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RESUMO 

 

O feijão-caupi é uma leguminosa caracterizada por produzir grãos altamente 

nutritivos, com elevado teor de proteínas, vitaminas e sais minerais. Entretanto, 

existem perdas significativas na sua produção devido a estresses ambientais e 

fatores bióticos. Assim, o presente estudo objetivou a utilização da biotecnologia na 

aquisição de resistência do feijão-caupi frente a fitopatógenos. Plantas transgênicas 

de feijão-caupi foram obtidas via biobalística, expressando uma defensina de 

Momordica charantia (Curcubitaceae) com eficiência de transformação de 0,7%, 

confirmada por PCR e Southern Blot. Quatro linhagens tiveram seus níveis de 

expressão das defensinas detectados por RT-qPCR, das quais três tiveram níveis 

bem superiores comparativamente a uma das linhagens, o que mostra possíveis 

efeitos epigenéticos devido à inserção aleatória do transgene no genoma 

hospedeiro. Através de bioensaio foi constatada atividade antifúngica contra 

Macrophomina phaseolina. Também foi realizada uma edição do fator de iniciação 

da tradução eIF(iso)4E de feijão-caupi através da tecnologia de CRISPR/Cas9. A 

transformação foi via Agrobacterium tumefaciens, sendo uma inovação do protocolo. 

A aplicação da técnica objetivou o nocaute deste gene, visto que ele interage com 

vírus da família Potyviridae, fazendo com que as plantas se tornem suscetíveis. 

Após a aplicação da técnica observou-se que a edição foi do tipo substituição de 

base, a qual substitui um aminoácido por outro da mesma natureza química. Os 

resultados mostram a possibilidade de desenvolvimento de uma linhagem superior 

de feijão-caupi resistente à M. phaseolina. 

 

 

Palavras-chave: Transgenia. Pathogenesis Related. Imunidade inata. CABMV. 

Melão-de-são-caetano. 

 

 

 

  



 

ABSTRACT 

 

Cowpea is a legume characterized by producing highly nutritious grains, with a 

high content of proteins, vitamins, and minerals. However, there are significant 

losses in its production due to abiotic and biotic stresses. Thus, the present study 

aimed to use biotechnology in the acquisition of cowpea resistance against 

phytopathogens. Transgenic cowpea plants were obtained via biobalistics, 

expressing a Momordica charantia (Curcubitaceae) defensin with an efficiency of 

0.7%, confirmed by PCR and Southern Blot. Four strains had the expression level of 

defensins detected by RT-qPCR, of which three had higher levels compared to one 

of the strains, which shows possible epigenetic effects due to the random insertion of 

the transgene in the host genome. Through a bioassay, antifungal activity against 

Macrophomina phaseolina was found. Besides, an edition of the translation initiation 

factor eIF(iso)4E of cowpea was also carried out using the CRISPR/Cas9 

technology. The transformation was via Agrobacterium tumefaciens, which was an 

innovation of the protocol. The application of the technique aimed at the knock-out of 

this gene, since it interacts with viruses of the Potyviridae family, turning the plants 

susceptible. After the application of the technique, it was observed that the edition 

resulted in a base substitution, which replaced one amino acid by another of the 

same chemical nature. The results show the possibility of developing a superior 

strain of cowpea resistant to M. phaseolina. 

 

 

Key words: Genetic transformation. Pathogenesis Related. Innate immunity. 

CABMV. Bitter melon. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O feijão-caupi é uma excelente fonte de proteínas (cerca de 24% de sua 

composição), carboidratos (70%), vitaminas e sais minerais, além de possuir baixos 

teores de lipídios (Frota et al., 2008). De acordo com Silva e Freire-Filho (1998), 

essa leguminosa é a principal fonte de proteínas de origem vegetal no Nordeste 

Brasileiro, compreendendo a principal fonte de proteínas nas regiões pobres do 

continente africano, devido ao alto preço da proteína animal em relação à vegetal. 

As doenças figuram como os principais fatores de redução da produtividade 

do feijão-caupi. Fungos e vírus são responsáveis por 68,7% dos ataques de 

fitopatógenos nessa cultura (Obi e Barriuso-Vargas, 2014). Dentre as viroses, 

destaca-se o mosaico do feijão transmitido por afídeo (CABMV), cuja transmissão 

pode ocorrer através de sementes contaminadas ou por diferentes espécies de 

pulgão. O CABMV promove um mosaico intenso do limbo foliar, distorção das folhas 

e, em casos mais extremos, redução do crescimento da planta, o que pode acarretar 

perdas de até 65% na produtividade (Néya et al., 2015). Dentre as infecções 

fúngicas, a Macrophomina phaseolina provoca lesões no caule, necrose e podridão, 

provocando um completo amarelecimento da planta, morte das sementes ou 

tombamento das plantas, possuindo uma alta frequência na cultura do feijão-caupi 

(Mohanapriya et al., 2017).   

Diante desse panorama, o melhoramento genético visando à obtenção de 

linhagens elite resistentes a fitopatógenos é fundamental para o crescimento da 

produtividade dessa cultura. Porém, o melhoramento convencional frequentemente 

enfrenta dificuldades para a introgressão de genes exógenos, devido à 

incompatibilidade de cruzamento do feijão-caupi com outras espécies do gênero 

Vigna, e à dificuldade de obtenção de uma linhagem elite a partir de banco de 

germoplasma das linhagens silvestres (Fang et al., 2007). Nesse contexto, a 

engenharia genética torna-se uma ferramenta fundamental no melhoramento 

genético dessa espécie (Popelka et al., 2006; Ji et al., 2015).  

Nos últimos anos, alguns trabalhos propiciaram o desenvolvimento de 

indivíduos transgênicos de feijão-caupi com transmissão estável do transgene para 

as gerações seguintes, seguindo o padrão Mendeliano (Popelka et al. 2006; Ivo et 

al. 2008; Bakshi et al. 2011; Mishra et al. 2014). Nesse cenário, merece destaque a 

transformação via biobalística, através do sistema de aceleração de micropartículas 
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revestidas com o transgene, propiciou a obtenção de linhagens transformadas de 

diversas cultivares da cultura (Ivo et al., 2008; Citadin et al., 2013; Cruz e Aragão, 

2014).  

Um dos mecanismos de defesa dos vegetais é baseado na imunidade inata, 

na qual a planta reconhece substâncias conservadas em patógenos e induz a 

produção de compostos com atividade antimicrobiana, dentre eles as defensinas 

(Burketová et al., 2015). Elas são classificadas na superfamília PR-12, sendo 

formada por oito resíduos de cisteínas, formando quatro pontes dissulfeto e 

apresentam atividades antimicrobianas (antifúngica, antibacteriana e antiviral) e 

contra estresses abióticos (Lacerda et al., 2014). Nesse contexto, o melão-de-são-

caetano (Momordica charantia, Curcubitaceae) destaca-se pelo seu potencial 

antimicrobiano (Saravani et al., 2019), anticancerígeno (Ray et al., 2010; Günes et 

al., 2019), inclusive sendo doadora de gene para atividade antifúngica em arroz 

transgênico (Zhang et al., 2019). Portanto, o banco de dados transcriptômicos de 

melão-de-são-caetano pode ter um potencial na identificação de novas defensinas 

com atividade antimicrobiana, aplicáveis para a engenharia genética. 

 Além da transformação genética, uma nova estratégia pode ser utilizada na 

busca pela resistência a patógeno, compreendendo a chamada “edição gênica” pelo 

sistema CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats), o 

qual compreende um componente natural do sistema imunológico bacteriano, 

atuando contra invasão de DNA exógeno de vírus ou plasmídeos (Barrangou et al., 

2007). Esse sistema tem sido utilizado como uma ferramenta poderosa na edição de 

genoma de microrganismos, animais e plantas (Belhaj et al., 2015; Singh et al., 

2017).  

O gene eIF4E é um fator de iniciação da tradução, sendo o responsável pelo 

reconhecimento do CAP ligado à extremidade 5’ do RNA mensageiro, promovendo o 

recrutamento dos demais fatores traducionais e do ribossomo (Sesma et al., 2017). 

Sabe-se que os vírus de RNA de fita simples, como os Potyvirus, possuem uma 

proteína denominada VPg que simula o CAP e utiliza o eIF4E para a tradução das 

suas próprias proteínas (Chandrasekaran et al., 2016). Pesquisa recente com a 

utilização do sistema CRISPR/Cas9 mostrou que o nocaute do gene eIF(iso)4E em 

Arabidopsis thaliana conferiu imunidade ao Turnip mosaic virus (TuMV), não 

afetando o crescimento e a morfologia do vegetal, pois a presença do parálogo 

selvagem eIF4E permitiu a ocorrência normal dos processos traducionais na planta 
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(Pyott et al., 2016). Semelhante ao trabalho supracitado, Chandrasekaran et al. 

(2016) verificaram que existem dois parálogos em pepino (eIF4E e eIF(iso)4E), e 

realizaram o nocaute do gene eIF4E através do sistema CRISPR/Cas9. As plantas 

mutantes homozigotas apresentaram imunidade ao Ipomovirus CVYV e elevado 

grau de resistência a dois potyvirus (ZYMV e PRSV-W) (Chandrasekaran et al., 

2016). 

Em vista do exposto, o presente trabalho visou aplicar metodologias de 

modificação genética (transformação vegetal e edição gênica), de modo a conferir 

resistência a fitopatógenos do feijão-caupi (CABMV, CPSMV, Rizoctonia solani e 

Macrophomina phaseolina), desta forma auxiliando na fitossanidade e propiciando 

aumento na produtividade agrícola da cultura em regiões semiáridas. 
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1.1 OBJETIVOS 

 

 

1.1.1 Objetivo geral 

 

✓ Obter uma linhagem de feijão-caupi (Vigna unguiculata) com resistência a um 

fitopatógeno viral ou fúngico a partir de inferências biotecnológicas, com ênfase 

para a transformação e a edição gênica (técnica de CRISPR/Cas9). 

 

 

1.1.2 Objetivos específicos 

 

✓ Isolar, caracterizar e selecionar ao menos um gene candidato do grupo das 

defensinas a partir da biblioteca de genes diferencialmente expressos disponíveis 

nos transcriptomas de semente de Momordica charantia, através de ferramentas 

de bioinformática, considerando seu potencial antimicrobiano. 

✓ Construir o vetor e transformar feijão-caupi com o gene da defensina de M. 

charantia.  

✓ Realizar bioensaios das plantas de feijão-caupi transformadas com a defensina 

contra fitopatógenos do feijão-caupi. 

✓ Desenhar primers e sequenciar os genes eIF4E e eIF(iso)4E da cultivar Boca 

Negra de feijão-caupi, avaliando sua estrutura em nível genômico. 

✓ Desenhar o gRNA a partir do resultado do sequenciamento dos genes eIF4E e 

possíveis isoformas. 

✓ Transformar embriões de feijão-caupi via Agrobacterium com vetor de 

CRISPR/Cas9 para edição do eIF4E e eIF(iso)4E, selecionando plantas 

modificadas. 

✓ Promover o desafio das plantas editadas via CRIPSR/Cas9 com o CABMV. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

2.1   FEIJÃO-CAUPI (VIGNA UNGUICULATA) 

O feijão-caupi, feijão fradinho ou macassar [Vigna unguiculata (L.) Walp.] é 

uma leguminosa da família Fabaceae. É uma espécie herbácea anual, autógama, 

caracterizada por apresentar raízes profundas (Verdcourt, 1970), além de possuir 

diversos genes e mecanismos moleculares que favorecem a tolerância à seca 

(Chamarthi et al., 2019). Seus grãos são altamente nutritivos, possuindo alto teor de 

proteínas (19% a 24%), carboidratos (70%), além de excelente fonte de vitaminas do 

complexo B e lipídios insaturados (Frota et al., 2008). Nas regiões mais pobres da 

África, América Central e Nordeste Brasileiro o feijão-caupi representa a principal 

fonte de proteína da dieta diária, tendo em vista o baixo custo quando comparado à 

proteína de origem animal (Silva e Freire-Filho, 1998; Hall, 2012). 

Em relação à safra de 2018/19 a cultura do feijão-caupi no Brasil ocupou uma 

área de 1.276.200 hectares (ha) com uma produção de 637.700 t e produtividade 

média de 377,7 kg/ha. A maior produtora foi a região Nordeste, seguida pelo Centro-

oeste e o Norte, com cerca de 64,2%, 24,4% e 10% da produção brasileira, 

respectivamente. A área total de cultivo no Brasil é de 1.276.200,1 ha, sendo o 

Nordeste responsável por 82% desta área, seguido do Centro-Oeste com 11,2 e o 

Norte 5,4%.  A produtividade da região Nordeste foi 4,4 vezes menor que a da 

região Centro-oeste (CONAB, 2019). Vale ressaltar o crescimento da produção na 

região centro-oeste entre 2009 e 2019, período em que passou de 8,14% para 

24,4% (Freira-Filho et al, 2011; CONAB, 2019). Isso se deve ao fato do grão ter um 

preço bem atrativo (comparativamente a outros feijões), ao uso de agricultura 

mecanizada e ao regime pluviométrico adequado.  

 

2.2   MELHORAMENTO TRADICIONAL DA DEFESA CONTRA FITOPATÓGENOS 

2.2.1   Impactos dos vírus CABMV e CPSMV em feijão-caupi e status quo do 

melhoramento visando à resistência 

 

Os fatores mais limitantes da produção do feijão-caupi no Brasil são as 

viroses, com destaque para o Cowpea severe mosaic virus (CPSMV) (família 

Comoviridae) e o Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV) (família Potyviridae), 
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devido à severidade e à ampla ocorrência desses fitopatógenos, respectivamente 

(Barros et al., 2013).  

O CPSMV, ou vírus do mosaico severo do caupi, reduz a capacidade 

germinativa das sementes das plantas infectadas, além de provocar escurecimento 

dos grãos que adquirem uma coloração amarronzada. A doença é extremamente 

severa na planta infectada, levando a uma drástica redução do crescimento devido à 

necrose dos brotos foliares e florais, além de provocar mosaico de coloração 

amarelada nas folhas estabelecidas. O vírus é facilmente transmitido 

mecanicamente, sendo naturalmente transmitido por algumas espécies de 

coleópteros, não sendo transmitido por sementes (Lima et al., 2005).  

Por sua vez, o CABMV ou vírus do mosaico do caupi transmitido por afídeos, 

é disseminado por diferentes espécies de pulgões, principalmente Aphis craccivora 

Koch. Destaca-se pela ampla ocorrência e por provocar mosaico intenso do limbo 

foliar, distorção das folhas e, em casos mais extremos, redução do crescimento da 

planta. Também é transmitido através das sementes das plantas infectadas, o que 

propicia a disseminação da doença para regiões livres da virose (Barros et al., 2013; 

Sousa, 2013).  

O melhoramento clássico é fundamental na obtenção de variedades de 

plantas produtivas com características agronômicas superiores, sendo o pilar do 

avanço da agricultura desde a domesticação das plantas. Em relação ao 

melhoramento convencional do feijão-caupi para obtenção de linhagens resistentes 

ou imunes ao CABMV e CPSMV, os resultados ainda são pouco satisfatórios. A 

maioria dos trabalhos publicados avaliou diversos genótipos em relação à 

resistência ou à susceptibilidade ao CABMV ou ainda reportam a realização de 

cruzamentos entre cultivares resistentes e susceptíveis para análise da proporção 

mendeliana e detecção do modo de herança da resistência, ou seja, se é 

monogênica ou poligênica, assim como se é recessiva ou dominante (Bashir e 

Hampton, 1996; Lima et al., 2011; Orawu et al., 2013; Dhanasekar e Reddy, 2015; 

Antoine et al., 2016; Ayeleke et al., 2016). 

Considerando-se o padrão de herança da resistência ao potyvirus, os 

diversos trabalhos exibem resultados distintos. Orawu et al. (2013) realizaram uma 

análise da resistência e susceptibilidade de 54 genótipos de feijão-caupi, 

promovendo cruzamentos entre linhagens resistentes e susceptíveis. Os autores 

detectaram que quatro genótipos resistentes tiveram como resultado do cruzamento 
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em F2 a proporção de 1 R : 3 S (resistente / susceptível), o que mostra o efeito de 

um único gene recessivo responsável pela resistência. Outras oito linhagens tiveram 

resultados distintos, indicando que mais de um par de genes governaria a 

resistência ao CABMV. 

Antoine et al. (2016) verificaram o padrão de herança de duas variedades 

resistentes ao CABMV de Burkina Faso, cruzando-as com cultivares susceptíveis 

comumente utilizadas pelos agricultores locais. Como resultado foi verificado que 

ambas tiveram resultados na F2 de 15 R : 1 S, demonstrando que dois pares de 

genes dominantes determinam a resistência a essa potyvirose. Porém, quando 

realizado o cruzamento entre as duas variedades resistentes, a F2 apresentou 

proporção de 15 R : 1 S, o que demostra que os genes que governam a resistência 

ao CABMV de uma cultivar podem ser diferentes daqueles da outra. 

Leão et al. (2016) realizaram cruzamentos de linhagens de feijão-caupi com 

resistência a duas viroses (CABMV e CPSMV) com cultivares com características 

agronômicas superiores (sementes brancas, rugosas, com pequeno anel e hilo, sem 

nenhum halo e peso de 100 sementes de 25 a 30 g), sendo obtidas linhagens 

resistentes às duas viroses, embora as demais características agronômicas não 

tenham sido as desejadas.  

Em relação à busca de resistência ao CPSMV em feijão-caupi, o panorama é 

semelhante ao CABMV. Lima et al. (2011) testaram 33 genótipos contra quatro 

isolados de CPSMV, dois de CABMV e um de CMV, visto que infecções sinérgicas 

são detectadas frequentemente no cultivo de feijão-caupi no Brasil e nos EUA. 

Desses, apenas um genótipo foi imune a todos os sorotipos de CABMV e CPSMV, 

embora nenhum deles tenha apresentado imunidade às três viroses. Alguns 

resultados mostraram que determinados genótipos são imunes a algum(ns) 

sorotipos de CABMV ou CPSMV, mas susceptíveis a outro(s), o que demonstra que 

mais de um par de genes governa a resistência a essas viroses. Segundo Umaharan 

et al. (1997), três pares de genes recessivos governam a resistência ao CPSMV. Tal 

resultado foi obtido a partir de cruzamentos entre linhagens resistentes e 

susceptíveis de feijão-caupi, onde a progênie apresentou a proporção de 63 

susceptíveis para uma resistente. 

Trabalho semelhante ao anterior foi realizado por Barros et al. (2013), porém 

visando à obtenção de uma linhagem resistente às duas viroses (CABMV e 

CPSMV). Através de oito cruzamentos com linhagens resistentes e susceptíveis foi 
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obtida uma progênie com a proporção de 15 susceptíveis para cada resistente aos 

dois vírus, o que indica a ocorrência de dois pares de genes recessivos governando 

a resistência a ambas as viroses. 

As experiências com o melhoramento convencional mostram um gargalo na 

obtenção de linhagens resistentes ao CABMV e CPSMV, especialmente na 

obtenção de cultivares resistentes à virose e com características agronômicas 

superiores (Leão et al., 2016). Também vale destacar que o feijão-caupi pode ser 

acometido simultaneamente por múltiplas viroses, tornando o trabalho dos 

melhoristas na busca por múltiplas fontes de resistência ainda mais desafiador 

(Palanga et al., 2016). Diante desse panorama, a utilização de técnicas modernas 

como o auxílio da engenharia genética, pode ser fundamental para a obtenção de 

uma linhagem elite resistente às viroses em feijão-caupi. 

2.2.2. Impactos dos fungos fitopatogênicos em feijão-caupi e status quo do 

melhoramento visando à resistência 

Em relação ao desenvolvimento de linhagens de feijão-caupi resistentes a 

fungos fitopatogênicos, os resultados são menos conclusivos do que os disponíveis 

para viroses. As principais doenças que acometem a cultura são o oídio, a podridão 

cinzenta do caule e a mela (Pereira et al., 2013; Kankam et al., 2018; Shoaib et al., 

2018). 

O fungo Oidium sp. provoca manchas branco-acinzentadas nas folhas, caule 

e vagens, provocando sua queda, sendo frequentemente associado a regime de 

sequeiro ou irrigação por gotejamento. O controle é realizado através do manejo e 

forma de cultivo da cultura (Pereira et al., 2013) 

A podridão cinzenta do caule é ocasionada pela Macrophomina phaseolina, 

que – além de provocar lesões no caule, necrose e podridão – leva a um completo 

amarelecimento da planta, podendo ocorrer a morte das sementes ou o tombamento 

das plantas (Athayde Sobrinho, 2005). Essa doença é de alta frequência na cultura 

de feijão-caupi, visto que a maior parte das plantações é em regime de sequeiro, o 

que favorece o desenvolvimento e a proliferação do fungo (Mohanapriya et al., 

2017). Alguns trabalhos vêm desvendando fontes de resistência a isolados dos 

fungos, verificando-se a existência de possíveis QTLs e marcadores moleculares 
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para auxílio no desenvolvimento de linhagens resistentes (Muchero et al., 2011; 

Gomes-Silva et al., 2017).  

A mela é provocada pelo fungo Rhizoctonia solani, acomete drasticamente a 

germinação, porém quando a planta acometida já emergiu, provoca lesões foliares 

como manchas de aparência aquosa, bordas endurecidas que evoluem para 

necrose (Nechet e Vieira, 2007). As ações para combate à doença basicamente se 

dão na busca por cultivares com algum nível de resistência, assim como por controle 

químico e biológico (Nechet e Vieira, 2007; Ramusi et al., 2017; Tenório et al., 2019). 

2.3 TRANSFORMAÇÃO GENÉTICA DE PLANTAS 

 A transformação genética compreende a transferência de genes utilizando 

técnicas de engenharia genética. A transformação de plantas começou a ser 

executada no início da década de 80. As técnicas mais utilizadas nos dias atuais 

compreendem a transformação indireta via Agrobacterium tumefaciens e a 

transformação direta via biobalística (Zanettini e Pasquali, 2004). 

2.3.1 Transformação via Agrobacterium tumefaciens 

 A transformação via A. tumefaciens compreende o primeiro mecanismo 

conhecido de transferência horizontal de genes em plantas. Isso se deve à 

capacidade que essa bactéria possui em transferir seu plasmídeo para o genoma da 

planta hospedeira, promovendo a formação de tumores. Para a transformação 

genética de plantas, plasmídeos nativos dessa bactéria têm sido modificados, com a 

retirada dos genes responsáveis pela formação dos tumores sem afetar os genes 

responsáveis pela inserção do T-DNA no genoma da planta hospedeira. Para 

transformação por esse método, é necessário o cocultivo do explante com a bactéria 

tanto em meio líquido, quanto em meio semissólido, sendo realizados ferimentos nos 

explantes para aumentar o potencial de penetrabilidade das bactérias nas células 

vegetais (Zanettini e Pasquali, 2004). 

 Alguns fatores são fundamentais para a eficiência da transformação via A. 

tumefaciens, como: o explante utilizado; a forma de ferimento (por exemplo agulha, 

bisturi e/ou sonicação); o uso de compostos como a acetoseringona, que ativa os 

genes de virulência presentes no vetor e permite uma maior probabilidade de 

inserção do T-DNA; o uso de compostos de Tiol, que favorece uma maior 
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penetrabilidade das bactérias. Após os ajustes de parâmetros, o método de 

transformação em geral é eficiente, ocorrendo a inserção de uma ou poucas cópias 

do transgene (Figura 1). Apesar do índice de sucesso, o processo envolve muitas 

etapas na cultura de tecidos, sendo imprescindível que a planta hospedeira seja 

susceptível à agrobactéria (Popelka et al., 2006; Solleti et al., 2008b; Bakshi et al., 

2011; Bett et al., 2019). 

 

Figura 1: Processo de transferência horizontal do DNA entre Agrobacterium 

tumefaciens e uma célula vegetal. Através de sinalizadores como compostos 

fenólicos ocorre a estimulação dos genes de virulência do plasmídeo Ti, o qual 

promove a expressão do T-DNA, que é transferido da bactéria até o núcleo da célula 

vegetal, onde ocorrerá a integração do T-DNA no genoma da planta hospedeira. 

Fonte: Hwangb et al. (2017). 

2.3.2 Transformação via Biobalística 

 A biobalística corresponde à inserção direta de um DNA exógeno no 

organismo-alvo, com a utilização de um equipamento denominado Gene Gun. A 

estrutura desse equipamento corresponde a: uma câmara de alta pressão, gerada 

pelo gás hélio, visto que é inerte e, portanto, não promoverá alterações no 

desenvolvimento dos explantes após a cultura de tecidos; a câmara de vácuo, local 

onde são inseridos os explantes a serem bombardeados. Na parte terminal da 

câmara pressurizada com gás hélio é inserida a membrana de ruptura, que no 
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momento do “tiro” será perfurada permitindo desencadear uma onda de choque que 

irá mover as partículas recobertas com o plasmídeo. Poucos milímetros abaixo da 

membrana de ruptura é inserida uma membrana de carreamento que, como o 

próprio nome informa, irá carregar as micropartículas de ouro ou tungstênio 

revestidas com o DNA a ser inserido no organismo-alvo. Alguns milímetros abaixo 

da membrana de carreamento é colocada uma tela de retenção, visando reter a 

membrana de carreamento após o “tiro”, permitindo apenas a passagem das 

micropartículas juntamente com o DNA até os explantes, colocados de 5 a 20 cm 

abaixo, na câmara de vácuo (Zanettini e Pasquali, 2004; Rech et al., 2008). 

 Alguns fatores são fundamentais para a eficiência da transformação via 

biobalística, como: a distância entre a membrana de carreamento e a tela de 

retenção; a distância entre a tela de retenção e os explantes; a pressão do vácuo, 

para reduzir a resistência do ar e permitir a velocidade ótima do deslocamento das 

micropartículas; a pressão do gás hélio, bem como o explante a ser utilizado. 

Ajustados os parâmetros ideais, o processo de biobalística tem sido considerado um 

processo rápido, comparativamente às demais técnicas para a transformação 

genética do feijão-caupi, envolvendo um número menor de etapas de cultura de 

tecidos. Outra vantagem se deve ao fato de que pode ser executado em qualquer 

espécie vegetal, sem nenhuma restrição. Porém, os equipamentos e insumos são 

custosos e pode ocorrer com mais frequência a inserção de múltiplas cópias ou 

fragmentos dos transgenes (Aragão et al., 1996; Ivo et al., 2008; Rech et al., 2008; 

Abdallah et al., 2010). 

2.4. DEFENSINAS VEGETAIS 

 As defensinas são pequenos peptídeos antimicrobianos com cerca de 50 

aminoácidos, caracterizadas pela conservação de oito resíduos de cisteína, que 

promovem quatro ligações dissulfeto. Elas possuem três folhas-beta e uma alfa-

hélice, peso molecular de cerca de 5 KDa e são classificadas na família PR-12, ou 

seja, no grupo das proteínas relacionadas à patogênese (Pathogenesis-Related – 

PR) (Lacerda et al., 2014). Sua atividade mais reportada é antifúngica, porém 

existem defensinas com atividades antibacteriana e inseticida (Gao et al., 2000; Choi 

et al., 2009; Darwish et al., 2014), ou ainda mais raramente antiviral e protozoocida 

(Brogden, 2005).  
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 Defensinas possuem um peptídeo sinal que direciona sua secreção para o 

meio extracelular, porém algumas apresentam um pró-peptídeo C-terminal (CTPP) 

responsável pela exportação da defensina para o vacúolo central, o que reduz sua 

fitotoxidade no ambiente celular (Gaspar et al., 2014). As defensinas atuam 

promovendo a degradação da membrana plasmática dos fungos, formando poros, 

ou aumentando a permeabilidade da membrana a compostos iônicos. Ambas as 

ações culminam com a necrose e/ou morte do patógeno (Stotz et al., 2009). Mais 

recentemente, alguns trabalhos vêm demonstrando outras atividades da defensina 

que não a atividade antimicrobiana, como aumento da tolerância ao déficit hídrico, 

frio, embebição e déficit de oxigênio (Weerawanich et al., 2018; Kumar et al., 2019),  

2.5 PLANTAS TRANSGÊNICAS EXPRESSANDO DEFENSINAS EXÓGENAS 

 Devido ao seu potencial antimicrobiano, diversos trabalhos com a 

superexpressão de um peptídeo antimicrobiano em plantas transgênicas foram 

publicados nos últimos anos. O primeiro transgênico expressando uma defensina foi 

gerado em experimento conduzido por Gao e colaboradores (2000). A batata 

transgênica portadora do gene de defensina alfAFP, de alfafa, teve o nível de 

infecção por colônias do fungo Verticillium dahliae reduzido em seis vezes 

comparativamente ao controle não transformado. As plantas transformadas não 

tiveram diferenças fenotípicas e de taxa de crescimento quando comparadas ao 

controle sem a presença do patógeno. Os resultados obtidos em casa de vegetação 

foram consistentes com os resultados das análises em campo, o que reforçou a 

atividade in vivo da defensina analisada (Gao et al., 2000).  

