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RESUMO 

 

Ureases são tradicionalmente conhecidas por catalisar a hidrólise da ureia em amônia e 

dióxido de carbono. Em soja, três isoformas de urease foram descritas: 1) urease ubíqua, 

codificada pelo gene Eu4; 2) urease embrião específica, codificada pelo gene Eu1; 3) 

urease SBU-III, codificada por Eu5. O nitrogênio (N) é o nutriente mais limitante para o 

crescimento e desenvolvimento da planta. Portanto, mecanismos eficientes para capturar 

o N nas suas diversas formas, e realocá-lo, são necessários para otimizar o uso do 

nutriente pela planta. O produto N da atividade da urease - a amônia é incorporada em 

compostos orgânicos, principalmente, pela atividade da glutamina sintetase. Assim, a 

urease está envolvida na remobilização do N, bem como na assimilação do N primário. 

Um estudo anterior foi realizado por nossa equipe com o objetivo de superexpressar o 

gene Eu4 em plantas de soja. Inesperadamente, as plantas transgênicas exibiram co-

supressão do transgene Eu4   e de todos os genes endógenos que codificam as isoformas 

de urease. Foi verificada também, uma diminuição da atividade ureolítica. Visando 

determinar o papel das ureases no desenvolvimento da soja, foram comparadas plantas 

transgênicas co-suprimidas, plantas mutantes e seus respectivos controles. O 

desenvolvimento das plantas foi avaliado 7, 14, 21 e 30 dias após a semeadura.  As plantas 

co-suprimidas apresentaram um atraso no desenvolvimento durante o primeiro mês após 

a germinação. Um desenvolvimento mais lento foi observado para o duplo mutante eu1-

a/eu4- e o mutante simples eu3-a (este gene codifica uma proteína acessória inativa). A 

absorção de N nas plantas transgênicas foi significativamente menor do que a das plantas 

não transgênicas. Entre os mutantes, eu3-a apresentou o menor e eu1-a o maior conteúdo 

de N. Um número significativamente menor de sementes foi obtido para as plantas 

transgênicas. Em conjunto estes resultados indicam que o aconteúdo da urease ou da 

atividade ureolítica desempenham um papel importante no desenvolvimento da planta. 

A soja (Glycine max) é afetada por vários estresses bióticos e abióticos, que limitam a 

distribuição geográfica das culturas e levam a reduções significativas de crescimento e 

produtividade. No Brasil, as doenças causadas por nematoides são um dos estresses 

bióticos mais prejudiciais para a soja. As principais espécies encontradas no Brasil são 

Meloidogyne spp. (formadores de galhas), Heterodera glycines (cisto), Pratylenchus 

brachyurus (lesões radiculares) e Rotylenchulus reniformis (reniforme). Nematoides 

formadores de galhas e de cisto (nematóides sedentários), os patógenos mais prejudiciais 

à soja, são muito difíceis de controlar. Neste estudo, foi identificado um peptídeo derivado 
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da urease de soja (nomeado Soyuretox), que exerce efeito tóxico contra fitonematoides 

formadores de galhas (M. javanica). Soyuretox foi expresso em raízes de plantas 

compostas plantas transgênicas estáveis de soja. Raízes de plantas compostas e plantas 

transgênicas estáveis superexpressando Soyuretox exibiram uma redução significativa 

(50% e 37.5%, respectivamente) no número médio de nematoides e ovos, quando 

comparado com raízes não transformadas, 45 dias após a inoculação. Este é o primeiro 

relato de resistência a nematóides causada por um peptideo derivado de uma urease. 

Soyuretox pode representar uma ferramenta útil bem como uma nova e eficiente 

alternativa para o controle de pragas e doenças em culturas economicamente importantes. 
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ABSTRACT 

 

Ureases are traditionally known for catalyzing the hydrolysis of urea to ammonia and 

carbon dioxide. In soybean, three urease isoforms have been described: 1) ubiquitous 

urease, encoded by the Eu4 gene; 2) embryo-specific urease, encoded by Eu1gene; 3) 

SBU-III urease, encoded by Eu5. Nitrogen (N) is the most limiting nutrient for plant 

growth and development. Therefore efficient mechanisms both to take up N in its various 

forms, and to reallocate it, are necessary for optimal N use efficiency. The N product of 

urease activity- ammonia- is incorporated into organic compounds mainly by glutamine 

synthase activity. Thus, urease is involved in N remobilization, as well as in primary N 

assimilation. A previous study was performed by our team aiming to overexpress Eu4 

gene in soybean plants. Unexpectedly, the transgenic plants exhibited endogenous (for all 

three genes) and introduced Eu4 transgene co-suppression and decreased ureolytic 

activity. Here, we sought to determine urease roles in soybean development by silencing 

all urease isoforms.  Analyses were performed using transgenic co-suppressed and mutant 

plants. Plant development was evaluated 7, 14, 21 and 30 days after sowing. The co-

suppressed plants presented a developmental delay during the first month after 

germination when compared with control. A slower development was observed for the 

double eu1-a/eu4-a mutant and the eu3-a (this gene codify an  inactive accessory protein) 

single mutant. The N uptake in transgenic plants was significantly lower than that 

captured by non-transgenic plants. Among mutants, eu3-a presented the lowest and eu1-

a the highest N content. A significantly lower number of seeds was obtained for 

transgenic plants. Altogether, these results indicate that the urease content and/or 

ureolytic activity play an important role in plant development. 

Soybeans (Glycine max) are affected by several abiotic and biotic stresses that limit the 

geographical distribution of cultures and lead to significant reductions in growth and 

productivity. In Brazil, the diseases caused by nematodes are one of the most damaging 

biotic stresses for soybeans.. The main species found in Brazil are Meloidogyne spp. 

(root-knot), Heterodera glycines (cyst), Pratylenchus brachyurus (root lesion) and 

Rotylenchulus reniformis (reniform). Root-knot and cyst nematodes (sedentary 

nematodes), the most damaging soybean pathogens, are very difficult to control. In this 

study, we identified a soybean urease-derived peptide (named Soyuretox) that exerts toxic 

effects against the root-knot phytonematode (M. javanica). Soyuretox was expressed in 
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soybean roots of composite plants and complete stable transgenic plants. Roots of 

composite plants and stable transgenic plants overexpressing Soyuretox exhibited a 

significant reduction (50% and 37.5%, respectively) in the average number of nematodes 

and eggs when compared with non-transformed roots, 45 days after inoculation. This is 

the first report of nematode resistance caused by a urease-derived peptide. Soyuretox may 

represent a useful tool as a new and efficient alternative to control pests and diseases in 

economically important crops. 
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Capítulo I   

INTRODUÇÃO GERAL 
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1 Introdução Geral 

 

1.1 Soja  

 A soja [Glycine max (L.) Merri.] é uma espécie de planta diploide (2n=40), 

pertencente à família Fabaceae (Leguminosa), de autofecundação e com ciclo de vida 

anual. O seu surgimento como cultura alimentar ocorreu no nordeste da China em torno 

de 1700 – 1100 a.C., sendo uma das mais antigas plantas cultivadas (Hartman et al. 2011). 

