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RESUMO 

 

de Lima, Larissa Boaz (DE LIMA, L. B.) AVALIAÇÃO DO POTENCIAL BIOTECNOLÓGICO 

DE TRÊS GENES QUE CODIFICAM A ENZIMA ESTILBENE SINTASE ISOLADOS DE 

ESPÉCIES SILVESTRES DE Arachis spp.. Monografia (Bacharelado em Engenharia Florestal) – 

Universidade de Brasília, Brasília, DF. 

A expressão transiente é a expressão temporária de um transgene, sendo uma forma de 

transformação genética rápida e de baixo custo. Dessa forma, a agroinfiltração é uma das 

abordagens mais usadas para a detecção da expressão transiente em plantas e consiste na 

infiltração de tecidos foliares com Agrobacterium spp.. O gene STS codifica a enzima Estilbeno 

Sintase responsável pela síntese do resveratrol que é um poderoso antioxidante encontrado em 

um número limitado de plantas, incluindo espécies silvestres do gênero Arachis, as quais são 

nativas brasileiras. Esse gene é relacionado com a reação da planta a diferentes estresses 

ambientais bióticos, como a alguns dos principais fungos causadores de doenças, como os do 

gênero Sclerotinia. Utilizando a metodologia da agroinfiltração o objetivo do trabalho é 

determinar a eficiência da metodologia em permitir a avaliação da expressão de um transgene 

de interesse em folhas de Nicotiana benthamiana agroinfiltradas com três construções contendo 

distintos genes STS oriundos de três espécies de Arachis e compará-las com as construções 

controle (vetor empty, mock com solução de cloreto de magnésio e amostra de amendoim 

induzidos por luz UV). Para isso, sementes de N. benthamiana foram germinadas em substrato 

e crescidas em sala de cultura sob condições controladas. Duas semanas após a semeadura, as 

plântulas foram transplantadas para recipientes plásticos contendo solo estéril e transferidas 

para casa de vegetação. Agrobacterium tumefaciens ‘GV30101’ transformada com cada um dos 

genes Assts2, Aists3 e Acsts4 ou gfp (Green Fluorescent Protein), foram cultivadas em meio 

LB líquido e posteriormente infiltradas em folhas de N. benthamiana por meio da câmara de 

vácuo do acelerador de micropartículas, utilizado para que a infiltração ocorresse em todas as 

folhas de forma uniforme. Posteriormente, as folhas foram avaliadas em microscópio com filtro 

UV quanto à expressão de gfp. Dessa forma, a expressão transiente do gene gfp, 3 dias após a 

agroinfiltração, se mostrou eficiente como indicador da expressão temporária dos três genes 

STS que estavam no mesmo vetor pPZP além de representar de forma concreta um meio de 

valorização da biodiversidade brasileira. 

  

Palavras-chave: Expressão transiente; Agroinfiltração; Resveratrol; Agrobacterium 

tumefaciens; gene STS; gênero Arachis; Biodiversidade. 



 

 

 

ABSTRACT 

 

de Lima, Larissa Boaz (DE LIMA, L. B.) EVALUATION OF THE BIOTECHNOLOGICAL 

POTENTIAL OF THREE GENES THAT ENCODE THE ENZYME STILBENE SINTASE 

ISOLATED FROM WILD SPECIES OF Arachis spp.. Monograph (Forest Engineering Degree) – 

University of Brasília, Brasília, DF. 

 

Transient expression is the temporary expression of a transgene, being a form of rapid and low-

cost genetic transformation. Thus, agroinfiltration is one of the most used approaches for the 

detection of transient expression in plants and consists in the infiltration of leaf tissues with 

Agrobacterium spp.. The STS gene encodes the enzyme Stilbeno Synthase responsible for the 

synthesis of resveratrol, which is a powerful antioxidant found in a limited number of plants, 

including wild species of the genus Arachis, which are native to Brazil. This gene is related to 

the plant’s reaction to different biotic environmental stresses, such as some of the main disease-

causing fungi, such as those of the genus Sclerotinia. Using the methodology of agroinfiltration 

the objective of this work is to determine the efficiency of the methodology in allowing the 

evaluation of the expression of a transgene of interest in Nicotiana benthamiana agroinfiltrated 

leaves with three constructions containing different STS genes from three species of Arachis 

and compare them with the control constructions (empty vector, mock with magnesium chloride 

solution and peanut sample induced by UV light). For this, seeds of N. benthamiana were 

germinated in substrate and grown in culture room under controlled conditions. Two weeks 

after sowing, the seedlings were transplanted into plastic containers containing sterile soil and 

transferred to the greenhouse. Agrobacterium tumefaciens 'GV30101' transformed with each 

one of the genes Assts2, Aists3 and Acsts4 or gfp (Green Fluorescent Protein), were grown in 

liquid LB medium and then infiltrated into N. benthamiana leaves through the microparticle 

accelerator vacuum chamber, used so that the infiltration occurred in all leaves evenly. 

Subsequently, the leaves were evaluated in microscope with UV filter for gfp expression. Thus, 

the transient expression of the gfp gene, 3 days after agroinfiltration, was efficient as an 

indicator of the temporary expression of the three STS genes that were in the same pPZP vector 

and represents a concrete way of valuing Brazilian biodiversity. 

