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APRESENTAÇÃO 

A tecnologia está ganhando cada dia mais espaço na vida das pessoas e em tudo 
que as cerca. Compreende-se por tecnologia todo o conhecimento técnico e científico 
e sua aplicação utilizando ferramentas, processos e materiais que foram criados e 
podem ser utilizados a partir deste conhecimento. Quando, para o desenvolvimento 
da tecnologia estão envolvidos sistemas biológicos, seres vivos ou seus metabólitos, 
passa-se a trabalhar em uma área fundamental da ciência, a Biotecnologia.

Toda produção de conhecimento em Biotecnologia envolve áreas como Biologia, 
Química, Engenharia, Bioquímica, Biologia Molecular, Engenharia Bioquímica, 
Química Industrial, entre outras, impactando diretamente no desenvolvimento das 
Ciências Biológicas e da Saúde. A aplicação dos resultados obtidos nos estudos em 
Biotecnologia está permitindo um aumento gradativo nos avanços relacionados a 
qualidade de vida da população, preservação da saúde e bem estar.

Neste ebook é possível identificar vários destes aspectos, onde a produção 
científica realizada por pesquisadores das grandes academias possuem a proposta 
de aplicações que podem contribuir para um melhor aproveitamento dos recursos 
que a natureza nos oferece, bem como encontrar novas soluções para problemas 
relacionados à manutenção da vida em equilíbrio.

No volume 2 são apresentados artigos relacionados a Bioquímica, Tecnologia em 
Saúde e as Engenharias. Inicialmente é discutida a produção e ação de biocompostos 
tais como ácido hialurônico, enzimas fúngicas, asparaginase, lipase, biossurfactantes, 
xilanase e eritritol. Em seguida são apresentados aspectos relacionados a análise 
do mobiliário hospitalar, uso de oxigenoterpia hospitalar, engenharia clínica, e 
novos equipamentos utilizados para diagnóstico. Também são apresentados artigos 
que trabalham com a tecnologia da informação no desenvolvimento de sistemas e 
equipamentos para o tratamento dos pacientes. 

No volume 3 estão apresentados estudos relacionados a Biologia Molecular 
envolvendo a leptospirose e diabetes melitus. Também foram investigados alguns 
impactos da tecnologia no estudo da microcefalia, agregação plaquetária, bem como 
melhorias no atendimento nas clínicas e farmácias da atenção básica em saúde.

Em seguida discute-se a respeito da utilização de extratos vegetais e fúngicos 
na farmacologia e preservação do meio ambiente. Finalmente são questionados 
conceitos envolvendo Educação em Saúde, onde são propostos novos materiais 
didáticos para o ensino de Bioquímica, Biologia, polinização de plantas, prevenção em 
saúde e educação continuada. 

Christiane Trevisan Slivinski
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ANÁLISE IN SILICO DO GENE LIPID TRANSFER 
PROTEIN SOB CONDIÇÕES DE ESTRESSE 

ABIÓTICO

CAPÍTULO 2

Renan Gonçalves da Silva
Faculdade de Ciências Agrárias e Veterinárias 

(UNESP) – São Paulo

Jóice de Oliveira Leite Silva
Unidade de Biotecnologia (UNAERP) – São Paulo

Lucas de Faria Nogueira
Unidade de Biotecnologia (UNAERP) – São Paulo

Cyro Bueno Neto
Faculdade de Ciências Agrárias e Veterinárias 

(UNESP) – São Paulo

Sonia Marli Zingaretti
Unidade de Biotecnologia (UNAERP) – São Paulo

RESUMO: As respostas de plantas ao estresse 
abiótico são muitas vezes complexas, por isso, 
nos últimos anos, muito se tem feito para isolar 
genes induzidos durante o déficit hídrico, a fim 
de estudar a função de produtos gênicos e os 
caminhos que conduzem à indução. Analisar 
in silico a expressão de genes pode contribuir 
de forma expressiva para elucidar as rotas de 
defesa das plantas, contribuindo sobremaneira 
para o melhoramento da cultura. O estudo 
teve como objetivo compreender in silico a 
relação da proteína LTP e a tolerância ao 
estresse por seca. A sequência do gene LTP foi 
adquirida no BCCCenter e o sequenciamento 
foi realizado para confirmação e caracterização 
da molécula de interesse. A análise in silico foi 
realizada mediante utilização dos softwares 