No Brasil o seu plantio em larga escala só teve início em 1960 (Reetz et al. 2008).  

A semente da soja composta por 38% de proteína e 18% de óleo. Essas 

características fazem da soja um dos principais componentes da ração animal e uma 

importante matéria prima para produção de biocombustíveis. Seus produtos são também 

bastante utilizados na alimentação humana e na produção de cosméticos (Liu, 2008). O 

consumo mundial da soja vem aumentando gradativamente nos últimos anos (Liu, 2008; 

CONAB, 2016). 

 A oleaginosa é uma cultura de grande importância para o agronegócio do nosso 

país, sendo responsável por grande parte do aumento das exportações (Liu, 2008; 

CONAB, 2016).  Segundo os dados do USDA (Departamento de Agricultura dos Estados 

Unidos), na safra mundial de soja em grãos 2015/2016 os Estados Unidos, o Brasil e a 

Argentina foram responsáveis por 31,95%, 31,82% e 17,61% respectivamente, o que 

representa 81,37% de toda a produção mundial do grão (CONAB, 2016). De acordo com 

os dados da CONAB e USDA (2016), na safra de 2015/16 foram produzidas 312.362 

milhões de toneladas de soja no mundo. O Brasil aparece como o segundo maior produtor 

mundial de soja, com 95.631 milhões de toneladas na safra 2015/16, atrás apenas dos 

EUA. Nos últimos 10 anos obteve-se um incremento de 74,8% no nosso país, como 

resultado de um aumento de 40,4% na área plantada e de 24,5% na produtividade. Os 

estados que apresentaram maior produção no período de 2014/15 foram: Mato Grosso 

com 29,2%, Paraná com 17,8%, Rio Grande do Sul com 15,4% e Goiás com 9,1% da 

produção. Estima-se para a safra 2016/17, uma produção mundial aproximada de 324 

milhões de toneladas e que o Brasil continue sendo o segundo maior produtor, com 103 

milhões de toneladas de soja em grãos, ou seja, 6,19% maior que na safra 2015/16 

(CONAB, 2016). 
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Devido a sua importância, a soja vem sendo alvo de constantes esforços para o 

seu melhoramento genético. Tal fato levou a comunidade científica internacional que 

trabalha com leguminosas a recomendar a soja como planta modelo para estudos 

genéticos e moleculares (Gepts et al. 2005). A soja teve seu genoma completamente 

sequenciado em 2010 (Schmutz et al. 2010), o que tem permitido grandes avanços em 

estudos de genômica funcional e engenharia genética, que representam ferramentas 

importantes para estudos básicos, visando contribuir para os programas de melhoramento 

desta cultura. 

 Apesar do cenário mundial da soja ser bastante positivo, principalmente para o 

Brasil, diversos estresses bióticos (fungos, bactérias, nematoides, vírus, ervas daninhas, 

insetos) e abióticos (seca, alagamento, temperaturas extremas, salinidade, toxicidade de 

minerais) limitam a distribuição geográfica das culturas e acarretam reduções 

significativas no desenvolvimento das plantas e na produtividade (Dita et al. 2006). Um 

dos principais limites impostos pelo ambiente é a suscetibilidade das plantas a inúmeras 

doenças causadas por fungos, bactérias, vírus e nematoides. A cada ano a severidade de 

certas doenças vem aumentando devido à expansão da área agrícola e a utilização de 

cultivares com pouca variabilidade genética (Barros & Borges, 2007; Barros, 2009).  

Os nematoides são parasitas que representam uma ameaça significativa para a 

produção global de alimentos, com perdas anuais estimadas em mais de 80 bilhões de 

dólares (Nicol et al. 2011). No Brasil diferentes espécies de nematoides atacam as 

plantações de soja. Dentre estas espécies de fitonematoides destacam-se: formadores de 

galhas (Meloidogyne spp.), de cisto (Heterodera glycines), de lesões radiculares 

(Pratylenchus brachyurus) e o reniforme (Rotylenculus reniformis) (Pazhavarical, 2009; 

Dias et al. 2010).  Os fitonematoides formadores de galhas apresentam vida sedentária e 

são de difícil controle pois estabelecem locais de alimentação complexos dentro de suas 

plantas hospedeiras (Jones et al. 2013). Plantas que são infestadas por esses parasitas 

apresentam drásticas mudanças morfológicas e fisiológicas, como atraso no crescimento, 

clorose e baixo rendimento, além do favorecimento da instalação de outros parasitas, 

como fungos, vírus e bactérias (Bird & Kaloshian, 2003; Williamson et al. 2003).  

Os fitonematoides de galhas possuem ampla distribuição geográfica e uma grande 

disseminação, além de parasitarem quase todas as espécies de plantas vasculares (Sasser, 

1979; Moens et al. 2009). Esses fitonematoides no seu estádio juvenil (J2, fase infectante) 
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são atraídos pelas raízes em crescimento. Através do aparelho bucal em forma de estilete 

os indivíduos J2 injetam enzimas celulolíticas e proteolíticas que quebram a parede 

celular, o que auxilia na sua penetração (Moens et al. 2009). Os fitonematoides migram 

através do cilindro vascular da raíz até encontrarem um local favorável para o seu sítio de 

alimentação, induzindo a formação de um conjunto de células gigantes, cuja função é a 

produção de alimentos para os parasitas. Devido à multiplicação dessas células, ocorre 

um aumento da estrutura das raízes, formando as galhas (Fuller et al. 2008). Os estádios 

subsequentes de desenvolvimento dos nematoides formadores de galhas são J3, J4 e, 

finalmente, adulto. Em condições ambientais favoráveis, ocorre a formação das fêmeas 

que apresentam vida sedentária e, em condições adversas, os machos são formados. Estes 

deixam a raíz em direção ao solo onde permanecem até sua morte. Os machos não são 

necessários para completar o ciclo de vida dos nematoides. Ovos viáveis podem ser 

produzidos pelas fêmeas sem que ocorra a fertilização, ou seja, a reprodução ocorre por 

partenogênese (Chitwood & Perry, 2009). As fêmeas podem depositar até 1.000 ovos, os 

quais permanecem em uma massa gelatinosa protetora incorporada nas galhas ou na 

superfície da raiz (Figura 1) (Moens et al. 2009). 
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Figura 1. Ciclo de vida de Meloidogyne spp. Os estádios de desenvolvimento são 

divididos em ovo, juvenis: J1(dentro do ovo), J2, J3, J4 e fase adulta. A fêmea permanece 

na planta onde ovopositam em uma massa gelatinosa protetora, que pode conter até 1.000 

ovos. Os ovos são liberados e o ciclo inicia-se novamente. As fêmeas produzem ovos por 

dois ou três meses e, após este período, podem viver por mais algum tempo naquele local. 

