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RESUMO 

 

COSTA, Alessandra Tenório, Instituto de Biociências da Universidade Estadual 

Paulista “Júlio de Mesquita Filho”, Campus de Botucatu, Fevereiro de 2014. 

RECEPTOR TIPO QUINASE DE TOMATE: CARACTERIZAÇÃO 

MOLECULAR E IMPLICAÇÕES NAS INFECÇÕES VIRAIS. Professor 

Orientador: Dr. Ivan de Godoy Maia. 

 

A exposição das plantas a diferentes estresses bióticos e abióticos interferem 

com os padrões de expressão de diversos genes. Estudos sobre a expressão diferencial 

de genes em plantas de tomate infectadas com Pepper yellow mosaic virus (PepYMV 

gênero Potyvirus) revelaram a repressão de um gene que codifica um receptor do tipo 

LRR-RLK (leucine-rich repeat receptor-like kinase). Este mesmo receptor, porém, não 

figura no rol de receptores induzidos pela infecção do tomateiro por um Tospovirus, 

sugerindo um comportamento diferencial deste gene frente à infecção por outras 

espécies virais. Os LRR-RLKs constituem um grupo diverso de proteínas ancoradas na 

membrana plasmática que permitem à célula reconhecer e responder ao ambiente 

extracelular, sendo um componente da via de transdução de sinal. Este estudo teve 

como objetivos caracterizar molecular e funcionalmente o gene que codifica um LRR-

RLK (recentemente denominado SOBIR1) em plantas de tomate (Solanun 

lycopersicum) infectadas pelos vírus PepYMV e Tomato chlorotic spot virus (TCSV), 

gênero Tospovirus, com o intuito de desvendar uma possível participação desse receptor 

no desencadeamento da resposta de defesa durante a infecção por essas duas espécies 

virais. A caracterização molecular do gene SlSOBIR1 foi obtida através da análise do 

perfil de expressão do receptor frente às infecções pelos vírus PepYMV e TCSV e em 

resposta ao estresse mecânico por meio da técnica de PCR em tempo real. Em paralelo, 

os níveis de expressão de SlSOBIR1 em diferentes órgãos/ tecidos da planta, bem como 

a localização subcelular de seu produto foi investigada e uma árvore filogenética foi 

construída. Nos estudos funcionais foi verificado o efeito da superexpressão do gene 

SlSOBIR1 em plantas de tabaco infectadas com cada uma das espécies virais. Além 

disso, investigou-se a expressão de genes de defesa previamente selecionados e espécies 

reativas de oxigênio foi detectada nas plantas com superexpressão. Os resultados 

revelaram que a expressão de SlSOBIR1 é modulada de forma diferente nas plantas de 

tomateiro infectadas pelo PepYMV (repressão) e pelo TCSV (indução), sendo 
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SlSOBIR1 também responsivo ao estresse mecânico. SlSOBIR1 é expresso 

preferencialmente nas folhas de tomate e seu produto encontra-se localizado na 

membrana plasmática da célula vegetal. A análise filogenética mostrou que o receptor 

SlSOBIR1 agrupou-se com os receptores SOBIR1 de arabidopsis, uva e de tabaco, 

porém apresentando maior identidade com o receptor de tabaco cuja função está 

relacionada com a resposta de hipersensibilidade e ao estresse mecânico. Os resultados 

da caracterização funcional não revelaram diferenças significativas na acumulação viral 

entre plantas de tabaco transgênicas superexpressando o receptor SlSOBIR1 e plantas 

selvagens não transformadas. Para os genes de defesa PR1 e PR6, um aumento na 

expressão gênica foi evidenciado nas plantas superexpressando o receptor SlSOBIR1 

logo após o ferimento, porém de modo similar ao observado em plantas de tabaco 

selvagem. Quanto à detecção de espécies reativas de oxigênio, os resultados sugerem 

um maior acúmulo do ânion superóxido nas plantas de tabaco transgênicas em relação à 

planta selvagem na fase inicial da resposta ao ferimento. Os dados obtidos no presente 

estudo forneceram informações importantes sobre o gene SlSOBIR1 e seu produto, 

porém não evidenciaram uma participação direta de SlSOBIR1 na resposta as infecções 

virais. 

 

Palavras chave: interação vírus-planta, receptor quinase, viroses, mecanismos de 

defesa, tomateiro. 
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ABSTRACT 

 

COSTA, Alessandra Tenório, Institute of Biosciences, Universidade Estadual Paulista 

“Júlio de Mesquita Filho”, Botucatu Campus, February 2014. RECEPTOR-LIKE 

KINASE OF TOMATO: MOLECULAR CHARACTERIZATION AND 

IMPLICATIONS IN VIRAL INFECTIONS. Advisor: Dr. Ivan de Godoy Maia. 

 

The exposure of plants to various biotic and abiotic stresses interferes with the 

expression patterns of different host genes. Studies on differential gene expression in 

tomato plants infected with Pepper yellow mosaic virus (PepYMV) revealed the 

repression of a gene encoding a leucine-rich repeat receptor-like kinase (LRR-RLK). 

However, this receptor didn’t figure among the receptors induced in tomato during the 

infection of a viral species belonging to the Tospovirus genus, suggesting a differential 

behavior of this gene in response to other virus species. LRR-RLKs constitute a diverse 

group of proteins anchored in the plasma membrane allowing the cell to recognize and 

respond to the extracellular environment, being a component of the signal transduction 

pathway. This study aimed to perform a molecular and functional characterization of the 

gene encoding such a LRR-RLK from tomato (Solanum lycopersicum) (recently 

nominated SlSOBIR1) infected by PepYMV and Tomato chlorotic spot virus (TCSV), 

Tospovirus genus, in order to reveal a possible implication of this receptor in triggering 

defense responses during infection by these two viral species. Molecular 

characterization of SlSOBIR1 was acquired through the determination of its expression 

profile in response to PepYMV and TCSV infection, respectivelly, and to mechanical 

wounding employing real-time PCR. In parallel, SlSOBIR1 expression levels on 

different tomato organs/tissues were determined and protein subcellular localization 

investigated, and a phylogenetic tree was constructed. In functional studies, the effect of 

SlSOBIR1 overexpression in tobacco plants infected with each virus species was 

observed. Furthermore, we investigated the expression of previously selected defense 

genes and determined reactive oxygen species accumulation in SlSOBIR1-

overexpressors. The results revealed that the expression of SlSOBIR1 is modulated 

differently in tomato plants infected PepYMV (repression) and the TCSV (induction), 

and that the gene is responsive to mechanical wounding. SlSOBIR1 is preferably 

expressed in tomato leaves and was found to be localized in the cell plasma membrane. 

Phylogenetic analysis indicated that SlSOBIR1 was grouped with SOBIR1 receptors of 



xi 
 

arabidopsis, grape and tobacco but showed greater identity with a tobacco receptor 

whose function is related to hypersensitive response and mechanical stress. The results 

of the functional analysis did not show any difference between the viral accumulation 

observed in transgenic tobacco plants overexpressing SlSOBIR1 and untransformed 

wild-type plants. For the defense genes PR1 and PR6, an increase in gene expression 

was evident in plants overexpressing SlSOBIR1 immediately after the injury but in a 

similar way to the one observed in wild-type plants. The detection of superoxide 

revelaed a larger accumulation of this reative species in transgenic tobacco plants 

compared to wild-type plants in the initial step of the response to injury. The data 

obtained in this study provided us with important information about the SlSOBIR1 gene 

and its product, but didn’t evidenced a direct involvement of SlSOBIR1 in response to 

viral infections. 

 

Keywords: plant-virus interactions, receptor kinase, viruses, defense mechanisms, 

tomato. 
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1- INTRODUÇÃO GERAL 

 

As plantas estão empenhadas em uma luta contínua na busca de combater seus 

agentes patogênicos dos quais os vírus destacam-se nesse processo. Os estudos sobre a 

interação vírus-planta são de particular importância, em especial pelos efeitos drásticos que os 

vírus podem causar na agricultura. As análises dessa interação são úteis para o conhecimento 

das respostas de defesa das plantas frente à infecção viral, visando entender quais são os 

fatores limitantes dessa infecção, e consequentemente, compreender as estratégias adotadas 

pelos vírus, ao longo da evolução, para sobrepor tais respostas. Na maioria das vezes, os 

mecanismos virais mimetizam as próprias estratégias de defesa desenvolvidas pelas plantas. 

A capacidade dos vírus em viabilizar a infecção ocorre por meio de inúmeras 

mudanças importantes na fisiologia da planta hospedeira, incluindo alterações estruturais na 

célula hospedeira (Francki et al., 1987; Hull, 2002; El-Hoseny et al., 2010), modificações no 

seu ciclo celular (Oakenfull et al., 2002; Hanley-Bowdoin et al., 2004; Afrren et al., 2011 

Chapa-Oliver et al., 2011) e a supressão do silenciamento gênico pós-transcricional (Voinnet, 

2005; Mérai et al., 2006; Burgyán & Havelda, 2011).  

Por outro lado, as plantas desenvolveram eficientes e diferenciadas estratégias de 

defesa que são acionadas logo após o reconhecimento do agente invasor. Dentre essas 

estratégias encontra-se a ativação de respostas específicas como a hipersensibilidade (HR) e a 

resistência sistêmica adquirida (SAR) (Vallad & Goodman, 2004; Palukaitis & Carr, 2008), 

que juntas são acompanhadas por alterações na expressão de genes incluindo a produção de 

proteínas relacionadas à patogenicidade (PRs) e várias outras proteínas envolvidas na via de 

sinalização da hospedeira (Cooper, 2001; Soosaar et al., 2005). As plantas também 

desenvolveram o silenciamento por RNA como estratégia de defesa antiviral, este é capaz de 

reconhecer e degradar moléculas de RNA (Stange, 2006; Ding & Voinnet, 2007), bem como 

o sistema ubiquitina/ proteassoma 26S (UPS), descrito recentemente, o qual desempenha um 

papel central na degradação de proteínas (Dielen et al., 2010). 

A resposta de defesa inata da hospedeira é desencadeada a partir do 

reconhecimento do patógeno por meio dos chamados “padrões moleculares associados ao 

patógeno” (PAMPs). Os PAMPs são percebidos por “receptores de reconhecimento padrões 

(RRP)” presentes na superfície da célula vegetal. Através deles, o sinal primário é transmitido 

para o interior da célula ativando diversas vias de sinalização pela ação de mensageiros 

secundários que amplificam o referido sinal, culminando em diferentes tipos de respostas, 

incluindo a regulação da expressão de genes específicos (Leite et al.,1997). 
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Dentre os RRPs presentes em plantas, os receptores de proteína tipo quinase 

conhecidos como RLKs (receptor-like kinase) constituem um grupo diverso de proteínas 

ancoradas na membrana plasmática que permitem à célula reconhecer e responder ao 

ambiente extracelular. Estes apresentam um domínio proteína quinase citoplasmático do tipo 

serina/treonina que é ativado pela ligação de um elicitor ao domínio receptor extracelular. Os 

RLKs são componentes importantes da via de transdução de sinais, controlando uma ampla 

gama de processos, incluindo respostas de defesa, já que são capazes de monitorar a presença 

de patógenos no apoplasto (Becraft, 2002; Goff & Ramonell, 2007). 

Os RLKs de plantas podem pertencer a duas categorias funcionais diferentes. A 

primeira categoria inclui aqueles envolvidos no controle do crescimento e desenvolvimento 

da planta, e a segunda inclui os RLKs envolvidos nas interações planta-patógeno e resposta ao 

estresse (Becraft, 2002; Afzal et al., 2008; Apfata, 2010). Pelo menos 21 domínios protéicos 

diferentes são encontrados nesses receptores, sendo que a maior subfamília é representada 

pelos RLKs dotados de um domínio de repetições ricas em leucina (LRR-RLKs) (Sun & 

Wang, 2011). O domínio LRR tem sido relacionado à capacidade de interação com proteínas 

derivadas de patógenos (Innes, 2004). 

Apesar da importância dos RRPs, em especial dos LRR-RLKs, no 

desencadeamento da resposta inata, até o momento, nenhum receptor capaz de detectar a 

presença de vírus invasores foi descrito em plantas, especialmente porque os vírus são 

parasitas intracelulares obrigatórios que normalmente se propagam pelo simplasto (Tadamura 

et al., 2012).  

Alterações no padrão de expressão gênica em plantas de tomateiro infectadas por 

diversas viroses já foram relatadas. Em um estudo onde essas plantas foram infectadas pelo 

PepYMV (Pepper yellow mosaic virus, gênero Potyvirus) observou-se que um gene que 

codifica um LRR-RLK foi reprimido 72 horas após o processo de infecção (Alfenas-Zerbini 

et al., 2009), sugerindo um possível envolvimento deste receptor na resposta de defesa do 

tomateiro. Em infecções causadas por TSWV (Tomato spotted wilt virus, gênero Tospovirus), 

genes relacionados à defesa e à transdução de sinal, como os envolvidos na cascata de 

sinalização pela proteína quinase ativada por mitógenos (MAPKKK), tiveram sua expressão 

aumentada (Catoni et al., 2009). Em contrapartida, o padrão de expressão do gene que 

codifica o receptor LRR-RLK, identificado inicialmente na interação potyvírus-tomate, em 

resposta à infecção por um tospovírus é desconhecido. Acredita-se que uma modulação na 

expressão desse receptor venha a ocorrer, reafirmando assim o provável envolvimento deste 

receptor na resposta de defesa do tomateiro frente a essas duas infecções virais. 
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Em virtude da importância dos potyvírus e tospovírus, bem como a crescente 

necessidade de se estabelecer estratégias de combate a tais viroses, vislumbrou-se que o 

estudo do papel de tal receptor poderia representar um passo particularmente interessante para 

se entender o funcionamento da complexa rede de interação e ativação das respostas de defesa 

da planta hospedeira. Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivos caracterizar 

molecular e funcionalmente o gene que codifica um LRR-RLK (recentemente denominado 

SOBIR1) em plantas de tomate (Solanun lycopersicum) infectadas pelos vírus PepYMV e 

TCSV, com o intuito de investigar um possível papel desse receptor no desencadeamento da 

resposta de defesa durante a infecção por essas duas espécies virais. Para tal, visando o 

melhor entendimento sobre as análises realizadas, o presente trabalho foi subdividido em dois 

capítulos intitulados:  

 

Capítulo 1: Caracterização molecular do receptor quinase (SOBIR1) em plantas de 

tomateiro infectadas com os vírus Pepper yellow mosaic virus (PepYMV) e Tomato 

chlorotic spot virus (TCSV). 

 

Capítulo 2: Estudo funcional do gene que codifica o receptor SOBIR1 de tomate 

(SlSOBIR1) empregando superexpressão em plantas de tabaco. 
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2- REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1- A cultura do tomateiro 

 

O tomateiro (Solanum lycopersicum L., anteriormente, Lycopersicon esculentum) 

pertence à família Solanaceae, sendo uma das hortaliças mais cultivadas mundialmente. Tem 

como centro de origem a região Andina que abrange parte do Chile, Colômbia, Equador, 

Bolívia e Peru, porém sua ampla domesticação ocorreu no México, conhecido como o seu 

centro de origem secundário (Filgueira, 2008).   

O tomate foi introduzido na Europa pelos espanhóis no início do século XVI, 

contudo foram os italianos, por volta de 1550, os primeiros a cultivá-lo. O mesmo foi enviado 

pelos europeus no século XVII para a China e países do sul e sudeste asiático, chegando ao 

Japão e Estados Unidos por volta do século XVIII (Filgueira, 2008). No Brasil, o cultivo do 

tomateiro ocorreu no final do século XIX, tendo sido introduzido por imigrantes europeus. 

Todavia, o incremento no seu uso e na sua produção ocorreu somente após a Primeira Guerra 

Mundial (Alvarenga, 2004). 

Segundo Filgueira (2008) o tomate é o segundo produto olerícola mais importante 

do mundo, tanto para o consumo in natura, como para a indústria de processamento, ficando 

atrás apenas da produção de batata.  Estima-se que cerca de 4,6 milhões de hectares de tomate 

são cultivados anualmente no mundo gerando uma produção de mais de 126 milhões de 

toneladas dessa hortaliça (Panthee & Chen, 2010).  

Os maiores produtores de tomate são a China, Índia e os Estados Unidos, com o 

Brasil ocupando o oitavo lugar no ranking de produção (FAOSTAT, 2011). Até novembro de 

2013 foram plantados no país cerca de 60 mil hectares de tomate, com produção média anual 

estimada em aproximadamente 3,935 milhões de toneladas e rendimento médio de 65,827 

kg/ha (LSPA-IBGE, 2013). A região Centro-Oeste destaca-se como a maior produtora de 

tomate para indústria, sendo o estado de Goiás responsável pela maior parte da produção 

nacional. No caso da produção para consumo in natura, o domínio é da região Sudeste, sendo 

os estados de São Paulo e Minas Gerais os maiores produtores (LSPA-IBGE, 2013).   

O consumo in natura dos frutos do tomate frescos, em saladas ou cozidos em 

molhos, contribui para a obtenção de uma dieta saudável e bem equilibrada. Os frutos são 

ricos em minerais, vitaminas, aminoácidos essenciais, açúcares e fibras dietéticas. Contêm 

grandes quantidades de vitaminas B e C, ferro e fósforo (Naika et  al., 2006), possui também 

licopeno (antioxidante), compostos fenólicos ligans (precursores de fitohormônios), 
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betacaroteno, dentre outras substâncias, que tornam a sua ingestão regular um grande aliado 

na prevenção de diversos tipos de cânceres (Fontes & Silva, 2002). No caso da 

industrialização, estes podem ser processados em purês, molhos de tomate, ´catchup` e os 

frutos também podem ser enlatados e secos (Naika et al., 2006). Além de apresentar grande 

importância econômica e nutricional, a cultura do tomate tem uma considerável influência 

social, devido à geração de empregos diretos no campo e nas diversas etapas da cadeia 

produtiva (Fontes & Silva, 2002). 

Por ser uma cultura de importância mundial, bem adaptado a uma variedade de 

climas e principalmente contribuir economicamente para a indústria agrícola, o tomate é 

também utilizado como uma espécie modelo para os estudos genéticos relacionados com a 

qualidade dos frutos, tolerância a estresses (bióticos e abióticos) e outras características 

fisiológicas, existindo um abundante interesse na utilização de ferramentas genômicas para o 

seu melhoramento e desenvolvimento de novas variedades (Panthee & Chen, 2010). 

As pesquisas genéticas com o tomate são favorecidas pelo fato dessa planta 

possuir o genoma diplóide com poucas duplicações, cromossomos diferenciados e fáceis de 

distinguir, estrutura da flor que favorece a hibridação manual, fácil micropropagação, entre 

outras características (Rick, 1991). Novas espécies selvagens têm sido identificadas, sendo 

considerada atualmente a existência de treze espécies componentes do gênero Solanum 

(Peralta et al., 2005). Todas as espécies do gênero apresentam um número básico de 

cromossomos n = 12 (Aoki et al., 2013) 

O sequenciamento dos 12 cromossomos que compõe o genoma do tomate foi 

iniciado em 2003 pelo consórcio International Solanaceae Project (SOL, 

http://solgenomics.net/solanaceae-project/index.pl) composto por 14 países, com o objetivo 

de proporcionar uma base de informação possível de ser utilizada para ligar características de 

plantas da família Solanaceae a sequência de DNA. O sequenciamento foi finalizado em maio 

de 2012 com a publicação de todos os seus resultados (The Tomato Genome Consortium, 

2012). 

Neste projeto, a sequência genômica de referência do tomate cultivar 'Heinz 

1706', apresentou 91 scaffolds (matriz para organizar a informação) que cobriram 760 

megabases (Mb) do genoma e que por sua vez foram alinhados com os 12 cromossomos, com 

a maioria dos ‘gaps’ restrita a regiões pericentroméricas. Foi predita a ocorrência de 34.727 

genes no genoma, dos quais, baseado nos dados de sequenciamento de RNA (RNA-Seq), 

30.855 deles correspondem a genes transcritos (The Tomato Genome Consortium, 2012; Aoki 

et al., 2013).  
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O sequenciamento total do genoma do tomate também revelou que o mesmo é 

altamente sintênico (contêm genes semelhantes e no mesmo ordenamento) com outras plantas 

da família Solanaceae de importância comercial, tais como: batata, berinjela, pimenta e 

tabaco (Aoki et al., 2013). Além disso, 31.741 genes do tomate apresentaram alta similaridade 

com genes de arabidopsis, com a organização cromossômica, transcritos, repetições e 

pequenos RNAs muito similares nas duas espécies (The Tomato Genome Consortium, 2012). 

Toda a gama de informações disponibilizada com o fechamento do genoma do 

tomate irá contribuir muito com os inúmeros estudos genéticos que utilizam essa planta como 

modelo. Nesse contexto, os estudos voltados para desvendar a atuação de genes nas mais 

variadas etapas do ciclo de vida do tomateiro, bem como nas vias de resposta de defesa da 

planta contra patógenos, uma vez que a cultura do tomateiro está sujeita à ocorrência de 

vários problemas fitossanitários em decorrência da sua alta suscetibilidade a diversos 

patógenos, serão largamente beneficiados. 

A grande área foliar e o microclima favorável criado pela planta de tomate 

propiciam um ambiente ideal para o bom desenvolvimento de pragas e doenças (Naika et al., 

2006). Dentre as inúmeras doenças que causam problemas à cultura do tomateiro destacam-se 

as viroses, que são um importante fator limitante em muitos sistemas de produção, 

especialmente devido à falta de produtos antivirais o que tornam o seu controle dependente da 

resistência genética da planta, de medidas de higiene no campo e ou da erradicação da cultura 

doente (Hanssen et al., 2010). 

Dentre as principais doenças viróticas que atacam o tomateiro encontram-se as 

provocadas pelos begomovírus, cucumovírus, tobamovírus, com especial destaque para uma 

nova espécie do gênero Potyvirus (família Potyviridae) conhecida como Pepper yellow 

mosaic virus (Inoue-Nagata et al., 2002) e por espécies do gênero Tospovirus (família 

Bunyaviridae) em especial o Tomato chlorotic spot virus (Pozzer et al., 1996). 

 

2.2- Família Potyviridae 

 

A família Potyviridae é a maior e mais importante economicamente entre as 

famílias de vírus que infectam plantas (Fauquet et al., 2005). Distribuída mundialmente, essa 

família é constituída por seis gêneros (Brambyvirus, Bymovirus, Ipomovirus, Macluravirus, 

Poacevirus e Potyvirus) (ICTV, 2012), que diferem quanto ao tipo de vetor e organização do 

genoma (Berger et al., 2005). Uma característica importante para a identificação de espécies 

pertencentes a essa família é a formação de corpos de inclusões cilíndricas no citoplasma de 
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células infectadas denominadas “cata-vento” (Berger et al., 2005). Dentre estes gêneros, o 

mais numeroso é o gênero Potyvirus contendo 146 espécies de vírus descritas (ICTV, 2012). 

Devido a essa grande diversidade, os potyvírus são responsáveis por perdas significantes na 

agricultura (Juhász et al., 2008). 

Os potyvírus são transmitidos de uma planta para a outra através de inúmeras 

espécies de afídeos. Os afídeos adquirem o vírus ao se alimentarem em uma planta infectada, 

no momento da picada de prova (consiste em uma rápida inserção e retirada do estilete no 

tecido vegetal com o objetivo de verificar se o hospedeiro é adequado à sua alimentação). A 

transmissão ocorre de maneira não-circulativa, onde o vírus fica restrito ao aparelho bucal do 

inseto (Berger et al., 2005; Juhász et al., 2006). O controle químico dos afídeos vetores não é 

uma medida eficiente para controlar a transmissão, já que sob a ação de diversos inseticidas 

os insetos praticam inúmeras picadas de prova, dessa forma inoculando o vírus com maior 

eficiência. Alem disso, existe pouca especificidade entre o vírus e o inseto vetor, dificultando 

a seleção de inseticidas (Berger et al., 2005; Juhász  et al., 2006).   

Estes vírus possuem partículas alongadas e flexuosas, com 680 – 900 nm de 

comprimento e 11 – 13 nm de diâmetro. Seu genoma é constituído por uma única molécula de 

RNA de fita simples, senso positivo, com cerca de 10 kilobases (Kb), a qual é envolta por um 

capsídeo viral (Riechmann et al.,1992; Shukla et al., 1994), composto por cerca de 2000 

cópias (Koonin et al., 2008). Este RNA é poliadenilado na extremidade 3` e apresenta uma 

pequena proteína viral de 24 kDa, denominada VPg (viral protein genome-linked) ligada 

covalentemente a sua extremidade 5` (Murphy et al., 1991; Urcuqui-Inchima et al., 2001). O 

genoma viral contém uma única ORF (open reading frame ou fase aberta de leitura) que 

codifica para uma poliproteína que é clivada por três proteinases virais (P1, HC-Pro e Nla) em 

10 proteínas maduras (Riechmann et al.,1992; Shukla et al., 1994; Urcuqui-Inchima et al., 

2001). Essas proteínas são a partir do N-terminal da poliproteina: P1, HC-Pro (Helper 

Component-Proteinase), P3, 6K1, CI (Cylindrical Inclusion), 6K2, NIa-VPg, NIa-Pro, NIb 

(Nuclear Inclusion b) e CP (Capsid Protein) (Chung et al., 2008; Wei et al., 2010) (Figura 1).  