 

Keywords: Transient expression; Agroinfiltration; Resveratrol; Agrobacterium tumefaciens; 

sts gene; Arachis genus; Biodiversity. 
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1 INTRODUÇÃO 

O Brasil é um país com biodiversidade extremamente rica e grande representação do 

agronegócio no PIB, possuindo assim um enorme potencial para aplicação da tecnologia de 

transgenia em programas de melhoramento genético. 

 O avanço da pesquisa e do desenvolvimento tecnológico na área da biotecnologia e a 

ampla utilização de plantas geneticamente modificadas (PGMs) trouxeram diversas vantagens 

para produção agrícola brasileira, dentre elas: expressiva redução na dependência de utilização 

de insumos, rápida obtenção de genótipos apropriados às demandas requeridas, redução de 

custos com melhoria da qualidade na produção agrícola e aumento da variabilidade genética de 

grandes culturas (Celso & Valois, 2001). Dessa forma, por mais que o debate sobre a segurança 

de produtos derivados e PGMs no mercado consumidor seja ainda persista, é evidente o quanto 

a tecnologia dos transgêncicos é impactante, principalmente para a segurança alimentar e 

econômica brasileira (ISAAA Inc., 2024). 

  Em relação à biossegurança, desde o ano de 1994, nos Estados Unidos, foram 

produzidas evidências científicas suficientes para liberação do primeiro produto alimentício 

derivado de PGMs no mercado consumidor. No Brasil, a Lei de Biossegurança, promulgada 

em 2005, é amplamente reconhecida a nível internacional como um dos processos regulatórios 

mais rigorosos e abrangentes globalmente. Isso garante que a pesquisa com PGMs, além de sua 

inserção no mercado consumidor, seja extremamente segura e confiável.  

  Diante do exposto, pode-se afirmar que com o desenvolvimento da pesquisa e do uso 

da transgenia no melhoramento vegetal, continuarão sendo encontradas soluções, não somente 

de garantir o crescimento e a intensificação da produção agrícola brasileira de forma 

sustentável, como também, de estabelecer sistemas de produção adaptados às demandas atuais 

referentes tanto a pautas ambientais, como pautas sociais (Naves et al., 2024). A transformação 

genética de plantas, assim como outras biotecnologias, é uma ferramenta que hoje faz parte da 

maioria dos programas de melhoramento genético. A partir desta, é possível realizar a inserção 

controlada de alelos para a modulação de características de interesse, como maior produtividade 

e resistência a patógenos (Naves et al., 2024). 

No melhoramento genético, a principal perspectiva para um futuro próximo é contribuir 

para a diminuição da pressão sobre os recursos naturais. Uma das estratégias para atingir tal 
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objetivo é o desenvolvimento de tecnologias que permitam o incremento da eficiência de 

produção de fibras e alimentos, além da preservação do bom funcionamento dos serviços 

ecossistêmicos. 

  O desenvolvimento da biotecnologia agrícola e a utilização de técnicas como as NBTs 

(New Breeding Technologies) ou NTMs (Novas Tecnologias de Melhoramento) podem auxiliar 

neste avanço. NBTs é um termo cunhado pela UE para se referir a técnicas de engenharia 

genética mais modernas, diferentes dos métodos atuais de modificação genética de culturas 

comerciais (Dias et al, 2017). Algumas destas novas técnicas em desenvolvimento incluem 

metilação de DNA dependente de RNA, enxertia em culturas transgênicas, melhoramento 

reverso e agroinfiltração (Plants for the future, 2014). Essas técnicas podem contribuir 

positivamente na mitigação dos efeitos ambientais das mudanças climáticas e, 

concomitantemente, assegurar a segurança alimentar e a segurança econômica de países com 

forte participação do setor agrícola na economia, como é o caso do Brasil, a partir de produções 

agrícolas com alto valor agregado. É importante ressaltar que já existem processos regulatórios 

de biossegurança para NTMs em andamento na América Latina (Rosado & Eriksson, 2022). 

A expressão transiente é um tipo de expressão gênica heteróloga, sem integração do 

DNA ao genoma da planta (Lacorte & Ribeiro, 2015) e, consequentemente, sem a passagem do 

gene para as linhagens futuras. Uma das principais aplicações dessa ferramenta experimental é 

analisar se a expressão ou o silenciamento de um gene de interesse é funcional, em um curto 

período, e com um baixo custo, além da possibilidade de produção de macromoléculas 

recombinantes com alta eficiência e em larga escala (Fischer et al., 1999 Tyurinet al. 2020.). 

  A agroinfiltração, uma das técnicas de expressão gênica transiente, é considerada uma 

NTM pois pode ser utilizada para a produção em plantas, de forma transiente, de biofármacos 

e moléculas terapêuticas (Ricroch et al. 2022). Em particular, uma vacina contra a gripe teve 

resultados promissores quando produzida em plantas de Nicotiana benthamiana, a espécie de 

escolha para expressar genes de forma transiente por agroinfiltração foliar (Margolin et al. 