(Adaptado a partir de Proite, 2007). 

Considerando que o prejuízo causado por nematoides em plantas de soja e que o 

uso dos nematicidas é extremamente prejudicial ao ambiente e não totalmente eficaz no 

controle desses patógenos (Jeyaratnam et al. 1990; Urwin et al. 2000; COODETEC, 2002; 

Embrapa Soja, 2016), destaca-se a importância da identificação e do desenvolvimento de 

cultivares resistentes. Nesse contexto, estratégias biotecnológicas apresentam-se como 

ferramentas promissoras, destacando-se a prospecção de genes que irão contribuir para a 

produção de variedades mais resistentes. 

 

1.2 Transformação genética  

 

A transformação genética é descrita como a introdução de um DNA recombinante 

na célula da planta, usando técnicas de engenharia genética. A condição básica para a 
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introdução de genes exógenos em plantas ou para estudos funcionais de genes é o 

desenvolvimento de sistemas eficientes de transformação, que atendam as características 

de cada espécie (Wiebke-Strohm et al. 2012). Dois diferentes sistemas têm sido 

desenvolvidos para regenerar plantas in vitro: a organogênese de tecido meristemático e 

a embriogênese somática (Somers et al. 2003). A organogênese é uma via de regeneração 

que utiliza tecidos oriundos de meristemas, nódulos cotiledonares ou folhas primárias 

imaturas (Thorpe, 1994). A embriogênese somática consiste na obtenção de células 

totipotentes a partir de tecidos somáticos diferenciados (Sato et al. 1993).  

Independentemente do método de transformação utilizado, embriões somáticos 

secundários (originários a partir de outros embriões somáticos que tendem a ter origem 

unicelular) são com frequência utilizados para a transformação de soja (Finer 1988; Finer 

& McMullen, 1991; Merkle et al. 1995). 

Para a transformação estável de vegetais dois métodos têm sido utilizados com 

sucesso: bombardeamento de partículas (Sanford, 1988; Droste et al. 2002; Homrich et 

al. 2012; Wiebke-Strohm et al. 2012) e o sistema Agrobacterium (Horsch et al. 1985; 

Wang & Xu, 2008; Wiebke-Strohm et al. 2011). O método de bombardeamento de 

partículas consiste em introduzir o DNA adsorvido à superfície de micropartículas, que 

podem ser de ouro ou tungstênio (pesadas e inertes para a célula vegetal), num tecido 

alvo. As micropartículas são aceleradas a uma certa velocidade, atravessam a parede 

celular, as membranas plasmática e nuclear, e no núcleo o DNA é liberado, podendo ser 

integrado ao DNA cromossomal (Droste et al. 2002; Homrich et al. 2012; Wiebke-Strohm 

et al. 2012).  

Agrobacterium é uma bactéria aeróbica, gram-negativa, fitopatogênica da família 

Rhizobiaceae, que naturalmente infecta diferentes plantas (DeCleene & DeLey, 1976). 

Esses fitopatógenos causam uma variedade de neoplasias incluindo a doença da galha-

da-coroa (crown-gall- A. tumefaciens) e formação de raízes adventícias (hairy root- A. 

rhizogenes) nos locais de infecção (Gelvin, 2010). A. tumefaciens é amplamente utilizada 

para transferir de forma estável sequências de DNA desejadas para o genoma de células 

vegetais. Uma das vantagens deste método é o fato de que um menor número de cópias 

do T-DNA (parte do plasmídeo) são introduzidas no tecido vegetal (Kohli et al. 2003; 

Wiebke-Strohm et al. 2011).  

A. rhizogenes também é capaz de co-transferir o T-DNA de vetores plasmidiais 

binários para as células hospedeiras, permitindo assim, integrar construções gênicas de 

interesse de forma estável no genoma vegetal (Christey, 2001; Broothaerts et al. 2005). 
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Este método tem sido bastante utilizado, pois permite a obtenção de plantas compostas, 

que apresentam somente raízes transformadas, reduzindo significativamente o tempo 

necessário para gerar eventos transgênicos, quando comparado aos métodos tradicionais 

de transformação de soja. As raízes transformadas apresentam crescimento rápido, são 

altamente ramificadas e capazes de crescer na ausência de reguladores de crescimento 

(Sevón et al. 1998; Collier et al. 2005). Construções gênicas contendo genes repórteres, 

tais como gfp, que codifica a proteína verde fluorescente (GFP-green-fluorescent 

protein), tem auxiliado bastante no uso desta técnica, para a seleção das raízes 

transformadas (Collier et al. 2005). O uso da A. rhizogenes tem sido bastante importante 

para aplicações biotecnológicas, tais como a identificação de genes, que quando 

superexpressos em raízes, apresentam potencial tóxico à patógenos que atacam este orgão 

(Guillon et al. 2006).  

 

1.3 Ureases 

 

São enzimas multifuncionais, com diferentes domínios de atividade (Carlini e 

Polacco, 2008).  Em 1926, Sumner cristalizou pela primeira vez uma urease da semente 

de feijão de porco, Canavalia ensiformis (Jack Bean urease-JBU), provando 

definitivamente a origem protéica desta enzima. A urease foi a primeira molécula 

orgânica a ser sintetizada em laboratório (Wöhler, 1828). Estudos realizados com a 

proteína JBU demonstraram pela primeira vez que se trata de uma metaloenzima 

dependente de níquel (Dixon et al. 1975).  