Além disso, uma pequena ORF denominada pipo (pretty interesting potyvirus), 

localizada dentro da região codificadora da proteína P3, foi recentemente identificada. Essa 

ORF é traduzida por uma mudança na fase de leitura ribossomal (frameshift) e codifica uma 

proteína de 25 kDa denominada P3N-PIPO. Esta proteína é traduzida como uma fusão 

traducional entre a porção N-terminal da proteína P3 e a suposta proteína PIPO (Chung et al., 

2008; Wei et al., 2010; Rantalainen et al., 2011; Vijayapalani et al., 2012) (Figura 1). O 

material genético viral tem como local de replicação o citoplasma da célula hospedeira em 
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compartimentos formados a partir de membranas derivadas da própria planta (Wei & Wang, 

2008).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Como consequência do processamento da poliproteína derivada da tradução da 

única ORF, todas as proteínas virais maduras são produzidas em quantidades 

estequiometricamente idênticas, independente da necessidade do vírus por cada proteína em 

particular. As proteínas produzidas em excesso se acumulam na célula infectada na forma de 

inclusões. Esse modo de replicação e expressão gênica é bastante danoso para a célula 

infectada, implicando em um grande dreno de metabólitos, refletindo em sintomas severos na 

planta infectada (Zerbini & Zambolim, 1999).  

As proteínas sintetizadas pelos potyvírus são multifuncionais, desempenhando 

várias funções durante o ciclo de infecção, que envolve a expressão do genoma, replicação, 

movimento célula a célula, movimento sistêmico e transmissão pelo vetor (Urcuqui-Inchima 

et al., 2001). Uma dessas proteínas, a HC-Pro (Helper Component-Proteinase) é 

extremamente importante por atuar em diferentes etapas do ciclo de vida dos potyvírus (Maia 

et al., 1996; Urcuqui-Inchima et al., 2001). 

Ao penetrar na hospedeira (através de ferimentos ou inseto vetor) o RNA viral 

dissocia-se do capsídeo e é traduzido pela maquinaria celular gerando a poliproteína. 

Concomitantemente a esse processo ocorre a replicação do genoma viral que dará origem a 

novas partículas virais (vírions), as quais podem ser transportadas para outras células. Neste 

Figura 1. Representação esquemática do genoma do potyvírus Turnip mosaic virus conforme 
Wei et al.,(2010). Na extremidade 5` encontra-se a proteína VPg  e na extremidade 3` a cauda 
poli (A) que é representada como (A)n. As duas curtas linhas na horizontal presentes nas 
extremidades representam as regiões não codificadoras. A caixa toda representa a ORF única 
que codifica uma poliproteína. As proteínas maduras resultantes do processamento da 
poliproteína são indicadas como caixas pequenas. A ORF pipo (a partir dos nucleotídeos 3079-
3258) derivada de um frameshif na região codificadora da P3 é indicada como uma barra cinza, 
e a proteína P3N-PIPO é mostrada em verde. 
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caso, o vírus faz dois tipos de movimento no interior da planta, o movimento célula-a-célula 

(curta distância) e o movimento sistêmico (via floema). O movimento célula-a-célula é 

realizado através dos plasmodesmas cujo limite de exclusão é alterado, processo que envolve 

a interação da CI com a P3N-PIPO e o virion (Wei et al., 2010; Vijayapalani et al., 2012). Já 

no movimento sistêmico, o vírus penetra no sistema vascular da planta (floema) e segue o 

fluxo da rota de translocação de fotoassimilados no sentido fonte-dreno infectando toda a 

planta (Lucas, 2006). 

No gênero Potyvirus o nível de identidade entre as sequências do genoma é 

considerado relativamente baixo nas espécies. Um estudo por meio de comparações entre as 

sequências da ORF completa de 187 genomas de espécies da família revelou que a maioria 

das espécies em um mesmo gênero possui entre 50 e 55% de identidade, podendo existir 

alguns grupos de espécies mais relacionadas (Adams et al., 2005). O nível de identidade para 

a determinação de espécies no gênero Potyvirus foi proposto em 76% para a sequência de 

nucleotídeos, e 82% para a sequência de aminoácidos. A avaliação de cada gene 

separadamente indicou níveis de determinação de espécies (nucleotídeos) de 58% (P1) ou de 

74-78% (demais genes) e o genoma completo foi mais bem representado por comparações 

utilizando o gene CI. No caso da proteína capsidial (CP) a análise baseada em 1.220 

sequências dessa proteína indicou um valor de 76-77% de identidade de nucleotídeos para a 

determinação de espécies (Adams et al., 2005). 

 

2.2.1- Pepper yellow mosaic virus (PepYMV) 

 

O Pepper yellow mosaic virus (PepYMV) pertence ao gênero Potyvirus é o 

responsável pela doença conhecida como o mosaico amarelo. Foi relatado pela primeira vez 

no Brasil em 1980, no Estado de São Paulo e no Distrito Federal, infectando plantas de 

pimentão (Capsicum annum). O PepYMV foi inicialmente denominado de PVYM, pois 

acreditava-se tratar de uma estirpe severa do PVY (Potato virus Y) que era capaz de quebrar a 

resistência de algumas cultivares a esse vírus (Boiteux et al., 1996). Posteriormente, Inoue-

Nagata et al., (2002) caracterizaram alguns isolados de PVYM através de técnicas moleculares 

e confirmaram tratar-se de uma nova espécie de potyvírus. 

O mosaico amarelo causado pelo PepYMV ocorre de forma natural em campos de 

pimenta (Truta et al., 2004), sendo altamente disseminado nas culturas de pimentão (Inoue-

Nagata et al., 2001), tomate (Cunha et al., 2004), além de batata e fumo  A princípio, as 

grandes perdas econômicas foram verificadas nas regiões Centro-Oeste e Sudeste, 
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predominantemente na cultura do pimentão (Maciel-Zambolim et al., 2004), sendo o vírus 

posteriormente detectado na cultura do tomateiro. Nessas culturas, a transmissão do PepYMV 

ocorreu por duas espécies de afídeos: Aphis gossypii e Myzus persicae (Gioria et al., 2009). 

O primeiro surto epidemiológico desse vírus em tomateiro foi registrado em 2002 

em alguns plantios comerciais do híbrido ´Alambra`, no Município de Venda Nova do 

Imigrante, Estado do Espírito Santo. Os levantamentos realizados em campos de cultivo 

demonstraram uma disseminação muito rápida desse vírus, causando perdas de 40 a 100% na 

cultura. A ocorrência desses fatores foi atribuída à elevada quantidade de afídeos vetores 

presentes em plantas daninhas não controladas durante o manejo da cultura; a realização de 

plantios escalonados de tomate em áreas de cultivo vizinhas e concentradas em uma mesma 

época; e ao plantio de híbridos suscetíveis (Maciel-Zambolim et al., 2004; Ávila et al., 2004). 

Outros surtos epidemiológicos do PepYMV foram detectados em diversos estados 

brasileiros com destaque para o estado de São Paulo, nos municípios de Guapiara e Apiaí, 

onde se verificou a incidência de 50% de plantas com sintomas (Palazzo et al., 2004); e no 

Distrito Federal onde um levantamento realizado em campos de produção revelou que 82,5% 

de 54 amostras coletadas estavam infectadas (Dianese et al., 2008). 

No tomateiro, os sintomas provocados pelo PepYMV incluem: mosaico amarelo, 

clareamento de nervuras, pontuações, distorção foliar, definhamento das plantas e redução da 

produção de frutos (Cunha et al., 2004; Maciel-Zambolim et al., 2004; Kurozawa et al., 2005; 

Lourenção et al., 2005).  

Cabe ressaltar que os nichos que antigamente eram ocupados por isolados de PVY 

agora estão sendo ocupados por isolados de PepYMV (Lourenção et al., 2005). A alta 

incidência desse vírus em tomateiro revela que os materiais comerciais de tomate utilizados 

são aparentemente todos suscetíveis ao vírus (Dianese et al., 2008). Dessa forma, para 

impedir que essa doença se instale nas lavouras causando grandes prejuízos aos produtores, a 

resistência genética é considerada o único meio seguro de controle.  

Os programas de melhoramento têm buscado fontes de resistência dentro de 

bancos de germoplasma de Capsicum spp. A resistência ao PepYMV em Capsicum ssp tem 

sido eficaz e duradoura sob inoculação artificial no campo. Cultivares de pimentão (Capsicum 

annuum) consideradas padrão de resistência ao vírus já estão disponíveis no mercado tais 

como o ‘Magali R’, ‘Acuario’, ‘Nathalie’, ‘Myr-10’, ‘Myr-29’, ‘Bruna R’, ‘Dahra R’, ‘Rubia 

R’ e o acesso mexicano CM-334 (resistência ao alelo Pvr4) (Echer & Costa, 2002). No caso 

do tomateiro, os genes de resistência a vírus empregados no melhoramento genético têm, em 

sua maioria, sido transferidos via cruzamentos com espécies silvestres, sendo as fontes de 
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resistência identificadas no gênero Solanum spp, principalmente em S. peruvianum, S. 

pimpinellifolium, S. chilense e S. habrochaites f. glabratum (anterior L. hirsutum) (Leite, 

2004). 

Recentemente, o genoma completo do PepYMV foi sequenciado a partir do 

isolado Poty2 coletado de plantas de pimentão cultivar ´Magali` no Distrito Federal. A análise 

do genoma mostrou uma organização típica de um potyvírus, com a codificação de uma 

poliproteína contendo a sequência de 10 peptídeos maduros e a ORF PIPO. A análise 

filogenética agrupou o PepYMV no subgrupo do PVY contendo maior identidade 63,84% 

com o PepMoV (Pepper mottle virus) e 62,11% com o VVY (Verbena virus Y), de acordo 

como a maioria dos potyvírus isolados em solanáceas na América do Sul (Lucinda et al., 

2012). 

 

2.3- Família Bunyaviridae 

 

A família Bunyaviridae é constituída por cinco gêneros (Hantavirus, Nairovirus, 

Orthobunyavirus e Phlebovirus e Tospovirus) incluindo alguns dos mais importantes 

patógenos de seres humanos, outros mamíferos e vegetais. Os membros desta família são 

classificados de acordo com uma combinação de características, tais como: hospedeiros 

(vertebrados, artrópodes ou plantas), reações sorológicas cruzadas com outros membros, e 

identidade das sequências das proteínas virais, principalmente da proteína do nucleocapsídeo 

(N) (Fauquet et al., 2005; Webster et al., 2011). 

O gênero Tospovirus é composto por viroses que infectam somente plantas (Griot 

et al., 1993; Zeller & Bouloy, 2000) sendo responsável por causar perdas significativas em 

diferentes culturas (Adkins et al., 2005). No Comitê Internacional de Taxonomia de Vírus 

(ICTV, 2012) o gênero é composto por oito espécies.  

A denominação do gênero Tospovirus surgiu a partir do nome de seu primeiro 

membro o Tomato spotted wilt virus (TSWV). A doença associada, denominada de vira-

cabeça do tomateiro, foi observada inicialmente na Austrália em 1915. O agente causal, 

designado TSWV, foi considerado o único membro desse grupo de virose de plantas até o 

início de 1990. Após esse período deu-se a identificação e caracterização de diversos outros 

membros do gênero (Adkins et al., 2005). 

Os sintomas causados pela infecção por tospovírus variam. Na hospedeira não 

sistêmica, os sintomas se restringem a lesões locais, clorose e necrose. No caso de hospedeira 

sistêmica são observados sintomas de paralisação do crescimento, arroxeamento ou 
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bronzeamento das folhas, manchas em forma de anéis concêntricos, deformação foliar severa, 

clorose, mosqueado e necrose intensa. Plantas com sintomas típicos podem produzir frutos 

aparentemente sadios, contudo de menor tamanho. Os frutos não maduros atacados 

desenvolvem sintomas de estrias e anéis necróticos irregulares. Já os maduros apresentam 

anéis concêntricos (Lopes & De Ávila, 2005). 

Estes sintomas variam de acordo com o vírus, o número de isolados infectando a 

hospedeira, a hospedeira, a idade da planta, cultivar, época do ano, meio ambiente e 

principalmente temperatura (German et al., 1992; Lopes & De Ávila, 2005). 

 Dentre as hospedeiras dos tospovírus encontram-se tomate, batata, tabaco, 

amendoim, pimenta, alface, mamão, e as plantas ornamentais crisântemo, begônia, ageratum e 

impatiens. Em várias regiões mundiais de plantio do tomateiro, os tospovírus são 

considerados importantes agentes fitopatogênicos nas épocas mais quentes do ano (German et 

al., 1992). 

Os tospovírus são transmitidos de planta para planta por insetos da ordem 

Thysanoptera (tripes) (Mound, 1996) pertencentes aos gêneros Frankliniella, Thrips e 

Scirtothrips. Estes têm sido relacionados como vetores de dez espécies virais (Mound, 1996; 

Lourenção et al.,2005). A transmissão ocorre de maneira circulativa e propagativa (Mound, 

1996). A associação de insetos vetores com o vírus, como é o caso do tripes / tosposvírus é 

muito específica, com apenas algumas das muitas espécies de tripes conhecidos sendo 

capazes de adquirir e transmitir o vírus. No caso de TSWV, por exemplo, o inseto só pode 

transmitir o vírus se for adquirido durante a fase larval. Os tospovírus também podem ser 

transmitidos mecanicamente (German et al., 1992), não existindo relatos de transmissão pelas 

sementes (Adkins et al., 2005). 

O controle dos tospovírus é difícil, em parte pela sua ampla gama de hospedeiras, 

mas também pela resistência dos tripes aos inseticidas e pela falta de resistência das culturas 

hospedeiras. Como medidas de controle fitossanitárias adotadas destacam-se a resistência 

cultural, medidas químicas e de controle biológico que precisam ser baseadas em princípios 

epidemiológico tais como, fontes internas e externas de inóculo, as fases precoces ou tardias 

de disseminação do vírus e as fases vulneráveis do vírus, vetor e ciclo da cultura (Jones, 2005; 

Mandal et al., 2012). 

Os tospovírus apresentam partículas virais pleomórficas com 80-120 nm de 

tamanho que possuem projeções de superfície composta por duas glicoproteínas virais. Seu 

genoma é constituído por RNA fita simples (ssRNA) polaridade negativa ou ambisenso 

envelopado, sendo caracterizado pela presença de três RNAs genômicos denominados de 
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pequeno (S), médio (M) e grande (L) (Adkins et al., 2005; Webster et al., 2011) (Figura 2). O 

componente L é senso negativo e contém uma grande matriz aberta de leitura (ORF) que 

codifica uma RNA polimerase dependente de RNA (RdRP). Os componentes M e S são 

ambisenso. O componente M abriga os genes das proteínas NSm (proteína de movimento 

responsável pelo transporte célula-a-célula) e precursores das glicoproteínas Gc e Gn. Já o 

componente S codifica a proteína NSs (supressora do silenciamento gênico) e a proteína N 

que forma o nucleocapsídeo viral e está envolvida na regulação da transcrição e replicação (Li 

et al., 2009; Pappu et al., 2009; Webster et al., 2011; Briese et al., 2013) (Figura 2). 

As moléculas de RNA genômico têm terminais 5’ e 3’ complementares 

(AGAGCAAU na extremidade 5’ e UCUCGUUA na extremidade 3’) e podem assumir uma 

estrutura pseudocircular ou “ panhandle”. Ambos os RNAs S e M possuem uma região 

intergênica com um elevado conteúdo de adenina (A) e uracila (U) que são capazes de formar 

uma estrutura em forma de grampo (hairpin) estável (Dong et al., 2008). 
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Ao entrar na célula, o vírus é liberado da sua membrana, provavelmente pela 

fusão de vesículas membranosas, com os nucleocapsídeos infecciosos sendo liberados no 

citoplasma. Nesta fase o RNA viral será transcrito ou replicado. A mudança da transcrição 

para o processo de replicação viral é controlada pela concentração da proteína N livre no 

citoplasma como já observado no ciclo infeccioso de outras viroses de RNA de fita negativa. 

No início da infecção, devido às baixas concentrações da proteína N, a enzima replicase 

produz RNAs mensageiros que serão traduzidos e acumularam diversas proteínas virais. À 

Figura 2. Ilustração esquemática da partícula de um tospovírus (TSWV) e sua organização 
genômica. Quatro são as proteínas estruturais virais: as glicoproteínas Gn e Gc (em amarelo e laranja) 
formando o dímero e inseridas no envelope da partícula; a proteína N (em verde) ancorada nos RNAs 
virais e a proteína L (em cinza), também associada aos RNAs virais. Essas duas últimas formam os 
complexos ribonucleotprotéicos também conhecidos como ribonucleocapsídeos (RNP). Os RNAs 
virais, de acordo com o seu tamanho são classificados em S (small – pequeno), M (medium – médio) 
e L (large – grande). Fonte da ilustração: expasy.com/ViralZone2010 Swiss Institute of 
Bioinformatics. 
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medida que a concentração da proteína N aumenta, a polimerase muda o foco para o processo 

replicativo, passando a replicar os RNAs genômicos virais (Prins & Goldbach, 1998). 

Quando comparada com outras proteínas dos tospovírus, a proteína do 

nucleocapsídeo N é muito conservada apresentando funções quase idênticas em todos os 

membros do gênero, fato que sugere a existência de pressões seletivas semelhantes. Trata-se 

de uma proteína multifuncional requerida em vários processos tais como a encapsidação do 

RNA viral, na regulação da mudança da maquinaria replicativa da transcrição para a 

replicação do genoma viral e RNA antigenômico (Dewey et al., 1997). Múltiplos domínios de 

ligação ao RNA, que se encontram dentro da proteína, têm sido caracterizados (Richmond et 

al., 1998). Ribeiro e colaboradores (2008) mostraram que a proteína N interage com as 

proteínas Gn e Gc, facilitando a formação de partículas virais maduras e envelopadas 

demonstrando assim o papel primário dessa proteína na encapsidação.  

O genoma dos tospovírus está sujeito a mutações pelo fato de ser constituído por 

três segmentos de RNA que não estão sujeitos a um mecanismo de reparo (proof-reading) 

durante a replicação viral, o que pode aumentar as taxas de mutação (Roossinck, 1997). 

Assim, o surgimento de novos isolados capazes de sobrepujar genes de resistência 

estabelecidos é relativamente comum dentro de uma dada espécie (Herrero et al., 2000). 

As perdas econômicas provocadas pelos tospovírus em diversas áreas de produção 

agrícola mundial levaram a pesquisas sobre resistência genética relacionadas com o manejo 

dessa doença. Dessas as realizadas com o único gene dominante de resistência Sw-5 de 

Solanum peruvianum é uma das mais promissoras. O gene Sw-5 introgredido na cultivar de 

tomate Stevens mostrou fornecer resistência não somente ao TSWV mas também a dois 

outros tospovírus GRSV e TCSV que infectam tomateiro (Folkertsma et al., 1999). 

Com uma distribuição mundial ampla, algumas espécies de tospovírus como 

TSWV, Impatiens necrotic spot virus (INSV) e Iris yellow spot virus (IYSV) são encontradas 

nos cinco continentes (Pappu et al., 2009). 
 
 
2.3.1- Tomato chlorotic spot virus (TCSV) 
 
 

As tospoviroses constituem doenças de grande relevância econômica no Brasil, 

especialmente nas culturas da pimenta, pimentão e tomate. Em 1940 a presença de TSWV, 

espécie tipo do gênero, foi relatada em diversas culturas brasileiras. Após algumas décadas, 

entretanto, novas espécies foram identificadas, destacando-se: Tomato chlorotic spot virus 

(TCSV), Groundnut ring spot virus (GRSV), Impatiens necrotic spot vírus (INSV), Iris 
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yellow spot virus (IYSV), Chrysanthemum stem necrosis virus (CSNV) Zucchini lethal 

chlorosis virus (ZLCV) (Bezerra et al., 1999). 

O TCSV foi descrito na América do Sul infectando diferentes espécies vegetais 

(De Ávila et al., 1993; Nagata et al., 1995) tendo sido recentemente encontrado em campos 

de cultivo de tomate na Flórida, como um isolado natural formado por rearranjos de TCSV 

com GRSV (S e L RNA pertencentes ao GRSV, e M RNA pertencente ao TCSV (Webster et 

al., 2011, Londoño et al., 2012). 

As principais espécies que infectam tomateiro na América do Sul são o TSWV, 

TCSV, GRSV e CSNV, estando elas disseminadas por todas as regiões produtoras do Brasil 

(Giordano et al., 2000; Williams et al., 2001). De modo geral, as regiões neotropicais são 

consideradas um provável centro de origem dessas quatro espécies virais (Fauquet et al., 

2005).  

Apesar de GRSV, TCSV e TSWV serem três espécies geneticamente distintas 

com base nas sequências do gene N (De Ávila et al., 1993), estes vírus produzem sintomas 

semelhantes e muitas vezes visualmente indistinguíveis em plantas de tomateiro na América 

do Sul (Williams et al, 2001; Webster et al., 2011).  

Nas condições brasileiras, um levantamento da ocorrência de isolados de 

tospovírus em diferentes estados revelou a predominância da espécie TCSV, bem como de 

GRSV, nos estados de São Paulo, Minas Gerais e Rio Grande do Sul (Nagata et al., 1995). O 

TCSV é considerado o principal tospovírus no estado de São Paulo prejudicando a produção 

de diversas culturas (Colariccio et al., 2001). Colariccio e colaboradores em 2004, utilizando 

identificação sorológica e caracterização molecular de dois isolados de TCSV, relataram a 

infecção de plantas de alface (cv. Verônica) cultivadas em sistema hidropônico nos  

municípios de Campinas e Sumaré. Por outro lado, um isolado do TCSV de jiló, oriundo do 

Vale do Paraíba, uma das principais regiões produtoras desta hortaliça no estado de São 

Paulo, foi detectado, identificado e caracterizado (Eiras et al., 2002). 

 

2.4- Respostas das plantas aos patógenos 

 

Por serem atacadas por diversos inimigos potenciais (vírus, bactérias, fungos, 

insetos) ou por agentes não biológicos (radiação, temperaturas extremas, poluição, dentre 

outros), as plantas desenvolveram diferentes mecanismos de resposta a tais danos, que são 

acionados assim que a agressão é reconhecida. 
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O sistema de defesa vegetal é multicomponente e age de maneira dinâmica e 

coordenada, no momento e local apropriados, e com a magnitude adequada (Pascholati & 

Leite, 1995). Toda a complexidade funcional, espacial e temporal tem início com o 

reconhecimento pela planta hospedeira de sinais exógenos derivados do patógeno (os 

mencionados PAMPs), prosseguindo com os mecanismos de transdução desses sinais e 

resultando em uma extensa reprogramação do metabolismo celular vegetal, envolvendo 

mudanças na atividade gênica (Walters et al., 2007). 

Para restringir a infecção ou colonização pelos patógenos, as plantas 

desenvolveram diferentes barreiras, de natureza estrutural e bioquímica, que são parte 

constituinte dos mecanismos de defesa pré e pós-formados. Os mecanismos estruturais 

constituem-se em barreiras físicas à penetração e/ou colonização do patógeno, enquanto que 

os mecanismos bioquímicos englobam substâncias capazes de inibir o desenvolvimento do 

patógeno ou gerar condições adversas para a sobrevivência nos tecidos da hospedeira. Os 

últimos devem estar presentes em concentrações adequadas nas partes invadidas e em forma 

acessível ao patógeno, de tal maneira que mudanças na concentração da(s) substância(s) 

impliquem em mudanças na expressão da doença (Schwan-Estrada et al., 2008).  

A resistência da hospedeira a um fitopatógeno, sob o aspecto fisiológico, pode ser 

definida como a capacidade da planta em atrasar ou evitar a entrada e/ou a subsequente 

atividade do patógeno em seus tecidos (Goodman et al., 1986).  

Nos mecanismos de resistência bioquímicos pré-formados (devido à ausência de 

um precursor remoto) as substâncias estão presentes em altas concentrações nos tecidos 

sadios da planta, antes do contato com o fitopatógeno, ou convertem-se em substâncias 

altamente tóxicas com o início da infecção. No caso dos mecanismos pós-formados, as 

substâncias encontram-se ausentes ou em níveis muito baixos antes da infecção, sendo 

ativadas em resposta à presença do agente patogênico ou produzidas a partir de um precursor 

remoto (Garcion et al., 2007).  

