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RESUMO

O capim-elefante é uma gramínea de alto desempenho, muito utilizada no pastejo

rotativo com enfoque na alimentação pecuária. Com diversas cultivares, uma que chama a

atenção é a BRS Capiaçu, que apresenta aumento na produção de matéria verde, resistência a

estresse hídrico e à seca, mas não a insetos-praga. Dentre os insetos-praga que assolam as

plantações de capim-elefante, pode-se destacar as cigarrinhas-das-pastagens, um agrupamento

que reúne diversas espécies de hemípteros. Esses animais se alimentam da seiva da forrageira

e liberam secreções salivares que impactam diretamente na produção de matéria verde,

causando a queda na produção de clorofila. A partir disso, é importante que se desenvolva um

capim-elefante capaz de resistir ao ataque desses insetos. Portanto, este trabalho teve como

objetivo o levantamento de possíveis proteínas inseticidas para o capim e o desenvolvimento

de um protocolo de indução de brotos de capim-elefante in vitro para transformação genética.

Para tal, foram trazidas amostras de capim-elefante para a retirada dos meristemas laterais

destes com intuito de induzi-los a gerar brotos. Antes da retirada dos meristemas, as estacas

foram cortadas nos entrenós e lavadas com água corrente e detergente, depois banhadas em

álcool 70% por dois minutos e então transferidas para solução de hipoclorito de sódio 2%. Por

fim, foram lavadas em água com PPM 0,1% para a remoção dos meristemas. Assim,

prepararam-se meios de cultura Murashige-Skoog (MS) com concentrações diferentes de

BAP, TDZ e 2,4-D para analisar o desenvolvimento dos meristemas em diferentes

concentrações. Os resultados indicaram que o melhor meio de cultura é aquele com 0,1 mg.L-1

de 2,4-D e 0,5 mg.L-1 de BAP (MIB2). Para a curva de seleção, foram testadas diferentes

concentrações de canamicina até 150 mg.L-1, mas as análises estatísticas apontaram a

concentração de 50 mg.L-1 como a melhor. Dessa forma, para testar as chances de

transformação, o trabalho prosseguiu com a co-cultura dos meristemas de capim com a

Agrobacterium, a qual continha o gene GFP para fluorescência. As bactérias cresceram por

dois dias em meio Luria Bertani (LB) e a amostra obteve 0,828 de absorbância. Os

meristemas foram cortados ao meio e deixados em contato com a Agrobacterium por 40

minutos. Posteriormente, foram lavados em água com 0,1% de PPM e então inoculados em

meio MIB2 sem canamicina. Três dias depois, esses meristemas foram transferidos para meio

MIB2 com 50 mg.L-1 de canamicina e foram trocados de placas sempre que havia indícios de

contaminação. Uma semana depois, as amostras foram observadas ao microscópio invertido e

foram constatados indícios de transformação em 14 dos 45 meristemas induzidos.
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ABSTRACT

Elephant grass is a forage used to feed the cattle. It has multiple cultivars and one of

them that calls attention is the BRS Capiaçu, which has high livestock production, hydrical

stress, and drought resistance however it does not show resistance to pest insects. Among the

insects that ravage elephant grass plantations, it is possible to highlight the spittlebug, an

amount of insects from Hemiptera order. Those animals feed on sap and release salivary

secretions which directly impact livestock production once it decreases the chlorophyll

production. Hence it is important to develop an elephant grass that shows resistance to

spittlebug. Therefore, this project aims to research insecticidal proteins and to develop an in

vitro elephant grass shoot induction protocol to genetic transformation. Thereunto, the grass

samples were brought to have their lateral meristems withdrawn and induced. The samples

were cut and cleaned using water and detergent. Then they were bathed in alcohol 70% for

two minutes and transferred to sodium hypochlorite 2% for 15 minutes. Finally they were

washed in water with PPM 0,1% so the meristems could be withdrawn. Thus we developed

Murashige-Skoog growth mediums with different concentrations of BAP, TDZ, and 2,4-D to

analyse the meristem development. The results appointed the best growth medium as the one

with 0,1 mg.L-1 of TDZ and 0,5 mg.L-1 of BAP (MIB2). For the selection curve we tested

different concentrations of kanamycin until 150 mg.L although the best concentration was 50

mg.L-1. Thereby in order to test the transformation we co-cultured the meristems with

Agrobacterium, which had the GFP gene for fluorescence. The bacteria grew for two days in

Luria Bertani growth medium and the sample had 0.828 of absorbance. The meristems were

cut in the middle and rested in contact with the Agrobacterium for 40 minutes. Posteriorly,

they were washed in water with 0.1% PPM and then inoculated in MIB2 with no Kanamycin.

Three days later those meristems were transferred to MIB2 with 50 mg.L-1 of Kanamycin and

the Petri dishes were swapped whenever there were signs of contamination. One week later

the samples were observed at the inverted microscope and the signs of transformation were

seen in 14 out of 45 induced meristems.

Keywords: Elephant grass. Spittlebug. Agrobacterium. Genetic transformation. Genetic

enhancement.
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1 INTRODUÇÃO

O capim-elefante [Cenchrus purpureus syn. Pennisetum purpureum (Schumach)

Morrone] é uma gramínea originária do continente africano, mais especificamente do

Zimbábue, de característica perene, classificada pelo hábito de crescimento cespitoso e pode

atingir uma média de cinco metros de altura - o que confere o nome popular (Araújo, 1972).

Ainda, há uma ampla diversidade de cultivares dessa e essa diversidade presente permite a

exploração de variabilidade dentro de sua própria espécie (Carvalho, 1985). Portanto, a

escolha da cultivar correta é de extrema importância, já que as utilizações e adaptações

diferem entre si.

Atualmente, já foram desenvolvidas algumas cultivares para aprimorar o desempenho

de tal no plantio, entretanto, como todas as plantações desenvolvidas in vivo, estas estão

suscetíveis ao ataque de insetos-praga (Pereira, 1992). Como exemplo de um inseto-praga que

causa impactos negativos no cultivo do capim-elefante, é possível citar a

cigarrinha-das-pastagens (Hemiptera: Cercopidae) (Auad, 2007).

A cigarrinha-das-pastagens é um grupo polifilético representativo da ordem Hemíptera,

classificada no filo Arthropoda, o qual se compõe por diversas espécies. Por conta da maneira

como esses insetos se alimentam, são relatadas quedas na produção do capim-elefante em

regiões detentoras de grande diversidade desse grupo animal (Auad et al., 2006). Dito isso,

fica claro que o que é denominado como cigarrinha-das-pastagens, na verdade não faz

referência ao nome popular de uma única espécie, mas sim de um aglomerado de espécies as

quais são chamadas popularmente pelo mesmo nome e, dentre essas espécies, pode-se citar

Deois flavopicta (Stal, 1854), Mahanarva spectabilis (Distant, 1909) e Zulia entreriana

(Berg, 1879), todas com ocorrência no Brasil.

Dentre os impactos que tais cigarrinhas podem causar na plantação, os mais comuns e

mais preocupantes são a restrição no crescimento da planta, a baixa na produção de matéria

verde, a redução da capacidade de suporte da forrageira e a impalatabilidade que pode-se

causar para com os animais que a consomem. Por conta disso, a produção de gado de corte e

gado de leite são impactadas diretamente, o que causa também queda na produção em

atividades dependentes da pecuária (Hewitt, 1985; Hewitt, 1988).

Portanto, é importante que se desenvolvam métodos para tornar as forrageiras, e dentre

elas o capim-elefante, resistentes à ação de possíveis insetos-praga que podem impactar na

produção agropecuária. Como sugestão de método, pode-se citar o desenvolvimento de

capim-elefante transgênico para potencializar essa resistência.
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Assim, faz-se necessário identificar possíveis proteínas de ação inseticida que possam

ser utilizadas para o controle de hemípteros, em especial as cigarrinhas-das-pastagens, e

desenvolver em laboratório a indução de brotos de capim-elefante para que a resistência

destes seja testada.