Em 2002, Kazanki e colaboradores desenvolveram uma planta transgênica de 

arroz expressando uma defensina de wasabi (Eutrema japonicum Matsum., 

Brassicaceae). Porém, os níveis de resistência ao fungo Magnaporthe grisea (blast 

fungus) dos diversos transformantes de arroz obtidos foram bastante variáveis, com 

plantas transgênicas sendo tão resistentes quanto o controle resistente, enquanto 

outras linhagens transgênicas foram tão susceptíveis quanto o controle não 

transgênico. Esta variação dos níveis de resistência foi justificada pelos efeitos 

epigenéticos da posição de inserção do gene no genoma, associados a eventos de 

silenciamento gênico ou ainda a possíveis fatores pós-transcricionais.  

Chen e colaboradores (2006) usaram três construções de vetores para 

transformação de plantas de tomate. Uma com o gene alfAFP (defensina de alfafa), 
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outra com o gene GLU (glucanase de tabaco), bem como a construção com os dois 

genes combinados (alfAFP-GLU). Os pesquisadores observaram que o nível de 

resistência à bactéria Ralstonia solanacearum das plantas transgênicas carregando 

apenas um gene de defensina foram semelhantes, porém as plantas transgênicas 

com os dois genes tiveram uma resistência mais acentuada, o que indica um efeito 

sinergístico da coexpressão desses genes.  

A transformação de tabaco e amendoim com o gene BjD (defensina de 

mostarda) resultou em níveis significativamente elevados de resistência das plantas 

transgênicas aos fungos Phytophthora parasitica e Fusarium moniliforme; enquanto 

as plantas de amendoim se tornaram resistentes aos fungos Pheaoisariopsis 

personata e Cercospora arachidicola (Anuradha et al., 2008).  

Em 2010, Abdallah e colaboradores desenvolveram um tomate transgênico, 

portador do gene Msdef1 (defensina de Medicago sativa), com níveis de resistência 

elevados a Fusarium oxysporum. Nos bioensaios de inoculação, as plantas 

transgênicas chegaram a uma taxa de 70% sem apresentar sintomas do patógeno 

enquanto apenas 7% das plantas-controle (tomate não transformados) foram 

assintomáticas.  

Gaspar e colaboradores (2014) desenvolveram plantas de algodão cv. Coker 

transgênicas portando o gene NaD1 responsável pela síntese de uma defensina da 

classe II de Nicotiana alata, sendo o primeiro transgênico com defensinas dessa 

classe. O grupo realizou, além de testes em casa de vegetação, três anos de 

bioensaios em campo. Foi verificado que os níveis de resistência das plantas 

transgênicas de algodão foram duas a três vezes maiores em relação à mesma 

cultivar não transformada submetida à inoculação do fungo patogênico F. oxysporum 

e 10% maiores nas transgênicas em relação à resistência ao fungo V. dahliae. O 

trabalho também mostrou que a produtividade das plantas transformadas com uma 

defensina, dirigida por um promotor constitutivo, foi semelhante àquela das não 

transformadas na ausência de patógeno, possivelmente devido ao armazenamento 

da defensina da classe II no vacúolo, o que promoveu uma menor fitotoxidade. 

Em arroz transgênico, foi demonstrado que a defensina NmDef02 foi eficiente 

contra o fungo Sarocladium oryzae (Pérez-Bernal et al., 2017). Esta mesma 

defensina foi testada em tabaco e batata transgênicos visando resistência contra 

fungos (Portieles et al., 2010). Thao e colaboradores (2017) transformaram tabaco 

com um gene codificante da defensina oriunda de Vigna radiata (VrDEF1) que está 
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relacionada à inibição da alfa-amilase de caruncho. Através de ensaio enzimático da 

alfa-amilase com proteína total das sementes das plantas transgênicas e não-

transgênicas (controle) foi verificada a redução da atividade da enzima a 18%, 

tornando-a uma excelente candidata para uso biotecnológico relacionado à 

resistência a insetos. 

A defensina J1-1 derivada de pimenta foi superexpressa em tabaco 

transgênico, a qual foi dirigida por um promotor específico de raiz (pPRP3) ou 

constitutivo (p35S). Foi observado um aumento da resistência a Phytophthora 

parasítica var. nicotianae nas plantas transgênicas com a defensina dirigida por 

qualquer um dos promotores. A superexpressão da defensina exógena promoveu 

um aumento da expressão de genes endógenos das classes PR2 e PR10, o que 

demonstra além do potencial que a defensina exógena tem em aumentar a 

resistência a fitopatógeno, ocorre uma alteração das vias de sinalização com 

mobilização do sistema de defesa da planta (Lee et al., 2018). Portanto, o 

desenvolvimento inédito de um feijão-caupi transgênico superexpressando uma 

defensina, pode ser a chave para obtenção de resistência a fitopatógenos desta 

cultura.  

2.6 MÉTODOS DE EDIÇÃO CONTROLADA DE GENOMA ATRAVÉS DE 

NUCLEASES PROGRAMÁVEIS 

 

A modificação do genoma é realizada há mais de três décadas, assim como 

as técnicas de mutagênese e transgenia (Citadin et al., 2013). Porém, através 

destas técnicas não é possível controlar o local exato da mutação ou inserção do 

transgene, sendo um evento aleatório. No caso da transgenia, pode haver insucesso 

da superexpressão do transgene, caso o mesmo se integre a uma região metilada 

do DNA, por exemplo (Cruz e Aragão, 2014). Através das nucleases programadas é 

possível realizar edições nas regiões-alvo específicas, realizando mutações ou 

inserções de sequências de forma direcionada, com exata precisão da região do 

genoma onde se pretende inserir a nova sequência (Kim e Kim, 2014). As três 

técnicas de nucleases programadas para edição controlada do genoma 

compreendem: ZFNs (Zinc-Finger Nucleases), TALENs (transcription activator-like 

effector nucleases) e CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic 

Repeats) associado a nuclease Cas9 (Sun e Zhao, 2013; Kim and Kim, 2014). 
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Através destas técnicas é possível realizar mutações em sequências-alvo 

específicas, promovendo o nocaute de um gene específico para auxiliar no 

entendimento de sua função, visando ao melhoramento genético (Shan et al., 2013; 

Chandrasekaran et al., 2016), bem como para o reparo de um gene defeituoso (Kim 

e Kim, 2014) ou a modulação da expressão com modificações mais finas nas 

sequencias gênicas (Liao et al., 2017). É possível realizar a inserção programada de 

uma sequência nucleotídica numa região exata do genoma (Shi et al., 2017) ou a 

indução de rearranjos cromossômicos, como inversão e translocação (Kim e Kim, 

2014). 

2.6.1 Ação das nucleases programáveis e métodos de reparo do DNA 

 Para que técnicas baseadas em nucleases programáveis sejam bem 

sucedidas, é realizado um desenho experimental para que ocorra o reconhecimento 

de uma região alvo específica do genoma, a qual será clivada pela nuclease 

programada (Kim e Kim, 2014). 

Após a clivagem da dupla fita, há a ativação do sistema de reparo do DNA, 

seja pelo método NHEJ (non-homologous end joining) ou HDR (homology directed 

repair) (Figura 2). O método mais comum utilizado no reparo do DNA é o NHEJ, no 

qual ocorre a união direta das extremidades da dupla fita cortadas, o que promove 

inserções ou deleções alterando a matriz de leitura do gene que foi cortado, 

culminando com o nocaute (knockout) do gene (Shan et al., 2013; Chandrasekaran 

et al., 2016; Nekrasov et al., 2017). Já pelo método HDR, o reparo da dupla fita 

cortada é realizado com uma sequência que serve como molde (Donor DNA), 

reparando a região da dupla fita do DNA que foi clivada, permitindo a inserção 

planejada e perfeita da sequência nucleotídica desejada (Belhaj et al., 2015, Shi et 

al., 2017). Para isto, o Donor DNA deve ter a região programada para inserção 

flanqueada por regiões homólogas às extremidades do DNA cortado pela nuclease 

(Shi et al., 2017). 
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Figura 2: Métodos de reparo do DNA. Após a clivagem do DNA, pelo método NHEJ 

(non-homologous end joining) a dupla fita clivada tem suas extremidades unidas de 

forma passível de erro (error-prone) como, por exemplo, a origem de indels. Já pelo 

método HDR (homology directed repair) é fornecido um donor DNA, que possui 

homologia com as extremidades da dupla-fita clivada, mais uma região intermediária 

para a inserção programada da sequência em questão. Fonte: Sander e Joung 

(2013). 

2.6.2 ZFN  

Os ZFNs (Zinc-Finger Nucleases) são proteínas, cujas estruturas são 

formadas por dois domínios. Um domínio da proteína “dedo de zinco” (ZFP, Zinc-

Finger protein) corresponde à região que reconhece e se liga à sequência específica 

do DNA conectada ao domínio da nuclease FokI, responsável pela quebra da dupla-

fita de DNA. Cada zinc-finger reconhece três pares de bases da sequência-alvo, 

sendo cada ZFN formado por 3-6 zinc-fingers, o que permite o reconhecimento de 

uma região-alvo de 9-18 pb. Para uma maior especificidade dos ZFNs, foram 

desenvolvidas nucleases FokI que atuam apenas na forma dimérica. Portanto, dois 

ZFNs são necessários para edição planejada do genoma, reduzindo a frequência de 

off-target devido à duplicação da sequência de reconhecimento, aumentando a 

especificidade. Nesta interação dos dois ZFNs, há um espaçador de 5-7 pb para 

interação com uma sequência de 18 a 36 pb (Figura 3). Cada zinc-finger reconhece 

três bases, sendo necessária a existência de 64 zinc-finger para reconhecimento de 
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qualquer sequência. A limitação desta técnica, porém, é justamente devida à não 

existência de todas as combinações, além da alta taxa de off-target, devido ao 

pequeno tamanho da região alvo de reconhecimento do DNA e especificidade do 

reconhecimento do zinc-finger, além da elevada citotoxidade (Kim e Kim, 2014). 

 

Figura 3: Estrutura do ZFNs, com a formação da estrutura dimérica. A região ZFP, 

corresponde ao domínio de ligação ao DNA, onde cada zinc-finger reconhece três 

pb, e encontra-se ligada a proteína de clivagem do DNA (nuclease FokI). Na imagem 

é apresentado o consenso do zinc-finger, cuja letra X representa qualquer 

aminoácido. A estrutura dimérica leva à formação de uma região espaçadora (5-7 

pb), porém aumenta a especificidade da região alvo. Fonte: Kim e Kim (2014). 

2.6.3 TALENS 

Os TALENs (transcription activator-like effector nucleases) são 

estruturalmente semelhantes aos ZFNs (Kim e Kim, 2014). A estrutura dos TALENs 

corresponde ao domínio da nuclease FokI que cliva o DNA, sendo ligada a uma 

proteína com um domínio de ligação de regiões específicas do DNA, podendo ser 

projetadas para a interação com qualquer sequência (Joung e Sander, 2013). A 

estrutura da região de ligação ao DNA é composta por regiões repetidas altamente 

conservadas (TALE repeat domains), sendo secretadas por bactérias do gênero 

Xanthomonas. O TALE repeat domain é flanqueado de cada lado por um domínio 

(N- e C-terminal), cujo complexo encontra-se ligado à nuclease FokI, conforme 

Figura 4 (Sun e Zhao, 2013). O TALEN é formado por estruturas de repetições em 

tandem, compostas por 33-35 aminoácidos, sendo que cada uma reconhece uma 

única base. A especificidade com que cada domínio repetido reconhece à sua base 

específica é determinada pelos aminoácidos das posições 12 e 13, que são 
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denominados repeat variable diresidues (RVDs). A combinação de aminoácidos na 

posição 12-13 NI reconhece a adenina, HD a citosina, NG a timina e NN reconhece 

guanina e adenina, porém estas combinações podem variar. Para aumentar a 

especificidade, a nuclease FokI pode ser desenvolvida para atuar apenas na forma 

dimérica, assim como nos ZFNs. Desta forma, o pareamento dos dois TALENs leva 

à formação de um espaçador de 12-21 pb, com a região de reconhecimento do DNA 

variando de 30-40 pb (Kim e Kim, 2014). 

Assim como o método ZFN e CRISPR/Cas, a partir do reconhecimento da 

região alvo do DNA, ocorre a quebra da dupla-fita (DBS), a qual será reparada pelo 

método NHEJ ou HDR, utilizados para nocaute de um gene por promover indels e 

alteração da matriz de leitura ou pela inserção controlada de nova sequência 

nucleotídica, respectivamente (Joung e Sander, 2013). A grande vantagem desta 

técnica comparativamente a ZFNs é a facilidade de engenharia da região de 

reconhecimento do DNA para novas construções apenas alterando os dois 

aminoácidos (12 e 13) que promovem a especificidade da base, assim como o 

aumento da especificidade da interação com o DNA e redução dos off-targets. Em 

contrapartida, a limitação desta técnica deve-se ao grande tamanho e volume da 

proteína TALENs, o que dificulta e limita a sua utilização, especialmente quando não 

é possível o sistema de entrega de genes num determinado organismo, bem como a 

especificidade da combinação dos aminoácidos para reconhecimento da guanina 

(Sun e Zhao, 2013). 

 

 

Figura 4: Estrutura do TALENs, cuja região com domínios de ligação ao DNA (TALE 

repeat domains) é flanqueada pelos domínios N e C-terminais. No TALE repeat 

domains cada combinação (seja HD, NN, NG e NI) reconhece uma base específica e 

corresponde aos aminoácidos da posição 12-13 de uma sequência de 33-35 

aminoácidos. Esta estrutura de reconhecimento e ligação ao DNA encontra-se ligada 

à proteína de clivagem do DNA (nuclease FokI). Fonte: Joung e Sander (2013). 



35 

 

 

2.6.4 CRISPR 

O sistema CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic 

Repeats) é formado por repetições palindrômicas curtas, interespaçadas e 

regularmente agrupadas estando associado à proteína Cas (CRISPR-Cas). O 

CRISPR/Cas é um componente natural do sistema imunológico bacteriano, atuando 

contra a invasão de DNA exógeno de vírus ou plasmídeos (Barrangou et al., 2007). 

Esse sistema tem sido utilizado como uma ferramenta poderosa na edição de 

genomas de microrganismos, animais e plantas (Belhaj et al., 2015; Singh et al., 

2017). O sistema CRISPR-Cas9 possui, além das sequências curtas palindrômicas 

repetidas, uma sequência que transcreve o trans-acting CRISPR RNA (tracrRNA) e 

um locus do gene que sintetiza a proteína Cas9. A tracrRNA possui em torno de 42 

nucleotídeos, tendo uma sequência homóloga às regiões palindrômicas repetidas e 

forma dois hairpins (ou grampos), sendo responsável pela ligação à proteína Cas9 

(Barrangou et al., 2007).  

Existem três tipos de sistema CRISPR: I, II e III. O tipo II é o mais 

compreendido e utilizado na edição de genomas, no qual o CRISPR está associado 

à proteína Cas9. A ação do CRISPR-Cas9 é dividida em três passos: aquisição, 

processamento do RNA e interferência. Durante a aquisição, o fragmento do DNA 

invasor é reconhecido, capturado e integrado entre as sequências palindrômicas 

repetidas do CRISPR (etapa 1, Figura 5). Esse DNA exógeno é conhecido como 

espaçador (spacer) ou protoespaçador (protospacer). Posteriormente, o CRISPR 

realiza a transcrição do protoespaçador (DNA ou RNA exógeno integrado ao 

sistema) juntamente com as sequências palindrômicas repetidas originando o pré-

CRISPR RNA (pre-crRNA) (etapa 2, Figura 5). A seguir ocorre a associação do pré-

crRNA com o tracrRNA. Essa interação ocorre devido ao tracrRNA possuir uma 

sequência complementar às sequências palindrômicas repetidas presentes no pré-

crRNA, o que permite a associação do pré-crRNA com a tracrRNA (pré-

crRNA:tracrRNA). Posteriormente esse complexo interage com a proteína Cas9 e a 

RNase III, a qual cliva o pré-crRNA:tracrRNA no CRISPR RNA ativo ou crRNA 

(Singh et al., 2017) (etapa 3, Figura 5).  

Após o processamento do RNA, inicia-se a terceira e última fase que é a 

interferência, onde o complexo Cas9, crRNA e tracrRNA é direcionado para interagir 

com o DNA exógeno, com base no pareamento de bases com o crRNA. Após o 



36 

 

 

pareamento do crRNA com o DNA alvo, ocorre a separação da dupla fita de DNA, e 

a proteína Cas9 promove o corte da dupla fita de DNA (DBS, double-stranded 

breaks) três pares de bases antes do PAM (protospacer adjacente motif), 

promovendo a impossibilidade da replicação do DNA viral, o que determina a 

imunidade ao fago (Barrangou et al., 2007) (etapa 4, Figura 5).  

 

Figura 5: Esquema do funcionamento do CRISPR natural das bactérias. Na etapa 1 

chamada de aquisição, é incorporado ao sistema um DNA exógeno (DNA de 

bacteriófago ou plasmídeo) localizado entre as sequências palindrômicas curtas 

repetidas. As etapas 2 e 3 correspondem ao processamento do RNA. Na 2 ocorre a 

transcrição do pre-CRISPR RNA e do tracrRNA. Na etapa 3 ocorre a interação do 

pre-crRNA com o tracrRNA, e destes com a RNase III e a Cas9, onde a RNase III 

promove o corte na região palindrômica curta repetida, originando o CRISPR RNA 

ou crRNA. Por fim, na etapa 4 (interferência) ocorre a interação do crRNA com a 

região homóloga do DNA viral, ocorrendo o corte da dupla fita do DNA viral pela 
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ação da Cas9. Adaptado de Singh et al. (2017) e Belhaj et al. (2015), com 

modificações pelo autor. 

O PAM é uma sequência de três nucleotídeos localizada na extremidade 3’ do 

DNA alvo, que em geral corresponde à sequência NGG, não presente no crRNA 

(Pyott et al., 2016). Essa sequência PAM é fundamental para o sistema CRISPR-

Cas9 diferenciar sequências de DNA endógenas e exógenas. Caso a sequência do 

crRNA não seja homóloga ao DNA exógeno ou este último não possua o PAM, não 

ocorre a clivagem do DNA e, consequentemente a bactéria não terá resistência ao 

vírus ou plasmídeo (Singh et al., 2017).  

Em relação aos outro dois tipos de CRISPR, a principal diferença está em 

relação às etapas do processamento do RNA e da interferência. No CRISPR tipo I 

quem realiza o processamento do pré-crRNA são as proteínas Cas6e e Cas6f. Após 

a formação do crRNA, ocorre a associação com a Cas3, que promoverá o corte da 

dupla fita no ato da interferência. Por sua vez, o CRISPR tipo III tem a Cas6 como 

processadora do pré-crRNA, sendo que após o processamento, forma-se o 

complexo do crRNA com proteínas Csm/Cmr, promovendo a interferência. Porém, 

diferentemente dos outros dois tipos, este sistema não requer o PAM e portanto é 

inespecífico e gera edições off-target (Singh et al., 2017). 

 A utilização do sistema CRISPR/Cas9 em plantas baseia-se no fato de que a 

região do DNA exógeno é incorporada ao sistema e transcrita na forma de um single 

guide RNA ou sgRNA, que equivale à fusão do crRNA com o tracrRNA. Isso permite 

que o sistema seja desenhado para alvos específicos, como para a utilização na 

resistência a um vírus específico de uma determinada espécie vegetal, bem como 

para edição de outras regiões do genoma. A região guia do sgRNA compreende 

uma sequência de 20 a 25 nucleotídeos complementar à sequência alvo desejada, 

levando em conta que após o ponto de homologia é fundamental a existência da 

sequência PAM no alvo desejado. Isto permite que para cada edição do genoma, 

seja necessária apenas a alteração da sequência de 20-25 nucleotídeos do sgRNA. 

Atualmente, existem diversas ferramentas computacionais para realizar o desenho 

do sgRNA, embora o mesmo possa ser desenhado manualmente (Belhaj et al., 

2015; Singh et al., 2017). 

 O sistema CRISPR/Cas9 está se mostrando como um dos mais eficientes, 

práticos e de fácil manipulação, uma vez que para edição do genoma só é 
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necessário alterar a sequência de 20 nucleotídeos do sgRNA. Isso torna este 

método ainda mais promissor, quando comparado aos outros dois métodos tais 

como TALENs e ZFNs, anteriormente mais utilizados na edição do genoma. Isso se 

deve ao fato desses dois sistemas necessitarem do desenho de uma proteína que 

age em sítios-alvo específicos do DNA promovendo sua edição, necessitando da 

construção de uma proteína específica para cada região específica do DNA a ser 

editada, o que torna o processo laborioso, de elevado custo financeiro, além de 

demandar elevado tempo experimental (Hsu et al., 2013; Shan et al., 2013; Shan et 

al., 2014). 

 Quando se objetiva o nocaute de um gene da própria planta ou de um 

patógeno viral por CRISPR/Cas9, é realizado o desenho de um sgRNA específico 

para clivagem do gene-alvo, com sistema de reparo após a quebra da dupla fita pelo 

método de NHEJ, promovendo indels que resultam em uma alteração da matriz de 

leitura do gene (Shan et al., 2014; Ji et al., 2015). Quando o objetivo é adicionar uma 

sequência específica no genoma da planta ou realizar a substituição de uma ou mais 

bases nitrogenadas na sequência específica do genoma vegetal, é desenhado um 

sgRNA com um guia para a clivagem da região desejada, além de fornecer uma 

sequência de DNA com homologia para as regiões que flanqueiam o ponto de corte, 

juntamente com uma sequência específica para inserção ou substituição das bases 

pelo método de reparo por homologia direta (HDR), promovendo uma alteração da 

sequência genômica desejada (Shan et al., 2014; Shi et al., 2017). 

2.7 GENES eIF4E E eIF(iso)4E: FUNÇÕES NOS VEGETAIS E USO 

BIOTECNOLÓGICO 

 

Os genes da classe eIF4E (eukaryotic translation Initiation Factor 4E) 

compreendem fatores de iniciação da tradução, que atuam ligando-se ao RNA 

mensageiro (RNAm) e, posteriormente, permitindo a associação do RNAm à 

maquinaria dos ribossomos (Sesma et al., 2017). O processo traducional é divido em 

três etapas: iniciação, elongação e terminação, sendo a etapa de iniciação a mais 

regulada e aquela onde a proteína eIF4E atua. Existem três complexos 

fundamentais para a realização desta etapa: o complexo eIF4F, que é composto 

pela proteína eIF4E, e as helicases eIF4A e eIF4G; o complexo 43S, sendo 

formado pela subunidade menor (40S) do ribossomo, com a proteína eIF3 e o 
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complexo ternário, que é formado pela eIF2, GTP e o RNA transportador inicial 

com o aminoácido metionina (Met-tRNAi) (Montero et al., 2015). 

O início da tradução ocorre pela interação da proteína eIF4E com a região 

cap localizada na extremidade 5’ do RNAm. Após esta interação, a eIF4E recruta a 

eIF4G e a eIF4A, formando o complexo eIF4F. Este complexo, através do eIF4G se 

liga ao PABP (poly-A-binding protein), proteína que se liga à cauda poli-A presente 

na extremidade 3’ do RNAm de eucariotos (Bastet et al., 2017). Em seguida o 

complexo eIF4F recruta o complexo 43S através da ligação do eIF4G com o eIF3. A 

seguir a subunidade menor transporta o GTP, Met-tRNAi e eIF2 até o códon de 

iniciação, no qual ocorre a associação da subunidade maior, originando o ribossomo 

80S, com a liberação do eIF2 com o GDP. O GDP é transformado em GTP pelo fator 

eIF2B, ficando disponível para uma nova etapa de iniciação da tradução (Figura 6) 

(Montero et al., 2015). 

 

 

Figura 6: Esquema do processo de início da tradução em eucariotos. Inicialmente 

ocorre a interação do eIF4E com o CAP da extremidade 5’ do RNA mensageiro 

(RNAm), o qual recruta o eIF4A e eIF4G. Posteriormente ocorre a interação do 

eIF4G com o PABP, proteína que se liga à cauda poli-A da extremidade 3’ do 

RNAm. Por fim, ocorre a interação da subunidade menor do ribossomo, com o GTP, 

Met-tRNAi, eIF2 e eIF3, sendo todos estes componentes recrutados pelo eIF4G, que 

interage com o eIF3. Fonte: Montero et al., 2015. 

No curso do processo evolutivo dos vegetais, os genes eIF4E sofreram 

rearranjos (como duplicações), mutações e translocações, o que permitiu o 

surgimento de parálogos e/ou isoformas dos eIF4E, que têm funções redundantes. 

Estas proteínas possuem estruturas terciárias bastante conservadas, sendo 
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formadas por oito folhas-beta antiparalelas sustentadas por três alfa-hélices longas 

(Marcotrigiano et al., 1997). 

Estudos têm demonstrado que os vírus de RNA de fita simples que acometem 

diversas doenças em plantas, em especial o grupo do Potyvirus, utilizam os eIF4E 

para a tradução do seu RNA. Eles possuem uma proteína VPg (viral protein 

genome-linked), que recruta a proteína eIF4E da célula hospedeira, utilizando-a para 

o seu processo traducional (Chandrasekaran et al., 2016). No entanto, muitos deles 

possuem especificidade a apenas um dos parálogos dos eIF4E no seu processo 

traducional, sendo verificado que a presença do parálogo eif4e mutante (ou 

nocauteado) no genoma da planta pode impedir a interação com o vírus e, 

consequentemente impedir que complete seu ciclo, gerando resistência ou até 

imunidade da planta ao vírus (Chandrasekaran et al., 2016; Pyott et al., 2016; Bastet 

et al., 2017). 

 

2.8 BIOTECNOLOGIA APLICADA PARA OBTENÇÃO DE CULTIVARES 

SUPERIORES EM FEIJÃO-CAUPI 

 

 A aplicação de técnica de transgenia em feijão-caupi se deu em meados dos 

anos 80 (Garcia et al., 1987). Porém, o desenvolvimento de linhagens com 

características superiores e transmissão do transgene seguindo o padrão 

mendeliano só foi possível no século XX, com destaque para Soleti e colaboradores 

(2008a) com desenvolvimento de plantas com ação inibitória da alfa-amilase 1. Mais 

tarde Higgins e colaboradores (2010) desenvolveram o feijão-caupi Bt com o gene 

Cry1Ab obtendo linhagem resistente ao inseto Maruca vitrata, sendo realizados 

diversos testes de campo no continente africano, com liberação para 

comercialização em 2019 (Nigerian Biosafety Management Agency). Este foi o 

primeiro feijão-caupi geneticamente modificado liberado para consumo humano 

(ISAAA). 

 Em 2013, Citadin e colaboradores desenvolveram feijão-caupi GMO com 

tolerância ao herbicida Imazapyr. Cruz e Aragão  (2014) desenvolveram um feijão-

caupi transgênico resistente aos vírus CABMV e CPSMV através do uso da 

tecnologia do RNA de interferência. No mesmo ano, Mishra e colaboradores (2014) 

desenvolveram um feijão-caupi GMO tolerante à seca através da inserção do gene 

VrNHX1 de Vigna radiata. Por sua vez, Bett e colaboradores (2017) também 

http://nbma.gov.ng/
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desenvolveram feijão-caupi transgênico Bt e Kumar e colaboradores (2017) 

desenvolveram um feijão-caupi transgênico com um RNAi relacionado à resistência 

ao Mungbean yellow mosaic India virus (MYMIV). 