Os mecanismos de resistência conhecidos como pré-formados, passivos ou 

constitutivos, são barreiras estruturais/físicas já existentes antes do contato com o 

fitopatógeno, que visam conter a agressão. Estas são normalmente representadas por ceras, 

cutícula, tricomas, parede celular espessa, bem como substâncias químicas pré-formadas 

como fenóis, alcaloides, lactonas insaturadas, glicosídeos fenólicos, glicosídeos cianogênico, 

fototoxinas, inibidores protéicos e enzimas hidrolíticas (Agrios, 2005; Schwan-Estrada et al., 

2008; Stangarlin et al., 2011). 
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Por outro lado, os mecanismos pós-formados, ativos ou induzíveis, isto é, que são 

ativados ou aumentam o nível de compostos pré-existentes após a infecção, estão envolvidos 

na formação de barreiras estruturais como papila, halo, lignificação, camada de cortiça, 

formação de tiloses e deposição de goma, e acumulação de glicoproteínas ricas em 

hidroxiprolina (HRGP) e glicina (GRP). Já os compostos constituintes dos mecanismos 

bioquímicos pós-formados são fitoalexinas, espécies reativas de oxigênio (ROS) e as 

proteínas relacionadas à patogenicidade (PRs) (Agrios, 2005; Schwan-Estrada et al., 2008; 

Stangarlin et al., 2011). 

Para penetrar nas plantas hospedeiras, os vírus precisam inicilamente superar essa 

série de barreiras físicas e químicas pré-existentes. Um exemplo disso é a calose, uma [1,3]-β-

D- glucana que é depositada entre a membrana plasmática e a parece celular como parte da 

resposta HR que regula o tamanho do limite de exclusão do plasmodesma, interferindo com a 

movimentação viral (Iglesias & Meins Jr., 2000). Em um estudo realizado com a combinação 

de várias plantas hospedeiras e viroses (Nicotiana glutinosa - Tobacco mosaic virus; tabaco 

culvivar 'Samsun NN' e feijão 'Pinto' - Tobacco mosaic virus e Tobacco necrosis virus e feijão 

'Pinto' - Cowpea mosaic virus) observou-se que a deposição de calose pode ser detectada 

antes mesmo da formação da lesão local (Shimomura & Dijkstra, 1975). 

A lignina e seus precursores também funcionam como barreira, impedindo a 

penetração viral não somente no local primário da infecção, mas também na proteção 

sistêmica. Isso ocorre através da inibição da translocação do vírus nas células vizinhas, o que 

restringe assim o aumento da lesão (Ouchi, 1983). 

 

2.4.1- Espécies Reativas de Oxigênio (EROS) 

 

A infecção por patógenos induz uma série de respostas de defesa dentre as quais 

um colapso localizado das células vegetais conhecido como reação de HR. Nessa reação há a 

produção de intermediários reativos de oxigênio, conhecidos como ‘Espécies Reativas de 

Oxigênio’ (EROS), incluindo o O2
-, H2O2 e OH (Resende et al., 2003), que posteriormente 

irão promover o estabelecimento gradual da resistência sistêmica adquirida (SAR)(Alvarez et 

al., 1998). 

O termo espécies reativas de oxigênio (EROS) ou reactive oxygen species (ROS) 

são expressões utilizadas para descrever uma variedade de moléculas e radicais livres, 

derivadas do oxigênio molecular (O2), que embora não possuam elétrons desemparelhados 

são muito reativas, devido a sua instabilidade (Ribeiro et al., 2005). 
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Nas plantas, várias perturbações ambientais, como por exemplo, alta intensidade 

de luz, salinidade, seca, calor, frio, ferimentos, ozônio (O3), herbicidas, metais pesados, 

infecção por patógenos, poluentes atmosféricos e toxinas fotossensibilizantes induzem os 

eventos oxidativos também conhecidos como explosão oxidativa que culminam na produção 

excessiva de diferentes EROS tais como: superóxidos, peróxido de hidrogênio, radicais 

hidroxila, radicais peróxidos, radicais alcoxi e oxigênio singlet (Mittler, 2002; Bhattacharjee, 

2005; Vellosillo et al., 2010). 

As EROS são subprodutos normais de diversas vias metabólicas nas plantas, 

sendo produzidas sob condições de estresse em vários compartimentos celulares, incluindo 

cloroplastos, mitocôndrias, peroxissomas, retículo endoplasmático (ER) e membranas 

plasmáticas (Mittler, 2002; Navrot et al., 2007; Barros et al., 2010; Karuppanapandian et al., 

2011; Sharma et al., 2012). Estima-se que cerca de 1-2% de O2 consumido pelas plantas é 

desviado para a produção de EROS (Karuppanapandian et al., 2011; Sharma et al., 2012). 

As EROS desempenham um papel importante na sinalização em vários processos 

adaptativos. As plantas podem perceber, transduzir e traduzir sinais de EROS em respostas 

celulares apropriadas com a ajuda de algumas proteínas sensíveis a redox. Neste contexto, o 

peróxido de hidrogênio (H2O2) pode agir como uma molécula de sinalização e mensageiro 

secundário frente a estresses bióticos e abióticos. O H2O2 é apontado como um fator chave 

mediador da morte celular programada (Bhattacharjee, 2005, Wang et al., 2013). Além disso, 

H2O2 pode induzir a expressão gênica e modular proteínas de sinalização, tais como proteínas 

fosfatases (PP), proteínas quinases (PK), fatores de transcrição e de canais de cálcio que estão 

localizados na membrana plasmática ou em outros compartimentos celulares (Lin et al., 2012; 

Wang et al., 2013). 

Geralmente os níveis de EROS são baixos nas células vegetais, mas sua produção 

é aumentada em resposta a estresses bióticos, em infecções por organismos vivos ou em 

processos fotooxidativos decorrentes de estresses não biológicos (Barros et al., 2010). As 

EROS possuem um papel duplo nas plantas, podendo beneficiá-las ou prejudicá-las 

dependendo da sua concentração. Em alta concentração, as EROS causam danos a 

biomoléculas, enquanto que em concentração baixa e ou moderada, elas atuam como 

mensageiros secundários nas cascatas de sinalização intracelular que medeiam várias 

respostas celulares das plantas (Sharma et al., 2012). 

As EROS podem atuar de diferentes maneiras durante a resposta de resistência 

das plantas tais como: a) diretamente sobre o patógeno, inibindo seu desenvolvimento; b) 

fortalecendo a parede celular por favorecer a formação de ligações cruzadas com proteínas 
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estruturais; c) promovendo a peroxidação de lipídeos da membrana plasmática, fortalecendo 

assim a sua integridade devido à redução da sua fluidez; d) quando transportado através da 

membrana, o peróxido de hidrogênio pode regular a expressão de genes requeridos para a 

ativação da resistência ou pode induzir a formação de ácido jasmônico, um mensageiro 

secundário, a partir da atividade da enzima lipídio hidroperoxidase presente na membrana 

plasmática (Stangarlin et al., 2011). 

Em sistemas biológicos, devido a sua rápida destruição e detoxificação 

(“scavenging”) por mecanismos antioxidantes celulares, a detecção e quantificação das 

espécies reativas de oxigênio é bastante complicada. Por serem moléculas altamente reativas e 

extremamente instáveis, a detecção das EROS baseia-se na medição dos produtos finais 

formados quando da reação das mesmas com substâncias específicas. O superóxido e o 

peróxido de hidrogênio têm sido tradicionalmente detectados por técnicas de coloração. 

Ânion superóxido pode ser detectado empregando tetrazólio nitroblue (NBT) e o peróxido de 

hidrogênio por coloração de diaminobenzidina (DAB) (Lee et al., 2002; Jambunathan, 2010). 

O apurado equilíbrio entre a produção e a eliminação de EROS é garantido por 

uma grande rede de genes que inclui mais de 152 genes em arabidopsis, e cujos produtos 

regulam firmemente a produção, destruição e detoxificação (“scavenging”) das EROS 

(Mittler et al., 2004; Karuppanapandian et al., 2011). Esse aspecto permite a mencionada 

dualidade funcional das espécies reativas em plantas. 

No mecanismo de detoxificação celular, a ação combinada dos sistemas 

enzimáticos e não enzimáticos é de suma importância para evitar danos oxidativos celulares 

prejudiciais aos organismos vivos submetidos a variadas condições de estresses. No interior 

das células, o sistema enzimático é formado por enzimas capazes de remover, neutralizar ou 

limpar as espécies reativas de oxigênio (Scandalios, 1993). As principais enzimas de remoção 

de EROS incluem a superóxido dismutase (SOD), a peroxidase de ascorbato (APX), a 

catalase (CAT), a glutationa peroxidase (GPX) e a peroxiredoxina (PrxR), em conjunto com 

os antioxidantes ácido ascórbico e glutationa (Mittler et al., 2004). 

 

2.4.2- Proteínas relacionadas à patogenicidade (PRs) 

 

As proteínas relacionadas à patogenicidade (pathogenesis related proteins – PRs) 

são proteínas de defesa da planta que são induzidas em resposta à infecção por um patógeno 

ou por estímulos abióticos, podendo estar correlacionadas com a resistência não específica do 

hospedeiro ao patógeno (Van Loon, 1997; Stangarlin et al., 2011). 
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As PRs foram descritas pela primeira vez no início da década de 70 por Van Loon 

em folhas de fumo. Este autor observou o acúmulo de proteínas incomuns após a infecção de 

plantas com o Tobacco mosaic virus (TMV), as quais exibiram reação de hipersensibilidade 

(Durrant & Dong, 2004; Pinto et al., 2011; Stangarlin et al., 2011). 

Em infecções por vírus, durante a defesa ativa, são expressas informações para 

contra-atacar a multiplicação e/ou dispersão do vírus. Com frequência, a resposta ativa toma a 

forma de uma reação hipersensível, onde o vírus é contido em uma mancha circular no tecido 

ao redor da lesão necrótica no sítio no qual ele penetrou. Essa reação não é específica, de 

maneira que as lesões necróticas similares  são formadas após a infecção por fungos e também 

bactérias (Scherer, 2002). 

As PRs não só se acumulam localmente na folha infectada, mas também podem se 

acumular em locais distantes desse local, sendo induzidas sistemicamente e associadas com o 

desenvolvimento da resistência sistêmica adquirida (SAR) (Van Loon & Van Strien, 1999). A 

SAR é igualmente um fenômeno que gera um aumento da capacidade de defesa das plantas, 

após a infecção inicial podendo proporcionar resistência à infecção secundária, a uma vasta 

gama de patógenos por dias (Palukaitis et al., 2008). 

A princípio, as PRs foram definidas como proteínas ácidas, resistentes a proteases 

e posteriormente também foram identificadas proteínas básicas. Em fumo, as proteínas 

intracelulares (localizadas nos vacúolos) são principalmente básicas e são constitutivamente 

expressas em altos níveis nas raízes, enquanto as formas ácidas são geralmente extracelulares. 

As PRs encontradas no espaço extracelular estão diretamente em contato com o patógeno 

penetrando o tecido, enquanto que aquelas presentes nos vacúolos exercem provavelmente um 

efeito na reação de defesa após a descompartimentalização das células (Sticher et al., 1997). 

Nas plantas elas são encontradas na epiderme das folhas, mesófilos, células-guarda de 

estômatos, vasos condutores e em zonas de abscisão (Van Loon et al., 2006). 

As PRs possuem propriedades físico-químicas típicas que as distinguem das 

demais proteínas encontradas nas plantas, tais como: são estáveis em pH baixos, em torno de 

2,8; mostram-se resistentes a ação de enzimas proteolíticas; normalmente apresentam-se 

como monômeros com massa molecular variando entre 5 e 8 kDa; são estáveis sob altas 

temperaturas (em torno de 60 -70 ˚C); dentre outras (Stangarlin et al., 2011). 

Na plantas, as PRs parecem integrar a primeira linha de defesa devido a sua rápida 

indução e acumulação após a infecção (Whalen, 2005). Atualmente essas proteínas são 

classificadas em 17 famílias. De acordo Van Loon e colaboradores (1994) essa classificação 
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deve ser feita com base na similaridade das sequências de aminoácidos, relação sorológica e 

atividade enzimática ou biológica. 

Na resistência de plantas contra agentes patogênicos, o papel das PRs pode ser 

direto ou indireto. Na ação direta, a inibição do crescimento do patógeno ou da germinação de 

esporos, representa uma condição simplificada da defesa das plantas contra a entrada de 

agentes patogênicos. Consequentemente, muitas PRs apresentam atividade antimicrobiana in 

vitro. Isoformas básicas geralmente exercem maior atividade antifúngica e apresentam uma 

reduzida ação contra bactérias, insetos, nematóides ou vírus. Por outro lado, a maioria das 

PRs de ação indireta desempenha papel importante no processo de indução de resistência. 

Dentre as funções relacionadas destaca-se: ação preventiva contra a penetração de patógenos, 

modulação oxidativa de componentes da parede celular (peroxidases PR-9), ou envolvimento 

na transdução de sinais durante a interação do patógeno com a planta hospedeira, como é o 

caso da ação das oxalato oxidases (PR-15) e de proteínas não específicas relacionadas com o 

transporte de lipídeos (PR-14) (Van Loon et al., 1994; Van Loon et al., 2006; Stangarlin et 

al., 2011). 

A atividade enzimática como mecanismos de ação está associada a um pequeno 

número de famílias de PRs tais como glucanases (PR-2), quitinases (PR-3, PR-8 e PR-11), 

peroxidases (PR-9), ribonucleases (PR-10 e PR-4), endoproteinase (PR-7) e a ação inibitória 

pela atividade de inibidores enzimáticos (PR-6). A atividade inibitória de proteases e α-

amilases é atribuída às famílias PR-5, PR-12 e PR-14 (Van Loon et al., 1994; Van Loon et al., 

2006; Stangarlin et al., 2011). 

Os mecanismos de ação das PRs são baseados em atividades hidrolíticas sobre a 

parede celular, toxicidade direta, permeabilização da membrana plasmática, sinalização no 

processo de defesa ou inibição, como por exemplo, de enzimas do trato digestório de insetos. 

Nesse contexto, quitinases (PR-3, PR-4, PR-8 e PR-11) e glucanases (PR-2) têm ação direta 

sobre os componentes 1,3-β-glucano e quitina da parede celular de fungos, enquanto que PR-5, 

PR-12, PR-13 e PR-14 interferem com a membrana plasmática. A ação antimicrobiana direta 

por meio da permeabilização da membrana parece estar relacionada a PRs de natureza básica 

com α-hélice anfipática, permitindo a ligação destas a membrana e posterior inclusão na 

bicamada lipídica (Van Loon et al., 1994; Van Loon et al., 2006; Stangarlin et al., 2011). 

Proteínas e glicoproteínas associadas a matriz extracelular envolvidas em diversos 

processos que incluem a germinação, o desenvolvimento da planta e as respostas a agentes 

agressores de origem biótica e abiótica fazem parte das famílias de PR-15 e PR-16. Por outro 

lado, a família PR-17 apresenta membros que são induzidos por patógenos, e na sua maioria 
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relacionados com a resistência da planta hospedeira. Estes é o caso, por exemplo, das proteínas 

de cevada HvPR-17a e HvPR-17b, que se acumulam somente em tecidos infectados pelo 

fungo Brumeria graminis (Christensen et al., 2002). Por sua vez, a HvPR-17a foi detectada em 

plantas resistentes e suscetíveis infectadas com afídeos (Stangarlin et al., 2011). 

A única família de PRs cuja atividade biológica permanece desconhecida 

compreende as proteínas PR-1. Membros específicos dessa família presentes em tabaco e 

tomate apresentaram atividade antifúngica, porém não se conhece seu mecanismo de ação 

(Van Loon & Van Strien, 1999). Muitas vezes as proteínas PR-1 são utilizadas como 

marcadores do aumentado estado de defesa conferido pela SAR induzida por patógeno (Van 

Loon et al., 2006). 

 

2.4.3- Receptores de proteínas quinase em plantas 

 

Os receptores de proteína quinase, também conhecidos como receptores quinases 

(RPK) constituem-se de diversos grupos de proteína que atravessam a membrana plasmática e 

permitem que as células reconheçam e respondam a diversos estímulos do ambiente 

extracelular (Becraft, 1998; Becraft, 2002).  

Os RPKs podem ser divididos em três classes de acordo com as diferentes 

especificidades de substratos protéicos dos seus domínios quinase. A primeira classe 

corresponde aos receptores tirosina-quinase (RTK) que estão implicados na fosforilação de 

resíduos de tirosina. Na segunda classe são encontrados os receptores serina/treonina quinases 

(STK) que fosforilam os aminoácidos serina e treonina, enquanto que na terceira subclasse 

estão agrupados os chamados receptores histidina-quinase (RHK) que fosforilam resíduos de 

histidina (Becraft, 2002). Nas plantas são encontrados receptores do tipo RHK, e em maior 

quantidade, receptores serina/treonina quinases (RSTK) (Afzal et al.,  2008) (Figura 3). 

Entre os receptores serina/treonina quinases presentes em plantas encontram-se os 

RLKs (receptor-like kinases) que compõe a família RLK/Pelle (Figura 3). Essa família 

apresenta cerca de 600 representantes em arabidopsis e mais de 1000 em arroz (Krupa et al., 

2006) e tem como protótipo uma proteína de membrana dotada de um domínio extracelular 

altamente divergente, com uma única passagem transmembrana em forma de hélice e um 

domínio quinase citoplasmático do tipo serina/treonina (Walker, 1994; Shiu & Bleecher, 

2001; Afzal et al., 2008; Liu et al., 2009). Estes receptores participam de uma ampla gama de 

processos, incluindo regulação do desenvolvimento, resistência a doenças, percepção de 

hormônios e autoincompatibilidade (Shiu & Bleecher, 2001). 
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A família RLK/Pelle pode ser subdividida em pelo menos 50 subfamílias, dado 

que revela a sua alta diversidade e complexidade. Dois terços dos membros dessa família são 

receptores quinases transmembrana (Shiu & Bleecker 2003), sendo os demais divididos entre 

receptores não quinases, receptores quinases citoplasmáticos e as proteínas tipo receptores 

(RLP) (Figura 3). As RLPs são estruturalmente semelhantes aos RLKs quanto aos domínios 

extracelulares, porém são desprovidas do domínio quinase interno e devido a isso, proteínas 

que contêm tal domínio devem ser recrutadas antecipadamente para ativar a sinalização 

downstream (Afzal et al., 2008; Chaparro-Garcia et al., 2011; Liebrand et al., 2013a). As 

RLPs estão geralmente envolvidas em respostas de defesa, tais como as proteínas Cf e Ve1, 

bem como no desenvolvimento (Shiu & Bleecher, 2001; Wang  et al., 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Conhecimentos adquiridos sobre o funcionamento de tais receptores sustentam 

que o receptor percebe sinais mediante seu domínio extracelular e o propaga através do 

Figura 3. Esquema de classificação para receptores de proteínas quinase (RPK) envolvidos no 
desenvolvimento da planta e resistência a doenças modificado de Afzal et al., 2008. RPKs podem 
ser divididos em três subclasses principais de acordo com diferentes especificidades de substrato do 
domínio quinase. Os receptores tirosina-quinase (RTK) que fosforilam resíduos de tirosina, serina / 
treonina quinases (STKS) fosforilam serina e treoninas e histidina quinases fosforilam resíduos de 
histidina (RHKS). Receptores STKs caem em uma ampla família conhecida como o receptor 
quinase (RLK) / família Pelle. Os RLKs podem ser subdivididos em RLCKs (receptores quinase 
citoplasmáticos) e RLP (proteína tipo receptor). 
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domínio quinase intracelular (Shiu & Bleecker, 2001). Os receptores RLKs encontram-se na 

membrana como monômeros inativos. A interação com o ligante induz uma mudança na 

conformação do domínio extracelular que resulta na sua dimerização, o que faz os domínios 

quinases intracelulares se aproximarem, permitindo-lhes a autofosforilação e fosforilação 

subsequente de outros alvos. No entanto, existem exceções a esse modelo geral, como por 

exemplo, o fato de vários RLKs serem multiméricos em sua forma inativa (Becraft, 2002). 

Entre os membros da família RLK/Pelle, os RLKs dotados de domínios LRR 

(LRR-RLK) são altamente numerosos e podem ser incluídos em duas categorias funcionais 

principais. A primeira consiste em LRR-RLKs envolvidas no crescimento e desenvolvimento 

vegetal, tendo com exemplos em A. thaliana: o receptor HAESA envolvido na abscisão de 

órgãos florais, o BRI1 (Brassinosteroid insensitive) implicado na regulação do crescimento 

celular e o CLAVATA1 implicado no controle do desenvolvimento do meristema apical. A 

segunda categoria inclui LRR-RLKs envolvidos na interação planta-patógeno e nas respostas 

de defesa e imunidade inata, tais como o produto do gene OsXa21 que confere resistência a 

mancha bacteriana em arroz e do gene FLS2 (Flagelin sensing 2) responsável pelo 

reconhecimento da flagenina um elicitor bacteriano. Além disso, proteínas adicionais que não 

se enquadram nessas duas classes funcionais podem ser relacionadas. Estas estão implicadas 

na simbiose (NORK/SYMRK e HAR1), em fenômenos de auto-incompatibilidade (receptores 

quinases S; SRK), ou ainda no controle da fixação do nitrogênio atmosférico (SRH5) (Afzal 

et al., 2008; Apfata, 2010). Cabe ressaltar que o domínio LRR nestes receptores varia em 

número e apresenta distribuição variável ao longo da região extracelular.  

A maior parte dos RLKs caracterizados até o momento provém de plantas modelo 

tais como arabidopsis e Medicago truncatula, porém esforços estão sendo realizados para 

expandir esses estudos para espécies de interesse econômico. Os cerca de 200 LRR-RLKs 

presentes em arabidopsis estão agrupados, com base na organização, número de cópias e 

arranjo das repetições LRR presentes na região extracelular, em 15 subfamílias (LRR I a LRR 

XV) (Shiu & Bleecker, 2001; Liu et al., 2009; Sakamoto et al., 2012). Análises comparativas 

de grande escala empregando LRR-RLKs de arabidopsis, arroz e soja identificaram cerca de 

600 representantes em soja (Liu et al., 2009). Evidências experimentais demonstram que as 

subfamílias com função no desenvolvimento apresentam tamanho conservado, enquanto 

aquelas envolvidas na resposta de defesa tem expandido seus membros, principalmente por 

duplicação em tandem (Sakamoto et al., 2012). 

Os perfis de expressão de alguns dos genes codificadores de LRR-RLKs já foram 

deternimados. Verificou-se que a maioria é expressa em órgãos/tecidos ou em estágios de 
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desenvolvimento específicos, tais como os genes PRK1 e PRK2 de tomate que são expressos 

nos tubos polínicos, o gene SERK (somatic embryogenesis receptor-like kinase) de Daucus 

carota é expresso no embrião durante o início da fase globular, e o RKF1 (receptor-like 

kinase in flowers 1) expresso no primórdio floral e durante o início do desenvolvimento do 

estame. Todavia, poucos genes codificadores de RLKs são expressos de forma ubíqua. Como 

exemplos é possível citar o gene TMK1 (Arabdopsis receptor-like transmembrane kinase 1) 

que é expresso em altos níveis em diversos órgãos/tecidos, e o gene RPK1 de arabidopsis que 

é encontrado em todos os principais órgãos/tecidos e tem a sua expressão aumentada pelo 

tratamento com ácido abscísico (ABA) e sob várias condições de estresse abiótico (Shiu & 

Bleecher, 2001). 

De maneira geral, o domínio catalítico das proteínas quinases apresentam um 

tamanho que varia entre 250 – 300 resíduos de aminoácidos. Estes não são conservados 

uniformemente, consistindo de regiões alternadas de alta e baixa conservação. Segundo 

Castells & Casacuberta (2007), doze grandes subdomínios conservados são evidentes, dos 

quais os subdomínios VI e VII são de interesse pois contêm os resíduos conservados 

normalmente presente nos sítios catalíticos das serina/treonina (S/T) ou tirosina quinases, e 

podem desempenhar um papel no reconhecimento da hidroxila correta do aminoácido a ser 

fosforilado (Rudrabhatla et al., 2006). 

Com relação ao domínio extracelular, diversos motivos estão presentes, sendo 

vários deles encontrados em proteínas de plantas e animais, enquanto outros são exclusivos de 

plantas. Alguns desses motivos estão implicados em interações proteína-proteína, na ligação a 

vários carboidratos, incluindo componentes da parede celular microbiana ou glicoproteínas de 

várias origens (Shiu & Bleecker 2001; Morris & Walker, 2003). As plantas desenvolveram 

um complexo diversificado de domínios extracelulares, sendo a maioria representada pelo já 

mencionado domínio LRR.  

Em plantas, os LRR-RLKs que estão envolvidos nos eventos iniciais da imunidade 

inata são denominados “receptores de reconhecimento padrões” (RRPs) e são capazes de 

detectar elecitores específicos denominados “padrões moleculares associados ao 

patógeno/microorganismo” (PAMPs/MAMPs). Neste caso, após a ligação dos PAMPs ao seu 

receptor cognato, inicia-se um bem caracterizado conjunto de respostas de defesa denominado 

“imunidade desencadeada por PAMP” (PTI). Dentre os processos desencadeados pela PTI 

encontram-se a produção de espécies reativas de oxigênio (ROS), a deposição de calose, a 

geração de mensageiros secundários e a expressão de genes de defesa. A elicitação de RPKs 
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leva também a ativação de várias proteínas quinases ativadas por mitógenos conhecidas como 

MAPs (Greeff et al., 2012). 
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3- Capítulo 1: 
 

Caracterização molecular do receptor quinase (SOBIR1) em plantas de tomateiro 

infectadas com os vírus Pepper yellow mosaic virus (PepYMV) e Tomato chlorotic spot 

virus (TCSV). 