Dessa forma, o objetivo deste trabalho é oferecer uma revisão de genes com ação

inseticida para a utilização no controle de hemípteros e produzir um protocolo de

desenvolvimento de brotos meristemáticos de capim-elefante in vitro atrelado à transformação

genética via Agrobacterium para, posteriormente, promover a obtenção de um capim-elefante

tolerante à ação das cigarrinhas-das-pastagens.
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2 A TEORIA

2.1 REVISÃO DA LITERATURA

A espécie Cenchrus purpureus se configura como uma gramínea perene, com hábito de

crescimento cespitoso, podendo chegar a uma média de cinco metros de altura. Apresenta

folhas com cerca de 10 centímetros de largura e até um metro e meio de comprimento, com

coloração entre o verde claro e o verde escuro (Araújo, 1972). Atualmente, essa gramínea é

encontrada em todas as regiões brasileiras e é adaptada a altitudes que vão desde o nível do

mar até acima de 2 mil metros. Apresentam uma faixa de temperatura ótima entre 18 e 30°C

e, dependendo da cultivar, os indivíduos podem sobreviver a baixas temperaturas. Adaptam-se

a muitos tipos de solo, com exceção daqueles pouco drenados, e a ambientes quentes e

úmidos, por reproduzir principalmente na época de chuva (Carvalho et al., 1997). No entanto,

é capaz de passar por períodos de seca com baixa produção. Essa gramínea não tolera baixo

pH e alumínio no solo e propaga-se principalmente de modo vegetativo através dos colmos

(Pereira, 2008).

O capim-elefante é comumente usado como forrageira de alto desempenho com intuito

de potencializar a produção de pastejo rotativo focado na alimentação animal em sistemas de

produção de leite, ou seja, aquela pastagem que é capaz de ser bem produzida em solos com

baixa fertilidade, sem adubo e na seca (Machado et al., 2016). Além disso, essa gramínea

apresenta qualidade nutricional satisfatória, facilidade de multiplicação e resistência à seca, a

algumas pragas e a doenças (Faria, 1994).

Além de servir como alimentação animal, a biomassa do capim-elefante se mostra

promissora para o desenvolvimento de biocombustível, do tipo etanol celulósico (etanol 2G),

a partir dos açúcares produzidos pela planta (Flores, 2009). Essa gramínea também é usada na

produção de lenha ecológica, um modo de substituir a madeira por gramíneas em fornos. Essa

conclusão é fundada no fato do capim-elefante apresentar alta produtividade, uma vez que em

um hectare obtém-se entre 150 e 200 toneladas de massa fresca, considerando dois cortes

anuais (Santana et al., 2002).

Em relação às cultivares, a lista é extensa e elas se diferenciam por suas características

baseadas na constituição genética e no valor agronômico. As principais cultivares e suas

principais formas de utilização são:
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Tabela 1 – Relação entre cultivar de capim-elefante e suas possíveis utilizações

Cultivar Formas de utilização

Napier Formação de capineiras e pastagens.

Mineiro Formação de capineiras e pastagens.

Cameroon Pastejo rotativo, capineiras e pastagens.

Taiwan Corte ou pastejo.

Pioneiro Cobertura de falhas em pastagens,

capineiras.

Mott Formação de pastagens, forrageiras.

Paraíso Formação de capineiras e pastagens por

meio de sementes.

Roxo Botucatu Formação de matéria seca.

BRS Capiaçu Formação de silagem, biomassa energética.

Fonte: Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária (Embrapa).

Um dos cultivares de grande relevância é o BRS Capiaçu, um clone do capim-elefante,

com resultados que mostram o aumento da produtividade principalmente em suplementação

volumosa na forma de silagem ou picado verde e na produção de biomassa energética. Com

porte de cerca de 4,20 metros, possui alta produtividade e melhor valor nutritivo em relação a

outras cultivares de capim-elefante. Durante a seca, é uma opção atraente por ter um custo

menor em relação ao milho e à cana de açúcar para produção de matéria seca, possui boa

tolerância a estresses hídricos, mas não às cigarrinhas-das-pastagens (Hemiptera: Cercopidae),

principalmente quando mal manejada (Pereira, 2017).

Dessa forma, por estar exposta ao ambiente, é natural que essa forrageira sofra ataque

de pragas agrícolas, que prejudicam as plantações em grande escala. Entre as pragas agrícolas,

a mais comum é a cigarrinha-das-pastagens, quando se trata sobre capim-elefante. E apesar

dos avanços com melhoramento genético para outras características do capim-elefante e até
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algumas pragas, a resistência às cigarrinhas-das-pastagens ainda é um desafio (Auad et al.,

2007).

Em relação às cigarrinhas-das-pastagens, pode-se classificá-las como pertencentes à

ordem Hemiptera, uma ordem composta por mais de 25 mil espécies distribuídas em quatro

subordens, sendo três delas - Auchenorrhyncha, Heteroptera e Sternorrhyncha - com

ocorrência no Brasil, as quais possuem várias representantes de espécies que causam prejuízo

aos produtores brasileiros (Grazia et al., 2012). O nome “cigarrinha-das-pastagens” faz

referência a um grupo animal polifilético com Bauplan semelhante composto por diferentes

espécies que atacam plantas forrageiras, dentre as que causam mais impacto na agricultura

brasileira são Deois flavopicta (Stal, 1854), Mahanarva spectabilis (Distant, 1909) e Zulia

entreriana (Berg, 1879). Estes são classificados a partir das asas anteriores compostas por

uma base coriácea, enquanto que a extensão da asa tem característica membranosa (Bernardo

et al., 2003).

De acordo com Gallo et al. (2002), estes insetos põem ovos geralmente em abril, que

podem ficar em quiescência durante o período de seca e frio. Por volta de outubro, as ninfas

das cigarrinhas-das-pastagens começam a ser avistadas nas plantações, frequentemente

instaladas às raízes e na base da planta, onde conseguem consumir sua seiva. Por conta disso,

o aumento da temperatura do solo se mostra como um indicativo para a ocorrência das

primeiras ninfas. Ainda, é comum encontrar uma espécie de espuma onde as ninfas estão

aninhadas, o que confere a umidade necessária para a manutenção da vida desses insetos. As

ninfas tornam-se adultos no mês de novembro e o pico de indivíduos ocorre entre fevereiro e

março, podendo ocorrer três gerações até o mês de março.

Tanto as ninfas como os adultos deste inseto-praga se alimentam da seiva das plantas e,

durante a alimentação, injetam uma toxina salivar ainda não descrita que impacta

negativamente na síntese de clorofila. Essa interferência na síntese clorofílica resulta no

amarelamento foliar, na restrição do crescimento da forrageira e na queda de produção de

matéria verde (Hewitt, 1985; Hewitt, 1988). Além disso, o amarelecimento das folhas reduz a

qualidade nutricional da forrageira e altera sua palatabilidade, o que impacta diretamente na

capacidade de suporte desta (Souza et al., 2008).

É constatado que há baixa variabilidade genética quanto ao desempenho das forrageiras

em relação ao ataque das cigarrinhas-das-pastagens (Alvarenga et al., 2017). Via de regra,

grande parte das espécies de forrageiras utilizadas no Brasil apresenta fatores de antibiose

(impacto no desempenho do inseto), antixenose (não preferência de uma planta por parte do

inseto para alimentação, oviposição ou abrigo) e tolerância, podendo ser citado como exemplo
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o capim-gordura (Kost; Heil, 2005; War et al., 2012). Entretanto, a maior parte dessas

gramíneas enfrentam como obstáculo na resistência às cigarrinhas o fato desses insetos se

encontrarem em quantidades relativamente maiores - uma média de 16 adultos por planta, em

alguns casos - nas plantações (Cosenza et al. 1989).