Com relação ao uso de técnicas de edição de genoma, existe apenas um 

registro de uso de CRISPR em feijão-caupi, onde através de Agrobacterium 

rizhogenes foi realizado o nocaute do gene SYMRK (symbiosis receptor-like kinase) 

em raízes da planta, o que impediu a formação de nódulos. O principal objetivo do 

trabalho foi verificar a eficiência do sistema CIRSPR/Cas9 em feijão-caupi (Ji et al., 

2019). No entanto, plantas com o genoma editado ainda não foram relatadas. 
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Resumo 

O feijão-caupi é uma leguminosa caracterizada por sua rusticidade e por apresentar 
grãos com alto teor de proteínas. Sua produção e produtividade são reduzidas 
drasticamente pela ação de vírus e fungos. As defensinas são peptídeos 
antimicrobianos já utilizados para transformar diversas culturas vegetais com 
evidências de seu potencial in vivo na defesa vegetal contra diversos tipos de 
patógenos. O objetivo deste trabalho foi transformar o feijão-caupi com uma 
defensina de melão-de-são-caetano e testar o aumento da resistência das plantas 
transformadas a vírus e fungos fitopatogênicos. Após 18 eventos de 
bombardeamento com 1403 embriões, 16 plantas foram positivas para o marcador 
de seleção e 10 foram positivas tanto para o marcador de seleção, quanto para a 
inserção da defensina via PCR. As plantas PCR positivas foram analisadas pela 
técnica de Southern blot, confirmando a eficiência de 0,7% da transformação, 
corroborando com trabalhos realizados empregando metodologia semelhante. As 
plantas apresentaram um alto nível de expressão da defensina, mostrando o 
potencial do promotor CaMV35S por qPCR. Os ensaios com os vírus (CABMV e 
CPSMV) e com Rhizoctonia solani não mostraram nenhum incremento quanto à 
resistência aos patógenos das plantas transgênicas quando comparadas ao tipo 
selvagem. Por sua vez, os bioensaios com Macrophomina phaseolina demostraram 
um aumento significativo da resistência ao fungo, comprovada pelo índice de 
germinação (85% controle não-inoculado e 67,5% plantas transgênicas) e ausência 
de sintomas nas plantas transformadas, quando comparadas ao tipo selvagem. A 
atividade antifúngica da defensina de Momordica charantia ratifica a principal 
atividade deste grupo de peptídeos antimicrobianos, bem como o potencial de 
desenvolvimento de uma linhagem superior de feijão-caupi resistente a esse 
patógeno.  

Palavras-chave: AMP, PR-12, Vigna unguiculata, transgenia, cultura de tecidos. 
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1. Introdução 

O feijão-caupi, também conhecido no Brasil como feijão macassar, fradinho 

ou feijão-de-corda (entre outros nomes populares), é uma leguminosa com centro de 

origem e diversificação no continente africano. Este continente figura como o 

principal produtor mundial, responsável por 64% da produção dos grãos, sendo o 

país de maior produção mundial a Nigéria (FAO, 2019). Fora do continente africano, 

o Brasil se destaca como sendo o segundo maior produtor mundial, tendo a região 

Nordeste como destaque, responsável por 85% da área de plantação e 53% da sua 

produção (CONAB, 2019).  

As doenças são os principais fatores de redução da produtividade do feijão-

caupi, provocando em algumas situações a devastação completa dos plantios. 

Destacam-se fungos e vírus, os quais respondem por 68,7% dos ataques de 

fitopatógenos nesta cultura (Obi e Barriuso-Vargas, 2014). Dentre a viroses, 

destaca-se o CABMV, pela ampla ocorrência no cultivo do feijão-caupi (Néya et al., 

2015) e o CPSMV, pela severidade (Barros et al., 2013). Em relação aos fungos, 

destaca-se a Macrophomina phaseolina, que provoca lesões no caule, necrose e 

podridão, provocando um completo amarelecimento da planta, morte das sementes 

ou tombamento das plantas (Athayde Sobrinho, 2005). A frequência dessa doença é 

alta na cultura do feijão-caupi, pois o tipo de plantio favorece o desenvolvimento e 

proliferação do fungo, uma vez que a maior parte ocorre sob regime de sequeiro 

(Mohanapriya et al., 2017). O melhoramento genético convencional realizou alguns 

avanços, porém demanda muita mão-de-obra, recursos e tempo (Leão et al., 2016; 

Gomes-Silva et al., 2017). Dessa forma, a biotecnologia juntamente com a 

tecnologia do DNA recombinante representa uma solução eficaz e possibilita a 

introgressão de genes ausentes no banco de germoplasma (Fang et al., 2007). 
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As defensinas são peptídeos antimicrobianos classificados na superfamília 

PR-12 (pathogenesis-related 12), sendo relacionadas à imunidade inata dos 

vegetais. Quanto à sua atividade antimicrobiana, a ação fungicida tem sido a mais 

reportada, pois atua promovendo o aumento da permeabilidade da membrana 

celular dos fungos, o que provoca a necrose e interrupção do desenvolvimento do 

patógeno (Stotz et al., 2009; Lacerda et al., 2014). Porém há relatos de ações 

antivirais (Sher et al., 2019), cujas defensinas se ligam as proteínas de revestimento 

do vírus promovendo a perda de atividade biológica viral (Wei et al., 2019). 

Há registros de diversas culturas transgênicas, como banana, mamão, batata, 

pimenta, tabaco, arroz, amendoim e melão, expressando defensinas. Dentre os 

resultados obtidos, o destaque foi a ação antifúngica contra uma série de fungos de 

espécies distintas, além de registros de outras atividades como antibacteriana, 

inseticida e antiviral (Wang et al., 1999;; Gao et al., 2000; Brodgen, 2005; Anuradha 

et al., 2008; Choi et al., 2009; Ghag et al., 2014). Em relação à transformação 

genética do feijão-caupi, experimentos foram iniciados com a obtenção de calos 

embrionários transformados, realizados por Garcia e colaboradores (1986). A partir 

deste marco até o presente momento, cerca de três dezenas de trabalhos foram 

publicados com a transformação da cultura supracitada (Citadin et al., 2011). Dentre 

estes, destaca-se a obtenção do primeiro feijão-caupi transgênico via agrobactéria 

(Agrobacterium tumefaciens), o qual transmitiu o transgene para sua prole seguindo 

o padrão Mendeliano (Popelka et al., 2006). Em relação à biobalística, um protocolo 

simples, rápido e eficiente, foi desenvolvido por Ivo et al. (2008), que foi 

posteriormente aplicado para obtenção de feijão-caupi tolerante ao herbicida 

Imazapyr (Citadin et al., 2013) e resistente a vírus (Cruz e Aragão, 2014). O 

presente trabalho objetivou o desenvolvimento de plantas de feijão-caupi 
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transgênico superexpressando uma defensina de Momordica charantia, conhecida 

popularmente por Melão-de-São-Caetano, visando à resistência a fitopatógenos da 

cultura em tela. 

2. Materiais e Métodos 

2.1. Transformação genética vegetal via Biobalística  

2.1.1. Preparo do meristema  

 Foram utilizados eixos embrionários de feijão-caupi cv. Boca Negra como 

explante. As sementes foram desinfestadas e embebidas em água destilada estéril 

por 16 a 18 h. A seguir, os embriões foram excisados dos cotilédones, e tiveram 

suas folhas primárias removidas para exposição do meristema (Aragão et al., 1996). 

Essa cultivar foi escolhida por ter as folhas primordiais mais curtas, o que facilita a 

exposição do meristema (Aragão, pers. comm.), além de ser suscetível aos 

patógenos CABMV, CPSMV, R. solani e M. phaseolina.  

2.1.2. Preparo das micropartículas 

O preparo das micropartículas foi realizado segundo a metodologia de Rech e 

colaboradores (2008). Micropartículas de tungstênio (60 mg) foram adicionadas a 1 

mL de álcool 70% e vigorosamente agitadas em vórtex por 15 min. Posteriormente, 

foram centrifugadas a 3.000 rpm por 5 min. O sobrenadante resultante da 

centrifugação foi descartado com cuidado para preservação do sedimento formado. 

Foi adicionado 1 mL de água destilada autoclavada para diluição, seguida de 

agitação no vórtex por 15 min, e então submetida à centrifugação nas mesmas 

condições anteriores. Houve novo descarte do sobrenadante e o passo foi repetido 

mais duas vezes. Por fim, as micropartículas foram ressuspendidas em 1 mL de 
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Glicerol 50%. Todo procedimento foi realizado em câmara de fluxo laminar 

horizontal. 

2.1.3. Construção do vetor binário e revestimento das micropartículas pelo 

DNA 

O vetor pAHASMCDEF1 foi construído a partir da inserção do gene Mcdef1 

(defensina de Momordica charantia) nos sítios NcoI, presente na extremidade final 

do promotor 35S do CaMV, e SacI presente na extremidade inicial do Nos 

terminador, do vetor pBSK. Posteriormente, o cassete de expressão (promotor-

Mcdef1-terminador) foi isolado através do sítio NotI, sendo inserido no vetor pAC321 

(Rech et al., 2008) formando o vetor final pAHASMCDEF1, que possui o gene 

Atahas como marcador de seleção, o qual promove tolerância ao herbicida sistêmico 

Imazapyr (Figura 1). 

 

Figura 1: Vetor pAHASMCDEF1 utilizado na transformação vegetal, com destaque para os sítios de 

restrição NcoI, SacI e NotI, utilizados na construção do vetor, e SphI utilizado na digestão do DNA 

genômico para o Southern Blot. 
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O revestimento das micropartículas seguiu o protocolo de Rech et al. (2008). 

As partículas de tungstênio foram colocadas no sonicador por 10 min, seguido de 

agitação em vórtex durante 5 min. Posteriormente, a uma alíquota de 50 µL (retirada 

das micropartículas previamente purificadas) foram adicionadas 5 µg  do vetor 

plasmidial, 50 µL de CaCl2 a 100 mM e 20 µL de espermidina a 0,1 M. A mistura foi 

submetida ao vórtex por 10 min, e centrifugada a 6.000 rpm por 15 s. Após descarte 

do sobrenadante com o auxílio de micropipeta, foram acrescentados 150 µL de 

etanol absoluto ao pellet. O pellet foi ressuspendido com leves batidas no fundo do 

tubo, realizando-se uma centrifugação a 6.000 rpm por 15 s. Esta lavagem foi 

repetida mais duas vezes. Após o descarte do sobrenadante na última etapa da 

lavagem, foram adicionados 24 µL de etanol absoluto. Alíquotas de 3,2 µL foram 

distribuídas na região central de cada membrana de carreamento previamente 

posicionada em um suporte de membrana. Os discos das membranas carreadoras 

contendo as micropartículas revestidas com o DNA foram imediatamente 

transferidos para uma placa de Petri, que foi inserida num dessecador contendo 

sílica gel por 10 min. Após a evaporação do etanol, as micropartículas revestidas 

ficaram prontas para o bombardeamento. 

2.1.4. Transformação das plantas  

 Eixos embrionários com meristema exposto foram dispostos em placa de Petri 

contendo meio de cultura apropriado para bombardeamento (Meio MS meia força). 

Os eixos foram colocados em posições equidistantes na placa formando um círculo 

com diâmetro de um centímetro com a região do meristema apical posicionada para 

o centro. Tanto as micropartículas revestidas com DNA, quanto os eixos foram 

colocados no gene gun de acordo com Ivo e colaboradores (2008). 
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2.1.5. Cultivo, seleção das plantas transgênicas e aclimatação 

 Imediatamente após o bombardeamento, os eixos bombardeados foram 

transferidos para meio de cultura MS (Murashige e Skoog, 1962) de seleção e 

alongamento, contendo o fitormônio BAP (6-benzilaminopurina) (1 mg/L) e o 

herbicida Imazapyr (250 nM), capaz de se translocar sistemicamente até atingir o 

meristema apical da planta. Os exemplares foram mantidos a 28°C com fotoperíodo 

de 16 h. Após cerca de um mês, aquelas que passaram pela pressão de seleção e 

tiveram a formação das primeiras folhas, foram transferidas para meio com carvão 

ativado sem fitormônio, que além de realizar uma purificação dos vestígios do 

herbicida, promovem um melhor enraizamento pela ausência do BAP. Neste meio, 

as plântulas passaram de uma a duas semanas. As plantas enraizadas foram 

transferidas para copos plásticos descartáveis contendo vermiculita e terra 

(proporção 1:1), sendo cobertas por um saco plástico transparente. Após uma 

semana, esse saco foi furado diariamente para aclimatação, pois desta forma a 

planta se adaptou à umidade externa, com posterior remoção do saco. Neste 

momento, foi retirada uma folha da planta presumivelmente transformada para 

análises moleculares. 

2.2. Extração de DNA genômico  

 O DNA genômico foi extraído de folhas jovens de feijão-caupi cv. Boca Negra 

seguindo o método de Doyle e Doyle (1987). Aproximadamente 150 mg de tecido 

foliar de cada planta foi macerado em tubos de 1,5 mL com 400 μL do tampão CTAB 

de extração. A mistura foi incubada a 60°C por 20 min. Em seguida foram 

adicionados 400 μL de clorofórmio/álcool isoamílico (24:1), sendo a amostra 

centrifugada a 14.000 rpm a 25°C por 5 min. O sobrenadante foi resgatado e 

transferido para novo tubo de 1,5 mL, sendo a seguir adicionado igual volume de 
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isopropanol ao volume do material vegetal coletado (cerca de 200 μL) a fim de 

precipitar o DNA. Então, foi realizada uma nova centrifugação a 14.000 rpm a 25°C 

por 10 min, sendo o sobrenadante descartado e o pellet lavado com 200 μL de 

etanol 70% por 5 min. Após uma última centrifugação a 14.000 rpm a 25°C por 5 

min, o álcool foi descartado e o DNA foi colocado para secar por 10 min no speed-

vac. Finalmente o pellet foi ressuspendido em 50 μL de TE, sendo o DNA estocado a 

20°C negativos.  

2.3. Amplificação por PCR da defensina  

 A reação de amplificação foi realizada com uso de 15 ng de DNA genômico, 

tampão de PCR 10x, 2 mM de MgCl2, 0,6 mM do mix de dNTP, 2 mM de cada 

primer (Tabela I), 1 U de Taq DNA polymerase, sendo o volume final ajustado para 

20 µL. As amplificações tiveram como programa da PCR uma desnaturação inicial 

por 5 minutos a 95°C, seguida por 35 ciclos, incluindo 1 min de desnaturação a 

95°C, 1 min de anelamento a 56°C, extensão a 72°C por 1 min e uma extensão final 

a 72°C por 7 min. Os produtos da amplificação foram separados por eletroforese em 

gel de agarose (1%), corados com GelRed e visualizados em transiluminador. 

Tabela I: Pares de primers utilizados para amplificação de regiões do DNA exógeno inserido no genoma das 

plantas transformadas de feijão-caupi, assim como para PCR quantitativa em tempo real (RTqPCR). 

Primers Sequências (5’→3’) 
Fragmento 
esperado 

Região amplificada 

AHAS1F CATTGCTTCTGCTATCGACACG 
685 pb 

Fragmento do promotor 
do gene Atahas AHAS1R CCTCGGGATTTGATTTTTGGTCCT 

MCDEF1F ATCATCGCAAGACCGGCA 

405 pb 
Gene completo McDef1 

com fragmento do 
promotor e terminador MCDEF1R CCACTATCCTTCGCAAGAC 

MCDEF2F TCAAACGCAGTGCTTTGTGCA 197 pb Fragmento do gene 
Mcdef1 MCDEF2R TGCTTGTACTGATTGTTGGCACTG 

 

 



50 

 

 

2.4. Southern blotting 

A extração do DNA genômico foi realizada seguindo o protocolo de Doyle e 

Doyle (1987) com pequenas modificações a partir de 3 g de folhas jovens de plantas 

com 30 dias após a semeadura. Um total de 30 µg de DNA de cada linhagem, além 

do controle negativo e vetor foram digeridos com a enzima de restrição SphI, que 

possui um único sítio de restrição no vetor (Figura 1). As amostras foram carregadas 

em gel de agarose 1,5% com corrida a 20 V overnight. As amostras de DNA 

digeridas foram transferidas do gel de agarose para membrana de nitrocelulose, 

sendo fixadas através de luz UV de alta intensidade com o uso de um crosslinker da 

marca Stratagene. A hibridização foi realizada com a sonda referente a uma região 

do promotor do DNA 35S que dirige a defensina, marcada radioativamente com 

α32P dCTP (1.13 x 1014 Bq mol-1) utilizando primers randômicos de acordo com o 

fabricante (Amersham Pharmacia Biotech). Os fragmentos de DNA foram 

visualizados e registrados em fotodocumentador (Biorad Gel DocTM). 

2.5. Extração de RNA, síntese de cDNA e RT-qPCR 

A extração do RNA das folhas do feijão-caupi transformado e tipo selvagem foi realizada em 

plantas com 30 dias após a semeadura em triplicata biológica. A integração e expressão do 

transgene foi testada em planta PCR positivas de quatro linhagens transgênicas na geração 

T3. O método de extração utilizado é o do kit SV Total RNA Isolation System da Promega, 

conforme o protocolo do fabricante, seguido de tratamento com DNAse I (DNAse Treatment 

and Removal - Ambion), cuja qualidade e quantidade do RNA foram verificadas em 

eletroforese em gel de agarose 1,5% e em fluorímetro (Qubit), respectivamente. Alíquotas 

de 1 µg de RNA de cada amostra foram convertidas em cDNA utilizando o Improm-II 

Reverse Transcription Systems (Promega), seguindo as recomendações do fabricante. O 

par de primers para o gene Mcdef1 (MCDEF2F e  MCDEF2R)  foi desenhado através do 
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programa SnapGene software (GSL Biotech; available at snapgene.com). As reações de 

RT-qPCR foram realizadas utilizando o equipamento CFX96 Touch™ Real-Time PCR 

Detection System (fabricante Bio-Rad), sob as seguintes condições: 95 °C por 2 min para 

desnaturação inicial, seguido de 40 ciclos de 95 °C por 15 s; 1 min à 60 °C para anelamento. 

A curva de melting foi gerada variando a temperatura de amplificação de 65 - 95°C. Todas 

as reações foram realizadas em triplicata (réplicas biológicas e técnicas) (Bustin et al., 

2009). A eficiência de amplificação (E) foi determinada a partir de uma curva padrão gerada 

por diluições seriadas de cDNA (1/10, 1/100, 1/1000) para cada primer, em triplicata, usando 

a equação: E = 10 (-1/slope of the standard curve) (Rasmussen, 2001), cujo intervalo de eficiência foi 

de 95% a 105%. A quantificação relativa foi realizada pelos valores de fold change utilizando 

como genes de referência o UBQ10 (Ubiquitina), Beta-Tubulina e o F-BOX (dados não 

publicados) analisada pelo sofware REST (Relative Expression Software Toll) versão 2.0.13 

(Pfaffl et al., 2002).  Foi realizado um teste não paramétrico (ANOVA) para verificar se 

existem diferenças no perfil de expressão do gene codificante da defensina entre as 

quatros linhagens. Os testes de ANOVA foram seguidos pelo "post-hoc" de 

Bonferroni. A significância estatística, para todos os testes, foi estabelecida para p < 

0,05. 

2.6. Bioensaios com CABMV e CPSMV 

Os bioensaios com os vírus CABMV e CPSMV foram realizados a partir da 

inoculação mecânica dos vírus em plantas positivas (transformadas) de forma 

individualizada. Plantas com cerca de 10 dias após a semeadura, foram previamente 

injuriadas com o abrasivo carborundum de modo a facilitar a penetração do vírus. O 

inóculo foi preparado a partir de folhas sintomáticas de plantas previamente 

infectadas, sendo maceradas com pistilo em almofariz com tampão fosfato de sódio 

0,01M pH 7,0, na proporção de 1,0 g de tecido foliar para 9,0 mL de tampão. A 

inoculação dos folíolos foi realizada com o pistilo e ocorreu no final da tarde, período 

https://www.snapgene.com/
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de menor temperatura na casa de vegetação (25º a 28ºC) (Oliveira et al., 2012).  

Foram utilizados de cinco a sete vasos com três plantas cada, com pelo menos 15 

plantas transgênicas de cada linhagem inoculada para cada vírus. Paralelamente, 

foram inoculadas seis plantas-controle (não transformadas, tipo selvagem) 

distribuídas em dois vasos, assim como um vaso com plantas-controle e um vaso de 

plantas transformadas como testemunhas sem inoculação do patógeno. 

2.7. Bioensaio com Rhizoctonia solani 

 Os isolados de R. solani foram cultivados em meio BDA (Batata Dextrose 

Ágar) com cloranfenicol (0,25 g/L) a 28ºC por 5 dias. Posteriormente, foram retirados 

discos de micélios com 0,5 cm3, que foram colocados juntamente com as sementes 

de plantas transformadas em covas de sacos contendo areia lavada previamente 

autoclavada, seguindo o protocolo de Lima et al. (2013). Foram distribuídas quatro 

covas em cada saco, sendo utilizados cinco sacos para cada linhagem de plantas 

transgênicas. Como testemunha, foi realizada uma semeadura de plantas-controle 

(tipo selvagem) em solo estéril e outra em solo contendo o inóculo. As plantas foram 

analisadas diariamente até completarem 30 dias após a semeadura.  

2.8. Bioensaio com Macrophomina phaseolina 

 Os isolados de M. phaseolina foram cultivados em meio BDA (Batata 

Dextrose Ágar) com cloranfenicol (0,25 g/L) a 28ºC por cinco dias, juntamente com 

sementes de sorgo, seguindo o protocolo de Lima et al. (2013) com modificações. 

Posteriormente, um grão de sorgo repleto de micélios de M. phaseolina foi colocado 

em cada cova contendo areia lavada previamente autoclavada. Em cada saco foram 

semeadas quatro sementes de plantas transformadas. Foram utilizados cinco sacos 

por linhagem transgênica. Plantas-controle (tipo selvagem) foram semeadas em solo 
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contendo o patógeno, assim como em solo estéril. As plantas foram analisadas 

diariamente até completarem 30 dias após a semeadura.  

3. RESULTADOS  

3.1. Transformação de feijão-caupi via biobalística 

Foram realizados 18 eventos de bombardeamento com o vetor 

pAHASMCDEF1 (Figura 1), totalizando 1403 embriões bombardeados, dos quais 

289 originaram plantas possivelmente transformadas. Foi realizada a extração de 

DNA das 289 plantas pelo método de Doyle e Doyle (1987), bem como a PCR com 

primers específicos para o gene de interesse (defensina Mcdef1) e o gene marcador 

de seleção (Ahas).  

Das 289 plantas, 16 foram PCR positivas para o marcador de seleção, sendo 

10 positivas também para a presença da sequência do gene que codifica a 

defensina (Figura 2). A taxa de escape foi cerca de 94%, possivelmente devido à 

qualidade, fabricante e pureza do Imazapyr comercial utilizado, sendo essa taxa 

reduzida em experimentos posteriores utilizando Imazapyr de uso laboratorial.  

 

 

Figura 2: Gel de agarose 1,2% com os produtos da PCR com primers específicos para o gene 

Mcdef1 que amplifica um fragmente de 405 pb. L – Ladder 1 Kb; B – Branco (sem DNA); C: Controle 

negativo (planta não transformada); P: Controle positivo correspondente ao plasmídeo 

pAHASMCDEF1.  
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3.2. Análise da progênie 

A avaliação da transmissão do transgene para as próximas gerações foi 

realizada através de PCR direcionada ao gene Mcdef1. Dentre as 10 plantas 

positivas para os dois transgenes (Atahas e Mcdef1), apenas sete os transmitiram 

para a progênie T1, porém apenas as linhagens 122 e 133 seguiram o padrão 

mendeliano com índice de confiabilidade de 95% para o padrão 3:1 correspondendo 

à inserção de um locus. Por sua vez, a linhagem 67 seguiu o padrão 15:1 para 

inserção de dois loci (Tabela II), enquanto as demais não apresentaram herança 

Mendeliana possivelmente devido ao fato de que da geração T0 apresentar 

características quiméricas, requerendo mais análises da progênie na etapa de 

avanço da geração T1 para T2. 

 

Tabela II. Tabela com dados da progênie das plantas transformantes no avanço da geração T0 para a 

T1, com os valores do teste do qui-quadrado (X2) com índice de confiabilidade de 95%. Para a 

linhagem 67 foi utilizado no teste a proporção 15:1 e nas demais 3:1. Para seguir o padrão 

Mendeliano o valor do teste tem que ser menor que 5%. T1 + representa os indivíduos testados 

positivos para PCR com os primers que amplificam a defensina, sendo plantas transformadas, e  T1 – 

representam as plantas testadas negativas para PCR sendo não transformadas. 

T0 T1 + T1 - Teste X2 P 

67 25 1 0,78 61,26% 

73 11 16 16,9 0% 

115 10 14 14,2 0,02% 

122 17 9 1,22 25,75% 

133 18 8 0,46 49,69% 

169 9 20 29 0% 

175 11 16 16,9 0% 

 

Após avanço da geração T0 para T1, foi realizado o avanço da geração T1 

para a T2, tanto para obtenção de linhagens homozigotas, quanto para seleção de 

plantas positivas para bioensaios com inoculação do patógeno. Os resultados 

apresentados na tabela sugerem que os indivíduos 67.8, 115.4 e 133.2 são 
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homozigotos. As linhagens para as quais não foram obtidas plantas homozigotas 

(73, 122, 169 e 175), continuarão avançando gerações, para a obtenção de plantas 

homozigotas para o gene Mcdef1 (Tabela III). 

Tabela III. Tabela representativa da análise da progênie das plantas transformantes no avanço de 

uma geração (T1 → T2), com os valores do teste do X2 e índice de confiabilidade de 95% com 

correção de Yates, observando-se o padrão de herança Mendeliano de 3:1 para todos os 

tratamentos. Cada linhagem (67, 73, 115, 122, 133 e 169) segue de um ponto e o indivíduo T1 que 

avançou a geração para a T2. 

 
 

3.3. Southern Blotting 

Foram selecionadas cinco plantas que transmitiram o transgene para a 

progênie, sendo testadas novamente para a presença do mesmo pela técnica de 

Southern Blotting, cuja sonda utilizada e marcada radiotivamente com P32 foi uma 

sequência do promotor CaMV35S que dirige a defensina McDef1. As linhagens 

testadas foram marcadas com a sonda, sendo reconfirmadas como positivas para o 

transgene (Figura 3).  
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Figura 3: Padrão da hibridização via Southern Blotting das sete linhagens que transmitiram o 

transgene para a progênie. L – Ladder 1 Kb; C: Controle negativo (tipo selvagem, planta não 

transformada); Linhagens transformadas 67, 115, 122, ,133 e 175; P: Plasmídeo pAHASMCDEF1 

(Controle positivo).  

 

3.4. Expressão Gênica da defensina 

A análise do RT-qPCR mostrou diferentes padrões de expressão do gene 

Mcdef1 entre as linhagens transformadas. Três linhagens apresentaram padrão de 

expressão bastante elevado (linhagens 67, 73 e 175), e a linhagem 115 apresentou 

um padrão de expressão inferior, quando comparada às demais linhagens (Figura 

4). Todas as quatro linhagens tiveram perfil de expressão estatisticamente distintos. 

 

Figura 4: Análise da abundância relativa do transcrito do gene McDef1 via RT-qPCR em quatro 

linhagens de feijão-caupi transgênico (67, 73, 115 e 175) na geração T3. 
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3.5. Bioensaios com os vírus CABMV e CPSMV  

 Após a inoculação dos vírus isoladamente em cada linhagem de plantas 

transgênicas 10 dias após a semeadura, as plantas foram monitoradas diariamente 

para verificação da evolução dos sintomas. Em relação ao potyvirus CABMV, entre 

duas a três semanas todas as plantas inoculadas morreram (Figura 5), sendo que os 

sintomas iniciais apareceram por volta de uma semana após inoculação (Figura 6). 

Não houve diferença entre as plantas transformadas e tipo selvagem inoculadas. 

 

Figura 5: Imagem representativa do experimento de inoculação do Potyvirus CABMV. Na imagem A, 

as plantas com uma semana após inoculação do vírus, na imagem B, duas semanas após 

inoculação. As letras C no interior dos vasos, mostram as plantas-controle (não-transformadas, tipo 

selvagem) inoculadas. 

 Em relação ao vírus do mosaico severo do caupi (CPSMV), os resultados 

foram semelhantes, porém o desenvolvimento dos sintomas, bem como a morte das 

plantas inoculadas ocorreu significativamente mais cedo comparativamente ao 

potyvirus, sendo uma semana a menos o tempo para provocar a letalidade das 

plantas submetidas à inoculação (Figura 6). Não houve diferença entre as plantas 

transformadas e tipo selvagem inoculadas. 
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Figura 6: Imagem representativa do experimento de inoculação do Potyvirus CABMV e CPSMV. Na 

imagem A, as plantas com 17 dias de idade, após sete dias da inoculação, com os sintomas do 

CABMV, como mosaico intenso do limbo foliar e distorção das folhas. Na imagem B e C, tem um 

paralelo de uma mesma linhagem de plantas transformadas inoculadas com o CABMV (B) e com o 

CPSMV (C) na mesma data, evidenciando a velocidade e severidade do vírus do mosaico severo, 

que provoca a morte precoce comparativamente ao potyvirus. 

 

3.6. Bioensaio com Rhizoctonia solani 

 

 Em relação aos ensaios com R. solani, os resultados não foram satisfatórios, 

pois o índice de germinação das plantas inoculadas foi muito baixo e as poucas 

plantas que germinaram (18,75%), com menos de duas semanas tiveram necrose 

do caule e morreram (Figura 7). 

