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RESUMO 

 
 
 
 
 
LAU, Douglas, D.S., Universidade Federal de Viçosa, março de 2004. Análise 

molecular da interação entre Tospovirus e o gene resistência Sw-5. Orientador: 
Sérgio Hermínio Brommonschenkel. Conselheiros: Francisco Murilo Zerbini Jr. e 
Eduardo Seiti Gomide Mizubuti. 

 

Alguns aspectos da interação entre o gene de resistência Sw-5 e os tospovírus, 

foram analisados neste trabalho. A capacidade de Sw-5 conferir resistência em 

Nicotiana benthamiana foi avaliada em plantas transformadas com uma construção na 

qual a ORF e a região 3’ do gene estavam sob controle do promotor 35S. As plantas 

transformadas foram resistentes à infecção por tospovírus. A comparação do espectro da 

resistência destas plantas com o observado para outras solanáceas, indica que as vias de 

sinalização e as respostas de defesa ativadas por Sw-5 estão conservadas nesta família, e 

que o polimorfismo genético nos componentes das vias de transdução de sinais pode 

resultar em diferentes níveis de resistência. A fim de identificar o gene de avirulência 

dos tospovírus, os genes N, NSm e NSs, foram expressos isoladamente ou em 

combinações, por meio do vetor viral PVX, em plantas com Sw-5. A expressão destes 

genes não foi capaz de desencadear a resposta de hipersensibilidade e tampouco 

interferiu na infecção da planta por PVX. Portanto, outro componente dos tospovírus 

deve ser responsável pelo desencadeamento da reação de resistência. 

Independentemente da presença do gene Sw-5, a expressão do gene NSs por meio do 

PVX, agravou os sintomas provocados por este vírus em algumas solanáceas, o que 

pode ter relação com a capacidade desta proteína de suprimir silenciamento gênico. Em 



 ix 

plantas com Sw-5, a co-expressão da região 5’ deste gene por meio do vetor PVX, 

favoreceu a infecção sistêmica por tospovírus. Uma vez que o efeito foi observado tanto 

para expressão senso quanto anti-senso, a redução dos níveis de mRNA de Sw-5 

provocada por silenciamento gênico, poderia ser a causa desta interferência na 

resistência, embora a análise de Northern blot não tenha demonstrado tal redução. Uma 

seqüência homóloga a Sw-5 contendo uma ORF sem deleções ou interrupções 

prematuras foi clonada a partir do acesso LA371-20 de Lycopersicon peruvianum. 

Análises moleculares demonstraram que esta seqüência é originada do loco Sw-5 ou de 

região próxima a este e que segrega com a resistência a tospovírus. A capacidade deste e 

de outros três homólogos oriundos de distintos acessos de tomateiro de conferir 

resistência a tospovírus, foi avaliada em plantas transgênicas de tomateiro e tabaco. As 

plantas transformadas foram suscetíveis ao vírus. A não-funcionalidade destes 

homólogos pode ser devido à estrutura das construções utilizadas na transformação. 

Alternativamente, outros homólogos presentes nestes acessos de tomateiro podem ser os 

responsáveis pela resistência. 
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ABSTRACT 

 
 
 
 
 
LAU, Douglas, D.S., Universidade Federal de Viçosa, March 2004. Molecular 

analysis of the tospovirus – Sw-5 resistance gene interaction. Adviser: Sérgio 
Hermínio Brommonschenkel. Committee members: Francisco Murilo Zerbini Jr. and 
Eduardo Seiti Gomide Mizubuti. 

 

In this work some aspects of the tospovirus - Sw-5 interaction was analyzed. The 

capacity of the Sw-5 to confer resistance in Nicotiana benthamiana was evaluated in 

transgenic plants transformed with Sw-5 ORF containing its own 3´ UTR region under 

35S promoter control. Transgenic plants were resistant to tospovirus infection. 

Comparisons of the resistance spectrum with other members of the Solanaceae suggest 

that the signal transduction pathways and resistance responses triggered by Sw-5 are 

conservated in solanaceae and that the genetic polymorphism in the signal transduction 

components may result in different resistance levels. The N, NSm and NSs genes 

isolated or in combination were expressed by PVX vector in plants harboring Sw-5 in 

order to detect the tospovirus avirulence gene. These genes were not able to trigger the 

hypersensitive response and to affect PVX infection in Sw-5 plants, which suggest that 

another tospovirus component is the elicitor of the resistance response. Independently of 

the Sw-5 gene, PVX clones harboring NSs gene induced more severe symptoms in some 

solanaceae plants. Gene silencing may be the cause of this symptoms. In transgenic 

plants harboring Sw-5 gene, the co-expression of the 5´ region of this gene by PVX 

favored tospovirus infection. As this effect was observed both for 5´ sense and anti-

sense constructions it is possible that it has been caused by reduction on mRNA levels 



 xi 

by gene silencing, although Northern blot analysis did not agree with this hypothesis. 

An Sw-5 homolog was cloned from LA371-20 accession. This homolog is localized in 

or near of Sw-5 locus and segregated with tospovirus resistance. The capacity of this 

and other three homologs originated from others accessions to confer tospovirus 

resistance was evaluated in tobacco and tomato transgenic plants. All the transformants 

were susceptible to the virus. Other homologs presents in the different accessions 

evaluated may be responsible for the resistance, although problems in the structure of 

the constructions can not be discarded.  
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INTRODUÇÃO 
 
 

 

 

Os vírus de planta que apresentam genoma segmentado, composto por três 

RNAs, envolto por um envelope lipídico e que são transmitidos por tripes 

(Thysanoptera: Thripidae) estão incluídos no gênero Tospovirus (família Bunyaviridae). 

Presentes nos diversos continentes, espécies de tospovírus causam doenças em plantas 

de várias famílias (German et al., 1992; Peters et al., 1996).  

As partículas dos tospovírus são delimitadas por um envelope lipídico, que 

contém glicoproteínas e apresentam formato esférico ou quase esférico, com diâmetro 

entre 80 - 120 nm (German et al., 1992). No interior da partícula, além da polimerase 

viral, estão os três RNAs genômicos: RNA L, RNA M e RNA S. O RNA L do Tomato 

spotted wilt virus (TSWV) (espécie-tipo do gênero) apresenta 8.897 nucleotídeos e 

contém uma única ORF, codificada no sentido complementar ao da fita viral. O produto 

desta ORF é uma proteína de 331,5 kDa que contém motivos típicos das RNA 

polimerases-RNA dependentes (De Haan et al., 1991). O RNA M apresenta  

4.821 nucleotídeos e codifica, a partir da fita viral, uma proteína de 33,6 kDa, 

denominada NSm e, a partir da fita complementar a viral, uma proteína de 127,4 kDa. 

Esta última é a precursora das duas glicoproteínas, G1 e G2, constituintes do envelope 

viral (Kormelink et al., 1992a). O RNA S apresenta 2.916 nucleotídeos, codifica a partir 

da fita viral, a proteína NSs de 52,4 kDa e, a partir da fita complementar, a proteína N 

de 29 kDa, que envolve os RNAs virais compondo o nucleocapsídeo (De Haan et al., 

1990). 
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As epidemias de tospovírus ocorrem quando condições ambientais favoráveis 

permitem a co-existência de espécies de tripes vetoras do vírus e de plantas hospedeiras 

(do vírus e do vetor) (German et al., 1992). A oviposição de fêmeas adultas em plantas 

infectadas por tospovírus, permite que as larvas de primeiro estádio adquiram o vírus 

(Ullman et al., 1992), iniciando o ciclo de infecção. As glicoproteínas do envelope, 

aparentemente, estão envolvidas no processo de aquisição do vírus pelo vetor (Bandla et 

al., 1998; Kikkert et al., 1998). O vírus, que é capaz de replicar ativamente nas células 

do vetor (Ullman et al., 1993), acumula-se na glândula salivar do tripes adulto 

(Wijkamp et al., 1993), o qual torna-se transmissor do vírus. Ao se alimentar sobre uma 

planta sadia, o tripes transmissor introduz as partículas virais na célula vegetal. Uma vez 

no interior da célula, as unidades da polimerase viral carreadas com a partícula iniciam 

a transcrição, produzindo os RNAs mensageiros que originam as proteínas virais. A 

transcrição ocorre por cap-snatching (Kormelink et al., 1992b), um processo em que 

sequências clivadas da região 5’ de RNAs mensageiros do hospedeiro atuam como 

iniciadores da síntese de RNA viral. O acúmulo da proteína N nas células determina a 

mudança da fase de transcrição para replicação, na qual são produzidos os RNAs 

genômicos (Van Poelwijk et al., 1996). Estes RNAs são encapsidados pela proteína N, 

formando os nucleocapsídeos e podem ser transportados para as células vizinhas ou 

serem envolvidos pelo envelope. A movimentação célula-a-célula é mediada pela 

proteína NSm e ocorre por meio da formação de túbulos através dos plasmodesmas 

(Kormelink et al., 1994; Storms et al., 1995). No processo de montagem da partícula 

viral, as glicoproteínas G1 e G2 que se acumulam no sistema de Golgi, intermedeiam o 

envolvimento dos nucleocapsídeos pelo sistema de membranas da célula; 

posteriormente, os nucleocapsídeos envelopados migram para o retículo endoplasmático 

(Kikkert et al., 1999). Após a montagem, as partículas estão aptas a serem adquiridas 

pelos tripes e transmitidas para outras plantas, completando, assim, o ciclo de infecção. 

O fato de os tospovírus serem os únicos membros da família Bunyaviridae 

capazes de infectar plantas, sugere que derivam de um vírus ancestral que infectava 

animais e que adquiriu a capacidade de infectar novos hospedeiros. A aquisição do gene 

NSm pode ter sido o grande passo evolutivo que deu origem a este grupo (Goldbach e 

Peters, 1994). Este gene, ausente nos demais gêneros da família, codifica para a proteína 

de movimento, elemento imprescindível aos vírus de planta. Outro componente que 

pode ser fundamental ao processo de patogênese em plantas, é a proteína NSs que é 

capaz de suprimir o silenciamento gênico (Takeda et al., 2002). Como o silenciamento 
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gênico é um mecanismo de defesa de plantas a vírus, as proteínas virais inibidoras deste 

processo são um contra-ataque necessário a infecção viral (Vance e Vaucheret, 2001). 

Além do silenciamento gênico, a resistência relacionada à resposta de 

hipersensibilidade é um mecanismo de defesa das plantas para evitar a infecção viral. 

Entre os genes envolvidos na ativação da resposta de hipersensibilidade, estão o gene de 

resistência (da planta) e o gene de avirulência (do patógeno). A proteína, codificada 

pelo gene de resistência, tem a dupla função de reconhecer a presença do patógeno em 

tecidos hospedeiros e desencadear as vias de transdução de sinais que ativam as 

respostas de defesa (Hammond-Kosack e Jones, 1997; Martin et al., 2003). A 

conservação da estrutura entre as proteínas de resistência, é reflexo destas funções que 

exercem em comum. Entre as proteínas codificadas pelos diferentes genes de 

avirulência não existe similaridade na estrutura, sendo, a proteína de avirulência, uma 

entre as várias proteínas do patógeno que passou a ser reconhecida pela planta. 

Originário do tomateiro selvagem Lycopersicon peruvianum, o gene Sw-5 confere 

resistência a tospovírus em tomateiro, tabaco e berinjela (Stevens et al., 1992; 

Brommonschenkel et al., 1998 e 2000; Picoli et al., 1999; Lima et al., 2000). Nestas 

espécies, as plantas com Sw-5 exibem reações necróticas no sítio de infecção e inibem a 

infecção sistêmica do vírus. A estrutura da proteína codificada por Sw-5 contendo 

domínios NBS (nucleotide binding site) e LRR (leucine rich repeats) típicos das 

proteínas de resistência e o fenótipo da resistência sugerem a sua atuação no 

reconhecimento de algum componente viral e ativação da resposta de 

hipersensibilidade.  

Neste trabalho dividido em quatro capítulos, alguns aspectos da interação 

tospovírus – Sw-5 foram analisados. No Capítulo 1, é avaliada a capacidade do gene 

Sw-5 ativar respostas de defesa a tospovírus em Nicotiana benthamiana. O Capítulo 2 é 

destinado à análise de três genes de tospovírus e sua possível interação com Sw-5. O 

Capítulo 3 trata da interferência na resistência mediada por Sw-5 por meio da co-

expressão transitória da região 5’ do gene, discutindo-se os possíveis mecanismos 

envolvidos neste processo. No Capítulo 4, relata-se a clonagem de um homólogo de  

Sw-5 e seu possível papel na resistência a tospovírus.  
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CAPÍTULO 1 
 
HIPERSENSIBILIDADE E NECROSE SISTÊMICA EM Nicotiana benthamiana 

TRANSFORMADA COM O GENE Sw-5 DE TOMATEIRO 
 
Douglas Lau1, Julio Cezar Franco de Oliveira2, Elene Yamazaki Lau1, Sérgio Hermínio 
Brommonschenkel1 
1Dep. de Fitopatologia, Universidade Federal de Viçosa, Av. P.H. Rolfs, s/n, CEP 
36570-000, Viçosa, MG; Brasil; 2Dep. Tecnologia, UNESP-Jaboticabal. (Autor para 
correspondência: shbromo@ufv.br). 
 

RESUMO 
 

O gene Sw-5, originário do tomateiro, confere resistência a várias espécies de 

tospovírus e codifica uma proteína contendo os domínios NBS (nucleotide binding site) 

e LRR (leucine rich repeats). Plantas de tomate, tabaco e berinjela com Sw-5, exibem 

reações necróticas nas folhas inoculadas com tospovírus. Estas reações e a estrutura da 

proteína Sw-5, indicam que a resistência ocorre por meio do reconhecimento de 

elicitores do patógeno e desencadeamento da resposta de hipersensibilidade. O objetivo 

deste estudo foi verificar a funcionalidade do gene Sw-5 em Nicotiana benthamiana. 

Uma construção, que contém a ORF Sw-5 sob controle do promotor 35S do CaMV e 

sua respectiva região 3’ não-traduzida com o provável sinal de poliadenilação, foi 

utilizada para transformação de N. benthamiana via Agrobacterium tumefaciens. Plantas 

de progênies oriundas da autofecundação de transformantes primários, foram inoculadas 

com um isolado de tospovírus e avaliadas quanto à ocorrência de reação de 

hipersensibilidade e resistência à infecção sistêmica. Em uma progênie com segregação 

típica para uma inserção do transgene, foi selecionada uma planta homozigota (B5-5), e 

sua progênie utilizada para avaliação do espectro da resistência a tospovírus. O gene 

Sw-5 é funcional em N. benthamiana, e plantas que contém o transgene exibem resposta 

de hipersensibilidade 48 horas após a inoculação, sendo resistentes à infecção sistêmica. 

O fenótipo da resistência, no entanto, é dependente do isolado viral, uma vez que um 

dos isolados analisados causou necrose sistêmica dos tecidos em todas as plantas 

inoculadas. Existe equivalência na funcionalidade deste gene entre as diferentes 

espécies desta família, pois o isolado causador de necrose sistêmica em N. benthamiana 

apresenta tendência a causar infecção sistêmica em tomateiro, berinjela e tabaco. Estes 

resultados sugerem que as vias de transdução de sinais e as respostas de defesa ativadas 

por Sw-5 apresentam-se conservadas entre os membros da família Solanaceae. 

Palavras-chave: resistência a vírus, expressão heteróloga, transdução de sinais. 
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INTRODUÇÃO 

 

Espécies do gênero Tospovirus (família Bunyaviridae) têm sido descritas como 

agentes causais de doenças em ampla gama de hospedeiros em regiões tropicais, 

subtropicais e temperadas (German et al., 1992; Peters et al., 1996). Entre as espécies de 

tospovírus descritas, Tomato spotted wilt virus (TSWV), Tomato chlorotic spot virus 

(TCSV), Groundnut ringspot virus (GRSV) e Chrysanthemum stem necrosis virus 

(CSNV), são capazes de infectar tomateiro e outras solanáceas causando a doença 

conhecida como “vira-cabeça” (Lopes e Santos, 1994; Kurozawa e Pavan, 1997; 

Bezerra et al., 1999; Lima et al., 2002).  

Sw-5 é um gene originário do tomateiro selvagem Lycopersicon peruvianum, 

que confere resistência a várias espécies de tospovírus. Originalmente, a resistência 

mediada por Sw-5 foi considerada dominante com penetrância incompleta (Stevens et 

al., 1992; Boiteux e Giordano, 1993). Fenotipicamente, a resistência é manifestada pela 

ausência de sintomas ou pelo aparecimento de lesões necróticas nas folhas inoculadas 

(Stevens et al., 1992). Estudos envolvendo enxertia sugerem que Sw-5 atua contendo o 

vírus no sítio de infecção (Lau, 2001). 

O gene Sw-5 codifica uma proteína de 1.246 aminoácidos, contendo domínios 

NBS (nucleotide binding site) e LRR (leucine rich repeats) (Brommonschenkel et al., 

2000). Estas características estruturais são típicas de proteínas envolvidas na resposta de 

resistência a fitopatógenos (Martin et al., 2003). A proteína Sw-5 faz parte de uma 

classe que inclui, entre outras, as proteínas Mi (Milligan et al., 1998), I2C (Ori et al., 

1997), RPM1 (Grant et al., 1995), Prf (Salmeron et al., 1996) e Rx (Bendahmane et al., 

1999), que conferem resistência a nematóides, fungos, bactérias e vírus, 

respectivamente.  

Análises genéticas de diversas interações planta-patógeno demonstram que a 

resistência pode ser dependente de uma relação específica entre um gene da planta 

(gene R) e um gene de avirulência do patógeno (gene Avr) (Flor, 1971), o que, segundo 

análises moleculares, estruturais e funcionais das proteínas codificadas por estes genes, 

pode ser explicado pelo modelo receptor-ligante (Staskawicz et al., 1995, Staskawicz, 

2001). Segundo este modelo, a proteína codificada pelo gene R atuaria como receptor 

(direto ou indireto) da proteína codificada pelo gene de avirulência. Em conseqüência 

deste reconhecimento, ocorreria o desencadeamento de cadeias de transdução de sinais, 

que ativariam diversos mecanismos de defesa, restringindo o patógeno ao sítio de 
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infecção (Baker et al., 1997; Innes, 1998; Somssich e Halhbroch, 1998). Entre estes 

mecanismos, inclui-se o aumento intracelular da concentração de formas reativas de 

oxigênio, o fortalecimento de paredes celulares, a produção de substâncias 

antimicrobianas e proteínas PR (proteínas relacionadas à patogênese), bem como de 

moléculas sinalizadoras, como o ácido salicílico, responsáveis por ativar as respostas de 

defesa em células adjacentes (LAR, Localized Acquired Resistance) e tecidos mais 

distantes do sítio de infecção na planta (SAR, Systemic Acquired Resistance) 

(Hutcheson, 1998; Hammond-Kosack e Jones, 1996; Ryals et al., 1996). Todo este 

processo pode, muitas vezes, ser visualizado macroscopicamente na forma de lesões 

necróticas restritas ao sítio de infecção (resposta de hipersensibilidade-HR).  

O gene Sw-5 confere resistência não apenas em espécies e cultivares de 

tomateiro, mas também em outras espécies da família Solanaceae como o tabaco 

(Nicotiana tabacum) e a berinjela (Solanum melongena) (Brommonschenkel et al., 

1998; Costa et al., 1999; Lau et al., 1999; Picoli et al., 1999; Lau, 2001). 