Dito isso, fica esclarecido que a maior parte das forrageiras utilizadas na agropecuária

brasileira possibilita algum nível de sobrevivência de ninfas das cigarrinhas-das-pastagens, o

que é utilizado para definir a susceptibilidade das espécies (Auad et al., 2006). Baseado em

estudos com a espécie Mahanarva spectabilis - uma das representantes do grupo animal

chamado popularmente de cigarrinha-das-pastagens e encontrada em grande abrangência no

território brasileiro -, a resistência das diferentes espécies de forrageiras cultivadas no Brasil

respeita, de uma forma geral, a seguinte ordem crescente de resistência: Brachiaria ruziziensis

Germain & Evrard = Uruchloa decumbens Stapf < P. purpureum [capim-elefante (cv Roxo de

Botucatu < cv Pioneiro)] = Panicum maximum Jaqc < Cynodon dactylon (L.) Pers < U.

brizantha (Hochst. ex A.Rich) R.D.Webster cv Marandu (Lapointe et al., 1992; Valério et al.,

1997; Figueiredo et al., 2001; Cardona et al., 2004; Barros et al., 2021). Dessa maneira, por

mais que essas forrageiras tenham desenvolvido algumas estratégias com intuito de se

tornarem resistentes ao ataque de pragas agrícolas - por meio da produção de mais tricomas

nas folhas, substâncias repelentes e até mesmo engrossamento do tecido epitelial, por

exemplo - a obtenção de plantas geneticamente modificadas expressando proteínas de ação

inseticida deve ser considerada, uma vez que nenhuma espécie de forrageira apresenta

naturalmente alta resistência a várias espécies de cigarrinhas-das-pastagens (Kost; Heil, 2005;

War et al., 2012).

O melhoramento genético de forrageiras envolve diversos procedimentos que possuem

como objetivo alterar características específicas de interesse botânico e agronômico. No caso

do capim-elefante, como a maioria das forrageiras, seu melhoramento busca um melhor

desempenho na produtividade animal ou de biomassa energética e, por isso, envolve

complexas relações entre animal, ambiente e genótipo (Pereira et al., 2003).

Por mais que grande parte dos trabalhos voltados para o desenvolvimento de forrageiras

geneticamente modificadas sejam focados no combate de espécies representantes do grupo de

lepidópteros, há uma parcela voltada para a resistência de plantas para com espécies

hemípteras. Algumas proteínas de ação inseticida que vêm sendo utilizadas para controles de

insetos, sendo a proteína cry a mais conhecida. Esta proteína foi isolada da bactéria Bacillus

thuringiensis (Bt), uma bactéria Gram positiva que produz cristais proteicos com

características inseticidas específicas, e é amplamente utilizada na agricultura para controle de
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insetos mastigadores (lepidópteros e coleópteros) (Bravo et al., 2011). Esses cristais se

solubilizam no intestino dos insetos e, a partir de atividades metabólicas intrínsecas, os

cristais proteicos são degradados por enzimas e essas moléculas menores têm caráter tóxico

para os insetos, mas não apresentam perigo para mamíferos (Campanini et al., 2012).

Essa técnica é muito utilizada em milhos, chamados milhos Bt, e outros cereais

presentes na dieta humana, e pode ser estendida para o capim-elefante (Ikemura, 1985). Para

se obter tal efeito, deve-se introduzir genes cry (proteínas inseticidas cristalinas) encontrados

na bactéria Bt no embrião da planta estudada. Atualmente, já foram sequenciados diversos

genes do tipo Cry e ainda descobriu-se que cada gene cry n (CRY1, CRY2, CRY3,…)

funciona melhor quando se considera o inseto que assola a plantação, devido à via metabólica

deste. Além disso, os genes cry já foram recodificados para que expressem a proteína cry

(cristais proteicos) cem vezes mais em relação à produção na bactéria de origem (Gustafsson

et al., 2004). Dessa forma, o controle de pragas se torna muito mais eficiente sem se tornar um

problema para o consumidor da monocotiledônea, como é o caso dos cereais que já se

encontram em comercialização. Entretanto, há pouca informação sobre o uso de proteínas cry

no controle eficaz de hemípteros.

Em monocotiledôneas, a transformação genética via Agrobacterium possui desafios

como a dificuldade de identificar estirpes de bactérias que infectam estas plantas, devido à

resistência da própria planta à infecção. Entretanto, esse cenário vem se moldando a uma nova

realidade, considerando que as transformações de monocotiledôneas por Agrobacterium estão

atingindo resultados cada vez mais satisfatórios (Ishida et al., 1996). A forma mais comum de

transformação neste grupo é por biobalística, em que ocorre a transferência direta de genes em

uma célula, porém esse processo pode inserir um alto número de cópias do gene de interesse e

causar problemas de inserção e regulação destes (Handel et al. 1997). Além disso, este

método possui um custo alto e requer equipamentos apropriados, o que torna a técnica via

Agrobacterium e outras mais interessantes, mais acessíveis e mais utilizadas.

Em relação à resistência às cigarrinhas através de transgenia, é necessário antes

identificar o genótipo alvo que será introduzido em determinada variação de capim-elefante já

que algumas cultivares como Cameroon de Piracicaba, Pioneiro, Cuba 169, Santa Rita,

Mineiro Ipeaco, Mercker Comum de Pinda e CNPGL 96-27-3 são mais resistentes a esta

praga, seguindo o mecanismo de antibiose (Auad et al., 2006).

A partir disso, é necessário estudos precisos sobre quais cultivares melhor se

complementam ou, quando não é possível obter estes dados, o intercruzamento entre os

clones selecionados. Nesse caso, o método aplicado poderia ser a hibridação intraespecífica,
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que constitui uma das melhores estratégias para se obterem cultivares superiores, segundo

Hanna (1999).

Outra maneira de realizar a transgenia do capim-elefante seria a transformação via

Agrobacterium. Para isso, o gene de interesse deve ser estudado, escolhido e construído para

integração futura no espécime em questão. Nessa estratégia, um estudo molecular sobre o

genótipo da planta fonte do explante seria necessário, podendo se tornar mais trabalhoso que a

estratégia anterior em questão, mas mais específico quando realizado com eficiência

(Andrade, 2003).

Outra linha de pesquisa feita por Mi et al. (2016) utilizou a aglutinina de Galanthus

nivalis L. associada aos promotores CaMV 35S - que promove a expressão de moléculas de

caráter inseticida de genes externos por todos os tecidos vegetais - e ST-LS1 - expressados em

tecidos fotossintetizantes apenas -, sendo este com três linhagens transgênicas. O trabalho

constatou que o índice de mortalidade de hemípteros foi entre 20 e 53,3% (maior valor com o

promotor ST-LS1) logo nos cinco primeiros dias após a inoculação das linhagens

transgênicas. Ainda, a população de hemípteros crescia mais devagar nas plantas com gene

GNA se comparada às plantas controle. Ao fim do estudo, o número de indivíduos por planta

foi muito reduzido, chegando a 17 indivíduos em plantas tratadas pela linhagem de

promotores ST-LS1. Essa técnica é mais utilizada em pesquisas envolvendo arroz, tabaco,

algodão e batata, mas não em monocotiledôneas, como é o caso do capim-elefante (Rao et al.,

1998; Hilder et al., 1995; Foissac et al., 2000).

Para melhorar a base de recursos genéticos, são necessários sequenciamentos e notações

genômicas que permitam entender e identificar características responsáveis por determinadas

características. Em 2020, com os objetivos citados foram realizados trabalhos sobre o

aumento do potencial alimentar do capim Napier, que se deu com um estudo de quarenta e

cinco genótipos da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária (EMBRAPA) de cultivares

forrageiras. Os resultados revelaram diversas características, entre as mais relevantes está a

identificação de genótipos de alto desempenho que são candidatos para futuros estudos de

melhoramento da forragem com base na biomassa cumulativa e produção de energia (Habte

et. al, 2020).

2.2 BUSCA DAS POSSÍVEIS PROTEÍNAS

Para a pesquisa dos possíveis genes a serem utilizados nesta pesquisa, foram buscadas

as palavras-chave “hemiptera” e “insecticidal protein” no repositório de artigos científicos
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PubMed (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/), avaliando todos os materiais lá publicados entre

os anos de 2001 e 2020.

A pesquisa resultou em 663 artigos, sendo que 53 destes descreviam proteínas com

ação inseticida contra insetos da ordem Hemiptera. Dentro desses 53 artigos, foram listados

70 linhas de pesquisa diferentes, uma vez que alguns artigos apresentavam mais de uma

proteína a critério de comparação, ou então utilizavam a mesma proteína de maneiras

diferentes, o que resultava em resultados diferentes. A critério de organização, as proteínas

descritas foram tabeladas e divididas em cinco grandes grupos: originadas de animais, de

bactérias, de fungos, de plantas e produzidas em laboratório (Apêndice A). A partir disso, foi

possível traçar comparações entre uma proteína e outra, analisando fatores intrínsecos destas,

tais como o modo de ação da proteína e a taxa de mortalidade em uma população de

hemípteros.