 

Figura 7: Imagem representativa do experimento de inoculação do fungo R. solani mostrando quatro 

linhagens transformadas (67, 73, 115 e 175), além da planta controle não inoculada (C). A imagem foi 

realizada cinco dias após a semeadura com inoculação nas linhagens transformadas e sem 

inoculação (C).  
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3.7. Bioensaio com Macrophomina phaseolina 

 Os bioensaios com M. phaseolina foram realizados paralelamente com R. 

solani. O índice de germinação foi satisfatório comparativamente (67,5%) ao controle 

não inoculado (85%) (Figura 8). Além disso, os sintomas mancha marrom e necrose 

um pouco acima da base do caule, com posterior morte da planta, só foram 

visualizados em 30% das plantas transformadas e inoculadas (Figura 9). A partir 

deste screening, há um forte indicativo que pelo menos parte das plantas 

transformadas com a defensina tenham resistência / imunidade à M. phaseolina. 

Vale ressaltar que a linhagem 115 foi a que teve menor índice de germinação (50%), 

comparativamente com as linhagens 67 (75%), 73 (60%) e 175 (85%), e também foi 

a que teve o índice de expressão da defensina 50% inferior ao das demais 

linhagens.  

 

Figura 8: Imagem representativa do experimento de inoculação do fungo M. phaseolina mostrando 

quatro linhagens transformadas (67, 73, 115 e 175), além da planta controle não inoculada (C). A 

imagem foi realizada cinco dias após a semeadura com inoculação nas linhagens transformadas e 

sem inoculação (C).  

 .  
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Figura 9: Imagem representativa do experimento de inoculação do fungo M. phaseolinai mostrando 

os sintomas das plantas que foram infectadas. Pela imagem A é perceptível que a maior parte das 

plantas transformadas com a defensina não foi infectada. Na imagem B, verifica-se com maior 

proximidade os sintomas (setas vermelhas), como escurecimento do caule, seguido de necrose, 

tombamento e morte das plantas.  

 
 

4. DISCUSSÃO  

O processo de transformação genética de feijão-caupi não é trivial, 

caracterizado pela sua recalcitrância na cultura de tecidos in vitro (Citadin et al., 

2011). No presente trabalho, a eficiência da transformação considerando-se apenas 

o transgene Atahas foi de 1,14%. Por sua vez, quando se considera tanto o Atahas 

quanto a defensina a eficiência foi de 0,71%. Portanto, nossos resultados foram 

comparáveis aos de trabalhos prévios com feijão-caupi utilizando metodologia 

semelhante, como no caso de Ivo et al. (2008), no qual houve eficiência de 0,90% e 

do estudo de Cruz e Aragão (2014) com 1,04%.  

Além da limitação na eficiência, a transformação genética também é afetada 

pela geração de quimeras num primeiro momento, além de muitas vezes não haver 

transmissão do transgene para a progênie. Além disso, havendo transmissão essa 

pode não seguir um padrão mendeliano, como já relatado para feijão-caupi 

(Muthukumar et al., 1996; Kononowicz et al., 1996; Ikea et al., 2003; Raveendar e 

Ignacimuthu, 2010; Okeyo-Ikawa et al., 2016).  
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O nível de expressão gênica comprova o sucesso da transformação e a 

atividade do promotor constitutivo CaMV35S, porém a variação dos níveis de 

expressão gênica é comum em eventos transgênicos distintos, dada a aleatoriedade 

da inserção do transgene (Eissa et al., 2017). Inclusive os transgenes podem sofrer 

silenciamento ao longo das gerações devido à metilação do promotor (Howarth et 

al., 2005; Melander et al., 2006; Eissa et al., 2017). 

Em relação aos bioensaios com os dois principais vírus que acometem a 

cultura do feijão-caupi (CPSMV e CABMV), os resultados preliminares (T1) indicam 

que não houve nenhuma alteração da suscetibilidade / resistência aos patógenos. A 

maioria das defensinas tem como principal ação a antifúngica, embora existam 

registros de atividade antibacterianas e inseticidas com raros registros de atividade 

antiviral (Khan et al., 2019; Sathoff e Samac, 2018). As defensinas apresentam 

também atividade imunomoduladora, induzindo cascatas de sinalização e resposta 

hormonal, além da expressão de outras famílias PR (Piereck et al., in prep.). Desta 

forma, a ideia de realizar esse bioensaio, foi devido ao fato de que defensinas são 

agentes indutores da imunidade inata em vegetais, consequentemente a sua 

superexpressão poderia promover um aumento dos mecanismos de defesa globais 

nas plantas transformantes, promovendo um amplo espectro de ação antimicrobiana 

(Khan et al., 2019), o que aparentemente não aconteceu.  

O presente trabalho demonstra o potencial antifúngico da defensina McDef1 

de M. charantia, uma vez que mais de 90% das publicações de plantas transgênicas 

superexpressando defensinas apresentam aumento da resistência ou imunidade a 

fungos (Khan et al., 2019). Apenas três trabalhos mostram defensinas com atividade 

inseticida (Choi et al., 2009; Thao et al., 2017; Vi et al., 2019) e dois com atividade 

antibacteriana (Chen et al., 2006; Sjahril et al., 2006). Em relação às plantas 
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transformadas com defensinas com atividades antifúngicas, a maior parte dos 

trabalhos demonstram ações contra espécies dos gêneros Phytophthora (Zhu et al., 

2007; Anuradha et al.,2008; Lee et al., 2018) e Fusarium (Ghag et al., 2012; Gaspar 

et al., 2014; Ghag et al., 2014), assim como contra Verticillium dahliae (Gao et al., 

2000; Gaspar et al., 2014). Porém, até o presente momento não há relatos sobre 

plantas transformadas superexpressando uma defensina com atividade contra M. 

phaseolina. Vale destacar que a infecção fúngica supracitada também provoca 

danos consideráveis em outras culturas, acometendo mais de 500 plantas 

hospedeiras, sendo que as leguminosas tem uma maior suscetibilidade (Lodha e 

Mawar, 2019). Especialmente na soja esse fungo dificulta o sistema de plantio 

direto, decorrendo em um aumento de custos devido ao controle químico da doença 

(Khan et al., 2019). Portanto, este mesmo vetor pode ser utilizado para obtenção de 

outras culturas transgênica expressando a defensina de M. charantia através da 

mesma metodologia. 

5. CONCLUSÃO 

As plantas transgênicas superexpressam uma defensina de M. charantia que se 

mostrou eficaz contra fungo da espécie M. phaseolina, corroborando com a principal 

atividade destas moléculas. Esses achados mostram o potencial do 

desenvolvimento de uma linhagem elite de feijão-caupi resistente a esse patógeno 

de ampla distribuição, bem como a possibilidade do uso biotecnológico do Mcdef1 

em outras culturas comprometidas pela podridão cinzenta do caule. 
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Resumo 
 

O Cowpea aphid born mosaic virus (CABMV) é um Potyvirus que acomete o feijão-caupi 

causando grandes prejuízos. Os Potyvirus dependem dos fatores de tradução (eIF4E e/ou 

eIF(iso)4E) da planta hospedeira para sua sobrevivência. Sabe-se que a proteína viral VPg 

precisa interagir com o eIF4E para replicar-se e infectar sistemicamente a planta. As 

mutações de perda-de-função em componentes do complexo de tradução estão associadas 

com resistência a vários Potyvirus. Este trabalho teve como objetivo avaliar dados 

genômicos e transcriptômicos do feijão-caupi quanto à presença e estrutura de membros da 

família eIF4E, assim como o nocaute destes genes visando à obtenção da resistência do 

feijão-caupi ao CABMV. O sequenciamento do eIF4E e eIF(iso)4E de três cultivares de 

feijão-caupi, Boca Negra (suscetível), BR14 Mulato (Suscetível) e IT85F-2687 (resistente) 

mostrou polimorfismos associados à substituição de aminoácidos de naturezas distintas. No 

eIF4E, duas mutações (P68R e G108R) observadas já são relatadas na literatura como 

associadas à resistência recessiva em pimenta. Os dados da modelagem comparativa e 

simulação da dinâmica dessas proteínas mostraram que na cv. resistente há alteração do 

loop e de cargas superficiais que possivelmente promovem alteração ou incompatibilidade 

na interação com o vírus. Em relação ao CRISPR/Cas9 foram obtidas três plantas PCR 

positivas para nocaute do eIF(iso)4E, sendo observada a ocorrência de uma mutação 

envolvendo a substituição de dois pares de bases antes da sequência utilizada como gRNA. 

O local e o tipo de edição ainda não foram relatados na literatura, pois o sítio-alvo de 

clivagem da Cas9 localiza-se no gRNA três pares de base anterior ao NGG, bem como após 

a clivagem o mecanismo de reparo promove mutações do tipo inserção ou deleção de 

bases.  

Palavras-chave: Vigna unguiculata, Potyvirus, fitopatógeno, edição gênica, cultura 

de tecidos. 

https://www.gmb.org.br/
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1. Introdução 

O feijão-caupi, também conhecido como feijão-de-corda, macassar ou feijão-

verde, é uma excelente fonte de proteínas (cerca de 24% de sua composição), 

carboidratos (70%), vitaminas e sais minerais, além de possuir baixo teor de lipídios 

(2%) (Frota et al., 2008). Compreende a principal fonte de proteína de origem 

vegetal em regiões pobres da África e da América do Sul, devido à indisponibilidade 

e ao alto preço da proteína animal em relação à vegetal (Diouf, 2011). 

As doenças são os principais fatores de redução da produtividade do feijão-

caupi no Brasil. Fungos e vírus são responsáveis por 68,7% dos ataques de 

fitopatógenos nesta cultura (Obi e Barriuso-Vargas, 2014). Dentre as viroses, 

destacam-se os vírus Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV) (família 

Potyviridae), Cucumber mosaic virus (CMV) (família Bromoviridae) e o Cowpea 

severe mosaic virus (CPSMV) (família Comoviridae). O CABMV, cuja transmissão 

pode ocorrer através de sementes contaminadas ou por diferentes espécies de 

pulgão, é caracterizado pela ampla ocorrência no Brasil, cuja sintomatologia 

corresponde a mosaico intenso do limbo foliar, distorção das folhas e, em casos 

mais extremos, redução do crescimento da planta, o que pode acarretar perdas de 

até 65% na produtividade (Néya et al., 2015). Já o vírus do mosaico severo 

(CPSMV) destaca-se pela severidade, podendo provocar perda total da produção 

desta cultura (Barros et al., 2013).  

As fontes de resistência às viroses ainda são restritas e os trabalhos 

basicamente tentam desvendar quantos genes governam a resistência para tentar 

realizar um melhoramento clássico, porém linhagem elite com as características 

agronomicamente úteis e com resistência as viroses ainda não se encontra no 

mercado (Leão et al., 2016).  

Os fatores de iniciação da tradução – denominados eIFs – se ligam ao RNAm 

e permitem a associação do mesmo com a maquinaria dos ribossomos (Sesma et 

al., 2017). Os fatores eIF4E possuem especificidade para ligação ao cap presente 

na região 5’ do RNAm, sendo fundamental na interação do RNAm com os demais 

eIFs (Bastet et al., 2017). No curso do processo evolutivo dos vegetais, os genes 

eIF4E sofreram rearranjos como duplicações, mutações e translocações, 

propiciando o surgimento de parálogos e/ou isoformas, as quais têm funções 
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redundantes. Estes genes são de cópias únicas no genoma do feijão-caupi, sendo 

facilmente transmitido suas mutações para linhagens comerciais. 

Estudos têm demonstrado que os vírus de RNA fita simples que acometem 

diversas doenças em plantas, em especial aquelas provocadas por membros do 

grupo do Potyvírus, utilizam os eIF4E para a tradução do seu RNA. Porém, muitos 

deles utilizam apenas um dos parálogos dos eIF4E no seu processo traducional, 

sendo verificado que a presença de um parálogo eif4e (ou sua isoforma) mutante 

(com perda de função) pode acarretar imunidade ou resistência do vegetal ao vírus, 

devido à ausência de interação do gene mutante com o RNA viral (Chandrasekaran 

et al., 2016; Pyott et al., 2016; Bastet et al., 2017). 

Pesquisa recente com a utilização do sistema CRISPR/Cas9 mostrou que o 

nocaute do gene eIF(iso)4E em Arabidopsis thaliana conferiu imunidade ao Turnip 

mosaic virus (TuMV), não afetando o crescimento e a morfologia do vegetal, pois a 

presença de uma única cópia do parálogo selvagem eIF4E permitiu a ocorrência 

normal dos processos traducionais na planta (Pyott et al., 2016). De forma 

semelhante ao trabalho supracitado, Chandrasekaran e colaboradores (2016) 

verificaram que existem dois parálogos em pepino (eIF4E e eIF(iso)4E), tendo 

realizado o nocaute do gene eIF4E através do sistema CRISPR/Cas9. As plantas 

mutantes homozigotas apresentaram imunidade ao ipomovirus CVYV e elevado 

grau de resistência a dois potyvirus (ZYMV e PRSV-W) (Chandrasekaran et al., 

2016). Em relação ao uso da técnica de CRISPR/Cas9 em feijão-caupi, Ji e 

colaboradores (2019) realizaram o nocaute do gene responsável pela formação dos 

nódulos de raízes a partir da transformação de raízes via Agrobacterium rizhogenes. 

Diante do exposto, o presente trabalho objetivou (1) avaliar dados genômicos 

e transcriptômicos do feijão-caupi quanto à presença e estrutura de membros da 

família eIF4E; (2) Desenvolver plantas editadas de feijão-caupi, com o nocaute do 

gene eIF4E ou sua isoforma eIF(iso)4E visando à aquisição de 

imunidade/resistência aos vírus patogênicos de RNA fita-simples, como o Cucumber 

mosaic virus (CMV) (família Bromoviridae), o Cowpea severe mosaic virus (CPSMV) 

(família Comoviridae) e o Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV) (família 

Potyviridae). 
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2. Metodologia 
 

2.1. Gene-Alvo e desenho dos primers  

O gene eIF4E e sua isoforma eIF(iso)4E de Arabidopsis thaliana 

(NP_193538.1 e At5G35620) foi utilizado como sequência-sonda, sendo alinhado 

contra o genoma de Vigna unguiculata (Lonardi et al., 2019) tendo como resultado a 

obtenção de três genes, o eIF4E (Vigun06g182700.1), a isoforma eIF(iso)4E 

(Vigun07g011000.1) e uma segunda isoforma, denominada eIF(iso)4E2 

(Vigun04g112700.1). 

Foram desenhados quatro primers para o gene eIF4E, com os quais foram 

realizadas três combinações distintas (Tabela 1): uma para amplificação do 

fragmento completo do gene; outra para o início do gene; e a última para a região 

terminal do mesmo. A mesma abordagem foi realizada para o gene eIF(iso)4E. Uma 

segunda isoforma que foi minerada via blast, também foi sequenciada, sendo 

denominada eIF(iso)4E2. 

 

Tabela 1: Pares de primers utilizados para amplificação de regiões do gene eIF4E, eIF(iso)4E1 e 

eIF(iso)4E2 a partir do DNA genômico de feijão-caupi. 

Primers          Sequências (5’→3’) 
Fragmento 

esperado 
Região amplificada 

Vu_eIF4E_1F CGAAATGCACTCATCTATTTGC 
1242 pb Gene eIF4E completo 

Vu_eIF4E_1R CCCTCCAAACTTACAGAAACCA 

Vu_eIF4E_1F CGAAATGCACTCATCTATTTGC 
700 pb 

Região inicial do gene 

eIF4E Vu_eIF4E_2R TGGTATCACAAGCAGAGGGTAA 

Vu_eIF4E_2F CAGGAAATGAACAAATCTGAAAGG 
338 pb Região final do gene eIF4E 

Vu_eIF4E_1R CCCTCCAAACTTACAGAAACCA 

Vu_eIF(iso)4E_1F TACATTCCTCTTAGCGTTGCTG 
1073 pb Gene eIF(iso)4E completo 

Vu_eIF(iso)4E_1R CCTCAGCATCCTCAAATTGCT 

Vu_eIF(iso)4E_1F TACATTCCTCTTAGCGTTGCTG 
327 pb 

Região inicial do gene 

eIF4E Vu_eIF(iso)4E_2R TCCAGATTGCATGTTCAGATTC 

Vu_eIF(iso)4E_2F TGGGAGAAATGACTTTGATGTG 
351 pb Região final do gene eIF4E 

Vu_eIF(iso)4E_1R CCTCAGCATCCTCAAATTGCT 

Vu_eIF(iso)4E2_1F GGATTAGGGTTTGGGAAGCA 
1604 pb Gene eIF(iso)4E2 completo 

Vu_eIF(iso)4E2_1R AAACTATTTGATGCAAGCACGA 

Vu_eIF(iso)4E2_1F GGATTAGGGTTTGGGAAGCA 
483 pb 

Região inicial do gene 

eIF(iso)4E2 Vu_eIF(iso)4E2_2R ACGGATGAGGCTATGAGTCAA 

Vu_eIF(iso)4E2_2F TGTTTGGCTCTATCCTTTCTCC 
702 pb Região final do gene eIF4E2 

Vu_eIF(iso)4E2_1R AAACTATTTGATGCAAGCACGA 

 

A reação de PCR para amplificação específica foi ajustada para um volume 

final de 20 μL (contendo 10 ng do DNA), incluindo: 6 mmol MgCl2, 200 mmol dNTPs, 

3 pmol de cada primer, 1.0 U Taq polymerase em 1/10 volume de buffer 10x. Os 
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parâmetros da PCR foram desnaturação inicial a 95°C durante 5 minutos, seguido 

de 35 ciclos de desnaturação a 95°C por 1 minuto, anelamento a 55°C por 1 minuto 

e extensão a 72° por 1 minuto, com extensão final a 72°C durante 7 minutos. As 

reações foram realizadas a partir do DNA da cultivar Boca Negra extraído pelo 

método de Doyle e Doyle (1987). Esta cultivar foi utilizada no estudo devido à sua 

capacidade regenerativa (Aragão, pers. comm.), além de ser suscetível as viroses 

CABMV e CPSMV. 

Os fragmentos amplificados foram isolados do gel de agarose com auxílio de 

um bisturi sob visualização em transiluminador, sendo purificados com o kit Illustra 

GFX (GE Healthcare). Na sequência, foram sequenciados através do método de 

Sanger (BigDye v3.1 e 3730XL DNA analyzer). 
 

2.2. Extração de RNA, síntese de cDNA, RT-PCR e sequenciamento 

A extração do RNA das folhas do feijão-caupi das cultivares Boca Negra 

(suscetível ao CABMV), BR14 Mulato (suscetível ao CABMV) e IT85F-2687 

(resistente ao CABMV) foram realizadas em plantas com 30 dias após a semeadura. 

A extração foi realizada a partir do kit da Promega SV Total RNA Isolation System da 

Promega, conforme o protocolo do fabricante, seguido de tratamento com DNAse I 

(DNAse Treatment and Removal - Ambion), cuja qualidade e quantidade do RNA 

foram verificadas em eletroforese em gel de agarose 1,5% e em fluorímetro (Qubit), 

respectivamente. Alíquotas de 1 µg de RNA de cada amostra foram convertidas em 

cDNA utilizando o Improm-II Reverse Transcription Systems (Promega), seguindo as 

recomendações do fabricante. Os pares de primers para amplificação da sequência 

codificante completa do gene VueIF4E (ATGGTTGTGGAAGATTCACAAA e 

TCATATCACGTATTTATTTTTAGCACCC)  e VueIF(iso)4E 

(ATGGCAACAAGCGAGG e TTATACGGTGTATCGACCCTTTG) foram desenhados 

através do programa SnapGene software (GSL Biotech; available 

at snapgene.com). As reações de RT-PCR foram realizadas utilizando o 

equipamento Techne TC-412, sob as seguintes condições: 95 °C por 7 min para 

desnaturação inicial, seguido de 35 ciclos de 95 °C por 1 min; 1 min à 60 °C para 

anelamento; 1 min à 72 ºC para extensão, com extensão final a 72 ºC por 10 min. Os 

amplicons foram isolados do gel e clonados no vetor pGEM-T easy conforme 

recomendações do fabricante, sendo realizado o sequenciamento (BigDye v3.1 e 

3730XL DNA analyzer). 

https://www.snapgene.com/
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2.3. Alinhamento Múltiplo e Árvore Fenética  

Foram utilizadas 42 sequências no alinhamento, sendo 21 de eIF4E e 21 da 

isoforma (Tabela Suplementar 1). O alinhamento foi realizado a partir do domínio 

conservado eIF4E completo com a ferramenta Clustal W (Thompson et al., 1994), 

sendo submetido a uma análise de distância método de Neighbor-Joining (NJ), 

modelo de Dayhoff com bootstrap de 1000 replicações (MEGA 6.0; 

http://www.megasoftware.net) (Tamura et al., 2003). 

2.4. Modelagem da proteína eIF4E e eIF(iso)4E  

Para modelagem tridimensional, foi utilizado o banco de dados de proteínas 

PDB, a fim de encontrar o melhor template para a construção dos modelos 

comparativos, onde foram selecionadas fator de iniciação 4E levando em 

consideração maior identidade de sequência e a cobertura. Então, utilizando o 

Modeller 9.23 (Webb e Sali, 2014), mil modelos foram construídos, e o modelo final 

foi escolhido de acordo com os valores de discrete optimized protein energy (DOPE) 

que acessa a energia do modelo e indica a estrutura mais provável, com base em 

um estado de referência aprimorado que corresponde a átomos que não interagem 

em uma esfera homogênea com o raio dependente de uma estrutura nativa da 

amostra. Por fim, para validação dos modelos ProSa II (Wiederstein E Sippl, 2007) e 

PROCHECK (Laskowski et al., 1993) foram utilizados para analisar a qualidade do 

dobramento e a estereoquímica, respectivamente. 

2.5. Simulação em dinâmica molecular 

 As simulações foram conduzidas com o pacote GROMACS 2019.4, as 

proteínas foram colocadas no centro de uma caixa cúbica de dimensões 5 x 5 x 5 

nm e solvatadas usando o modelo de água SPC (Berendsen et al., 1981). Os 

sistemas foram solvatados em solução de NaCl em concentração fisiológica (0,15 M) 

substituindo moléculas de soluto por íons Na+ e Cl-, em seguida a energia foi 

minimizada. A temperatura foi mantida a 300 K no conjunto NvT com restrição de 

átomos de soluto na posição inicial. O método LINCS (Hess et al., 1997) foi usado 

para restringir ligações envolvendo átomos de hidrogênio. A integração foi realizada 

pelo algoritmo leapfrog (Hockney, 1970), usando uma etapa de tempo de integração 

de 2 fs. Os sistemas foram inicialmente otimizados em energia usando 50.000 

etapas do algoritmo de descida mais íngreme. A simulação atomística foi realizada 

usando o campo de força GROMOS 53A6 (Oostenbrink et al., 2004) e condições de 

http://www.megasoftware.net/
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contorno periódicas nas direções x, y e z. Em seguida, a dinâmica molecular foi 

realizada sem restrições com pressão e temperatura constantes de 1 atm e 300 K 

respectivamente em um tempo de 100 ns. 

2.6. Desenho do gRNA e construção do vetor CRISPR/Cas9 

Com base na sequência genômica do gene eIF4E e do seu parálogo 

eIF(iso)4E amplificados da cultivar Boca Negra foram desenhados os RNAs guia 

(gRNA) tendo como alvo o primeiro exon de cada um dos genes, pois uma mutação 

do tipo indels nesta região aumentaria a probabilidade de frameshift no início da 

proteína com possível nocaute  do gene. Este desenho foi realizado através das 

ferramentas computacionais RGENOME (Bae et al., 2014), sendo confirmado pelo 

CRISPR Optimal Target Finder (Gratz et al., 2014) e CRISPR Design 

(https://github.com/sanjanalab/GUIDES), tendo como sequência PAM o NGG e 

tamanho do gRNA de 20 nucleotídeos. Vale ressaltar que o programa RGENOME 

recomenda a utilização de sequências com valor de out-of-frame score a partir de 

66%. Após o desenho dos gRNAs, os mesmos foram submetidos ao programa 

CRISPR Optimal Target Finder (Gratz et al., 2014) para desenho do reverso 

complementar, sendo realizada manualmente a adição dos sítios de ligação gerados 

pelo corte com a enzima de restrição AarI para clonagem do gRNA no vetor pGEM-T 

sgRNA (Figura Suplementar 1). Posteriormente, a partir do sítio PmeI o sgRNA 

completo e clonado com o guia foi transferido para o vetor final pAC-

AHASCas9sgRNA_eIF(iso)4E (Figura Suplementar 2). O vetor tem o gene AtAhas 

mutante de Arabidopsis thaliana que confere resistência ao herbicida sistêmico 

Imazapir. Assim como o gene codificante da proteína Cas9 e o sgRNA dirigido pelo 

promotor Ubiquitina 6 de A. thaliana. 

O gRNA e seu reverso complementar foram ligados com o kit Oligo Annealing 

da Invitrogen, seguindo a instrução do fabricante. Para confirmação da ligação, tanto 

o produto da ligação como o oligo linear foram submetidos a uma corrida em gel de 

agarose a 2%, 70 V durante 20 minutos. Posteriormente os oligos ligados foram 

fosforilados com o kit da Promega seguindo as instruções do fabricante. Após a 

clonagem do gRNA no sítio de restrição supracitado, a integração do mesmo ao 

vetor foi confirmada através do sequenciamento da região através dos primers 

universais SP6 e T7. 

https://github.com/sanjanalab/GUIDES
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Para confirmação da construção dos vetores foram utilizados os pares de 

primers: (1) ACT2 / Cas9 336c que amplifica um fragmento de 1.127 pb 

correspondente a um fragmento do gene da Cas9; (2) gRNA-speI / gRNA-KpnI para 

amplificar o fragmento de 684 pb correspondente ao sgRNA completo juntamente 

com seu promotor; (3) gRNA-KpnI / Vu_eIF(iso)4E_F que amplifica um fragmento de 

303 pb, cujo primer Vu_eIF(iso)4E_F corresponde ao gRNA; (4) gRNA-speI / 

Vu_eIF(iso)4E_R que amplifica um fragmento de 409 pb e o primer Vu_eIF(iso)4E_R 

corresponde à sequência complementar do gRNA. 

Todas as etapas da construção dos vetores foram utilizadas bactérias das 

linhagens DH10b de Escherichia coli, cujos vetores foram isolados por miniprep a 

partir de colônias isoladas e crescidas em meio LB líquido. 

 

2.7. Transformação de feijão-caupi  

A transformação do feijão-caupi via Agrobacterium tumefaciens foi realizada a 

partir de adaptações do protocolo de Soleti et al. (2008a) e Bakshi et al. (2011). As 

sementes de feijão-caupi foram desinfestadas a partir de lavagem com álcool etílico 

70% por um minuto, seguido pela lavagem com água sanitária 2% por 20 minutos 

com agitação ocasional. Posteriormente, as sementes foram lavadas cinco vezes 

com água destilada estéril e ficaram secando por 30 minutos em câmara de fluxo.  

As sementes foram colocadas para germinar em meio MSB5 (meio MS salt 

suplementado de vitamina B5, sacarose 3%, TDZ 10 µM, ágar e pH 5,8) por quatro 

dias a 28 °C com fotoperíodo de 16 h. Após a germinação, foram extraídos os nós 

cotiledonares a partir do corte do epicótilo e hipocótilo, sendo o explante ferido 

através de cinco furos realizados com agulha estéril, imediatamente antes da 

cocultura líquida.   

Agrobacterium tumefaciens da linhagem EHA105 foi transformada por 

eletroporação com o vetor pAHASCas9_sgRNA-eIF(iso)4E. Após a confirmação das 

bactérias transformadas, as mesmas foram colocadas para crescer em meio AB 

sólido por 48 h no escuro a 28 °C. As bactérias foram raspadas do meio de cultura e 

colocadas em meio de cocultura líquida (MS salt suplementado de vitamina B5, BAP 

1 µM, sacarose 3%, acetoseringona 100 µM, pH 5,5) cuja OD600 foi ajustada para 

0,8. Após 30 minutos da adição das bactérias no meio de cocultura líquido, os 

explantes foram inseridos no meio, e cocultivados durante 30 minutos. 

Posteriormente, os explantes foram secos e colocados na cocultura sólida durante 
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três dias no escuro a 22 °C. O meio de cocultura sólido apresentou composição 

semelhante ao meio de cocultura líquido, com a diferença da suplementação de ágar 

e pH 5,2.  

Após o cocultivo sólido, os explantes foram colocados em meio de seleção 

(Meio MS salt suplementado de vitamina B5, sacarose 3%, BAP 5 µM, cinetina 0,5 

µM, cefotaxima 200 mg/L, timetina 100 mg/L, Imazapyr 500 nM, ágar e pH 5,7), 

sendo o mesmo substituído a cada duas semanas. Os brotos desenvolvidos foram 

destacados e colocados em meio de alongamento (Meio MS salt suplementado de 

vitamina B5, sacarose 3%, BAP 2,5 µM, cinetina 0,5 µM, cefotaxima 200 mg/L, 

timetina 100 mg/L, Imazapyr 50 nM, ágar e pH 5,7). Após cerca de um mês, os 

brotos alongados foram colocados em meio de enraizamento (Meio MS salt 

suplementado de vitamina B5, sacarose 3%, IBA 2,5 µM, cefotaxima 200 mg/L, 

timetina 100 mg/L, ágar e pH 5,7).  