2018), por ser a espécie modelo para ensaios de agroinfiltração, devido à sua morfologia: folhas 

mais maleáveis e sem pilosidade ou qualquer revestimento que dificulte a penetração do tampão 

de infiltração nos tecidos foliares, de forma a infiltração do tampão ocorra de forma mais 

homogênea no tecido foliar.  
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O gene sts está relacionado com a produção de resveratrol e é encontrado em um número 

limitado de espécies, sendo algumas delas nativas da América do Sul e do Brasil, do gênero 

Arachis. Estas desenvolveram traços de adaptação associados a defesa e tolerância a estresse 

bióticos e abióticos, dentre as quais está a produção de fitoalexinas como o resveratrol 

(Carvalho et al., 2020). Além disso, existe um robusto banco de germoplasma estabelecido pelo 

pesquisador José Francisco Valls na Embrapa CENARGEN, o que permitiu que o grupo de 

pesquisa do laboratório de interação molecular planta-praga III (LPPIII) produzisse uma vasta 

pesquisa acerca de genes do gênero Arachis e suas funções. A partir dessas pesquisas, se torna 

evidente o potencial de contribuição de espécies silvestres brasileira para PGMs e, nesse caso, 

especialmente para o mercado farmacológico, de modo a valorizar a biodiversidade brasileira 

e estimulando a produção de novas pesquisas acerca de outras espécies nativas. 

Diante do exposto, o seguinte trabalho apresenta a proposta de avaliar o potencial 

biotecnológico da técnica de agroinfiltração utilizando genes sts isolados de espécies silvestres 

de Arachis para produção rápida e com baixo custo de resveratrol. A partir deste, espera-se que 

a técnica seja valorizada como potencial forma de análise da expressão de genes, de modo a 

contribuir para PGMs e para o estímulo de criação de novos negócios na área de produção de 

macromoléculas por meio de biofábricas. 
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2 OBJETIVOS  

 

2.1 Objetivo geral 

 

Avaliar o potencial biotecnológico de três genes que codificam para a enzima Estilbene 

Sintase (STS) isolados de três espécies silvestres de Arachis spp. por meio da técnica de 

agroinfiltração. 

 

 

 

2.2 Objetivos específicos 

● Realizar um ensaio de agroinfiltração em folhas Nicotiana benthamiana com 

Agrobacterium tumefaciens contendo vetores binários com três genes sts oriundos de 

três espécies de Arachis: A. stenosperma (Assts2), A. ipaënsis (Aists3) e A. cardenasii 

(Acsts4) e o vetor vazio (empty); 

● Avaliar a eficiência de transformação por agroinfiltração pela visualização da expressão 

do gene gfp ('Green Fluorescent Protein'); 

● Quantificar o conteúdo de resveratrol em três pools (repetições biológicas) de folhas 

para cada uma das três construções agroinfiltradas (Assts2; Aists3; Acsts4; e vetor 

empty).  
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

3.1 Expressão transiente 

A expressão transiente é um tipo de expressão gênica temporária, ou seja, em que os 

genes heterólogos introduzidos não são transmitidos para as próximas gerações do organismo 

transformado. Existem várias formas de induzir a expressão transiente de um gene: por métodos 

diretos de transformação, como por exemplo, a transformação de protoplastos e a biobalística, 

por vetores virais ou por infiltração de linhagens desarmadas de Agrobacterium tumefasciens. 

A maior contribuição da expressão transiente em relação à transformação estável, para 

o estudo e a caracterização de vários fatores relacionados com a expressão heteróloga de genes, 

é a rápida produção de grandes quantidades de proteína. Com isso, técnicas de expressão 

transiente permitem a diminuição dos custos financeiros e de tempo. Além disso, são 

relativamente mais simples, com menos etapas nos protocolos, não sendo necessárias as etapas 

de seleção e regeneração em cultura de tecidos, juntamente com as análises e caracterização 

dos eventos de transformação estáveis (Lacorte & Ribeiro, 2015). 

Uma das aplicações mais interessantes e vantajosas da técnica de expressão transiente é 

para a produção de proteínas heterólogas em plantas. Contudo, muitas vezes não é simples 

estabelecer um protocolo economicamente viável que permita a produção em larga escala de 

proteínas em plantas (Streatfield, 2007). Dessa forma, são necessárias mais pesquisas visando 

o aumento da expressão das proteínas de interesse com alto nível de pureza, em larga escala e 

com custos reduzidos, sendo um potencial alternativa a expressão transiente, pois é uma técnica 

simples, sem necessidade de grandes investimentos em materiais e infraestrutura (Pogue et al., 

2010). 

    

3.2 Agroinfiltração 

A agroinfiltração é uma técnica de expressão transiente que consiste na infiltração de 

tecidos foliares com um tampão de infiltração contendo Agrobacterium tumefaciens. (Fischer 

et al., 1999). A infiltração pode se dar por meio de vácuo ou manualmente por meio de uma 

seringa. Durante a agroinfiltração, praticamente todas as células do tecido foliar em contato 

com o tampão são transformadas pela agrobactéria e o gene de interesse contido no vetor binário 
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é transferido para as células vegetais e integrado em seu núcleo. Todavia, esses estudos ainda 

são considerados inconclusivos devido à complexidade da interação agrobactéria-célula. 

 Três a quatro dias após a infiltração, a quantidade de proteínas heterólogas de interesse 

expressas é suficiente para sua detecção ou visualização, como por exemplo para a proteína 

verde-fluorescente GFP, assim como para purificação e extração de macromoléculas, em 

pequena ou média escala (Lacorte & Ribeiro, 2015). 