O grupo das plantas se mostrou como aquele contendo a maior quantidade de

proteínas estudadas, com 32 artigos publicados e 42 linhas de pesquisa. Dentre esses estudos,

oito constavam proteínas do alho comum (Allium sativum L.) e oito da leguminosa Canavalia

ensiformis (L.) DC, os quais se consolidaram como as espécies mais utilizadas durante as

pesquisas.

O grupo de proteínas extraídas de fungos contou com dez artigos científicos e 14

linhas de pesquisa, sendo que cinco destas utilizavam a espécie Xerocomellus chrysenteron

(Bulliard) Quelét como fonte das proteínas estudadas.

Em relação ao grupo de animais, foram listados quatro artigos publicados com sete

linhas de pesquisa, sendo destas, duas abordando proteínas da espécie Segestria florentina

Rossi, uma espécie de aranha, e dois de Manica rubica Latreille, uma espécie de formiga.

Para o grupo de bactérias, foram constatados seis artigos abordando seis linhas de

pesquisa, sendo todas elas com espécies de bactérias diferentes. Dentre essas espécies estão

Bacillus thuringiensis Berliner (em associação com proteína de Allium sativum L.),

Photorhabdus luminescens, Pseudomonas entomophila, Pseudomonas fluorescens,

Xenorhabdus bovienii e Xenorhabdus nematophilus.

Já o grupo representativo das proteínas desenvolvidas em laboratório contou com

apenas um estudo desenvolvido, o qual originou a v-ATPaseA, uma proteína similar à

v-ATPase encontrada em organismos eucariontes.

No tocante ao ano de publicação dos artigos, 18 foram publicados nos últimos cinco

anos, variando de uma a sete publicações por ano. Nestes artigos, as proteínas mais utilizadas

foram lectinas e aglutininas, com um enfoque especial na aglutinina de Galanthus nivalis e de
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Allium sativum, somando um total de 14 estudos (aqui podendo ser contado mais de uma vez

por artigo, dependendo do modo como a proteína foi utilizada).

Um ponto decisivo para a seleção de proteínas foi a taxa de mortalidade desta perante

uma população de hemípteras. Dentre os 70 estudos desenvolvidos nos 53 artigos, dez não

constavam qualquer índice de mortalidade, nove possuíam taxa de mortalidade menor ou

igual a 40%, dez com índice entre 40% e 70% e 41 estudos com taxa maior que 70%, sendo

17 destes com índice de mortalidade igual a 100%. Após essa análise, procuraram-se pelos

estudos que apresentavam proteínas que causavam impacto direto nos hemípteros e não

somente influenciando na fertilidade e na reprodução desses animais. Assim, foi possível

reduzir a quantidade de opções a sete, as quais causavam toxicidade para os insetos.

Listadas as sete possíveis proteínas para o presente estudo, foram analisadas o tempo

demandado para que se atingisse 100% de mortalidade na população estudada. Assim, três

possíveis proteínas foram selecionadas, sendo estas a quitinase de Pseudomonas fluorescens

(72 horas) (Suganthi et al., 2017), a avidina recombinante de Gallus gallus (quatro dias)

(Hinchliffe et al., 2010) e a proteína SFl1 de Segestria florentina associada a GNA (sete dias)

(Down et al., 2005).
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3 O PROTOCOLO

3.1 CULTIVO DO CAPIM-ELEFANTE EM LABORATÓRIO

As amostras de capim-elefante correspondentes à cultivar BRS Capiaçu foram trazidas

adultas semanalmente ao longo de dois meses, retiradas da fazenda da Embrapa Gado de

Leite, em Coronel Pacheco, Minas Gerais, com média de 150 amostras por semana.

Cada amostra foi lavada com água corrente e detergente para a retirada de detritos,

depois cortada na região dos entrenós com um estilete para a extração do meristema lateral.

As amostras que continham somente o meristema apical foram descartadas, uma vez que o

presente trabalho pretende induzir brotos a partir de meristemas laterais.

As secções foram colocadas em um béquer com água e detergente e escovadas com

uma escova de dentes (Figura 1). Logo após, as porções foram deixadas de molho em álcool

70% (v/v) por 2 minutos seguida de submersão em solução de hipoclorito de sódio 2%

(NaOCl) (v/v) e então foram transferidas para o fluxo e lavadas em água destilada três vezes

por 30 segundos cada lavagem.

Figura 1 – Tratamento do capim-elefante para esterilização

Fonte: Elaborada pelo autor (2022)
A: corte no entre-nó de uma estaca de capim-elefante. B: fragmento de uma estaca de

capim-elefante que será utilizado para remoção do meristema lateral. C: escovação do fragmento. D:
submersão dos fragmentos em álcool 70%.
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Em uma placa de petri, em cada secção das amostras de capim-elefante foi feita uma

incisão com um bisturi em ambos os lados mais estreitos, os lados que não correspondem ao

sulco e à presença do meristema. Com o auxílio de uma pinça esterilizada em fogo, a

epiderme da secção foi removida e, posteriormente, o meristema, quando este estava

desenvolvido e com um tamanho maior que quatro milímetros. Os meristemas foram

removidos com o bisturi, destacando-o da membrana do caule e retirando-o a partir de uma

incisão no ponto em que estes se fixavam no corpo vegetal. Por fim, os meristemas foram

posicionados em outra placa de petri contendo meio de cultura. Cada placa de petri recebeu

quatro meristemas.

Foram utilizados cinco meios com a base de 4,4 g.L-1 (p/v) de meio Murashige–Skoog

(MS), 30 g.L-1 (p/v) de sacarose, 6 g.L-1 (p/v) de ágar, 250 g.L-1 (v/v) de Timentin e 0,1% de

Plant Preservative Mixture (PPM) (v/v). Em quatro meios foram inseridos diferentes

concentrações de ácido 2-4-diclorofenoxiacético (2.4-D), de benzilaminopurina (BAP) e

thidiazuron (TDZ) - hormônios escolhidos de acordo com a disponibilidade no laboratório -, e

em um não houve adição de hormônios, este sendo o meio controle [MIB0 (D0B0T0)]. O

meio MIB1 apresentou as concentrações hormonais iguais a 0,5 mg.L-1 de 2.4-D, 2 mg.L-1 de

BAP e 0 mg.L-1 de TDZ (0.5D2B0T). O meio MIB2 foi igual a de 0,1 mg.L-1 de 2.4-D, 2

mg.L-1 de BAP e 0 mg.L-1 de TDZ (0.1D2B0T). Já o meio MIB3 teve adição de 0,5 mg.L-1 de

2.4-D, 0 mg.L-1 de BAP e 2 mg.L-1 de TDZ (0.5D0B2T) e o meio MIB4 de 0,1 mg.L-1 de

2.4-D, 0 mg.L-1 de BAP e 2 mg.L-1 de TDZ (0.1D0B2T).

Todos os meios foram ajustados ao pH de 5,8, levados ao microondas por 2,5 minutos

e esterilizados a 121°C por 20 minutos no autoclave.

Tabela 2 – Concentração de hormônios para meio de cultura

Meio de cultura 2.4-D (mg.L-1) BAP (mg.L-1) TDZ (mg.L-1)

MIB0 (D0B0T0) 0 0 0

MIB1 (0.5D2B0T) 0,5 2 0

MIB2 (0.1D2B0T) 0,1 2 0

MIB3 (0.5D0B2T) 0,5 0 2

MIB4 (0.1D0B2T) 0,1 0 2
Fonte: elaborada pelo autor (2022).
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Foram feitas dez placas de petri para cada meio de cultura, totalizando 50 placas de

petri. Como cada uma destas recebe quatro meristemas, foram totalizados 120 meristemas

inoculados. As placas foram dispostas em uma estante na sala de crescimento vegetal do

Laboratório de Engenharia Genética do ICB, a qual constava com um sistema de iluminação

16/8 (16 horas de claridade para 8 horas com as luzes apagadas).