As ureases são conhecidas tradicionalmente por catalisar a hidrólise da ureia, 

produzindo amônia e carbamato. Em pH fisiológico, o carbamato é hidrolisado 

espontaneamente para formar gás carbônico e uma segunda molécula de amônia (Mobley 

et al. 1995) (Figura 2). A planta somente pode aproveitar o nitrogênio presente na ureia 

após ser catalisada pela urease (Follmer, 2008). Portanto, a urease está envolvida na 

remobilização do nitrogênio, bem como na assimilação de nitrogênio primário (Cao et al. 

2010). 
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 Figura 2.  Reação de hidrólise da ureia catalisada pela enzima urease. (Fonte: 

Adaptado a partir de Witte CP, 2011). 

Vários grupos de organismos sintetizam ureases, dentre eles bactérias, fungos e 

plantas. Estas enzimas são ubiquamente presentes em todos os tecidos das plantas, mas 

não são encontradas nos animais (Mobley & Hausinger, 1989; Ligabue-Braun et al. 

2013). Nas plantas e fungos as ureases são proteínas homo-oligoméricas, formadas por 

trímeros ou hexâmeros de subunidades idênticas de aproximadamente 90-kDa. No entanto, 

as ureases de bactérias são multímeros formados por duas ou três subunidades designadas α, 

β e γ. Independente do organismo as ureases apresentam alto grau de similaridade entre 

as sequências de aminoácidos (maior que 50% entre bactérias e plantas e maior que 70% 

dentro de cada grupo) (Figura 3) (Mobley et al. 1995; Follmer, 2008, Krajewska, 2009, 

Ligabue-Braun et al. 2013). A comparação estrutural das ureases de plantas com as já 

conhecidas das bactérias Klebsiella aerogenes (Jabri et al. 1995), Bacillus pasteurii 

(Benini et al. 1999) e Helicobacter pylori (Ha et al. 2001) foi possível devido à resolução 

da estrutura tridimensional da urease de C. ensiformis (JBU) (Balasubramanian & 

Ponnuraj, 2010), permitindo assim a confirmação do alto grau de similaridade entre as 

ureases de diferentes organismos. 
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Figura 3. Comparação esquemática dos domínios das ureases de diferentes 

organismos. Ureases de plantas (Canavalia ensiformes e Glycine max) são formadas por 

subunidades idênticas. Ureases bacterianas podem ter três subunidades (Klebsiella 

aerogenes) ou duas (Helicobacter pylori). (Fonte: Adaptado a partir de Krajewska, 2009). 

A comparação entre as sequências de aminoácidos de 41 ureases sugere que todas 

as ureases divergiram de uma proteína ancestral comum em Viridiplantae, contudo as 

ureases de monocotiledôneas e eudicotiledôneas tem evoluído independentemente ao 

longo do tempo (Figura 4) (Wiebke-Strohm et al. 2016). 
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Figura 4. Análise filogenética de ureases de plantas, musgos e algas. Clado em 

azul consiste em ureases de monocotiledôneas, em vermelho de plantas eudicotiledôneas 

e em preto clado basal. Asterisco e as caixas representam as ureases de soja. (Fonte: 

Wiebke-Strohm et al. 2016). 

 

A ativação das ureases é um processo complexo. Nas plantas e bactérias requer a 

participação de chaperonas chamadas de proteínas acessórias das ureases, para que ocorra 

a incorporação de dois íons de níquel (Ni) à enzima. Essa ligação é precisa e forte 

(Follmer, 2008; Balasubramanian & Ponnuraj, 2010). Nas bactérias, quatro proteínas 

acessórias são necessárias: UreD, UreF, UreG, UreE, que formam um complexo que se 

liga ao metalocentro, sendo UreE uma chaperona de Ni que facilita a entrega desse metal 

para o sítio ativo da urease (Mobley et al. 1995; Zambelli et al. 2011). Em plantas e fungos 

o processo de incorporação do níquel é pouco conhecido. Foram identificadas para soja 
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três proteínas acessórias (UreD, UreF, UreG) (Figura 5) (Freyermuth et al. 2000; 

Bacanamwo et al. 2002; Polacco et al. 2011).   

 

Figura 5. Modelo da ativação de urease de planta envolvendo a ligação das três 

proteínas acessórias (UreD, UreF e UreG) à apourease: modificação covalente de um sítio 

ativo de lisina e incorporação específica de dois íons de níquel por sítio ativo. As proteínas 

acessórias se dissociam da urease após a ativação. (Fonte: Adaptado a partir de Witte CP, 

2011).  

1.4 Ureases em Plantas 

Grande parte dos estudos com ureases vegetais foram realizados com C. 

ensiformis e G. max. As ureases de C. ensiformis (feijão de porco) são melhor 

caracterizadas em nível bioquímico (Sirko & Brodzik, 2000; Carlini e Polacco, 2008; 

Follmer, 2008). 

Em C. ensiformis são encontradas três isoformas estruturais da urease:  JBU foi a 

primeira enzima a ser cristalizado por Summer em 1926. A segunda isoforma foi isolada 

e caracterizada em 1981 e denominada canatoxina (CNTX), sendo menos abundante na 

semente do que JBU (Carlini e Guimarães, 1981; Follmer et al. 2001). Uma terceira 

proteína desta família (JBUREII) foi encontrada em diferentes etapas de desenvolvimento 

das flores, dos embriões e da plântula (Pires-Alves et al. 2003; Demartini et al. 2011; 



28 
 

Mulinari et al. 2011). Até o presente momento apenas JBU e JBUREII têm as sequências 

completas de DNA/aminoácidos elucidadas (Mamiya et al. 1985; Riddles et al. 1991; 

Pires-Alves et al. 2003; Mulinari et al. 2011). 

Em soja são descritas três isoformas, codificadas por três genes estruturais 

independentes. A urease ubíqua, codificada pelo gene Eu4 (Glyma11g248700; GenBank 

acesso AJ276866), expresso em níveis baixos em todos os tecidos vegetais, é responsável 

pela reciclagem da ureia derivada do metabolismo (Polacco et al. 1985; Torisky et al. 

1994; Goldraij et al. 2003). A urease embrião-específica, codificada pelo gene Eu1 

(Glyma05g146000; GenBank acesso NM001249869), é altamente expressa em embriões 

em desenvolvimento e acumulada em sementes maduras (Polacco & Havir, 1979; Polacco 

& Winkler, 1984; Polacco & Holland, 1993). Um terceiro gene codificando uma urease 

foi recentemente identificado no genoma da soja (Polacco et al. 2011; Polacco et al. 

2013). Este gene foi denominado Eu5 (Glyma08g103000) e seu produto SBU-III, 

apresenta uma maior similaridade com a urease embrião-especifica (Figura 4). Baixos 

níveis de transcritos foram detectados em sementes após um dia da quebra da dormência, 

raízes jovens e sementes em desenvolvimento (Wiebke-Strohm et al. 2016). 