de bioinformática. O sequenciamento resultou 
em mais de 1200 bp, com o frame 1 (+) 
apresentando o domínio da proteína, que 
contempla proteínas de transferência lipídica. 
É classificada no clã protéico da prolamina. A 
estrutura secundária da proteína compreende 
em grande parte folhas beta (79), seguido por 
hélices alfa (50). De acordo com o “software 
Aramemnon” a indução do gene LTP em 
Arabidopsis na condição de estresse osmótico 
acontece por toda a planta, incluindo sistema 
radicular, hipocótilo e folhas, com indução 
máxima para os tempos analisados em 12 e 24 
horas. A proteína LTP em condições de estresse 
por seca, possivelmente está envolvida com a 
transferência de lipídios para a contribuição da 
tolerância das plantas ao estresse.
PALAVRAS-CHAVE: estresse abiótico, in 
silico, gene.

ABSTRACT: Plant responses to abiotic stress 
are often complex, so in recent years much has 
been done to isolate genes induced during water 
deficit in order to study the function of gene 
products and the pathways leading to induction. 
Analyzing in silico the expression of genes can 
contribute in an expressive way to elucidate 
the routes of defense of the plants, contributing 
greatly to the improvement of the culture. The 
objective of this study was to understand in silico 
the relationship of LTP protein (Lipid Transfer 
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Protein) and the tolerance to drought stress. The LTP gene sequence was purchased 
from BCCCenter and sequencing was performed for confirmation and characterization 
of the molecule of interest. The in silico analysis was performed using the bioinformatics 
software BlastX, Bioedit, Pfam 30.0, SMART, CFSSP, Aramemnon 8.1. Sequencing 
resulted in more than 1200 bp, with frame 1 (+) showing the protein domain, which 
contemplates lipid transfer proteins. It is classified in the prolamin protein clan. The 
secondary structure of the protein largely comprises beta sheets (79), followed by alpha 
helices (50). According to the “Aramemnon software” the induction of the LTP gene in 
Arabidopsis in the osmotic stress condition occurs throughout the plant, including root 
system, hypocotyl and leaves, with maximum induction for the analyzed times in 12 
and 24 hours. The LTP protein under drought stress conditions is possibly involved with 
lipid transfer to the contribution of plant tolerance to stress.
KEYWORDS: abiotic stress, in silico, gene.

1 | 	INTRODUÇÃO

O rendimento das culturas é influenciado negativamente por vários fatores 
ambientais, como a seca, salinidade, temperatura e toxicidade por alumínio (LAWLOR 
e CORNIC, 2002). Estima-se que os estresses em geral podem reduzir a produtividade 
em até 70% (MAYBANK et al., 1995). O estresse abiótico afeta a planta em diferentes 
níveis, como promovendo a redução das taxas de assimilação de CO2, o tamanho das 
células de folhas, a taxa de transpiração, a taxa de crescimento das plantas, entre 
outros (SOLARI et al., 2006).

Muitos estudos tem isolado genes induzidos durante o déficit hídrico, principalmente 
porque se objetiva compreender a função de produtos gênicos e os caminhos que 
conduzem essa indução. As mudanças na expressão gênica são fundamentais para 
as respostas que ocorrem durante o estresse (BRAY, 1993). 

Essas mudanças em resposta ao estresse hídrico podem promover a capacidade 
da planta de responder adequadamente a esse efeito deletério, promovendo a 
qualificação das funções desta para sua sobrevivência. No entanto, a indução de 
genes específicos pode ser enganadora, uma vez que é possível que as alterações 
de expressão possam ser resultado de danos celulares, devido ao fato de que plantas 
submetidas ao estresse hídrico sofrem uma ruptura nos processos fisiológicos e 
metabólicos que pode ser interpretada como uma resposta à injuria. Essas alterações 
podem levar à indução de genes específicos que não estão envolvidos na promoção 
da adaptação ao estresse (BRAY, 2002). De maneira geral, os produtos gênicos 
induzidos pelo estresse podem ser classificados de dois modos: genes que protegem 
a planta diretamente contra o estresse e genes que regulam a expressão de outros 
genes (BRAY, 1997; SHAO et al., 2007).

É possível observar que genes apresentam perfis de expressão distintos, ou 
seja, mRNAs de genes estresse-induzidos diminuem quando as plantas são liberadas 
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das condições de estresse. No entanto, os padrões de expressão desses genes são 
complexos, com alguns genes respondendo muito rapidamente ao déficit hídrico e 
outros que são induzidos lentamente depois do acúmulo de ABA (ácido abscísico) 
(SHINOZAKI e YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 1996).