Os meristemas laterais inseridos em meio de cultura nas placas de petri foram

observados ao longo de 28 dias, com medições no dia 14 e no dia 28.

No dia 14, os meristemas foram trocados de placa para manter o crescimento e evitar

contaminação, mas se mantendo em meios de cultura com as respectivas concentrações

hormonais, e nenhum dos tratamentos demonstrou indução de brotos (i = 0 ± 0).

No dia 28, os meristemas do tratamento MIB0 continuaram sem apresentar indução de

brotos (i = 0% ± 0), enquanto que os meristemas tratados com MIB1 resultaram em formação

de brotos em 32,14% dos meristemas (i = 23,14% ± 0,47) e aqueles do tratamento MIB2 com

93,75% de indução de brotos (i = 93,75% ± 0,24). Os meristemas do tratamento MIB3

apresentaram indução de brotos em 32,14% indivíduos (i = 32,14% ± 0,47) e aqueles tratados

com MIB4 resultaram e 58,62% de indução de brotos (i = 58,62% ± 0,5).

Tabela 3 – Porcentagem de brotos formados em 14 e 28 dias em relação a cada tratamento

Tratamento Porcentagem de brotos
formados após 14 dias

Porcentagem de brotos
formados após 28 dias

MIB0 (D0B0T0) 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00a

MIB1 (D0.5B2T0) 0,00 ± 0,00 32,14 ± 0,47ab

MIB2 (D0.1B2T0) 0,00 ± 0,00 93,75 ± 0,24

MIB3 (D0.5B0T2) 0,00 ± 0,00 32,14 ± 0,47abc

MIB4 (D0.1B0T2) 0,00 ± 0,00 58,62 ± 0,50bc
Fonte: elaborada pelo autor (2022).

Os resultados analisados no 14º dia não apresentaram valor significativo pelo teste de

Tukey. Entretanto, analisando os meristemas no 28º dia, observou-se que, em comparação ao

MIB0 (controle), os meios MIB2 e MIB4 tiveram valor significativo, enquanto que os meios

MIB1 e MIB3 não apresentaram p < 0,05. Além disso, o meio MIB4 não apresentou valor

significativo quando comparado com os meios MIB1 e MIB3, somente com o meio MIB2.
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Por fim, o meio MIB2 obteve valor significativo quando comparado com todos os outros

meios de cultura (Figura 2).

Figura 2 – Aparência dos brotos após 14 e 28 dias inoculados em meio MS contendo

diferentes concentrações hormonais

Fonte: Paiva, V.

Para as fotos foram escolhidos os brotos mais representativos de cada grupo, ou seja, aqueles

que representavam como a maior parte dos indivíduos se desenvolveu.

Analisando esses resultados, fica claro que o melhor tratamento a se escolher seria o

MIB2 (0.1D2B0T), uma vez que os dados apontam a melhor indução de brotos

meristemáticos de capim-elefantes, com um índice de indução maior que 90%, sendo o único

tratamento a apresentar um índice tão elevado, considerando que o índice de indução de

brotos dos outros tratamentos foram iguais a 32,14% (MIB1 e MIB3) e 58,62% (MIB4), o que

demonstra uma ampla diferença.

Passados 28 dias, já com o desenvolvimento dos meristemas em brotos, estes foram

transferidos para vidros de baby food para que pudessem se desenvolver melhor. Cada

amostra foi transferida para um recipiente contendo o meio de cultura e as proporções

hormonais previamente estabelecidas referentes ao meio e às proporções hormonais contidos

nas placas de petri em que estava inserida. Cada vidro de baby food continha apenas uma

única amostra de C. purpureum.

Após 14 dias, as amostras foram retiradas dos vidros de baby food e analisadas.
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3.2 PERFILHOS, RAIZ E COMPRIMENTO DO CAULE

Passados 14 dias da transferência dos brotos das placas de petri para vidros de baby

food, as amostras foram retiradas dos recipientes e tiveram seus dados recolhidos (Figura 3).

Tais dados são referentes à quantidade de perfílhos desenvolvidos, o comprimento de cada

perfilho até o brotamento da folha mais distal e o comprimento da raíz da amostra geral.

Para os perfilhos, tentou-se ao máximo individualizá-los, entretanto, quando não era

possível, considerava-se o conjunto como um único perfilho, medindo do início do caule até a

porção distal do maior caule com o auxílio de uma régua. Normalmente, isso acontecia com

perfilhos muito pequenos tanto em comprimento quanto em largura.

Passados 14 dias da transferência dos brotos das placas de petri para vidros de baby

food, estes foram analisados a partir da contagem de perfilhos, do comprimento da raiz da

amostra e do comprimento de cada perfilho, posteriormente reunidos em uma média.

Figura 3 – Aparência morfológica dos brotos após 14 dias de crescimento

Fonte: elaborada pelo autor (2022).

Após 14 dias, os dados dos perfilhos foram coletados. A imagem A é referente ao tratamento
MIB0, a imagem B, ao tratamento MIB1; a imagem C, ao tratamento MIB2; a imagem D, ao
tratamento MIB3 e a imagem E, ao tratamento MIB4.

Para o tratamento MIB0 (D0B0T0), foi obtida a média de um perfilho por amostra (i =

1 ± 0,47). Já o tratamento MIB1 (0.5D2B0T) apresentou a média de seis perfilhos (i = 6 ±

2,4) e o tratamento MIB2 (0.1D2B0T) resultou em uma média de 5,8 perfilhos por amostra (i

= 5,8 ± 3,05). Enquanto isso, o tratamento MIB3 (0.5D0B2T) se mostrou com 6,6 perfilhos
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em média (i = 6,6 ± 0,94) e o tratamento MIB4 (0.1D0B2T) resultou em 5,7 perfilhos por

amostra ( i= 5,7 ± 3,86).

Em relação ao comprimento da raiz, estas foram medidas antes de separar os perfilhos

unitariamente, uma vez que nem todo perfilho se separava com raiz inclusa. Assim, levou-se

em comprimento da maior ramificação radicular. Dessa forma, os resultados obtidos são

descritos como igual a 12,84 centímetros (i = 12,84 ± 6,56) para o tratamento MIB0

(D0B0T0); 9,3 centímetros (i = 9,3 ± 2,20) para o tratamento MIB1 (0.5D2B0T); 6,77

centímetros (i = 6,77 ± 3,51) para o tratamento MIB2 (0.1D2B0T); 3,06 centímetros (i = 3,06

± 2,95) para o tratamento MIB3 (0.5D0B2T) e 0,58 centímetros ( i = 0,58 ± 1) para o

tratamento MIB4 (0.1D0B2T).

Para o comprimento do caule dos perfilhos, mediu-se desde o ponto em que o caule e

a raiz se diferenciam até o ponto do nó responsável pelo surgimento da folha mais distal. Com

isso, os resultados obtidos se mostram como 3,8 centímetros (i = 3,8 ± 1,34) para o tratamento

MIB0 (D0B0T0); 2,88 centímetros (i = 2,88 ± 0,33) para o tratamento MIB1 (0.5D2B0T);

6,77 centímetros (i = 6,77 ± 0,87) para o tratamento MIB2 (0.1D2B0T); 1,55 centímetros (i =

1,55 ± 0,29) para o tratamento MIB3 (0.5D0B2T) e 1,17 centímetros (i = 1,17 ± 0,46) para o

tratamento MIB4 (0.1D0B2T).

Tabela 4 – Número de perfilhos e comprimento da raiz e do caule desses perfilhos em

relação a cada tratamento

Tratamento Número de perfilhos Comprimento da raiz
(cm)

Comprimento do
caule (cm)

MIB0 (D0B0T0) 1 ± 0,47a 12,84 ± 6,56a 3,8 ± 1,34a

MIB1 (0.5D2B0T) 6 ± 2,40ab 9,3 ± 2,20ab 2,88 ± 0,33ab

MIB2 (0.1D2B0T) 5,8 ± 3,05bc 6,77 ± 3,51bc 6,77 ± 0,87bc

MIB3 (0.5D0B2T) 6,6 ± 0,94bcd 3,06 ± 2,95bc 1,55 ± 0,29bc

MIB4 (0.1D0B2T) 5,7 ± 3,86bd 0,58 ± 1 1,17 ± 0,46
Fonte: elaborada pelo autor (2022).