Afim de definir o papel das ureases de soja, experimentos foram direcionados para 

a obtenção de mutantes nulos por bombardeamento com nêutrons rápidos cuja coleção 

pertence à Universidade de Missouri, EUA. Mutantes nulos para a urease embrião-

específica (eu1-a) foram obtidos com sucesso. Esses mutantes não exibem nenhuma 

alteração fisiológica na planta (Polacco et al. 2011). Mutantes missense para urease 

ubíqua foram denominados eu4-a e eu4-b, produzem uma proteína inativa e exibem 

substancial redução na atividade ureolítica em folhas, raízes e hipocótilos, devido a 

mutação ser na região de inserção do níquel (Torisky & Polacco, 1990; Stebbins et al. 

1991; Witte et al. 2002; Goldraij et al. 2003; Polacco et al. 2011). Por outro lado, mutantes 

nulos para a urease ubíqua nunca foram obtidos. Os duplos mutantes (eu1-a/eu4-a), 

obtidos através do cruzamento entre os mutantes para urease ubíqua e embrião-específica, 

são praticamente desprovidos de atividade ureolítica (Stebbins e Polacco, 1995; Goldraij 

et al. 2003). Mutante nulo para o gene Eu3 que codifica a proteína acessória UreG, 

necessária para a incorporação do níquel e ativação da urease, também foi obtido e não 

apresenta atividade ureolítica (Freyermuth et al. 2000).  
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1.5 Papel das Ureases 

 

1.5.1 Papel das Ureases em relação à atividade ureolitica 

 

As ureases desempenham diferentes funções biológicas nas plantas (Follmer et al. 

2004; Carlini e Polacco, 2008; Carlini e Ligabue-Braun, 2016). A primeira função 

atribuída é a atividade ureolítica. Grande parte do nitrogênio (N) utilizado pela planta 

para seu crescimento e desenvolvimento só pode ser aproveitada a partir da ureia, que é 

uma importante fonte interna e externa de N (Follmer, 2008; Wang et al. 2008). A 

arginina, o principal armazenador de N, é convertida pela enzima mitocondrial arginase 

em ureia e ornitina. A ureia é transportada para o citoplasma e pela ação da urease é 

convertida a dióxido de carbono e amônia, que é incorporada em compostos orgânicos, 

principalmente pela atividade da glutamina sintetase (Figura 6) (Mobley et al. 1995; 

Goldraij e Polaccoc, 1999, 2000; Sirko e Brodzik, 2000). Portanto, a urease exerce um 

papel importante na remobilização e assimilação do N necessário para o desenvolvimento 

(Cao et al. 2010). 

Figura 6.  Metabolismo da uréia em plantas. O aminoácido arginina proveniente 

da degradação de proteínas (1). A arginina é hidrolisada na mitocôndria pela arginase, 
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produzindo ureia e ornitina (2). A ureia deixa a mitocôndria e é hidrolisada pela urease 

(3). O produto da atividade da urease, a amônia, é liberado e re-assimilado pela glutamina 

sintetase citosólica (GS1) (4). O glutamato gerado a partir da ornitina é exportado da  

mitocôndria e serve como substrato para a reação citosólica (GS1) (5). A urease é 

requerida para mobilizar metade do nitrogênio da arginina. (Fonte: Adaptado a partir de 

Witte CP, 2011 e Laprotox: Disponível em http://www.ufrgs.br/laprotox/>Acesso em 

setembro de 2016). 

Devido à importância do nutriente N para o crescimento da planta, torna-se 

necessário um mecanismo eficiente para capturar e realocar fontes de N para sua 

utilização em processos essenciais da planta como a germinação de sementes e 

senescência (Witte CP, 2011). Em Arabidopsis thaliana a importância da urease é 

destacada pelo fato de que quando suas sementes são tratadas com um inibidor para esta 

enzima sua germinação é atrasada (Zonia et al. 1995). Os mutantes de soja eu3-a eu2-a, 

eu4-a e eu4-b, que exibem atividade ureolítica nula, apresentam acúmulo de ureia e a 

presença de manchas necróticas na ponta das folhas (Polacco & Holland, 1993; Goldraij 

et al. 2003). 

1.5.2 Papel de defesa das ureases 

As ureases não estão envolvidas apenas na remobilização e assimilação do N 

necessário para o desenvolvimento da planta, mas também na defesa de plantas contra 

patógenos tais como fungos e insetos (Carlini e Polacco, 2008; Stanisçuaski e Carlini, 

2012). Os domínios da atividade fungicida e inseticida são independentes da capacidade 

de hidrólise da enzima, devido as funções de defesa continuarem agindo mesmo após as 

ureases serem tratadas quimicamente com um inibidor da atividade ureolítica (Polacco e 

Holland, 1993; Follmer et al. 2004; Becker-Ritt et al. 2007). 

Estudos evidenciaram que as ureases purificadas a partir de plantas apresentam 

uma toxicidade contra insetos e fungos, com atividade independente da catalítica. Alguns 

trabalhos (Carlini et al. 1997; Ferreira da Silva et al. 2002) mostraram que duas isoformas 

de Canavalia ensiformis, Canatoxina (CNTX) e Jack bean urease (JBU), e a urease 

embrião específica de soja (Follmer et al. 2004) são tóxicas para insetos que apresentam 

no seu trato digestivo enzimas proteolíticas do tipo catepsinas, que degradam a proteína 

e liberam um peptídeo tóxico. Para JBU o peptideo liberado apresenta aproximadamente 

~10 kDa, não sendo tóxico para insetos com digestão baseada em enzimas serínicas do 
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tipo tripsina (Carlini et al. 1997; Stanisçuaski et al. 2005; Piovesan et al. 2008; 

Stanisçuaski e Carlini, 2012). 

A função inseticida das ureases parece restrita à urease de plantas, o que 

provavelmente se deve ao fato de pelo menos parte do peptídeo entomotóxico 

corresponder ao gap presente entre os domínios α e β das ureases bacterianas (Figura 3) 

(Follmer et al. 2004). O peptídeo entomotóxico de ~10 kDa isolado a partir da canatoxina 

é denominado pepcanatox (Carlini et al. 1997; Carlini et al. 2000). Posteriormente, a 

região correspondente a um outro peptideo tóxico foi identificada, isolada e clonada a 

partir do gene jbureII, outra isoforma de urease da C. ensiformis. O peptídeo resultante 

foi denominado jaburetox-2Ec (Mulinari et al. 2007) ou jaburetox (Postal et al. 2012).  