Atualmente são reconhecidas diversas contribuições da agroinfiltração em conjunto 

com as outras técnicas NTMs, tanto no campo de edição genética, quanto na produção de 

produtos com alto valor agregado com fins terapêuticos e industriais, por exemplo, produção 

de macromoléculas farmacológicas e no estudo de potenciais genes úteis na remediação de 

problemas na produção agrícola, como ataque de patógenos e seca (Ricroch, 2022).  

 

3.3 Genes sts e resveratrol  

O gene sts  codifica a enzima Estilbeno Sintase, responsável pela síntese do resveratrol, 

um antioxidante raramente encontrado em espécies vegetais, sendo algumas destas as espécies 

silvestres do gênero Arachis, nativas do Brasil (Brasileiro et al., 2023).  

Genes sts foram identificados em espécies naturalmente produtoras de resveratrol, tais 

como a videira (Vitis spp.), o amendoim (Arachis spp.) e Polygonum-cuspidatum (Chialva et 

al., 2018). Por meio de estudos transcritômicos e genômicos da equipe Arachis da Embrapa, foi 

possível identificar genes sts em diversas espécies silvestres de Arachis spp., o que permitiu 

associar a expressão desses genes à resposta a uma variedade de estresses bióticos e abióticos 

(Guimarães et al., 2012; Brasileiro et al. 2015; Guimaraes et al. 2015; Vinson et al., 2018). 

Esses estudos sugerem que os genes sts de Arachis podem ser explorados como alelos de 

interesse a serem transferidos para outras espécies vegetais não-produtoras de resveratrol via 

transgenia para a obtenção e o desnvolvimento futura de culturas mais adaptadas às mudanças 

climáticas. 

Ademais, a expressão ectópica de genes sts isolados de outras espécies vegetais 

produtoras de resveratrol tem sido associada à resistência a diversos fungos patogênicos, 

incluindo os gêneros Sclerotinia, Botrytis, Oidium, Puccinia e Magnaporthe (Lygin et al., 
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2014). Plantas transgênicas superexpressando genes sts também podem apresentar maior 

resistência a outros fitopatógenos, como bactérias e nematoides, uma vez que o resveratrol atua 

como uma fitoalexina, mediando a ativação do sistema de defesa da planta e contribuindo para 

respostas sistêmicas a estresses bióticos (Bostanghadiri et al., 2017). O resveratrol também 

possui propriedades antivirais e tem sido explorado no controle de vírus que afetam tanto 

plantas quanto humanos, incluindo Covid-19, HIV, Influenza e HSV-2 (Filardo et al., 2020). 

Além do seu uso para a obtenção de culturas mais tolerantes/resistentes a diversos 

estresses bióticos e abióticos, PGMs têm sido utilizadas como biofábricas para a produção de 

resveratrol. O tabaco (Nicotiana tabacum), devido à sua notável capacidade de produção de 

biomassa foliar (Jeong et al., 2016),e tem sido utilizada como a espécie modelo para a 

bioprodução de resveratrol. Assim, a superexpressão de genes sts oriundos de espécies 

silvestres de Arachis tem um potencial considerável para alcançar altos níveis deste metabólito 

em PGMs de tabaco. Em paralelo, a expressão transiente de genes sts oriundos de espécies 

silvestres de Arachis por agroinfiltração em folhas de Nicotiana benthamiana também surge 

como uma alternativa viável e eficiente para a produção acelerada de resveratrol.  
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Material vegetal 

 Aproximadamente 70 sementes de Nicotiana benthamiana, espécie modelo para esta 

metodologia (Lacorte & Ribeiro, 2015), por demandarem um cultivo simples e terem as folhas 

mais maleáveis, o que reduz a resistência para a infiltração do tampão por meio de vácuo. As 

sementes foram dispersas em substrato (Carolina padrão, Carolina Soil, Brasil) e cultivadas em 

sala de cultura sob condições controladas de crescimento (25 ± 2 °C; 12 horas de fotoperíodo; 

200 μmols/m2/s de intensidade de luz). Três semanas após o plantio, 30 plântulas foram 

transplantadas para recipientes plásticos de 350 mL contendo solo autoclavado e transferidas 

para casa de vegetação. 

 

 

 

 

 

4.2. Preparo das construções de Agrobacterium 

 Uma colônia de Agrobacterium tumefaciens da linhagem desarmada ‘GV30101’ 

previamente armazenada em congelador a -80C° e transformada com o vetor binário pPZP 

contendo (vetor vazio) ou cada um dos três genes sts, foi inoculada em 10 mililitros de meio 

LB líquido e cultivada a 28 °C e 150 rpm, por 48 horas. Em seguida, 10 µL deste pré-inóculo 

foram adicionados a 200 mililitros de meio LB líquido e cultivados a 28 °C e 150 rpm, por 24 

horas adicionais. Cada construção continha um dos seguintes vetores binários (Chu et al., 2014): 
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Figura 1. Mapa do vetor binário pPZP-AsSTS2 (Chu et al., 2014) contendo o gene Assts2 oriundo de Arachis 

stenosperma e o gene gfp (Green Fluorescent Protein). Fonte: Snapgene® software (2024). 

