfa-hélices e uma cavidade 

hidrofóbica (Figura 10) ( LASCOMBE et al., 2008). 

 

 

 

                       

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10: Estrutura tridimensional do DIR1 com a cavidade hidrofóbica e as cinco hélices 

(H1 a H5), de acordo com o relatado por Lascombe et al. (2008). 

 

http://swissmodel.expasy.org/
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4.4 Clonagem da PnLTP no vetor de expressão pET29a  

 

As sequências correspondentes as ORFs da PnLTP com e sem o peptídeo 

sinal foram inseridas no vetor de expressão pET-29a, gerando as construções 

pET29a-PnLTP1 e pET29a-PnLTP2, respectivamente. Na Figura 11 são mostrados 

os padrões de digestão destas duas construções com as enzimas NdeI e XhoI. 

Pode-se verificar que em ambos os casos houve a liberação de fragmentos com 

tamanhos esperados de acordo com a análise em gel de agarose.  

 

 

 

                                          

 

 

 

 

 

 

   4.5 Produção da proteína PnLTP em bactéria 

 

Para a expressão da proteína PnLTP foi utilizada a construção pET-29a-

PnLTP2, que corresponde a proteína madura. Após quatro horas de indução com 

IPTG a 0,4mM e a 37ºC, pode-se verificar a presença de uma banda de cerca de 10 

kDa no extrato protéico das bactérias submetidas a indução, a qual está ausente na 

amostra não induzida (Figura 12), o que indica tratar-se da proteína de interesse. 

Figura 11: Amostras de DNA das construções pET29a-PnLTP1 (1) e pET29a-

PnLTP2 (2) digeridas com as enzimas NdeI e XhoI analisadas em gel de agarose 

corado com brometo de etídeo.  M: marcador 1 kb plus DNA ladder.  

200-  
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400-  



46 

 

                      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

10- 

15- 

25- 

50- 

  M      1         2        3           4        5 

Figura 12: Extratos protéicos totais de bactérias contendo a construção pET29a-

PnLTP1 analisados por SDS–PAGE 15%. M: marcador de massa molecular de 

proteína (kDa); 1-4: bactérias induzidas por IPTG por 1, 2, 3 e 4 horas, 

respectivamente; 5- bactérias não induzidas por IPTG por 4 horas. A seta indica a 

banda correspondente a PnLTP recombinante. 

 



47 

 

5. CONCLUSÕES 

 

- Foi obtida a seqüência completa de cDNA da PnLTP, com 3' UTR de 32pb, ORF 

que codifica para uma proteína 117 aminoácidos e 5' UTR com 253pb; 

- A PnLTP apresenta alta identidade com LTPs de outras espécies vegetais; 

- Na seqüência de aminoácidos da PnLTP, foi identificada na região N-terminal uma 

seqüência de 25 aminoácidos, altamente hidrofóbica, possivelmente sendo um 

peptídeo sinal; 

- Foram identificadas as cisteínas conservadas presentes na PnLTP, assim como foi 

predita a formação das pontes de dissulfeto e a possível conformação desta proteína 

em 3D; 

- A proteína PnLTP na forma madura foi expressa em sistema bacteriano;  

- Todas essas informações obtidas a respeito da proteína PnLTP, são de grande 

importância, em virtude de se buscar conhecer de que maneira as plantas 

respondem a ataques por patógenos e de que forma essa proteína atual a nível 

molecular. 
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