As plantas enraizadas foram aclimatadas e transferidas para solo com 

vermiculita na proporção 1:1, coletando-se uma folha para extração do DNA através 

do método de Doyle e Doyle (1987).   

As plantas transformadas, cuja confirmação foi realizada pela amplificação da 

região alvo, também foram submetidas ao sequenciamento pela metodologia de 

Sanger, para verificação da edição do gene-alvo. 

As modificações realizadas nos protocolos de transformação seguida nesta 

metodologia foram: 1) esterilização das sementes com o uso de hipoclorito de sódio 

em comparação ao cloreto de mercúrio; 2) o crescimento bacteriano foi realizado em 

meio AB sólido em contrapartida ao líquido; 3) a cultivar utilizada; 4) o marcador de 

seleção foi o gene Atahas com concentração de 500 µM do herbicida Imazapyr no 

meio de seleção e reduzido para 50 µM no meio de elongação e enraizamento, cujas 

metodologias seguidas utilizaram os antibióticos geneticina e/ou canamicina.   

 

3 Resultados  

 

3.1. Gene-Alvo  

Os três genes foram amplificados e sequenciados, sendo todos os primers 

desenhados confirmados como funcionais (Figura Suplementar 3).  

O gene eIF(iso)4E apresentou similaridade de 99% com a sequência genômica 

disponível no phytozome. Em relação ao eIF(iso)4E2, ela apresentava duas ORFs e 
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através de RT-PCR do cDNA de folha foi verificado que esta variante alélica do gene 

não se expressa nesse tecido (Figura Suplementar 4), não sendo utilizada para 

análises posteriores. 

 

3.2. RT-PCR e Sequenciamento 

 A partir dos resultados dos sequenciamentos das três cultivares de feijão-

caupi (Boca Negra, BR14 Mulato e IT85F-2687) foram verificadas algumas mutações 

do tipo substituição de base que promovem alterações de aminoácidos na proteína. 

Em relação a proteína eIF4E, ocorreu a substituição de cinco aminoácidos (Figura 

Suplementar 5): a posição 68 ocorreu a substituição de um resíduo de prolina nas 

cultivares suscetíveis (Boca Negra e BR14 Mulato) para arginina da resistente 

(IT85F-2687); na posição 75 ocorreu a substituição da alanina na Boca Negra pelo 

ácido aspártico nas cultivares BR14 Mulato e IT85F-2687; na posição 108 ocorreu a 

substituição de uma glicina nas linhagens suscetíveis para uma arginina da 

resistente; na posição 109 ocorreu a substituição de uma alanina (suscetíveis) por 

uma valina (resistente); e na posição 174 ocorreu a substituição da tirosina (Boca 

Negra) por asparagina (BR14 Mulato e IT85F-2687). Em relação à proteína 

eIF(iso)4E ocorreu apenas um SNP (Single Nucleotide Polymorphism) com a 

substituição do aminoácido ácido aspártico, nas cultivares suscetíveis, pela tirosina 

na linhagem resistente (Figura Suplementar 6). 

 

3.3. Alinhamento Múltiplo e Árvore Fenética  

O alinhamento múltiplo mostrou uma conservação dos seis resíduos de 

triptofano, além do resíduo de histidina no início da proteína e os dois resíduos de 

glicina na porção final do domínio (Figura Suplementar 7).  

Em relação à árvore gerada pelo método de Neighbor Joining (análise 

fenética; Figura 1), foram observados dois grupamentos, um com a forma padrão e 

outro com a isoforma, com valor de bootstrap de 100% para a base do ramo 

compreendendo o grupo eIF4E (ramo superior), embora internamente baixos valores 

(até 5) tenham sido indicados. Em relação à proteína eIF4E de V. unguiculata, a 

mesma se agrupou com outras leguminosas como P. vulgaris homólogo 1 e 2, G. 

max homólogo 1 e 2, Arachis hypogaea e V. radiata com valor de bootstrap de 83% 
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Por sua vez, a análise não indicou nenhum valor de bootstrap na base do 

grupo eIF(iso)4E, indicando maior diversificação entre os grupamentos. A proteína 

eIF(iso)4E de feijão-caupi agrupou-se com sequências de outras leguminosas 

(Phaseolus coccineus, P. vulgaris, Glycine max e Vigna radiata) com valor de 

bootstrap 92%. 

Quando adicionada a eIF(iso)4E2 na árvore fenética, a mesma ficou de fora 

dos dois grupos (dados não mostrados). 

 

 

Figura 1: Árvore fenética das 42 sequências de eIF4E e eIF(iso)4E utilizadas no alinhamento, gerado 

pelo método de neighbor-joining, sendo o teste de confiabilidade dos nós realizado pelo método de 

bootstrap com 1000 replicações. As proteínas de eIF4E e eIF(iso)4E de V. unguiculata encontram-se 

destacadas em negrito. 
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3.4. Modelagem 

A modelagem das sequências foi baseada em estruturas resolvidas 

disponíveis no Protein Data Bank (PDB) e mostrou a estrutura tridimensional da 

proteína eIF4E de feijão-caupi, formada por três alfa-hélices grandes e oito folhas-

beta. A isoforma eIF(iso)4E de feijão-caupi foi um pouco menor, tendo uma folha-

beta a menos (Figura Suplementar 8). 

Em relação à comparação dos eIF4E (Figura 2) das cultivares Boca Negra, 

BR14 Mulato e IT85F-2687, o melhor modelo selecionado foi um fator de iniciação 

4E de Pisum sativum (código PDB 2WMC), compartilhando 87,90%, 87,26% e 

85,35% de identidade, respectivamente. Após análise estereoquímica dos 

aminoácidos, foi possível selecionar um modelo para cada cultivar que apresentava 

90% dos aminoácidos em posições favoráveis e o Z-score indicou que todos os 

modelos estavam dentro da faixa de pontuações normalmente encontrado para 

proteínas de tamanho semelhante (Figura Suplementar 9). 

 

Figura 2: Modelos tridimensionais dos fatores de iniciação eIF4E de Vigna unguiculata. (A) potencial 

eletrostático de ± 5 kT / e de FAS2 realizado no PyMOL plotado na superfície acessível por solvente 

para os modelos tridimensionais teóricos das cultivares de Boca Negra, BR14 Mulato e IT85F-2687, 

com cargas neutras, negativas e positivas em branco, vermelho e azul, respectivamente. (B) 

alinhamento estrutural dos modelos teóricos depois da simulação em dinâmica molecular dos fatores 

de iniciação eIF4E das cultivares Boca Negra (em verde), BR14 Mulato (em ciano) e IT85F-2687 (em 

magenta). (C) potencial eletrostático apenas realizado no PyMOL dos resíduos de aminoácidos 

modificados (Pro13_Arg13, Gly54_Arg54 e Ala55_Val55). 
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 Observa-se que as regiões com estrutura secundária permaneceram 

conservadas após a simulação em dinâmica molecular (Figura 2B). No entanto, as 

regiões de loop foram mais flexíveis, dificultando o alinhamento dessas regiões. Ao 

observar a carga residual (Figura 2A), foi possível perceber que o modelo Boca 

Negra e BR14 Mulato apresentam mais regiões intercaladas por superfície de carga 

negativa quando comparado com o modelo de IT85F-2687. Ao observar 

especificamente os três resíduos que diferem entre as cultivares sensíveis e a 

cultivar resistente (Figura 2C), é possível perceber que a superfície de contato foi 

alterada. 

3.5. Simulação em dinâmica molecular 

A fim de observar as possíveis modificações que o modelo poderia sofrer, 

foram avaliados os gráficos de root mean square deviation (RMSD), root mean 

square fluctuation (RMSF), o raio de giro, além da estrutura secundária (Figura 

Suplementar 10). 

 Com a análise dos gráficos foi possível observar que todos os modelos 

saíram da conformação original (Figura Suplementar 10A), contudo se mostraram 

estáveis em maior parte da simulação em dinâmica molecular. Quando foi analisada 

a flutuação dos aminoácidos (Figura Suplementar 10C) foi possível perceber quatro 

picos que mais flutuaram, sendo dois nas regiões das extremidades, com maiores 

picos para o modelo da cultivar Boca Negra, e outros dois picos maiores localizados 

entre os aminoácidos 13 – 23 e 67 – 75, sendo este último com maiores flutuações 

para o modelo da cultivar IT85F-2687. A Figura Suplementar 10C revelou que essas 

regiões as quais tiveram maior mobilidade dinâmica dos átomos estavam localizadas 

ou nas extremidades ou em regiões sem estrutura secundária (loop), que 

normalmente possui um grau de flexibilidade maior para flutuação. 

O gráfico do raio de giro (Figura Suplementar 10B), comprova que as 

estruturas se mantiveram compactas corroborando a hipótese de que as regiões 

com estrutura secundária se mantiveram rígidas enquanto que as outras regiões 

sem estruturas secundárias foram mais flexíveis. 

 

3.6. Desenho do gRNA e construção do vetor CRISPR/Cas9 

Através da sequência do primeiro exon foram obtidos 46 gRNAs para o gene 

eIF4E e 22 gRNAs a partir do eIF(iso)4E, com 20 nucleotídeos cada, contendo a 

presença de um NGG na porção 3’ do DNA alvo. Os três melhores gRNAs de cada 
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gene foram selecionados para construção do vetor, sendo selecionado o terceiro 

melhor gRNA tanto do eIF4E, quanto da isoforma, baseado no out-of-frame score, 

por possuírem sítio de restrição na região de corte da Cas9, podendo ser utilizado 

como marcador para selecionar as plantas editadas (Tabelas 2 e 3). Outro fator 

favorável a esta escolha referiu-se ao fato de não haver off-target baseado no 

genoma disponível para feijão-caupi (Lonardi et al., 2019), assim como de espécies 

próximas do gênero Vigna como V. radiata (Kang et al., 2014) e V. angularis (Sakai 

et al., 2016). 

 

Tabela 2: Três melhores gRNAs a partir do gene eIF4E do feijão-caupi baseado no out-of-frame 

score. 

 eIF4E  

gRNA 5’ → 3’ (com NGG) Out-of-frame 

Score 

Conteúdo GC 

(%) 

Sítio de 

restrição 

GTGGGGGTTGCGGAGGAGTGCGG 84,8 70 Não tem 

GGGTTGCGGAGGAGTGCGGACGG 81,7 70 AciI 

AGGTCCAGGAATTCTCGAGAGGG 78,7 50 XhoI 

   

Tabela 3: Três melhores gRNAs a partir do gene eIF(iso)4E do feijão-caupi baseado no out-of-frame 

score . 

 eIF(iso)4E  

gRNA 5’ → 3’ (com NGG) Out-of-frame 

Score 

Conteúdo GC 

(%) 

Sítio de 

restrição 

AGCACAAGCTGGAGCGAAAATGG 78,7 50 Não tem 

CCTAAGCAGGGTGCTGCTTGGGG 74,3 60 TseI / ApeKI 

TTGGGGAACCTCTCTGCGCAAGG 73,8 60 FspI / HhaI 

  

 A partir dos dois gRNAs selecionados, foi desenhado o seu reverso 

complementar, adicionando-se manualmente os sítios de ligação da enzima AaRI. 

Para o gRNA selecionado foi adicionada a sequência ATTG na extremidade 5’, e no 

reverso complementar foi adicionada a sequência AAAC na extremidade 5’ (Figura 

3).  
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Figura 3: Confirmação do gRNA desenhado e selecionado a partir do RGENOME através do 

programa CRISPR Optimal Target Finder. A partir deste programa foi realizado o desenho do oligo 

antisenso, sendo manualmente adicionado o sítio de ligação (em vermelho na extremidade 5’ do oligo 

senso e antisenso) gerado pelo corte com a enzima de restrição AarI. 

 

O gRNA e seu reverso complementar foram ligados e confirmada a ligação 

através da corrida no gel de agarose confirmando a ligação pela diferença de 

tamanho das bandas visualizadas em transiluminador (Figura Suplementar 11). 

Posteriormente, os oligos ligados foram fosforilados e realizada a reação de 

clonagem dos oligos ligados com o vetor digerido originando os vetores pGEM-T 

sgRNA_eIF4E e pGEM-T sgRNA_eIF(iso)4E (Figura suplementar 1). A presença do 

gRNA foi confirmada pelo sequenciamento do vetor (Figura Suplementar 12). 

 Os vetores pGEM-T sgRNA_eIF4E e pGEM-T sgRNA_eIF(iso)4E foram 

digeridos com a enzima PmeI, cujo fragmento de 393 pb (correspondente ao sgRNA 

completo) foi isolado e purificado (Figura 4).   

 

Figura 4:  Vetor pGEM-T sgRNA digerido com PmeI (imagem A), cujo fragmento de 393 pb (poço 

1) correspondente ao sgRNA completo foi isolado e purificado com kit da Promega, sendo 

quantificado com o marcador Low DNA Mass Ladder da Invitrogen (imagem B poço M), cuja 

intensidade está mais próxima ao fragmento de 400 pb correspondente a uma concentração de 40 ng 

de DNA.  
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O sgRNA foi a seguir ligado ao vetor pAHASCas9 previamente digerido com a 

PmeI, para obtenção dos vetores finais pAHASCas9_sgRNA-eIF4E e 

pAHASCas9_sgRNA-eIF(iso)4E (Figura Suplementar 2). 

 Os vetores isolados de seis colônias de bactérias foram inicialmente digeridos 

com a enzima NcoI e XbaI, que geraram quatro fragmentos (8947, 4568, 1683 e 

1067 pb) realizando corte nas três sequências principais dos vetores (no gene Ahas, 

utilizado como seleção, no Cas9 e no sgRNA) (Figura 5A). A colônia que teve o 

padrão esperado foi digerida separadamente com as enzimas PvuI, PvuII e NotI 

para maior confiabilidade da confirmação do vetor final (Figura 5B). Por fim, os 

vetores que passaram por todas as digestões foram confirmados por PCR e 

sequenciamento (Figura Suplementar 13). 

 

Figura 5: Confirmação do vetor final pAHASCas9_sgRNA-eIF(iso)4E através de digestão enzimática. 

Inicialmente os plasmídeos isolados de seis colônias foram digeridos com NcoI e XbaI que geram 

quatro fragmentos (8947, 4568, 1683 e 1067 pb), sendo que só a colônia do poço 2 teve o padrão 

esperado (imagem A). Posteriormente este vetor do poço 2 da imagem A foi digerido com as enzimas 

PvuI que geraram fragmentos de 10417 pb e 5848 pb (poço 1 imagem B), PvuII que geram 

fragmentos de 9676, 3770, 1643 e 880 pb (poço 2 imagem B) e NotI que geram fragmentos de 

13443, 1532 e 1290 pb (poço 3 imagem B). 

 Um total de 350 explantes foi utilizado em quatro eventos de transformação 

via A. tumefaciens, sendo regeneradas três plantas. Duas destas três plantas foram 

oriundas do mesmo explante. Após a PCR as três plantas transformadas foram 

confirmadas, contendo o fragmento do vetor referente ao sgRNA (Figura 6). A 

eficiência de transformação, calculada pela razão do número de plantas 

transformadas pelo número de explantes foi de 0,86%.  
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Figura 6: Gel de agarose 1,5% do produto da amplificação das possíveis plantas transformadas com o par de 

primers gRNA-speI / gRNA-KpnI com fragmento de 684 pb. L – Ladder 1 Kb; B – Branco (sem DNA); C – 

Controle negativo (planta não transformada); P – Controle positivo correspondente ao plasmídeo 

pAHASMCDEF1;  1 – planta transformada 1; 2 –planta transformada 2; 3 – planta transformada 3.L – Ladder 1 

Kb; B – Branco (sem DNA); C – Controle negativo (planta não transformada); P – Controle positivo 

correspondente ao plasmídeo pAHASMCDEF1;  1 – planta transformada 1; 2 – planta transformada 2; 3 – 

planta transformada 3. 

 As três plantas confirmadas por PCR como transformadas com o vetor de 

CRISPR foram submetidas ao sequenciamento do gene-alvo da edição (eIF(iso)4E). 

Foi verificada a substituição de uma guanina por uma citosina, na segunda base 

anterior à região do RNA guia (Figura 7).  Essa mutação promove a substituição de 

um aminoácido alanina por uma prolina nas plantas editadas, mantendo o quadro de 

leitura da proteína. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7: Alinhamento do produto do sequenciamento do gene eIF(iso)4E da planta controle (cv. 

Boca Negra não transformada) e das três plantas transformadas PCR positivas para verificação da 

ocorrência da edição. Verifica-se uma mutação do tipo substituição de base (uma guanina na planta 

controle por uma citosina nas plantas transformadas / editadas – vide seta amarela). A mutação 

ocorreu duas bases antes do RNA guia, destacado pelas letras vermelhas. 
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4 Discussão 

As sequências dos genes e proteínas eIF4E e eIF(iso)4E formaram dois 

agrupamentos, sendo que as sequências de feijão-caupi ficaram posicionadas em 

agrupamentos separados juntamente com sequências de outras leguminosas, 

demonstrando uma relativa conservação dessas proteínas entre as Fabaceae. A 

conservação e separação das proteínas eIF4E e eIF(iso)4E tem sido observada 

inclusive com a introdução nos alinhamentos de grupos taxonômicos distantes como 

humanos, ratos, insetos, leveduras e plantas (Marcotrigiano et al., 1997; Xu et al., 

2017).  

Em relação à modelagem, a principal diferença entre as duas proteínas de 

feijão-caupi deve-se a da presença de uma folha-beta adicional na forma padrão, o 

que corrobora com as estruturas de diversas proteínas eIF4E descritas por 

Marcotrigiano e colaboradores (1997).  

Após a obtenção do vetor, o processo de transformação teve uma eficiência 

de 0,86%, portanto abaixo dos trabalhos de Soleti e colaboradores (2008b) e Bakshi 

e colaboradores (2011), com 3,09% e 1,64% de plantas de feijão-caupi 

transformadas, respectivamente. A comparação com estes dois trabalhos foi devido 

ao fato de que o protocolo utilizado corresponde a uma adaptação dos trabalhos 

citados, com modificações. Vale salientar que foram realizadas diversas mudanças 

como uso de uma estirpe diferente de A. tumefaciens. Ainda, o modo de crescimento 

da bactéria no presente trabalho ocorreu em meio sólido, diferentemente dos 

referidos estudos onde foi usado meio líquido. Finalmente, a cultivar de feijão-caupi 

utilizada foi diferente, além de algumas pequenas modificações na composição dos 

meios de cultivo e do marcador de seleção utilizado (gene Atahas) que confere 

resistência ao herbicida Imazapyr, enquanto nos outros dois trabalhos foi utilizado o 

gene nptII, que confere resistência a antibióticos. Todas essas mudanças podem 

afetar a taxa de transformação, uma vez que o processo é genótipo dependente, 

assim como depende dos protocolos e composição do meio de cultura de tecidos 

(Popelka et al., 2006; Citadin et al., 2011; Bett et al., 2019).   

A interação das proteínas virais depende de sua carga superficial, essa carga 

eletrostática determina a mobilidade da partícula em um campo elétrico e, portanto, 

governa seu comportamento, que desempenha um papel importante na interação 
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vírus-hospedeiro (Michen e Graule 2010). Quando ocorre mudança na carga 

superficial, essa mudança pode interferir na ligação da proteína do hospedeiro com 

a proteína viral. A substituição de aminoácidos apolares (Prolina e Glicina) por 

aminoácidos carregados positivamente (Arginina), como no caso da proteína do fator 

de iniciação eIF4E na cultivar IT85F-2687 fez com que a superfície de contato 

eletrostática mudasse e a tornasse menos aniônica (Figura 2.A), ao invés de uma 

superfície compacta e hidrofóbica agora, tem-se uma superfície expansiva e 

hidrofílica. Essa mudança no potencial eletrostático (Figura 2.C) pode ser uma das 

hipóteses para a não interação da proteína viral com o fator de iniciação eIF4E em 

IT85F-2687, desta forma, a planta torna-se resistente pela ausência de ligação entre 

essas proteínas. As mutações que promoveram a substituição de aminoácidos entre 

as linhagens suscetíveis comparativamente à resistente já foram descritas na 

literatura para outras espécies (Nicaise et al., 2003; Yeam et al., 2007; Charron et 

al., 2008). A mutação G108R acarreta resistência recessiva ao potyvirus (Capsicum-

Tobacco etch virus - TEV) em pimenta, impedindo a interação do eIF4E com a VPg 

viral (Yeam et al., 2007).  As mutações nas posições 68, 75 e 109 também já foi 

relatada e estão relacionadas à co-evolução do eIF4E x VPg viral (Nicaise et al., 

2003; Charron et al., 2008). Trabalho recente mostrou que o nocaute do gene eIF4E 

em tomate promove resistência ao Potyvirus pepper veinal mottle virus em tomate 

(Mourya et al., 2020). Em relação à resistência a Potyvirus correlacionada com os 

fatores de iniciação da tradução 4E em leguminosas, Naderpour e colaboradores 

(2010) detectaram que o locus relacionado à resistência ao Bean Common Mosaic 

Virus (BCMV) corresponde ao gene eIF4E em feijão comum. Xu e colaboradores 

(2017) verificaram em amendoim que o Peanut Stripe Virus (PStV) interagem tanto 

com o eIF4E, quanto com sua isoforma. Contudo, técnicas in silico como docking 

molecular podem fornecer indícios da região de ligação entre essas proteínas, que 

poderiam ser validadas pelo sistema de duplo híbrido em Saccharomyces cerevisae. 

Com relação à edição do genoma do feijão-caupi, obteve-se um resultado 

inesperado, pois o ponto alvo da ação da Cas9 estava direcionado para três pares 

de bases antes do NGG, local que inclui a ancoragem do RNA guia (Belhaj et al., 

2015). Após a clivagem da dupla fita do DNA, entra em ação o mecanismo de reparo 

promovendo mutações do tipo inserção ou deleção (Chandrasekaran et al., 2016; 

Pyott et al., 2016; Gomez et al., 2018). Entretanto, no presente estudo, foi verificada 
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uma mutação do tipo substituição de uma base, dois pares de bases anterior à 

sequência do RNA guia, algo ainda não relatado nos experimentos de 

CRISPR/Cas9, tanto em relação ao tipo de mutação quanto ao local. Essa mutação 

promove apenas uma substituição do aminoácido alanina por uma prolina, ambos 

possuindo a mesma natureza química, pois são apolares. Como não houve 

alteração na matriz de leitura da proteína, possivelmente o seu funcionamento, 

assim como a possível interação com a VPg viral, continuará intacto. 

 O presente trabalho desenvolveu um feijão-caupi transgênico via A. 

tumefaciens com uma metodologia nova a partir de diversas modificações de 

protocolos já existentes, assim como promoveu a edição do genoma, porém sem a 

efetividade esperada em relação ao objetivo, pois provavelmente não conseguiu 

realizar o nocaute do gene-alvo. No entanto, nas plantas transformadas portadora do 

marcador de seleção (gene Ahas), possivelmente o cassete continuará a realizar o 

processo de edição, o que provavelmente aumentará a eficiência e os tipos de 

mutações possibilitando o nocaute do gene alvo, situação já descrita para soja (Bao 

et al., 2019). 
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ANEXOS 
 

Tabela Suplementar 1: Nomes, espécies e número de acesso dos genes eIF4E e 
eIF(iso)4E utilizados na Figura 2 e Anexo II. O banco de acesso as sequências foi o 
NCBI. 
 

Nomes Espécies Número de acesso 

AteIF4E Arabidopsis thaliana NP_193538.1 

AheIF4E Arachis hypogaea L. CCM43797.1 

CaeIF4E Capsicum annuum AAR23916.1 

CpeIF4E 
 

Carica papaya ACN38307 

CaeIF4E Cicer arietinum XP_004485968 

CseIF4E Cucumis sativus XP_004147397.1 

GmeIF4E1  Glycine max NP 001237528 

GmeIF4E2 Glycine max XP_003546060 

LseIF4E Lactuca sativa AAP86602.1 

MteIF4E  Medicago truncatula XP_003593833 

NteIF4E  Nicotiana tabacum CBJ34332 

PveIF4E2  Phaseolus vulgaris ABU54816.1 

PveIF4E1  Phaseolus vulgaris AGI41289.1 

PseIF4E1  Pisum sativum ABG35116 

PseIF4E2  Pisum sativum ADK97766 

PseIF4E_P1 Pisum sativum AAR04332.2 

PdeIF4E  Prunus domestica AGE81987 

SleIF4E Solanum lycopersicum NP 001307578.1 

VveIF4E Vitis vinifera XP_002267488 

VreIF4E Vigna radiata Vigan.05G062500.01 

AteIF(iso)4E Arabidopsis thaliana At5G35620 

AheIF(iso)4E Arachis hypogaea L. AHK23094.1 

CaeIF(iso)4E Capsicum annuum AAY62607 

CaeIF(iso)4E Cicer arietinum XP_004497820 

CmeIF(iso)4E  
 

Cucumis melo ABY56090 

CseIF(iso)4E Cucumis sativus XP_004147164.1 

GmeIF(iso)4E 
 

Glycine max XP_003535996 

LseIF(iso)4E  
 

Lactuca sativa AAP86603 

MteIF(iso)4E   Medicago truncatula XP_003590157 

PceIF(iso)4E2 Phaseolus coccineus CA905562.1 

PveIF(iso)4E  
 

Phaseolus vulgaris ABU54805 

PseIF(iso)4E1  Pisum sativum ABH09880.1 

PseIF(iso)4E2  Pisum sativum BAM28884.1 

PdeIF(iso)4E  
 

Prunus domestica AGE81988 

VreIF(iso)4E1 Vigna radiata Vigan.08G356000.01 

RceIF(iso)4E  
 

Ricinus communis XP 002528368 

SleIF(iso)4E 
 

Solanum lycopersicum ABV23495.1 

SteIF(iso)4E 
 

Solanum tuberosum CBJ34336 

TceIF(iso)4E 
 

Theobroma cacao EOY06160.1 

VveIF(iso)4E  
 

Vitis vinifera XP_002285444 
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Figura Suplementar 1. Vetor pGEM-T sgRNA _eIF(iso)4E, sendo utilizado como 

intermediário para clonagem do gRNA, cujo isolamento do sgRNA completo foi 

realizado a partir dos sítios de restrição da PmeI. 

 

 
 
 
Figura Suplementar 2: Vetor pAHASCas9_sgRNA_eIF(iso)4E com sítio de restrição 
AaRI para clonagem do gRNA utilizado na edição do genoma a ser escolhido. Neste 
caso é necessária a introdução de uma guanina antes do gRNA selecionado para 
dirigir a expressão do guia. 
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Figura Suplementar 3: Eletroforese em gel de agarose 1% dos amplicons dos 

genes: A - eIF4E (1: Par de primers 1F com 1R; 2: 1F com 2R; 3: 2F com 1R); B - 

eIF(iso)4E1 (1: Par de primers 1F com 1R; 2: 1F com 2R; 3: 2F com 1R); C - 

eIF(iso)4E2 (1: Par de primers 1F com 1R; 2: 1F com 2R; 3: 2F com 1R). O primeiro 

fragmento corresponde à sequência genômica completa, o segundo à região inicial 

do gene e o terceiro à porção final, para todos os géis. As sequências dos primers, 

assim como o tamanho dos amplicons encontram-se na Tabela 1. L – Ladder de 100 

pb. 

 

Figura Suplementar 4: Eletroforese em gel de agarose 1,2% dos amplicons da RT-

PCR a partir do cDNA da cv. Boca Negra de V. unguiculata dos genes: 1 - eIF4E 

(com os primers ATCACGGAGATGAAATCTGTGG e 

GTCACCTGAGCAGCTTCATTT, que amplificam um fragmento de 103 pb); 2 - 

eIF(iso)4E (com os primers AACAAGCGAGGAAGTGGTTG e 

CCTGCTTAGGTTTGGATTGATT, que amplificam um fragmento de 110 pb); 3 - 

eIF(iso)4E2 (com os primers AGAGAACAACAGCGCCAATAAC e 

TCGTTCTTCGGTTTCTTTGCT, que amplificam um fragmento de 106 pb). L – 

Ladder 1 Kb. 
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Figura Suplementar 5: Sequenciamento, tradução e alinhamento das cds do gene 

eIF4E em três cultivares de feijão-caupi: Boca Negra (suscetível ao CABMV); BR14 

Mulato (suscetível) e IT85F-2687 (resistente). A seta amarela destaca a mutação 

P68R e a vermelha a mutação G108R, ambas são descritas na literatura na 

aquisição de resistência à Potyvirus.  