 

Figura 2. Mapa do vetor binário pPZP-AiSTS3 (Chu et al., 2014) contendo o gene Aists3 oriundo de Arachis 

stenosperma e o gene gfp (Green Fluorescent Protein). Fonte: Snapgene® software (2024). 



20 

 

 

 

 

Figura 3. Mapa do vetor binário pPZP-AcSTS4 (Chu et al., 2014) contendo o gene Acsts4 oriundo de Arachis 

stenosperma e o gene gfp (Green Fluorescent Protein). Fonte: Snapgene® software (2024). 

 

 

Figura 4. Mapa do vetor binário pPZP-empty (Chu et al., 2014) contendo apenas o gene gfp (Green Fluorescent 

Protein). Fonte: Snapgene® software (2024). 
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  Após 24 horas de crescimento, as culturas de A. tumefaciens foram centrifugadas a 4000 

rpm por 15 minutos e ressuspensas em 500 mililitros de solução de cloreto de magnésio estéril 

a 10 µmolar para obtenção do tampão de infiltração. Para o ajuste da densidade ótica (OD) a 

600 nm (A600) das culturas, as respectivas absorbâncias foram aferidas em um 

espectrofotômetro (BioPhotometer #6131, Eppendorf) e ajustadas para uma densidade próxima 

da fase exponencial de crescimento, ou seja, A600 entre 0,8 e 1,0 (Lacorte & Ribeiro, 2015). 

 

4.3. Ensaios de agroinfiltração 

  Para os ensaios de agroinfiltração, folhas de plantas de N. benthamiana 45 dias após a 

germinação e crescidas em casa de vegetação foram imersas em frasco de vidro de 1 litro 

contendo 500 mililitros do tampão de infiltração contendo as respectivas bactérias. Cada planta 

tinha em média dez folhas em diferentes estágios de crescimento e todas foram agroinfiltradas.  

  A planta inteira foi posicionada com a parte aérea dentro de um recipiente plástico de 

500 mililitros contendo o tampão de infiltração, com uma esponja isolando a parte radicular, 

que permaneceu dentro do recipiente com solo em que a planta foi transplantada (Figura 5.). 

Esta montagem foi alocada dentro da câmara de vácuo (Figura 6.) e submetidos a uma pressão 

de vácuo de 27 polegadas de Hg por 20 segundos (Figura 7.). Após o procedimento, as plantas 

com as folhas agroinfiltradas foram mantidas em casa de vegetação por 72 horas. 

       

Figura 5. Montagem do material vegetal para agroinfiltração. 
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Figura 6. Câmara de vácuo utilizada na agroinfiltração. 

 

  

 

 

 

 

  

               (A)                                                        (B) 

Figura 7. Momento da agroinfiltração, sendo a (A) antes da aplicação do vácuo e (B) depois. 

 

Foram agroinfiltradas cinco plantas por construção. Os controles negativos foram: uma 

planta WT, cinco plantas agroinfiltradas com a construção gfp e uma planta mock, a qual foi 

agroinfiltrada apenas com cloreto de magnésio. O controle positivo para quantificação de 

resveratrol foram amostras de folhas de amendoim (Arachis hypogeae), as quais foram 

induzidas a produzir resveratrol a partir de luz UV, de um ensaio feito em outro momento. 
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4.4. Análise da expressão transiente de GFP 

  Ao final das 72 horas da agroinfiltração, momento em que o pico de expressão da gfp é 

atingido, todas as folhas agroinfiltradas foram cortadas e avaliadas em microscópio de 

fluorescência com filtro UV (Axiophot, Zeiss) para visualização da expressão de gfp (Figura 

8.). As três plantas que continham folhas com maior expressão de gfp por construção foram 

selecionadas para coleta dos pools de cada construção de sts e a construção controle gfp, tendo 

sido coletadas três folhas por planta. Após a coleta, os pools foram acondicionados em 

envelopes de papel alumínio e armazenados em freezer a -80 °C. 

  

Figura 8. Visualização da expressão de gfp em folhas de N. benthamiana três dias após a agroinfiltração. 

 

4.5. Liofilização do material 

  As amostras armazenadas a -80 °C foram retiradas dos envelopes de alumínio e 

colocadas em tubos Falcon de 50 mL para maceração, em sala escura, com luz indireta. O tubo 

Falcon foi colocado em nitrogênio líquido com apenas o fundo submerso e as folhas foram 

maceradas com pistilos de cerâmica, trocados a cada maceração. Em seguida, os tubos de cada 

um dos pools foram envolvidos em papel alumínio e liofilizados por 96 horas em liofilizador 

(modelo K120, Liobras). Por fim, as amostras foram pesadas em balança de precisão (modelo 

M214Ai) e foi estabelecido o conteúdo equivalente a 1 grama de peso fresco, mais próximo 

possível com a transferência de tubos, em cada tubo Falcon para adequação ao protocolo de 

quantificação. A fórmula utilizada para tal foi a seguinte: 
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Peso seco equivalente a 1 grama do peso fresco =         Peso seco 

               Peso fresco 

 

 Por meio do cálculo da média e do desvio padrão, foi verificado se a liofilização de 

todas as amostras foi bem-sucedida e homogênea. Todos os dados obtidos referentes a 

liofilização foram analisados a partir da Correlação de Pearson, a fim de estabelecer o quão 

forte é a correlação entre cada uma das variáveis (peso fresco, peso e perda de água). 