 

 

1-INTRODUÇÃO 

 

Diversos relatos sobre o perfil de expressão gênica diferencial em plantas de 

tomateiro infectadas por viroses já foram descritos. Um dentre eles revelou que em plantas de 

tomate infectadas pelo PepYMV, gênero Potyvirus, o gene que codifica um LRR-RLK foi 

reprimido 72 horas após o processo de infecção (Alfenas-Zerbini et al., 2009). Por outro lado, 

pesquisa realizada com tomateiros infectados por TSWV revelou uma elevada expressão de 

genes relacionados à defesa e transdução de sinal (Catoni et al., 2009). Entretanto, o receptor 

LRR-RLK identificado como sendo reprimido na interação do tomateiro com PepYMV não 

figura entre os genes modulados pelo TSWV no trabalho de Catoni e colaboradores. Assim, a 

modulação deste gene pela infecção do tomateiro com outras espécies virais permanece 

desconhecida. 

Mesmo que nenhum receptor capaz de detectar a presença de viroses invasoras 

tenha sido descrito até o momento, o presente trabalho levantou a hipótese do possível 

envolvimento do gene que codifica um receptor LRR-RLK de tomate na resposta de defesa da 

planta frente à infecção pelas mencionadas espécies virais.  

Devido à ausência de estudos relacionados a um receptor RLK em plantas de 

tomateiro (Solanum lycopersicum), em contradição aos vários já relatados em plantas modelo 

como tabaco e arabidopsis, o presente capítulo buscou realizar a caracterização molecular 

deste receptor de tomate na tentativa de entender o funcionamento da complexa rede de 

interação e ativação das respostas de defesa da planta hospedeira. Para isso, o perfil de 

expressão deste receptor frente às infecções pelos vírus PepYMV e TCSV, e em resposta ao 

estresse mecânico, foi determinado. Em seguida investigou-se a sua localização subcelular e 

uma árvore filogenética foi construída. 

Cabe ressaltar que no decorrer da realização dos nossos experimentos, um estudo 

publicado em 28 de maio de 2013a por Liebrand e colaboradores mostrou que o receptor 

LRR-RLK de tomate alvo do presente estudo é um ortólogo de SOBIR1 (Suppressor of BIR1-
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1) de Arabidopsis thaliana. Os autores mostraram que SOBIR1 é um LRR-RLK que atua 

como um regulador positivo da resposta de defesa do tomate a infecção por fungos. Por esta 

razão, adotou-se a sigla SlSOBIR1 para designar o gene em questão. 
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2- MATERIAIS E MÉTODOS 

 

2.1-Obtenção e manutenção dos isolados dos vírus 

 

O isolado 304 do PepYMV (Pepper yellow mosaic virus) (Moura et al., 2011)  e o 

isolado de TCSV (Tomato chlorotic spot virus) utilizados neste estudo foram fornecidos pelo 

Laboratório de Virologia Vegetal, do Departamento de Defesa Fitossanitária da Faculdade de 

Ciências Agronômicas, UNESP – Botucatu. Esses se encontravam mantidos em Nicotiana 

tabacum L. ‘TNN’, por meio de sucessivas inoculações via extrato vegetal tamponado (EVT; 

tampão fosfato 0,05 M, pH 7,2, contendo sulfito de sódio 1 g/L) utilizando carborundum (600 

mesh) como abrasivo. As plantas de tabaco infectadas estavam sendo mantidas em casa de 

vegetação. 

 

2.2-Inoculação das plantas e coleta das amostras 

 

Plantas de tomateiro (Solanum lycopersicum cv. Santa Clara) foram semeadas em 

solo autoclavado com substrato e mantidas em casa de vegetação. Após 12 dias de semeio, as 

plantas foram transferidas para vasos e individualizadas, totalizando 18 plantas. Após 10 dias, 

estas foram separadas em 3 parcelas com 6 plantas cada. O segundo par de folhas 

completamente expandidas das plantas de uma das parcelas foi inoculado mecanicamente 

(via EVT) com extrato de planta infectada com o isolado 304 do PepYMV; para tal foi usado 

tampão de inoculação (fosfato de potássio 0,05 M pH 7,2, contendo sulfito de sódio 1 g/L) e 

carborundum (600 mesh) como abrasivo. O segundo par de folhas das 6 plantas da outra 

parcela foi inoculado apenas com uma mistura de tampão com abrasivo (controle mock), 

enquanto que as plantas da última parcela foram mantidas sem nenhum tipo de inoculação nas 

folhas (plantas NT ) para constituir o controle negativo. As plantas foram mantidas dentro de 

gaiolas antiafídicas (medindo 1 metro de largura e 80 centímetros de altura) em casa de 

vegetação sobre condições controladas. 

As folhas das plantas inoculadas com os tratamentos “PepYMV, mock e NT” 

foram coletadas a 72 horas, 7, 14 e 21 dias após a inoculação (dpi). Essas foram 

imediatamente colocadas em nitrogênio líquido e armazenadas a -80°C.  

Estes mesmos procedimentos foram adotados para a obtenção de plantas de 

tomateiro (Solanum lycopersicum cv. Santa Clara) para posterior inoculação com o vírus 

TCSV. 
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2.3-Extração de RNA total para detecção do PepYMV e TCSV 

 

Para a extração de RNA total visando confirmar a presença dos vírus em cada 

uma das 6 plantas inoculadas foram utilizadas amostras de folhas coletadas aos 21 dias após a 

inoculação. Os RNAs totais foram extraídos empregando o kit de extração Total RNA 

Purification (Norgen) de acordo com as instruções do fabricante.  

 

2.4- Extrações de RNA total dos tecidos foliares para análise de PCR em tempo real 

 

Para a extração de RNA total foram realizados pools de amostras de folhas (cada 

pool contendo folhas provenientes das 6 plantas) para cada tempo de coleta e tratamento com 

PepYMV e TCSV, respectivamente. No caso das plantas sem nenhum tipo de inoculação nas 

folhas (plantas NT), o RNA total foi extraído apenas do pool de amostras do tempo de 72 

horas. As folhas foram maceradas com pistilo e grau contendo nitrogênio líquido. A extração 

ocorreu conforme protocolo descrito por Korimbocus et al., (2002), com modificações. Para a 

extração foram utilizados 100 mg de cada pool de amostra. Ao macerado adicionou-se 500 μL 

de tampão de extração (CTAB 2%; NaCl 1,4 M; 20 mM de EDTA; 100 mM de Tris-HCl 

pH8,0; PVP 1%, completado com água ultrapura autoclavada para um volume final de 100 

mL) previamente aquecido a 65°C. Em seguida, as amostras foram homogeneizadas em 

agitador e incubadas por 10 minutos a 65°C. Passado este período foram adicionados 500 μL 

de clorofórmio acrescido de álcool isoamílico (24:1) e agitadas. As amostras foram 

centrifugadas a 10.000 rpm por 10 minutos, e o sobrenadante transferido para novos 

microtubos. Os procedimentos de adição da mistura clorofórmio: álcool isoamílico e 

centrifugação foram repetidos. Após a transferência do sobrenadante para novos tubos, 

adicionou a este 1 volume de LiCl (5 M), verteu-se os tubos sendo os mesmos mantidos a -

20°C durante a noite. 

Em seguida, os tubos foram centrifugados a 12.000 rpm por 30 minutos a 4°C e o 

sobrenadante foi retirado. Ao precipitado foram adicionados 200 μL de TE (Tris + EDTA) 

contendo SDS 1%; 100 μL de NaCl 5M e 300 μL de isopropanol, seguido por uma incubação 

de 30 minutos a -20°C. As amostras foram novamente centrifugadas a 12.000 rpm por 20 min 

a 4°C, e o sobrenadante foi descartado. Adicionou-se ao precipitado 1 mL de etanol 70% 

gelado (preparado com água DEPC-dietilpirocarbonato) e centrifugou-se por mais 5 minutos 

a 10.000 rpm a 4°C. O etanol foi retirado e o precipitado seco por aproximadamente 20 

minutos a temperatura ambiente e ressuspendido em 30 μL de água tratada com DEPC. 
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2.5-Quantificação dos RNAs totais 

 

O RNA total extraído de cada pool de amostras proveninentes das plantas 

incouladas com PepYMV ou TCSV foi quantificado e avaliado quanto ao grau de pureza 

através do espectrofotômetro (NanoDrop ND-1000 UV-Vis Spectrophotometer, NanoDrop 

Technologies) usando 1 μL de cada amostra. As medidas de absorbância foram realizadas nos 

comprimentos de onda de 260 e 280 nm, e a relação 260/280 determinada. 

 

2.6-Análise da integridade das amostras de RNA total 

 

A integridade das amostras de RNA total foi verificada por eletroforese em gel 

desnaturante de agarose 1% (p/v) contendo formaldeído. Antes da eletroforese, as amostras 

foram desnaturadas a 65°C por 5 minutos sendo transferidas imediatamente para gelo. As 

corridas eletroforéticas ocorreram com tampão de corrida 1X MOPS (10X - MOPS 20 mM 

pH 7,0, acetato de sódio 100 mM e EDTA 500 mM), por aproximadamente 1 hora a 80 volts. 

Os géis foram corados com brometo de etídio, expostos a luz ultravioleta em transiluminador 

e fotografados. 

 

2.7-Tratamento com DNAse e Reação da Transcriptase Reversa (RT) 

 

As amostras de RNA foram tratadas com DNAse I (Promega) para evitar 

contaminação com DNA nas análises posteriores. Para tal, ao RNA total (2 μg) foram 

adicionados 2 μL de tampão de reação de DNAse I (10x com MgCl2); 2 μL de DNAse I (1U/ 

μL) e água tratada com DEPC para completar um volume final de 20 μL. Incubou-se a 

mistura por 30 minutos a 37°C, e a enzima DNAse I foi inativada pela adição de 2 μL de 

EDTA (25 mM) seguida de aquecimento por 10 minutos a 65°C.  

Após o tratamento com DNAse procedeu-se a síntese do DNA complementar 

(cDNA) com o uso do kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems) 

conforme as recomendações do fabricante. As amostras foram incubadas em termociclador 

MasterCycler Gradient (Eppendorf) a 25°C por 10 minutos, 37°C por 2 horas e 85°C por 5 

minutos. Os cDNAs obtidos foram quantificados em espectrofotômetro (NanoDrop ND-1000 

UV-Vis Spectrophotometer, NanoDrop Technologies) e armazenados a -20°C. 
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2.8-PCR convencional para detecção do PepYMV e TCSV 

 

A presença dos vírus PepYMV e TCSV nas plantas infectadas foi confirmada 

empregando os cDNAs produzidos na etapa anterior por PCR convencional (Reação em 

Cadeia da Polimerase). Os oligonucleotídeos específicos utilizados (Tabela 1) foram: um par 

que amplifica parte da região codificadora da proteína capsidial do PepYMV (descrito por 

Moura et al., 2011); um par cujo primeiro oligo (senso complementar) se anela na região não 

traduzida do terminal 3' do S RNA (do nucleotídeo 1 a 15) e o segundo no gene que codifica 

para a proteína N (nucleotídeo 433 a 453) (senso viral) do TCSV (Eiras et al., 2001). Além 

desses, um par que amplifica um gene endógeno que codifica a proteína TCTP 

(Translationally Controlled Tumor Protein) de tomate (Carvalho, 2010) foi empregado para 

verificar a qualidade dos cDNAs produzidos. 

As reações foram preparadas em um volume de 25 μL contendo: 12,5 μL do 

reagente GoTaq® Colorless Master Mix 2x (Promega), 1 μL de cDNA (100 ng/ μL), 10,5 μL 

de água livre de nuclease e 0,5 μL dos oligonucleotídeos acima (10 mM). Como controles 

positivos das reações utilizou-se o cDNA de plantas sabidamente infectadas pelo PepMYV e 

TCSV, respectivamente. Como controle negativo foram usadas alíquotas das amostras de 

RNA total tratadas com DNAseI. 

As amplificações foram realizadas em termociclador MasterCycler Gradient 

(Eppendorf) utilizando 35 ciclos. Os parâmetros utilizados foram: desnaturação inicial (5 

minutos/ 95°C) seguida de um ciclo básico de desnaturação (30 segundos/ 94°C), e de uma 

etapa de annealing que diferiu conforme o par de oligonucleotídeos específicos utilizado. No 

caso dos oligonucleotídeos para o PepYMV empregou-se 45 segundos a 53°C; para o TCSV 

empregou-se  2 minutos a 48°C e para os oligonucleotídeos usados para amplificação da 

TCTP empregou-se 45 segundos a 54,6°C.  Em todos os casos, as etapas seguintes 

consistiram de polimerização por 1 minuto a 72°C, seguida de um período de extensão final 

de 7 minutos a 72°C. Os produtos de amplificação foram verificados em géis de agarose 1% 

corados com brometo de etídio, observados em transiluminador ultravioleta e fotografados. 
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2.9-Desenho dos iniciadores (oligonucleotídeos) para PCR em Tempo Real (qPCR) 

 

Os oligonucleotídeos utilizados para amplificação do receptor SlSOBIR1 foram 

desenhados utilizando como query a sequência de nucleotídeos da região codificadora de um 

receptor de proteína quinase de Nicotiana tabacum (GenBank: AB073628) como descrito no 

estudo de Alfenas-Zerbini et al. (2009). A referida sequência de nucleotídeos foi comparada 

com as sequências depositadas no banco de dados de sequências expressas (EST) de 

solanáceas (SOL Genomics Network Solgenes, http://www.sgn.cornell.edu) utilizando-se o 

algoritmo BLAST. Dois contigs de tomate (SGN-U565512 e SGN-U568730) foram 

identificados, sendo que o primeiro (SGN-U565512) apresentava maior similaridade (melhor 

hit) à sequência usada como query. Assim, a sequência do EST representativo do contig SGN-

U565512 foi alinhada com a do tabaco empregando CLUSTAL 

(www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html) e oligonucleotídeos foram desenhados 

empregando o software Primer Express 2.0 (Applied Biosystems). As sequências destes 

oligonucleotídeos estão disponíveis na Tabela 2.  

O normalizador empregado como gene de referência nas reações de PCR em 

tempo real foi o gene APT1 (Tabela 2) que codifica uma Adenosil-Fosforibosil Transferase e 

cuja expressão já havia sido validada por Alfenas-Zerbini et al., (2009) para infecção com 

PepYMV. O mesmo também foi empregado nas reações de qPCR das amostras infectadas 

com o TCSV, pois dentre os genes de referência testados, o APT1 foi o que apresentou menor 

variação de expressão. 

 

Alvo Sequências dos Oligonucleotídeos 

PepYMV 
PepNib-F.  5’ GWTSGYYGMMTTGGATGATG 3’   

PepUTR-R.  5’ AGTAGTACAGGAAAAGCC 3’ 

TCSV 
BR60  5' AGAGCAATCGTGTCA 3' 

BR65  5' ATCAAGCCTTCTGAAAGTCAT 3' 

TCTP 
Forward   5’ ATGTTGGTTTATCAGGATCTC 3’  

Reverse  5’ GCACTTGATCTCCTTCAAAC 3’ 

Tabela 1. Descrição dos oligonucleotídeos utilizados para a detecção dos vírus PepYMV e TCSV e 
amplificação do gene da TCTP empregados para reações de PCR convencional. 
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2.10-PCR em Tempo Real para Validação da Expressão Gênica 

 

Para as reações de PCR em tempo real utilizou-se o kit GoTaq® qPCR Master 

Mix 2X (Promega). As reações foram preparadas para um volume total de 10 μL, em 

triplicatas, em uma placa de 96 poços, utilizando os seguintes reagentes: 5 μL de GoTaq® 

qPCR Master Mix 2X, 0,3 μL (10 mM) de oligonucleotídeos para o gene avo (Tabela 2), 2 μL 

de cDNA (70 ng/μL) e 2,4 μL de água livre de nuclease. No caso do gene de referência foram 

empregados 0,15 μL (10 mM) dos oligonucleotídeos (Tabela 2). O controle negativo foi 

realizado adicionando-se água à reação, visando à certificação da ausência de qualquer tipo de 

contaminação.  

A amplificação dos fragmentos alvos foi realizada em termociclador ótico (Step 

One Plus Real-Time PCR System - Applied Biosystems), com um ciclo inicial de 

desnaturação a 95°C por 10 minutos, seguido de 40 ciclos com desnaturação a 95°C por 15 

segundos e extensão a 60°C por 1 minuto. No final do processo, para a quantificação dos 

dados, foi realizado um ciclo suplementar de 15 segundos a 95ºC, 1 minuto a 60ºC e 15 

segundos a 95ºC. Posteriormente os dados ópticos foram analisados no programa Step One 

System Software v2.1 (Applied Biosystems).  

Ao término das reações obteve-se a representação gráfica (Amp Plot) e numérica 

(Ct, Threshold Cycle) do aumento da fluorescência ocorrida durante os ciclos das reações. A 

expressão gênica relativa foi calculada pelo método do ΔΔCt (Livak & Schmittgen, 2001), o 

qual se baseia na reação exponencial da PCR. Para tal, a expressão QR (Quantificação 

Relativa) = 2-ΔΔCt, onde QR representa o nível de expressão gênica, Ct representa o ciclo de 

amplificação no qual cada amostra apresenta amplificação exponencial; ΔCt se refere à 

diferença entre o Ct da amostra amplificada para o gene alvo e o Ct da mesma amostra 

amplificada para o gene referência, e ΔΔCt representa a diferença entre o ΔCt da amostra de 

Gene  Sequências de Oligonucleotídeos 

SlSOBIR1 
RLK-F. 5’ ACT GAT CAA GAA AGC CGA GGA C 3’ 

RLK-R. 5’ TCA AGC GAT GCC ACT CCA T 3’ 

APT1 
F.’ 5’ GAA CAG ACA AGA TTG AGA TGC ATG TA 3’  

R.   5’ CCA CGA GGG CAC GTT CA  3’  

Tabela 2. Descrição dos oligonucleotídeos desenhados para a validação da expressão gênica do gene 
SlSOBIR1 por PCR em tempo real. 
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interesse em determinado tempo e o ΔCt da amostra de referência. A eficiência das reações 

(amplificação de cada um dos oligonucleotídeos utilizados) foi determinada por meio de 

diluições seriadas (1:1, 1:5, 1:25 e 1:125). A partir do valor de Ct de cada alíquota, as curvas 

padrões foram elaboradas e o slope das retas foi determinado. Estes valores foram então 

inseridos na fórmula: E = (10 
–1/slope

) × 100 para calcular a eficiência (E). Analisou-se também 

a presença de amplificação inespecífica por meio da curva de dissociação. 

Os testes estatísticos foram realizados empregando o software REST 2009 

(Relative Expression Software Tool). Este programa compara dois grupos, o grupo de 

amostras tratadas com o grupo controle, sendo a comparação sempre realizada a partir de um 

gene normalizador. A significância das diferenças de expressão relativa entre as referidas 

amostras é então verificada por um teste de randomização (Pfaffl et al., 2002). 

 

2.11-Indução de estresse mecânico empregando tampão e abrasivo  

 

Plantas de tomateiro (Solanum lycopersicum cv. Santa Clara) foram semeadas e 

em seguida transferidas para vasos individualizados, totalizando 12 plantas. Seis plantas 

foram separadas e tiveram o segundo e terceiro par de folhas estressadas mecanicamente com 

abrasivo. Para tal foi utilizado extrato vegetal tamponado (EVT) e abrasivo; as outras 6 

plantas foram mantidas sem tratamento (NT) para constituir o controle negativo da análise. 

Essas plantas foram mantidas dentro de gaiolas antiafídicas em casa de vegetação sobre 

condições controladas. 

As coletas das folhas estressadas e não estressadas foram realizadas conforme 

descrito no item 2.2 nos tempos de 1, 3 e 6 horas pós-tratamento. A extração de RNA total foi 

realizada a partir de um pool de folhas (obtido de 6 plantas) para cada tempo de coleta, sendo 

empregado o protocolo de extração de RNA por CTAB como descrito no item 2.4.  

O RNA total foi quantificado e passou pelas etapas de análise da integridade, 

tratamento com DNAseI e produção de cDNA, PCR convencional e PCR em tempo real, 

conforme protocolos descritos anteriormente. 
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2.12-Análise da expressão gênica do receptor SlSOBIR1 em diversos órgãos/tecidos de 

tomateiro 

 

Para verificar o nível de expressão do gene SlSOBIR1 em diferentes 

órgãos/tecidos de tomateiro, amostras de folha, caule, raiz, flor e frutos em diferentes fases de 

desenvolvimento (fruto verde, amarelo e vermelho) foram coletadas. A expressão relativa foi 

determinada por RT-qPCR utilizando como normalizador o gene que codifica uma Ubiquitina 

(UBI) de tomate (Tabela 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.13-Região codificadora do gene SlSOBIR1 e seus sítios de restrição 

 

A sequência de nucleotídeos do EST contendo a região codificadora de SlSOBIR1 

disponível no banco SOL foi inicialmente analisada no programa Expasy Proteomics Server 

usando a ferramenta Translate (http://web.expasy.org/translate/). Dessa forma foi possível 

verificar a localização dos respectivos códons de início e término da região codificadora do 

receptor bem como estimar o tamanho da proteína codificada. 

Essa sequência de nucleotídeos também foi utilizada para análise no programa 

NebCutter (http://tools.neb.com/NEBcutter2/) com o objetivo de localizar os sítios das 

enzimas de restrição que clivam a região para o estabelecimento da estratégia de clonagem.  

 

2.14-Desenho dos oligonucleotídeos para amplificação e clonagem da região codificadora de 

SlSOBIR1 

 

O fragmento correspondente à região codificadora do gene SlSOBIR1 foi 

amplificado por PCR convencional (conforme descrito no item 2.8) empregando os 

oligonucleotídeos descritos na Tabela 4. Neste caso, alterou-se a temperatura de anelamento 

Gene  Sequências de Oligonucleotídeos 

UBI 
F. 5’ GAT CAT CAA TGT GTT TTC GCT TTT  3’  

R. 5’ CAC AAA CTG CAT ATT CAT AAA GAT ACC A  3’ 

Tabela 3. Descrição dos oligonucleotídeos utilizados para amplificação do gene normalizador UBI 
usado durante a validação do nível de expressão gênica do gene SlSOBIR1 em diferentes 
órgãos/tecidos de plantas de tomateiro por PCR em tempo real. 
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(56,4°C por 45 segundos), a etapa de polimerização (2 minutos a 72°C), e a extensão final (10 

minutos a 72°C).  

O produto de amplificação foi ligado ao vetor de clonagem pGEM-T Easy (kit 

pGEM-T Vector Systems - Promega). A reação de ligação foi composta de 1 μl da enzima T4 

DNA ligase (3 U - Fermentas), 1 μL do vetor (50 ng/μl), 7,5 μL de tampão 2X da DNA 

Ligase, 1,5 μL do produto de amplificação (150 ng/ μL) e 4 μL de água livre de nuclease para 

um volume final de 15 μL. A ligação foi incubada a 4°C por 16 horas para posterior 

transformação em células competentes de Escherichia coli. 

 

 

 

 

2.15-Transformação de células competentes de Escherichia coli 

 

Após a ligação do produto de PCR ao plasmídeo realizou-se a transformação de E. 

coli nas seguintes condições: 100 μL de E. coli DH5α competente foi descongelada no gelo e 

incubada com 10 μL do produto de ligação por 30 minutos. Realizou-se um choque térmico 

por 1 minuto e 30 segundos a 42ºC. Em seguida, as bactérias foram mantidas no gelo por 

mais 5 minutos, sendo depois acrescentados 400 μL de meio LB líquido. As bactérias 

transformadas foram incubadas sob agitação a 37ºC por 1 hora e plaqueadas em meio LB 

sólido contendo o antibiótico de seleção ampilicina (100 mg/mL) adicionado de IPTG 

(Isopropil-β-D-tiogalactopiranosídeo - 24 mg/ml) e X-GAL (5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-

Dgalactosídeo - 50 mg/ml). Após crescimento a 37ºC por 16 horas, o DNA plasmidial dos 

clones positivos foi extraído conforme protocolo descrito a seguir. 