Por meio de análises in silico resultados bastante satisfatórios são obtidos 
a respeito de um gene. Estudos in silico podem ser ferramentas adicionais para a 
compreensão da funcionalidade, isolamento e posterior análise gênica (SOUSA, 2012). 
Essas ferramentas auxiliam na caracterização de um gene, fornecendo informações 
acerca da sua estrutura, função, localização celular, expressão diferencial e outras 
características (HULM et al., 2017).

As proteínas de transferência de lípidos de plantas, também conhecidas como 
LTPs, são um grupo de proteínas altamente conservadas de cerca de 9kDa encontradas 
em tecidos de plantas superiores. Como o próprio nome indica, as proteínas de 
transferência lipídica são responsáveis ​​pelo transporte de fosfolípidos e outros grupos 
de ácidos graxos entre as membranas celulares, sendo também capazes de ligar 
grupos acilo (KADER, 1996).

Normalmente, a maioria dos lípidos não saem espontaneamente das membranas 
porque a sua hidrofobicidade as torna pouco solúveis em água. Os LTPs facilitam o 
movimento de lípidos entre membranas por ligação e solubilização. Essas proteínas 
apresentam tipicamente especificidade larga do substrato e assim podem interagir 
com uma variedade de lipidios diferentes (CHENG et al., 2004). Tais proteínas podem 
estar envolvidas na biossíntese de cutina, formação de cera superficial, crescimento 
mitocondrial, reações de defesa de patógenos e adpatação às mudanças ambientais 
(KADER, 1997).  

Embora sejam necessários testes biológicos e funcionais da proteína para 
entender como os nsLTPs estão ligados às respostas de estresse por seca, alguns 
estudos relacionam a expressão do gene em resposta a esse estresse abiótico, entre 
eles podemos citar: Hincha et al., (2001) relatam que nsLTPs purificados confirmaram 
seu papel na tolerância ao estresse abiótico assim como o aumento nos níveis de 
transcrição de nsLTPs em resposta à seca, sal e frio detectado em outros estudos 
(JUNG et al., 2003). A estabilização das membranas, deposição da cutícula e/ou 
alterações na organização da parede celular também têm sido reivindicadas como 
suas funções putativas nas respostas a esses fatores de estresse. 

Em tabaco, genes nsLTP induzidos durante a seca promoveram a deposição 
de cera cuticular (CAMERON et al., 2006), assim como a superexpressão do gene 
caLTP1 da pimenta em Arabidopsis aumentou sua tolerância ao NaCl e seca em vários 
estádios vegetativos de crescimento (SAROWAR et al., 2009). 

O trabalho teve como objetivo analisar in silico a sequência do gene Lipid Transfer 
Protein (LTP) de cana-de-açúcar e compreender sua relação com o estresse por seca. 
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2 | 	MATERIAL E MÉTODOS

O clone da sequência LTP selecionado foi adquirido do Centro Brasileiro de 
Estocagem de Genes (BCCCenter) e posteriormente sequenciado para confirmação 
do mesmo. O sequenciamento foi feito em sequenciador automático pelo método 
de terminação de cadeia por dideoxinucleotídeo, no CREBIO – Centro de Recursos 
Biológicos, UNESP, Jaboticabal.

A análise in silico foi realizada mediante utilização dos softwares de bioinformática 
BlastX, Bioedit, Pfam 30.0 (EMBL-EBI, 2016 - http://pfam.xfam.org/), SMART (2017 
- http://smart.embl-heidelberg.de/), CFSSP (2017 - http://www.biogem.org/tool/chou-
fasman/index.php), Aramemnon 8.1 (2017 - http://aramemnon.uni-koeln.de/).

3 | 	RESULTADOS E DISCUSSÃO

3.1	Obtenção e sequenciamento do gene LTP

O clone de Escherichia coli portadora do plasmídeo pSPORT1 contendo o 
gene LTP completo (amostra 5, Figura 1) foi obtido do “BCCCenter”, quantificado e a 
integridade foi averiguada por eletroforese em gel de agarose 1%.

Figura 1. Integridade do clone LTP obtido do BCCCenter. Gel de agarose 1%. (1) - Cinnamoyl-
CoA reductase; (2) - S-adenosylmethionine decarboxylase (SAM); (3) - Pyruvate kinase; (4) – 

calmodulina; (5) - Lipid Transfer protein (LTP); (6) - Ubiquitina (UBQ).