 

4.6. Quantificação de resveratrol 

  As amostras foram enviadas ao Laboratório de Nanotecnologia para Produção e 

Sanidade Animal, situado na Embrapa Gado de Leite, para quantificação. Foi utilizada a 

metodologia analítica quantitativa anteriormente validada para quantificação de trans-

resveratrol em folha de tabaco por UPLC-qqq-MS/MS e a metodologia analítica qualitativa 

nomeada Gradtest17, em que as fases móveis usadas foram água e acetonitrila com fluxo de 0,3 

ul/min e a coluna cromatográfica usada foi a Acquity UPLC BEH C18 1,7 um (2,1 x 100 mm) 

da Waters, equipada com pré-coluna. 

 Para a análise desses dados foi feito o cálculo da ANOVA, com o objetivo de verificar 

a variância entre as amostras dentro e fora dos grupos, além de observar se houve diferença 

significativa entre as variáveis e se os graus de liberdade foram suficientes para garantir a 

acurácia da análise estatística. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Germinação da planta modelo 

 

A partir das 70 sementes semeadas, cerca de 60 plântulas de N. benthamiana 

germinaram no substrato 3 dias após a semeadura (Figura 9.), obtendo-se uma taxa de 

germinação de 85,7%. Essas plântulas se desenvolveram adequadamente nas condições semi-

controladas de sala de cultura e, após três semanas, quando atingiram aproximadamente 5 

centímetros de altura, foram transplantadas para casa de vegetação. Após duas semanas do 

transplante, as plantas alcançaram o tamanho ideal (aproximadamente 15 centímetros de parte 

aérea) para acomodação na câmara de vácuo para o ensaio de agroinfiltração (Figura 10.). Para 

o ensaio, foram selecionadas 30 plantas.  

 

 

Figura 9. Plântulas de N. benthamiana em substrato sete dias após a semeadura. 

 

 

Figura 10. Plantas de N. benthamiana com cerca de 45 dias de idade, no dia do ensaio de agroinfiltração. 
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5.2 Cultivo de Agrobacterium tumefasciens 

A suspensão bacteriana das quatro linhagens de Agrobacterium tumefaciens (pPZP-

AsSTS2; -AiSTS3; -AcSTS4 e -empty) cresceram após 24 horas de cultivo em LB líquido, 

obtendo-se uma absorbância a 600 nm (A600) por leitura em espectrofotômetro de 0,15 em 

média. Após centrifugação, foram obtidos sedimentos bacterianos de cor rosa, o que é típico de 

Agrobacterium spp (Figura 11.). Dessa forma, é possível afirmar que todas as quatro linhagens 

cresceram adequadamente. 

            

Figura 11. Sedimento bacteriano formado após centrifugação.                        

 

5.3 Eficiência de transformação 

Após 72 horas do ensaio de agroinfiltração, todas as folhas agroinfiltradas apresentaram 

expressão do gene gfp na visualização em microscópio com filtro de luz UV (Figura 8.), 

obtendo-se assim a eficiência de transformação de 100%. Essa alta eficiência é esperada em 

ensaios de agroinfiltração com N. benthamiana (Sparkes et al., 2006), visto que que a expressão 

do gene repórter ocorre no citoplasma, sem que seja necessária a inserção do gene no DNA 

celular.  

A transformação estável é caracterizada pela introdução de um gene exógeno na célula, 

afetando apenas uma fração reduzida das células, cerca de 0,1% (Lacorte & Ribeiro, 2015). Em 

contraste, a expressão transiente, que ocorre em todas as células infiltradas, oferece diversas 
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vantagens metodológicas. Esta abordagem não requer a regeneração das células transformadas, 

preserva a integridade do genoma da planta e é independente dos efeitos associados à posição 

de integração do T-DNA, além de poder ser monitorada entre 2 e 10 dias após a infiltração 

(Tyurin et al., 2020). Assim, para determinadas aplicações, como a avaliação preliminar da 

expressão de genes de interesse, a técnica de agroinfiltração é considerada uma estratégia 

altamente eficiente. 

Ademais, ainda é possível aumentar a eficiência da expressão transiente de transgenes 

em N. benthamiana. A partir de diferentes mecanismos, é possível evitar a resposta imune, a 

degradação do transcrito, estresse dos retículos endoplasmáticos e proteólise em plantas 

agroinfiltradas (Beritza et al., 2024). Portanto, essa técnica gera a perspectiva de inúmeras 

contribuições criativas para que a engenharia genética avance significativamente em um curto 

intervalo de tempo. 

 

5.4 Liofilização 

A liofilização consiste no processo de secagem de material congelado, no qual o conteúdo 

de água é removido de modo praticamente completo, por meio de sublimação (mudança de 

estado sólido para gasoso), submetendo-se a amostra a baixas temperaturas e à pressão reduzida 

simultaneamente (PITOMBO, 2005). Nesse processo, é possível que a porcentagem de perda 

de água varie entre as amostras liofilizadas, devido a fatores como a temperatura e velocidade 

do congelamento, além do nível de super-resfriamento, o qual ocorre quando uma amostra é 

resfriada abaixo do seu ponto de congelamento sem congelar. Esses fatores são fundamentais 

para o processo de secagem, já que 65% a 90% da umidade inicial está no congelado, de forma 

que impactam o tempo do processo de liofilização e, consequentemente, seu custo (Barazzone, 

2022).  