Aparentemente, Sw-5 não é capaz de conferir resistência em alface (Lactuca sativa, uma 

espécie pertencente à família Asteraceae) (Karasawa, 2001; Yamazaki, 2001). Em 

tabaco, o espectro da resistência é mais restrito em comparação ao tomateiro 

(Brommonschenkel et al., 1998; Lau, 2001). A funcionalidade de um gene R em sistema 

heterólogo é considerada evidência da conservação das vias de transdução de sinais 

ativada por estes genes. Ao menos em solanáceas, estas vias devem ser conservadas, 

conforme verificado pela funcionalidade do gene N de tabaco em tomate (Whitham et 

al., 1996), Pto de tomate em N. benthamiana (Rommens et al., 1995) e Cf-9 de tomate 

em tabaco e batata (Hammond-Kosack et al., 1998). Em geral, a conservação das vias 

de transdução de sinais é restrita a plantas botanicamente relacionadas, sendo este 

fenômeno denominado “restricted taxonomic functionality” (RTF). Neste contexto, o 

objetivo deste trabalho foi verificar a funcionalidade do gene Sw-5 em N. benthamiana e 

comparar o espectro da resistência com o observado em outras espécies de solanáceas. 

 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Isolados virais e inoculação 

 Os isolados de tospovírus V1-3 (TCSV), Cb e AL (GRSV) e V2-2, utilizados 

neste trabalho, são originários do Brasil e fazem parte da coleção do Laboratório de 
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Genética da Interação-Planta Patógeno (BIOAGRO/UFV), sendo sua identificação 

baseada no seqüenciamento do gene N (nucleocapsídeo). O número de acesso da 

seqüência do nucleocapsídeo dos isolados é dado a seguir: V1-3 (AF282982), Cb 

(AF251271) e AL (AF513219). O gene N do isolado V2-2 foi apenas parcialmente 

seqüenciando (seqüência não depositada no GenBank), sendo este isolado mais 

relacionado à espécie CSNV (Lau, 2001). 

Para fins de inoculação, o inóculo original, mantido a –80ºC, foi previamente 

multiplicado em plantas de Nicotiana tabacum ‘Havana 425’. Folhas infectadas foram 

maceradas em tampão fosfato de potássio 0,1M, pH 7,0, contendo sulfito de sódio 

0,01M e carborundum 600 mesh. O extrato foi esfregado sobre folhas de plantas sadias 

de N. benthamiana com auxílio de gaze. 

Após a inoculação, as plantas foram mantidas em condições de casa de 

vegetação ou câmara de crescimento e avaliadas a cada dois dias por um período de 14 

dias, observando-se o desenvolvimento de sintomas locais e sistêmicos. 

 

Transformação genética de Nicotiana benthamiana 

 Fragmentos foliares de N. benthamiana foram transformados, via Agrobacterium 

tumefaciens, com o clone pGPP63. Este clone é constituído da estirpe desarmada 

LBA4404 de Agrobacterium tumefaciens contendo o vetor binário pBI121, no qual o 

gene GUS foi substituído pela ORF Sw-5 (oriunda da linhagem SW99-1 de 

Lycopersicon esculentum). Nesta construção, a ORF Sw-5 está sob o controle do 

promotor 35S do CaMV e contém sua respectiva região 3’ não-traduzida (3’NTR) com 

provável sítio de poliadenilação (Figura 1) (Lima, 2001; Yamazaki, 2001). 

 
 

 
 
Figura 1 – Representação diagramática do T-DNA da construção pGPP63, derivada do 

vetor pBI121. RB – borda direita; NOS pro – promotor do gene nos de 
Agrobacterium tumefaciens; NPT II – gene da neomicina fosfotransferase II, 
que confere resistência a canamicina; NOS ter – terminador do gene nos; 
35S – promotor do RNA 35S do CaMV; Sw-5 – ORF Sw-5; 1958B e  
FP12 – oligonucleotídeos que pareiam na região 5’ do gene Sw-5;  
3’NTR – região 3’ não-traduzida do gene Sw-5 contendo o possível sinal de 
poliadenilação; e LB – borda esquerda.  
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Determinação da presença do transgene  

A presença do gene Sw-5 foi determinada via PCR, utilizando-se 

oligonucleotídeos específicos para a seqüência transgênica. O DNA das plantas foi 

extraído de acordo com protocolo de Fulton et al. (1995). A reação de PCR consistiu em 

100-200 ng de DNA genômico, 2,5 µL do tampão de reação 10X (Tris-HCl 200 mM pH 

8,3, KCl 500 mM, MgCl2 15 mM), 2 µL da mistura de deoxinucleotídeos (0,01 M de 

cada dNTP), 0,5 µL do oligonucleotídeo 1958B (10 µM) (5’-GGT GAA CTT CCC 

GGG AGA AAA TGG CTG-3’), 0,5 µL do oligonucleotídeo FP12 (10 µM) (5’-AGG 

ATT TGT AGT ACG TCT CAA CTT G-3’), 2 a 5 unidades da enzima Taq DNA 

polimerase e água estéril (Milli-Q) suficiente para atingir volume final de 25 µL. Os 

oligonucleotídeos 1958B e FP12 pareiam na região 5’ do gene Sw-5 (Figura 1), 

permitindo a amplificação de uma seqüência de 1.125 pb somente nas plantas 

transformadas. Após desnaturação inicial a 94ºC por 3 min, a amplificação constituiu de 

40 ciclos de desnaturação por 30 seg a 94ºC, anelamento por 1 min a 52ºC e extensão a 

72ºC por 2 min. Após os 40 ciclos, foi realizada uma extensão final a 72ºC por  

5 minutos. O produto da reação foi visualizado sob luz ultravioleta, após corrida 

eletroforética a 90V, por duas horas, em gel de agarose 1% (TAE 1X) contendo brometo 

de etídeo. 

 

Análise de segregação e funcionalidade do transgene  

As plantas transformadas (R0) foram inoculadas com o isolado V2-2. Aquelas 

que exibiram reações locais necróticas e não manifestaram sintomas sistêmicos 

(portanto consideradas resistentes) foram autofecundadas. As sementes, oriundas da 

autofecundação das plantas R0 que exibiram HR foram, coletadas e utilizadas nos 

experimentos de análise de segregação. Aproximadamente 20 plantas de cinco 

progênies R1, foram inoculadas com o isolado V2-2 e avaliadas quanto à ocorrência de 

HR nas folhas inoculadas, até seis dias após a inoculação. O ajuste das proporções de 

plantas resistentes:suscetíveis ao modelo genético hipotetizado, foi avaliado pelo teste 

do qui-quadrado. Plantas resistentes de uma progênie que apresentou segregação típica 

para uma única inserção, foram autofecundadas e as progênies R2 foram inoculadas, 

visando identificar plantas R1 homozigotas. Uma planta R1 homozigota foi selecionada 

e o espectro da resistência avaliado em sua descendência, mediante a inoculação dos 

quatro isolados de tospovírus (V1-3, Cb, AL e V2-2).  
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RESULTADOS  

 

Transformação genética de Nicotiana benthamiana e análise de segregação do 
transgene 

Dos 20 transformantes primários (R0), aclimatados em casa de vegetação e 

inoculados com o isolado viral V2-2, três apresentaram sintomas idênticos às plantas 

não-transformadas de N. benthamiana, consistindo em lesões cloróticas em anel no sítio 

de inoculação e infecção sistêmica caracterizada por clorose e necrose nas nervuras. 

Dezessete plantas manifestaram reações locais típicas de resposta de hipersensibilidade 

(HR). Destas plantas, porém, 11 manifestaram sintomas sistêmicos até a época do 

florescimento. Estes sintomas foram de natureza necrótica, diferindo dos sintomas 

observados em plantas não-transformadas.  

Cinco progênies R1 foram avaliadas quanto à segregação da resistência. 

Considerando o nível de significância de 5% pelo teste de χ2, as progênies oriundas de 

B2, B5 e B9, apresentaram padrão de segregação indicativo de uma única inserção do 

transgene (Tabela 1). Dentro da progênie B5, uma planta R1 homozigota foi selecionada 

(B5-5) e sua progênie utilizada nos ensaios de determinação do espectro da resistência. 

Por meio de PCR, utilizando os oligonucleotídeos 1958B e FP12, foi amplificado um 

fragmento de 1.125 pb correspondente à região 5’ do gene Sw-5, confirmando a 

presença do transgene em B5-5 (Figura 2). 

 

 

Tabela 1 – Segregação da resistência ao isolado de tospovírus V2-2 em progênies 
oriundas da autofecundação de plantas de Nicotiana benthamiana, 
transformadas com a construção pGPP63. 

 

Fenótipos observados Proporção esperada 
Progênie 

R* S* 
Hipótese** 

R S χ2 P% 

B2 15 5 3:1 15 5 0 100 
B5 15 5 3:1 15 5 0 100 
B9 12 8 3:1 15 5 2,4 12,13 

B13 8 11 3:1 14,25 4,75 10,97 0,09 
B18 9 8 3:1 12,75 4,25 4,41 3,57 

 
* R - presença de HR nas folhas inoculadas; S - ausência de HR nas folhas inoculadas.  
** Considerando uma inserção do transgene e dominância completa. 
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Análise do espectro da resistência 

A progênie da planta homozigota B5-5 foi inoculada com os quatro isolados de 

tospovírus. Das 40 plantas avaliadas (10 para cada isolado), todas exibiram sintomas 

locais necróticos dois dias após a inoculação (Figura 3B, Tabela 2). As lesões induzidas 

por V1-3 apresentaram aspecto distinto das demais, não sendo tão evidentes e 

alternando regiões necróticas com áreas cloróticas. Nas plantas não-transformadas, os 

sintomas locais só foram observados sete dias após a inoculação. Estes foram de 

natureza clorótica, muitas vezes na forma de anéis concêntricos (Figura 3A). Dez dias 

após a inoculação, todas as plantas não-transformadas exibiam sintomas sistêmicos 

típicos de infecção por tospovírus: clorose no limbo e nervuras, leve necrose em alguns 

pontos da haste e deformação foliar (Figura 3D). Nas plantas transformadas, houve 

diferenças quanto à capacidade de restrição da infecção sistêmica dos diferentes 

isolados. Plantas inoculadas com V2-2, AL e Cb, apresentaram apenas sintomas locais, 

enquanto todas as plantas inoculadas com V1-3 apresentaram sintomas sistêmicos 

(Figura 3C, Tabela 2). Estes foram de natureza necrótica e, portanto, diferentes daqueles 

observados em plantas não-transformadas.  

 

 

Tabela 2 – Freqüência dos diferentes sintomas exibidos por plantas de Nicotiana 
benthamiana não-transformadas e plantas da progênie B5-5 inoculadas 
com quatro isolados de tospovírus. 

 

N. benthamiana 
(não-transformada)  B5-5 

(Sw-5/Sw-5) Sintomas 
V1-3 V2-2 AL Cb  V1-3 V2-2 AL Cb 

HR 0/7* 0/10 0/5 0/6  10/10 10/10 10/10 10/10 

Lesões cloróticas/ 
mosaico 7/7 10/10 5/5 6/6  0/10 0/10 0/10 0/10 

Necrose sistêmica 0/7 0/10 0/5 0/6  10/10 0/10 0/10 0/10 
 

* Plantas com sintomas / total de plantas inoculadas. 
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Figura 2 – Confirmação da presença de Sw-5 em B5-5 por meio de PCR. A presença do 

transgene foi verificada utilizando-se os oligonucleotídeos 1958B e FP12 que 
pareiam na região 5’ do transgene. 16I - Linhagem de Nicotiana tabacum 
com o clone cosmídeo TC134-8 que contém o gene Sw-5; HAV – Planta de 
N. tabacum não-transformada; B5-5 - planta de N. benthamiana 
transformada com o clone pGPP63. B – Planta de N. benthamiana não-
transformada; Kb – Marcador 1 Kb Plus DNA Ladder. 

16I   HAV  B5-5   B     Kb 
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Figura 3 – Sintomas observados em plantas de Nicotiana benthamiana inoculadas com 

tospovírus. A) Lesões cloróticas em folhas inoculadas de plantas  
não-transformadas. B) Resposta de hipersensibilidade em folha de planta 
transformada com Sw-5. C) Necrose sistêmica em planta transformada com 
Sw-5. D) Clorose e deformação foliar, sintomas sistêmicos induzidos por 
tospovírus em plantas não-transformadas. 
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DISCUSSÃO 

 

O gene Sw-5 é funcional em Nicotiana benthamiana. Esta funcionalidade é 

evidenciada por dois aspectos que diferenciam as plantas transformadas das não-

transformadas: presença de lesões locais necróticas nas folhas inoculadas e capacidade 

de contenção do vírus no sítio primário de infecção. Lesões necróticas no sítio de 

infecção, visualizadas pouco tempo após a inoculação, caracterizam a resposta de 

hipersensibilidade (HR), um fenômeno que envolve o reconhecimento da presença do 

patógeno e a ativação de vias de transdução de sinais que conduzem às respostas de 

defesa (Staskawicz et al., 1995, Staskawicz, 2001).  

A funcionalidade da construção pGPP63 em N. benthamiana, em acordo com 

resultados obtidos em tabaco (Oliveira et al., 2001; Yamazaki, 2001), demonstra que a 

ORF Sw-5 utilizada na transformação contém toda a informação necessária à 

codificação de uma proteína capaz de ativar o processo de defesa. Assim, as seqüências 

de DNA adjacentes à ORF presentes no clone cosmídeo TC134-8 (inserto de 

aproximadamente 20 Kb), utilizado anteriormente na transformação de tomate, tabaco e 

berinjela (Brommonschenkel et al., 1998; 2000; Costa et al., 1999; Picoli et al., 1999; 

Picoli, 2000), não são requeridas para o desencadeamento da resposta de 

hipersensibilidade e resistência a tospovírus. Quanto às regiões regulatórias, há que se 

ressaltar que a construção apresenta um segmento da região 3’ não-traduzida do próprio 

gene Sw-5, o qual contém um provável sinal de poliadenilação (Lima, 2001). Esta 

região pode ter papel na estabilidade do RNA mensageiro, determinando o seu tempo de 

vida média e afetando os níveis de proteína sintetizada. A ausência desta região ou a 

substituição desta por regiões reguladoras de outros genes, podem alterar os níveis de 

mRNA na célula e, por conseqüência, a resistência. Embora os níveis de mRNA de  

Sw-5 na célula sejam normalmente muito baixos (Brommonschenkel et al., 2000), fato 

que pode ser devido à baixa taxa de transcrição ou a uma vida média curta do mRNA, 

este sistema, aparentemente, é sensível ao nível de proteína presente (Lau, 2001). Sendo 

assim, fatores que levem a alterações nos níveis da proteína (número de cópias do 

transgene, elementos cis-regulatórios localizados à montante ou à jusante da ORF) 

podem modificar os níveis de resistência. A ausência das regiões cis-regulatórias do 

próprio gene foi apontada como um dos possíveis motivos pelos quais uma construção 

contendo o gene Y-1, um homólogo do gene N, foi capaz de ativar a resposta de 

hipersensibilidade, mas incapaz de conter a infecção sistêmica por PVY (Vidal et al., 
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2002). Para o próprio gene Sw-5, por análise de seqüência do loco, verifica-se a 

presença de regiões MAR (Matrix Attachment Region) que podem, por interação com 

proteínas, tornar o promotor mais acessível à maquinaria de transcrição (Spassova et al., 

2001), o que justificaria os níveis de resistência mais altos observados nas plantas 

transformadas com construções contendo esta região.  

A funcionalidade de Sw-5 em N. benthamiana, indica que as vias de sinalização 

e os mecanismos de defesa ativados pela proteína de resistência estão presentes nesta 

planta. Além do tomateiro, planta da qual o gene foi clonado, esta é a terceira espécie na 

qual se demonstra a conservação das vias de defesa ativadas por Sw-5. As outras duas 

espécies nas quais Sw-5 foi funcional, tabaco e berinjela (Brommonschenkel et al., 

1998; Picoli, 2000; Spassova et al., 2001), também pertencem à família Solanaceae. 

Esta conservação pode ser restrita a esta família, uma vez que plantas de alface (família 

Asteraceae) transformadas com este gene são suscetíveis a tospovírus (Karasawa, 2001; 

Yamazaki, 2001). A conservação das vias de defesa dentro da família Solanaceae está 

bem demonstrada para outros genes de resistência, os quais foram transferidos para 

outras espécies por meio de transformação estável: gene N de tabaco para tomate 

(Whitham et al., 1996), Pto de tomate para N. benthamiana e tabaco (Rommens et al., 

1995; Thilmony et al., 1995), Cf-9 de tomate para tabaco e batata (Hammond-Kosack et 

al., 1998) e Bs2 de pimentão para tomate (Tai et al., 1999). Técnicas de expressão 

transiente que são mais rápidas e, portanto, facilitam a análise em um maior número de 

plantas, demonstraram que os genes Bs2 de pimentão e Cf-4 e Cf-9 de tomateiro são 

capazes de induzir resposta de hipersensibilidade em diversas solanáceas (Tai et al., 

1999; Van der Hoorn et al., 2000).  

A conservação dos componentes das vias de defesa ativadas por um gene de 

resistência, permite supor que existam homólogos deste gene em diferentes espécies de 

plantas, mesmo que, por meio de modificações ao longo da evolução, estes tenham 

adquirido outras especificidades e sejam incapazes de ativar o processo de defesa para 

um mesmo patógeno. A presença de homólogos dentro da família Solanaceae (tomate, 

tabaco, batata e berinjela) foi demonstrada para o gene Bs2 (da mesma classe que Sw-5), 

originário da pimenta (Capsicum chacoense) e capaz de desencadear HR nestas espécies 

(Tai et al., 1999). A presença de homólogos de Sw-5 foi demonstrada em Capsicum spp. 

(Jahn et al., 2000); no entanto, estes não conferem resistência a tospovírus. A análise da 

evolução de genes de resistência dentro da família Solanaceae, mostra que a 

especificidade de reconhecimento do patógeno pode estar evoluindo rapidamente, 
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enquanto mantém-se conservada a capacidade de disparar as respostas de defesa. Esta 

hipótese é baseada na observação de que genes homólogos, ocupando a mesma posição 

no genoma, podem conferir resistência a patógenos diferentes (Grube et al., 2000). Em 

diferentes espécies de tomateiro, genes homólogos podem ser amplificados por meio de 

PCR com oligonucleotídeos baseados na seqüência de Sw-5 (Lima, 2001). Utilizando-se 

oligonucleotídeos que pareiam na região 5’de Sw-5, observa-se a amplificação de 

fragmentos de tamanho esperado em tabaco, N. benthamiana, berinjela e batata (dados 

não-mostrados). No entanto, à exceção de batata, cuja quantidade de produto 

amplificado é similar ao de tomateiro, para as demais espécies a amplificação é bem 

mais fraca, supostamente porque o pareamento dos oligonucleotídeos não é tão eficiente 

devido a divergências nas seqüências. A amplificação observada em batata pode ser 

explicada pela estreita relação desta espécie com o tomateiro, a qual é evidenciada pela 

sintenia de muitos genes de resistência (Pan et al., 2000). 

A comparação entre o espectro da resistência conferida por Sw-5 em  

N. benthamiana com o observado em tomate, berinjela e tabaco, indica haver uma 

equivalência nestes sistemas. O isolado V1-3, causador de necrose sistêmica em  

N. benthamiana, induz necrose sistêmica em tomateiro heterozigoto para o gene Sw-5 e 

também causa infecção sistêmica em tabaco transgênico. Além disso, as lesões 

observadas nas folhas inoculadas com V1-3, que se distinguem da HR bem definida 

observada para os outros isolados, podem ser comparadas às lesões necróticas com 

anéis concêntricos observadas em berinjela (Lima et al., 2000). Assim, os resultado em 

sistemas heterólogos sugerem haver um deslocamento da resistência para níveis mais 

baixos, em que a tendência de um isolado em quebrar a resistência conferida por Sw-5 

torna-se mais pronunciada. Conforme discutido anteriormente, um dos fatores que pode 

afetar a resistência é o nível de expressão do transgene, em que contribuem a posição de 

inserção deste no genoma e os elementos cis-regulatórios. O aumento da resistência, 

verificado em uma progênie de tabaco com duas inserções de Sw-5 sob controle do 

promotor 35S, reforça a hipótese da relação entre nível de expressão e resistência 

(Yamazaki, 2001). Ainda quanto ao hospedeiro, a menor funcionalidade da proteína em 

sistema heterólogo e respostas de defesa menos eficientes devem ser consideradas. Por 

outro lado, considerando-se o patógeno, é possível que este consiga infectar mais 

rapidamente determinados hospedeiros. Se assim for, mesmo que as respostas de defesa 

ativadas em todos os hospedeiros ocorressem ao mesmo tempo e com a mesma 

intensidade, aqueles em que a infecção ocorresse de forma mais rápida poderiam ser 
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incapazes de conter o patógeno no sítio de infecção, resultando em necrose sistêmica na 

planta pela ativação de HR nos tecidos onde o vírus se propaga. 