 

 

Figura Suplementar 6: Sequenciamento, tradução e alinhamento das cds do gene 

eIF(iso)4E em três cultivares de feijão-caupi: Boca Negra (suscetível ao CABMV); 

BR14 Mulato (suscetível) e IT85F-2687 (resistente). A seta verde mostra a única 

mutação ocorrida no gene que provoca a alteração D31Y das linhagens suscetíveis 

para a resistente em relação ao potyvirus CABMV.  
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Figura Suplementar 7. Alinhamento das 42 sequências das proteínas eIF4E e eIF(iso)4E realizado com o auxílio do MEGA 6.0. 

As colunas destacadas em cinza representam os aminoácidos conservados em todas as sequências. As proteínas de feijão-caupi 

encontram-se destacadas em negrito. O restante da sequência de aminoácidos destas proteínas encontra-se na próxima imagem.  
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Anexo II. Continuação 



96 
 

 

Figura Suplementar 8: Modelos in silico das proteínas eIF4E (lado esquerdo) e 

eIF(iso)4E (lado direito) gerados a partir do Modeller 9.10. Conforme esperado, as 

proteínas possuem três alfa-hélices grandes (violeta) e no mínimo sete folhas-

betas grandes (em amarelo). 
 

 

 

 

 

 

Figura Suplementar 9: Figuras referentes a validação dos modelos teóricos dos 

fatores de iniciação 4E de Vigna unguiculata. No quadro superior estão as figuras 

representando o gráfico de Ramachandran na avaliação esterioquímica dos 

modelos, já no quadrante inferior as figuras relacionadas com o Z-score que 

avalia a qualidade do dobramento referente ao banco de proteínas de tamanho 

similares. 

 



97 
 

 

Figura Suplementar 10: Figuras relacionados à simulação em dinâmica 

molecular dos modelos tridimensionais teóricos dos fatores de iniciação 4E de 

Vigna unguiculata. Em A- o RMSD do modelo com o tempo de 100 ns dos três 

modelos: Boca Negra (em preto), BR14 Mulato (em azul) e IT85F-2687 (em 

vermelho). Em B, o raio de giro dos três modelos Boca Negra (em preto), BR14 

Mulato (em vermelho) e IT85F-2687 (em verde) Em C- o RMSF dos modelos 

representados pela flutuação de aminoácidos pelo tempo em 100 ns, ao lado as 

figuras correspondentes ao b-factor ou espalhamento dos átomos, dos três 

modelos relacionados, quanto mais próximo do vermelho, maior mobilidade 

dinâmica dos átomos e mais próximo do azul, menor mobilidade dinâmica dos 

átomos. 

 

Figura Suplementar 11. Gel de agarose a 2% para confirmação da ligação dos 

oligos pela diferença de tamanho da sequência ligada comparativamente à linear. 

No poço 1 os oligos ligados referentes ao gRNA tendo como alvo o gene eIF4E, o 

poço 2 os oligos ligados do gRNA do eIF(iso)4E e no poço 3 o oligo linear. 
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Figura Suplementar 12. Resultado do sequenciamento com o primer SP6 para 

confirmação da integração do gRNA do eIF(iso)4E. 

>pGEM-T sgRNA_eIF(iso)4E 

AGAAAATGCATCACGCGTTGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTC

ACAGTGATTACTAGTGTGGTTGGCATGCACATACAAATGGACGAACGGATAAACCTTTTCACG

CCCTTTTAAATATCCGATTATTCTAATAAACGCTCTTTTCTCTTAGGTTTACCCGCCAATATATC

CTGTCAAACACTGATAGTTTAAACGTCATTGTTTTAGTTCCACCACGATTATATTTGAAATTTAC

GTGAGTGTGAGTGAGACTTGCATAAGAAAATAAAATCTTTAGTTGGGAAAAAATTCAATAATAT

AAATGGGCTTGAGAAGGAAGCGAGGGATAGGCCTTTTTCTAAAATAGGCCCATTTAAGCTATT

AACAATCTTCAAAAGTACCACAGCGCTTAGGTAAAGAAAGCAGCTGAGTTTATATATGGTTAGA

GTCGAAGTAGTGATTGTTGGGGAACCTCTCTGCGCAGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAA

AATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTTTTTCTAGACC

CAGCTTTCTTGTACAAAGTTGGCATTAGTTTAAACTGAAGGCGGGAAACGACAATCTGATCCA

AGCTCAAGCTGCTCTAGTCCCCCCACCCCCGGGGGCTGGGAAATTGGTGGGGAACGGGCCA

CCCGGTTGCGGGCCCTCCTCCGCTAATGCCGCCCGCCGGGGCGAAAGGGGGGAAGGTGGC

TGCCAGGGCCGACTAGGCCGGGGGGCACCCCATCCGAATTCCCCCGCGGGCCCGCCCATG

GGCCGGCCCGGGGGGGCAGGCCGGCCGATCGGGGGCCCCCCATTCCGGCCCCCCGCGGG

GGGCGGCCCGCCAAGTAACCGCCCGCCCCCGGGGGCCCGGTACGGGTTTCCACCCGCCCG

GCCCGGGGGAACGGGGGGCCAAAAACCGCCTGGGGGCGGGCTTACCCCCAAAACCAAGGA

GGGGCCGGGCGAGGGGCGAAGGGGAGCCCTGGGCCTTCCCCCTTTGGGGAGGGCCCCAG

GGCCCGGGGCCCCGGATTCAAGCCCGGCCCGGCAAAGGCCGGGCCCCCCACCGGCCCCCC

CCCCGGGCACCCCGGGCCATTCCCCTTTTCCCAAGGGGAAAATTCCCGGGGTTCCGCCCCT

GGGCCCCGGGGACCAAAAAGGGGGGAAACCCCGGGAAAACGGGGGCTTAAAAACGGGGCC

CAAATGGCCCAGGGGGGGTTCCACAGGCAACAAAAGGGGTCAACCCGCCCCCCCCGCCCCC

TGGGGGGGGATCCCCAGAGCACACAGGGGGGGGGG 

Figura Suplementar 13. Confirmação do vetor final pAHASCas9_sgRNA-

eIF(iso)4E por PCR. Poço 1 primers ACT2 / Cas9 336c que amplifica um 

fragmento de 1127 pb. Poço 2, amplificação com o par de primer gRNA-speI / 

gRNA-KpnI com fragmento de 684 pb. Poço 3, amplificação com par de primer 

gRNA-KpnI / Vu_eIF(iso)4E_F com fragmento de 303 pb. No poço 4, amplificação 

com o par de primers gRNA-speI / Vu_eIF(iso)4E_R gerando um fragmento de 

409 pb. 

 



99 
 

 

5 DISCUSSÃO GERAL 

O processo de transformação de feijão-caupi ainda não é trivial, sendo a 

eficiência ainda um grande entrave para obtenção de linhagens elites (Citadin et 

al., 2011). Em relação às leguminosas, existe uma dificuldade maior relacionada à 

recalcitrância destes vegetais na cultura in vitro (Mandal et al., 2020). Em relação 

ao feijão-caupi, a eficiência da transformação por biobalística é cerca de 1% (Ivo 

et al., 2008; Cruz e Aragão, 2014), resultado semelhante obtido no presente 

trabalho. Em relação à transformação via Agrobacterium tumefaciens em feijão-

caupi, trata-se da abordagem com o maior número de trabalhos publicados, onde 

há registro de uma eficiência superior a 3% (Kumar et al., 2017).  

A maioria dos trabalhos de transformação do feijão-caupi buscam um aumento 

da eficiência do processo da transformação (Bett et al., 2019), havendo alguns 

poucos trabalhos buscando o desenvolvimento de linhagens elites para 

resistência a insetos (Solleti et al., 2008b; Higgns et al., 2010; Bakshi et al., 2011), 

vírus (Cruz e Aragão, 2014; Kumar et al., 2017) e tolerância à seca (Mishra et al., 

2014). Em relação à edição genômica por CRISPR/Cas9, até o presente há 

apenas uma publicação envolvendo edição do genoma de feijão-caupi em raízes 

via A. rhizogenes visando ao nocaute do gene que promove a nodulação das 

raízes, para avaliar a eficiência da técnica (Ji et al, 2019).  

Na presente tese foram desenvolvidas linhagens de feijão-caupi transgênicas 

com uma defensina que tem atividade antifúngica contra a Macrophomina 

phaseolina, bem como plantas de feijão-caupi com edição de seu genoma 

envolvendo a sequência de interesse, mas sem sucesso no nocaute do gene 

eIF(iso)4E, o que pode ocorrer nas próximas gerações, visto que o cassete 

contendo os genes da Cas9 e sgRNA continuam integrado no genoma das 
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plantas transformantes, permitindo a ocorrência de novos processos de edição 

assim como  possivelmente irá aumentar a eficiência da edição (Bao et al., 2019).   

A expressão de transgenes tem demonstrado uma grande variação em 

diferentes eventos de transformação (Eissa et al., 2017). Nesse contexto, o feijão-

caupi com inserção da defensina do melão-de-são-caetano mostrou padrões 

distintos em relação às quatro linhagens testadas por qRT-PCR, onde um dos 

eventos de transformação mostrou uma expressão estatisticamente inferior às 

outras três testadas. O nível de expressão das defensinas foi o dobro da 

expressão das chitinases de Eissa e colaboradores (2017), o que pode ser devido 

ao efeito de posição no genoma, considerando-se variações na posição onde o 

transgene se insere (Howarth et al., 2005). Outro fator envolve o promotor 

utilizado, uma vez que a defensina foi dirigida pelo promotor CaMV35S e a 

chitinase pela ubiquitina do milho (Howarth et al., 2005). 

As defensinas mostram como principal atividade a ação antimicrobiana contra 

fungos e bactérias (Gaspar et al., 2014), porém existem poucos registros de 

atividade antiviral (Brodgen, 2005) e de aumento de tolerância a estresses 

abióticos (Kumar et al., 2019). A defensina de melão-de-são-caetano mostrou 

atividade antifúngica contra a podridão cinzenta do caule, porém não teve 

atividade antiviral, considerando-se as estirpes testadas no presente trabalho. 
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6 CONCLUSÕES 

 O processo de transformação de várias leguminosas como feijão-caupi, 

feijão comum e amendoim, ainda está longe de ser uma prática corriqueira de 

laboratório, porém foi possível realizar a transformação de feijão-caupi utilizando 

as duas principais ferramentas da transgenia: a transformação via biobalística e 

via Agrobacterium.  

 O potencial da defensina de M. charantia foi evidenciado no bioensaio com 

o fungo M. phaseolina. Este é o primeiro registro da transformação genética do 

feijão-caupi com uma defensina, assim como a demonstração da atividade in vivo 

de uma defensina contra a podridão cinzenta do caule. 

 A edição do genoma do feijão-caupi foi realizada a partir da transformação 

de embriões com vetor de CRISPR/Cas9. Embora o gene-alvo tenha sido 

modificado, o tipo de mutação (substituição de bases) e o local da mutação 

(anterior ao gRNA) ocorreu fora da posição esperada. Vale destacar que o 

protocolo utilizado na transformação com o vetor de CRISPR/Cas9 foi via 

Agrobacterium tumefaciens, correspondendo a uma adaptação com várias 

diferenças em relação aos dois protocolos utilizados como base do processo.  

 Foram identificados polimorfismos na sequência codificante do fator de 

iniciação eIF4E, quando comparadas três cultivares analisadas. A análise dos 

produtos gênicos e a modelagem de proteínas indicam que o acesso resistente 

IT85F-2687 apresenta a variante mais divergente, possivelmente responsável pela 

resistência, o que demanda validação experimental. 
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Introduction
Proteins and peptides play different roles depending on their 
amino acids (aa) constitution, which may vary from tens to 
thousands residues.1 Peptides are conventionally understood as 
having less than 50 aa.2 Proteins, on the contrary, would be any 
molecule presenting higher amino acid content and both—
proteins and peptides—present a plethora of variations in 
plants. Despite that, plant proteomes have been much more 
studied than peptidomes. It is well-known that the biochemi-
cal machinery necessary for the synthesis and metabolism of 
peptides is present in every living organism. From the varia-
tions of this machinery, a wide structural and functional diver-
sity of peptides was generated, justifying the growing interest 
in their study.

In eukaryotes, peptides are prevalent in intercellular com-
munication, performing as hormones, growth factors, and 

neuropeptides, but they are also present in the defense system.3 
Besides plants and animals, several pathogenic microorgan-
isms, peptides can serve as classical virulence factors, which 
disrupt the epithelial barrier, damage cells, and activate or 
modulate host immune responses. An example of this perfor-
mance is represented by Candidalysin,4 a fungal cytolytic pep-
tide toxin found in the pathogenic fungus Candida albicans that 
damages epithelial membranes, triggers a response signaling 
pathway, and activates epithelial immunity. There are also 
reports of defense-related fungal peptides. For example, the 
Copsin, a peptide-based fungal antibiotic recently identified in 
the fungus Coprinopsis cinerea5 kills bacteria by inhibiting their 
cell wall synthesis. Regarding bacterial peptides, certain species 
from the gastrointestinal microbial community can release 
low-molecular-weight peptides, able to trigger immune 
responses.6 There are additionally peptides that act like bacte-
rial “hormones” that allow bacterial communities to organize 
multicellular behavior such as biofilm formation.7 Some pep-
tides are known for their medical importance, as defensins that 
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present antibacterial, antiviral, and antifungal activities. For 
example, human alpha- and beta-defensins present in the saliva 
may potentially impede virus replication, including SARS-
CoV-2,8 besides other roles as protection against intestinal 
inflammation (colitis).9

Considering the roles of plant peptides, they can also be mul-
tifunctional, and have been classified into 2 main categories10 
(Supplementary Figure S1): (1) Peptides with no bioactivity, pri-
marily resulting from the degradation of proteins by proteolytic 
enzymes, aiming at their recycling, and (2) bioactive peptides, 
which are encrypted in the structure of the parent proteins and 
are released mainly by enzymatic processes.

The first group is innocuous regarding signaling, regulatory 
functions, and bioactivity. So far, it has been reported that some 
of them may play a significant role in nitrogen mobilization 
across cellular membranes.11 The second group of bioactive 
peptides has a substantial impact on the plant cell physiology. 
Some peptides of this group can act in the plant growth regula-
tion (through cell-to-cell signaling), endurance against patho-
gens and pests by acting as toxins or elicitors, or even 
detoxification of heavy metals by ion-sequestration.

Comprising bioactive peptides, additional subcategoriza-
tion has been proposed regarding their function. Tavormina 
et al12 divided them into 3 groups (Supplementary Figure S1) 
based on the type of precursor:

•• Derived from functional precursors: originated from a 
functional precursor protein;

•• Derived from nonfunctional precursors: originated from 
a longer precursor that has no known biological function 
(as a preprotein, proprotein, or preproprotein);

•• Not derived from a precursor protein: some sORFs 
(small Open Read Frames; usually <100 codons) are 
considered to represent a potential new source of func-
tional peptides (known as “short peptides encoded by 
sORFs”).

A more intuitive classification of bioactive peptides was fur-
ther proposed by Farrokhi et al10 according to their intracellular 
role (Supplementary Figure S1):

•• Phytohormone peptides: the characteristic feature of 
these peptides is the regulation of fundamental plant 
physiological processes. They can be classified into those 
with (1) signaling roles in non-defense functions or those 
with (2) signaling roles in plant defense. Concerning the 
first group (Supplementary Figure S1), the peptide 
CLE25 (CLAVATA3/EMBRYO-SURROUNDING 
REGION-RELATED 25) is one of the representatives. 
This peptide transmits water-deficiency signals through 
vascular tissues in Arabidopsis thaliana, affecting abscisic 
acid biosynthesis and stomatal control of transpiration in 
association with BAM (BARELY ANY MERISTEM) 

receptors in leaves.13 Another example is the PLS 
(POLARIS) peptide that acts during early embryogen-
esis but later activates auxin synthesis, also affecting 
cytokine synthesis and ethylene response.14 Regarding 
the second group, it includes peptides with signaling 
roles in plant defense, comprising at least 4 subgroups, 
including SYST (systemin) (Supplementary Figure S1). 
The SYST peptides were identified in Solanaceae mem-
bers, like tomato and potato15 (acting on the signaling 
response to herbivory). The SYST leads to the produc-
tion of a plant protease inhibitor that suppresses insect’s 
proteases.16 Stratmann17 suggested that in plants, SYSTs 
act to stimulate the jasmonic acid signaling cascade 
within vascular tissues to induce a systemic wound 
response.

•• Defense peptides or antimicrobial peptides (AMPs): to 
be fitted into this class, a plant peptide must fulfill some 
specific biochemical and genetic prerequisites. Regarding 
biochemical features, in vitro antimicrobial activity is 
required. Concerning the genetic condition, the gene 
encoding the peptide should be inducted in the presence 
of infectious agents.18 In practice, this last requirement is 
not ever fulfilled as some AMPs are tissue-specific and 
are considered as part of the plant innate immunity, while 
other isoforms of the same class appear induced after 
pathogen inoculation.19

Plant AMPs are the central focus of the present review, 
comprising information on their structural features (at genomic, 
gene, and protein levels), resources, and bioinformatic tools 
available, besides the proposition of an annotation routine. 
Their biotechnological potential is also highlighted in the gen-
eration of both transgenic plants resistant to pathogens, and 
new drugs or bioactive compounds.

Overall Features of Plant AMPs
Antimicrobial peptides are ubiquitous host defense weapons 
against microbial pathogens. The overall plant AMP charac-
terization regards the following variables (Figure 1): electrical 
charge, hydrophilicity, secondary and 3-dimensional (3D) 
structures, and the abundance or spatial pattern of cysteine 
residues.20 These features are primarily related to their defen-
sive role(s) as membrane-active antifungal, antibacterial, or 
antiviral peptides.

Regarding the nucleotide sequence, plant AMPs are hyper-
variable and this genetic variability is considered crucial to pro-
vide diversity and the ability to recognize different targets. For 
their charges, AMPs can be classified as cationic or anionic 
(Figure 1). Most plant AMPs have positive charges, which is a 
fundamental feature for the interaction with the membrane 
lipids of pathogens.21 Concerning hydrophilicity, AMPs are 
generally amphipathic, that is, they exhibit molecular confor-
mation with both hydrophilic and hydrophobic domains.22 
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With respect to their 3D structure, AMPs can be either linear 
or cyclic (Figure 1). Some linear AMPs adopt an amphipathic 
α-helical conformation, whereas non-α-helical linear peptides 
generally show 1 or 2 predominant amino acids.23 In turn, 
cyclic AMPs, including cysteine-containing peptides, can be 
divided into 2 subgroups based on the presence of a single or 
multiple disulfide bonds. A peculiar feature of these peptides is 
a cationic and amphipathic character, what improves their 
functioning as membrane-permeabilizing agents.23

Considering the secondary structures, AMPs may exhibit 
α-helices, β-chains, β-pleated sheets, and loops (Figure 1). 
Wang24 classified plant AMPs into 4 families (α, β, αβ, and 
non-αβ), based on the protein classification of Murzin et al,25 
with some modifications. Antimicrobial peptides of the “α” 
family present α-helical structures,1 whereas AMPs from the 
“β” family contains β-sheet structures usually stabilized by 
disulfide bonds.26,27 Some plant AMPs show an α-hairpinin 
motif formed by antiparallel α-helices that are stabilized by 2 
disulfide bridges.28 Such AMPs present a higher resistance to 
enzymatic, chemical, or thermal degradation.29 Antimicrobial 
peptides from the “αβ” family having both “α” and “β” struc-
tures are also stabilized by disulfide bridges. An example of 
AMP presenting “αβ” structures are defensins, usually with a 
cysteine-stabilized αβ motif (CSαβ), an α-helix, and a triple-
stranded antiparallel β sheet stabilized mostly by 4 disulfide 
bonds.30 Finally, AMPs that do not belong to the “αβ” group 
exhibit no clearly defined “α” or “β” structures.26

Plant AMPs are also classified into families considering 
protein sequence similarity, cysteine motifs, and distinctive 
patterns of disulfide bonds, which determine the folding of the 
tertiary structure.31 Therefore, plant AMPs are commonly 
grouped as thionins, defensins, heveins, knottins (linear and 
cyclic), lipid transfer proteins (LTP), snakins, and cyclo-
tides.27,31 These AMP categories will be detailed in the next 

sections, together with other groups here considered (Impatien-
like, Macadamia [β-barrelins], Puroindoline (PIN), and 
Thaumatin-like protein [TLP]) and the recently described α-
hairpinin AMPs. The description includes comments on their 
structure, pattern for regular expression (REGEX) analysis 
(when available), functions, tissue-specificity, and scientific 
data availability.

Thionin

Thionins are composed by 45 to 48 amino acid residues with a 
molecular weight around 5 kDa, considering the mature pep-
tide. They are synthesized with a signal peptide together with 
the mature thionin and the so-called acidic domain.32 To date, 
there is no experimental information available about possible 
functions of the acidic domain, even though it is clearly not 
dispensable as shown by the high conservation of the cysteine 
residues.33

The thionin superfamily comprises 2 distinct groups of plant 
peptides α/β-thionins and γ-thionins with distinguished struc-
tural features.34 The α/β thionins have homologous amino acid 
sequences and similar structures.35 Besides, they are rich in argi-
nine, lysine, and cysteine.36 In turn, γ-thionins have a greater 
similarity with defensins, and some authors classify them within 
this group.37 However, compared with the defensins, they pre-
sent a longer conserved amino acid sequence.31

Regarding the cysteine motif, it can be divided into 2 sub-
groups, one with 8 residues connected by 4 disulfide bonds 
called 8C and the other with 6 residues connected by 3 disulfide 
bonds called 6C.38 The general designation of thionins has 
been proposed as a family of homologous peptides that includes 
purothionins. The first plant thionin was isolated in 1942 from 
wheat flour and labeled as purothionin.39 Since then, homo-
logues from various taxa have been also identified, like 

Figure 1.  Plant antimicrobial peptide features considering DNA sequence level, protein structure, and physicochemical properties. LTP indicates lipid 

transfer protein.
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viscotoxins (Viscum album) and crambins (Crambe abyssinica).40 
They have also been isolated from different plant tissues like 
seeds, leaves, and roots.41,42

Thionins have been tested for different elicitors: Gram-
positive43,44 or Gram-negative bacteria,45,46 yeast,38,43 insect 
larvae,47 nematode,33 and inhibitory proteinase.48 Thionins are 
hydrophobic in nature, interact with hydrophobic residues, and 
lyse bacteria cell membrane. Their toxicity is due to an electro-
static interaction with the negatively charged membrane phos-
pholipids, followed by either pore formation or a specific 
interaction with a membrane.38 It has been reported that they 
are able to inhibit other enzymes possibly through covalent 
attachment mediated by the formation of disulfide bonds, as 
previously observed for other thionin/enzyme combinations.48

Thionin representatives with known 3D structures deter-
mined by X-ray crystallography are crambin (PDB ID: 
1CRN), α1- and β-purothionins (PDB ID: 2PHN and 
1BHP), β-hordothionin (PDB ID: 1WUW), and viscotoxin-
A3 (PDB ID: 1OKH). The first to be determined was the 
mixed form of crambin.35,49 It showed a distinct capital Γ 
shape with the N terminus forming the first strand in a β-
sheet. The architecture of this sheet is additionally strength-
ened by 2 disulfide bonds.50 After a short stretch of extended 
conformation, there is a helix-turn-helix motif. In crambin, 
there is a single disulfide involved in stabilizing the helix-to-
helix contacts. At the center of this motif, there is a crucial 
Arg10 that forms 5 hydrogen bonds to tie together the first 
strand, the first helix, and the C terminus.50

Defensin

The first plant defensins were isolated from wheat51 and barley 
grains,52 initially called γ-hordothionins. Due to some similari-
ties in cysteine content and molecular weight, they were classi-
fied as γ-thionins. Later, the term “γ-thionin” was replaced by 
“defensin” based on the higher number of primary and tertiary 
structures of these proteins and also on their antifungal activi-
ties more related to insect and mammalian defensins than to 
plant thionins.53 Plant defensins belong to a diverse protein 
superfamily called cis-defensin54 and exhibit cationic charge, 
consisting of 45 to 54 aa with 2 to 4 disulfide bonds.53,55 Plant 
defensins share similar tertiary structures and typically exhibit 
a triple-stranded antiparallel β sheet, enveloped by an α-helix 
and confined by intramolecular disulfide bonds1 (Figure 2A). 
This motif is called cysteine-stabilized αβ (CSαβ).56 The 
CSαβ defensins were classified into 3 groups based on their 
sequence, structure, and functional similarity.

Defensins are known for their antimicrobial activity at low 
micromolar concentrations against Gram-positive and Gram-
negative bacteria,57 fungi,58 viruses, and protozoa.59 In addi-
tion, they present protein inhibition, insecticidal, and 
antiproliferative activity, acting as an ion-channel blocker, 
being also associated with the inhibition of pathogen protein 

synthesis.60 Instead, plant defensins act in the regulation of sig-
nal transduction pathways and induce inflammatory processes, 
in addition to wound healing, proliferation control, and 
chemotaxis.61

In general, plant defensins do not present high toxicity to 
human cells, having in vivo efficacy records, with relevant thera-
peutic potential, and can be applied in treatments associated 
with traditional medicine.62 Cools et al63 reported that a peptide 
derived from a plant defensin (HsAFP1) acted synergistically 
with caspofungin (an antimycotic) (in vivo and in vitro) against 
the formation of Candida albicans biofilm on polystyrene and 
catheter substrate, indicating that the HsAFP1 variant pre-
sented a strong antifungal potential in the proposed treatment.

Other biotechnological applications of defensins are 
described, as in the case of EcgDf1, which was isolated from a 
legume (Erythrina crista-galli), heterologously expressed in 
Escherichia coli and purified. EcgDf1 inhibited the growth of 
various plant and human pathogens (such as Candida albicans 
and Aspergillus niger and the plant pathogens Clavibacter michi-
ganensis ssp. michiganensis, Penicillium expansum, Botrytis cinerea 
and Alternaria alternate).64 Due to these features, EcgDf1 is a 
candidate for the development of antimicrobial products for 
both agriculture and medicine.64

Lipid transfer protein

Non-specific lipid transfer proteins (ns-LTPs) were first iso-
lated from potato tubers65 and are actually identified in diverse 
terrestrial plant species. They comprise a large gene family, are 
abundantly expressed in most tissues, but absent in most basal 
plant groups as chlorophyte and charophyte green algae.66 
They generally include an N-terminal signal peptide that 
directs the protein to the apoplastic space.67 Some LTPs have a 
C-terminal sequence that allows their post-translational modi-
fication with a glycosylphosphatidylinositol molecule, facilitat-
ing the integration of LTP on the extracellular side of the 
plasma membrane.

The ns-LTPs are small proteins which were thus named 
because of their function of transferring lipids between the dif-
ferent membranes carrying lipids (non-specifically, the list 
includes phospholipids, fatty acids, their acylCoAs, or sterols). 
They consist of approximately 100 aa and are relatively larger 
in size than other AMPs, such as defensins.

Depending on their sizes, LTPs may be classified into 2 
subfamilies: LTP1 and LTP2, with relative molecular weight of 
9 and 7 kDa, respectively.68,69 The limited sequence conserva-
tion turned this classification inadequate. Thus, a modified and 
expanded classification system was proposed, presenting 5 
main types (LTP1, LTP2, LTPc, LTPd, and LTPg) and 5 addi-
tional types with a smaller number of members (LTPe, LTPf, 
LTPh, LTPj, and LTPk).66 The new classification system is not 
based on molecular size but rather on (1) the position of a con-
served intron, (2) the identity of the amino acid sequence, and 
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(3) the spacing between the cysteine (Cys) residues 
(Supplementary Figure S2). Although this latter classification 
system is the most recent, the conventional classification of 
LTP1 and LTP2 types has been maintained by most working 
groups.

Lipid transfer protein nomenclature has been confusing and 
without consistent guidelines or standards. There are several 
examples where specific LTPs receive different names in differ-
ent scientific articles. The lack of a robust terminology some-
times turns it quite difficult, extremely time-consuming, and 
frustrating to compare LTPs with different roles/functions.67 
Therefore, an additional nomenclature was also proposed by 
Salminen et  al,67 naming LTPs as follows: AtLTP1.3, 
OsLTP2.4, HvLTPc6, PpLTPd5, and TaLTPg7, with the first 
2 letters indicating the plant species (eg, At = Arabidopsis thali-
ana, Pp = Physcomitrella patens); LTP1, LTP2, and LTPc indi-
cating the type; while the last digit (here 3-7) regards the 
specific number given to each gene or protein within a given 
LTP type. For the sake of clarity, the authors recommend the 
inclusion of a point between the type specification (LTP1 and 
LTP2) and the gene number. For LTPc, LTPd, LTPg, and 
other types of LTP defined with a letter, the punctuation mark 
was not recommended. This latter classification system is 

currently recommended as it comprises several features of 
LTPs and is more robust than the previous classification 
systems.