Dentre as 14 amostras aqui liofilizadas (Tabela 1.), quatro (GFP Pool 2, GFP Pool 3, STS 

2 Pool 2, e STS 3 Pool 1) apresentaram aspecto úmido após a retirada do liofilizador, indicando 

a não finalização do processo de liofilização, sem que tenha sido observada uma relação com 

algum fator específico, seja características da amostra ou da execução da liofilização. Essas 

amostras apresentaram uma média de perda de água, que é a diferença entre o peso úmido antes 

da liofilização e o peso seco após a liofilização, de 92% que não difere daquela da média das 



28 

 

 

 

demais amostra (93 ± 3,09%). Esses resultados sugerem que a amostra STS 4 Pool 1 foi a única 

amostra em que não foi possível realizar a aferição do peso seco com precisão, já que alcançou 

um valor de perda de água superior à média. Ademais, foi obtida a média de perda de água de 

93%, dentro do esperado, e desvio padrão de 3,09, o que demonstra homogeneidade entre as 

amostras, mesmo com a liofilização anormal das amostras citadas anteriormente.  

 

 Tabela 1. Peso úmido antes da liofilização e peso seco após a liofilização, e as respectivas porcentagens 

perdas de água, das 14 amostras de folhas de N. benthamiana liofilizadas.  

Amostra* 
Peso fresco (g) Peso seco  

(g) 

Perda de água  

(%) 

GFP Pool 1 1,3 0,0970 93 

GFP Pool 2** 0,7 0,0690 90 

GFP Pool 3** 1,2 0,0963 92 

WT Pool 1 1,2 0,0282 98 

Mock Pool 1 0,8 0,0246 97 

STS 2 Pool 1 2,9 0,01367 95 

STS 2 Pool 2** 2,5 0,1476 94 

STS 2 Pool 3 1,8 0,1646 91 

STS 3 Pool 1** 1,5 0,1192 92 

STS 3 Pool 2 1,4 0,1373 90 

STS 3 Pool 3 1,9 0,1073 94 

STS 4 Pool 1 2,1 0,0021 100 

STS 4 Pool 2 1,8 0,0778 96 

STS 4 Pool 3 2,3 0,2172 91 
GFP representa os pools de plantas infiltradas com o vetor pPZP-empty, STS 2 os pools de plantas infiltradas com 

o vetor pPZP-AsSTS2, STS 3 os pools de plantas infiltradas com o vetor pPZP-AiSTS3e STS 4 os pools de plantas 

infiltradas com o vetor; pPZP-AcSTS4. Fonte: Relatório de Envio das Amostras para a Embrapa Gado de Leite 

(2024). 

*Tubo Falcon de 50 mililitros contendo o material vegetal. 

**Amostras apresentando aspecto úmido após a liofilização. 

 

 

A correlação de Pearson entre peso fresco, peso seco e perda de água indica que as 

variáveis peso fresco/peso seco, e peso fresco/perda de água, são diretamente relacionados, 

porém a correlação é considerada desprezível, já que é menor que 0,3. Enquanto peso 

seco/perda de água são inversamente relacionadas, porém igualmente considerada desprezível. 

Esses dados estão representados na Tabela 2., abaixo: 
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Tabela 2. Correlação de Pearson entre peso fresco (g), peso seco (g) e perda de água (%). 

 Peso fresco (g) Peso seco (g) Perda de água (%) 

Peso fresco (g) 1   

Peso seco (g) 0,201975 1  

Perda de H2O (%) 0,143333 -0,0261 1 
Fonte: Excel (2024). 

 

 

5.5 Quantificação de resveratrol 

 A partir das análises por UPLC-qqq-MS/MS realizadas pela Embrapa Gado de Leite 

nas folhas de N. benthamiana aqui liofilizadas, foram obtidos os resultados da quantificação de 

resveratrol nestas amostras. (Tabela 3) 

 

Tabela 3. Quantificação do resveratrol por amostra. 

Amostra* 
Peso fresco 

(g) 

Peso seco  

(g) 

Peso final  

(g) 

Quantificação 

(ug/g) 

GFP Pool 1 1,3 0,0970 0,0746 Não detectado 

GFP Pool 2 0,7 0,0690 0,0986 Não detectado 

GFP Pool 3 1,2 0,0963 0,0802 Não detectado 

WT Pool 1 1,2 0,0282 0,0235 Não detectado 

Mock Pool 1 0,8 0,0246 0,0308 Não detectado 

CTR (+) 1,0 0,24 - 0,63 

STS 2 Pool 1 2,9 0,01367 0,0471 Não detectado 

STS 2 Pool 2 2,5 0,1476 0,0590 0,24 

STS 2 Pool 3 1,8 0,1646 0,0914 0,27 

STS 3 Pool 1 1,5 0,1192 0,0795 0,25 

STS 3 Pool 2 1,4 0,1373 0,0981 Não detectado 

STS 3 Pool 3 1,9 0,1073 0,0565 Não detectado 

STS 4 Pool 1 2,1 0,0021 0,0010 Não detectado 

STS 4 Pool 2 1,8 0,0778 0,0432 Não detectado 

STS 4 Pool 3 2,3 0,2172 0,0944 Não detectado 
GFP representa os pools de plantas infiltradas com o vetor contendo o gene gfp pPZP-empty, STS 2 os pools de 

plantas infiltradas com o vetor pPZP-AsSTS2contendo o gene Assts2, STS 3 os pools de plantas infiltradas com o 

vetor pPZP-AiSTS3contendo o gene Aists3 e STS 4 os pools de plantas infiltradas com o vetor; pPZP-AcSTS4 

contendo o gene Acsts4. Peso final = Conteúdo equivalente a 1 grama de peso fresco. Fonte: Relatório do 