Dessa forma, analisando os resultados obtidos com essa análise atrelados ao resultado

da indução de brotos previamente apresentado, é possível sugerir que o meio que melhor

induz os brotos e os mantém com padrões de desenvolvimento desejáveis é o MIB2, já que,

além da porcentagem de indução de brotos maior que 90%, esse meio promove a melhor
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razão de comprimento entre raiz e caule, além de uma média satisfatória de perfilhos por

vidro de baby food.

Portanto, para o desenvolvimento da curva de seleção, o meio escolhido foi o MIB2.

3.3 CURVA DE SELEÇÃO

Para a curva de seleção, precisou-se de mais amostras de meristema de capim-elefante.

Portanto, seguiu-se o método descrito no tópico 3.1 para a extração do capim.

Em relação ao meio de cultura, foram desenvolvidos seis, produzidos a partir do meio

MIB0 controle descrito no tópico 3.1 e com adição de canamicina em concentrações

diferentes. Estes foram nomeados como A, B, C, D, E e F. O meio A é referente ao controle,

portanto não apresentou adição de canamicina. O meio B apresenta 25 mg.L-1 de canamicina,

o meio C possui 50 mg.L-1 de canamicina, o meio D apresenta 75 mg.L-1 de canamicina, o

meio E possui 100 mg.L-1 de canamicina e, por fim, o meio F contém 150 mg.L-1 de

canamicina.

Tabela 5 – Concentração de canamicina em cada meio de cultura

Meio de cultura Canamicina

A 0 mg.L-1

B 25 mg.L-1

C 50 mg.L-1

D 75 mg.L-1

E 100 mg.L-1

F 150 mg.L-1

Fonte: elaborada pelo autor (2022).

Cada meio foi distribuído em cinco placas de petri, totalizando 30 placas. Em cada

placa, foram inseridos cinco meristemas. Após 14 dias, os explantes foram transferidos para

novas placas possuindo o mesmo meio e concentrações de canamicina referentes à placa

anterior e no dia 28 a capacidade de diferenciação de brotos foi registrada.

Os resultados obtidos apontaram que os meristemas inseridos na concentração de 0

mg.L-1 de canamicina tiveram 100% de viabilidade, o que era esperado. Para o meio B, 80%
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dos meristemas se desenvolveram. No meio C, 70% dos brotos foram viáveis. Para o meio D,

o resultado de viabilidade foi de 44%. Para o meio E, obteve-se 41% de viabilidade e para o

meio F, 21%.

Os meristemas inseridos em meios com concentração acima de 25 mg.L-1 de

canamicina demonstraram redução no desenvolvimento do broto, oxidação e branqueamento

das folhas, indicando morte celular (Figura 4). Os explantes de concentrações acima de 100

mg.L-1 demonstraram esses indícios em maior proporção, enquanto que aqueles inseridos em

meio com 25 mg.L-1 expressavam poucas alterações e os meristemas inseridos em 50 mg.L-1

de canamicina demonstraram impacto principalmente no crescimento do broto, mas não

indicavam altas taxas de morte celular.

Figura 4 – Indução de meristemas de capim-elefante em meio contendo canamicina,

demonstrando a redução do desenvolvimento (A) e indícios de morte celular (B)

Fonte: elaborada pelo autor (2022)

Assim, analisando a taxa de morte celular nos explantes de cada concentração de

canamicina, o meio C (50 mg.L-1) foi o escolhido, pois permitia que os meristemas se

desenvolvessem, todavia exercia influência direta no crescimento destes, fazendo-os

crescerem de forma contida.

3.4 CO-CULTURA E TRANSFORMAÇÃO

Para o desenvolvimento da co-cultura, primeiramente foi preparado o meio Luria

Bertani (LB), adicionando 10 g.L-1 gramas de triptona, 5 g.L-1 gramas de extrato de levedura,
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10 g.L-1 gramas de NaCl e 250 mililitros de água destilada. O pH da solução foi corrigido para

7,4. Após isso, foram adicionados 50 mg.L-1 de rifampicina, 30 mg.L-1 de gentamicina e 25

mg.L-1 de estreptomicina.

As amostras de Agrobacterium tumefaciens foram descongeladas e inoculadas na

proporção de 50 µl para cada 3 ml de meio LB líquido. A cepa de A. tumefaciens selecionada

foi a GV3101 contendo o gene da proteína GFP, responsável pela fluorescência quando esta é

associada ao material genético do organismo estudado, e foram transferidas para um meio LB.

Foram feitos dois tubos de Falcon (LB1 e LB2) nas mesmas proporções para averiguar

o crescimento bacteriano após os dois dias de incubação.

A linhagem de A. tumefaciens foi cultivada antecipadamente em meio LB líquido

contendo antibióticos para seleção em agitador por 48 horas na temperatura de 25°C.

Passado o tempo de seleção, a absorbância foi aferida no espectrofotômetro, utilizando

a cubeta. O meio LB1 obteve abosrbância de 0,828 e o meio LB2 obteve 0,768. Dessa forma,

o meio LB1 foi o escolhido para a transferência de A. tumefaciens para a co-cultura. Para tal,

centrifugou-se a cultura por 30 minutos, ressuspendeu-a em meio MIB0 líquido (item 3.1)

com 80 mg.L-1 de acetoseringona.

Em relação aos meristemas, estes foram deixados em água com PPM 0,1% por cinco

minutos e depois foram lavados seis vezes em água. Então, cada meristema foi seccionado ao

meio de ponta a ponta e, em seguida, foram introduzidos no meio MIB0 líquido e deixados

em contato com as agrobactérias por 40 minutos para que estas pudessem penetrar o tecido

vegetal e promover a transformação.

Após esse tempo, os meristemas laterais foram retirados com um auxílio de uma pinça

estéril e transferidos para uma placa de petri forrada com papel filtro. Assim, foi possível

remover o excesso de cultura com papel filtro. Por fim, cada meristema foi inoculado em

MIB0 livre de canamicina e enriquecido com 8 mg.L-1 de acetoseringona. Três dias depois, os

explantes foram transferidos para meios MIB2 contendo 50 mg.L-1 canamicina e 250 g.L-1

timentin, além de 0,1% PPM, 2 mg.L-1 de BAP e 0,1 mg.L-1 de 2.4-D (item 3.1).

Após dois dias, foram observados indícios de contaminação em todas as placas da

co-cultura. Portanto, o procedimento feito foi a lavagem dos explantes em água destilada

contendo 0,1% PPM. Os explantes foram dispostos em uma peneira e lavados de modo

corrente com a água destilada com PPM e então transferidos para outras placas de petri

contendo MIB2 com 50 mg.L-1. O diferencial deste meio foi a concentração de timentin, que

passou a ser 500 g.L-1 para evitar novas contaminações.
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A contaminação observada nas placas de co-cultura são caracterizadas por

contaminação intrínseca ao meristema e não a contaminação externa (Figura 5). Assim, as

possibilidades de utilização de materiais contaminados ou manipulação errada foram

descartadas. Dessa forma, a justificativa atribuída a tal contaminação foi à própria

Agrobacterium, uma vez que a absorbância de 0,828 se mostra muito elevada se comparada

àquelas utilizadas na literatura (entre 0,4 e 0,8).

Como o intuito do projeto foi o desenvolvimento de um protocolo para transformação

genética, a absorbância de 0,828 foi a escolhida como forma de testar a resistência do capim

para com as agrobactérias. Por conseguinte, a possibilidade de lavar os meristemas e

reintroduzi-los em placas de petri foi vista como viável para os testes do projeto. Além disso,

a justificativa encontrada para evitar futuras contaminações foi o aumento da concentração de

timentin no meio de cultura.

Figura 5 – Focos de contaminação nas placas de co-cultura de capim-elefante

Fonte: elaborada pelo autor (2022)

Uma semana após o início da co-cultura, os explantes foram levados para o

Laboratório Integrado de Pesquisa (LIP) para que os indícios de fluorescência nas amostras

fossem observados no microscópio invertido.