O jaburetox recombinante mostrou atividade inseticida contra ninfas de 

Dysdercus peruvianus e Rhodnius prolixus (Stanisçuaski et al 2005, 2009). 

Curiosamente, o peptídeo não mostrou somente toxicidade a esses insetos, mas também 

a insetos que não eram afetados por ingestão da urease intacta como a lagarta Spodoptera 

frugiperda, que apresenta digestão baseada em enzimas serínicas do tipo tripsina 

(Mulinari et al. 2007). Por outro lado, mostrou-se inócuo se injetado intraperitonealmente 

ou administrado por via oral em ratos neonatos e camundongos (Mulinari et al. 2004, 

2007; Tomazetto et al. 2007). O peptídeo tóxico age diretamente sobre túbulos de 

Malpighi isolados do inseto. Os polipeptídeos inibem a diurese em doses abaixo do 

nanomolar, sendo que as rotas de sinalização recrutadas pela urease e pelo peptídeo para 

produzir o efeito antidiurético são diferenciadas (Stanisçuaski et al. 2009). 

Quanto à atividade antifúngica, as ureases e jaburetox têm mostrado exercer forte 

propriedades contra fungos fitopatogênicos filamentosos e leveduras na concentração de 

10-5 M (peptideo) a 10-8 M (ureases), inibindo o crescimento vegetativo in vitro de fungos 

filamentosos (Becker-Ritt et al. 2007; Postal et al. 2012; Wiebke-Strohm et al. 2012). O 

polipeptídio afeta a permeabilidade da membrana e interfere no metabolismo energético 

de leveduras (Becker-Ritt et al. 2007; Postal et al. 2012). 

1.6 Efeito da superexpressão de genes que codificam ureases de soja  

Embora investigações com ureases venham sendo realizadas há quase um século, 

estudos relacionados a sua função e seu modo de ação merecem ainda atenção, pois não 
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estão totalmente compreendidos. O estudo da superexpressão dos genes que codificam 

ureases é uma forma de auxiliar em uma melhor compreensão de suas funções. 

Experimentos de transformação de soja por bombardeamento com o objetivo 

inicial de gerar plantas que superexpressassem a urease ubíqua (Eu4) e possivelmente 

resistentes a adversidades bióticas foram conduzidos em nosso laboratório (Laboratório 

de Cultura de Tecidos e Transformação Genética de Plantas, do Departamento de 

Genética da UFRGS).  Vários eventos foram obtidos, mas ao contrário da superexpressão 

prevista, houve uma co-supressão do gene alvo na maioria das plantas. Os níveis de 

mRNA da urease ubíqua de todas as plantas transgênicas eram menores que os observados 

em plantas não transgênicas, submetidas às mesmas condições de cultura. O mesmo foi 

observado para a atividade ureásica, indicando um menor acúmulo da enzima nas plantas 

transgênicas. Bioensaios realizados no estudo com estas plantas mostraram que a falta da 

urease ubíqua torna as plantas mais susceptíveis a diversos fungos (Wiebke-Strohm et al. 

2012).   

Algumas hipóteses foram levantadas para explicar o ocorrido: o grande número 

de cópias integradas ao genoma na transformação por bombardeamento, a intolerância 

das plantas a altos níveis da urease ubíqua, a existência de um mecanismo endógeno de 

auto-regulação dos níveis de mRNA ou a toxicidade da proteína (Wiebke-Strohm et al. 

2011). Após inúmeras tentativas de transformação através do método que integra 

bombardeamento e Agrobacterium (Wiebke-Strohm et al. 2011) foi obtida uma planta 

transformada contendo um menor número de cópias do transgene e com níveis de 

expressão do gene aumentados. Contudo, está planta apresentou desenvolvimento lento e 

acabou morrendo (dados não publicados). Tal fato, motivou a busca de outras alternativas 

para superexpressão das ureases em soja, sendo a opção mais oportuna, em função do 

número de estudos prévios, a expressão de partes dos genes que codificam os peptídeos 

tóxicos.  

Tendo em vista que as ureases são potencialmente multifuncionais, as plantas co-

suprimidas são consideradas uma ferramenta importante para a determinação das funções 

adicionais à atividade ureásica. Considerando que mutantes nulos para a urease ubíqua 

(Eu4) nunca foram obtidos até o presente momento, as plantas transgênicas co-suprimidas 

representam uma poderosa ferramenta para estudos funcionais que poderão contribuir 

para a elucidação do papel das ureases de soja em outros processos biológicos, tais como o 

desenvolvimento de plantas. 
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1.7 Peptídeo recombinante derivado de urease de soja 

 

Mais recentemente a equipe da doutora Célia Carlini do Laboratório de Proteínas 

Tóxicas (Laprotox) da UFRGS, identificou a região que corresponde ao peptídeo tóxico 

da urease ubíqua de soja, que foi denominado Soyuretox (Kappaun, 2014). A 

identificação da sequência interna da urease ubíqua de soja colinear com a sequência 

interna do Jaburetox peptídeo derivado de uma urease de C. ensiformis, foi realizada 

através do alinhamento entre os aminoácidos componentes do Jaburetox e a sequência de 

aminoácidos correspondente na urease ubíqua. O peptídeo da urease ubíqua da soja foi 

chamado de Soyuretox e apresenta 72% de identidade com o Jaburetox (figura 7) 

(Kappaun, 2014).   

 

 

Figura 7. (A) Alinhamento da sequência de amino ácidos de Soyuretox e 

Jaburetox. (*) correspondem em ambos os peptídeos. (:) forte similaridade; (.) fraca 

similaridade. (B) Sequência de aminoácidos da urease ubíqua traduzida do gene Eu4 de 
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Glycine max (Glyma11g37250;AJ276866), com sequência do peptídeo interno Soyuretox 

marcada em cinza. Fonte: (Kappaun, 2014). 

1.8 Justificativa 

Assim como os insetos, os nematóides também apresentam no seu trato digestório 

enzimas proteolíticas das classes cisteína e aspártico proteases, o que sugere um possível 

potencial tóxico das ureases vegetais também contra nematóides. Até o presente momento 

nenhum trabalho foi realizado para compreender a resposta das ureases frente ao ataque 

desse patógenos.  

O presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo de testar o possível efeito 

tóxico das ureases contra nematoides. Como mencionado acima, em nosso laboratório 

foram realizados experimentos de transformação por bombardeamento com o objetivo 

inicial de gerar plantas de soja que superexpressassem a urease ubíqua de soja (Wiebke-

Strohm et al. 2012). Tendo em vista a dificuldade de superexpressar a urease intacta, 

utilizou-se a alternativa de isolar o peptídeo tóxico denominado Soyuretox, derivado da 

urease ubiqua da soja e superexpressá-lo na planta, visando maior resistência a 

adversidades bióticas.  

1.9 Objetivos 

 1.9.1 Objetivos gerais 

Os objetivos gerais deste trabalho foram (1) caracterizar em nível molecular a 

progênie de plantas transgênicas com o gene Eu4 co-suprimido e investigar o papel das 

ureases de soja durante o desenvolvimento das plantas. (2)  caracterizar in vivo a 

toxicidade do peptídeo Soyuretox, codificado por parte do gene Eu4  da soja, contra 

nematoides, usando como modelo o fitonematoide formador de galhas Meloidogyne 

javanica.  

1.9.2 Objetivos específicos 

a) Caracterizar molecularmente a progênie de plantas transgênicas com os 

genes que codificam ureases co-suprimidos. 
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b) Determinar o perfil de expressão das ureases codificadas pelos genes Eu1, 

Eu4 e Eu5 em plantas transgênicas e não transgênicas; mutantes (eu1-a, eu4-a, 

eu1-a/eu4-a, eu3-a) e não mutantes. 

c) Avaliar o padrão temporal de desenvolvimento de plantas transgênicas e 

não transgênicas, mutantes (eu1-a, eu4-a, eu1-a/eu4-a, eu3-a) e não mutantes. 

d) Obter plantas compostas através da transformação por Agrobacterium 

rhizogenes superexpressando nas raízes o peptídeo Soyuretox.  

e) Obter e regenerar plantas estavelmente transformadas, por 

bombardeamento de partículas, superexpressando o Soyuretox. 

f) Caracterizar em nível molecular as plantas transgênicas obtidas pela 

transformação de raízes e por transformação estável.  

g) Desafiar as raízes transgênicas das plantas compostas e das plantas 

completamente transformadas com o fitonematoide formador de galhas, M. 

javanica; 

h) Comparar o fator reprodutivo do nematoide M. javanica nas raízes 

transgênicas das plantas compostas, completas e raízes controles (plantas com raízes 

não-transformadas). 

Os capítulos seguintes desta tese incluem um artigo já aceito para a publicação na 

revista Genetics and Molecular Biology, da Sociedade Brasileira de Genética, um 

manuscrito submetido a revista Transgenic Research e o de Termo de Adição 

encaminhado a um pedido de patente previamente depositado no INPI. Os resultados 

destes trabalhos também foram apresentados de forma parcial à comunidade científica 

em eventos nacional e internacional. Os resultados obtidos neste trabalho podem fornecer 

uma alternativa para a obtenção de plantas de soja mais resistentes a adversidades 

bióticas. 
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4. Conclusões e Perspectivas 

 

4.1 Análise das plantas transgênicas com o gene Eu4 co-suprimido 

A análise das plantas transgênicas obtidas por Wiebke-Strohm et al. (2012), 

confirmou que a co-supressão do gene Eu4 (urease ubíqua) foi mantida ao longo das 

gerações. Além disto, a redução dos níveis de mRNA foi também observada para os genes 

Eu1 (urease embrião especifica) e Eu5 (SBU-III).  Portanto, a co-supressão ocorreu para 

todas as ureases da soja, resultado que pode ser atribuído ao fato de existir um alto grau 

de similaridade entre as sequências (Follmer, 2008; Krajewska, 2009). Mesmo 

apresentando o silenciamento de todas as ureases, as plantas co-suprimidas representam 

variantes genéticas importantes para o avanço no estudo funcional das ureases, uma vez 

que mutantes nulos para urease ubíqua nunca haviam sido obtidos. 

O papel das ureases quanto ao padrão de desenvolvimento da planta de soja foi 

analisado no presente trabalho. Esse processo biológico foi investigado em plantas 

transgênicas e comparados com plantas não transgênicas. Para fins de estudo funcional 

de genes individuais os mutantes simples eu1-a, eu4-a e eu3-a, duplo eu1-a/eu4-a, foram 

utilizados e comparados com plantas não mutantes. As plantas mutantes foram também 

caracterizadas quanto ao nível de expressão das três ureases. Para os mutantes eu4-a e 

eu3-a, foram observados níveis normais de transcritos de mRNA para todas as ureases. 

Estes resultados eram esperados já que eu4-a produz uma proteína inativa (Torisky e 

Polacco, 1990; Stebbins et al. 1991; Witte et al. 2002; Goldraij et al. 2003; Polacco et al. 

2011) e eu3-a codifica a proteína acessória UreG (Freyermuth et al. 2000). Estas 

mutações, portanto, não alteram o nível de expressão dos genes Eu4, Eu1e Eu5, quando 

estimado pelo perfil de transcritos. Os outros mutantes, eu1-a e eu1-a/eu4-a, exibiram 

apenas níveis menores para Eu1, uma vez que eu1 é um mutante nulo para urease embrião 

especifica (Polacco et al. 1993). 

Os resultados obtidos indicaram que as plantas com co-supressão dos genes que 

codificam ureases apresentaram um comprometimento no seu desenvolvimento, com 

redução do peso, do tamanho da parte aérea e do sistema radicular, além de menor 

conteúdo de nitrogênio, se comparadas com as plantas controles. O mutante simples eu3-
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a e o duplo mutante eu1-a/eu4-a apresentaram um pequeno atraso no desenvolvimento 

durante o primeiro mês. O conjunto de dados resultante deste trabalho indicam que a 

urease embrião especifica e urease SBU-III possam também estar contribuindo em 

processos que estejam relacionadas ao desenvolvimento. 

Esse conjunto de plantas apresentando as urease co-suprimidos representam, 

também, uma ferramenta importante para a elucidação das funções adicionais à atividade 

ureolítica. No trabalho realizado por Wiebke-Strohm et al. (2012) utilizando essas 

mesmas plantas, foi demonstrado que a urease ubíqua de soja está envolvida no 

mecanismo de resistência ao fungo Phakopsora pachyrhizi (causador da ferrugem 

asiática), pois mostraram maior número de lesões e pústulas, quando comparadas com 

plantas não transformadas. Essas plantas também poderão ser utilizadas em futuros 

bioensaios in vivo utilizando nematoides de importância agronômica, a fim de comparar 

a resposta das plantas silenciadas com plantas superexpressando o peptídeo soyuretox. 