 

2.16-Análise dos clones transformantes 

 

As colônias brancas selecionadas foram repicadas individualmente em tubos de 15 

mL estéreis, contendo 3 mL de meio LB líquido e 3 μL do antibiótico ampicilina (100 

mg/mL) (pré-inóculo). Os tubos foram incubados a 37 ºC por 16 horas sob agitação de 150 

Gene  Sequências dos Oligonucleotídeos 

SlSOBIR1 
RLKrc F  5’AT GAC TTC GAA TAT CCA CT 3’ 

RLKrc R  5’CTA ATG CTT GAT CTG AGT TAA CAT GC 3’ 

Tabela 4. Descrição dos oligonucleotídeos utilizados para amplificar a região codificadora do gene 
SlSOBIR1. 
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rpm. Antes de dar início à extração de DNA plasmidial, para cada clone selecionado foram 

feitas culturas permanentes adicionando-se 150 μL de glicerol e 850 μL de cultura  bacteriana, 

incubação em nitrogênio líquido e armazenamento a -80 ºC. 

Para a extração de DNA plasmidial foi utilizado o protocolo de lise alcalina (mini-

preparação) conforme descrito por Sambrook et al., (1989). Os DNAs plasmidiais foram 

quantificados em espectrofotômetro (NanoDrop ND-1000 UV-Vis Spectrophotometer, 

NanoDrop Technologies). 

A confirmação da inserção do fragmento de interesse nos clones recombinantes 

foi realizada por digestão com enzima de restrição em reações com volume final de 30 μL 

contendo: 20 μL de DNA plasmidial, 0,5 μL da enzima EcoR I (10 U/μL) (Fermentas), 6 μL 

do tampão da enzima Tango 2X e 3,5 μL de água livre de nuclease. As reações foram 

mantidas a 37ºC por 4 horas. Os produtos da digestão foram visualizados em gel de agarose 

1% corado com brometo de etídio. 

Alguns clones positivos tiveram o seu DNA plasmidial purificado através do kit 

QIAprep Spin Miniprep (Quiagen), conforme instruções do fabricante, para posterior 

sequenciamento. 

 

2.17-Sequenciamento 

 

O sequenciamento do DNA plasmidial dos clones selecionados foi realizado 

utilizando o kit BigDye™ Terminator v3. 1 Cycle Sequencing versão 3.1 (Applied 

Biosystems) em sequenciador automático ABI 3100 (Applied Biosystems). Foram realizadas 

duas reações para cada clone, sendo uma com o oligonucleotídeo foward e outra para o 

reverse (Tabela 5). 

Para tal, foi utilizado 2 μL do tampão 2,5 Save Money (400 mM Tris-HCl pH 9,0, 

10 mM MgCl2), 2 μL do mix de BigDye, 1 µL (5 mM) dos oligonucleotídeos (Tabela 5) e o 

equivalente a 200 ng de DNA plasmidial. As reações foram realizadas em termociclador com 

os ciclos de temperatura programados para: desnaturação inicial a 96ºC por 2 minutos, 

seguida de 40 ciclos de 96ºC por 30 segundos, 50ºC por 30 segundos e 60ºC por 4 minutos. 

Após a amplificação as amostras foram mantidas a 10ºC até a precipitação.  

As amostras foram secas a temperatura ambiente e o precipitado ressuspendido 

em 10 μl de formamida Hi-DiTM (Applied Biosystems). No momento da aplicação no 

sequenciador, as amostras foram aquecidas a 95ºC por 5 minutos e rapidamente transferidas 

para o gelo.  



59 
 

As sequências de nucleotídeos obtidas foram analisadas empregando o programa 

Bioedit v.7.05, e submetidas no NCBI (National Center for Biotechnology Information – 

Estados Unidos da América) utilizando a ferramenta BLAST. A sequência deduzida de 

aminoácidos da proteína, por sua vez, foi analisada por diferentes programas de análise 

protéica disponibilizados no sítio do Expasy Bioinformatics Resource Portal 

(http://www.expasy.org/). 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.18-Reação de PCR convencional utilizando a enzima Pfu para clonagem no vetor 

pENTR/D- TOPO® 

 

A região codificadora do gene SlSOBIR1 inserida em pGEM-T Easy foi 

reamplificada por PCR visando a sua inserção no vetor de entrada pENTR/D-TOPO®. Os 

oligonucleotídeos disponibilizados na Tabela 4 foram utilizados, porém, no oligonucleotídeo 

forward foi necessário adicionar os nucleotídeos CACC ao seu terminal 5’. 

A reação foi preparada em um volume final de 50 μL contendo: 5 μL 10X tampão 

Pfu com MgSO4, 1 μL de dNTPs (10 mM), 1 μL de cada oligonucleotídeo (10 mM), 0,5 μL 

de Pfu DNA Polymerase (Fermentas) (2,5 U/ μL), 1 μL de DNA plasmidial kit (100 ng/ μL) e 

40,5 μL de água livre de nuclease. A amplificação foi realizada em termociclador 

MasterCycler Gradient (Eppendorf) utilizando 35 ciclos. Os parâmetros utilizados foram: 

desnaturação inicial (5 min/ 95°C) seguida de um ciclo básico de desnaturação (45 segundos/ 

94°C), uma etapa de anelamento (35 segundos/ 56,4°C), polimerização por 4 minuto a 72°C, 

seguida de extensão final de 10 minutos a 72°C. O fragmento gerado foi visualizado em gel 

de agarose 1% corado com brometo de etídio. 

 

 

 

 

Gene  Sequências dos Oligonucleotídeos 

T7 F- 5’ TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG 3’ 

SP6 R- 5' TAT TTA GGT GAC ACT ATA G 3’ 

Tabela 5. Descrição dos oligonucleotídeos usados para sequenciar a região codificadora do gene 
SlSOBIR1 
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2.19-Construção baseada em vetor TOPO 

 

A clonagem do produto correspondente à região codificadora do gene SlSOBIR1 

no vetor pENTR/D- TOPO® foi realizada utilizando-se o kit pENTR Directional TOPO® 

Cloning (Invitrogen). Este kit permite a clonagem do produto de reação da PCR sem 

extremidades coesivas nos vetores do Sistema Gateway® onde uma recombinação sítio 

específica possibilita a clonagem do inserto na orientação correta com eficiência igual ou 

superior a 90%. 

A reação de clonagem direcionada no vetor constituiu-se de 1 μL do produto da 

PCR (aproximadamente 150 ng/μL), 1 μL de solução salina, 1 μL do vetor TOPO (15-20 ng/ 

μL) e 3 μL de água livre de nuclease. 

Para a transformação do vetor pENTR/D- TOPO® foram utilizados 3 μL da reação 

de ligação, misturada com E. coli TOP 10. Esta mistura foi colocada no gelo por 30 minutos, 

após realizou-se choque térmico a 42°C por 1 minuto e 30 segundos, sendo novamente 

incubada no gelo por 2 minutos. Em seguida, acrescentou-se 250 μL de meio SOC 

(disponibilizado no kit) e deixou-se agitar a 37°C por 1 hora a 150 rpm. As bactérias foram 

plaqueadas em meio LB sólido contendo o antibiótico de seleção canamicina (100 mg/mL) e 

incubadas a 37°C por 16 horas. 

A extração de DNA plasmidial foi realizada inicialmente por meio de lise alcalina 

(mini-preparação) e os clones positivos confirmados através da PCR convencional 

empregando os oligonucleotídeos específicos da região codificadora do gene SlSOBIR1 

(Tabela 4). 

Alguns clones positivos tiveram o seu DNA plasmidial purificado através do kit 

QIAprep Spin Miniprep (Quiagen), conforme instruções do fabricante, quantificados e 

sequenciados (item 2.17) usando o par de oligos universais M13 (F: 

5´GTAAAACGACGGCCAG3´ e  R: 5´CAGGAAACAGCTATGAC 3´). Adicionalmente, 

um oligonucleotídeo interno (5’ACA TTT CAG GGA ATA GTT TCC 3’) foi desenhado para 

completar o sequenciamento do fragmento clonado. 

 

2.20-Clonagem no vetor binário Gateway contendo GFP 

 

Com a obtenção do vetor de entrada pENTR/D- TOPO®:SlSOBIR1 a região 

codificadora foi transferida para o vetor de destinação pK7WGF2,0 (Figura 1), gerando uma 
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construção (pEGFP:SlSOBIR1) que permite a expressão de SlSOBIR1 fusionado a proteína 

GFP (Green Fluorescent Protein). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A reação LR consiste em uma recombinação sítio-específica na qual os sítios attL 

presentes no vetor de entrada (pENTR/D- TOPO®) e que estão, portanto, flanqueando o 

produto da PCR, são com este transferidos para o vetor de destino pK7WGF2,0 que contém 

os sítios attR (Figura 2). Para a reação foram utilizados 1 μL do vetor de entrada (25 ng/ μL), 

1 μL do vetor de destinação (50 ng/ μL), 3 μL de água livre de nuclease, 1 μL do tampão 5X 

LR-Clonase Reaction Buffer e 1 μL da enzima LR Clonase. A reação foi incubada a 25˚C por 

2 horas, sendo em seguida adicionados 0,5 L de Proteinase K e incubação por mais 10 

minutos a 37˚C. Essa reação foi usada para transformar células eletrocompetentes de E. coli 

DH5α. 

 

 

 

Figura 1. Representação esquemática do vetor pK7WGF2,0 com a indicação dos sítios attR, 
local de inserção do clone de entrada. 
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2.21-Transformação de E. coli eletrocompetentes com pEGFP:SlSOBIR1 e seleção dos 

transformantes 

 

Para a transformação 2 μL da reação LR foram misturadas a células 

eletrocompetentes de E. coli DH5α. Em seguida, essas células foram transferidas para uma 

cuveta (0,1 cm) de eletroporação, a qual foi mantida no gelo e submetidas a um choque 

elétrico com capacitância de 25 μF e 1,8 kV de carga e 400Ω de resistência. Após a 

eletroporação, as células foram ressuspendidas em 450 μL de meio SOC e incubadas a 37°C 

por 1 hora sob agitação de 150 rpm. A suspensão celular foi plaqueada em meio LB sólido 

contendo o antibiótico de seleção estreptomicina (100 mg/mL) e incubada à 37°C por 16 

horas. 

Os clones recombinantes foram confirmados através da análise de restrição com o 

uso das enzimas XbaI e HindIII bem como por reação de PCR convencional (item 2.8) 

empregando os oligonucleotídeos correspondentes à região codificadora do gene SlSOBIR1 

(Tabela 4). Como controles dessa reação foram empregados DNA plasmidial correspondente 

ao vetor de entrada (controle positivo) e água livre de nuclease (controle negativo).  

Os resultados da análise de restrição e os produtos amplificados na PCR foram 

visualizados em gel de agarose 1% corado com brometo de etídio. 

 

2.22-Transformação de Agrobacterium tumefaciens  

 

À cepa LBA 4404 de A. tumefaciens eletrocompetente adicionou-se 1µL de DNA 

plasmidial contendo o cassete de expressão pEGFP:SlSOBIR1 (Figura 5) sendo incubada no 

gelo por 2 minutos. Toda a suspensão foi transferida para uma cuveta (gelada) e a mesma foi 

Figura 2. Diagrama esquemático da construção pEGFP:SlSOBIR1contendo a região codificadora 
de SlSOBIR1 fusionada a Egfp sob controle do promotor  e terminador 35S  do CaMV 
(Cauliflower mosaic virus). Can denota o gene nptII que confere resistência a canamicina; attR2 e 
attR1 são as regiões de recombinação homólogas; Egfp (proteína fluorescente verde com 
enhancer) e bordas (LB e RB). 
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posicionada no eletroporador para a aplicação do pulso (capacitância de 25 µF e 1,8 kV de 

carga e 400Ω de resistência). Imediatamente após o pulso adicionou-se 1 mL de meio SOC e 

a suspensão foi transferida para microtubos e incubada por aproximadamente 2 horas a 28°C 

sob agitação de 150 rpm. A suspensão foi plaqueada em meio LB sólido contendo os 

antibióticos rifampicina (100 mg/mL), estreptomicina (100 mg/mL) e espectiomicina (90 

mg/mL). As placas foram embrulhadas em papel alumínio e incubadas a 28°C por cerca de 2 

a 3 dias. 

As colônias crescidas foram repicadas individualmente em tubos de 15 mL 

estéreis, contendo 3 mL de meio LB líquido e os antibióticos acima citados. Os tubos foram 

incubados no escuro a 28ºC por cerca de 2 dias sob agitação de 150 rpm.  

A confirmação dos clones positivos foi realizada empregando PCR (item 2.8) com 

os oligonucleotídeos descritos na Tabela 4. O controle positivo da reação foi o DNA 

plasmidial extraído de uma colônia transformada com o vetor de entrada, e o negativo, água 

livre de nuclease. 

 

2.23-Germinação das sementes de Nicotiana benthamiana 

 

Sementes de N. benthamiana foram semeadas em vaso contendo solo autoclavado 

com substrato e mantidas em sala climatizada. As plântulas foram individualizadas 20 dias 

após o semeio, totalizando 6 vasos, os quais permaneceram por aproximadamente 45 dias sob 

condições controladas até a realização dos ensaios de agroinfiltração. 

 

2.24-Ensaios de agroinfiltração e observação da localização subcelular 

 

Para os ensaios de agroinfiltração as agrobactérias contendo o cassete de 

expressão pEGFP:SlSOBIR1 (Figura 2) foram cultivadas em meio LB líquido (20 mL) 

adicionado dos antibióticos seletivos, sendo as mesmas mantidas no escuro sob agitação (150 

rpm) por cerca de 2 dias a 28ºC até atingirem uma absorbância a 600 nm (A600) entre 0,6 e 

0,8. As bactérias foram coletadas por centrifugação a 5.700 rpm por 15 minutos a temperatura 

ambiente e o sobrenadante descartado. O precipitado bacteriano foi então ressuspendido em 

20 mL de tampão de agroinoculação (MES 10 mM, pH 5,6 contendo MgCl2 10 mM e 

Acetoseringona 200 μM) e incubadas no escuro sob agitação (150 rpm) a 28ºC por 

aproximadamente 3 horas. 
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A construção pm-rk CD3-107 foi usada como controle positivo de localização nos 

ensaios de agroinfiltração, sendo a mesma coinfiltrada com a construção pEGFP:SlSOBIR1.  

Essa construção, inserida no vetor binário pBIN20, contém a sequência codificadora de uma 

aquaporina de membrana (gene AtPIP2A) fusionada à proteína fluorescente mCherry 

(fluorescência vermelha) sob controle de um duplo promotor 35S (2X35S) (Nelson et al., 

2007). O clone foi adquirido junto ao Arabidopsis Biological Resource Center. A construção 

pm-rk CD3-107 foi inserida em A. tumefaciens cepa LBA 4404 e empregada nos ensaios de 

agroinflitração. 

As soluções bacterianas contendo as construções pEGFP:SlSOBIR1 e 

2x35S:AtPIP2A:mCherry, respectivamente, foram levemente misturadas para serem 

coinfiltradas nas folhas de N. benthamiana. A solução bacteriana foi injetada com seringa de 

plástico de 1 mL na face abaxial das folhas, entre as nervuras secundárias, por meio de quatro 

a seis pontos de inoculação. As plantas foram mantidas em condições controladas por um 

período de 48 a 72 horas para posterior visualização. 

As análises de localização das proteínas de fusão, mediante visualização de 

fluorescência, foram realizadas em microscópio Confocal Leica (modelo - TCS P5), usando a 

epiderme das folhas agroinfiltradas. A epiderme foi isolada com o auxílio de uma pinça e 

mantida em placa de Petri contendo água Milli-Q autoclavada.  

 

2.25-Análise filogenética  

 

Uma análise filogenética foi realizada empregando as sequências de aminoácidos 

do domínio catalítico PKc (quinase) de diferentes RLKs de plantas. Inicialmente foram 

selecionadas sequências provenientes de RLKs de tomate (Solyc04g077010 2.1; 

Solyc06g065260 2.1; Solyc11g020280 1.1; Solyc08g066320 2.1; Solyc12g008500 2.1; 

Solyc08g066210 2.1; Solyc09g072810 2.1; Solyc04g071680 1.1; Solyc04g074020 2.1; 

Solyc06g069650 2.1; Solyc03g059490 1.1; Solyc06g048620 2.1; Solyc03g033610 1.1; 

Solyc02g084370 1.1; Solyc07g005540 1. 1) e arabidopsis (AT5G49660.1; AT3G19700.1; 

AT1G09970.2; AT1G72180.1; AT5G25930.1; AT1G35710.1; AT4G08850.1; AT1G74360.1; 

AT3G02130.1; AT5G01890.1; AT1G75640.1; AT4G36180.1; AT5G45800.1; AT5G58150.1 

e AT2G24230.1). Além dessas, as sequências de aminoácidos das proteínas SOBIR1 de 

arabidopsis (AT2G31880.1) e de tomate [Solyc06g071810 1.1 - SGN-U565512 (proteína 

estudada) e Solyc03g111800 2.1] também foram incluídas. A seleção de tais sequências foi 

baseada no trabalho de Sakamoto e colaboradores (2012) que identificaram e classificaram 
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todos os putativos RLKs de tomate através da comparação com os RLKs previamente 

descritos em A. thaliana (Shiu & Bleecker, 2003; Shiu et al., 2004). 

Adicionalmente, a sequência de aminoácidos entre o 334 ao 576, correspondente 

ao domínio quinase da proteína SlSOBIR1 foi comparada com as sequências depositadas no 

GenBank utilizando a ferramenta BLAST, sendo selecionadas as seguintes sequências: 

PREDICTED:SOBIR1-like [Vitis vinifera](XP_002276125.1); PREDICTED:SOBIR1-like 

[Cucumis sativus](XP_004138075.1); PREDICTED:SOBIR1-like [Glycine 

max](XP_003523117.1); PREDICTED:SOBIR1-like [Fragaria vesca subsp. 

vesca](XP_004299167.1) e Nicotiana tabacum mRNA for receptor-like protein kinase  

(AB073628.2) (WRK) denominado NtSOBIR1 (Liebrand et al., 2013a). 

As sequências foram alinhadas empregando-se o programa CLUSTAL W. Para as 

análises de agrupamento e construção do dendrograma foi usado “Neighbor-joining (NJ)” 

(Saitou & Nei, 1987) com 1000 réplicas. Todas as análises filogenéticas foram implementadas 

empregando o pacote de ferramentas MEGA 5.2 (Tamura et al., 2011). 
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3- RESULTADOS 

 

3.1-Análise da expressão do receptor SlSOBIR1 em plantas de tomate infectadas pelos vírus 

PepYMV e TCSV 

 

Para analisar a expressão do gene SlSOBIR1 nas plantas de tomate inoculadas com 

PepYMV e TCSV foi utilizado RNA total extraído de pools de amostras de folhas (cada pool 

contendo folhas de 6 plantas) para cada tempo de coleta (72 horas, 7, 14 e 21 dias) das plantas 

inoculadas com os vírus e plantas mock. A qualidade dos cDNAs obtidos foram analisadas 

pela amplificação por PCR convencional, de parte da região codificadora da TCTP de tomate, 

que pode ser usada como um controle de qualidade do cDNA, por se tratar de uma proteína 

que apresenta a presença de transcritos em todos os tecidos vegetais (Carvalho, 2010). A 

eletroforese dos produtos da PCR amplificados gerou um fragmento de aproximadamente 500 

pb (pares de base) correspondente à região codificadora da TCTP (Carvalho, 2010) 

demonstrando assim que os cDNAs encontravam-se em boa qualidade.  

Antes das análises de tempo real, a presença dos vírus PepYMV e TCSV nas 

plantas de tomateiro inoculadas foi confirmada por RT-PCR empregando oligos específicos 

para cada espécie viral. Para tal foram utilizadas as amostras de RNA total extraídas aos 21 

dpi, portanto, proveninentes de folhas sistemicamente infectadas. A eletroforese dos produtos 

da PCR permitiu observar a presença de um fragmento de 960 pb nas plantas infectadas pelo 

PepYMV (Moura et al., 2011) (Figura 3), e a presença de um fragmento de 453 pb (Eiras et 

al. 2001) nas plantas infectadas com o TCSV (Figura 4). As bandas correspondentes foram 

observadas em todas as amostras analisadas revelando assim, que as plantas encontravam-se 

devidamente infectadas pelos respectivos vírus. 
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A análise de expressão relativa por PCR em tempo real do gene que codifica o 

receptor SlSOBIR1 revelou uma repressão estatisticamente significativa (P<0,05) nas plantas 

inoculadas com o PepYMV em relação ao controle não tratado (NT), em todos os tempos 

avaliados (Figura 5). Ou seja, a acumulação de transcritos do gene alvo nos diferentes tempos 

de coleta foi drasticamente afetada pela presença do vírus. 

 

 

 

 

Figura 3: Amplificação por RT-PCR da parte da região codificadora da proteína capsidial do 
PepYMV (seta) em amostras de plantas de tomateiro inoculadas com o vírus. Amostras: Pep-1 – 
Pep-6 de plantas 21 dpi; L (marcador molecular de 1Kb); (+) controle positivo – planta que serviu 
como fonte de pré-inóculo e (-) controle negativo – água. Gel de agarose 1% corado com brometo 
de etídeo. 

 L          Pep-1    Pep-2       Pep-3       Pep-4      Pep-5      Pep-6         (+)        (-) 

1000 pb 

       L     TCSV-1 TCSV-2 TCSV-3 TCSV-4TCSV-5TCSV-6   (+)       (-) 

  500 pb 

Figura 4: Amplificação por RT-PCR da região não traduzida do terminal 3' do S RNA e de parte 
do gene que codifica para a proteína N (senso viral) do TCSV em amostras de plantas de tomateiro 
inoculadas com o vírus. Amostras: TCSV-1 – TCSV-6 de plantas 21 dpi; L (marcador molecular 
de 1Kb); (+) controle positivo – planta que serviu como fonte de pré-inóculo, e (-) controle 
negativo – água. Gel de agarose 1% corado com brometo de etídeo. 
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Por outro lado, nenhuma modulação significativa na expressão do gene SlSOBIR1 

foi observada nas plantas tratadas com a mistura de tampão com abrasivo (controle mock), 

exceção feita ao tempo de 14 dpi. Neste tempo, uma redução significativa na expressão 

relativa foi detectada quando comparada com o controle não tratado. Esse resultado parece 

indicar que o gene alvo poderia estar respondendo ao ferimento provocado pelo uso do 

abrasivo, na ausência do vírus. Corroborando essa hipótese, a indução pelo estresse mecânico 

da expressão do gene WRK (wound-induced receptor-like kinase), que codifica um LRR-RLK 

de tabaco com alta similaridade ao SlSOBIR1 já foi relatada na literatura (Ito et al., 2002). 

Devido a isso, um novo gráfico de expressão foi elaborado visando mostrar o que 

provavelmente possa corresponder somente ao efeito da infecção viral pelo PepYMV nos 

níveis de transcritos do gene SlSOBIR1 nessas plantas, descontando a influência do estresse 

mecânico que é observado nas plantas controle mock (Figura 6). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Expressão relativa do gene SlSOBIR1 em plantas infectadas pelo PepYMV. 
Amostra NT (não tratada); M (controle mock - mistura de tampão com abrasivo). Análises 
realizadas a 72 h e 7, 14 e 21 dpi. Os asteriscos indicam expressão diferencial significativa 
em relação ao controle NT com P < 0,05. 
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No caso da análise de expressão relativa do gene SlSOBIR1 em plantas infectadas 

pelo TCSV, um aumento na sua expressão nas plantas inoculadas em relação ao controle não 

tratadas (NT) foi observado nos tempos de 7, 14 e 21 dpi. Um pico siginificativo de 

acumulação de transcritos (P<0,05) foi detectado no tempo de 14 dpi (Figura 7). Já para o 

tempo de 72 hpi não se observou variação nos níveis de expressão de SlSOBIR1 em relação ao 

controle não tratado (NT). Diante disso, pode-se inferir que a infecção da planta hospedeira 

por um tospovírus leva a um acúmulo de transcritos do gene alvo como um provável 

mecanismo de ativação para uma resposta de defesa da planta frente ao patógeno. 

Alterações significativas na expressão do gene SlSOBIR1 também foram 

verificadas nas plantas tratadas com a mistura de tampão com abrasivo (controle mock) nos 

tempos 7, 14 e 21 dpi, sendo que em 72 horas após o ferimento houve um pequeno aumento 

nos níveis de transcritos em relação ao controle (NT) (Figura 7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Expressão relativa do gene SlSOBIR1 onde os níveis de acúmulos dos transcritos 
foram obtidos a partir dos valores de expressão das plantas infectadas pelo PepYMV 
deduzidos dos valores de expressão das plantas controle mock. Amostra NT (não tratada); 
Análises realizadas a 72 h e 7, 14 e 21 dpi.  
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3.2-Análise da expressão em plantas de tomateiro tratadas com tampão e abrasivo  

 

 Tendo em vista a hipótese de modulação da expressão do gene SlSOBIR1 por 

estresse mecânico, um novo experimento foi instalado para verificar se o referido gene 

poderia ser responsivo ao ferimento. Para tal pools de folhas tratadas com uma mistura de 

tampão e abrasivo (cada pool contendo folhas de 6 plantas) foram usados para a extração de 

RNA total, sendo que folhas provenientes de plantas não tratadas foram usadas como 

controle. Neste caso, as coletas foram realizadas em tempos menores, uma vez que a resposta 

a injúria mecânica acontece de forma rápida (León et al., 2001). Os cDNAs obtidos foram 

empregados na análise de PCR real time utilizando-se oligonucleotídeos SlSOBIR1-

específicos e gene APT1 como normalizador. 