Estudos realizados em tabaco (Lau, 2001; Oliveira et al., 2001; Yamazaki, 

2001), em que plantas transformadas foram completamente suscetíveis a determinados 

isolados de tospovírus, não sendo observada HR, reforçam a hipótese de que podem 

existir deficiências na funcionalidade da proteína Sw-5 em sistemas heterólogos. Esses 

resultados podem ser explicados pela menor eficácia da interação da proteína Sw-5 com 

os demais componentes das vias de transdução de sinais, que ativam as respostas de 

defesa nesses sistemas. Esta hipótese é corroborada pela observação de que para alguns 

genes de resistência, dependendo da planta em que são expressos, diferentes 

quantidades da molécula elicitora são necessárias para o desencadeamento de HR. O 

gene Cf-9, por exemplo, é capaz de desencadear HR em Brassica napus, mas somente 

se quantidades do peptídeo elicitor Avr9, muito superiores às utilizadas em tomate (de 

onde o gene é originário), forem infiltradas nos tecidos (Hennin et al., 2001).  

Em resumo, os resultados obtidos para Nicotiana benthamiana transformada 

com o gene Sw-5, indicam que a ORF deste gene contém toda informação necessária 

para codificar uma proteína capaz de desencadear o processo de defesa a tospovírus. 

Além disso, N. benthamiana, assim como outros membros da família Solanaceae, 

contêm os componentes das vias de transdução de sinais e elementos de resposta de 

defesa a tospovírus ativados pela proteína Sw-5. A comparação do espectro da 

resistência observado em N. benthamiana com o observado para outras solanáceas, 

corrobora a hipótese de que polimorfismo genético nos componentes das vias de 

transdução de sinais pode resultar em diferentes níveis de resistência, mesmo no caso de 

genes de efeito principal. 
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RESUMO 
 

O gênero Tospovirus é o único da família Bunyaviridae que contém espécies 

capazes de infectar plantas. Os membros deste gênero apresentam envelope lipídico no 

interior do qual, além da polimerase viral, encontram-se três diferentes RNAs (L, M e 

S) envoltos por um nucleocapsídeo. O RNA L contém uma única ORF cujo produto é a 

polimerase viral. O RNA M codifica a proteína NSm (responsável pelo movimento do 

vírus na planta) e as glicoproteínas G1/G2 (constituintes do envelope viral). O RNA S é 

responsável pela produção da proteína não-estrutural NSs (supressora de silenciamento 

gênico) e da proteína N (nucleocapsídeo). O gene Sw-5, originário do tomateiro, confere 

resistência a tospovírus em várias espécies da família Solanaceae. Quando inoculadas 

com tospovírus, plantas expressando este gene exibem reações necróticas no sítio de 

infecção e impedem a infecção sistêmica do vírus. A proteína codificada por Sw-5 

apresenta os domínios NBS (nucleotide binding site) e LRR (leucine rich repeats). O 

fenótipo da resistência e a estrutura da proteína Sw-5, sugerem que a resistência 

depende do reconhecimento do patógeno e desencadeamento de respostas de defesa. O 

elicitor que desencadeia esta resposta é desconhecido. Neste trabalho, três genes de 

tospovírus (N, NSm e NSs) foram expressos em plantas de N. benthamiana 

transformadas e não-transformadas com Sw-5, por meio do vetor viral PVX. Os genes 

foram expressos isoladamente ou em combinações (infecções mistas). Não houve 

diferenças nos sintomas observados em plantas com e sem Sw-5. Os clones de PVX::N e 

PVX::NSm, inoculados separadamente ou em infecções mistas, causaram sintomas 

similares aos de PVX selvagem. O clone PVX::NSs causou necrose dos tecidos, sendo 

esta mais severa quando o clone foi inoculado isoladamente. Necrose semelhante foi 

observada em infecções mistas entre PVX selvagem e tospovírus. PVX::NSs também 

causou sintomas severos em outras espécies da família Solanaceae, no entanto, sua 

capacidade de causar infecção sistêmica nas plantas avaliadas não diferiu do PVX 

selvagem.  
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gênico. 

 

 

INTRODUÇÃO 

 

O gênero Tospovirus é o único membro da família Bunyaviridae que contém 

espécies capazes de infectar plantas (German et al., 1992). A expansão geográfica da 

distribuição dos tospovírus e o aumento do número de espécies descritas neste gênero, 

indicam que sua história evolutiva é recente e, provavelmente, originado de um vírus 

animal que adquiriu a capacidade de infectar plantas (Goldbach e Peters, 1994). Esta 

adaptação pode ter relação com a aquisição do gene que codifica para a proteína 

responsável pela movimentação do vírus na planta (Goldbach e Peters, 1994; Van 

Poelwijck et al., 1996). Estes vírus infectam ampla gama de hospedeiros em regiões 

tropicais, subtropicais e temperadas (German et al., 1992; Peters et al., 1996), sendo 

transmitidos por diferentes espécies de tripes (família Thripinae) (German et al., 1992; 

Peters et al., 1996). 

Os tospovírus apresentam partículas esféricas ou quase esféricas, com tamanho 

variando entre 80 e 120 nm. As partículas são envoltas por envelope lipídico contendo 

glicoproteínas (German et al., 1992). No interior da partícula, além da polimerase viral, 

estão presentes três RNAs designados pelo seu tamanho relativo: L, M e S. O RNA L 

contém uma ORF cujo produto é a polimerase viral (De Haan et al., 1991). O RNA M 

contém duas ORFs responsáveis pela produção da proteína não-estrutural NSm e das 

glicoproteínas G1/G2 (Kormelink et al., 1992). O RNA S é responsável pela produção 

da proteína não estrutural NSs e da proteína N (De Haan et al., 1990). 

A proteína NSm está envolvida no movimento célula-a-célula do vírus na planta 

(Kormelink et al., 1994). As proteínas G1 e G2 estão envolvidas na formação do 

envelope viral e na transmissão do vírus por tripes (Kikkert et al., 1999; Resende et al., 

1991). A proteína N é responsável pela encapsidação dos RNAs virais e regulação do 

ciclo viral, alternando as fases de replicação e transcrição (Van Poelwijk et al., 1996). A 

proteína NSs é capaz de suprimir silenciamento gênico (Takeda et al., 2002), sendo uma 

proteína de contra-resposta que os vírus possuem para desativar mecanismos de defesa 

das plantas. 
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Entre as espécies de tospovírus descritas, Tomato spotted wilt virus (TSWV), 

Tomato chlorotic spot virus (TCSV), Groundnut ringspot virus (GRSV) e 

Chrysanthemum stem necrosis virus (CSNV), são capazes de infectar diversas espécies 

da família Solanaceae, promovendo a doença conhecida como “vira-cabeça” (Lopes e 

Santos, 1994; Kurozawa e Pavan, 1997; Bezerra et al., 1999, Lima et al., 2002). A 

sintomatologia causada por estas espécies de tospovírus é muito variada dependendo do 

isolado viral, da planta hospedeira, da idade da planta e das condições climáticas 

(German et al., 1992; Lopes e Santos, 1994; Pozzer et al., 1996). De modo geral, os 

sintomas foliares se iniciam com a formação de lesões cloróticas e, ou, necróticas, 

muitas vezes em anéis concêntricos. Nos pontos de infecção sistêmica, pode-se observar 

clorose e necrose das nervuras. Nas hastes, os sintomas costumam ser severos, com 

necrose que pode levar à morte da planta. Algumas espécies de tospovírus produzem 

sintomas mais severos. Por exemplo, CSNV induz predominantemente necrose em 

diversos tecidos (Bezerra et al., 1999; Lau, 2001). 

Os sintomas observados em plantas infectadas são resultados da interferência em 

processos celulares. O acúmulo generalizado de proteínas virais pode comprometer o 

funcionamento normal da célula e afetar a fisiologia de tecidos e órgãos. Os sintomas 

podem também ser reflexo da ação de proteínas específicas. Por exemplo, a expressão 

isolada de proteínas de movimento de vírus é capaz de causar desequilíbrios fisiológicos 

mesmo na ausência das demais proteínas virais (Olesinski et al., 1995). Recentemente, 

tem sido demonstrado que um grupo de proteínas virais que apresentam em comum a 

capacidade de suprimir o silenciamento gênico, são importantes fatores de 

patogenicidade, alterando os sintomas dos vírus que as expressam (Brigneti et al., 

1998). 

Os determinantes virais responsáveis pelos sintomas induzidos por tospovírus 

não são conhecidos. Estes vírus promovem uma série de alterações no citoplasma das 

células devido ao acúmulo de suas proteínas e utilização das organelas citoplasmáticas, 

principalmente Golgi e retículo endoplasmático. A proteína N acumula-se normalmente 

na forma de agregados ou em estruturas difusas, denominadas viroplasmas. A proteína 

NSs está presente em inclusões citoplasmáticas constituídas por estruturas fibrilares 

(Pozzer et al., 1996; Lawson et al., 1996). A proteína NSm encontra-se associada a 

agregados de nucleocapsídeo ou formando túbulos através dos plasmodesmas 

(Kormelink et al., 1994; Storms et al., 1995). Provavelmente, NSm executa ou auxilia o 

movimento de nucleocapsídeos através dos plasmodesmas (Kormelink et al., 1994; 
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Storms et al., 1995), podendo, para isso, recrutar a maquinaria de transporte celular 

(Soellick et al., 2000). A expressão da proteína NSm pode causar alterações fisiológicas, 

o que é constatado pela redução do crescimento em plantas transformadas com esta 

proteína (Van Poelwijk et al., 1996). As glicoproteínas, G1 e G2, estão associadas ao 

sistema de endomembranas da célula (retículo endoplasmático e complexo de Golgi), 

sendo necessárias à formação das partículas envelopadas (Kikkert et al., 1999). Na 

ausência destas proteínas, apenas agregados de nucleocapsídeos podem ser observados 

no citoplasma das células infectadas, sendo possível que estas alterações no ciclo viral 

tenham relação com os sintomas severos observados em mutantes morfológico-

defectivos (Resende et al., 1991). A proteína NSs pode estar relacionada à severidade 

dos sintomas causados por tospovírus, uma vez que isolados mais agressivos acumulam 

maior quantidade desta proteína no citoplasma da planta hospedeira (Kormelink et al., 

1991).  

Muitos sintomas necróticos locais e sistêmicos produzidos por vírus, têm sua 

origem na relação específica entre proteínas virais e proteínas da planta, as quais 

desencadeiam respostas de defesa contra os vírus (Culver et al., 1991). A necrose 

localizada no sítio de infecção, muitas vezes denominada de resposta de 

hipersensibilidade (HR), corresponde a um conjunto de células em que a morte celular 

programada foi ativada. Muitas vezes, os mecanismos de defesa ativados durante este 

processo não são suficientes para a contenção do patógeno, resultando em infecção 

generalizada dos tecidos da planta conhecida como necrose sistêmica (Weintraub et al., 

1963). A especificidade do desencadeamento da resposta de hipersensibilidade foi 

demonstrada, inicialmente, por estudos genéticos. Segundo a teoria gene-a-gene, para 

cada gene de avirulência do patógeno existe um gene de resistência correspondente na 

planta (Flor, 1971). As proteínas codificadas pelos genes de resistência apresentam 

estrutura relacionada às funções de reconhecimento e ativação das respostas de defesa 

(Hammond-Kosack e Jones, 1997; Martin et al., 2003). Contrariamente, os genes de 

avirulência correspondem a um entre os genes do patógeno, cuja proteína, quando 

expressa em planta, desencadeia a resposta de hipersensibilidade, não havendo, 

portanto, qualquer conservação estrutural entre as proteínas codificadas. Em tese, 

qualquer gene do patógeno pode vir a ser um gene de avirulência como demonstrado 

para os tobamovírus (Culver et al., 1991; Berzal-Herranz et al., 1995; De La Cruz et al., 

1997; Weber et al., 1993; Weber e Pfitzner, 1998; Padgett et al., 1997; Abbink et al., 

1998; Erickson et al., 1999). 
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O gene Sw-5 confere resistência a tospovírus em diversos membros da família 

Solanaceae. Plantas com Sw-5 produzem reações locais necróticas quando inoculadas 

com tospovírus (Brommonschenkel et al., 1998; Picoli et al., 1999; Brommonschenkel 

et al., 2000; Capítulo 1), e, assim como ocorre com outros genes de resistência em 

certas situações, as respostas de defesa desencadeadas por Sw-5 são insuficientes para 

conter a infecção viral, resultando em necrose sistêmica dos tecidos (Lau, 2001). O gene 

Sw-5 codifica uma proteína de 1.246 aminoácidos contendo domínios NBS (nucleotide 

binding site) e LRR (leucine rich repeats) (Brommonschenkel et al., 2000), semelhante, 

portanto, a outras proteínas envolvidas na resposta de resistência a fitopatógenos 

(Martin et al., 2003). O fenótipo da resistência e a estrutura da proteína Sw-5, sugerem 

que esta atue reconhecendo algum componente viral e desencadeando respostas ativas 

de defesa (reação de hipersensibilidade). No entanto, não se conhece que elemento dos 

tospovírus leva a proteína Sw-5 a desencadear este processo. A fim de identificar este 

elemento, três genes de tospovírus (N, NSm e NSs) foram transferidos para o vetor viral 

PVX e expressos em plantas de Nicotiana benthamiana transformadas com Sw-5. Os 

sintomas, produzidos pelos clones de PVX contendo estes genes, foram semelhantes em 

plantas com ou sem Sw-5, não havendo qualquer tipo de restrição à infecção sistêmica 

dos mesmos. Independentemente da presença de Sw-5, clones com o gene NSs 

induziram severa necrose em plantas de N. benthamiana bem como em outras 

solanáceas.  

 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Material vegetal, isolados e inoculação de tospovírus  

 A expressão transitória dos genes de tospovírus foi conduzida em plantas de 

Nicotiana benthamiana da linhagem B5-5, que contém o gene Sw-5 em homozigose 

(Capítulo 1), e em plantas não-transformadas da mesma espécie. 

Os isolados de tospovírus V1-3 (TCSV), Cb e AL (GRSV), utilizados neste 

trabalho, são originários do Brasil e fazem parte da coleção do Laboratório de Genética 

da Interação-Planta Patógeno (BIOAGRO/UFV), sendo sua identificação baseada no 

sequenciamento do gene N (nucleocapsídeo). O número de acesso da seqüência do 

nucleocapsídeo dos isolados é dado a seguir: V1-3 (AF282982), Cb (AF251271) e AL 

(AF513219). A reação a estes isolados em plantas expressando o gene Sw-5 foi descrita 
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por Lau (2001) e no Capítulo 1 desta dissertação. Os isolados foram inoculados via 

extrato vegetal tamponado. O inóculo original, mantido a –80ºC, foi previamente 

multiplicado em N. tabacum ‘Havana 425’. Folhas infectadas foram maceradas em 

tampão fosfato de potássio 0,1M, pH 7,0, contendo sulfito de sódio 0,01M e 

carborundum 600 mesh. O extrato foi esfregado sobre as folhas de N. benthamiana com 

auxílio de gaze. 

 

Clonagem dos genes N, NSm e NSs de tospovírus no vetor pGR106 

 Os genes N, NSm e NSs, do isolado AL de tospovírus, foram amplificados via 

RT-PCR. Inicialmente, RNA obtido a partir de partículas virais (Lane, 1992) ou RNA 

total (RNeasy, Qiagen) foram extraídos de plantas de N. tabacum “Havana 425” com 

infecção sistêmica. A integridade, pureza e concentração do RNA purificado, foram 

determinadas por meio de eletroforese em gel desnaturante contendo ácido  

3-[N-morfolina]propano-sulfônico (MOPS) 20 mM, acetato de sódio 5 mM, EDTA  

1 mM, pH 7,0, agarose 1,2% (p/v), brometo de etídeo a 100 mg/l e formaldeído  

221,4 mM.  

O RNA total e o RNA viral purificado foram utilizados para a síntese do cDNA 

por meio de transcrição reversa (Sambrook et al., 1989). Os oligonucleotídeos utilizados 

nesta etapa do trabalho, bem como na reação de PCR subseqüente, estão listados na 

Tabela 1. O gene N foi amplificado com os oligonucleotídeos NGRSVR (utilizado para 

síntese de cDNA) e NGRSVF. O gene NSm foi amplificado utilizando-se os 

oligonucleotídeos NSMGRR (utilizado para síntese de cDNA) e NSMGRF. Para o gene 

NSs, utilizou-se o oligonucleotídeo BR60 para síntese de cDNA e o par NSSFP/NSSR 

na reação de PCR. Para a reação de transcrição reversa, foi utilizado o kit “SuperScript 

First Strand Synthesis” (Invitrogen). 

A reação de PCR foi executada em volume de 50 µl, contendo 2 a 3µl de cDNA, 

10 µl do tampão de reação 5X (Tampão B), 4 µl da mistura de deoxinucleotídeos  

(0,01 M), 1 µl de cada oligonucleotídeo iniciador (10 µM), 1 µl da enzima Elongase 

(Gibco-BRL) (2 a 5 unidades) e água destilada estéril suficiente para o volume final de 

50 µl. Após desnaturação inicial a 94ºC por 3 min, a amplificação constituiu de  

35 ciclos de desnaturação por 30 s a 94ºC, anelamento por 1 min a 50ºC e extensão por 

2 min a 68ºC. Após os 35 ciclos foi realizada uma extensão final a 68ºC por 5 min. O 
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produto da reação foi visualizado sob luz ultravioleta, após corrida eletroforética a 90V, 

por duas horas, em gel de agarose 1% em TAE 1X contendo brometo de etídeo. 

 

 

Tabela 1 – Seqüência dos oligonucleotídeos utilizados na amplificação dos genes N, 
NSm e NSs de tospovírus. 

 

Oligonucleotídeo Seqüência 

NSMGRF* 5’-CTG TTG GAT CCA ACA TGT TGA CAC TTT  TCG GCA GC–3’ 

NSMGRR* 5’-GTA CTG CAG AGC TCT ATT ATA TTT CGT CCA CAA ACG–3’ 

NGRSVF* 5’-GAT CTA AGG ATC CAC CAT GTC TAA GGT CAA GCT C–3’ 

NGRSVR* 5’-CCC TGC AGA GCT CTC ATG CAA CAC CAG CAA TCT TG–3’ 

BR60** 5’-CAT GGA TCC TGC AGA GCA ATT GTG TCA–3 

NSSR 5’-GCT GCA GTT TTA TTC TAG ATC ATA GCT GG-3’ 

NSSFP 5’-GAG CAC TGC AGC CAC AAT GTC ATC AGG TG-3’ 
 

* - seqüência dos oligonucleotídeos determinada a partir da seqüência fornecida pelo 
prof. Renato de Oliveira Resende, UnB, Brasília.  

** - seqüência dos oligonucleotídeos conforme Eiras (1997). 
 

 

Os fragmentos amplificados foram clonados no vetor pGEM-T (Promega), de 

acordo com as recomendações do fabricante. Uma alíquota de 2 µl da reação de ligação 

foi utilizada para transformar E. coli estirpe DH5α (Sambrook et al., 1989). As células 

transformadas foram incubadas em placas de Petri contendo meio Luria-Bertani (LB) 

com ampicilina (150 µg/ml), IPTG (1mM) e X-GAL (40 µg/ml), a 37ºC por 12 h. 