Laboratório de Nanotecnologia para Produção e Sanidade Animal (2024). 

*Tubo Falcon de 50 mililitros contendo o material vegetal. 

 

 Das 15 amostras, além do controle positivo, somente três (STS 2 Pool 2; STS 2 Pool 3 

e STS 3 Pool 1) tiveram seu conteúdo de resveratrol quantificável, isto é, dentro do limite de 

0,5 ug/g, o qual é o valor máximo estabelecido pelo método utilizado no Laboratório de 
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Nanotecnologia para Produção e Sanidade Animal. Este resultado sugere que houve algum 

problema com a extração de resveratrol das amostras de folhas agroinfiltradas, já que era 

esperada homogeneidade entre as repetições biológicas (pools). O resveratrol é uma molécula 

bastante instável, sendo facilmente degradada, desse modo, há a necessidade de ajuste do 

protocolo do preparo das amostras para garantir a devida quantificação nesta etapa. Ao mesmo 

tempo, os controles negativos (GFP, WT e mock) não apresentaram quantidades de resveratrol 

detectáveis, enquanto o controle positivo (CTR (+)) apresentou conteúdo quantificável. Este é 

um resultado esperado visto que N. benthamiana não é uma planta que naturalmente produz  

resveratrol, enquanto o amendoim possui o gene sts, logo produz resveratrol quando induzido 

a condições de estresse, como por exemplo luz UV. Assim, é possível afirmar que a 

metodologia estabelecida, embora necessitando de ajustes, permite a quantificação de 

resveratrol. 

 A análise estatística desses dados foi feita a partir de uma tabela ANOVA (Tabela 4.), 

sendo os grupos peso fresco, peso seco, peso final e quantificação. A partir desta, foi possível 

notar que ambos SQ (soma de quadrados) e MQ (quadrado médio) sugerem baixa variação dos 

dados dentro dos grupos, e maior variação entre grupos. Não existe um F bem superior ao F 

crítico, o que significa heterogeneidade entre as variâncias das variáveis. E o P-valor bem 

abaixo de 0,05 significa que existe diferença significativa entre as variáveis. Todavia, os graus 

de para cada um dos tratamento (não foi possível calcular por esse motivo) e para liberdade 

entre os grupos é inferior ao desejado, logo, a análise estatística não garante a acurácia desejada. 

 

Tabela 4. ANOVA quantificação do resveratrol por amostra. 

Fonte da 

variação 
SQ gl MQ F P-valor F crítico 

Entre grupos 26,93981 3 8,979936 85,47457 4,23 x 10-20 2,7826 

Dentro dos 

grupos 
5,463106 52 0,10506 

 

  

Total 32,4029 55     
Fonte: Excel (2024). 
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6 CONCLUSÕES 

 

A expressão transiente do gene gfp, três dias após a agroinfiltração, se mostrou um eficiente 

indicador da expressão temporária dos três genes STS que estavam no mesmo vetor binário 

pPZP, o que permite a validação da metodologia em nosso laboratório como ferramenta útil 

para caracterização de genes de interesse, de modo rápido e com baixo custo. 

É possível quantificar o conteúdo de resveratrol em folhas de N. benthamiana 

agroinfiltradas, entretanto é necessária adequação do protocolo de extração de resveratrol para 

garantir a estabilidade do metabólito nestas amostras.   
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7 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

O resveratrol é um metabólito mundialmente reconhecido por suas diversas 

propriedades farmacológicas. Com isso, a sua produção em larga escala possui o potencial de 

ser facilmente absorvido pelo mercado consumidor, podendo alcançar inclusive nível industrial. 

Portanto, a produção de resveratrol se mostra uma oportunidade de negócio interessante. 

Nesse cenário, o estabelecimento de uma metodologia simples, sem necessidade de um 

grande investimento em infraestrutura, a partir de genes isolados de espécies nativas brasileiras 

é um avanço na pesquisa da engenharia genética, a qual pode gerar um grande impacto a curto 

prazo. Esta pode ser considerada uma forma de valorização da biodiversidade nacional, 

juntamente com a criação de novas oportunidades de aplicação da biotecnologia na produção 

do país, contribuindo com a economia. 

A utilização de plantas de tabaco como biofábricas de resveratrol a partir da expressão 

transiente de genes de Arachis é uma inovação do grupo de pesquisa do laboratório LPPIII, da 

Embrapa CENARGEN, que pretende contribuir para que de fato sejam implementados modelos 

de negócio economicamente viáveis. 
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