Como resultado, verificou-se que o gene SlSOBIR1 é notavelmente induzido pelo 

estresse mecânico (ferimento), apresentando um aumento de aproximadamente 8 vezes em 

relação ao controle não tratada (NT) detectado 1 hora após ao tratamento (Figura 8). 

Entretanto, depois desse pico inicial a expressão é diminuída nos demais tempos, sendo um 

nível basal observado após 3 h e uma redução significativa em relação ao controle constatada 

após 6 h. 

 

Figura 7. Expressão relativa do gene SlSOBIR1 em plantas infectadas pelo TCSV. Amostra 
NT (não tratada); M (controle mock - mistura de tampão com abrasivo). Análises realizadas 
a 72 h e 7, 14 e 21 dpi. Os asteriscos indicam expressão diferencial significativa em relação 
ao controle NT com P < 0,05. 
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3.3-Análise da expressão gênica em diferentes órgãos/tecidos de tomateiro 

 

A expressão relativa do gene SlSOBIR1 foi avaliada em diferentes órgãos/tecidos 

de tomateiro. Foram avaliadas amostras de folha, caule, raiz, flor, fruto verde e fruto amarelo. 

Os RNAs destes diferentes órgãos/tecidos foram tratados com DNaseI e serviram de molde 

para a síntese dos cDNAs utilizados na reação de qPCR. 

Na Figura 9 é possível observar que o gene SlSOBIR1 é expresso na folha, caule e 

flor, com um maior nível de expressão observado na folha. Por outro lado, a acumulação de 

transcritos do gene alvo nos demais órgãos/tecidos analisados (raiz e frutos verde e amarelo) 

foi muito baixa ou não detectada quando a análise é normalizada com o gene que codifica a 

Ubiquitina de tomateiro. Cabe ressaltar que um pool de cDNAs provenientes de todos os 

órgãos analisados foi usado como calibrador e expressão obtida considerada igual a 1. Estes 

resultados mostram que o gene SlSOBIR1 é expresso predominantemente nas folhas. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Expressão relativa do gene SlSOBIR1 em plantas de tomate submetidas ao tratamento 
com tampão e abrasivo (mock). Amostra NT (não tratada). Os asteriscos indicam expressão 
diferencial significativa em relação ao controle NT com P < 0,05. 
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3.4-EST correspondente à região codificadora de SlSOBIR1 - análises in silico 

 

O EST (SGN-U565512) identificado no banco de dados SOL Genomics apresenta 

2096 nucleotídeos e contém uma fase aberta de leitura de 1878 nucleotídeos (nt). A região 5’ 

não-traduzida (UTR) tem 98 nt enquanto que a região 3’ apresenta 120 nt. A proteína 

codificada apresenta 625 aminoácidos (Figura 10), massa molecular predita de 69.8 kDa e 

ponto isoelétrico de 9.16.   

Um domínio serina/treonina quinase está presente entre os aminoácidos 331-625 

sendo o sítio ativo [LIVMFYC]-x-[HY]-x-D-[LIVMFY]-K-x(2)-N-[LIVMFYCT] localizado 

entre os aminoácidos 469-481. A existência de um peptídeo sinal que se estende até o 

aminoácido 21 foi predita pelo programa SignalP 4.1. Adicionalmente, os programas 

TMHMM e TOPPred indicaram a existência, com alta significância, de uma única hélice 

transmembrana entre os aminoácidos 270-290 (Figura 10).   

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Expressão relativa do gene SlSOBIR1 em diferentes órgãos/tecidos de tomateiro. Um 
pool de cDNAs provenientes de todos os órgãos analisados foi usado como calibrador. 

Figura 10. Representação esquemática do receptor SlSOBIR1 mostrando os diferentes 
domínios/motivos presentes em sua sequência primária de aminoácidos. S- peptídeo sinal; LRR – 
repetições ricas em leucina; TM – domínio transmembrana. 
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3.5-Clonagem da região codificadora de SlSOBIR1 no vetor binário Gateway contendo GFP 

  

A construção do vetor de entrada (pENTR/D- TOPO®) contendo a referida região 

codificadora foi transferida para o vetor de destinação o vetor binário pK7WGF2,0 que gerou 

um clone capaz de expressar o receptor SlSOBIR1 fusionado a proteína EGFP. Para a seleção 

dos transformantes, o DNA plasmidial foi extraído pelo método de lise alcalina e empregado 

para a análise dos recombinantes por meio da digestão com as enzimas de restrição Xba I e 

Hind III e via PCR. O vetor recombinante (pEGFP:SlSOBIR1) assim obtido foi inserido em A. 

tumefaciens para a realização dos ensaios de agroinfiltração em tabaco. 

 

3.6-Localização subcelular do receptor SlSOBIR1  

 

Para a localização subcelular do receptor SlSOBIR1, as construções 

pEGFP:SlSOBIR1 e 2X35S:AtPIP2A-mCherry, usado para a marcação da membrana 

plasmática, inseridas em A. tumefaciens, foram coinfiltradas em folhas de N. benthamiana. 

Após 48 e 72 horas de inoculação, a epiderme das folhas infiltradas foi delicadamente retirada 

e avaliada sobre microscópio confocal, sendo a localização do receptor verificada. 

Nas imagens capturadas na microscopia confocal após 72 horas a fluorescência 

associada à fusão EGFP:SlSOBIR1 foi visualizada na periferia das células infiltradas estando 

aparentemente associada à parede celular/membrana plasmática (Figura 11). Um padrão 

altamente similar foi observado quando o filtro foi trocado visando capturar a emissão da 

fluorescência associada à fusão AtPIP2A-mCherry. Neste caso, a fluorescência vermelha 

também foi visualizada na periferia das células, mais precisamente junto da membrana 

plasmática, uma vez que este é marcador específico de membrana plasmática. A sobreposição 

das imagens confirma a co-localização das duas proteínas, o que permite inferir que o 

receptor SlSOBR1 está associado à membrana plasmática. 
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3.7-Relações filogenéticas do receptor SlSOBIR1  

 

Uma análise filogenética foi realizada na tentativa de encontrar indicativos do 

possível papel funcional para o receptor SlSOBIR1 de tomate. Para tal foram empregadas 39 

sequências de putativos LRR-RLKs de tomate e arabidopsis. A árvore filogenética obtida 

(Figura 12) revelou que os LRR-RLKs incluídos na análise foram distribuídos nos ramos 

correspondentes às diferentes subfamílias LRR já descritas (LRR-I a LRR-XV). Nove das 

sequências analisadas foram agrupadas e formaram um ramo externo, que inclui os receptores 

SOBIR1 de arabidopsis e de tomate. A sequência do receptor SlSOBIR1 apresentou maior 

identidade de sequência com o receptor WRK de N. tabacum que está envolvido com a 

resposta de hipersensibilidade e que foi denominado de NtSOBIR1 por Liebrand e 

colaboradores (2013a).  

A análise filogenética empreendida neste estudo corroborou com a análise 

realizada por Sakamoto e colaboradores (2012) empregando diversos RLKs putativos de 

tomate, incluindo receptores citoplasmáticos. Os autores verificaram que os LRR-RLKs 

foram agrupados com pelo menos um LRR-RLK de arabidopsis e distribuídos dentro das 15 

subfamílias de LRR descritas. Neste estudo observou-se que o receptor SlSOBIR1 agrupou-se 

com o receptor SOBIR1 de arabidopsis em um mesmo ramo da árvore não sendo, porém, 

incluído em nenhuma das subfamílias.  

 

Figura 11 - Localização subcelular do receptor SlSOBIR1 em células da epiderme foliar de N. 
benthamiana. (A) Sinal fluorescente verde da fusão EGFP:SlSOBIR1; (B) Sinal fluorescente vermelho 
da fusão AtPIP2A-mCherry (controle); (C) Sobreposição das fluorescências emitidas. Escala da barra = 
30,0 µm. 
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Figura 12. Árvore filogenética mostrando a relação da sequência deduzida de aminoácidos do 
domínio catalítico PKc  (quinase) do receptor SlSOBIR1 de tomate com mais de 39 outras 
sequências de receptores. A árvore foi construída usando Neighbor-Joining com bootstrap de 
1000 repetições. O ramo que contém o receptor de tomate investigado está realçado de vermelho. 
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4- DISCUSSÃO 

 

Inúmeros estudos de análise da expressão gênica global têm sido utilizados para 

investigar as alterações no transcriptoma da planta hospedeira provocadas por infecções 

virais. Tais análises têm fornecido informações importantes sobre o impacto da infecção viral 

nos mecanismos de defesa da planta hospedeira, permitindo a identificação de genes 

potencialmente envolvidos na resposta de defesa antiviral.  

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo realizar a caracterização 

de um gene que codifica um receptor do tipo LRR-RLK em tomate e cuja expressão 

diferencial em uma interação compatível com um potyvírus foi constatada em ensaios de 

macroarranjo empregando folhas inoculadas. Por outro lado, essa mesma expressão 

diferencial em outra interação compatível com um tospovírus ainda não havia sido relatada. 

 Segundo Alfenas-Zerbini e colaboradores (2009), o gene do receptor de proteína 

quinase de tomate teve sua expressão reprimida pelo PepYMV no tempo de 72 hpi. No 

presente trabalho, a subsequente validação do perfil de expressão deste gene (denominado 

SlSOBIR1; Liebrand et al., 2013a) em plantas de tomateiro cv. Santa Clara inoculadas com o 

PepYMV mostrou que esta repressão também ocorre nos estágios mais tardios da infecção 

viral.  

Em relação à validação do perfil de expressão do gene SlSOBIR1 nas plantas de 

tomateiro inoculadas com o TCSV, um aumento nos níveis de transcritos do gene durante a 

infecção sistêmica foi constatada. Catoni e colaboradores (2009) estudando a resposta 

transcricional de genes em caule e raízes de plantas de tomateiro infectadas pelo TSWV 

(Tomato spotted wilt virus), um vírus pertencente ao gênero Tospovirus, verificaram a 

expressão induzida de genes relacionados à defesa e sinal de transdução nas raízes. Neste 

estudo observou-se que todos os genes envolvidos na cascata de sinalização da proteína 

quinase ativada por mitógenos (MAPKKK) foram ativados. 

Assim, com base nos dois tipos de modulação negativa e positiva observadas no 

presente trabalho levantou-se a hipótese de que este receptor poderia estar atuando de forma 

indireta nas vias de sinalização relacionadas com a resposta antiviral.  

Diversos relatos mostram que os vírus de RNA são capazes de promover uma 

modulação negativa da expressão de genes da planta hospedeira. A repressão de importantes 

genes endógenos foi observada, por exemplo, em plantas de N. benthamiana infectadas pelo 

Cymbidium ringspot virus (CymRSV), sendo essa repressão considerada um componente 

primordial para o completo desenvolvimento dos sintomas da doença (Havelda et al., 2008). 
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Os autores mostraram que a replicação viral não é necessária para a manutenção da regulação 

negativa destes genes e que o mecanismo de silenciamento por RNA não implica na regulação 

negativa. Além disso, verificou-se que a repressão de genes da hospedeira devido à infecção 

viral decorre de uma combinação particular entre o vírus e a planta hospedeira havendo um 

importante envolvimento do componente genético nesse processo (Havelda et al., 2008). 

Corroborando essa observação, análises transcriptômicas demonstraram que a resposta global 

de diferentes ecótipos de arabidopsis frente à infecção pelo Tobacco etch virus (TEV) é 

variável e, segundo o ecótipo analisado, envolve a ativação e repressão de genes de diferentes 

categorias funcionais (Hillung et al., 2012). Com base nesses dados é possível sugerir que a 

repressão do receptor SlSOBIR1 seja específica da interação tomate-PepYMV. 

Curiosamente, genes codificadores de diversas classes de receptores quinase, 

incluindo receptores do tipo LRR-RLK como o SlSOBIR1, têm sido comumente relatados 

como sendo diferencialmente expressos em diferentes patossistemas virais (Naqvi et al., 

2011; Czosnek et al., 2013). Na maioria das vezes, esses genes são regulados positivamente 

frente à infecção viral, como verificado no presente trabalho para o gene SlSOBIR1 em 

plantas de tomateiro infectadas com o tospovírus TCSV. 

Na interação entre Brachypodium e os vírus Panicum mosaic virus (PMV) e seu 

satélite SPMV, por exemplo, Mandadi & Scholthof (2012) observaram que genes LRR-RLK 

pertencentes a subfamílias LRR-VIII-2 e LRR-XII eram altamente induzidos pela infecção 

viral. Em plantas de N. benthamiana inoculadas com os vírus envelopados Sonchus yellow 

netvirus (SYNV) (gênero Rabdovirus) e um tospovírus Impatiens necrotic spot virus (INSV), 

a expressão do gene que codifica para um receptor SOBIR1-like (GenBank: BQ516009) foi 

induzida durante a infecção sistêmica de ambos os vírus (Senthil et al., 2005).  

Em um estudo mais abrangente, Whitham e colaboradores (2003) investigaram o 

padrão de expressão gênica em folhas de A. thaliana inoculadas com cinco espécies virais 

com genoma composto por moléculas de RNA fita simples de polaridade positiva e negativa, 

incluindo um potyvírus [TVCV (tobamovírus), ORMV (tobamovírus), PVX (potexvírus), 

CMV (cucumovírus) e TuMV (potyvírus)]. A análise revelou alterações coordenadas na 

expressão de genes em resposta à infecção pelos diferentes vírus, incluindo mudanças vírus-

específicas e gerais. Dentre os genes que tiveram a expressão induzida pelas infecções 

encontra-se o ortólogo do receptor SlSOBIR1 de arabidopsis (AT2G31880), cuja expressão foi 

regulada positivamente em resposta a todas as cinco viroses em um ou mais tempos durante o 

curso da infecção. Observa-se, neste caso, que o receptor SOBIR1 teve sua expressão 

aumentada independente da espécie viral, e do tipo de genoma associado (RNA de fita 
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simples de polaridade positiva ou negativa), utilizada na inoculação das plantas (Whitham et 

al., 2006).  

Por outro lado, demonstramos que a expressão do gene SlSOBIR1 é também 

modulada por estresse mecânico. Neste contexto, Ito e colaboradores (2002) relataram que a 

expressão do gene WRK, renomeado NtSOBIR1 (Liebrand et al., 2013a) é sensível à mudança 

de temperatura e também induzida rapidamente por ferimento em plantas de tabaco que 

carregam o gene N. O gene N é um gene que confere resistência ao Tobacco mosaic virus 

(TMV) e promove a morte celular dependente da temperatura. O gene NtSOBIR1 é dentre os 

genes ortólogos a SlSOBIR1 aquele que apresenta maior identidade (82%) com o referido 

receptor de tomate.  

 No estudo de Ito e colaboradores (2002) verificou-se que elevados níveis de 

acumulação de transcritos do gene NtSOBIR1 eram encontrados antes da formação da lesão 

necrótica (resposta de hipersensibilidade) em folhas de tabaco carregando o gene N inoculadas 

com TMV. Por outro lado, a ocorrência de baixos níveis de acumulação de transcritos do 

referido gene era detectada em plantas de tabaco (cv. Samsunn nn) recessivas para o gene de 

resistência. Além disso, a indução do gene alvo por ferimento ocorria minutos após o 

ferimento, sendo portanto rápida e transiente (Ito et al., 2002; Takabatake et al., 2006). De 

acordo com Takabatake e coautores (2006) quando as plantas sofrem algum tipo de ferimento 

elas respondem rapidamente, recompondo os tecidos danificados e protegendo-os de ataques 

posteriores. 

Cabe ressaltar que em nossos experimentos, apesar de não termos empregado um 

cultivar de tomate contendo algum gene de resistência para o PepYMV ou TCSV, foi possível 

observar claramente que o receptor de tomate responde rapidamente ao processo de injúria 

causado nas folhas. O pico de expressão em resposta ao ferimento ocorreu 1 hora após a 

aplicação do estresse, sendo essa expressão reduzida ao longo do tempo. 

 De acordo com Takabatake e colaboradores (2006) mesmo havendo centenas 

de genes receptores de proteína quinase encontrados no genoma de plantas, poucos foram 

analisados pelos seus papéis fisiológicos. Neste contexto, apesar de um acúmulo de 

transcritos serem observados após o ferimento, a razão e as consequências desta indução 

ainda não foram esclarecidas de forma definitiva. 

Avaliando a expressão relativa do gene SlSOBIR1 em diferentes órgãos/tecidos de 

tomateiro foi possível conferir que este gene é expresso na folha, caule e flor, apresentando 

um maior nível de expressão na folha. Por outro lado, a acumulação de transcritos do gene 

alvo nos demais órgãos/tecidos analisados (raiz e frutos verde e amarelo) apresentou-se muito 
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baixa ou não detectável, revelando que o gene SlSOBIR1 é expresso predominantemente nas 

folhas. Contrariamente, Ito e colaboradores (2002) observaram que o gene NtSOBIR1 na 

ausência de estresse é expresso em baixos níveis de forma constitutiva e ubíqua. Por outro 

lado, uma comparação subjetiva dos nossos dados com os depositados no arabidopsis eFP 

Browser (www.bar.utoronto.ca), uma ferramenta que disponibiliza dados de expressão gênica 

de arabidopsis (Winter et al., 2007), demonstrou que o gene ortólogo AtSOBIR1 encontra-se 

expresso em baixos níveis em vários órgãos/tecidos, porém  sua expressão é elevada nas 

folhas como observado para o gene SlSOBIR1. É importante salientar que as folhas 

representam locais de penetração para diferentes patógenos, o que pode explicar a maior 

expressão do receptor SlSOBIR1 neste órgão. 

Adicionalmente, utilizando agroinfiltração e microscopia confocal foi 

demonstrado que o receptor SlSOBIR1 está associado à membrana plasmática. Resultados 

similares foram obtidos por Liebrand e colaboradores (2013a) investigando este mesmo 

receptor, e por Takabatake e co-autores (2006) pesquisando o receptor ortólogo de tabaco 

NtSOBIR1. 

Na tentativa de buscar identificar um possível papel funcional para o receptor 

SlSOBIR1, uma árvore filogenética foi construída empregando diversas sequências de 

putativos LRR-RLKs de tomate e arabidopsis (Shiu & Bleecker, 2003; Shiu et al., 2004; 

Sakamoto et al., 2012). A árvore obtida corroborou com a análise realizada por Sakamoto e 

colaboradores (2012) no qual verificaram que os receptores do tipo SOBIR1 agrupam-se em 

um ramo externo da árvore não sendo incluídos em nenhuma das subfamílias de LRR 

conhecidas. Neste estudo a analise filogenética demonstrou que o receptor SlSOBIR1 teve 

maior identidade com o receptor SOBIR1 de tabaco cuja função está relacionada com a 

transdução de sinais relacionados a resposta de hipersensibilidade e ao estresse mecânico 

(Takabatake et al., 2006). Os dados obtidos também apontam para um possível papel do 

receptor SlSOBIR1 na resposta ao estresse mecânico em plantas de tomate. No entanto, este 

receptor apresentou comprovadamente alterações na sua expressão com a infecção viral, o 

que sugere que sua função não está restrita somente a uma resposta exclusivamente 

relacionada ao ferimento.  

 Com relação ao papel desempenhado por SlSOBIR1, recentemente foi descrita a 

interação deste receptor com receptores de proteínas (RLPs) Cf-4 e Ve1 de tomate (também 

conhecidas como proteínas de avirulência –Avr) que ativam a resposta de hipersensibilidade e 

imunidade da planta a duas raças de fungos (Liebrand et al., 2013a). Curiosamente, 

SlSOBIR1 foi capaz de interagir não só com RLPs envolvidos na imunidade da planta, mas 
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também com RLPs envolvidos no desenvolvimento vegetal, o que sugere que SlSOBIR1 atue 

como um regulador basal para diferentes tipos de receptores de superfície celular (Liebrand et 

al., 2013a). 
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5- CONCLUSÕES 

 

� O gene SlSOBIR1 é reprimido durante a infecção do tomateiro com o Pepper 

yellow mosaic virus (PepYMV); 

� O gene SlSOBIR1 é induzido durante a infecção do tomateiro com o Tomato 

chlorotic spot virus (TCSV); 

� O gene SlSOBIR1 é responsivo ao estresse mecânico; 

� O gene SlSOBIR1 é expresso preferencialmente nas folhas; 

� O receptor SlSOBIR1 está localizado na membrana plasmática da célula 

vegetal; 

� O receptor SlSOBIR1 agrupa-se com os receptores SOBIR1 de arabidopsis, 

tabaco e uva. 
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4- Capítulo 2: 

 

Estudo funcional do gene que codifica o receptor SOBIR1 de tomate (SlSOBIR1) 

empregando superexpressão em plantas de tabaco. 

 

 

1-INTRODUÇÃO 

 

 Estudos recentes realizados com o gene SlSOBIR1 e seus ortólogos apontaram 

para algumas possíveis funções desempenhadas por este receptor (Gao et al., 2009; Liebrand 

et al., 2013a). Neste sentido, Liebrand e colaboradores (2013a) demonstraram que o receptor 

SlSOBIR1 interage com receptores de superfície celular diretamente envolvidos na resposta 

de defesa do tomate a duas raças diferentes de fungos. Os autores observaram que os mesmos 

interveem de maneira direta não só na resistência contra tais patógenos, mas também 

interagem com proteínas tipo receptores associados ao desenvolvimento da planta. 

 Diante das hipóteses de que o PepYMV poderia estar interferindo em alguma 

via de sinalização mediada por SlSOBIR1 e que o TCSV poderia estar ativando a sinalização 

dessa mesma via, este capítulo buscou investigar o efeito da superexpressão deste receptor 

frente a infecção com cada uma dessas espécies virais. Em paralelo procurou-se investigar a 

expressão de genes de defesa previamente selecionados e proceder à detecção de espécies 

reativas de oxigênio nas plantas com superexpressão. Neste caso, buscou-se correlacionar a 

expressão constitutiva do receptor com possíveis padrões de tolerância ou susceptibilidade 

das plantas a esses dois tipos de infecções virais. 
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2-MATERIAIS E MÉTODOS 

 

2.1-Clonagem no vetor binário Gateway pK7WG2,0  

 

Após a construção do vetor de entrada pENTR/D-TOPO®:SlSOBIR1 (item 2.19 – 

material e métodos capítulo 1), a região codificadora do gene SlSOBIR1 foi transferida para o 

vetor binário pK7WG2,0 (Figura 1 e 2), gerando uma construção que permite a 

superexpressão deste receptor em plantas transgênicas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Representação esquemática do vetor binário pK7WG2,0 com a indicação dos sítios 
attR. 
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Posteriormente realizou-se a transformação de células eletrocompetentes de E. 

coli e a seleção dos transformantes, conforme descrito no item 2.21 (capítulo 1). 

O DNA dos clones positivos foi então sequenciado, sendo o DNA plasmidial 

contendo o cassete de expressão (Figura 2) posteriormente usado para transformar cepa de 

Agrobacterium tumefaciens LBA 4404.  

 

2.2-Esterilização e germinação das sementes de Nicotiana tabacum 

 

Sementes de N. tabacum SR1 foram inicialmente esterilizadas passando por um 

período de incubação em água ultrapura autoclavada por 1 hora. Posteriormente, as sementes 

foram imersas (sobre agitação) em etanol 70% por 5 minutos, seguida de dois processos de 

lavagem com água ultrapura. As sementes foram incubadas em hipoclorito de sódio 50% por 

1 minuto e lavadas quatro vezes em água ultrapura.  As sementes foram transferidas para 

placas de Petri contendo meio MS (Murashige & Skoog, 1962) sólido. As placas foram 

mantidas em câmara de crescimento com fotoperíodo de 16 horas de luz e temperatura de 20 

+ 2ºC. Após a germinação, as plântulas foram transferidas para frascos com meio novo a fim 

de obterem bom desenvolvimento. 

 

2.3-Obtenção de plantas transgênicas de tabaco 

 

Para a obtenção de plantas transgênicas de tabaco foi utilizado o protocolo 

descrito no “Manual de transformação genética de plantas modelos” da EMBRAPA (2002). 

As agrobactérias transformadas com o cassete de expressão foram incubadas em 5 

ml de meio LB líquido seletivo com agitação de 150 rpm a 28ºC, até atingirem uma 

absorbância a 600 nm (A600) de aproximadamente 1,5. A suspensão foi diluída até chegar a 

uma A600 de aproximadamente 0,1.  