Colônias contendo plasmídeos recombinantes foram identificadas pela coloração branca 

e transferidas para tubos contendo 3 ml de meio LB com ampicilina (150 µg/ml). As 

colônias foram incubadas a 37ºC por 12 h, sob agitação constante (250 rpm). O DNA 

plasmidial foi isolado a partir dessas culturas, pelo método da lise alcalina (Sambrook et 

al., 1989). Os plasmídeos foram clivados com as enzimas de restrição apropriadas para 

verificar a presença dos fragmentos clonados. 

Os genes N, NSm e NSs do isolado AL, bem como os genes N e NSm dos 

isolados V1-3 e Cb, previamente clonados, (Lau, 2001), foram transferidos para o vetor 

pGR106 (cDNA do PVX clonado em vetor binário) (http:// www. 

Jic.bbsrc.ac.uk/Sainsbury-Lab/ david-baulcombe/Services/vigsprotocol.htm). Os genes 

foram liberados com a enzima Not I, que flanqueia ambos os lados do sítio de clonagem 
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de pGEM-T, e ligados ao vetor pGR106 clivado com a mesma enzima (Figura 1). Os 

plasmídeos recombinantes foram transferidos por eletroporação para a estirpe GV3101 

de Agrobacterium tumefaciens. A identificação das colônias recombinantes foi realizada 

por PCR diretamente das colônias utilizando um par de oligonucleotídeos que  

pareiam próximo ao sítio múltiplo de clonagem do vetor pGR106 PVX-F  

(5’-AATCAATCACAGTGTTGGCTTGC-3’) e PVX-R (5’-AGTTGACCCTATGGGC 

TGTGTTG-3’) (Torto et al., 2003). A determinação da orientação dos insertos foi 

realizada por meio de clivagem com enzimas específicas.  

 

 

 
 

Figura 1 – Representação diagramática do vetor pGR106. LB – borda esquerda.  
35S – promotor do RNA 35S do CaMV. Em hachuras, cDNA do PVX 
(RdRp - RNA polimerase-RNA dependente; 25, 12, 8 - Triple Gene Block; 
CP – capa protéica). NOS – terminador do gene nos. RB – borda direita. 

 

 

Inoculação das plantas com os clones recombinantes de Agrobacterium tumefaciens 

As inoculações dos clones de A. tumefaciens contendo o vetor viral PVX e genes 

de tospovírus, foram realizadas pelo “método do palito”. Os clones da agrobactéria 

repicados em placas de Petri contendo meio LB, e os antibióticos canamicina  

(50 µg/ml) e tetraciclina (5µg/ml) foram mantidos a 28ºC. Colônias bem desenvolvidas, 

obtidas após dois a três dias de incubação, foram introduzidas no pecíolo e ao longo da 

nervura principal das folhas inferiores com auxílio de um palito. Três plantas de cada 

genótipo (transformadas e não-transformadas) foram inoculadas com cada clone ou 

combinações destes. As plantas foram mantidas em condições de casa de vegetação e 
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avaliadas quanto ao desenvolvimento de sintomas locais e sistêmicos até, 30 dias após a 

inoculação. 

 

Confirmação da expressão transitória dos genes de tospovírus em Nicotiana 
benthamiana 

A comprovação da expressão dos genes N, NSm e NSs de tospovírus, foi feita 

por meio de RT-PCR. O RNA total extraído de folhas exibindo sintomas de infecção 

sistêmica foi utilizado na síntese de cDNA, utilizando-se o oligonucleotídeo PVX-R 

(Torto et al., 2003). A PCR foi conduzida conforme descrito anteriormente, utilizando-

se o par de oligonucleotídeos PVX-R e PVX-F. 

 

Confirmação da expressão transitória da proteína N de tospovírus em Nicotiana 
benthamiana 

 A expressão da proteína do nucleocapsídeo de tospovírus em Nicotiana 

benthamiana, pelos clones recombinantes de PVX, foi verificada por meio de DAS-

ELISA (Clark e Adams, 1977). Como controles positivos foram utilizadas plantas 

infectadas com os isolados dos quais os genes foram isolados. Os anti-soros e 

conjugados para três espécies de tospovírus (TSWV, TCSV e GRSV) foram cedidos 

pelo Dr. Antônio Carlos de Ávila (Embrapa Hortaliças, Brasília, DF). Os anti-soros 

foram diluídos em 1:1000 (v/v) em tampão de revestimento (Na2CO3 1,59 g/l, NaHCO3 

2,93 g/l, NaN3 0,2 g/l, pH 9,6) e 100 µl dos anti-soros diluídos foram adicionados às 

cavidades de placas de poliestireno. Após incubação por 12 h a 4ºC, as placas foram 

lavadas com tampão PBST (NaCl 8 g/l, K2HPO4 1,15 g/l, KH2PO4 0,2 g/l, KCL  

0,2 g/l, NaN3 0,2 g/l, Tween 20 0,5 g/l, pH 7,4). Amostras de folhas de N. benthamiana 

apresentando sintomas de infecção viral, foram trituradas na presença de tampão de 

extração (Na2SO3 1,3 g/l, NaN3 0,2 g, PVP 20 g/l, ovo-albumina 2 g/l, Tween-20 20 g/l, 

pH 7,4, em 1.000 ml de tampão PBST), na proporção 1:5 (p/v) e 100 µl de cada amostra 

foram adicionados às cavidades da placa. Os controles positivos para as três espécies e 

controles negativos (extrato de planta sadia e planta infectada com PVX selvagem), 

também foram acrescentados às placas. Após incubação por 12 h a 4ºC, as placas foram 

lavadas em tampão PBST. Os conjugados, previamente diluídos em tampão ECI (PVP 

20 g/l, albumina de soro bovino 2 g/l, NaN3 0,2 g, em 1.000 ml de tampão PBST) 

(1:1.000), foram adicionados às placas (100 µl/ cavidade), seguindo-se incubação por 

duas horas à temperatura ambiente. Após novo ciclo de lavagens, foram adicionados 
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100 µl do substrato p-nitrofenilfosfato (1 mg/ml em tampão dietanolamina 97 ml/l, 

MgCl2, 0,1 g/l, NaN3 0,2 g/l, pH 9,8). O substrato foi incubado por 30 minutos a 37ºC. 

Após a reação enzimática, a intensidade da coloração foi medida em espectrofotômetro 

no comprimento de onda de 405 nm. 

 

Gama de hospedeiros de PVX::NSs 

A gama de hospedeiros do PVX recombinante com o gene NSs do isolado AL de 

tospovírus, foi determinada inoculando-se plantas de Gomphrena globosa, 

Chenopodium quinoa, Lycopersicon esculentum ‘Rutgers’, Capsicum annuum ‘Ikeda’, 

Nicotiana clevelandii, N. glutinosa, N. benthamiana, N. tabacum ‘Havana 425’ e  

N. tabacum ‘Samsun’. Como controle, para fins de comparação, foram inoculadas 

plantas com PVX recombinante contendo o gene NSs na orientação anti-senso. Três 

plantas de cada espécie e para cada construção foram inoculadas via extrato vegetal 

tamponado (como descrito para tospovírus). Folhas de N. benthamiana expressando 

sintomas sistêmicos de infecção viral foram a fonte do inóculo. Todas as plantas 

inoculadas foram mantidas em condição de casa-de-vegetação e os sintomas observados 

diariamente até 20 dias após a inoculação.  

 

Seqüenciamento dos genes N, NSm e NSs e análise comparativa do gene NSs do 
isolado AL 

As seqüências de nucleotídeos dos genes N e NSm dos isolados V1-3 e Cb, 

foram determinadas previamente por Lau (2001). As seqüências de nucleotídeos dos 

genes N, NSm e NSs do isolado AL foram determinadas em seqüenciador automático 

Perkin-Elmer modelo ABI 3100, utilizando-se o kit “Big Dye v.3.0” (Amersham). As 

seqüências foram comparadas com as depositadas no GenBank e EMBL, utilizando-se 

os programas BLASTn e T-BLASTx (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/). A montagem 

da ORF do gene NSs foi realizada utilizando o programa DNAMAN 4.0 (Lynnon 

Biosoft). O alinhamento múltiplo das seqüências foi realizado no programa ClustalW 

versão 1.82. A árvore foi construída por análise de cluster empregando o método 

UPGMA (Sneath e Sokal, 1973).  
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RESULTADOS 

 

Efeito da expressão isolada de genes de tospovírus em Nicotiana benthamiana 

 Independentemente da presença de Sw-5, o vetor viral PVX induziu em  

N. benthamiana sintomas de mosaico e leve deformação foliar nas folhas apicais 

(Figura 2A, B). Os genes N e NSm dos três isolados de tospovírus analisados (V1-3, Cb, 

AL), quando expressos isoladamente, não induziram alterações nos sintomas 

promovidos pelo PVX. A infecção mista por clones com cada um destes genes também 

não alterou os sintomas (Tabela 2). Apenas o gene NSs foi capaz de alterar os sintomas 

do PVX selvagem. Os sintomas provocados por este vírus recombinante foram severos 

e de natureza necrótica (Tabela 2; Figura 2C, D). Nas infecções mistas, em que o clone 

contendo NSs foi co-inoculado em combinações com outros clones, os sintomas foram 

mais brandos.  

 Sintomas mais severos, também necróticos, foram observados quando da 

inoculação conjunta de tospovírus e PVX selvagem. Estes sintomas são diferentes dos 

observados quando cada vírus foi inoculado separadamente, e semelhantes ao verificado 

para o PVX recombinante com a proteína NSs (Figura 3). 

Os sintomas observados em N. benthamiana transformada com Sw-5, foram 

similares aos observados em plantas não transformadas tanto quando da expressão 

isolada dos genes de tospovírus, quanto nas infecções mistas com os clones expressando 

os diferentes genes. Sintomas diferentes entre estas plantas só foram constatados 

quando da inoculação com o isolado de tospovírus do qual os genes foram isolados. 

Nesta situação, a resposta de hipersensibilidade (para os isolados Cb e AL) ou a necrose 

sistêmica (para o isolado V1-3) foi evidente em plantas contendo Sw-5, enquanto que as 

plantas não transformadas exibiram reações locais cloróticas e sintomas sistêmicos 

também de natureza clorótica (Tabela 2).  

Os transcritos correspondentes aos genes de tospovírus foram, detectados nos 

tecidos de N. benthamiana que apresentavam sintomas de infecção sistêmica pelos 

clones recombinantes de PVX. Por meio de RT-PCR, foi possível amplificar fragmentos 

de tamanho correspondente aos genes N, NSm e NSs. Estes foram detectados tanto em 

plantas transformadas com Sw-5 (Figura 4A) quanto em plantas não transformadas 

(Figura 4B). Não houve restrição à presença de nenhum clone. Apenas nas infecções 

triplas (envolvendo os genes N, NSm e NSs) houve dificuldade na amplificação do gene 
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NSs. Este, contudo, pôde ser detectado pelo uso de oligonucleotídeos específicos para a 

seqüência deste gene (dados não-mostrados). 

 

 

 
 

Figura 2 – Sintomas observados em plantas de Nicotina benthamiana inoculadas com 
clones de PVX. A) Mosaico em folhas apicais de planta inoculada com PVX 
selvagem (não-recombinante). B) Mosaico em brotações laterais da planta 
inoculada com PVX selvagem. C) Necrose induzida em folhas apicais de 
planta inoculada com PVX recombinante com o gene NSs. D) Necrose em 
brotações laterais de planta inoculada com PVX recombinante com o gene 
NSs. 
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Figura 3 – Sintomas observados em plantas de Nicotiana benthamiana inoculadas com 
tospovírus e PVX. A) Mosaico em folhas apicais de planta inoculada com 
PVX selvagem. B) Clorose e deformação foliar em folhas apicais de planta 
inoculada com tospovírus. C) Necrose induzida em folhas apicais de planta 
inoculada com PVX selvagem e tospovírus. 

 

 

Tabela 2 – Sintomas observados em plantas de Nicotiana benthaminana inoculadas com 
tospovírus ou com o vetor viral PVX, contendo diferentes genes de 
tospovírus. 

 

Planta 
Vírus Genes de tospovírus B 

(não-transformada) 
B5-5 

(Sw-5/Sw-5) 
PVX __ Mos* Mos 
PVX N (V1-3) Mos Mos 
PVX Nsm (V1-3) Mos Mos 

TCSV (V1-3)  Lc/Vc, Df Ln, Lc/Ns 
PVX N (Cb) Mos Mos 
PVX NSm (Cb) Mos Mos 

GRSV (Cb)  Lc/Vc, Df HR/- 
PVX N (AL) Mos Mos 
PVX NSm (AL) Mos Mos 
PVX NSs (AL) Ns Ns 
PVX N+NSm (AL) Mos Mos 
PVX N+NSs (AL) Ns Ns 
PVX NSm+NSs (AL) Ns Ns 
PVX N+NSm+NSs (AL) Ns Ns 

GRSV (AL)  Lc/Vc, Df HR/- 
 
* - ausência de sintomas; Df: deformação foliar; HR: resposta de hipersensibilidade;  

Lc: lesões cloróticas; Ln: lesões necróticas; Mos: mosaico; Ns: Necrose sistêmica; 
Vc: clorose nas nervuras.  
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Figura 4 – Detecção da presença dos transcritos correspondentes aos genes de 

tospovírus em tecidos de Nicotiana benthamiana, inoculadas com clones 
de PVX recombinantes. A presença dos transcritos foi verificada por meio 
de RT-PCR a partir de RNA total utilizando-se os oligonucleotídeos  
PVX-F e PVX-R. A) Plantas não- transformadas. B) Plantas 
transformadas com Sw-5. Designações acima de cada linha correspondem 
aos genes presentes nos respectivos clones recombinantes do vetor viral 
PVX, utilizados nas inoculações. PVX – Planta inoculada com PVX não- 
recombinante; Kb – Marcador 1 Kb Plus DNA Ladder.  
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Confirmação da expressão transitória da proteína N de tospovírus em Nicotiana 
benthamiana 

A presença da proteína N de tospovírus em tecidos de N. benthamiana 

infectados por clones recombinantes de PVX contendo o gene N, foi demonstrada por 

DAS-ELISA utilizando-se anti-soros específicos para as espécies TSWV, TCSV e 

GRSV. A especificidade de reação dos anti-soros para as proteínas recombinantes foi 

semelhante à observada para os isolados de tospovírus dos quais o gene foi isolado, 

indicando que o gene de tospovírus estava sendo adequadamente transcrito por PVX e 

traduzido pela célula vegetal (Tabela 3). Os isolados Cb e AL (ambos identificados 

como GRSV) reagiram com dois anti-soros (para GRSV e TCSV), o que pode ser 

devido à reação cruzada, já que estas duas espécies são relacionadas (De Ávila et al., 

1993). 

 

 

Tabela 3 – Detecção por meio de DAS-ELISA da proteína N de tospovírus em tecidos 
de Nicotiana benthamiana, infectados com clones recombinantes de PVX 
contendo o gene N de três isolados de tospovírus. 

 

Anti-soro 
Isolado 

TSWV TCSV GRSV 

PVX 0,186* 0,180 0,163 

PVX::N_V1-3 0,203 3,236 0,325 

PVX::N_CB 0,215 0,377 0,836 

PVX::N_AL  0,220 0,337 0,693 

Sadia 0,194 0,174 0,164 

V1-3 0,252 3,362 0,318 

Cb 0,232 0,885 0,939 

AL 0,215 0,579 0,848 
 
*Absorbância a 405 nm. 

 

 

Gama de hospedeiros de PVX::NSs 

Os clones de PVX recombinantes contendo o gene NSs de tospovírus, 

apresentaram capacidade semelhante de causar infecção sistêmica nas plantas 

inoculadas. Contudo, o clone senso causou, em algumas solanáceas, sintomas locais e 

sistêmicos mais severos que os causados pelo clone anti-senso, sendo estes de natureza 
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necrótica (Tabela 4). Em Gomphrena globosa e Chenopodium quinoa, ambos os clones 

causaram apenas lesões locais. Nas duas cultivares de N. tabacum, os sintomas causados 

por ambos os clones recombinantes foram semelhantes, com lesões cloróticas quase 

imperceptíveis nas folhas inoculadas e, portanto, distintos dos severos sintomas locais e 

sistêmicos promovidos por tospovírus. Em Capsicum annuum, os sintomas locais e 

sistêmicos, causados por ambos os clones, foram semelhantes e bastante severos. 

Conforme verificado previamente para N. benthamiana, os sintomas causados em  

N. glutinosa e N. clevelandii pelo clone recombinante senso, foram mais severos em 

relação aos sintomas causados pelo clone anti-senso. Em N. clevelandii, enquanto o 

clone anti-senso causou lesões locais cloróticas e mosaico sistêmico (Figura 5A), o 

clone senso causou lesões necróticas locais e sistêmicas, bem como deformação foliar 

(Figura 5B). Em tomate, os sintomas locais causados pelo clone senso assemelharam-se 

muito às lesões necróticas (resposta de hipersensibilidade) formadas em plantas de 

SW99-1 (Sw-5/Sw-5) inoculadas com tospovírus (Figura 5C), embora tenha ocorrido 

infecção sistêmica do PVX, o que foi evidenciado pelo mosaico nas folhas não-

inoculadas (Figura 5D).  

 

 

Tabela 4 – Gama de hospedeiros de PVX recombinante contendo o gene NSs de 
tospovírus.  

 
Hospedeiro PVX::NSs-senso PVX::NSs- anti-senso 

 Local Sistêmico Local Sistêmico 

Amaranthaceae     
   Gomphrena globosa LN - LN - 

Chenopodiaceae     
   Chenopodium quinoa LN - LN - 

Solanaceae     
   Lycopersicon esculentum 
‘Rutgers’  LN MOS - MOS 

   Nicotiana benthamiana LC, LN MOS, LN LC MOS 
   Nicotiana clevelandii LC, LN MOS, LN LC MOS 
   Nicotiana glutinosa LC, LN MOS LC MOS 
   Nicotiana tabacum ‘Havana 425’ LC - LC - 
   Nicotiana tabacum ‘Samsun’ LC - LC - 
   Capsicum annuum ‘Ikeda’ LC LC, LN, MOS, DF LC LC, LN, MOS, DF
 
- ausência de sintomas; LC: lesão clorótica; LN: lesão necrótica; DF: deformação foliar; 
MOS: mosaico. 



 38 

 
 
Figura 5 – Sintomas observados em plantas inoculadas com clones recombinantes de 

PVX contendo o gene NSs de tospovírus. A) Mosaico em folhas apicais de 
Nicotiana clevelandii inoculadas com PVX::NSs anti-senso. B) Necrose, 
clorose e deformação foliar em folhas apicais de Nicotiana clevelandii 
inoculadas com PVX::NSs senso. C) Necrose local em folhas de 
Lycopersicon esculentum inoculada com PVX::NSs – senso. D) Mosaico 
sistêmico nesta mesma planta. 

 

 

Análise da proteína NSs do isolado AL  

 A proteína NSs do isolado AL (GRSV) apresenta 467 aminoácidos. Os 

aminoácidos 1 a 434 incluem o domínio Bunya_NS-S_2 (pfam03231.10) de 

Bunyavirus. A comparação com as seqüências depositadas no GenBank e EMBL revela 

sua estreita semelhança (98,7% de identidade) com o isolado TSWV-B, descrito por 

Pang et al. (1993) (Figura 6). O TSWV-B é oriundo do Brasil e suas características 

biológicas e moleculares indicavam, à época em que foi descrito, tratar-se de uma 

espécie nova, hoje denominada Groundnut ringspot virus (GRSV) (De Ávila et al., 

1993). O alinhamento das proteínas NSs de isolados de GRSV, TSWV e INSV,  
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GRSV_AL         MSSGVYESIIQTKASVWGSTASGRSIVDSYWIYEFPTGFPLVQTQLYSDSRSKSSFGYTS 60 
GRSV_B          MSSGVYESIIQTKASVWGSTASGKSIVDSYWIYEFPTGSPLVQTQLYSDSRSKSSFGYTS 60 
TSWV_L3         MSSSVYESIIQTRASVWGSTASGKAVVDSYWIHELGTGSLLVQTQLYSDSRSKSSFGYTA 60 
TSWV_D          MSSSVYESIIQTRASVWGSTASGKAVVDSYWIHELGTGSPLVQTQLYSDSRSKSSFGYTA 60 
INSV            MSSAMYETIIKSKSSIWGTTSSGKAVVDSYWIHDQSSGKKLVEAQLYSDSRSKTSFCYTG 60 
                ***.:**:**::::*:**:*:**:::******::  :*  **::*********:** **. 
 