Com apenas sete dias de co-cultura, foi possível observar indícios de fluorescência em

14 explantes do total de 45, determinando que a transformação dos brotos de capim-elefante

está acontecendo da maneira que se esperava (Figura 6).
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O prazo de uma semana não é visto na literatura como ideal, portanto, as amostras

serão levadas novamente ao LIP para que a observação da fluorescência seja feita novamente.

Entretanto, a emissão fluorescente indica que a transformação do capim-elefante foi feita com

sucesso nos explantes que emitiram a luminosidade.

Figura 6 – Indícios de fluorescência em brotos de capim-elefante

Fonte: elaborada pelo autor (2022)

Os pontos verdes mais claros de luminescência indicam os pontos de transformação das células de

capim-elefante. A porção rosa fluorescente aponta presença de clorofila. Considerando que os brotos

de capim-elefante estavam verdes, é normal que haja muita luminescência rosa. Ainda, a

luminescência rosa impede a identificação de todos os pontos de luminescência verde clara. Portanto,

é possível que haja mais pontos luminescentes verdes do que foi observado.

3.5 ANÁLISES ESTATÍSTICAS
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Para análise de viabilidade de brotos, perfilhos, raiz e caule foram feitos testes de

normalidade (Anderson-Darling, D’Agostino & Pearson, Shapiro-Wilk e

Kolmogorov-Smirnov) e depois os dados foram avaliados por análise de variância (ANOVA)

e as médias foram comparadas utilizando o teste Tukey a 5% de nível de significância (p <

0,05) no software GraphPad Prism 8.

Para a curva de seleção, foi utilizada a regressão não-linear com a fórmula y = A1 +

(A2−A1)/(1+10((LOG x0−x)∗p) e a qualidade foi medida pelo coeficiente determinante (COD)

R2≥0,95 com o software Origin 2019b.
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4 CONCLUSÃO

Após o desenvolvimento deste trabalho, fica claro que é possível induzir brotos de

capim–elefante in vitro e que a transformação genética via Agrobacterium desse capim

também é uma alternativa viável.

Para tal, o meio MIB2 (0.1D2B0T) se mostrou como aquele que possui melhor

resultado, associado à concentração de 50 mg.L de canamicina. Para a co-cultura, crescer as

bactérias em dois dias e utilizar uma absorbância maior também pode influenciar no sucesso

da transformação. Em casos de indícios de contaminação bacteriana na co-cultura, lavar os

meristemas com 0,1% de PPM pela concentração de água destilada é uma possível solução até

que se confirme a transformação. Em última instância, elevar a concentração de timentin a

500 g.L-1 para eliminar a contaminação no meio de cultura também se mostra como uma

opção viável.

Atualmente, dispomos de uma diversa gama tecnológica para aprimorar o desenrolar

das técnicas aqui utilizadas, desde a pesquisa bibliográfica até o desenvolvimento final do

projeto. Assim, com o auxílio de empresas focadas no desenvolvimento agropecuário, será

possível levar todas as etapas aqui elaboradas para uma escala comercial, a fim de dissipar tal

melhoramento, com enfoque nos pequenos produtores, os quais são os mais impactados

negativamente pela ação dos insetos-praga na plantação que possuem.

Além disso, com o desenvolvimento do protocolo da indução de broto, espera-se que

os próximos trabalhos que foquem nessa metodologia possam ser facilitados nessa mesma

etapa.
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APÊNDICE A - Tabela compilada das proteínas registradas na revisão bibliográfica

ANEXO – Compilação das informações coletadas na revisão literária

Proteína Espécie que

produz a

proteína

Espécie de

hemíptero que

foi estudada

Impacto da

proteína no

inseto

Índice de

mortalidade

Referência

Aalt/GNA Galanthus

nivalis

Bemisia tabaci morte e reduz

fecundidade

~ 50% Liu et al., 2015

Aglutinina AAA Allium

altaicum

Aphis gossypii hemaglutinaçã

o

~ 40% Upadhyay et al.,

2011

Aglutinina

ASAL

Allium sativum Lipaphis

erysimi

toxicidade e

morte

31,25 -

87,5%

Bandyopadhyay

et al., 2001

Aglutinina

ASAL

Allium sativum Dysdercus

cingulatus

toxicidade e

morte

50 - 100% Bandyopadhyay

et al., 2001

Aglutinina CEA Colocasia

esculenta

Bemisia tabaci morte e reduz

fecundidade

não

disponível

Roy et al., 2014

Aglutinina CEA Colocasia

esculenta

Lipaphis

erysimi

morte e reduz

fecundidade

não

disponível

Roy et al., 2014

Aglutinina CEA Colocasia

esculenta

Lipaphis

erysimi

morte e reduz

fecundidade

70 -

81.67%

Das et al., 2018

Aglutinina PTA Pinellia

ternata

Myzus

persicae

informação

não disponível

> 90% Yao et al., 2003

Aglutinina PTA Pinellia

ternata

Myzus

persicae

reduz

fecundidade

> 80% Jin et al., 2011

Aglutinina PTA Pinellia

ternata

Myzus

persicae

morte e reduz

fecundidade

61% Qi et al., 2011
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Aglutinina RSA Rhizoctonia

solani

Acyrthosiphon

pisum

destruição do

tecido

intestinal e

morte

não

disponível

Hamshou et al.,

2013

Aglutinina

SNA-I

Sambucus

nigra

Acyrthosiphon

pisum

morte e reduz

fecundidade

100% Shahidi-Noghabi

et al., 2008

Aglutinina

SNA-I

Sambucus

nigra

Myzus

persicae

morte e reduz

fecundidade

não

disponível

Shahidi-Noghabi

et al., 2008

Aglutinina SSA Sclerotinia

sclerotiorum

Acyrthosiphon

pisum

toxicidade e

morte

100% Hamshou et al.,

2010

Aglutinina ZGA Zephyranthes

grandiflora

Myzus

nicotianae

morte e reduz

fecundidade

não

disponível

Ye et al., 2008

AprA Pseudomonas

entomophila

Riptortus

pedestris

citotoxicidade

a hemócitos

~ 80% Lee et al., 2018

Avidina

recombinante

Gallus gallus Acyrthosiphon

pisum

toxicidade

aguda e morte

100% Hinchiliffe et al.,

2010

Asparaginase Zea mays Bemisia tabaci neurotoxicida

de

95% Gul et al., 2020

Canatoxina

(CNTX)

Canavalia

ensiformis

Dysdercus

peruvianus

morte e reduz

desenvolvime

nto

> 90% Stanisçuaski et

al., 2005

Concanavalina A Canavalia

ensiformis

Rhopalosiphu

m padi

morte e reduz

fecundidade

~ 75% Sprawka et al.,

2014

Concanavalina A Canavalia

ensiformis

Acyrthosiphon

pisum

toxicidade e

morte

não

disponível

Sauvion et al.,

2004

crisantemol

sintase (CHS)

Tanacetum

cinerariifolium

Aphis gossypii reduz a

fecundidade

não

disponível

Hu et al., 2018
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Cry1Ac:ASAL Bacillus

thuringiensis

Nilaparvata

lugens

reduz

fertilidade

70 - 80% Boddupally et

al., 2018

D-galactose:XC

L

Xerocomellus

chrysenteron

Myzus

persicae

morte e reduz

fecundidade

100% Jaber et al., 2008

D-glicose:XCL Xerocomellus

chrysenteron

Myzus

persicae

morte e reduz

fecundidade

100% Jaber et al., 2008

D-manose:XCL Xerocomellus

chrysenteron

Myzus

persicae

morte e reduz

fecundidade

100% Jaber et al., 2008

defensina BrD1 Brassica rapa Nilaparvata

lugens

informação

não disponível

100% Choi et al., 2009

fitohemaglutinin

a (PHA)