Lipid transfer proteins are small cysteine-rich proteins, hav-
ing 4 to 5 helices in their tertiary structure (Figure 2B), which 
is stabilized by several hydrogen bonds. Such a folding gives 
LTPs a hydrophobic cavity to bind the lipids through hydro-
phobic interactions. This structure is stabilized by 4 disulfide 
bridges formed by 8 conserved cysteines, similar to defensins, 
although bound by cysteines in different positions. The 
disulfide bridges promote LTP folding into a very compact 
structure, which is extremely stable at different temperatures 
and denaturing agents.70-72 These foldings provide a different 
specificity of lipid binding at the LTP binding site, where the 
LTP2 structure is relatively more flexible and present a lower 
lipid specificity when compared with LTP1.34

The first 3D structure of an LTP was established for 
TaLTP1.1 based on 2D and 3D data of 1H-NMR, purified 
from wheat (Triticum aestivum) seeds in aqueous solution.73,74 
Currently, several 3D structures of LTPs have been determined, 
either by nuclear magnetic resonance (NMR) or X-ray crystal-
lography; in their free, unbound form or in a complex with 
ligands.

Figure 2.  Three-dimensional structure of plant antimicrobial peptide representatives. Yellow arrows correspond to β-sheets; α-helices are represented in 

purple and disulfide bonds in red. (A) Defensin NaD1 of Nicotiana alata (PDB ID: 1MR4). (B) Lipid transfer protein TaLTP1.1 isolated from wheat (PDB ID: 

1GH1). (C) Hevein of Hevea brasiliensis (PDB ID: 1HEV). (D) Knottin Ep-AMP1 of Echinopsis pachanoi (PDB ID: 2MFS). (E) MiAMP1 peptide of 

Macadamia integrifolia (PDB ID: 1C01). (F) Snakin-1 of Solanum tuberosum (PDB ID: 5E5Q). (G) Thaumatin from Thaumatococcus daniellii (1RQW). (H) 

Zeamatin of Zea mays (1DU5, chain A). (I). Theoretical 3-dimensional model of Impatiens balsamina IbAMP1. (J) Helical hairpin structure of the novel 

antimicrobial peptide EcAMP1 from seeds of barnyard grass (Echinochloa crus-galli) (PDB ID: 2L2R). PDB indicates protein data bank.
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Hevein

The heveins were first identified in 1960 in the rubber-tree 
(Hevea brasiliensis), but its sequence was determined later, 
whereas a similarity was detected to the chitin-binding domain 
of an agglutinin isolated from Urtica dioica (L.)75 with 8 
cysteine residues forming a typical Cys motif.76 The primary 
structure of the hevein consists of 29 to 45 aa, positively 
charged, with abundant glycine (6) and cysteine (8-10) resi-
dues,76 and aromatic residues.31,77 The chitin-binding domain 
is a determinant component in the identification of hevein-like 
peptides whose binding site is represented by the amino acid 
sequence SXFGY/SXYGY, where X regards any amino 
acid.76,78 Most heveins have a coil-β1-β2-coil-β3 structure that 
occurs by variations with the secondary structural motif in the 
presence of turns in 2 long coils in the β3 chain.31 Antiparallel 
β chains form the central β sheet of the hevein motif with 2 
long coils stabilized by disulfide bonds (Figure 2C).

Although the presence of chitin has not been identified in 
plants, there are chitin-like structures present in proteins that 
exhibit a strong affinity to this polysaccharide isolated from 
different plant sources.79

The presence of 3 aromatic amino acids in the chitin-
binding domain favors chitin binding by providing stability to 
the hydrophobic group C-H and the π electron system 
through van der Waals forces, as well as the hydrogen bonds 
between serine and N-acetylglucosamine (GlcNAc) present 
in the chitin structure.76,77 This domain is commonly found 
in chitinases of classes I to V, in addition to other plant anti-
microbial proteins, such as lectins and PR-4 (Pathogenesis-
Related protein 4) members.80,81 It may also occur in other 
proteins that bind to polysaccharide chitin,80 such as the anti-
microbial proteins AC-AMP1 and AC-AMP2 of Amaranthus 
caudatus (Amaranthaceae) seeds which are homologous to 
hevein but lack the C-terminal glycosylated region.82 Plant 
chitinases (class I) have the hevein-like domains, called 
HLDs. Due to the similar structural epitopes between chi-
tinases and heveins, they are responsible for the cross reactive 
syndrome (latex-fruit syndrome).83,84

Among the several classes of proteins mentioned, the pro-
teins with a high degree of similarity to hevein are chitinases I 
and IV.76 Chitinases are known to play an essential role in plant 
defense against pathogens,85 also inhibiting in vitro fungal 
growth,86 especially when combined with β-1,3-glucanases.87 
It also interferes with the growth of hyphae, resulting in abnor-
mal ramification, delay, and swelling in their stretching.81 
However, it has been shown that heveins have a higher inhibi-
tory potential than chitinases and that their antifungal effect is 
not related only to the presence of chitinases88; Pn-AMP1 and 
Pn-AMP2 AMPs with hevein domains have potent antifungal 
activities against a broad spectrum of fungi, including those 
without chitin in their cell walls.88,89 Modes of action of chi-
tinases usually include degradation and disruption of the 

fungal cell wall and plasma membrane due to its hydrolytic 
action, causing extravasation of plasma particles.21,89 Therefore, 
heveins have good antifungal activity, and only a few are active 
against bacteria, most of them with low activity.

Another role of hevein chitinases regards the antagonistic 
effect in triggering the aggregation of rubber particles in the 
latex extraction process in rubber trees. Unlike heveins, other 
chitinases inhibit rubber particle aggregation. However, its 
action in conjunction with other proteins (β-1,3-glucanase) 
increases the effect of β-1,3-glucanase on rubber particle 
aggregation.90 A study by Shi et al91 found that the interac-
tion of the protein network related to the antipathogenic 
activity released by lutoids (lysosomal microvacuole in latex) 
is essential in closing laticiferous cells (cells that produce and 
store latex), not only providing a physical barrier, but a bio-
chemical barrier used by laticiferous cells affected by patho-
gen invasion.

Knottins (cysteine-knot peptides)

Knottins are part of the cysteine-rich peptides (CRPs) super-
family, sharing the Cysteine-knot motif and therefore resem-
bling other families as defensins, heveins, and cyclotides.92 
Their structure was initially identified by crystallography of car-
boxypeptides isolated from potato, showing the Cysteine-knot 
motif with 39 aa and 6 cysteine residues.93 They are also called 
“Cysteine-knot peptides,” “inhibitor Cysteine-knot peptides,” 
or even “Cysteine-knot miniproteins” because their mature pep-
tide presents less than 50 aa, forming 3 interconnected disulfide 
bonds in the Cysteine-knot motif, characterizing a particular 
scaffold.92 This conformation confers thermal stability at high 
temperatures. For example, the cysteine-stabilized β-sheet 
(CSB) motif derived from knottins presents stability at approx-
imately 100°C with only 2 disulfide bonds.94 The knottins may 
have linear or cyclic conformation. However, both exhibit con-
nectivity between the cysteines at positions 1-4C, 2-5C, and 
3-6C, forming a ring at the last bridge92 (Figure 2D).

Knottins have different functions, such as signaling mole-
cules,95 response against biotic and abiotic stresses,96 root 
growth,97 symbiotic interactions as well as antimicrobial activ-
ity against bacteria,98 fungi,99 virus,100 and insecticidal activ-
ity,101 among others. Knottins antimicrobial activity has been 
attributed to the action of functional components of the plasma 
membrane, leading to alterations of lipids, ion flux, and exposed 
charge.99 The accumulation of peptides on the surface of the 
membrane results in the weakening of the pathogen mem-
brane,102 resulting in transient and toroidal perforations.99

Macadamia (β-barrelins)

In the course of a large-scale survey to identify novel AMPs 
from Australian plants,103,104 an AMP with no sequence 
homology was purified. Its complementary DNA (cDNA) was 
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cloned from Macadamia integrifolia (Proteaceae) seeds, con-
taining the complete peptide coding region. The peptide was 
named MiAMP1, being highly basic with an estimated isoe-
lectric point (pI) of 10 and a mass of 8 kDa.

The MiAMP1 is 102 aa long, including a 26 aa signal pep-
tide in the N-terminal region, bound to a 76 aa mature region 
with 6 cysteine residues.105 Its 3D structure was determined 
using NMR spectroscopy,104 revealing a unique conformation 
among plant AMPs, with 8 beta-strands arranged in 2 Greek 
key motifs, forming a Greek key beta-barrel (Figure 2E). Due 
to its particularities, MiAMP1 was classified as a new struc-
tural family of plant AMPs, and the name β-barrelins was pro-
posed for this class.104 This structural fold resembles a 
superfamily of proteins called γ-crystallin-like characterized by 
the precursors βγ-crystallin.106 This family includes AMPs 
from other organisms, for example, WmKT, a toxin produced 
by the wild yeast Williopsis mraki.107

The MiAMP1 exhibited in vitro antimicrobial activity 
against various phytopathogenic fungi, oomycetes, and gram-
positive bacteria103 with a concentration range of 0.2 to 2 μM 
generally required for a 50% growth inhibition (IC50). In addi-
tion, the transient expression of MiAMP1 in canola (Brassica 
napus) provided resistance against blackleg disease caused by 
the fungus Leptosphaeria maculans,108 turning MiAMP1 poten-
tially useful for genetic engineering aiming at disease resistance 
in crop plants.

There are few scientific publications with Macadamia-like 
peptides, maybe because they prevail in primitive plant groups 
(eg, lycophytes, gymnosperms to early angiosperms as Amborella 
and Papaver), being apparently absent in derived angiosperms 
(eg, Asteridae, including Brassicaceae as Arabidopsis thaliana). 
On the contrary, they have been identified in some monocots 
(as Zantedeschia, Zea, and Sorghum).109 In fact, peptides similar 
to MiAMP1 appear to play a role in the defense against patho-
gens in gymnosperms, including species of economic impor-
tance (as Pinus and Picea) thus deserving attention for their 
biotechnological potential.109

Impatiens-like (Ib-AMPs)

Four closely related AMPs (Ib-AMP1, Ib-AMP2, Ib-AMP3, 
and Ib-AMP4) were isolated from seeds of Impatiens balsam-
ina (Balsaminaceae) with antimicrobial activity against a vari-
ety of fungi and bacteria, and low toxicity to human cells in 
culture. These AMPs are the smallest isolated from plants to 
date, consisting of only 20 aa in length. The Ib-AMPs are 
highly basic and contain 4 cysteine residues that form 2 
disulfide bonds. Interestingly, they have no significant homol-
ogy with other AMPs available in public databases. Sequencing 
of cDNAs isolated from I. balsamina revealed that all 4 pep-
tides are encoded within a single transcript. Concerning the 
predicted precursor of Ib-AMP protein, it consists of a 

pre-peptide followed by 6 mature peptide domains, each one of 
them flanked by propeptide domains ranging from 16 to 35 aa 
in length (Supplementary Figure S3). This primary structure 
with repeated domains of alternating basic peptides and acid 
propeptide domains has, to date, not been reported in other 
plant species.110

Patel et al111 conducted an experiment to purify Ib-AMP1 
from seeds of Impatiens balsamina. After purification, this pep-
tide had its secondary structure tested by Circular Dichroism 
(CD). The results revealed a peptide that may include a β-turn 
but do not show evidences for either helical or β-sheet structure 
over a range of temperature and pH. Structural information 
from 2D 1H-NMR was obtained in the form of proton-proton 
internuclear distances inferred from nuclear overhauser 
enhancements (NOEs) and dihedral angle restraints from spin-
spin coupling constants, which were used for distance geometry 
calculations. Owing to the difficulty in obtaining the correct 
disulfide connectivity by chemical methods, the authors had 
built and performed 3 separate calculations: (1) a model with no 
disulfides; (2) another with predicted disulfide bonds; and (3) a 
model with alternative connectivity disulfide, as assigned from 
the Nuclear Overhauser Effect spectroscopy (NOESY) NMR 
spectra. As a result, 2 hydrophilic patches were observed at 
opposite ends and opposite sides of the models, whereas in 
between them a large hydrophobic patch was identified. 
However, the study did not conclude which of the 3 models 
would be the most likely representative of Ib-AMP1, reporting 
only that cysteines are necessary for maintaining the structure.

Based on the experiment performed by Patel et  al,111 the 
present work built 3 different models: Model 1: without 
disulfide bonds, and the other 2 models with different disulfide 
connections—Model 2: NMR prediction by Patel et  al111 
6-Cys;16-Cys and 7-Cys;20-Cys, and Model 3: Disulfide Bond 
partner prediction by DiANNA 7-Cys;16-Cys and 6-Cys;20-
Cys. Calculations have shown that although the peptide is 
small, the cysteines constrain part of it to adopt a well-defined 
main chain conformation. From residue 4 to 20 (except 11), the 
main chain is well-defined, whereas residues 1 to 3 in the 
N-terminal region present few restrictions and appear to be 
more flexible (Supplementary Figure S4). Analyzing the 
RMSD (root mean square deviation), we observed that all the 
models lost the initial conformation and, among them, Model 
3 was the most stable. Models 1 and 2 showed a similar pattern 
(Supplementary Figure S5), as in the models of Patel et al,111 
although Model 1 was the most flexible.

Little is known about Impatiens-like AMPs mode of action. 
Lee et al112 investigated the antifungal mechanism of Ib-AMP1 
noting that when oxidized (bound by disulfide bridges), there 
occurs a 4-fold increase in antifungal activity against Aspergillus 
flavus and Candida albicans, as compared with reduced 
Ib-AMP1 (without disulfide bridges). Confocal microscopy 
analyses have shown that Ib-AMP1 can either bind to the cell 
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surface or penetrate cell membranes, indicating an antifungal 
activity by inhibiting a distinct cellular process, rather than ion 
channel or membrane pore formation. Fan et al113 reported the 
Ib-AMP4 antimicrobial activity dependent of β-sheet config-
uration to enable insertion into the lipid membrane, thus kill-
ing the bacteria through a non-lytic mechanism.114

Current approaches aim to make changes in Ib-AMP to 
improve its antimicrobial activity. As an example, synthetic vari-
ants of Ib-AMP1 were fully active against yeasts and fungi, 
where the replacement of amino acid residues by arginine or 
tryptophan improved more than twice the antifungal activity.115 
Another study involving AMP modification generated a syn-
thetic peptide without the disulfide bridges (ie, a linear analog 
of Ib-AMP1), which showed an antimicrobial specificity 3.7 to 
4.8 times higher than the wild-type Ib-AMP1.116

Puroindoline

Puroindolines are small basic proteins that contain a single 
domain rich in tryptophan. These proteins were isolated from 
wheat endosperm, have a molecular mass around 13 kDa, and a 
calculated isoelectric point higher than 10. At least 2 main iso-
forms (called PIN-a and PIN-b) are known, which are encoded 
by Pina-D1 and Pinb-D1 genes, respectively. These genes share 
70.2% identical coding regions but exhibit only 53% identity in 
the 3′ untranslated region.117

Both PIN-a and PIN-b contain a structure with 10 con-
served cysteine residues and a tertiary structure similar to LTPs, 
consisting of 4 α-helices separated by loops of varying lengths, 
with the tertiary structure joined by 5 disulfide bonds, 4 of 
which identical to ns-LTPs.117

The conformation of the 2 PIN isoforms was studied by 
infrared and Raman spectroscopy. Both PIN-a and PIN-b 
have similar secondary structures comprising approximately 
30% helices, 30% β-sheets, and 40% non-ordered structures at 
pH 7. It has been proposed that the folding of both PINs is 
highly dependent on the pH of the medium. The reduction of 
the disulfide bridges results in a decrease of PINs solubility in 
water and to an increment of the β-sheet content by about 15% 
at the expense of the α-helix content.118 No high-resolution 
structure for any of the PIN isoforms is available, bringing 
challenges to understanding the function of their hydrophobic 
regions, with some evidence coming only from partially 
homolog peptides.117 However, Wilkinson et al119 proposed a 
theoretical model for several sequences of this AMP.

Puroindolines are proposed to be functional components of 
wheat grain hardness loci, control core texture, besides antifun-
gal activity.120-123 Although the biological function of PINs is 
unknown, their involvement in lipid binding has been pro-
posed. While LTPs bind to hydrophobic molecules in a large 
cavity, PINs interact only with lipid aggregates, that is, micelles 
or liposomes, through a single stretch of tryptophan residues. 
This stretch of tryptophan residues is especially significant in 

the main form, PIN-a (WRWWKWWK), while it is trun-
cated in the smaller form, PIN-b (WPTWWK).124-126

Puroindolines form protein aggregates in the presence of 
membrane lipids, and the organization of such aggregates is 
controlled by the lipid structure. In the absence of lipids, these 
proteins may aggregate, but there is no accurate information on 
the relationship between aggregation and interaction with 
lipids. The antimicrobial activity of PINs is targeted to cell 
membranes. Charnet et al127 indicated that PIN is capable of 
forming ion channels in artificial and biological membranes 
that exhibit some selectivity over monovalent cations. The 
stress and Ca2+ ions modulate the formation and/or opening of 
channels. Puroindolines may also be membranotoxins, which 
may play a role in the plant defense mechanism against micro-
bial pathogens.

Morris128 reported that the PIN-a and PIN-b act through 
similar but somewhat different modes, which may involve 
“membrane binding, membrane disruption and ion channel 
formation” or “intracellular nucleic acid binding and metabolic 
disruption.” Natural and synthetic mutants have allowed the 
identification of PINs as key elements for antimicrobial 
activity.

Snakin

Snakins are CRPs first identified in potato (Solanum tubero-
sum).129,130 Due to their sequence similarity to GASA 
(Gibberellic Acid Stimulated in Arabidopsis) proteins, the 
snakins were classified as members of the snakin/GASA fam-
ily.131 The genes that encode these peptides have (1) a signal 
sequence of approximately 28 aa, (2) a variable region, and (3) 
a mature peptide of approximately 60 residues, with 12 highly 
conserved cysteine residues. These cysteine residues maintain 
the 3D structure of the peptide through disulfide bonds, besides 
providing stability to the molecule when the plant is under 
stress129,130,132,133 (Figure 2F; Supplementary Figure S6).

Snakins may be expressed in different parts of the plant, like 
stem, leaves, flowers, seeds, and roots,134-137 both constitutive or 
induced by biotic or abiotic stresses. In vitro activity was 
observed against a variety of fungi, bacteria, and nematodes, 
acting as a destabilizer of the plasma membrane.129,138,139 
Moreover, they were reported as essential agents in biological 
processes such as cell division, elongation, cell growth, flower-
ing, embryogenesis, and signaling pathways.140-143

Alpha-hairpinins

As reported by Nolde et al,144 alpha-hairpin emerged as a new 
AMP with unusual motif configuration. These peptides prevail 
in plants and their structure was resolved based on NMR data 
obtained from the EcAMP-1 peptide isolated from Barnyard 
grass seeds (Echinoa crus-galli).144 Some α-hairpinins comprise 
trypsin inhibitors with helical hairpin structure and this group 
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was recently proposed as a new plant AMP family.145 Similar 
to other AMPs, the amino acid sequences of α-hairpinins are 
variable. They share the conserved cysteine motif (CX3CX1-
15CX3C) that form a helix-loop-helix fold and may have 2 
disulfide bridges C1-C4 and C2-C3.146 Its structural stability 
is maintained by forming hydrogen bonds, so that the side 
chains have a relatively stable spatial orientation.147

As reviewed by Slavokhotova et al,148 members of alpha-
hairpin family have been described in both mono and dicot 
groups, including species as Echinochloa crus-galli and Zea 
mays (both Poaceae, monocot), Fagopyrum esculentum 
(Polygonaceae, eudicot), and Stellaria media (Caryophyllaceae, 
eudicot). Several transcripts with α-hairpinin motif exhibit 
similarities to snakin/GASA genes and are sometimes posi-
tioned within this family.

Although the α-hairpinins structure has been published, its 
mechanism of action is still not resolved (Figure 2J, PDB ID: 
2L2R). However, studies indicate they present a potential 
DNA binding capacity.149

Cyclotide

The term cyclotide was created at the end of the past century 
to designate a family of plant peptides with approximately 30 
aa in size and a structural motif called cyclic cysteine knot 
(CCK).150 This motif is composed by a head-to-tail cyclization 
that is stabilized by a knotted arrangement of disulfide bridges, 
with 6 conserved cysteines, connected as follows: C1-2, C3-6, 
C4-5.151 Cyclotides are generally divided into 2 subfamilies, 
Mӧbius and Bracelets, based on structural aspects. In addition 
to CCKs, 2 loops (between C1-2 and C4-5) have high similar-
ity between both subfamilies, while the other 2 loops (between 
C2-3 and C3-4) exhibit some conservation within the sub-
families152,153 (Supplementary Figure S7).

To date, several cyclotides were identified in eudicot fami-
lies such as Rubiaceae,154 Violaceae,155 Fabaceae,156 and 
Solanaceae,157 in addition to some monocots of Poaceae fam-
ily.158 In general, cyclotides may act in defense against a range 
of agents like insects, helminths, or mollusks. In addition, they 
can also act as ecbolic (inducer of uterus contractions),154 anti-
bacterial,159 anti-HIV,100 and anticancer factors.160 All these 
characteristics added to the stability conferred by the CCK 
motif turn these peptides into excellent candidates for drug 
development.161,162

Thaumatin-like protein

Thaumatins or TLPs belong to the PR-5 (Pathogen-related 
protein) family and received this name due to its first isolation 
from the fruit of Thaumatococcus daniellii (Maranthaceae) from 
West Africa.163 Thaumatin-like proteins are abundant in the 
plant kingdom,164 being found in angiosperms, gymnosperms, 
and bryophytes,163 being also identified in other organisms, 
including fungi,165,166 insects,167 and nematodes.168

Thaumatin-like proteins are known for their antifungal activ-
ity, either by permeating fungal membranes169 or by binding and 
hydrolyzing β-1,3-glucans.170,171 In addition, they may act by 
inhibiting fungal enzymes, such as xylanases,172 α-amylases, or 
trypsin.173 Besides, the expression of TLPs is regulated in 
response to some stress factors, such as drought,174 injuries,175 
freezing,176 and infection by fungi177,178 viruses, and bacteria.179

As to the TLP structure, this protein presents characteristic 
thaumatin signature (PS00316): G-x-[GF]-x-C-x-T-[GA]-
D-C-x(1,2)-[QG]-x(2,3)-C.180,181 Most of the TLPs have 
molecular mass ranging from 21 to 26 kDa,163 possessing 16 
conserved cysteine residues (Supplementary Figure S8) 
involved in the formation of 8 disulfide bonds,182 which help in 
the stability of the molecule, allowing a correct folding even 
under extreme conditions of temperature and pH.183 
Thaumatin-like proteins also contain a signal peptide at the 
N-terminal, which is responsible for targeting the mature pro-
tein to a particular secretory pathway.163 The tertiary structure 
presents 3 distinct domains, which are conserved and form the 
central cleft, responsible for the enzymatic activity of the pro-
tein, being located between domains I and II.184 This central 
cleft may be of an acidic, neutral, or basic nature depending on 
the binding of the different linkers/receptors. All plant TLPs 
with antifungal activity have an acidic cleft known as motif 
REDDD due to 5 highly conserved amino acid residues (argi-
nine, glutamic acid, and 3 aspartic acid; Supplementary Figure 
S8), being very relevant for specific receptor binding and anti-
fungal activity.169,185,186

Crystallized structures were determined for some plant 
TLPs, such as thaumatin187 (Figure 2G), zeamatin169 (Figure 
2H), tobacco PR-5d185 and osmotin,186 the cherry allergen 
PruAv2,188 and banana allergen Ba-TLP,184 among other TLPs.

Some TLPs are known as small TLPs (sTLPs) due to the 
deletion of peptides in one of their domains, culminating in the 
absence of the typical central cleft. These sTLPs exhibit only 
10-conserved cysteine residues, forming 5 disulfide bonds, 
resulting in a molecular weight of approximately 16 to 17 kDa. 
They have been described in monocots, conifers, and fungi, so 
far.163,189,190 Other TLPs exhibit an extracellular TLP domain 
and an intracellular kinase domain, being known as PR5K 
(PR5-like receptor kinases)191 and are present in both mono-
cots and dicots. For example, Arabidopsis contains 3 PR5K 
genes, while rice has only 1.163

Bioinformatic Tools and Databases for Plant AMPs
Databases

With the rapid growth in the number of available sequences, it 
is unfeasible to handle such amount of data manually. Thus, 
AMP sequences (as well as their biological information) have 
been deposited in large general databases, such as UniProt and 
TrEMBL, which contain sequences of multiple origins.192,193 
In this sense, the construction of databases that deal specifically 
with AMPs was an important step to organize the data.
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During the past decade, several databases were built to sup-
port the deposition, consultation, and mining of AMPs. Thus, 
these databases can be classified into 2 groups: general and spe-
cific.194 The specific databases can be divided into 2 subgroups: 
those containing only 1 specific group (defensins or cyclotides) 
and those containing data from a supergroup of peptides (plant, 
animal, or cyclic peptides) (Supplementary Table 1). In general, 
both types of databases share some characteristics such as the 
way that the data are available or the tools to analyze AMPs.

The Collection of Antimicrobial Peptides (CAMPR3) is a 
database that comprises experimentally validated peptides, 
sequences experimentally deduced and still those with patent 
data, besides putative data based on similarity.195-197 The cur-
rent version includes structures and signatures specific to fami-
lies of prokaryotic and eukaryotic AMPs.197 The platform also 
includes some tools for AMP prediction.

The antimicrobial peptide database (APD)198 collects 
mature AMPs from natural sources, ranging from protozoa to 
bacteria, archaea, fungi, plants, and animals, including humans. 
AMPs encoded by genes that undergo post-translational mod-
ifications are also part of the scope, besides some peptides syn-
thesized by multienzyme systems. The APD provides 
interactive interfaces for peptide research, prediction, and 
design, statistical data for a specific group, or for all peptides 
available in the database.

The LAMP (Database Linking Antimicrobial Peptides) 
comprises natural and synthetic AMPs, which can be sepa-
rated into 3 groups: experimentally validated, predicted, and 
patented. Their data were primarily collected from the scien-
tific literature, including UniProt and other AMP-related 
databases.199

The Database of Antimicrobial Activity and Structure of 
Peptides (DBAASP)200 contains information about AMPs 
from different origins (synthetic or non-synthetic) and com-
plexity levels (monomers and dimers) that were retrieved 
from PubMed using the following keywords: antimicrobial, 
antibacterial, antifungal, antiviral, antitumor, anticancer, and 
antiparasitic peptides. This database is manually curated and 
provides information about peptides that have specific targets 
validated experimentally. It also includes information on 
chemical structure, post-translational modifications, modifi-
cations in the N/C terminal amino acids, antimicrobial activi-
ties, cell target and experimental conditions in which a given 
activity was observed, besides information about the hemo-
lytic and cytotoxic activities of the peptides.200 Due to the 
diversity of AMPs and the need to accommodate the most 
representative subclasses, several databases were established, 
focusing on specific types, sources, or features. There are sev-
eral ways to classify AMPs, and they can range from biologi-
cal sources such as bacterial AMPs (bacteriocins), plants, 
animals, and so on; biological activity: antibacterial, antiviral, 
antifungal, and insecticide; and based on molecular proper-
ties, pattern of covalent bonds, 3D structure and molecular 
targets.201,202

The “Defensins Knowledgebase” is a database with manual 
curation and focused exclusively on defensins. This database 
contains information about sequence, structure, and activity, 
with a web-based interface providing access to information and 
enabling text-based search. In addition, the site presents infor-
mation on patents, grants, laboratories, researchers, clinical 
studies, and commercial entities.203,205

The CyBase is a database dedicated to the study of sequences 
and 3D structures of cyclized proteins and their synthetic vari-
ants, including tools for the analysis of mass spectral finger-
prints of cyclic peptides, also assisting in the discovery of new 
circular proteins.205

The PhytAMP is a database designed to be solely dedicated 
to plant AMPs based on information collected from the 
UniProt database and from the scientific literature through 
PubMed.206

PlantPepDB is a database with manual curation of plant-
derived peptides, mostly experimentally validated at the pro-
tein level. It includes data on the physical-chemical properties 
and tertiary structure of AMPs, also useful to identify their 
therapeutic potential. Different search options for simple and 
advanced compositing are provided for users to perform 
dynamic search and retrieve the desired data. Overall, 
PlantPepDB is the first database that comprises detailed analy-
sis and comprehensive information on phyto-peptides from a 
wide functional range.207

Biological data banks (DBs) are organized collections of 
data of diverse nature that can be retrieved using different 
inputs. The management of this information is done through 
various software and hardware resources, whose retrieval and 
organization can be performed in a quick and efficient way.208 
Considering biological data, information can be classified into 
(1) primary (sequences), (2) secondary (structure, expression, 
metabolic pathways, types of drugs, etc), and (3) specialized, for 
example, containing information on a species or on a class of 
protein.209 Within this third group, some references to AMPs 
can be mentioned, such as CAMPR3196 and APD198 that com-
pile sequence data and structure retrieved from diverse sources, 
and also the Defensin knowledgebase203 and the CyBase205 
which are dedicated to specific classes of peptides (defensins 
and cyclotides, respectively), in addition to PhytAMP,206 a spe-
cific database of plant AMPs (Supplementary Table 2).