GRSV_AL         KIGDIPAVEEEVLSQNVHIPVFDDIDFSININDSFLAISVCSNTVNTNGVKHQGHLKVLS 120 
GRSV_B          KIGDIPAVEEEILSQNVHIPVFDDIDFSININDSFLAISVCSNTVNTNGVKHQGHLKVLS 120 
TSWV_L3         KVGNLPCEEEEILSQHVYIPIFDDIDFSINIDDSVLALSVCSNTVNTNGVKHQGHLKVLS 120 
TSWV_D          KVGNLPCEEEEILSQHVYIPIFDDIDFSINIDDSVLALSVCSNTVNTNGVKHQGHLKVLS 120 
INSV            KVGFLPTEEKEIIVR-CFVPIFDDIDLNFSFSGNVVEILVRSNTTNTNGVKHQGHLKVLS 119 
                *:* :*  *:*:: :  .:*:*****:.:.:....: : * ***.*************** 
 
GRSV_AL         LAQLHPFEPVMSRSEIASRFRLQEEDIIPDDKYISAANKGSLSCVKEHTYKVEMSHNQAL 180 
GRSV_B          LAQLHPFEPVMSRSEIASRFRLQEEDIIPDDKYISAANKGSLSCVKEHTYKVEMSHNQAL 180 
TSWV_L3         PDQLHSIGSTMNRSDIKDRFQLQEKDIIPNDRYIEAANKGSLSCVKEHTYKIETCYNQAL 180 
TSWV_D          PAQLHSIGSTMNRSDITDRFQLQEKDIIPNDRYIEAANKGSLSCVKEHTYKIEMCYNQAL 180 
INSV            SQLLRMLEEQIAVPEITSRFGLKESDIFPPNNFIEAANKGSLSCVKEVLFDVKYSNNQSM 179 
                   *: :   :  .:* .** *:*.**:* :.:*.************  :.:: . **:: 
 
GRSV_AL         GKVNVLSPNRNVHEWLYSFKPNFNQIESNNRTVNSLAVKSLLMATENNIMPNSQAFVKAS 240 
GRSV_B          GKVNVLSPNRNVHEWLYSFKPNFNQIESNNRTVNSLAVKSLLMATENNIMPNSQAFVKAS 240 
TSWV_L3         GKVNVLSPNRNVHEWLYSFKPSFNQVESNNRTVNSLAVKSLLMSAENNIMPNSQAFVKAS 240 
TSWV_D          GKVNVLSPNRNVHEWLYSFKPSFNQVESNNRTVNSLAVKSLLMSAENNIMPNPQAFVKAS 240 
INSV            GKVSVLSPTRSVHEWLYTLKPVFNQSQTNNRTVNTLAVKSLAMSATSDLMSDTHSFVRLN 239 
                ***.****.*.******::** *** ::******:****** *:: .::*.:.::**: . 
 
GRSV_AL         TDSHFKLSLWLRIPKVLKQIAIQKLFKFAGDETGKSFYLSIACIPNHNSVETALNVTV-I 299 
GRSV_B          TDSHFKLSLWLRIPKVLKQIAIQKLFKFAGDETGKSFYLSIACIPNHNSVETALNVTV-I 299 
TSWV_L3         TDSHFKLSLWLRVPKVLKQVSIQKLFKVAGDETNKTFYLSIVCIPNHNSVETALNISV-I 299 
TSWV_D          TDSHFKLSLWLRVPKVLKQVSIQKLFKVAGDETNKTFYLSIACIPNHNSVETALNISV-I 299 
INSV            NNKPFKISLWMRIPKIMKSNTYSRFFTLSDESSPKEYYISIQCLPNHNNVETVIEYNFDQ 299 
                .:. **:***:*:**::*. : .::*..:.:.: * :*:** *:****.***.:: ..   
 
GRSV_AL         CKHQLPIPKSKAPFELSMIFSDLKEPYNTVHDPSYPQRIVHALLETHTSFAQALCNKLQE 359 
GRSV_B          CRHQLPIPKSKAPFELSMIFSDLKEPYNTVHDPSYPQRIVHALLETHTSFAQVLCNKLQE 359 
TSWV_L3         CKHQLPIRKCKAPFELSMMFSDLKEPYNIVHDPSYPQRIVHALLETHTSFAQVLCNNLQE 359 
TSWV_D          CKHQLPIRKCKIPFELSMMFSDLKEPYNIVHDPSYPQRIVHALLETHTSFAQVLCNNLQE 359 
INSV            SNLFLNQLLLAVIHKIEMNFSDLKEPYNVIHDMSYPQRIVHSLLEIHTELAQTVCDSVQQ 359 
                ..  *        .::.* ********* :** ********:*** **.:**.:*:.:*: 
 
GRSV_AL         DVIIYTINSPELTPAKLDLGERTLNYSEDASKKKYFLSKTLECLPVNVQTMSYLDSIQIP 419 
GRSV_B          DVIIYTINSPELTPAKLDLGERTLNYSEDASKKKYFLSKTLECLPVNVQTMSYLDSIQIP 419 
TSWV_L3         DVIIYTLNNYELTPGKLDLGERTLNYSEDICKRKYFLSKTLECLPSNTQTMSYLDSIQIP 419 
TSWV_D          DVIIYTLNNYVLTPGKLDLGERTLNYSEDICKRKYFLSKTLECLPSNTRTMSYLDSIQIP 419 
INSV            DMIVFTINEPDLKPKKFELGKKTLNYSEDGYGRKYFLSQTLKSLPRNSQTMSYLDSIQMP 419 
                *:*::*:*.  *.* *::**::*******   :*****:**:.** * :*********:* 
 
GRSV_AL         SWKIDFARGEIRISPQSTPIARSLLKLDLSKIKGKKSLTWETSSYDLE 467 
GRSV_B          SWKIDFARGEIRISPQSTPIARSLLKLDLSKIKEKKSLTWETSSYDLE 467 
TSWV_L3         SWKIDFARGEIKISPQPVSVAKSLLKLDLSGIKKKGSKISETHASGSK 467 
TSWV_D          SWKIDFARGEIKISPQPVSVAKSLLKLDLSRIEKKESKIPETYASGSK 467 
INSV            DWKFDYAAGEIKISPRSEDVLKAISKLDLN------------------ 449 
                .**:*:* ***:***:.  : ::: ****.  . . :   .: : . . 

 
Figura 6 – Alinhamento da seqüência de aminoácidos da proteína NSs de isolados de 

tospovírus. GRSV_AL (seqüenciado neste trabalho), GRSV_B (descrito 
como TSWV-B por Pang et al., 1993), TSWV_L3 (Maiss et al., 1991) e 
TSWV D (Qiu et al., 1998) e INSV (Impatiens necrotic spot virus - De 
Haan et al., 1992). 
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evidencia a variação presente na região carboxi-terminal da proteína NSs (aminoácidos 

435 a 467) (Figura 6). Apenas parte desta região é encontrada em Impatiens necrotic 

spot virus (INSV - De Haan et al., 1992) e está ausente nas espécies asiáticas de 

tospovírus. Esta proteína apresenta 81,1% de identidade com o TSWV brasileiro BR01 

(De Haan et al., 1990) e 56,3% com INSV (De Haan et al., 1992), uma espécie de 

tospovírus presente no Hemisfério Norte, sendo bastante distinta das proteínas NSs 

presente em espécies de tospovírus originadas na Ásia (Figura 7A). A construção de 

árvore baseada na identidade geral entre proteínas NSs de várias espécies de tospovírus, 

permite a visualização de um grupo que inclui as espécies asiáticas e de um grupo 

contendo os tospovírus presentes na América do Sul (GRSV e TSWV) e um tospovírus 

do Hemisfério Norte (INSV) (Figura 7B). As análises não incluíram as demais espécies 

do Brasil (TCSV, CSNV e ZLCV) devido à ausência de seqüências disponíveis. 
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A 
 
TSWV                100% 
GRSV                81.1% 100% 
INSV                55.8% 56.3% 100% 
WSMV                20.0% 20.5% 21.0% 100% 
PBNV                19.7% 21.0% 20.0% 84.5% 100% 
MYSV                19.8% 18.8% 20.1% 50.3% 50.1% 100% 
IYSV                19.6% 22.3% 22.6% 49.1% 49.3% 40.8% 100% 
PYSV                15.3% 17.2% 18.2% 21.6% 20.9% 18.8% 21.2% 100% 
 
 

B 

TSWV

GRSV

INSV

WSMV

PBNV

MYSV

IYSV

PYSV

100% 20%80% 60% 40%

 
 
Figura 7 – Relacionamento entre espécies de tospovírus determinado a partir de 

comparações da proteína NSs. A - Matriz de identidade de aminoácidos da 
proteína NSs de tospovírus. B – Árvore construída com base na identidade 
de aminoácidos da proteína NSs de tospovírus. GRSV (Groundnut 
ringspot virus - isolado AL seqüenciado neste trabalho), TSWV (Tomato 
spotted wilt virus - De Haan et al., 1990), INSV (Impatiens necrotic spot 
virus - De Haan et al., 1992), MYSV (Melon yellow spot virus – Kato et 
al., 2000), PBNV (Peanut bud necrosis virus -Satyanarayana et al., 1996), 
WSMV (Watermelon silver mottle virus - Yeh e Chang, 1996), IYSV (Iris 
yellow spot virus - Cortês et al., 1998) e Peanut yellow spot virus (PYSV) 
(Satyanarayana et al., 1998).  
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DISCUSSÃO 

 

 A expressão isolada de genes de um dado patógeno em plantas contendo o 

respectivo gene de resistência, pode permitir a detecção do gene cuja proteína atua 

como elicitora das respostas de defesa da planta. Isto pode ser evidenciado pela 

visualização da resposta de hipersensibilidade (Tang et al., 1996; Abbink et al., 1998; 

Mestre et al., 2000), bem como pela contenção do organismo recombinante contendo o 

gene de avirulência (Kamoun et al., 1999; Tobias et al., 1999). Os sintomas causados 

em plantas de N. benthamiana transformadas com Sw-5 pelos clones de PVX contendo 

os genes N, NSm e NSs de tospovírus, em nada diferiram daqueles observados em 

plantas não-transformadas, quer seja na infecção isolada de cada um dos clones, como 

também nas infecções mistas envolvendo combinações dos diversos os clones. A 

diferença entre tais plantas só foi evidenciada quando da inoculação com o isolado de 

tospovírus, a partir do qual os genes foram isolados. Neste caso, a resposta de 

hipersensibilidade foi evidente em plantas contendo Sw-5. Em plantas com Sw-5 não 

houve restrição à infecção sistêmica dos diferentes clones recombinantes de PVX. A 

incapacidade destes genes em elicitar a resposta de hipersensibilidade ou ativar 

mecanismos de defesa que impedissem a infecção do PVX recombinante, indicam que 

nenhum destes genes de tospovírus é o gene de avirulência da interação  

Sw-5 – tospovírus. Dois outros genes ainda apresentam-se como potenciais candidatos a 

gene de avirulência desta interação: o gene que codifica a polimerase viral (proteína L) 

e o gene que codifica as glicoproteínas do envelope (proteínas G1 e G2). Estudos 

envolvendo pseudo-recombinantes de tospovírus indicam que a capacidade de uma 

estirpe de TSWV em evitar a resistência conferida por Sw-5, está relacionada ao RNA 

M (Hoffmann et al., 2001). Como o RNA M contém os genes NSm e G1/G2, e o 

presente trabalho indica que o gene NSm não codifica a molécula elicitora, é possível 

que G1/G2 seja o gene de avirulência de tospovírus. 

Os tospovírus induzem diversos sintomas em seus hospedeiros. Tais sintomas 

podem ter uma relação evidente com a atividade de uma proteína em específico, ou 

serem decorrentes das múltiplas alterações da fisiologia da célula e dos tecidos da planta 

durante o processo de infecção viral. A obtenção de clones PVX contendo diferentes 

genes de tospovírus permitiu avaliar a possível contribuição de cada um destes genes 

nos sintomas causados por tospovírus. Dos clones recombinantes de PVX (contendo os 

genes N, NSm ou NSs de tospovírus) inoculados em Nicotiana benthamiana, o único 
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que causou sintomas diferentes em relação ao PVX selvagem foi o que continha o gene 

NSs. Nas infecções mistas, envolvendo combinações dos clones recombinantes 

contendo os diferentes genes, não foi observado nenhum sintoma diferente daqueles 

causados pelos clones individuais, mas apenas à atenuação dos efeitos do clone 

PVX:NSs.  

A proteína NSm, responsável pela movimentação do vírus na planta, e a proteína 

NSs, capaz de suprimir silenciamento gênico, podem ter relação direta com alguns dos 

sintomas causados por tospovírus. A proteína NSm forma túbulos nos plasmodesmas, 

pelos quais o RNA dos tospovírus é transportado. As modificações promovidas por 

NSm nestas estruturas celulares podem ser a origem da dificuldade de obtenção de 

plantas transgênicas expressando esta proteína, assim como do nanismo das plantas 

obtidas (Van Poelwijk et al., 1996). Ao contrário destes relatos, no presente trabalho, os 

clones de PVX contendo o gene NSm de tospovírus causaram os mesmos sintomas que 

PVX selvagem. Talvez os efeitos desta proteína sobre a fisiologia da planta sejam mais 

pronunciados apenas se ela for expressa desde o início do desenvolvimento. Assim, o 

fato de plantas desenvolvidas terem sido inoculadas pode ter sido o motivo pelo qual 

nenhum efeito além dos promovidos pela infecção de PVX ter sido observado. 

A primeira associação entre os sintomas de tospovírus e a proteína NSs, foi a 

visualização de um maior acúmulo desta proteína nas células de plantas infectadas por 

isolados mais agressivos (Kormelink et al., 1991). A proteína NSs é uma proteína não-

estrutural (ausente na partícula) dos tospovírus. É codificada pelo RNA S no sentido 

viral (De Haan et al., 1990), sendo expressa em plantas e no inseto-vetor (tripes) 

(Kormelink et al., 1991; Lawson et al., 1996; Ullman et al., 1993, 1995). Em plantas, 

esta proteína acumula-se em inclusões de aspecto fibrilar. Até recentemente, sua função 

era desconhecida, sendo postulado que poderia atuar em alguma etapa da replicação do 

vírus ou, devido à sua variabilidade, estar envolvida com a determinação da gama de 

hospedeiros (Van Poelwijk et al., 1996). Recentemente, foi demonstrado que esta 

proteína tem a capacidade de suprimir o processo de silenciamento gênico (Takeda et 

al., 2002). A expressão transitória de NSs faz com que plantas transgênicas silenciadas 

para GFP voltem a expressar o transgene. Além disso, a ausência de pequenos RNAs 

interferentes (siRNAs) nas áreas infiltradas, corrobora a hipótese de que esta proteína 

interfere no mecanismo de silenciamento de RNA (Bucher et al., 2003). A 

demonstração de que esta proteína apresenta a capacidade de suprimir silenciamento 

gênico apoia a hipótese de relação entre NSs e a severidade dos sintomas causados por 
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tospovírus, uma vez que outras proteínas virais supressoras de silenciamento gênico têm 

capacidade de aumentar a severidade dos sintomas causados pelo vírus que as expressa 

(Brigneti et al., 1998). Em acordo com estas observações, os sintomas causados pelo 

clone PVX contendo o gene NSs foram muito mais severos do que os verificados para 

PVX selvagem. Diferente do mosaico típico de infecções por PVX, observou-se uma 

severa necrose dos tecidos infectados.  

A expressão transitória da proteína NSs em tecido vegetal, não é suficiente para 

desencadear necrose (Takeda et al., 2002; Bucher et al., 2003); assim, é possível que a 

necrose promovida por PVX::NSs seja conseqüência indireta da supressão do 

silenciamento gênico por NSs. Como inibidora do silenciamento gênico, NSs poderia 

favorecer a infecção viral, permitindo maior acúmulo do PVX. O desgaste metabólico, 

decorrente deste acúmulo, poderia resultar no colapso de células e tecidos. No presente 

trabalho, o título de PVX não foi determinado, porém outras proteínas virais supressoras 

de silenciamento demonstram-se capazes de aumentar o título de diferentes vírus. Por 

exemplo, verificou-se o aumento do acúmulo de Cucumber mosaic virus (CMV), 

Tobacco mosaic virus (TMV) e PVX em protoplastos obtidos a partir de plantas 

transgênicas expressando a proteína HC-Pro (Pruss et al., 1997). Ainda, tanto a proteína 

HC-Pro quanto 2b de cucumovírus, quando expressas a partir de PVX, permitiram 

maior acúmulo deste vírus na planta e os sintomas resultantes da infecção viral se 

tornaram mais severos (Brigneti et al., 1998). Assim, os casos de sinergismo em 

infecções mistas envolvendo PVX e potyvírus têm sua origem nas proteínas supressoras 

de silenciamento, que atuam desativando mecanismos de defesas das plantas 

favorecendo a infecção viral (Pruss et al., 1997). A relação tospovírus-PVX pode 

apresentar o mesmo padrão, pois a infecção mista de PVX e tospovírus resultou em 

sintomas mais severos (com necrose das folhas infectadas) do que os observados 

quando estes vírus são inoculados separadamente. Tais sintomas podem ser devido a 

atividade da proteína NSs dos tospovírus e estão em acordo com a hipótese de que a 

necrose resulta do maior acúmulo do vírus na célula.  

Algumas observações, no entanto, favorecem a hipótese de que a proteína NSs 

poderia ter algum tipo de atividade necrogênica. Clones PVX com a proteína supressora 

de silenciamento C2 de TYLCV-C, não apresentam seu título víral aumentado (Dong et 

al., 2003). Estes autores conseguiram identificar mutantes para a proteína C2 que são 

capazes de induzir necrose, porém incapazes de suprimir o silenciamento gênico, 

indicando que estes fenômenos podem ter origens distintas. Ademais, análises 
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demonstraram que a proteína NSs dos bunyavírus apresenta similaridade com a proteína 

Reaper de Drosophila, a qual tem atividade pro-apoptótica. Assim como Reaper, a 

proteína NSs induz ativação de caspases e, quando expressa em ratos, promove 

apoptose de células neuronais e aumento da mortalidade. Aparentemente, a indução de 

apoptose por NSs ocorre por um mecanismo similar ao utilizado por Reaper, uma vez 

que ambas as proteínas apresentam capacidade de se ligar a regulador de apoptose 

denominado Scythe (Cólon-Ramos et al., 2003). Desta forma, uma explicação 

alternativa, contrária a exposta acima, é que não seria a presença da proteína NSs que 

permitiria o maior acúmulo de PVX, e sim PVX propiciaria o maior acúmulo da 

proteína NSs, em níveis tais que a proteína induziria necrose da célula. Assim, 

supostamente nas infecções dos tospovírus, devido à característica de regulação da 

transcrição destes vírus, os níveis desta proteína poderiam ser menores e, por isso, os 

sintomas não seriam tão severos. Aqueles isolados capazes acumular NSs em maior 

quantidade, causariam sintomas mais severos. Esta hipótese também justificaria os 

sintomas mais brandos, observados em infecções mistas envolvendo os diferentes 

clones de PVX recombinantes, quando comparados aos severos sintomas observados 

durante as infecções simples apenas com PVX::NSs: a competição entre os clones 

recombinantes nos tecidos da planta reduziria a quantidade da proteína NSs. 