Figura 2. Diagrama esquemático da construção inserida no vetor pK7WG2,0 contendo a região 
codificadora do gene SlSOBIR1 sob controle do promotor  (p35S) e sinais de terminação da 
transcrição (T35S) do CaMV. Can denota o gene nptII que confere resistência a canamicina, attR2 
e attR1 são as regiões de recombinação homólogas. 
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Para a transformação foram utilizados discos foliares retirados de plantas 

crescidas em condições estéreis como descrito acima (item 2.2). Aproximadamente 40 discos 

foliares foram utilizados. Os discos foram imersos por 10 minutos em meio LB contendo as 

agrobactérias sendo posteriormente secos em papel de filtro estéril e transferidos para placas 

contendo meio MS sólido, sendo mantidos com a face adaxial em contato com o meio. As 

placas foram mantidas no escuro por 48 horas a 28ºC. Posteriormente, os discos foram 

transferidos para placas de Petri contendo meio MS adicionado de BAP (citocinina 6-

benzilaminopurina – 2 mg/L) e os antibióticos cefotaxina (300 mg/L) e canamicina (50 

mg/µL) (meio de regeneração). Estas foram mantidas em sala de crescimento sob fotoperíodo 

de 16 horas de luz até o surgimento de calos. 

 Com o aparecimento dos primeiros calos nos discos foliares, estes foram 

transferidos das placas de Petri para frascos de vidro (devidamente esterilizados) também 

contendo meio de regeneração.  

Os calos foram mantidos por 45 dias em meio de regeneração. Após esse período, 

as brotações derivadas dos calos foram individualmente transferidas para novos frascos 

contendo meio de enraizamento [meio MS adicionado de cefotaxina, ANA (ácido 

naftalenoacético (auxina) – 0,1 mg/L) e canamicina)] para formação das raízes.  

 Após o estágio de enraizamento, 26 plantas foram transferidas para copos de 

plástico de 300 mL contendo vermiculita e terra vegetal (na proporção 1:2) respectivamente e 

aclimatadas em caixas cobertas parcialmente com filme de PVC transparente. Após a 

aclimatação, as plantas foram transferidas para vasos maiores e mantidas em estufa até a 

coleta das sementes. 

 

2.4-Extração de DNA genômico 

 

O DNA genômico das plantas transgênicas de tabaco foi extraído de folhas 

conforme protocolo de Konieczny et al., (1993), parcialmente modificado. Para isso 100 mg 

de tecido foliar foram macerados em nitrogênio líquido até a obtenção de um pó. Esse 

material foi transferido para microtubos onde foi adicionado 500 μL do tampão de extração 

(100 mM de Tris-HCl pH 8.0; 50 mM de EDTA pH 8,0; 500 mM de NaCl; 10 mM de β-

Mercaptoetanol e água ultrapura autoclavada ), sendo acrescido a este volume 70 μL de SDS 

10%, seguida de agitação em agitador, com posterior incubação por 10 minutos a 65 ºC. À 

amostra foram adicionados 216 μL de acetato de potássio 3 M (pH 5,5), sendo a mesma 

misturada por inversão e incubada por 5 minutos no gelo. Posteriormente centrifugou-se a 
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12.700 rpm por 10 minutos e transferiu-se o sobrenadante para novos microtubos. Foram 

adicionados 640 μL de álcool isopropílico e 60 μL de acetato de sódio 3 M ao sobrenadante, 

seguido por uma incubação de 10 minutos a -20 ºC, centrifugação por 15 minutos a 12.700 

rpm e descarte do sobrenadante.  

 O precipitado foi dissolvido em 200 μL de TE pH 8,0, sendo a amostra 

centrifugada por mais 5 minutos a 12.700 rpm o sobrenadante foi transferido para novos 

microtubos acrescidos de 20 μL de acetato de sódio 3M e 440 μL de etanol 100%. Incubou-se 

por 10 minutos a -20 ºC, centrifugou-se por 5 minutos a 12.700 rpm e descartou-se o 

sobrenadante. Ao precipitado acrescentou-se 500 μL de etanol 70%, centrifugou-se 

novamente por 5 minutos a 12.700 rpm e descartou-se o sobrenadante. O DNA genômico foi 

seco por aproximadamente 5 minutos em estufa a 37 ºC, sendo então ressuspendido em 50 μL 

de água livre de nuclease, tratado com RNAse e quantificado em espectrofotômetro 

(NanoDrop ND-1000 UV-Vis Spectrophotometer, NanoDrop Technologies). 

 

2.5-Confirmação da inserção via PCR de DNA genômico 

 

 A verificação da inserção do cassete de expressão no genoma das 26 plantas 

regeneradas foi realizada através de PCR de DNA genômico. As reações foram preparadas em 

um volume de 25 μL contendo: 12,5 μL do reagente GoTaq® Colorless Master Mix 2x 

(Promega), 1 μL de DNA genômico (aproximadamente 200 ng/μL), 10,5 μL de água livre de 

nuclease e 0,5 μL dos oligonucleotídeos (10 mM). Os oligos, cujas sequências estão 

disponibilizadas na Tabela 1, pareiam, respectivamente, no promotor 35S e na região 

codificadora do receptor SlSOBIR1, gerando um fragmento de aproximadamente 2015 pb. Os 

controles utilizados foram: DNA plasmídial contendo o cassete de expressão (controle 

positivo), DNA genômico extraído de planta de tabaco selvagem (WT) e água livre de 

nuclease como controles negativos. 

 

 

 

 

Gene  Sequências de Oligonucleotídeos 

P35S F. 5’ ACA ATC CCA CTA TCC TTC 3’ 

SlSOBIR1 RLKrc R  5’CTA ATG CTT GAT CTG AGT TAA CAT GC 3’ 

Tabela 1. Descrição dos oligonucleotídeos utilizados para confirmação da inserção do cassete nas 
plantas de tabaco transformadas. 
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Nas amplificações os parâmetros utilizados foram: desnaturação inicial (5 minutos 

/ 95°C) seguida de um ciclo básico de desnaturação (30 segundos/ 94°C), de anelamento (45 

segundos / 56,4°C), etapa de polimerização (2 minutos e 30 segundos / 72°C,) e extensão final 

(10 minutos / 72°C). Os produtos amplificados na PCR foram visualizados em gel de agarose 

1% corado com brometo de etídio, observados em transiluminador ultravioleta e fotografados. 

 

2.6-Extração de RNA total das plantas transgênicas 

 

Dentre as plantas que apresentaram a inserção do cassete algumas foram 

selecionadas para a extração do RNA total visando confirmar a expressão do transgene. O 

RNA foi extraído a partir de folhas maceradas em nitrogênio líquido empregando o protocolo 

descrito por Korimbocus et al.,(2002). Os procedimentos de quantificação, análise da 

integridade, tratamento com DNAseI e produção de cDNA, foram realizados como descrito 

nos itens 2.4 a 2.7 do Capítulo 1. 

 

2.7-Quantificação da expressão relativa do gene SlSOBIR1 nas plantas de tabaco transgênicas 

 

A técnica de PCR em tempo real foi empregada para quantificar a expressão 

relativa do gene SlSOBIR1 em 6 plantas transgênicas de tabaco (T0) correspondentes a 

eventos independentes de transformação. As reações foram preparadas de acordo com o item 

2.10 (Capítulo 1), o normalizador empregado foi o gene que codifica uma Actina em tabaco 

(0,15 μL a 10 mM) oligos: F. 5’ AGC CAA AAT AGA ACC TCC AAT CCA A 3’ e R. 5’ 

TTT CCT GGA ATT GCT GAT AGG ATG A  3’.  

 

2.8-Seleção de eventos de transformação para experimentos posteriores 

 

 As plantas correspondentes aos três eventos de transformação com maiores 

níveis de expressão do gene SlSOBIR1 (denominadas T-1, T-2 e T-6) foram selecionadas para 

a realização dos ensaios posteriores. Para tal, as sementes foram coletadas e armazenadas. 

  

2.9-Inoculação das plantas transgênicas com PepYMV e análise da acumulação viral 

 

Sementes dos referidos eventos de transformação foram inicialmente germinadas 

em vasos de tamanho pequeno contendo uma mistura de vermiculita e solo (1:2). Após a 



88 
 

germinação, as plântulas foram transferidas para novos vasos, em uma quantidade de 3 

plantas/vaso, totalizando 24 vasos por evento de transformação analisado. Além dos 

transformantes também foram semeadas sementes de tabaco selvagem não transformado para 

serem usadas como controle. Todas essas plantas foram mantidas em casa de vegetação em 

condições controladas e tiveram a inserção do cassete de expressão reconfirmada por PCR 

convencional empregando DNA genômico extraído conforme protocolo descrito por Edwards 

et al., (1991) com modificações.  

As plântulas dos 3 eventos de transformação, bem como do controle não 

transformado, foram separadas em parcelas contendo 6 plantas cada. Todas as plantas de uma 

parcela tiveram suas folhas inoculadas mecanicamente (via EVT) empregando extrato de 

tabaco selvagem infectado com o isolado 304 do PepYMV. As 6 plantas da outra parcela 

tiveram suas folhas inoculadas apenas com a mistura de tampão com abrasivo (controle 

mock); enquanto que as 6 plantas da última parcela foram mantidas sem nenhum tipo de 

inoculação nas folhas (NT) para constituir o controle negativo. Todas as plantas foram 

mantidas dentro de gaiolas antiafídicas em casa de vegetação sobre condições controladas. 

A acumulação viral nas plantas inoculadas e nos diferentes controles (mock e NT) 

foi determinada usando folhas coletadas a 72h, 7, 14 e 21 dias após a inoculação (dpi). O 

material foliar foi acondicionado a 4˚C, sendo posteriormente maceradas em tampão de 

extração segundo protocolo da técnica de ELISA indireto. 

Paralelamente, as 12 plantas restantes de cada evento de transformação foram 

tratadas, respectivamente, com uma mistura de tampão com abrasivo (6 plantas) e não tratadas 

para constituir o controle negativo. O mesmo foi realizado com as plantas de tabaco não 

transformadas. A coleta das folhas tratadas e não tratadas foi realizada após 1, 3 e 6 horas. 

Para a extração do RNA total foram obtidos pools de amostras de 6 folhas de cada evento de 

transformação para cada tempo de coleta, sendo que o mesmo foram extraído utilizando o 

protocolo de extração de RNA por CTAB. A quantificação, análise da integridade, tratamento 

com DNAseI e produção de cDNA foram realizados conforme descritos nos itens 2.4 a 2.7 do 

capítulo 1. 

 

2.10-Teste de ELISA (Enzime Linked Immunosorbent Assay) indireto  

 

Para verificar a acumulação do PepYMV nas plantas de tabaco foi utilizado o 

teste de ELISA indireto empregando um anti-soro universal anti-potyvirus (Agdia). As 

amostras de folhas (0,18 g) foram inicialmente maceradas em tampão de extração Indirect 
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Sample Extraction 1X [1,59 g de Na2CO3; 2,93 g de NaHCO3; 0,2 g de NaN3; 20 g de 

Polyvinylpyrrolidona (PVP) dissolvidos em 1000 mL de água destilada, pH 9,6] na proporção 

1:10. Cem μL do macerado foram adicionados a cada cavidade da placa de poliestireno, a 

qual foi incubada por 2 horas a 4ºC. Após este período, a placa foi lavada 7 vezes com tampão 

PBS-Tween 1X (8,0 g de NaCl; 1,15 g de Na2HPO4; 0,2 g de KH2PO4; 0,2 g  de KCl; 500 μL 

de Tween 20 dissolvidos em 1000 mL de água destilada obtendo uma solução final com pH 

7,4). Adicionou-se o anticorpo primário (anti-poty) diluído (1:200) em tampão ECI 1X (2,0 g 

de albumina bovina; 20 g de PVP, 0,2 g de azida de sódio dissolvidos em 1000 mL de água 

destilada com pH 7,4), sendo a placa incubada por 16 horas a 4ºC. O ciclo de 7 lavagens em 

tampão PBS-Tween (1X) foi repetido. Após as lavagens, o anticorpo secundário conjugado a 

fosfatase alcalina (anti-mouse IgG) diluído (1:200) em tampão ECI (1X) foi adicionado e a 

placa incubada por 2 horas a temperatura ambiente. Um novo ciclo de 7 lavagens com PBS-

Tween (1X) foi repetido. A revelação foi realizada utilizando-se p-nitrofenilfosfato em 

pastilha de 5 mg,  diluída em 5 mL de tampão PNP (1X) (0,1 g de MgCl2. 6H2O; 0,2 g de 

azida de sódio; 97 mL de dietanolamina dissolvidos em 1000 mL de água destilada obtendo 

uma solução final com pH 9,8). A leitura das densidades ópticas foi realizada em 

espectrofotômetro (Multiskan Plus Version 2.03) usando uma absorbância a 405 nm. Foram 

consideradas positivas as amostras com valor de absorbância pelo menos três vezes maior que 

o obtido para as plantas sadias. 

Os dados obtidos por ELISA foram submetidos a teste de homogeneidade de 

variâncias (Levene) e atendendo as pressuposições estatísticas foram submetidos à análise de 

variância ANOVA. As médias foram comparadas pelo teste Tukey ao nível de 5% de 

probabilidade. Todas essas análises foram realizadas no programa estatístico SAS (Statistical 

Analysis System) versão 9.0. 

 

2.11-Análise do acúmulo viral de TCSV por qPCR em plantas de tabaco transgênicas  

 

Sementes de tabaco da geração T2 dos eventos de transformação T-1, T-2 e T-6, 

bem como sementes de tabaco selvagem, foram semeadas em solo autoclavado com substrato 

e mantidas em casa de vegetação. Após 12 dias de semeio, as plântulas resultantes foram 

individualizadas, totalizando 48 plantas, as quais foram separadas em 2 parcelas contendo três 

plantas para cada evento de transformação e controle selvagem. O segundo par de folhas 

completamente expandido das plantas de uma das parcelas foi inoculado mecanicamente (via 

EVT) com extrato de planta infectada com o isolado de TCSV, enquanto que as plantas da 
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outra parcela foram mantidas sem nenhum tipo de inoculação nas folhas (plantas NT) para 

constituir o controle negativo. As plantas foram mantidas dentro de gaiolas antiafídicas em 

casa de vegetação sobre condições controladas. 

As folhas das plantas inoculadas com TCSV e não inoculadas (NT) foram 

coletadas a 72h, 7 e 14 dias após a inoculação (dpi). Essas foram imediatamente colocadas em 

nitrogênio líquido e armazenadas a -80°C, para posterior extração de RNA total empregando 

o kit de extração Total RNA Purification (Norgen) de acordo com as instruções do fabricante. 

Em seguida os RNAs foram quantificados em espectrofotômetro (NanoDrop ND-

1000 UV-Vis Spectrophotometer, NanoDrop Technologies), tratados com DNAse e os 

cDNAs foram produzidos utilizando o kit High Capacity cDNA Reverse Transcription 

(Applied Biosystems) conforme as recomendações do fabricante. Estes cDNAs foram 

empregados na análise de PCR em tempo real para verificar a acumulação viral.  

A quantificação relativa da carga viral de TCSV foi realizada utilizando um 

método de curva padrão ou curva de diluição seriada para processamento em tempo real de 

dados de PCR relativa (Larionov et al., 2005). Para tal, oligonucleotídeos vírus-específicos 

(Tabela 2) foram desenhados com base na sequência de nucleotídeos do isolado de TCSV 

usado na inoculação. As sequências genômicas foram fornecidas pelo Laboratório de 

Virologia Vegetal, do Departamento de Defesa Fitossanitária da Faculdade de Ciências 

Agronômicas, UNESP – Botucatu.  

As reações foram preparadas em duplicatas para um volume total de 10 μL 

utilizando 0,15 μL (10 mM) de ambos os oligonucleotídeos: o específico para o TCSV e 

aqueles usados para amplificiar o gene 18S (Tabela 2) usado como normalizador. As 

amplificações (ciclagem e temperaturas) foram realizadas de acordo com o item 2.10 (capítulo 

1).  

 

 

 

 

Alvo Sequências de Oligonucleotídeos 

TCSV 
TCSV-F. 5’ CACATTGCCAGGATAAGTAACG 3’ 

TCSV-R. 5’ AGTGTAGATCTAGACCGCTC 3’     

18S 
F. 5’ AGGAATTGACGGAAGGGCA 3’ 

R.  5’ GTGCGGCCCAGAACATCTAAG 3’ 

Tabela 2. Descrição dos oligonucleotídeos utilizados para a quantificação relativa do número de 
cópias do vírus TCSV bem como para amplificação do normalizador empregado nas reações de PCR 
em tempo real. 
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A quantidade viral relativa presente em uma amostra de planta selvagem escolhida 

aleatoriamente e coletada aos 7 dpi, período no qual a infecção viral já se tornou sistêmica, foi 

normalizada com a expressão do gene 18S (amostra calibrador). Em cada placa, uma curva 

padrão foi realizada utilizando diluição serial de dez vezes (até 106) de ambos os cDNAs 

utilizados como molde nas reações de qPCR.  

A quantidade basal relativa do vírus presente na amostra de planta selvagem 

coletada aos 7 dpi recebeu o valor relativo de 0,1 e as concentrações em todas as amostras 

foram normalizadas proporcionalmente. Para tal utilizou-se das seguintes equações:  

 

Alvo Normalizado (amostra teste) = _____Alvo_______ 
Controle Endógeno 
 

Alvo Normalizado (amostra calibrador) = Calibrador 
Controle Endógeno 

 

Os valores dos alvos normalizados são divididos para calcular a diferença de 

vezes na quantidade dos alvos entre as amostras testes e a amostra calibrador, da seguinte 

forma: 

 

Diferença de vezes no alvo = Alvo Normalizado (amostra) 
   Alvo Normalizado (amostra calibrador) 

 

 

2.12-PCR em tempo real para verificação do nível de expressão de proteínas relacionadas à 

patogenicidade (pathogenesis related proteins – PRs) em plantas de tabaco transgênicas 

 

 O acúmulo de transcritos dos genes PR-1 e PR-6 (PI-II), que codificam 

proteínas (básicas) relacionadas à resposta a ferimento e defesa, nas plantas de tabaco 

transgênicas (evento de transformação T1) foi determinado por RT-qPCR. As reações foram 

preparadas de acordo com o item 2.10 (capítulo 1) utilizando 0,25 μL (10 mM) dos 

oligonucleotídeos referentes às respectivas PRs e como normalizador o gene da Actina (0,15 

μL a 10 mM) (Tabela 3).  

O acumulo de transcritos do gene endógeno que codifica o receptor WRK (wound-

induced receptor-like protein kinase) de tabaco, recentemente nominado NtSOBIR1, foi 

determinado em paralelo.  
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2.13-Detecção de íons superóxido em folhas de tabaco  

 

Para a detecção dos íons superóxido (O2
-), folhas de plantas de tabaco 

transgênicas (eventos de transformação T-1, T-2 e T-6 – geração T2) e folhas de tabaco 

selvagem foram utilizadas. As plantas em estudo foram germinadas em vasos de tamanho 

pequeno contendo uma mistura de vermiculita e solo (1:2), em uma quantidade de 2 

plantas/vaso, totalizando 8 vasos. Essas plantas foram mantidas em casa de vegetação em 

condições controladas. Aproximadamente três semanas após a germinação, as folhas dessas 

plantas foram feridas com um pinça e avaliadas quanto à presença das espécies reativas de 

oxigênio em 1, 3 e 6 horas após o ferimento, sendo as coletas sempre realizadas da mesma 

planta. Para a avaliação da presença de superóxido, quatro folhas de cada planta transgênica e 

selvagem, respectivamente, foram coletadas e infiltradas a vácuo durante 10 minutos em uma 

solução contendo 0,5 mg/mL de NBT (tetrazólio nitroblue) em tampão HEPES 25 mM, pH 

7,6. As folhas foram mantidas na solução em temperatura ambiente e no escuro por duas 

horas. Em seguida, as folhas foram lavadas por diversas vezes em álcool 80% para a retirada 

da clorofila das amostras.  

 

 

 

 

Gene  Sequências de Oligonucleotídeos 

PR-1 
F. 5’ GTC CAT ACT AAT TGA AAC GAC CTA C 3’ 
R. 5’ CCA CTT CAG AGG ATT ACA TAT ATA GTA C 3’ 
 

PR-6 
F.’ 5’ ATG GCG AGT TTG TTT GTG AAG 3’  
R.   5’ ACC CTT GTC TGC GTT ACA AC  3’  
 

WRK 
F. 5’ GGA ACT TTG TCT CCT GCC ATT G 3’ 
R. 5’ CCC AGA AAA CAG ATT GTT TCC AAG 3’ 
 

Actina 
F. 5’ AGC CAA AAT AGA ACC TCC AAT CCA A 3’ 
R. 5’ TTT CCT GGA ATT GCT GAT AGG ATG A  3’ 
 

Tabela 3. Descrição dos oligonucleotídeos utilizados para verificação da expressão relativa dos genes 
PR-1, PR-6 e WRK nas plantas de tabaco transgênicas submetidas a ferimento. O gene que codifica 
uma Actina foi utilizado como normalizador das reações. 
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3- RESULTADOS 

  

3.1-Confirmação da inserção do cassete de expressão 

 

A região codificadora do gene SlSOBIR1 inserida no vetor de entrada (pENTR/D- 

TOPO®) foi transferida para o vetor binário pK7WG2,0 para superexpressão. Plantas de 

tabaco (N. tabacum SR1) foram então transformadas e regeneradas. 

Para confirmara a inserção do cassete de expressão nas plantas regeneradas 

procedeu-se a extração de DNA genômico. Para tal foram utilizadas folhas coletadas de 

plantas correspondentes a 26 eventos de transformação independentes e oligonucleotídeos 

complementares ao promotor 35S (P35S) e à região codificadora de SlSOBIR1. Dos 26 

eventos de transformação analisados, 19 apresentaram amplificação do fragmento de tamanho 

esperado (≅ 2015 pb), confirmando, portanto, a inserção do cassete (Figura 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ≅  2015pb 

Figura 3. Amplificação por PCR do cassete de expressão nas diferentes linhagens transgênicas 
de tabaco selecionadas (numeradas 1 a 26). Controle negativo - tabaco selvagem não 
transformado (WT); Controle positivo - vetor com a região codificadora do gene SlSOBIR1 de 
tomate (+); Controle negativo –água (-); L (Marcador molecular de 1Kb). 
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 ≅  2015pb 
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3.2-Expressão do transgene nas plantas de tabaco transformadas 

 

Das 19 plantas que apresentaram a inserção do cassete de expressão, seis foram 

selecionadas aleatoriamente para verificar a expressão do transgene. A expressão relativa foi 

determinada por RT-qPCR utilizando-se oligonucleotídeos complementares à região 

codificadora de SlSOBIR1. Os resultados obtidos evidenciaram que todas as plantas 

analisadas apresentavam expressão do transgene (Figura 4). Dentre os eventos de 

transformação analisados, os eventos denominados T-1, T-2 e T-6 foram os que apresentaram 

maiores níveis de transcritos do gene alvo. A expressão em planta WT (tabaco selvagem não 

transformado) foi verificada, porém nenhuma expressão do transcrito foi observada devido ao 

uso na reação de oligonucleotídeos específicos para a região codificadora de SOBIR1 de 

tomate. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.3-Acumulação de PepYMV nas plantas transgênicas e selvagens de tabaco  

 

A acumulação do PepYMV nas plantas de tabaco inoculadas foi determinada 

empregando ELISA indireto e anti-soro universal para potyvirus. Para tal foram coletadas 

folhas de todas as plantas (eventos de transformação e plantas selvagens), dos 3 tratamentos 

(inoculadas com vírus, controle mock e plantas não tratadas) nos diferentes tempos.  

O aparecimento de sintomas (mosaico) nas plantas transformadas (T-1, T-2 e T-6) 

e selvagens (não transformado) inoculadas com o vírus foi observado aos 14 dpi. Os sintomas 

Figura 4. Expressão relativa do gene que codifica o receptor SlSOBIR1 em plantas de tabaco 
transgênicas. Os valores de expressão gênica relativa são mostrados como porcentagem do nível 
mais elevado de expressão detectado em planta transgênica individual (100%). Os resultados de 
expressão relativa foram normalizados contra o gene da Actina. 
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observados nas folhas das plantas transgênicas foram semelhantes àqueles observados nas 

plantas selvagens, não sendo possível identificar uma predominância de sintomas nestes dois 

grupos. Como o esperado, nenhuma das plantas do controle mock e do controle sem 

inoculação desenvolveram sintomas (Figura 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 5. Sintomas observados aos 14 dpi em folhas de tabacos transgênicos capazes de 
superexpressar o gene SlSOBIR1 de tomate e tabaco selvagem (WT) inoculadas com o PepYMV. 
NT (não tratadas) e M (inoculação mock). 
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Corroborando essa sintomatologia, o teste ELISA confirmou a infecção das 

plantas inoculadas com o vírus bem como a ausência de infecção nas plantas dos controles 

mock e não inoculado.  

Os valores médios de absorbância obtidos nos extratos foliares provenientes dos 3 

eventos de transformação e das plantas de tabaco selvagem (não transformado) inoculadas 

com o PepYMV foram então plotados em gráfico e submetidos a análise estatística (Figura 6).  