Retrieving and annotating sequences from 
databases

The first step to infer the function of a given sequence (annota-
tion) is to retrieve it in databases. For this purpose, 3 approaches 
have been used mostly: (1) local alignments, especially by using 
Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)210 and 
FASTA211; by searching for specific patterns using (2) REGEX 
or (3) Hidden Markov Model (HMM).194

The first approach has been widely used, since most of the 
information is available in databases as sequences, together 
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with tools to align them, whereas the BLAST is the primary 
tool for doing so.212 This tool splits the sequence into small 
pieces (words), comparing it with the database. However, this 
approach has a limitation. Small motifs may not be signifi-
cantly aligned as they comprise small portions of the sequences 
that can be smaller than 20% of the total size.31,194 Due to the 
high variability of AMPs, only few highly conserved sequences 
can be identified using this type of inference. To reduce the 
effects of local alignment limitations, other strategies based on 
the search for specific patterns were introduced, such as 
REGEX213 (Supplementary Table 1) and HMM.214

The REGEX is a precise way of describing a pattern in a 
string where each REGEX position must be set, although 
ambiguous characters (or wildcards) can also be used. For 
example, if we want to find a match for both amino acid 
sequences CAIESSK and WAIESK, we can use the following 
expression: [CW]AIES{1,2}K, this expression would find a 
pattern starting with the letter “C” or “W,” followed by an “A,” 
an “I,” and an “E,” 1 or 2 “S,” and ending with a “K.”

The HMMs are well-known for their effectiveness in mod-
eling the correlations between adjacent symbols, domains, or 
events, and they have been extensively used in various fields of 
biological analysis, including pairwise and multiple sequence 
alignment, base-calling, gene prediction, modeling DNA 
sequencing errors, protein secondary structure prediction, non-
coding RNA (ncRNA) identification, protein and RNA struc-
tural alignments, acceleration of RNA folding and alignment, 
fast noncoding RNA annotation, and many others. Using 
HMM, a statistic profile is included in the model, which is 
calculated from a sequence alignment, and a score is deter-
mined site-to-site, with conserved and variable positions 
defined a priori.194,215

Predicting antimicrobial activity

The design of new AMPs led to the development of methods 
for the discovery of new peptides, thus allowing new experi-
ments to be done by researchers. In this sense, the new chal-
lenge lies in the construction of new prediction models capable 
of discovering peptides with desired activities.

The APD DB has established a prediction interface based 
on some parameters defined by the entire set of peptides avail-
able in this database. These values are calculated from natural 
AMPs to consider features like length, net charge, hydropho-
bicity, amino acid composition, and so on. If we take as an 
example the net load, the AMPs deposited in the APD range 
from –12 to +30. This is the first parameter incorporated into 
the prediction algorithm. However, most AMPs have a net 
load ranging from –5 to +10, which then becomes the alterna-
tive prediction condition. Therefore, the same method is 
applied to the remaining parameters. The prediction in APD is 
performed in 3 main steps. First, the sequence parameters will 
be calculated and compared. If defined as an AMP, the peptide 

can then be classified into 3 groups: (1) rich in given amino 
acids, (2) stabilized by disulfide, and (3) linear bridges. Finally, 
sequence alignments will be conducted to find 5 peptides of 
higher similarity.198,216,217

The advent of machine learning (ML) methods has pro-
moted new possibilities for drug discovery. In ML inferences, 
both a positive and a negative dataset are usually required to 
train the predictive models. The positive data, in this case, regard 
preferably experimentally validated AMPs that can be collected 
in databases, whereas negative data are randomly selected pro-
tein sequences that do not have AMP characteristics.197,218 
Machine learning methods based on support vector machine 
(SVM), random forest (RF), and neural networks (NN) have 
been the most widely used. SVM is a specific type of supervised 
method of ML, aiming to classify data points by maximizing 
the margin between classes in a high-dimensional space.219,220 
Random forest is a non-parametric tree-based approach that 
combines the ideas of adaptive neighbors with bagging for effi-
cient adaptive data inference. Neural networks is an information 
processing paradigm inspired by how a biological nerve system 
process information. It is composed of highly interconnected 
processing elements (neurons or nodes) working together to 
solve specific problems.221-223

Evaluating proteomic data

Regarding the use of AMPs in peptide therapeutics, as an 
alternative to antimicrobial treatment, new efficient and spe-
cific antimicrobials are demanded. As aforementioned, AMPs 
are naturally occurring across all classes of life, presenting high 
active potential as therapeutic agents against various kinds of 
bacteria.224 The identification of novel AMPs in databases is 
primarily dependent on knowing about specific AMPs together 
with a sufficient sequence similarity.225 However, orthologs 
may be divergent in sequence, mainly because they are under 
strong positive selection for variation in many taxa,226 leading 
to remarkably lower similarity, even in closely related species. 
In this scenario, where alignment tools present limited use, 1 
strategy to identify AMPs is related to proteomic approaches.

Proteins and peptides are biomolecules responsible for 
various biochemical events in living organisms, from forma-
tion and composition to regulation and functioning. Thus, 
understanding of the expression, function, and regulation of 
the proteins encoded by an organism is fundamental, leading 
to the so-called “Proteomic Era.” The term “proteome” was 
first used by Marc Wilkins in 1994 and it represents the set of 
proteins encoded by the genome of a biological system (cell, 
tissue, organ, biological fluid, or organism) at a specific time 
under certain conditions.227 Protein extraction, purification, 
and identification methods have significantly advanced our 
capacity to elucidate many biological questions using prot-
eomic approaches.228,229 Due to the wide diversity of prot-
eomic analysis, methods makes the choice of the correct 
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approach dependent on the type of material and compounds 
to be analyzed.213,230 Two main tools are used to isolate pro-
teins: (1) the 2-dimensional electrophoresis (2-DE) associ-
ated with mass spectrometry (MS) and (2) liquid 
chromatography associated with MS, each one with its own 
limitations.230-232 Obtaining native proteins is a challenge in 
proteomics or peptidomics, due to high protein complexity in 
samples, as the occurrence of post-translational modifica-
tions. Alternative strategies applied to extraction, purifica-
tion, biochemical, and functional analyses of these molecules 
have been proposed, favoring access to structural and func-
tional information of hard-to-reach proteins and peptides.233

Based on 2D gel, Al Akeel et  al234 evaluated 14 spots 
obtained from seeds of Foeniculum vulgare (Apiaceae) aiming 
at proteomic analyses and isolation of small peptides. Extracted 
proteins were subjected to 3 kDa dialysis, and separation was 
carried out by DEAE-ion exchange chromatography while 
further proteins were identified by 2D gel electrophoresis. One 
of its spots showed high antibacterial activity against 
Pseudomonas aeruginosa, pointing to promising antibacterial 
effects, but requiring further research to authenticate the role 
of the anticipated proteins. For AMPs, 2DE is challenging due 
to the low concentration of the peptide molecules captured by 
this approach, their small sizes, and their ionic features (strongly 
cationic). In addition, the limited number of available specific 
databases and high variability turn their identification through 
proteolysis techniques and mass spectrometry, matrix-assisted 
laser desorption/ionization (MALDI-MS) difficult. In addi-
tion, the partial hydrophobicity characteristics and surface 
charges facilitate peptide molecular associations, making anal-
ysis difficult by any known proteomic approaches.232 In addi-
tion, peptides are most often cleaved from larger precursors by 
various releasing or processing enzymes.235 Furthermore, pro-
files generated do not represent integral proteome, as 2DE has 
limitations to detect proteins with low concentration, values of 
extreme molecular masses, pIs, and hydrophobic proteins, 
including those of membranes.236 Due to these limitations, 
multidimensional liquid chromatography–high-performance 
liquid chromatography (MDLC-HPLC) has been successfully 
employed as an alternative to 2D gels. Techniques and equip-
ments for the newly developed separation and detection of pro-
teins and peptides, such as nano-HPLC and multidimensional 
HPLC, have improved proteomics evaluation.237 Molecular 
mass values obtained are used in computational searches in 
which they are compared with in silico digestion results of pro-
teins in databases. In silico approaches, usually by the action of 
trypsin as a proteolytic agent, may generate a set of unique pep-
tides whose masses are determined by MS.238,239 These meth-
odologies are widely adopted for large-scale identification of 
peptide from MS/MS spectra.240 Theoretical spectra are gen-
erated using fragmentation patterns known for specific series 
of amino acids. The first 2 widely used search engines in data-
base searching were SEQUEST241 and MASCOT (Matrix 

Science, Boston, MA; www.matrixscience.com).242 They rank 
peptide matches based on a cross-correlation to match the 
hypothetical spectra to the experimental one.

MASCOT is widely used for peptidomics and proteomics 
analysis, including AMP identification in many organisms, or 
to evaluate the antibacterial efficacy of new AMPs. Evaluating 
new AMP against multidrug-resistant (MDR) Salmonella 
enterica, Tsai et  al243 used 2D gel electrophoresis and liquid 
chromatography–electrospray ionization–quadrupole-time-of-
flight tandem MS to determine the protein profiles. The pro-
tein identification was performed using the MASCOT with 
trypsin as cutting enzyme, whereas NCBI nr protein was set as 
a reference database. The methodology used in this study indi-
cated that the novel AMP might serve as a potential candidate 
for drug development against MDR strains, confirming the 
usability of MASCOT. In a similar way, Umadevi et  al244 
described the AMP profile of black pepper (Piper nigrum L.) 
and their expression on Phytophthora infection using label-free 
quantitative proteomics strategy. For protein/peptide identifica-
tion, MS/MS data were searched against the APD database245 
using an in-house MASCOT server, established full tryptic 
peptides with a maximum of 3 missed cleavage sites and carba-
midomethyl on cysteine, besides an oxidized methionine 
included as variable modifications. The APD database was used 
for AMP signature identification,245 together with PhytAMP206 
and CAMPR3.197 To enrich the characterization parameters, 
isoelectric point, aliphatic index, and grand average of hydropa-
thy were also used246 (GRAVY) (using ProtParam tool), besides 
the net charge from PhytAMP database. Based on label-free 
proteomics strategy, they established for the first time the black 
pepper peptidomics associated with the innate immunity 
against Phytophthora, evidencing the usability of proteomics/
peptidomics data for AMP characterization in any taxa, includ-
ing plant AMPs, aiming the exploitation of these peptides as 
next-generation molecules against pathogens.244

Other tools use database searching algorithms, such as 
X!TANDEM,247 Open mass spectrometry search algorithm 
(OMSSA),248 ProbID,249 RADARS,250 and so on. These 
search engines are based on database search but use different 
scoring schemes to determine the top hit for a peptide match. 
General information on database search engines, their algo-
rithms, and scoring schemes were reviewed by Nesvizhskii 
et al.251 Despite its efficient ability to identify peptides, data-
base searching presents several drawbacks, like false positive 
identifications due to overly noisy spectra and lower quality 
peptides score (related to the short size of peptides). So, the 
identification is strongly influenced by the amount of protein 
in the sample, the degree of post-translational modification, 
the quality of automatic searches, and the presence of the pro-
tein in the databases.252,253 In this scenario, the knowledge 
about the genome from a specific organism is important to 
allow the identification of the exact pattern of a given peptide. 
If an organism has no sequenced genome, it is not searchable 
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using these methods.235,240 Once the sequences are obtained, 
bioinformatic tools can be used to predict peptides structure 
and estimate bioactive peptides.254

More recently, an interactive and free web software platform, 
MixProTool, was developed, aiming to process multigroup pro-
teomics data sets. This tool is compiled in R (www.r-project.
org), providing integrated data analysis workflow for quality 
control assessment, statistics, gene ontology enrichment, and 
other facilities. The MixProTool is compatible with identifica-
tion and quantification outputs from other programs, such as 
MaxQuant and MASCOT, where results may be visualized as 
vector graphs and tables for further analysis, in contrast to exist-
ing softwares, such as GiaPronto.255 According to the authors, 
the web tool can be conveniently operated, even by users with-
out bioinformatics expertise, and it is beneficial for mining the 
most relevant features among different samples.24

Antimicrobial peptide modeling

The central tenet of structural biology is that structure deter-
mines function. For proteins, it is often said the “function fol-
lows form” and “form defines function.” Therefore, to 
understand protein function in detail at the molecular level, it 
is mandatory to know its tertiary structure.256 Experimental 
techniques for determining structures, such as X-ray crystal-
lography, NMR, electron paramagnetic resonance, and electron 
microscopy, require significant effort and investments.257

All methods mentioned have their own limitations, and the 
gap between the number of known proteins and the number of 
known structures is still substantial. Thus, there is a need for 
computational framework methods to predict protein struc-
tures based on the knowledge of the sequence.256 In addition, 
in recent years, there has been impressive progress in the devel-
opment of algorithms for protein folding that may aid in the 
prediction of protein structures from amino acid sequence 
information.258

Historically, the prediction of a protein structure has been 
classified into 3 categories: comparative modeling, threading, 
and ab initio. The first 2 approaches construct protein models 
by aligning the query sequences with already solved model 
structures. If the models are absent in the Protein Data Bank 
(PDB), the models must be constructed from scratch, that is, 
by ab initio modeling, considered the most challenging way to 
predict protein structures.256

In the case of comparative modeling methods, when insert-
ing a target sequence, the programs identify evolutionarily 
related models of solved structures based on their sequence or 
profile comparison, thus constructing structure models sup-
ported by these previously resolved models.259 This approach 
comprises 4 main steps: (1) fold assignment, which identifies 
similarity between the target and the structure of the solved 
model; (2) alignment of the target sequence to the model; (3) 
generation of a model based on alignment with the chosen 

template; and (4) analysis of errors considering the generated 
model.260

There are several servers and computer models that auto-
mate the comparative modeling process, with SWISS-
MODEL and MODELER figuring as the most used.261,262 
Although automation makes comparative modeling accessible 
to experts and beginners, some adjustments are still needed in 
most cases to maximize model accuracy, especially in the case 
of more complex proteins.262 Therefore, some caution must be 
taken regarding the generated models, considering the resolu-
tion and quality of the model used, as well as homology between 
the model and the protein of interest.

Threading modeling methods are based on the observation 
that known protein structures appear to comprise a limited set 
of stable folds, and those similarity elements are often found in 
evolutionarily distant or unrelated proteins. The most used 
servers based on this approach are MUSTER,263 SPARKS-X,264 
RaptorX,259 ProSa-Web,265 and most notably the I-TASSER.266 
In some cases, the incorporation of structural information to 
combine the sequence used in the search with possible models 
allows the detection of similarity in the fold, even in the absence 
of an explicit evolutionary relation.

The prediction of structures from known protein models is, 
at first sight, a more straightforward task than the prediction of 
protein structures from available sequences. Therefore, when 
no solved model is available, another approach is recom-
mended, namely, the ab initio modeling. This method is 
intended to predict the structure only from the sequence infor-
mation, without any direct assistance from previously known 
structures. The ab initio modeling aims to predict the best 
model, based on the minimum energy for a potential energy 
function by sampling the potential energy surface using various 
searchable information.267,268 Such approaches turn it chal-
lenging to produce high-resolution modeling, essential for 
determining the native protein folding and its biochemical 
interpretation. On the contrary, later resolved structures and 
comparisons with previously predicted proteins point to a 
higher successful modeling generated by ab initio methods 
than those generated by pure energy minimization methods, 
classical or even pure methods.256

Among the most used servers and programs for ab initio 
modeling, we highlight the ROSETTA,257 QUARK,269 and 
TOUCHSTONE II.267 The accuracy of the models calcu-
lated by many of these methods is evaluated by CAMEO 
(Continuous Automated Model EvaluatiOn)270 and by CASP 
(Critical Assessment of protein Structure Prediction).258 
Probably the first reasonably accurate ab initio model was built 
in CASP4. Since then, sustained progress was achieved in ab 
initio prediction, but mainly for small proteins (120 residues 
or less). In CASP11, for the first time, a novel 256-residue 
protein with a sequence identity with known structures lower 
than 5% was constructed with high precision for sequences of 
this size.271
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In CASP12, a significant improvement was reported in 4 
areas: contact prediction, free modeling, template-based mod-
eling, and estimating the accuracy of models. The authors 
report that this improvement is due to the accuracy of mode-
ling and alignment methods, as well as increased data availabil-
ity for both sequence and structure.258

Due to the number of AMPs deposited in the PDB (to date 
approximately 1099 structures), comparative modeling is the 
most used. However, when it comes to de novo peptide design, 
the most recommended choice would be ab initio272 or a hybrid 
approach that uses more than 1 modeling method.273

Molecular dynamics simulation

After the generation of a model, the AMP stability should be 
evaluated using molecular dynamics (MD). Molecular dynamics 
comprises the application of computational simulations that pre-
dict the changes in the positions and velocities of the constituent 
atoms of a system under given time and condition. This calcula-
tion is done through a classical approximation of empirical 
parameters, called “force field.”274 If, on one hand, this approxi-
mation makes the dynamics of a system containing thousands of 
atoms numerically accessible, it obviously limits the nature of the 
processes that can be observed during the simulations. No quan-
tum effect is visualized in a MD simulation; just as no chemical 
bond is broken, no interactions occur between orbitals, reso-
nance, polarization, or charge transfer effects.275 However, the 
molecules go beyond a static system. Thus, MD is a computa-
tional technique that can be used for predicting or refining struc-
tures, dynamics of molecular complexes, drug development, and 
action of molecular biological systems.276 Molecular dynamics 
simulation is widely used for protein research, aiming to extract 
information about the physical properties of individual proteins. 
The results of such simulations are then compared with experi-
mental results. As these experiments are generally carried out in 
solvents, it is necessary to simulate molecular systems of protein 
in water. These simulations have a variety of applications, such as 
determining the folding of a structure to a native structure and 
analyzing the dynamic stability of this structure.277

The use of MD to simulate protein folding processes is one 
of the most challenging applications and should be relatively 
long (in the order of microseconds to milliseconds) to allow 
observing a single fold event. In addition, the force field used 
must correctly describe the relative energies of a wide variety of 
shapes, including unfolding and poorly folded shapes that may 
occur during the simulation.275 The considerable application 
potential led to the implementation of MD simulation in many 
software packages, including GROMACS,278-280 AMBER,281 
NAMD,282 CHARMM,283 LAMMPS,284 and Desmond.285 
In addition to the above mentioned, there are other simulation 
types available, such as the Monte Carlo Method, Stochastic 
Dynamics, and Brownian Dynamics.280

In the last decades, MD simulation has become a standard 
tool in theoretical studies of large biomolecular systems, 

including DNA or proteins, in environments with near realistic 
solvents. Indeed, simulations have proven valuable in decipher-
ing functional mechanisms of proteins and other biomolecules, 
in uncovering the structural basis for disease, and in the design 
and optimization of small molecules, peptides, and proteins.286 
Historically, the computational complexity of this type of com-
putation has been extremely high, and much research has 
focused on algorithms to achieve unique simulations that are as 
long or as large as possible.278

Plant-pathogen interaction and molecular docking

The interplay between a given pathogen (eg, virus, bacteria, 
fungus) must be studied through a holistic approach. Host-
pathogen relationships are very complex and occur at diverse 
conceivable levels, including the cellular/molecular level of 
both, pathogen and host, under given environmental condi-
tions. A most approximate understanding of these interactions 
at every level is the ultimate goal of “systems biology” (SB). It 
comprises a holistic approach, integrating distinct disciplines, 
as biology, computer science, engineering, bioinformatics, 
physics, and others to predict how a given system behaves 
under given conditions and what is the role of its parts. Systems 
biology stands out because it is capable of correlating omics 
data for the understanding of plant-pathogen interaction. The 
construction of a plant-pathogen interaction network includes 
the reconstruction of metabolic pathways of these organisms, 
identification of the degree of pathogenicity, besides the expres-
sion of genes and proteins from both plant and pathogen. The 
networks can be classified into 5 types: (1) regulatory; (2) met-
abolic; (3) protein-protein interaction; (4) signaling and regu-
latory; and (5) signaling, regulatory, and metabolic.287 Each of 
these networks can be plotted according to computational 
approaches.

Also, further studies are required to contemplate the con-
struction of evolutionary in silico models and the characteriza-
tion of these molecular targets in vitro.288,289 Studies of 
protein-protein interactions to understand the regulatory pro-
cess are essential290 and new computational methods are neces-
sary for this purpose with more optimized algorithms, also to 
remove potential false positives. Thus, in-depth studies on the 
orientation of molecules and their linkages to the formation of 
a stable complex are of great importance for understanding 
plant-pathogen studies and also to develop new drugs.291

Molecular docking

The understanding of the regulatory principles by which pro-
tein receptors recognize, interact, and associate with molecular 
substrates or inhibitors is of paramount importance to generate 
new therapeutic strategies.292 In modern drug discovery, dock-
ing plays an important role in predicting the orientation of the 
binder when it is attached to a protein receptor or enzyme, 
using forms and electrostatic interactions, van der Walls, 
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Coulombic, and hydrogen bond as parameters to quantify or 
predict a given interaction.293,294 Molecular docking aims at 
exploring the predominant mode(s) of binding of a molecule 
(protein or ligand) when it binds to a protein with a known 3D 
structure based on a scoring function that has 3 main functions: 
the first is to determine the binding mode and the binding site 
of a protein, the second is to predict the absolute binding affin-
ity between protein and ligand (or other protein) in lead opti-
mization, and the third is virtual screening, which can identify 
potential drug leads for a given protein target by searching a 
large ligand or protein in database.295

Protein-protein interactions are essential for cellular and 
immune function. In many cases, due to the absence of an 
experimentally determined structure of the complex, these 
interactions must be modeled to obtain an understanding 
about their structure and molecular basis.296 Few studies on 
plant-pathogen interactions include docking approaches and 
most studies focus on drug development for medical purposes. 
Drug research based on structure is a powerful technique for 
the rapid identification of small molecules against the 3D 
structure of available macromolecular targets, usually by X-ray 
crystallography, NMR structures, or homology models.

Due to abundant information on protein sequences and 
structures, the structural information on specific proteins and 
their interactions have become crucial for current pharmaco-
logical research.297 Even in the absence of knowledge about 
the binding site and limited backbone movements, a variety of 
algorithms have been developed for docking over the past 2 
decades. Although the ZDOCK,296 the rDOCK,298 and the 
HEX299 have provided results with high coupling precision, 
the complexes provided are not very useful for designing 
inhibitors for protein interfaces due to constraints on rigid 
body docking.294 In this context, more flexible approaches 
have been developed which generally examine very limited 
conformations compared with rigid body methods. These 
docking methods predict that binding is more likely to occur 
in broad surface regions and then defines the sites in complex 
structures of high affinity.300 The best example is the 
HADDOCK software,297 which has been successful in solv-
ing a large number of precise models for protein-protein com-
plexes. A good example of its use is the study of the complex 
formed between plectasin, a member of the innate immune 
system, and a precursor lipid of bacterial cell wall II. The study 
identified the residues involved in the binding site between 
the 2 proteins, providing valuable information for planning 
new antibiotics.301

However, the absolute energies associated with intermolec-
ular interaction are not estimated with satisfactory accuracy by 
the current algorithms. Some significant issues as solvent 
effects, entropic effects, and receptor flexibility still need to be 
addressed. However, some methods, such as MOE-Dock,302 
GOLD,303 Glide,304 FlexX,305 and Surflex306 which deal with 
lateral chain flexibility, have proven to be effective and ade-
quate in most cases. Realistic interactions between small 

molecules and receptors still depend on experimental wet-lab 
validation.294,307

Despite the current difficulties, there is a growing interest in 
the mechanisms and prediction of small molecules such as pep-
tides, as they bind to proteins in a highly selective and conserved 
manner, being promising as new medicinal and biological 
agents.308 While both “small molecule docking methods” and 
“custom protocols” can be used, short peptides are challenging 
targets because of their high torsional flexibility.307 Protein-
peptide docking is generally more challenging than those related 
to other small molecules, and a variety of methods have been 
applied so far. However, few of these approaches have been pub-
lished in a way that can be reproduced with ease.309-311 Although 
it is difficult to use peptide docking, a recent focus of basic and 
pharmacological research has used computational tools with 
modified peptides to predict the selective disruption of protein-
protein interactions. These studies are based on the involvement 
of some critical amino acid residues that contribute most to the 
binding affinity of a given interaction, also called hot-spots.312,313

Despite the number of docking programs, existing algorithms 
still demand improvements. However, approaches are being 
developed to improve all issues related to punctuation, protein 
flexibility, interaction with plain water, among other issues.314 In 
this context, the CAPRI (Critical Assessment of Predicted 
Interactions) is a community that provides a quality assessment 
of different docking approaches. It started in 2001 and since 
then has aided the development and improvement of the meth-
odologies applied for docking.315 An evaluation was carried out 
for CAPRI in 2016, resulting in an improvement in the integra-
tion of different modeling tools with docking procedures, as well 
as the use of more sophisticated evolutionary information to 
classify models. However, adequate modeling of conformational 
flexibility in interacting proteins remains an essential demand 
with a crucial need for improvement.314 Different docking pro-
grams are currently available,294 and new alternatives continue to 
appear. Some of these alternatives will disappear, just as others 
will become the top choices among field users.

Molecular docking technique is not often used for AMPs, 
due to its standard mechanism of action based on the classical 
association with the external membrane of the pathogen. 
Despite that, some AMPs have the ability to bind other pro-
teins and/or enzymes, a feature still scarcely studied. In such 
cases, molecular docking can be useful. An example of success is 
the study performed by Melo et  al,47 where they showed the 
specific binding of a trypsin to a cowpea (Vigna unguiculata) 
thionine, revealing that this interaction occurs in a canonical 
manner with Lys11, located in an extended exposed loop. 
Therefore, further application of docking may bring new evi-
dences about the antimicrobial mechanisms revealing other 
molecular targets of interest.

It is clear that the combination of data bank information 
with bioinformatic tools (especially those allowing the identifi-
cation of patterns, rather than sequence order) is able to revolu-
tionize the identification of AMPs and prediction of their 
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activity. The data may come from genomic, transcriptomic, or 
proteomic databases, or a combination of different information 
sources (eg, genomic and transcriptomics, transcriptomics and 
proteomics).

Supplementary Figure S9 brings a schematic flowchart 
describing the steps for mining, annotation, and structural/
functional analysis of AMPs, in addition to some wet-lab 
analyses that can be integrated to assess/confirm candidate 
AMPs.

Similar bioinformatic approaches have been actually used 
to identify potential peptide candidates with anti-SARS-
CoV-2 activity, especially those potentially able to interact 
with the spike protein and proteases involved in viral 
penetration.316,317

Concluding Remarks and Perspectives
As emphasized, plant AMPs show greater diversity and abun-
dance, when compared with other kingdoms. It can be specu-
lated that plants shelter many yet undescribed AMP classes, 
given their vast abundance and isoform diversity.

The genomic and peptidic structure of AMPs can be varia-
ble, with few key residues conserved, which turns their identi-
fication, classification, and comparison challenging even in the 
omics age. Nevertheless, advances in the generation of new 
bioinformatics tools and specialized databases have led to new 
and more efficient approaches for both the identification of 
primary sequences and molecular modeling, besides the analy-
sis of the stability of the generated models.

Despite the large availability of omics data and bioinfor-
matics tools, most new plant peptides have been discovered by 
wet-lab approaches regarding single candidates. High through-
put in silico methods have the potential to transform this sce-
nario, revealing many new candidates, including some new or 
“non-canonical” peptides. It may be also speculated that a myr-
iad of new peptides may exist considering even smaller pep-
tides, still less considered and more difficult to identify. Finally, 
in silico approaches shall in future studies be mandatory to 
define the design of wet-lab studies, turning the identification 
more efficient and requiring reasonably less time to track, iden-
tify, and confirm new candidate AMPs.

Considering the actual pandemic scenario of COVID-19, 
plant AMPs may be regarded as an important source of antivi-
ral drug candidates, especially considering that some AMP cat-
egories present not only antiviral effects but also a wide 
spectrum antimicrobial activity, act as anti-inflammatory, and 
also induce the immune response.
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