 Uma vez que o processo de silenciamento gênico é um mecanismo de defesa de 

plantas a vírus, as proteínas virais inibidoras deste processo são um contra-ataque 

muitas vezes necessário à infecção viral (Vance e Vaucheret, 2001). A hipótese de que a 

proteína NSs é determinante da gama de hospedeiro dos tospovírus, foi testada por meio 

da avaliação da gama de hospedeiros do clone de PVX recombinante expressando o 

gene NSs. A capacidade deste clone de causar infecção sistêmica nas plantas avaliadas 

foi semelhante a observada para o clone contendo gene NSs na orientação anti-senso, 

porém em algumas plantas da família Solanaceae, assim como descrito para  

N. benthamiana, os sintomas foram mais severos. É possível que em tais plantas, a 

presença de NSs tenha favorecido a infecção por PVX. Para as plantas em que a 

presença de NSs não resultou em alteração dos sintomas, pode ser que outro fator não 

relacionado ao silenciamento gênico esteja envolvido com incapacidade de PVX de 

causar infecção sistêmica.  

 O isolado AL, originário do Nordeste brasileiro, pertence à espécie GRSV (Lima 

et al., 2002). A comparação da seqüência de aminoácidos da proteína NSs deste isolado, 

revelou sua elevada identidade (98,7%) com o isolado TSWV-B. Este também é 
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originário do Brasil e seu RNA S foi seqüenciado em 1993 (Pang et al., 1993). À época, 

apresentava-se como uma espécie nova que foi descrita como GRSV (De Ávila et al., 

1993). A proteína NSs é comparativamente mais variável do que a proteína N (utilizada 

na classificação taxonômica de tospovírus). Contudo, os padrões de agrupamento de 

árvores construídas com base na identidade geral destas duas proteínas, foram idênticos. 

Assim como na análise para a proteína NSm (Silva et al., 2001), observa-se a formação 

de um grupo que contém a espécies provenientes das Américas (Novo Mundo) e um 

segundo grande grupo, que contém espécies da Ásia e Europa (Velho Mundo). As 

comparações para estas três proteínas indicam a evolução em conjunto do genoma dos 

tospovírus.  
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RESUMO 
 

A resistência a tospovírus conferida pelo gene Sw-5 é afetada por fatores 

ambientais, do patógeno e do hospedeiro. Dependendo do isolado viral, a heterozigose 

do loco e temperaturas elevadas favorecem a infecção sistêmica de tospovírus em 

plantas com Sw-5. Nestas situações, ao invés de lesões necróticas restritas às folhas 

inoculadas, observa-se necrose generalizada dos tecidos da planta. Neste trabalho, 

verificou-se que a co-expressão da região 5’ de Sw-5 foi capaz de comprometer a 

resistência permitindo a infecção sistêmica por tospovírus. Plantas de Nicotiana 

benthamiana, transformadas com a ORF Sw-5 e pré-inoculadas com clones de PVX 

contendo um fragmento de 1.125 pb correspondente à região 5’ de Sw-5 exibiram, após 

inoculação com tospovírus, necrose sistêmica dos tecidos. Os controles, plantas 

inoculadas somente com tospovírus ou infecção mista envolvendo tospovírus e PVX 

selvagem, apresentaram apenas reações locais de hipersensibilidade. O fato de a 

interferência na resistência ter sido causada por clones PVX contendo o fragmento 5’ de 

Sw-5 tanto na orientação senso quanto anti-senso sugere que algum mecanismo em 

nível de RNA foi o responsável por este efeito. Como a resistência mediada por Sw-5 é 

influenciada pelos níveis de expressão gênica, é possível que a redução nos níveis de 

mRNA de Sw-5, ocasionado por silenciamento gênico induzido por vírus (VIGS), esteja 

envolvido neste processo. No entanto, análise de Northern blot não evidenciou alteração 

nos níveis de mRNA correspondentes à região 5’ de Sw-5.  

Palavras-chave: resposta de hipersensibilidade, tospovírus, VIGS. 
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INTRODUÇÃO 

 

 O gene Sw-5, originário do tomateiro selvagem Lycopersicon peruvianum, 

confere resistência a várias espécies do gênero Tospovirus (Stevens et al., 1992; Boiteux 

e Giordano, 1993). A resistência é manifestada pela ausência de sintomas ou pelo 

aparecimento de lesões necróticas nas folhas inoculadas (Stevens et al., 1992) e 

contenção do vírus próximo ao sítio de infecção (Lau, 2001). 

O gene Sw-5 codifica uma proteína de 1.246 aminoácidos, contendo domínios 

NBS (nucleotide binding site) e LRR (leucine-rich repeats) (Brommonschenkel et al., 

2000). É, portanto, similar às proteínas Mi (Milligan et al., 1998), I2C (Ori et al., 1997), 

RPM1(Grant et al., 1995), Prf (Salmeron et al., 1996) e Rx (Bendahmane et al., 1999), 

envolvidas na resistência a nematóide, fungo, bactérias e vírus, respectivamente. Na 

presença do patógeno ou do elicitor específico, estas proteínas atuam desencadeando 

cascatas de sinalização que resultam no aumento intracelular da concentração de formas 

reativas de oxigênio, fortalecimento de paredes celulares, produção de substâncias 

antimicrobianas e proteínas PR (proteínas relacionadas à patogênese), bem como de 

moléculas sinalizadoras, como o ácido salicílico (Hutcheson, 1998; Hammond-Kosack e 

Jones, 1996; Ryals et al., 1996). Todo este processo pode, muitas vezes, ser visualizado 

macroscopicamente na forma de lesões necróticas restritas ao sítio de infecção (resposta 

de hipersensibilidade, HR). 

Embora a resposta de hipersensibilidade esteja normalmente associada à 

resistência, sua presença não é condição sine qua non. No caso do gene Rx, por 

exemplo, HR só é observada quando da expressão isolada da molécula elicitora 

(proteína do capsídeo viral). Em infecções de PVX, plantas resistentes não exibem 

qualquer sintoma, indicando que os mecanismos de defesa independem da HR 

(Bendahmane et al., 1999). Assim, HR apresenta-se como um fenômeno secundário, 

que ocorre quando os mecanismos de defesa são incapazes de conter a multiplicação do 

patógeno, permitindo o aumento do acúmulo de moléculas elicitoras e, 

conseqüentemente, atingindo um limiar de sinalização celular que conduz à morte das 

células. Este processo pode ter papel de amplificador da sinalização e ativação de 

respostas múltiplas de defesa (Yu et al., 1998; Bendahmane et al., 1999). Por outro lado, 

a presença da HR não indica que a planta será resistente. Existem várias observações, 

envolvendo genes que conferem resistência a vírus, em que o desencadeamento da HR 

não é suficiente para conter a infecção sistêmica (Dinesh-Kumar e Baker, 2000; Vidal et 
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al., 2002; Collmer et al., 2000). O tempo e a intensidade de ativação das respostas de 

defesa devem ser fundamentais para a contenção do patógeno, e fatores que afetem este 

processo podem levar a um continuum de respostas que vai da extrema resistência a 

completa suscetibilidade (Bendahmane et al., 1999; Collmer et al., 2000). 

Assim como para outros genes R, a resistência conferida por Sw-5 é afetada por 

fatores ambientais, do patógeno e do hospedeiro. A elevação da temperatura, o aumento 

da concentração de inóculo e a heterozigose do loco são condições em que a infecção 

sistêmica de tospovírus em plantas com Sw-5 é observada (Roselló et al., 1997; Lau, 

2001). A influência destes fatores é mais evidente dependendo do isolado viral e do 

background genético do hospedeiro. Por exemplo, em tomateiro o efeito da temperatura 

e da heterozigose do loco foi observado apenas para um isolado (Lau, 2001). O efeito 

do background genético é evidenciado quando da expressão heteróloga do gene. Assim, 

embora funcional em Nicotiana tabacum, a resistência conferida por Sw-5 nestas 

plantas, apresenta um espectro mais restrito do que o observado em tomateiro (sistema 

homólogo) (Brommonschenkel et al., 1998). Esta incapacidade de Sw-5 de ativar a 

resposta de hipersensibilidade a determinados isolados de tospovírus, pode ser devido a 

menor funcionalidade da proteína de resistência em sistema heterólogo. Supostamente, 

o aumento da expressão gênica é capaz de compensar estas deficiências, pois o espectro 

da resistência foi restituído em uma progênie de tabaco com duas inserções do 

transgene. Assim, o efeito da heterozigose do loco e a restituição do amplo espectro da 

resistência em tabaco com duas inserções do gene Sw-5 (Oliveira et al., 2001; 

Yamazaki, 2001), sugerem que o nível de expressão gênica do gene pode afetar a 

resistência. 

O gene Sw-5 também confere resistência a tospovírus em N. benthamiana 

(Capítulo 1). Assim como tomate, plantas transgênicas de N. benthamiana com Sw-5 

exibem reações locais necróticas nas folhas inoculadas com tospovírus e não 

apresentam sinais de infecção sistêmica. Certos isolados, porém, induzem lesões 

necróticas/cloróticas de aspecto irregular e são capazes de causar infecção sistêmica de 

natureza necrótica (Capítulo 1). No presente trabalho, verificou-se que a expressão, via 

vetor PVX da região 5’ de Sw-5 em plantas de N. benthamiana transgênicas contendo o 

gene Sw-5, foi capaz de afetar a resistência permitindo a infecção sistêmica de 

tospovírus. Como a resistência mediada por Sw-5 é, supostamente, influenciada pelos 

níveis de expressão gênica, é possível que a redução nos níveis de mRNA de Sw-5 
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ocasionado por silenciamento gênico induzido por vírus (VIGS), seja a causa da 

interferência na resistência.  

 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Material vegetal, isolados e inoculação de tospovírus 

 A co-expressão da seqüência da região 5’ do gene Sw-5 foi conduzida em 

plantas transgênicas de N. benthamiana da linhagem B5-5, que contém uma inserção de 

Sw-5 em homozigose (caracterizadas no Capítulo 1 desta Dissertação), bem como em 

plantas não-transformadas. 

Os isolados de tospovírus Cb e AL (Groundnut ringspot virus, GRSV), 

utilizados neste trabalho, são originários do Brasil e fazem parte da coleção do 

Laboratório de Genética da Interação-Planta Patógeno (BIOAGRO/UFV), sendo sua 

identificação baseada no seqüenciamento do gene N (nucleocapsídeo). O número de 

acesso da seqüência do nucleocapsídeo dos isolados é dado a seguir: Cb (AF251271) e 

AL (AF513219). Os isolados foram inoculados via extrato vegetal tamponado. O 

inóculo original, mantido a –80ºC, foi previamente multiplicado em N. tabacum 

‘Havana 425’. Folhas infectadas foram maceradas em tampão fosfato de potássio 0,1 M, 

pH 7,0, contendo sulfito de sódio 0,01 M e carborundum 600 mesh. O extrato foi 

esfregado sobre as folhas de N. benthamiana com auxílio de gaze. 

 

Clonagem da região 5’ de Sw-5 em pGR106 

 A partir do clone cosmídeo TC134-8 que contém a região genômica de 

tomateiro que inclui Sw-5 (Brommonschenkel et al., 2000), um fragmento de  

1.125 pares de bases (pb) correspondente à região 5’ de Sw-5, foi amplificado 

utilizando-se os oligonucleotídeos 1958B (5’-GGT GAA CTT CCC GGG AGA AAA 

TGG CTG-3’) e FP12 (5’-AGG ATT TGT AGT ACG TCT CAA CTT G-3’). O 

fragmento clonado no vetor pGEM-T (Promega) foi liberado com a enzima Not I e 

ligado ao vetor pGR106 (cDNA do PVX clonado em vetor binário; http://www. Jic. 

bbsrc. ac. uk/ Sainsbury-Lab/ david-baulcombe/ Services/ vigsprotocol.htm) clivado 

com a mesma enzima (Figura 1). Os plasmídeos recombinantes obtidos foram 

purificados e transferidos, por eletroporação, para a estirpe GV3101 de Agrobacterium  
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Figura 1 – Representação diagramática da construção PVX::FP12S que contém o 
fragmento da região 5’ de Sw-5, clonado no vetor pGR106 na orientação 
senso. LB, borda esquerda. 35S, promotor do RNA 35S de CaMV. Em 
hachuras, cDNA do PVX. NOS, terminador do gene nos. RB, borda 
direita. A construção PVX::FP12AS apresenta o inserto derivado de Sw-5 
na orientação inversa. 

 

 

tumefaciens. A detecção das colônias recombinantes foi realizada por PCR diretamente 

das colônias utilizando-se o par de oligonucleotídeos 1958B e FP12. A determinação da 

orientação dos insertos foi realizada por meio de clivagem com Xho I. Os clones na 

orientação senso (PVX::FP12S) e anti-senso (PVX::FP12AS) foram estocados em 

glicerol 50% estéril a -80ºC.  

 

 

Inoculação das plantas de Nicotiana benthamiana com clones de PVX  

As inoculações dos clones de A. tumefaciens contendo o vetor viral PVX com o 

fragmento 5’ do gene Sw-5, foram realizadas pelo “método do palito” (http:// 

www.Jic.bbsrc.ac.uk/Sainsbury-Lab/david-baulcombe/Services/vigsprotocol.htm). Os 

clones da agrobactéria repicados em placas de Petri contendo meio Luria-Bertani (LB) e 

os antibióticos canamicina (50 µg/mL) e tetraciclina (5 µg/mL) foram crescidos a 28ºC 

por dois a três dias. Colônias bem desenvolvidas foram introduzidas no pecíolo e ao 

longo da nervura principal das folhas inferiores com auxílio de um palito de dente.  

Cinco plantas de cada genótipo (não-transformadas e linhagem B5-5) foram 

inoculadas com cada clone: PVX selvagem, PVX::FP12S e PVX::FP12AS. As 

inoculações com tospovírus foram realizadas 15 dias após a inoculação de PVX, quando 

os sintomas sistêmicos induzidos por este vírus já eram evidentes. Como controle, um 

grupo de plantas foi inoculado apenas com tospovírus. 



 58 

Após a inoculação com tospovírus, as plantas foram mantidas em condições de 

casa de vegetação e avaliadas por um período de 20 dias quanto ao desenvolvimento de 

sintomas locais e sistêmicos. Foram contabilizadas a incidência de plantas com infecção 

sistêmica, bem como o total de brotações laterais por planta com sintomas de 

tospovírus.  

 

Northern blot 

 Aos 15 dias após a agroinoculação, folhas de plantas de N. benthamiana não-

transformadas e da linhagem B5–5, foram coletadas para extração do RNA. As folhas 

foram retiradas da região superior das plantas e exibiam sintomas de infecção sistêmica 

de PVX. Folhas de plantas não-agroinoculadas e, portanto assintomáticas, também 

foram coletadas.  

 A extração de RNA total foi realizada de acordo com o protocolo descrito por 

Longemann et al. (1987), utilizando-se tampão guanidina (hidrocloreto de guanidina  

8M, ácido 4-morfolino-etano-sulfônico (MES) 20 mM, EDTA 20 mM e mercaptoetanol 

50 mM, pH 7,0). 

Dez microgramas de RNA total de cada amostra foram submetidos a 

eletroforese em gel desnaturante (ácido 3-[N-morfolino]propano-sulfônico (MOPS)  

20 mM, acetato de sódio 5 mM, EDTA 1 mM, pH 7,0, brometo de etídeo a 100 mg/l, 

formaldeído 221,4 mM e agarose 1,2% p/v) e tampão de corrida composto por ácido  

3-[N-morfolino]propano-sulfônico (MOPS) 20 mM, acetato de sódio 5 mM, EDTA  

1 mM, pH 7,0 e formaldeído 221,4 mM.  

Após a corrida eletroforética, o gel foi lavado duas vezes sob agitação por  

15 min com água autoclavada e durante 15 min em solução de SSC 10× (citrato de 

sódio 0,15 M e cloreto de sódio 1,5 M). O RNA foi transferido para membrana de 

náilon (Hybond N+, Amersham Biosciences) por capilaridade, em solução de SSC 10×. 

Após a transferência, o RNA foi fixado com NaOH 0,4 N e a membrana, lavada em 

SSC 2×. A membrana foi pré-hibridizada a 68°C durante uma noite, em solução 

contendo tampão de Denhardt (SSC 5×, solução de Denhardt 5×, SDS 0,5% p/v) 

adicionado de 200 µg/ml de DNA de esperma de salmão desnaturado. Após a pré-

hibridização, foram adicionados 150 ng de sonda (fragmento de 1.125 pb 

correspondente à região 5’ de Sw-5) marcada com [α-32P]-dCTP (3.000 Ci/mmol) pelo 

método de random priming, utilizando-se o kit “PCR-Select Differential Screening” 
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(Clontech), de acordo com as instruções do fabricante. Após hibridização a 68ºC por  

24 h, a membrana foi lavada a 65ºC durante 20 min em SSC 2× e SDS 0,1% (p/v), em 

seguida durante 20 min em SSC 1× e SDS 0,1% (p/v) e por fim, durante 20 min em 

SSC 0,5× e SDS 0,1% (p/v). Após secagem ao ambiente, a membrana foi transferida 

para um cassete com intensificador contendo filme Kodak X-Omat AR5 e mantida 

durante 3 dias a -80°C. 

 

 

RESULTADOS  

 

Avaliação da resistência a tospovírus em plantas da linhagem B5-5 inoculadas com 
os clones recombinantes PVX::FP12S e PVX::FP12AS  

Quinze dias após a agroinoculação, foram observados sintomas sistêmicos 

típicos da infecção por PVX. As plantas inoculadas com os clones recombinantes 

PVX::FP12S e PVX::FP12AS apresentaram mosaico semelhante ao observado para 

PVX selvagem. Ao longo dos 15 dias subseqüentes à inoculação com tospovírus, foram 

observadas diferenças entre os tratamentos quanto à resistência à infecção sistêmica 

destes vírus. Plantas da linhagem B5-5 (transformadas com Sw-5) inoculadas apenas 

com tospovírus apresentaram reações locais necróticas e nenhum sinal de infecção 

sistêmica (Figura 2A). As plantas previamente inoculadas com PVX selvagem exibiram 

reações locais necróticas e mosaico sistêmico, sintoma típico de infecção por PVX 

(Figura 2B). As plantas agroinoculadas com os clones PVX::FP12S e PVX::FP12AS 

também exibiram reações locais necróticas, contudo, além do mosaico típico de PVX, 

as folhas não-inoculadas apresentaram necrose severa (Figura 2C e D). Esta necrose, 

observada no ápice da planta e nas brotações laterais, inicialmente acompanhava as 

nervuras, atingindo posteriormente todo o limbo foliar. Por vezes, porém, lesões 

isoladas apareceram nas folhas antes que os sintomas associados ao sistema vascular se 

tornassem evidentes. Pecíolos e hastes também necrosaram, levando à morte da planta. 

A longo dos 15 dias após a inoculação, 100% das plantas pré-inoculadas com o clone 

PVX::FP12S apresentaram necrose sistêmica sendo, em geral, observados sintomas nas 

diversas brotações laterais das plantas (Figura 3A e B). A repetição dos ensaios indicou 

que o efeito dos clones recombinantes PVX::FP12S e PVX::FP12AS, na incidência de 

necrose sistêmica induzida por tospovírus, foi semelhante. 