Os dados obtidos não revelaram variação significativa na acumulação viral entre 

as amostras controle e transgênicas a 72 hpi, muito embora os transformantes T-2 e T-6 

diferiram estatisticamente entre si (Figura 6). Aos 7 dpi, a acumulação viral foi 

significativamente maior no controle não transformado do que nos transformantes T-2 e T-6, 

porém não diferiu significativamente do transformante T-1. O transformante T-6 foi o que 

apresentou menor acumulação viral neste período, diferindo dos demais (Figura 6). Aos 14 

dpi, a acumulação viral foi significativamente menor no transformante T-2, porém nenhuma 

diferença significativa foi observada para as demais amostras analisadas (Figura 6). Para o 

tempo de 21 dpi, a acumulação viral foi significativamente menor no controle não 

transformado se comparada com os transformantes T-1 e T-6. Por outro lado, a acumulação 

viral na planta selvagem foi similar àquela detectada para o transformante T-2 (Figura 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Detecção do PepYMV em plantas transgênicas de tabaco capazes de superexpressar o 
receptor SlSOBIR1. Eventos de transformação independentes foram analisados (T-1, T-2 e T-6); 
(WT) plantas selvagens não transformadas. Letras diferentes indicam variação significativa 
segundo o teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade.  
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3.4-Acumulação do TCSV nas plantas de tabaco transgênicas 

 

A acumulação de TCSV nas plantas de tabaco capazes de superexpressar o 

receptor SlSOBIR1 foi verificada empregando a técnica de PCR em tempo real devido a 

indisponibilidade de um anti-soro para esse vírus. Para as análises foram utilizadas folhas 

coletadas de todas as plantas (eventos de transformação e plantas selvagens) dos 2 tratamentos 

(inoculadas com vírus e plantas não tratadas) nos diferentes tempos. As plantas que não foram 

inoculadas (NT) foram avaliadas somente no tempo de 72 hpi. 

Nenhum sinal de amplificação pode ser evidenciado durante a qPCR quando 

amostras provenientes de plantas NT foram usadas, demonstrando que as mesmas não se 

encontravam infectadas (Figura 7). Confirmando essa observação, nenhum produto de 

amplificação foi observado quando uma aliquota da duplicata de reação foi submetida à 

eletroforese em gel de agarose 1,5% (Figura 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A determinação da carga viral relativa nas plantas selvagens e transformadas 

(superexpressando o receptor) a 72 hpi não revelou diferenças entre elas (Figura 9). Aos 7 dpi 

verificou-se um aumento da carga viral em todas as plantas analisadas (Figura 9), sendo este 

aumento, entrentanto, mais expressivo nos transformantes T-2 e T-6 (de 7 e 9x, 

respectivamente, quando comparado com a carga viral determinada a 72 hpi). Um aumento 

Figura 7. Plot da amplificação obtido usando 
amostras de plantas não inoculadas (NT). 
 

Figura 8. Amplificação do vírus TCSV nas plantas 
não inoculadas (NT). Amostras provenientes de 
plantas selvagens (WT) ou de diferentes eventos de 
transformação (T-1, T-2 e T-6); Controle positivo – 
planta selvagem infectada pelo TCSV; L (Marcador 
molecular de 50 pb). 
 

  L        WT-1    WT-2    WT-3    T1-1     T1-2      T1-3   WT-TCSV 

  L          T2-1      T2-2    T2-3      T6-1     T6-2     T6-3   WT-TCSV 
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subsequente na carga viral foi observado em todas as plantas analisadas aos 14 dpi. Este 

aumento foi uniforme e a carga viral aparenta ter atingindo níveis máximos neste ponto, uma 

vez que a partir desse período de infecção, as plantas já começam a apresentar definhamento.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O aparecimento de sintomas nas plantas transgênicas (T-1, T-2 e T-6) e selvagens 

(não transformadas) inoculadas com o TCSV foi observado aos 14 dpi, sendo estes muito 

mais severos do que aqueles observados quando da inoculação com PepYMV. No caso do 

TCSV, os sintomas observados incluíram: paralisação do crescimento das plantas, manchas 

em forma de anéis concêntricos, deformação foliar severa, clorose, mosqueado e necrose 

intensa, não sendo possível identificar uma predominância desses sintomas entre estes dois 

grupos. Como o esperado, todas as plantas que não sofreram inoculação não desenvolveram 

sintomas (Figura 10). 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Carga viral relativa de TCSV presente nas plantas transgênicas de tabaco capazes de 
superexpressar o receptor SlSOBIR1. Eventos de transformação independentes foram analisados 
(T-1, T-2 e T-6); (WT) planta selvagen não transformada. Os valores das amostras encontram-se 
relacionadas à amostra calibrador que recebeu o valor relativo de 0,1.  
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3.5-Análise da expressão gênica de proteínas relacionadas à patogenicidade (PRs) 

 

Tendo em vista que plantas que superexpressam o receptor SOBIR1 de 

arabidopsis apresentam um aumento na expressão de genes codificadores de proteínas de 

defesa PR (PR-1 e PR-2) (Gao et al., 2009), uma análise foi empreendida para verificar se a 

expressão de algum destes genes poderia estar alterada nas plantas transgênicas de tabaco 

geradas no presente estudo em resposta a ferimento.  

Figura 10. Sintomas observados aos 14 dpi em folhas de tabacos transgênicos capazes de 
superexpressar o gene SlSOBIR1 e de tabaco selvagem (WT), respectivamente, inoculadas com 
TCSV. NT (plantas não tratadas ou inoculadas). 

               WT                           T-1                              T-2                            T-6 

NT 

TCSV 
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A figura 11A mostra que não foi observada diferença significativa entre os valores 

de ΔCt obtidos durante a amplificação do gene PR-1 em plantas de tabaco selvagem e 

transgênicas não submetidas a estresse. Contudo, a análise de expressão relativa do gene PR-1 

revelou um significativo aumento de expressão do gene alvo (P<0,05) em todas as plantas 

tratadas com a mistura de tampão e abrasivo (Figura 11B). Variações temporais no perfil de 

expressão do gene alvo foram observadas nas plantas do evento de transformação T-1, sendo 

um pico de acumulação de transcritos observado 1 hora após a da aplicação do estresse, com 

posterior redução nos demais tempos até atingir um nível basal. Nas plantas de tabaco 

selvagem e nas do evento de trasformação T-6, um aumento significativo no nível de 

transcritos do gene PR-1 foi verificado 3 h após o ferimento, sendo que nas plantas T-6 este 

aumento foi aproximadamente 50 vezes menor do que o ocorrido nas plantas de tabaco 

selvagem. As plantas do evento de transformação T-2 foram as que apresentaram o aumento 

dos níveis de transcrito mais tardiamente (6 h). 
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Figura 11. A: Valores de ΔCt obtidos na amplificação do gene PR-1 em plantas não estressadas de 
tabaco selvagem e transgênicas. B: Expressão relativa do gene PR-1 de tabaco em pools de 6 
plantas submetidas a ferimento e abrasivo. Amostra NT (amostras de tabaco não tratadas); WT – 
tabaco selvagem tratado; T-1, T-2 e T-6 – eventos de transformação tratados. Coletas 1, 3 e 6 
horas. Os asteriscos indicam expressão diferencial significativa em relação aos controles não 
tratado, com P < 0,05.  
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De forma semelhante ao ocorrido na análise do gene PR-1, a Figura 12A 

demonstra que em condições não estressantes não foi observada diferença significativa nos 

valores de ΔCt obtidos durante a amplificação de PR-6 em plantas de tabaco selvagem e 

transgênicas.  

Por outro lado, em todas as plantas tratadas com a mistura de tampão com 

abrasivo (mock) foi verificado um aumento significativo da expressão (P<0,05) de PR-6 (PI-

II) (Figura 12B). Nas plantas do evento de transformação T-2 e nas plantas de tabaco 

selvagens a elevação dos nivéis dos transcritos foi detectada ao longo das horas, com um pico 

de expressão ocorrendo 6 horas após a aplicação do estresse. Nas plantas do evento de 

transformação T-1, os níveis de transcritos do gene PR-6 aumentaram após 1 hora do 

tratamento mantendo-se elevados nos demais tempos de análise. Já nas plantas do evento de 

transformação T-6, o nível de transcritos elevou-se 1 hora após o ferimento, e um pico de 

expressão foi observado em 3 horas. Neste caso, diferentemente do que ocorreu nas plantas 

dos outros eventos de transformação (T-1 e T-2) e nas plantas selvagens, uma redução na 

expressão foi observada no tempo de 6 horas (Figura 12B). 
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Figura 12. A: Valores de ΔCt obtidos na amplificação do gene PR-6 em plantas não estressadas de 
tabaco selvagem e transgênicas. B: Expressão relativa do gene PR-6 de tabaco em pools de 6 plantas 
submetidas a ferimento e abrasivo. Amostra NT (amostras de tabaco não tratadas); WT – tabaco 
selvagem tratado; T-1, T-2 e T-6 – eventos de transformação tratados. Coletas 1, 3 e 6 horas. Os 
asteriscos indicam expressão diferencial significativa em relação aos controles não tratados com P 
<0,05.  
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Com base nos resultados obtidos nesses experimentos pode-se concluir que em 

todas as amostras analisadas observou-se um aumento da expressão dos genes PR-1 e PR-6 

em resposta ao ferimento provocado pelo uso de abrasivo, sendo que pequenas variações 

temporais puderam ser notadas. 

Por outro lado, o perfil de expressão do gene endógeno NtSOBIR1 (WRK) foi 

bastante similar entre plantas transgênicas e selvagens apresentando um pico de expressão no 

tempo de 1 hora pós-tratamento, com posterior redução da expressão relativa nos demais 

tempos (Figura 13). Esse resultado indica a efetividade do tratamento realizado uma vez que 

WRK é relatado como sendo induzido por ferimento (Ito et al., 2002; Takabatake et al., 

2006). Cabe ressaltar que as proteínas SlSOBIR1 e NtSOBIR1 apresentam 82% de identidade. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.6-Detecção de superóxido em folhas de tabaco  

 

A detecção de íons superóxido nas folhas das plantas selvagens e transgênicas 

submetidas a ferimento, no tempo de 1 hora, revelou uma maior concentraçao de superóxido 

nas folhas da planta transgênica (Figura 14 B), próximo ao local de ferimento, se comparada 

Figura 13. Expressão relativa do gene que codifica o receptor WRK de tabaco em pools de 6 
plantas submetidas a ferimento com abrasivo. Amostra NT (amostras de tabaco não tratadas); 
WT – tabaco selvagem tratado; T-1, T-2 e T-6 – eventos de transformação tratados. Coletas 1, 3 
e 6 horas. Os asteriscos indicam expressão diferencial significativa em relação aos controles não 
tratados com P <0,05. 
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com a folha da planta selvagem (Figura 14 A). A ocorrência de uma coloração azul mais 

intensa junto ao local da lesão pode ser observada nas folhas transgênicas (Figura 14B), 

enquanto essa coloração foi mais dispersa na folha selvagem. Por outro lado, nos demais 

tempos avaliados (3 e 6 horas após o ferimento), observou-se uma distribuição generalizada 

da colocaração azul pelas folhas não permitindo uma distinção efetiva. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Visualização do radical superóxido detectado por coloração NBT em folhas de plantas 
selvagem (WT) e transgênica 1 hora após o ferimento. A- folha de planta selvagem; B- folha de 
planta transgênica (evento de transformação T-6) e respectivos aumentos. 

A 

B 
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4- DISCUSSÃO 

 

Os resultados obtidos no primeiro capítulo do presente estudo mostraram a 

ocorrência de uma modulação diferencial da expressão do receptor SlSOBIR1 frente à 

infecção por duas espécies virais. Com base nos resultados obtidos, o PepYMV poderia estar 

interferindo negativamente em alguma via de sinalização mediada por SlSOBIR1, uma vez 

que o gene é reprimido pela infecção viral, enquanto que o TCSV poderia estar ativando a 

sinalização dessa mesma via, devido ao considerável aumento dos níveis de transcritos do 

gene SlSOBIR1 nas plantas infectadas.  

Neste segundo capítulo, na tentativa de corroborar as hipóteses mencionadas, uma 

análise funcional foi realizada utilizando plantas transgênicas de tabaco capazes de 

superexpressar o receptor. Os três eventos de transformação selecionados para os estudos 

apresentaram níveis elevados do transcrito do gene SlSOBIR1. Os mesmos foram inoculados 

mecanicamente, juntamente com plantas de tabaco selvagem (que não expressam este 

receptor e sim o seu ortólogo NtSOBIR1), com os vírus PepYMV e TCSV para averiguar os 

padrões de tolerância ou suscetibilidade frente a essas infecções.  

Em relação ao PepYMV, apesar de pequenas variações no acúmulo viral terem 

sido observadas nos transformantes, quando comparado à planta selvagem, os dados obtidos 

não permitiram distinguir um padrão biológico possivelmente relacionado a um aumento de 

tolerância ou susceptibilidade das plantas transgênicas superexpressando o gene SlSOBIR1.  

No caso da infecção pelo TCSV, mesmo utilizando uma técnica de maior acurácia 

para a quantificação da carga viral, os dados obtidos também não discriminaram um padrão 

biológico que eventualmente pudesse estar associado a um aumento de tolerância ou 

susceptibilidade das plantas transgênicas ao vírus. 

Os resultados obtidos sugerem que a superexpressão do receptor SlSOBIR1 não 

interfere com a resposta de defesa da planta hospedeira aos processos infecciosos causados 

por ambas as espécies virais. O fato da expressão do gene SlSOBIR1 ser modulada de forma 

diferente nas plantas de tomateiro infectadas pelo PepYMV (repressão) e pelo TCSV 

(indução) sugere que tais alterações de expressão são influenciadas pelo tipo de interação 

planta-vírus específica, bem como pela agresssividade das espécies virais envolvidas, pois 

neste estudo verificou-se a ocorrência de sintomas bem mais severos da doença nas plantas 

infectadas por TCSV. 

Outro fator relevante é que as proteínas transmembranas, tais como LRR-RLKs e 

LRR-RLPs são sintetizadas no retículo endoplasmático (ER), de onde são transportadas para a 
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membrana plasmática pela maquinaria de tráfego celular, e posteriormente podem ser 

removidas da membrana por endocitose (Liebrand et al., 2013b).  

No estudo realizado por Liebrand e colaboradores (2013a), verificou-se que 

SOBIR1 pode estar envolvido no tráfico endosomal. A expressão transiente do receptor 

fusionado a EGFP em células da epiderme de folhas de Nicotiana benthamiana revelou que 

SOBIR1 localiza-se principalmente na membrana plasmática, como observado em nossos 

experimentos, mas adicionalmente se concentra também em vesículas citoplasmáticas móveis. 

Esta localização pode resultar em uma possível interação do receptor com proteínas virais, 

fato que poderia provocar mudanças na expressão do receptor. Alguns estudos apontam que a 

fosforilação de proteínas virais está ligada à atividade específica de receptores kinase da 

hospedeira, e que ambos desempenham um papel direto no sentido de facilitar as funções 

virais e a patogenicidade (Fontes et al., 2004; Mariano et al., 2004; Florentino et al., 2006). 

Em paralelo, nós investigamos o efeito da superexpressão do gene SlSOBIR1 no 

aumento ou diminuição da expressão de genes relacionados com respostas a estresse biótico e 

abiótico, mais especificamente aqueles que codificam proteínas relacionadas a patogenicidade 

[genes PR-1 e PR-6 (PI-II)]. Nossos resultados para o nível de expressão do gene PR-1 

indicaram pouca variação entre os três eventos de transformação analisados e o controle não 

transformado (planta selvagem), contudo em todas as amostras, um pico de expressão em 

algum ponto ao longo do tempo foi detectado. No caso do gene PR-6, um perfil de expressão 

similar foi observado, com aumento gradativo da expressão até atingir um pico em 

determinado tempo, porém sem diferenças entre plantas transgênicas e selvagens. 

Essas proteínas de patogenicidade são induzidas após a resposta de 

hipersensibilidade (HR), no entanto, elas respondem de forma diferente ao ferimento. 

Geralmente, os níveis de expressão dos genes PRs são determinados pelo equilíbrio entre 

indutores e inibidores endógenos nas células (Ohashi & Ohshima, 1992). Em seu estudo, 

Takabatake e colaboradores (2006) constataram, por northern blot, um aumento na expressão 

dos genes PR-1 e PR-6 em folhas estressadas mecanicamente provenientes de plantas 

transgênicas capazes de superexpressar o gene NtSOBIR1. Os autores verificaram que nas 

plantas controle os níveis de ambos os transcritos eram inferiores aos das plantas transgênicas 

superexpressando o receptor no tempo de 24 horas pós-estresse. Por outro lado, em plantas 

onde o gene NtSOBIR1 foi silenciado, a expressão destes genes foi bastante reduzida. 

Segundo Balandin e colaboradores (1995) o nível de expressão de PR-6 em 

plantas de tabaco após o ferimento varia ao longo do tempo de análise. A primeira indução da 

expressão de PR-6 é normalmente observada 6 horas após o ferimento, sendo que esta 
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expressão pode ser aumentada em até pelo menos 3 dias. Contudo, nas folhas superiores sem 

ferimento não se constata aumento da expressão de PR-6 ao longo do tempo. 

Nas nossas condições, o perfil de expressão do gene endógeno NtSOBIR1 (WRK) 

após o ferimento foi bastante similar entre plantas transgênicas e selvagens, ocorrendo um 

pico de expressão no tempo de 1 hora pós-ferimento. A expressão foi mantida em níveis 

relativamente elevados em relação ao controle não tratado ao longo do tempo, confirmando 

assim os resultados obtidos por Takabatake e colaboradores (2006). 

É importante destacar que a superexpressão de AtSOBIR1 em arabidopsis é capaz 

de ativar a resposta de defesa da planta (Gao et al., 2009). Esses autores avaliaram duas 

linhagens representativas, uma com baixo nível de expressão de SOBIR1 (5x) e outra com 

expressão elevada (70x), e verificaram que os cotilédones da linhagem com alta expressão 

morreram logo após a germinação, sinalizando que a superexpressão desse gene em 

arabidopsis leva a ativação da morte celular. Os genes PR-1 e PR-2 tiveram sua expressão 

aumentada de maneira constitutiva na linhagem com alta expressão de SOBIR1. Além disso, a 

superexpressão de SOBIR1 determinou uma maior resistência da planta à bactéria 

Pseudomonas syringae pv. tomate, sugerindo a ativação de respostas de resistência ao 

patógeno (Gao et al., 2009). Cabe ressaltar que SOBIR1 foi identificado em uma triagem para 

supressores do fenótipo bir1-1 em A. thaliana. BIR1 é um receptor que interage com o 

receptor BAK1 in vivo, sendo que o mutante bir1-1 promove uma ativação da resposta de 

defesa de maneira constitutiva. Por outro lado, o mutante sobir1-1 é capaz de suprimir 

fortemente a morte celular observada em bir1-1, indicando que SOBIR1 é um regulador 

positivo da sinalização de defesa (Gao et al., 2009). 

O receptor SOBIR1 também está envolvido com crescimento e desenvolvimento 

em arabidopsis. Pela análise de mutantes para o gene que codifica uma proteína denominada 

NEVERSHED (NEV), que regula o tráfico na membrana e é essencial para a queda do órgão 

floral foi identificado um LRR-RLK denominado EVERSHED (EVR)/ SOBIR1 que age 

como inibidor da abscisão. Uma mutação em EVR recupera os defeitos na estrutura de Golgi 

em mutantes nev nas células na zona de abscisão, sugerindo que EVR pode regular o tráfico 

na membrana durante esse processo (Leslie et al., 2010).  

Quanto à detecção de íons superóxido, os resultados obtidos sugerem um maior 

acúmulo de superóxido nas plantas de tabaco geneticamente transformadas em relação à 

planta selvagem uma hora após o ferimento das folhas com o uso de uma pinça. Por outro 

lado, nos tempos mais tardios não foi possível notar diferenças entre as plantas. A constatada 
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maior acumulação de EROS imediatamente após o estresse pode ser uma evidência da 

participação destas na resposta mediada por SOBIR1. 

O ferimento funciona como um estímulo aumentando os níveis das espécies 

reativas de oxigênio (Song et al., 2006). As respostas a ferimento em plantas são limitadas a 

ativação de vários sinais locais tais como EROS e cálcio, a ativação da via de morte celular e 

a geração de sinais a longa-distância que envolve EROS e ondas elétricas, bem como vários 

hormônios (Suzuki & Mittler, 2012). No estágio inicial de resposta ao ferimento as plantas 

produzem superóxido e peróxido de hidrogênio que podem desempenhar importantes papéis 

na transdução de sinal (León et al., 2001; Suzuki & Mittler, 2012). O fato das plantas 

transgênicas apresentarem um rápido acúmulo de superóxido mediante o ferimento pode 

indicar uma maior agilidade de acionamento das respostas de defesa mediadas por SlSOBIR1. 

Em suma, os resultados obtidos no presente estudo forneceram informações 

importantes sobre o gene SlSOBIR1 e seu produto, mas não permitiu esclarecer de forma 

definitiva o papel deste durante os processos de infecção viral causados pelos vírus PepYMV 

e TCSV. É provável que as alterações nos perfís de expressão do gene SlSOBIR1 sejam um 

efeito colateral do processo de infecção ocasionados pelos vírus na planta hospedeira, uma 

vez que este receptor está associado com a resposta basal de defesa e imunidade das plantas 

(Liebrand et al., 2013b). Outra possibilidade estaria relacionada com possíveis mudanças no 

padrão de fosforilação das proteínas da hospedeira ou mesmo das proteínas virais, fato que 

precisa ser averiguado.  
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5- CONCLUSÕES 

 

� Não foram evidenciadas diferenças na acumulação viral entre plantas de tabaco 

transgênicas superexpressando o receptor SlSOBIR1 e plantas selvagens não transformadas; 

 

� Um aumento na expressão dos genes PR-1 e PR-6 foi evidenciado nas plantas 

superexpressando o receptor SlSOBIR1 logo após o ferimento, porém de modo similar ao 

observado em plantas de tabaco selvagem.  

 
� Um provável aumento na liberação do ânion superóxido pode ser observado 

nas plantas de tabaco superexpressando SlSOBIR1 em relação à planta selvagem na fase 

inicial da resposta a ferimento.  
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APÊNDICE 

ELABORAÇÃO DE UM CAPÍTULO DE LIVRO 

 

Durante o desenvolvimento do meu doutorado passei por diversas situações que 

me deixaram muitas vezes desanimada, desacreditada e me fazendo pensar até em desistir, 

porém como uma das minhas grandes qualidades é a minha perceverencia e persistência, 

mesmo com tudo isso continuei na minha caminhada.  Como para quem nunca desiste uma 

hora as oportunidades chegam, em um certo período desses onde tudo parecia estar dando 

errado, eis que recebo um convite por email para participar da elaboração de um livro que iria 

abordar vários temas sobre virologia, tema este que está vinculado ao meio trabalho, pois 

estudei a interação vírus-planta que também fez parte do meu mestrado. 

Fiquei muito contente em ler o email, ele despertou em mim o desejo de poder 

fazer algo inovador, além da oportunidade de demostrar a minha capacidade de fazer aquilo 

que eu verdadeiramente me disponho a realizar e aceitei o convite.  De imediato já tinha um 

grande desafio, pois precisava elaborar uma proposta de tema a ser abordado e que o mesmo 

fosse para mim algo interessante e desafiador.  Frente a essa chance de produzir, pedi ajuda a 

alguns amigos do laboratório (Juliana, Alessandra e Rodrigo) e eles prontamente aceitaram 

essa aventura comigo. 

Mas diante de tantos assuntos que podíamos escrever, pois no livro poderia ter 

trabalhos inéditos ou de revisões, muitas coisas passaram pelas nossas cabeças, até que por 

incentivo do Rodrigo decidimos escrever uma revisão sobre supressores do silenciamento 

gênico em plantas. Todo deslumbrado pelo tema, porque se tratava do seu trabalho de 

doutorado, ele sempre falou com muito entusiasmo sobre isso, e como eu também me 

simpatizava pelo assunto e queria poder aprofundar meu conhecimento, decidimos então 

sobre o que escreveríamos. 

Inicialmente elaboramos a proposta, encaminhamos e com a sua aprovação 

iniciamos a batalha de escrever, nós tínhamos o compromisso de elaborar um capítulo de 

revisão que contesse o que demais atual e significativo já tivessse sido descrito sobre o 

assunto, porém queríamos fazer isso de uma forma simples e de fácil entendimento para os 

futuros leitores. 

O resultado foi sensacional, conseguimos escrever a revisão e tivemos nosso tão 

esperado capítulo publicado on-line e na versão impresa, mas o melhor de tudo isso foi que 

provamos para aqueles que duvidavam da nossa capacidade e principalmente para nós 

mesmos o quanto somos competentes em realizarmos aquilo que almejamos. 
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Segue abaixo o link para acesso ao capítulo: 
 
http://www.intechopen.com/books/current-issues-in-molecular-virology-viral-
genetics-and-biotechnological-applications/viral-counter-defense-x-
antiviral-immunity-in-plants-mechanisms-for-survival 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 

 
 
 