Phaseolus

vulgaris

Sitobion

avenae

reduz

fecundidade

não

disponível

Sprawka et al.,

2012

GalNAc:XCL Xerocomellus

chrysenteron

Myzus

persicae

morte e reduz

fecundidade

100% Jaber et al., 2008

GNA Galanthus

nivalis

Rhopalosiphu

m maidis

morte de

ninfas

36% Wang et al.,

2005

GNA:CaMV 35S Galanthus

nivalis

Myzus

persicae

reduz a

fertilidade

20-50% Mi et al., 2017

GNA:ST-LS1 Galanthus

nivalis

Myzus

persicae

reduz a

fertilidade

45-55% Mi et al., 2017

Hv1a/GNA Hadronyche

versuta

Myzus

persicae

toxicidade

oral e morte

100% Yang et al., 2014

IF8 Isaria

fumosorosea

Diaphorina

citri

toxicidade e

morte

> 80% Keppanan et al.,

2019
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Jaburetox Canavalia

ensiformis

Rhodnius

prolixus

morte e

impacto

fisiológico

não

disponível

Fruttero et al.,

2016

Lectina ASA-I Allium sativum Dysdercus

koenigii

morte e

impacto

fisiológico

> 70% Roy et al., 2002

Lectina ASA-I Allium sativum Acyrthosiphon

pisum

toxicidade

aguda e

crônica

100% Fitches et al.,

2008

Lectina ASA-II Allium sativum Acyrthosiphon

pisum

toxicidade

aguda e

crônica

100% Fitches et al.,

2008

Lectina ASAL Allium sativum Nilaparvata

lugens

morte e

impacto

fisiológico

36% Saha et al., 2006

Lectina ASAL Allium sativum Nephotettix

virescens

morte e

impacto

fisiológico

32% Saha et al., 2006

Lectina ASAL Allium sativum Aphis

craccivora

morte e reduz

fecundidade

66 - 83% Chakraborti et

al., 2009

Lectina ATL Arum

maculatum

Aphis

craccivora

toxicidade e

morte

7,5 - 55% Majumder et al.,

2005

Lectina ATL Arum

maculatum

Lipaphis

erysimi

toxicidade e

morte

12,5 - 50% Majumder et al.,

2005

Lectina CEA Colocasia

esculenta

Dysdercus

koenigii

morte e

impacto

fisiológico

50% Roy et al., 2002
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Lectina DEA Dieffenbachia

sequina

Dysdercus

koenigii

morte e

impacto

fisiológico

~ 40% Roy et al., 2002

Lectina PeCL Penicillium

chrysogenum

Myzus

persicae

toxicidade e

morte

> 60% Francis et al.,

2011

Lectina XCL Penicillium

chrysogenum

Myzus

persicae

morte e reduz

fecundidade

100% Jaber et al., 2007

Lectina

WsMBP1

Withania

somnifera

Probergrothius

sanguinolens

morte de

ninfas

96,7% George et al.,

2018

MDUStBa15 Xenorhabdus

nematophilus

Ferrisia

virgata

toxicidade e

morte

82,5 -

87,5%

Hemalatha et al.,

2018

Orysata Oryza sativa Myzus

persicae

toxicidade e

morte

50 - 63% Al Atalah et al.,

2014

Orysata Oryza sativa Acyrthosiphon

pisum

morte de

ninfas

~ 90% Al Atalah et al.,

2014

Pl1a/GNA Pireneitega

luctuosus

Myzus

persicae

paralisia e

morte

100% Yang et al., 2014

proteína CytCo Conidiobolus

obscurus

Takecallis

taiwanus

informação

não disponível

não

disponível

Wang et al.,

2020

proteína derivada Lecanicillium

lecanii

Myzus

persicae

morte e reduz

fecundidade

41 - 54% Hanan et al.,

2019

proteína do

micélio

Lecanicillium

lecanii

Diaphorina

citri

sem sintomas > 80% Keppanan et al.,

2019

proteína

sobrenatante

Beauveria

bassiana

Aphis gossypii toxicidade e

morte

> 80% Kim et al., 2010
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quitinase Pseudomonas

fluorescens

Helopeltis

theivora

destruição do

tecido

intestinal e

morte

100% Suganthi et al.,

2017

quitinase

termotolerante

Beauveria

bassiana

Aphis gossypii toxicidade e

morte

não

disponível

Kim et al., 2010

SFI1/GNA Segestria

florentina

Nilaparvata

lugens

morte 100% Down et al.,

2005

SFI1/GNA Segestria

florentina

Myzus

persicae

reduz

fertilidade

84% Down et al.,

2005

SLP1 Streptomyces

laindensis

Lipaphis

erysimi

informação

não disponível

100% Xu et al., 2016

Tma12 Tectaria

macrodonta

Bemisia tabaci reduz

fertilidade

> 90% Shukla et al.,

2016

U-MYRTX-MANr

1
Manica rubida Acyrthosiphon

pisum

morte e reduz

fecundidade

93% Heep et al., 2019

Urease Canavalia

ensiformis

Dysdercus

peruvianus

toxicidade e

morte

> 80% Real-Guerra et

al., 2013

Urease Canavalia

ensiformis

Oncopeltus

fasciatus

toxicidade e

morte

> 80% Defferrari et al.,

2011

Urease Canavalia

ensiformis

Dysdercus

peruvianus

toxicidade e

morte

80% Follmer et al.,

2005

Urease Canavalia

ensiformis

Rhodnius

prolixus

toxicidade e

morte

~ 100% Defferrari et al.,

2014

v-ATPaseA feito em

laboratório

Nilaparvata

lugens

toxicidade e

morte

34 - 83% Thakur et al.,

2014
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Veneno bruto Manica rubida Acyrthosiphon

pisum

morte e reduz

fecundidade

100% Heep et al., 2019

Xbpi-1 Xenorhabdus

bovienii

Acyrthosiphon

pisum

toxicidade e

morte

80% Jin et al., 2014

Fonte: elaborada pelo autor (2022).
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APÊNDICE B - Publicação da primeira parte do trabalho a respeito da revisão de
proteínas de ação inseticida

https://www.embrapa.br/gado-de-leite/busca-de-publicacoes/-/publicacao/1134180/col

etanea-de-iniciacao-cientifica-da-embrapa-gado-de-leite---pibic-cnpq-2020-2021

https://www.embrapa.br/gado-de-leite/busca-de-publicacoes/-/publicacao/1134180/coletanea-de-iniciacao-cientifica-da-embrapa-gado-de-leite---pibic-cnpq-2020-2021
https://www.embrapa.br/gado-de-leite/busca-de-publicacoes/-/publicacao/1134180/coletanea-de-iniciacao-cientifica-da-embrapa-gado-de-leite---pibic-cnpq-2020-2021
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APÊNDICE C - Protocolo para indução de brotos de capim-elefante e co-cultura para

transformação via Agrobacterium

MIB2

Produto Quantidade

MS com vitaminas 4,4 g.L-1

Sacarose 30 g.L-1

Ágar* 6 g.L-1

PPM 0,1% 1 ml.L-1

Timentin 200 mg.L-1 200 mg.L-1

2,4-D 0,1 mg.L-1

BAP 2 mg.L-1

*Deve ser pesado à parte.

O pH do meio deve ser corrigido a 5,7-5,8. Depois, adicione a solução ao ágar, misture e leve

ao microondas por 2,5 minutos (1 minuto para cada 100 ml). Por fim, leve ao autoclave por

20 minutos a 121 ºC.

CO-CULTURA

MEIO LB

Produto Quantidade

Triptona 10 g.L-1 2,5 g

Extrato de levedura 5 g.L-1 1,25 g

NaCl 10 g.L-1 2,5 g

Água destilada 250 ml

O pH do meio deve ser corrigido a 7,4. Depois, leve ao autoclave por 20 minutos a 121 ºC.

Após retirar do autoclave, passe o meio para um tubo de Falcon e adicione os antibióticos:
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Rifampicina 50 mg.L-1

Gentamicina 30 mg.L-1

Estreptomicina 25 mg.L-1

Adicionar a Agrobacterium, colocar o tubo de Falcon em um shaker e deixar crescer por 2

dias.

Após 2 dias, centrifugue o tubo de Falcon com a Agrobacterium por 30 minutos. Transfira o

pelet para um MIB0 líquido (sem ágar), corte os brotos dos meristemas induzidos ao meio e

adicione-os ao MIB0 líquido com a Agrobacterium, coloque o tubo de Falcon em um shaker e

deixe por 40 minutos.

Lave os meristemas com água destilada em PPM 0,1% e inocule-os em MIB2 sem

canamicina.

Após 3 dias, transfira os brotos para MIB2 com 50 mg.L-1 de canamicina.