 60 

 
 
Figura 2 – Sintomas sistêmicos observados em folhas de plantas de Nicotiana 

benthamiana da linhagem B5-5 inoculadas com tospovírus, 15 dias após a 
agroinoculação com diferentes clones do vetor viral PVX. A) Ausência de 
sintomas sistêmicos em planta inoculada apenas com tospovírus.  
B) Mosaico em planta agroinoculada com o vetor PVX selvagem.  
C) Necrose sistêmica devida à infecção por tospovírus em planta 
agroinoculada com PVX::FP12AS. D) Necrose sistêmica induzida por 
tospovírus em planta agroinoculada com PVX::FP12S. 
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Figura 3 – Incidência de necrose sistêmica induzida por tospovírus em plantas de 

Nicotiana benthamiana da linhagem B5-5, agroinoculadas com vetor viral 
PVX contendo a região 5’ de Sw-5. A) Incidência de plantas com necrose 
sistêmica verificada em dias após a inoculação com tospovírus.  
B) Incidência de necrose sistêmica em brotações laterais por planta, 15 dias 
após a inoculação com tospovírus. 
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Lesões cloróticas, típicos sintomas de tospovírus, foram observadas nas folhas 

inoculadas das planta não-transformadas. A presença do PVX agravou os sintomas 

sistêmicos nestas plantas. Enquanto que as plantas inoculadas apenas com tospovírus 

exibiram sintomas de natureza clorótica, as plantas previamente agroinoculadas com 

PVX selvagem, PVX::FP12S e PVX::FP12AS, apresentaram necrose em alguns pontos 

do limbo foliar. 

 

Detecção dos RNAs virais recombinantes em tecidos de Nicotiana benthamiana por 
análise de Northern blot 

A partir do RNA total extraído de folhas sintomáticas de plantas de  

N. benthamiana não-transformadas e de plantas da linhagem B5-5 agroinoculadas com 

clones PVX, por análise de Northern blot, utilizando como sonda o fragmento de 1125 

pb da região 5’ de Sw-5, foi possível detectar os RNAs virais recombinantes. O mRNA 

transcrito a partir do transgene presente em plantas da linhagem B5-5 não foi 

visualizado, possivelmente, devido aos baixos níveis de mRNA presentes na célula. Os 

RNAs virais recombinantes dos clones PVX::FP12S e PVX::FP12AS foram igualmente 

detectados em plantas não-transformadas e em plantas da linhagem B5-5 (Figura 4).  
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Figura 4 – Detecção dos RNAs virais recombinantes em tecidos de Nicotiana 

benthamiana por análise de Northern blot, utilizando como sonda o 
fragmento de 1.125 pb da região 5’ de Sw-5. Designações sobre a barra 
acima de cada linha da membrana correspondem ao clone PVX 
agroinoculado: PVX - PVX selvagem, FP12S - PVX::FP12S, FP12AS - 
PVX::FP12AS, Cont – controle composto por plantas não- 
agroinoculadas. Designações abaixo da barra correspondem à planta da 
qual o RNA foi extraído: B – Planta de N. benthamiana não-transformada; 
B5-5 - Planta da linhagem de N. benthamiana transformada com o gene 
Sw-5. 

 

 

DISCUSSÃO 

 

Lesões necróticas localizadas no sítio primário de infecção e contenção da 

infecção sistêmica são características da resistência conferida por Sw-5 a tospovírus. 

Fatores do ambiente, do patógeno e do próprio hospedeiro afetam o fenótipo da 

resistência. Por exemplo, tomateiros com Sw-5, normalmente resistentes à infecção por 

tospovírus, quando inoculados com determinados isolados virais, podem exibir, além 

das reações locais, severos sintomas sistêmicos. Esta incapacidade de Sw-5 em conferir 

resistência à infecção por tospovírus é favorecida por temperaturas elevadas e, ou, 

heterozigose do loco. A infecção sistêmica de um hospedeiro que contém genes capazes 

de ativar a resposta de hipersensibilidade é denominada necrose sistêmica e representa 

um ponto intermediário entre dois extremos: um, a ativação rápida e eficaz de 

mecanismos de defesa que conduzem à contenção do patógeno, e o outro, a não-

ativação de respostas de defesa.  
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A co-expressão, via vetor PVX, da região 5’ de Sw-5 em plantas da linhagem 

B5-5 de Nicotiana benthamiana transformada com este gene, afetou a resistência destas 

plantas a tospovírus. Este efeito foi apenas parcial, pois foi observada necrose sistêmica 

dos tecidos, indicando que os mecanismos de defesa foram ativados, porém em 

intensidade e, ou, tempo insuficientes para conter a infecção por tospovírus. Este efeito 

não se deve simplesmente à presença do vírus PVX, pois a co-infecção por PVX 

selvagem e tospovírus não permitiu a infecção sistêmica deste último. Casos de 

sinergismo entre vírus de planta são conhecidos. Muitas vezes, a presença de um vírus 

permite que outro vírus infecte determinadas plantas, ou que o faça com maior 

eficiência. Nestes casos, porém, um dos vírus normalmente apresenta proteínas capazes 

de suprimir silenciamento gênico, um mecanismo de defesa de plantas a vírus (Vance e 

Vaucheret, 2001). O outro vírus, que não apresenta proteínas com tal atividade, 

aproveita-se, então, de um ambiente celular em que a resistência foi desativada (Pruss et 

al., 1997). PVX, porém, é considerado um fraco inibidor de silenciamento gênico 

(Brigneti et al., 1998), sendo pouco provável que favoreça a infecção por tospovírus. 

Aliás, o contrário deve ocorrer, uma vez que os tospovírus contêm uma proteína (NSs) 

que é capaz de suprimir o silenciamento gênico (Takeda et al., 2002). Assim, a 

interferência na resistência a tospovírus em plantas da linhagem B5-5 pelos clones 

recombinantes PVX::FP12S e PVX::FP12AS, se deve a presença do fragmento 5’ de 

Sw-5. 

O efeito do clone PVX::FP12S na resistência mediada por Sw-5 poderia ser em 

nível de proteína, uma vez que a seqüência da região 5’ de Sw-5 inserida no vetor PVX 

contém o códon de iniciação. A dominância negativa, resultado da alteração das 

interações intramoleculares que regulam o funcionamento das proteínas de resistência, 

ou do comprometimento da interação destas com os demais componentes das vias de 

transdução de sinais, já foi verificada para outros genes de resistência. A co-expressão 

do gene N com construções contendo deleções ou mutações deste gene conduz à 

necrose sistêmica em tabaco (Dinesh-Kumar et al., 2000). A co-expressão da região 5’ 

do gene Mi-1 pode suprimir a letalidade de algumas quimeras formadas entre duas 

cópias parálogas deste gene (Hwang et al., 2000). Mutações de ponto no domínio LRR 

do gene Rps5 comprometem a função de outros genes de resistência (Warren et al., 

1998). No entanto, como a interferência na resistência foi observada tanto em plantas 

inoculadas com PVX::FP12S (inserto de Sw-5 na orientação senso) como em plantas 

inoculadas com PVX::FP12AS (inserto de Sw-5 na orientação anti-senso, portanto sem 
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a produção de um peptídeo Sw-5 funcional), é possível que algum mecanismo em nível 

de RNA esteja envolvido. O silenciamento de genes de resistência já foi verificado. Por 

meio de VIGS, Liu et al. (2002a) foram capazes de silenciar o gene N em plantas de  

N. benthamiana, permitindo, assim, a infecção destas plantas por TMV. Análise de RT-

PCR semiquantitativa indicou uma redução de mais de 88% nos níveis de transcritos do 

gene. O VIGS também tem sido uma ferramenta importante para a análise de genes 

envolvidos no processo de defesa, tanto aqueles envolvidos na transdução de sinais 

como aqueles que atuam diretamente sobre o patógeno (Liu et al., 2002a e 2002b). Em 

geral, nestes trabalhos, verifica-se que o silenciamento é parcial. Sendo assim, é 

possível que no presente trabalho tenha ocorrido silenciamento parcial do gene Sw-5. 

Uma queda nos níveis de transcritos deste gene levaria a um atraso na ativação das 

respostas de defesa, o que permitiria a infecção sistêmica por tospovírus. Isto estaria de 

acordo com as observações sobre a importância dos níveis de expressão gênica na 

resistência neste sistema. Paradoxalmente, é possível que a própria infecção por 

tospovírus, devido à presença da proteína NSs, interfira no estabelecimento do 

silenciamento gênico. Assim, o vírus desligaria o silenciamento do gene de resistência 

fazendo com que este voltasse a disparar respostas de defesa.  

Contudo, por meio de análise de Northern blot, não foi verificado alteração nos 

níveis dos RNAs virais contendo o fragmento 5’ do gene Sw-5. Pode ser que nas folhas 

coletadas para análise, o silenciamento gênico ainda não houvesse sido desencadeado. 

Alternativamente, caso o silenciamento gênico estivesse apenas parcialmente 

estabelecido, é possível que a análise de Northern não tenha sido sensível o suficiente 

para detectar pequenas variações nos níveis de RNA. Análises mais sensíveis, como a 

RT-PCR semiquantitativa ou a demonstração da ativação do silenciamento gênico por 

meio de marcas moleculares deste mecanismo, como a detecção de siRNAs 

correspondentes ao gene Sw-5, poderiam comprovar que o silenciamento gênico e a 

redução dos níveis de mRNA de Sw-5 são a causa da interferência na resistência.  
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RESUMO 
 

O gene Sw-5 pertence a uma família multigênica, com membros dispersos nos 

cromossomos 9 e 12 do tomateiro. Utilizando-se oligonucleotídeos específicos é 

possível, a partir de plantas resistentes ou suscetíveis a tospovírus pertencentes a 

diferentes espécies de tomateiro (Lycopersicon chilense, L. peruvianum, L. esculentum), 

amplificar, por meio de PCR, seqüências homólogas ao gene Sw-5. As seqüências 

amplificadas podem corresponder a genes situados em diferentes regiões genômicas, 

genes situados em locos próximos em uma mesma região genômica ou, ainda, a alelos 

do gene Sw-5. Assim, análises genéticas e funcionais são necessárias para confirmar que 

a seqüência amplificada corresponde, de fato, ao gene de resistência. Neste trabalho, 

uma seqüência homóloga a Sw-5, oriunda do acesso LA371-20 de L. peruvianum, foi 

clonada, sequenciada e sua funcionalidade, bem como a de outros três homólogos 

(Lima, 2001), avaliada em plantas transgênicas de tomate e tabaco. Construções 

contendo a ORF destes homólogos, sob controle do promotor 35S e região terminadora 

da transcrição do gene Nos, foram utilizadas nas transformações via Agrobacterium 

tumefaciens. Plantas de progênies oriundas da autofecundação dos transformantes 

primários foram suscetíveis ao vírus, indicando que as construções utilizadas nas 

transformações não são funcionais. A análise de segregação de um marcador CAPS, 

estabelecido a partir da seqüência amplificada de LA371-20 em indivíduos de uma 

população RC1F2 proveniente deste acesso, indicou que o homólogo clonado localiza-se 

no loco Sw-5 ou em loco proximamente ligado e que co-segrega com a resistência a 

tospovírus. Assim, é possível que outro homólogo, também amplificado a partir deste 

acesso, possa contribuir ou ser responsável pela resistência. 

Palavras-chave: resistência a tospovírus, genes parálogos, expressão heteróloga. 
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INTRODUÇÃO 

 

Sw-5 é o gene mais utilizado em programas de melhoramento visando a 

obtenção de cultivares de tomate resistentes a tospovírus. Este gene, originário do 

tomateiro selvagem Lycopersicon peruvianum, confere resistência a várias espécies de 

tospovírus (Stevens et al., 1992; Boiteux e Giordano, 1993; Boiteux et al., 1993; 

Brommonschenkel et al., 2000). Originalmente, a resistência conferida por Sw-5 foi 

considerada dominante, com penetrância incompleta (Stevens et al., 1992; Boiteux e 

Giordano, 1993). Posteriormente, foi demonstrado que o gene Sw-5 pode comportar-se 

como dominante ou semidominante, dependendo do isolado viral (Lau, 2001). Embora 

as análises genéticas indiquem que um único fator é responsável pela resistência de 

amplo espectro derivada de L. peruvianum, é possível que esta seja decorrente da ação 

de vários genes situados em locos próximos, cada um conferindo resistência a uma 

espécie distinta de tospovírus. O amplo espectro da resistência, observado em plantas de 

tomate e berinjela transformadas com Sw-5 (Brommonschenkel et al., 2000; Picoli et 

al., 1999), corrobora a hipótese de que o gene Sw-5 é capaz de conferir resistência a 

várias espécies de tospovírus. A restrição do espectro da resistência em tabaco 

transformado com este gene, observada por Brommonschenkel et al. (1998), pode ter 

relação com a menor funcionalidade da proteína Sw-5 neste hospedeiro uma vez que o 

espectro da resistência pode ser restituído em plantas com maior número de inserções 

do transgene (Oliveira et al., 2001; Yamazaki, 2001).  

Vários trabalhos relatam novas fontes de resistência a tospovírus em tomateiro, 

principalmente em acessos das espécies L. peruvianum, L. chilense e L. hirsutum 

(Paterson et al., 1989; Krishna-Kumar et al., 1993; Roselló et al., 1998; Lima, 2001; 

Lourenção et al., 2001). Análises genéticas indicam que alguns acessos contêm alelos 

do gene Sw-5 (Roselló et al., 2001), enquanto outros apresentam genes distintos 

(Roselló et al., 1998). Baseando-se no princípio de que a resistência é conferida por 

genes que apresentam similaridade com Sw-5, pode-se empregar a técnica de PCR para 

isolar os genes responsáveis pela resistência nestes acessos e transferí-los, via 

transformação genética, para cultivares comerciais. Utilizando oligonucleotídeos 

iniciadores para as regiões correspondentes ao início e fim da ORF Sw-5, Lima (2001) 

foi capaz de amplificar homólogos de Sw-5 presentes em acessos de L. chilense,  

L. peruvianum, L. hirsutum e L. esculentum. Considerando a organização genômica de 

seqüências homólogas ao gene Sw-5, é possível que estas seqüências correspondam a 
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alelos do loco Sw-5, de um loco proximamente ligado ou localizado em outras regiões 

genômicas. Utilizando um marcador CAPS localizado próximo ao loco Sw-5, 

Guimarães (2002) demonstrou que a resistência proveniente do acesso LA371-20 de 

Lycopersicon peruvianum co-segrega com o loco Sw-5, indicando que esta resistência 

pode ser devida a um alelo do loco Sw-5 ou de um loco próximo a este. A resistência 

presente neste acesso é devida a um gene dominante que, assim como Sw-5, confere 

resistência de amplo espectro a tospovírus caracterizada pela presença de lesões locais 

necróticas nas folhas inoculadas.  

No presente trabalho, uma seqüência homóloga a Sw-5, amplificada a partir do 

acesso LA371-20 de Lycopersicon peruvianum, foi clonada e sequenciada. Um 

marcador CAPS estabelecido a partir da seqüência homóloga, indicou que esta 

seqüência pertence à região genômica do tomateiro próxima ao loco Sw-5 e co-segrega 

com a resistência a tospovírus. Contudo, como mais de um produto é amplificado a 

partir desta região, é possível que existam genes homólogos ligados e análises são 

necessárias para inferir qual deles ou se ambos são responsáveis pela resistência. A 

funcionalidade deste homólogo e de outros três clonados por Lima (2001) foi avaliada 

em plantas transgênicas de tomateiro e tabaco.  

 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Isolados e inoculação de tospovírus  

Os isolados de tospovírus Cb e AL (Groundnut ringspot virus), utilizados neste 

trabalho, são originários do Brasil e fazem parte da coleção do Laboratório de Genética 

da Interação-Planta Patógeno (BIOAGRO/UFV), sendo sua identificação baseada no 

seqüenciamento do gene N (nucleocapsídeo). O número de acesso da seqüência do 

nucleocapsídeo dos isolados é dado a seguir: Cb (AF251271) e AL (AF513219).  

Os tospovírus foram inoculados via extrato vegetal tamponado. O inóculo 

original, mantido a –80ºC, foi previamente multiplicado em Nicotiana tabacum ‘Havana 

425’. Folhas infectadas foram maceradas em tampão fosfato de potássio 0,1 M, pH 7,0, 

contendo sulfito de sódio 0,01 M e carborundum 600-mesh. O extrato foi esfregado 

sobre folhas de tomateiro e tabaco com auxílio de gaze. 
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Clonagem e seqüenciamento de um homólogo de Sw-5 proveniente do acesso 
LA371-20 de Lycopersicon peruvianum 

 A partir do DNA extraído de tomateiro que contém, em homozigose, a região 

genômica do loco Sw-5 originada do acesso LA371-20 (Guimarães, 2002), foi 

amplificado um fragmento de aproximadamente 3,8 Kb que corresponde a ORF 

completa do gene Sw-5, utilizando-se os oligonucleotídeos 1958B (5’ - GGT GAA CTT 

CCC GGG AGA AAA TGG CTG-3’) e 5750 (5’- GGG CTA GCA AGT CTA GAG 

TGG C - 3’). O fragmento amplificado foi clonado no vetor pGEM-T easy (Promega). 

A seqüencia de nucleotídeos foi determinada em sequenciador automático Perkin-Elmer 

modelo ABI 3100, utilizando-se o kit “Big Dye v.3.0” (Amersham). A montagem da 

ORF e tradução da seqüência foram realizadas no programa DNAMAN versão 4.0 

(Lynnon Biosoft). O alinhamento da proteína, deduzida a partir desta seqüência com a 

proteína codificada pelo gene Sw-5 (Brommonschenkel et al., 2000) e com proteínas de 

outros homólogos deste gene (Lima, 2001), foi realizado utilizando-se o programa 

ClustalW versão 1.82. 

 

Transferência de homólogos de Sw-5 para o vetor binário pBI121  

O homólogo obtido a partir de LA371-20, bem como outros três clonados por 

Lima (2001) (Tabela 1), foram transferidos para o vetor pBI121 (Clontech). Estes 

homólogos foram selecionados por apresentarem a ORF completa, semelhante à ORF 

Sw-5, sem interrupções prematuras devidas a códons de terminação da tradução. Além 

disso, segundo avaliações de Lima (2001), estes homólogos foram amplificados a partir 

de plantas resistentes a tospovírus.  

 

 

Tabela 1 – Clones contendo homólogos do gene Sw-5 obtidos por Lima (2001), 
selecionados para análise funcional em tomateiro e tabaco. 

 

Clone Acesso Espécie 

pGPP32 LA 2753-11 L. chilense 

pGPP60 Pl 126944-6 L. peruvianum 

pGPP65 Pl 126928-2 L. peruvianum 
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Para a clonagem dos homólogos no vetor binário pBI121 (Clontech), foram 

inseridos, por meio da técnica de PCR, sítios para a enzima de restrição SmaI, 

utilizando-se os oligonucleotídeos 1958B (5’-GGT GAA CTT CCC GGG AGA AAA 

TGG CTG-3’) e 5750Sma (5’- GGG CTA GCC CGG GTT GAG TGG C-3’), 

desenhados para este fim. Os plasmídeos recombinantes dos clones contendo os 

homólogos, foram extraídos pelo método da lise alcalina (Sambrook et al., 1989). O 

DNA plasmidial foi utilizado como molde nas reações de PCR, com a seguinte 

composição: 50 ng de plasmídeo, 10 µL de tampão 5X (concentração final de cloreto de 

magnésio para 2 mM), 4 µL da mistura de desoxinucleotídeos 0,01 M, 1 µL de cada 

oligonucleotídeo (10 µM), 1 µL (2 a 5 unidades) do sistema enzimático ElongaseTM 

(Gibco-BRL) e água destilada estéril suficiente para atingir volume final de 50 µL. As 

reações de PCR foram compostas de 35 ciclos a 94ºC durante 30 s (desnaturação), 56ºC 

por 1 min (anelamento), 68ºC por 5 min (extensão), seguidos por uma extensão final a 

68ºC por 5 min.  