Além disto teste nos quais as referidas plantas serão desafiadas com insetos alvo e não-

alvo para a soja, poderão servir como prova de conceito para a capacidade inseticida desta 

enzima.  

 

4.2 Transformação de soja mediada por Agrobacterium rhizogenes e bombardeamento 

de partículas  

 

A transformação genética é uma ferramenta potencial para o aumento da 

qualidade das culturas e para a superação dos limites impostos pelo ambiente ao aumento 

da produção (Popelka et al. 2004). Portanto, torna-se necessário o desenvolvimento de 

sistemas eficientes de transformação e regeneração de plantas para cada espécie vegetal, 

bem como a realização de estudos funcionais, visando identificar genes que possam 

conferir características de interesse. 

Tanto o bombardeamento de partículas quanto o sistema Agrobacterium têm sido 

utilizados para introdução de genes em diversos tecidos da soja e regeneração de plantas 

completamente transformadas (Somers et al. 2003; Mello-Farias e Chaves, 2008; 

Wiebke-Strohm et al. 2011; Kuma et al. 2015). Cabe ressaltar que o método de obtenção 

de raízes transformadas por A. rhizogenes é também uma ferramenta bastante útil para 

testar o efeito de genes de interesse em um curto espaço de tempo. Isso é especialmente 

importante em estudos envolvendo características do sistema radicular, tais como doenças 

causadas por patógenos de raiz (Cho et al. 2000).  
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Conforme resultados apresentados no Capítulo 3, foram regeneradas com sucesso 

plantas de soja totalmente transgênicas e férteis expressando o peptídeo soyuretox e 

plantas compostas expressando o peptídeo somente na raiz. As plantas compostas foram 

obtidas em algumas semanas, enquanto que as plantas completamente transformadas, 

após pelo menos um ano (contando a obtenção de embriões somáticos, etapas de 

transformação, seleção e regeneração dos transformantes primários).  

É importante salientar que independentemente do método utilizado, a 

transformação de soja não é um trabalho trivial, exigindo muita experiência e habilidade 

do pesquisador. A “arte” de regenerar plantas a partir da cultura de tecidos transformados 

é um ponto crucial para o sucesso dos programas de transformação genética. Por isso, 

torna-se importante o treinamento e desenvolvimento de habilidades dos pesquisadores 

para gerar plantas suficientes, tanto em trabalhos de estudos funcionais de genes como 

para a obtenção de plantas de interesse agronômico (Trick et al. 1997; Somers et al. 2003). 

 

4.3 Análise da toxicidade do peptídeo Soyuretox contra o ataque do fitonematóide 

M. javanica.  

 

Em nosso laboratório, como já mencionado anteriormente, foram realizados 

experimento de transformação visando a superexpressão da urease ubíqua. Embora um 

número considerável de eventos tenha sido obtido, apenas uma planta foi capaz de 

superexpressar o gene moderadamente (4 vezes mais do que a controle), enquanto as 

demais plantas transgênicas apresentaram co-supressão (Wiebke-Strohm et al. 2012). 

Entretanto, a planta que superexpressava o gene não deixou descentes. Com o intuito de 

obter plantas transgênicas superexpressando a urease ubíqua, novos experimentos de 

transformação foram conduzidos em nosso laboratório, porém novamente não foram 

obtidas plantas com esta característica. Devido à dificuldade de superexpressar a urease 

ubíqua completa, a alternativa mais promissora e viável no momento foi estudar a 

expressão de partes do gene que codifica esta urease de soja, correspondente ao peptídeo 

tóxico. 

 Recentemente, a equipe da doutora Célia Carlini do Laboratório de Proteínas 

Tóxicas (Laprotox) da UFRGS, identificou a região que corresponde ao peptídeo tóxico 

da urease ubíqua de soja, que foi denominado Soyuretox (Kappaun, 2014). Este resultado 

possibilitou investigar as propriedades de defesa da urease ubíqua, adicionais à atividade 

ureolítica. 
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Os resultados obtidos no padrão de expressão do peptídeo Soyuretox 

demonstraram ser possível superexpressar o peptideo tanto nas raízes obtidas através da 

transformação por A. rhizogenes, quanto nas plantas totalmente transformadas, obtidas 

por bombardeamento. Em bioensaios as plantas compostas e completamente 

transformadas revelaram ser mais resistentes a M. javanica do que as plantas controle, 

mostrando uma redução na reprodução deste nematóide em torno de 50% e 37.5%, 

respectivamente.  

As plantas transgênicas superexpressando o Soyuretox representam uma 

alternativa promissora para fornecer um controle eficaz contra esse tipo de patógeno, 

diminuindo assim o gasto com nematicida e, consequentemente, contribuindo com uma 

melhor qualidade do meio ambiente.  

Esse trabalho tem fundamental importância para o avanço do conhecimento das 

propriedades tóxicas do Soyuretox sobre nematóides por dois motivos principais: (1) este 

é o primeiro relato de um peptídeo derivado de uma urease que apresenta atividade 

nematicida e (2) comprova que esse peptídeo contribui para função de defesa da planta in 

vivo, mesmo na presença de outras proteínas de defesa. Assim, os dados obtidos destacam 

o potencial do Soyuretox para uma aplicação biotecnológica. 

Novos experimentos de transformação visando a superexpressão do Soyuretox 

pela técnica de bombardeamento foram realizadas, usando um novo vetor de 

superexpressão, o pEarleyGate100, que tem o promotor CaMV 35S controlando o gene 

de interesse, além do gene marcador bar, que confere resistência ao herbicida glufosinato 

de amônio. Do ponto de vista de estudos básicos, este vetor facilita a seleção das plantas 

transgênicas em populações segregantes. As análises moleculares destas plantas 

confirmarão o estado transgênico, o grau de expressão e a estabilidade do transgene nas 

gerações descendentes.  

Os resultados obtidos até o presente momento são altamente promissores, pois 

demostraram expressiva resistência das plantas transgênicas ao ataque do nematóide M. 

javanica. As plantas resultantes desses dois experimentos de transformação poderão ser 

utilizadas não apenas em bioensaios in vivo com outros nematóides de importância 

agronômica, mas também testadas contra insetos alvos e não-alvos e fungos como por 

exemplo o P. pachyrhizi (causador da ferrugem asiática). Esses dados servirão como 

prova de conceito para a capacidade tóxica do peptídeo e confirmarão seu potencial para 

geração de um futuro produto biotecnológico. 
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