A quantificação da amostra 5 foi feita por espectrofotômetro GeneQuantTM 1300 
(GE Healthcare, USA) resultando em 125 ng/µl de DNA. O resultado do sequenciamento 
e da análise realizada estão apresentados na Figura 2. Na Figura 2a está apresentada 
a sequência de nucleotídeos obtida bem como seu eletroferograma (Figura 2b).
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(a)

(b)

Figura 2. Resultado do sequenciamento da amostra 5 (confirmação do gene LTP). (a) 
Sequência obtida utilizando o primer 24mer; (b) Eletroferograma do sequenciamento do gene 

LTP. Fonte: BlastX (2016) e Bioedit (2016).

3.2	Caracterização in silico do gene LTP e proteína

A sequência codificadora do gene LTP apresenta seis frames. O frame 1 (+) 
apresenta o domínio da proteína, pertencente a família Tryp_alpha_amyl (PF00234), 
que contempla proteinas de ação inibitória de proteases, de reserva (armazenamento 
de sementes) e de transferência lipídica. É classificada no clã proteico da prolamina 
(CL0482) (Figura 3).
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Frame (sense) Família Descrição Clã
1 (+) Try_alph_amyl 

(PF00234)
Inibidor de protease/

reserva/LTP
Prolamina (CL0482)

Figura 3. Frame identificador do dominio da proteina de LTP, família e clã proteico. (a) Frame 
identificado correspondente ao dominio da proteina; (b) Família e clã da proteína; na caixa cinza 

esta representado o alinhamento realizado pelo software para identificação da família e clã. 
Fonte: software Pfam 30.0 (EMBL-EBI, 2016). Fonte: Hulm et al. (2017).

Em se tratando do clã, o grupo prolamina, representa as principais proteínas de 
armazenamento de sementes (como no milho e sorgo). São proteínas hidrofóbicas 
ricas em prolina e glutamina (GIBBON; LARKINS, 2005). 

Visto que as plantas possuem uma cutícula na superfície de suas folhas que 
fornece uma barreira protetora contra as adversidades ambientais, como o estresse 
pela seca, o acúmulo de lipídios cuticulares pode estar contribuindo para a tolerância 
de plantas ao estresse por deficiência hídrica. Ou seja, a expressão do gene LTP e 
consequentemente a presença da proteína, está estritamente relacionado ao estresse 
por seca. No trabalho de Wei e Zhong (2014) o gene ZmLTP1.2 foi significativamente 
induzido no meristema de folhas estressado pela seca, assim como, um gene de 
stress-resposta, ZmLTP1.1, também aumenta seu nível de expressão no meristema 
de folhas estressado pela seca.

Analisando a sequência de aminoácidos da LTP, a estrutura secundária da 
proteína compreende em grande parte folhas beta (79), seguido por hélices alfa (50) 
(Figura 4). O modelo tridimensional de Arabidopsis (AtDIR1) segue a dobra geral de 
nsLTPs com cinco hélices alfa estabilizadas por ligações dissulfeto em torno de uma 
cavidade central. As estruturas cristalinas dos LTPs das plantas são constituídas por 
quatro ou cinco hélices alfa, com uma cavidade hidrofóbica central onde ocorre a 
ligação lipídica (MALDONADO et al., 2002; NIEUWLAND et al., 2005; LASCOMBE et 
al., 2008).
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Figura 4. Estrutura secundária da proteína LTP (cana-de-açúcar). Fonte: análise realizada pelo 
software CFSSP (2017).

Utilizando-se o software Aramemnon 8.1, que com base em trabalhos publicados 
indica a expressão de genes em determinadas condições, foi possível averiguar a 
expressão do gene LTP em Arabidopsis na condição de estresse osmótico, induzido 
por manitol. De acordo com o proposto por Kilian et al. (2007) e Winter et al. (2007), 
observa-se que em experimentos de estresse osmótico (300 mM de manitol) o gene 
LTP é induzido por toda a planta de Arabidopsis, incluindo sistema radicular, hipocótilo 
e folhas, com indução máxima para os tempos analisados em 12 e 24 horas (Figura 5). 

Figura 5. Expressão do gene LTP em Arabidopsis. Planta submetida ao estresse osmótico, 
induzido por manitol. Fonte: análise pelo software Aramemnon 8.1 (2003).

4 | 	CONCLUSÕES

O gene LTP e seu produto gênico foram caracterizados por softwares e indicam 
que a proteína atua no meio extracelular, potencialmente promovendo o acúmulo 
de lipídios cuticulares. A expressão diferencial desse gene pode estar associado ao 
estresse osmótico, ou seja, a indução ou repressão do gene LTP pode estar contribuindo 
para a tolerância das plantas ao estresse por deficiência hídrica, seca, entre outros.
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