 Os fragmentos, amplificados por PCR, foram re-clonados no vetor pGEM-T 

easy (Promega). Os quatro novos clones obtidos, que correspondem a ORF dos 

homólogos flanqueadas por sítios para a enzima de restrição SmaI, foram submetidos à 

clivagem com esta enzima e os insertos liberados, ligados no sítio SmaI do vetor binário 

pBI121. Desta forma a ORF destes homólogos ficou sob controle do promotor do RNA 

35S do CaMV e região terminadora da transcrição do gene Nos de A. tumefaciens. A 

determinação da orientação dos insertos foi realizada por meio de clivagem com a 

enzima BamHI. Os plasmídeos recombinantes foram transferidos por eletroporação para 

a estirpe LBA4404 de A. tumefaciens. A detecção das colônias recombinantes foi 

realizada por PCR diretamente das colônias utilizando-se o par de oligonucleotídeos 

1958B (5’-GGT GAA CTT CCC GGG AGA AAA TGG CTG-3’) e FP12 (5’-AGG 

ATT TGT AGT ACG TCT CAA CTT G-3’) que pareiam na região 5’ do gene Sw-5. 

Plantas de tabaco e tomate foram transformadas com estes clones, empregando-se os 

protocolos propostos por Horsch et al. (1985) e Frary e Earle (1996), respectivamente. 

 

Avaliação da resistência a tospovírus  

 A avaliação da funcionalidade dos quatro homólogos do gene Sw-5, foi realizada 

por meio da inoculação de tospovírus em folhas destacadas a partir dos transformantes 

primários e por meio da inoculação de plantas de progênies oriundas da autofecundação 

dos transformantes primários.  
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Folhas destacadas retiradas dos transformantes primários de tomateiro e tabaco 

foram inoculadas com tospovírus. As folhas foram acondicionadas em gerbox contendo 

papel umedecido e mantidas em câmara de temperatura controlada a 22ºC. As lesões 

locais foram comparadas com as lesões observadas em folhas de plantas não-

transformadas (controles negativos), de tabaco 16I-2 (linhagem transformada como o 

clone cosmídeo TC134-8) e tomateiro transformado com o clone pGPP63, os quais 

contêm o gene Sw-5 clonado a partir da linhagem SW99-1 de tomateiro por 

Brommonschenkel et al. (2000). 

Plantas de progênies oriundas da autofecundação dos transformantes primários 

foram inoculadas com tospovírus e avaliadas quanto ao tipo de lesão formada nas folhas 

inoculadas e capacidade de contenção da infecção sistêmica. Assim como para os 

ensaios com folha destacada, plantas não-transformadas foram utilizadas como 

controles negativos e plantas de tabaco 16I-2, tomateiro transformado com o clone 

pGPP63 e plantas da linhagem SW99-1, foram utilizadas como controles positivos. 

Após a inoculação, as plantas foram mantidas em condições de casa de vegetação e 

avaliadas por um período de 10 dias quanto ao desenvolvimento de sintomas locais e 

sistêmicos.  

 

Determinação da presença do transgene por meio de PCR 

A presença das seqüências transgênicas em plantas de tomate e tabaco foi 

determinada, via PCR, utilizando-se os oligonucleotídeos 1958B e FP12. O DNA das 

plantas de tabaco e tomate foi extraído de acordo com protocolo de Fulton et al. (1995). 

A reação de PCR consistiu em 100-200 ng de DNA genômico, 2,5 µL do tampão de 

reação 10X (Tris-HCl 200 mM pH8,3, KCl 500 mM, MgCl2 15 mM), 2 µL da mistura 

de deoxinucleotídeos (0,01 M de cada dNTP), 0,5 µL do oligonucleotídeo 1958B  

(10 µM) (5’- GGT GAA CTT CCC GGG AGA AAA TGG CTG -3’), 0,5 µL do 

oligonucleotídeo FP12 (10 µM) (5’- AGG ATT TGT AGT ACG TCT CAA CTT  

G -3’), 2 a 5 unidades da enzima Taq DNA polimerase e água estéril (Milli-Q) 

suficiente para atingir um volume final de 25 µL. Após desnaturação inicial a 94ºC por 

3 min, a amplificação constituiu de 40 ciclos de desnaturação por 30 s a 94ºC, 

anelamento por 1 min a 52ºC e extensão a 72ºC por 2 minutos. Após os 40 ciclos, foi 

realizada uma extensão final a 72ºC por 5 minutos. Nas condições de PCR utilizadas, 

em tabaco somente as plantas transgênicas apresentam amplificação do fragmento. Em 
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tomateiro, no entanto, devido à presença de seqüências homólogas à seqüência do gene 

em análise, foi necessário clivar os produtos de PCR para, por meio do padrão de 

restrição específico para cada homólogo, determinar se as plantas estavam 

transformadas. 

 

 

RESULTADOS  

 

Seqüenciamento de um homólogo do gene Sw-5 e análise da região genômica do 
acesso LA371-20 que confere resistência a tospovírus 

Por meio de PCR, utilizando-se oligonucleotídeos específicos para a seqüência 

do gene Sw-5 e como molde, o DNA extraído de uma planta de tomate (denominada 

EP1) que contém, em homozigose, a região genômica do loco Sw-5 originada do acesso 

LA371-20 de Lycopersicon peruvianum (Guimarães, 2002), foi amplificado um 

fragmento de aproximadamente 3,8 Kb. Este contém uma ORF que codifica uma 

proteína de 1.244 aminoácidos que apresenta 93,6% de identidade com a proteína 

codificada pelo gene Sw-5 clonado por Brommonschenkel et al. (2000), e 92,2% de 

identidade com a proteína codificada pelo homólogo obtido por Lima (2001), a partir 

deste mesmo acesso. Na região N-terminal, bem como na região carboxi-terminal (onde 

se localizam as repetições ricas em leucina), concentra-se a maior parte da variação 

entre estas proteínas. O domínio NBS (nucleotide binding site) é a região menos 

variável, apresentando conservados os motivos cinase 1a, cinase 2 e cinase 3a, típicos 

das proteínas de resistência (Figura 1).  

A análise exploratória da presença e variabilidade de seqüências homólogas ao 

gene Sw-5 em vários acessos de tomateiro selvagem foi realizada, por PCR, utilizando-

se os oligonucleotídeos FP12 e 1958B que pareiam na região 5’ do gene Sw-5. Obteve-

se, em todos os acessos, um produto amplificado de 1.125 pb. Clivando-se este produto 

com a enzima de restrição RsaI, verificou-se que o somatório do tamanho das bandas 

obtidas superou os 1125 pb, portanto, o produto amplificado corresponde a uma mistura 

de fragmentos com seqüências distintas (Figura 2). Em alguns acessos, até quatro 

produtos distintos puderam ser observados, o que corresponderia, no mínimo, a 

amplificação a partir de dois locos todos em heterozigose.  
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SW99            MAENEIEEMLEHLRRIKSGGDLDWLDILRIEELEMVLRVFRTFTKYHDVLLPDSLVELTK 60 
MM              MAENEIEEMLEHLRRIKSGGDLDWFDILRIGELEMVLRVFRTFTKYHDVLLPDSLVKLTK 60 
LA371-11        MAENEIEEMLEHLRRIKSGGGLDWLDILRIEKLEMVLRVFRTFTKYNDVLLPDSLVELAK 60 
LA371-20        MAENEIEEMLEHLRRIKSGGDLDLFGILQIEEVEMVLRVFRTFTKYNDVLLPDSLVELTK 60 
                ********************.** :.**:* ::*************:*********:*:* 
 
SW99            RAKLTGEILHRVLGRIPHKCKTNLNLERLESHLLEFFQGNTASLSHNYELNDFDLSKYMD 120 
MM              MAKLTGEILHRVLGRIPHKCKTNLNLERLESHLLEFFQGNTASLSRNYELNDFDLSKYMD 120 
LA371-11        RAKLIGEILHLLLGRIPHKCKTNLNIERLESHLLEFFQGNTASLSHNYELNDFDLPKYMD 120 
LA371-20        RAKLSGEILHRVLGRIPHKCKTNLNLERLESHLLEFFQGNTASLSHNYELNDFDLSKYMD 120 
                 *** ***** :*************:*******************:*********.**** 
 
SW99            CLENFLNDVLMMFLQKDRFFHSREQLAKHRSIKELKIVQKKIRFLKYIYATEINGYVDYE 180 
MM              CLENFLNDVLMMFLQKGRSCHSKRKLAKHRSIKELKIVQKKIRFLKYIYATEINGYVDYE 180 
LA371-11        LLENFLNDLLMMFLQKDRFFHSREQLAKHRSIKELKIVQKKIRFLKYIYATEINGYVDYE 180 
LA371-20        CLENFLNDLLMMFLYEGRSCHSIKQLAIHRSIKELEIVQKKIRFLKYIYATEINGYVDYE 180 
                 *******:***** :.*  ** .:** *******:************************ 
 
SW99            KQECLENRIQFMTNTVGQYCLAVLDYVTEGKLNEENDNFSKPPYLLSLIVLVELEMKKIF 240 
MM              KQECLEIRIQFMTNTVGQYCVAVLDYVGEGELNDENDNFSKPPYLLSLIVFVELEMMKLF 240 
LA371-11        KQECLENRIQFMTNTVGQYCLAVLDYVTEGKLNEENDNFSKPPYLLSLIVLVELEMKKIF 240 
LA371-20        KQECLETRIQFMTNTVGQYCVAVLDYVAECELNDENDNFSKPPYLLSLIVFVELEMKKIF 240 
                ****** *************:****** * :**:****************:***** *:* 
 
SW99            HGEVKASKFTQSKTFKDKKLPKGFSHHLHNLLMYLRNKKLENFPNNIAAQNIDVAIEFLL 300 
MM              HGEVKASKFTRSKTFKDKKLPKGFSHHLHNLLMYLRNKKLENFPNNIAAQNIDVAIEFLL 300 
LA371-11        HGEVKASKFTQSKTFKDKKLPKGFSHHLHNLLMYLRNKKLENFPNNIAAQNIDVAIEFLL 300 
LA371-20        HGEVKASKFTQSKTFKDKKLPKGFSHHLHNLLMYLRNKKLENFPNNIAAQNIDVAIEFLL 300 
                **********:************************************************* 
 
SW99            VFLDADVSNHVINGNWLKKVLLKVGAIAGDILYVIQKLLPRSINKDETSNISLCSIQILE 360 
MM              VFLDADVSNHVINGNWLKKVLLKVGAIAGDILYVIQKLLPRSINKDETSNISLCSIQILE 360 
LA371-11        VFLDADVSNHVINGNWLKEVLLKVGAIAGDILYVIQKLLPRSINKDETSNISLCSIQILE 360 
LA371-20        VFLDADVSNHVINGNWLKKVLLKVGAIAGDILYVIQKLLPRSINKDETSNISLCSIQILE 360 
                ******************:***************************************** 
 
SW99            KTKDLKAQVETYYKSLKFTPSQFPTFGGLSFLNSLLRKLNEMSTSKSGLGFLMKPLLGNL 420 
MM              KTKDLKAQVETYYKSLKFTPSQFPTFGGLSFLDSLLRKLNEMSTSKSGLGFLMKPLLGNL 420 
LA371-11        KTKDLKAQVETYYKSLKFTPSQFPTFGGLSFLDSLLRKLNEMSTSKSGLGFLMKPLLGNL 420 
LA371-20        KTKDLKAQVETYYKSLKFTPSQFLTFGGLSFLDSLLRKLNEMSTSKSGLGFLMKPLLGNL 420 
                *********************** ********:*************************** 
 
SW99            EKELSSLTSILEKELSSIFRDVVHHEHNIPKDLQRRTINLSYEAEVAIDSILAQYNAFLH 480 
MM              EKELSSLTSILEKELSSIFRDVVHHDHNIPKDLQRRTINLACEAEVAIDSILAQYNVFLH 480 
LA371-11        EKELSSLTSILEKELSSIFRDVVHHEHNIPKDLQRRTINLAYEAEVAIDSILAQYNVFLH 480 
LA371-20        EKELSSLASILEKELSSIFSDVVHHEHSIPKDLQRRTINLAYEAEVAIDSILAQYNVFLH 480 
                *******:*********** *****:*.************: **************.*** 
 
SW99            IFCSLPTIVKEIKQINAEVTEMWSADIPLNPHYVAAPLKHLPDRHSNLVTDEEVVGFENK 540 
MM              IFCSLPTIVKEIKQINAEVTEMWSADIPLNPHYVAAPLKHLPDRHSNLVTDEEVVGFENK 540 
LA371-11        IFCSLPTILKEIKQINAEVTEMWSADIPLNPHYVAAPLKHLPDRHSNLVTDEEVVGFENK 540 
LA371-20        IFCSLPTIVKEIKQINAEVTEMWLADIPLNPHYVAAPLKYLPDRHSNLVTDEEVVGFENK 540 
                ********:************** ***************:******************** 
      cinase-1a 
SW99            AEELIDYLIRGTNELDVVPIVGMGGQGKTTIARKLYNNDIIVSRFDVRAWCIISQTYNRR 600 
MM              AEELIDYLIRGTNELDVVPIVGMGGQGKTTIARKLYNNDIIVSRFDVRAWCIISQTYNRR 600 
LA371-11        AEELIDYLIRGTNELDVVPIVGMGGQGKTTIARKLYYNDIIVSRFDVRAWCIISQTYNRR 600 
LA371-20        AEELIDYLIRGTNELDVVPIVGMGGQGKTTIARKLYNNDIIVSRFDVRAWCIISQTYNQR 600 
                ************************************ *********************:* 
           cinase-2 
SW99            ELLQDIFSQVTGSDDNGATVDVLADMLRRKLMGKRYLIVLDDMWDCMVWDDLRLSFPDDG 660 
MM              ELLQDIFSQVTGFNDNGATVDVLADMLRRKLMGKRYLIVLDVMWDCMVWDDLRLSFPDDG 660 
LA371-11        ELLQDIFSQVTGSDDNGATVDVLADMLRRKLMGKRYLIVLDDMWDCMVWDDLRLSFPDSG 660 
LA371-20        ELLQDIFSQVTGFNDNGATVDVLADMLRRKLMGKRYLIVLDDMWDCMVWDDLRLSFPDVG 660 
                ************ :*************************** **************** * 

 
Figura 1 – Alinhamento da seqüência de aminoácidos deduzida a partir do homólogo do 

gene Sw-5, clonado a partir do acesso LA371-20. SW99 – seqüência da 
proteína codificada pelo gene Sw-5, clonado a partir de da linhagem SW99-1 
(Brommonschenkel et al., 2000); MM - homólogo clonado a partir de  
L. esculentum cv. Moneymaker. LA371-11 - homólogo clonado por Lima 
(2001). Os motivos cinase-1a, cinase-2 e cinase-3a, estão sublinhados. Os 
limites do domínio NBS estão demarcados por setas. 
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       cinase-3a 
SW99            IRSRIVVTTRLEEVGKQVKYHTDPYSLPFLTTEESCQLLQKKVFQKEDCPPELQDVSQAV 720 
MM              IRSRIVVTTRLEEVGKQVKYHTDPYSLPFLTTEESCQLLQKKVFQKEDCPPELQDVSQAV 720 
LA371-11        NRSRIVVTTRLEEVGKQVKYHTDPYSLPFLKTEESCQLLQKKVFQKDDCPPELQDVSQAV 720 
LA371-20        IRSRIVVTTRLEEVGKQVKYHTDPYSLPFLTTEESCQLLQKKVFQKEDCPPELQDVSQAV 720 
                 *****************************.***************:************* 
    
SW99            AEKCKGLPLVVVLVAGIIKKRKMEESWWNEVKDALFDYLDSEFEEYSLATMQLSFDNLPH 780 
MM              AEKCKGLPLVVVLVAGIIKKRKMEESWWNEVKDALFDYLDSEFEEYSLATMQLSFDNLPH 780 
LA371-11        AEKCKGLPLVVVLVAGIIKKRKMEESWWNEVKDALFDYIDSEYEEYSLATMQLSFDNLPH 780 
LA371-20        AEKCKGLPLVVVLVAGIIKKRKMEESWWNEVKDALFDYLDSEFEEYSLATMQLSFDNLPH 780 
                **************************************:***:***************** 
 
SW99            CLKPCLLYMGMFSEDARIPASTLISLWIAEGFVENTESGRLMEEEAEGYLMDLISSNLVM 840 
MM              CLKPCLLYMGMFSEDARIPASTLISLWIAEGFVENTESGRLMEEEAEGYLMDLISSNLVM 840 
LA371-11        CLKPCLLYMGMFSEDARIPASTLISLWIAEGFVENTESGRLMEQEAEGYLMDLISSNLVM 840 
LA371-20        CLKPCLLYMGMFSEDARIPASTLISLWIAEGFVENTESGRLMEEEAEGYLMDLISSNLVM 840 
                *******************************************:**************** 
 
SW99            LSKRTYKGRVKYCQVHDVVHHFCLEKSREAKFMLAVKGQYIHFQPSDWKGTRVSFSFSEE 900 
MM              LSKRTYKGRVKYCQVHDVVHHFCLEKSREAKFMLAVKGQYIQFQPLDWKGTRGGFSFSEE 900 
LA371-11        LSKRTYKGKVKYCQVHDVVHHFCLEKSREAKFMLAVKGLYIHFQPLDLKGTRVSFSFSEE 900 
LA371-20        LSKRSYKGKVKYCQVHDVVHHFCLEKSREAKFMLAVKGQYIQFQPLDWKGTRVSFSFSEE 900 
                ****:***:***************************** **:*** * **** .****** 
 
SW99            LSKFASLVSKTQKPFHQHLRSLITTNRAKSINDIFSCQISELRLLKVLDLSSYIVEFLSL 960 
MM              LSKFASLVSKTQKPFHQHLRSLITTNRAESIDVILFCQISELRLLKVLDLSSYTVEFLSL 960 
LA371-11        LSKFASLVSITQKPFHQHLRSLITANRAKSIEDNPSCQISELRLLKVLDLSSYIVDFLSL 960 
LA371-20        LSKFSSLVSKTQKPFHQHLRSLITTNGAESIDEILFCQISELRLLKVLDLSSYTVEFLSL 960 
                ****:**** **************:* *:**:    ***************** *:**** 
 
SW99            ATFKPLNQLKYLAVQAFEFYFDPGSHLPHIETFIVMNLPYYDILLPVSFWEMKKLRHAHF 1020 
MM              ATFKPLNQLKYLAVQADKFYFDPGSHLPHIETFIVMNLP-YGIGLPVSFWEMKKLRHAHF 1019 
LA371-11        ATFKPLNQLKYLAVQANKFYFDPGSHLPHIETFIVKNFPYNDIGLPVSFWEMKKLRHAHF 1020 
LA371-20        ATFKPLNQLKYLAVEAYKFYFDPGSHLPHIETFIVKNLPYYDILLPVSFWEMKKLRHAHF 1020 
                **************:* :***************** *:*  .* **************** 
 
SW99            GKAEFDKQGLSEGSSKLENLRILKNIVGFDRVDVLSRRCPNLQQLQITYFGNNEEPFCPK 1080 
MM              GKAEFDKQGLSEGSSKLENLRILKNVIQFDRVDVLSRRCPNLQQLQITYFGNNEEPFCPK 1079 
LA371-11        GKAEFDKQGLSEGSSKLENLRILKNIVGFDRVDVLSRRCPNLQQLQITYFGNNEEPFCPK 1080 
LA371-20        GKAEFDKQGLFEGSSKLENLRILKNIIGFDGVDVLSRRCPNLQQLKITYFGIDEEPFTPK 1080 
                ********** **************:: ** **************:***** :**** ** 
 
SW99            LENLTQLQQLQLSFARPRTLSGLQLPSNLNKLVLEGIHIESVIPFIAGLPSLEYLQLQDV 1140 
MM              LENLTQLQQLQLSFARPRTLSGLQLPSNLNKLVLEGIHIESVIPFIAGLPSLEYLRLQDV 1139 
LA371-11        LENLTQLQQVQLSSVRPHTLSGLQLPSNLNKLALEGIHIGSVIPFIAGLPSLEYLQLQDV 1140 
LA371-20        FDNLTQLQQLRLSSVSPHTLSGLQLPSNLNKLVLEGIHIESVIPFIAGLPSLEYLQLQDV 1140 
                ::*******::** . *:**************.****** ***************:**** 
 
SW99            CFPQSEEWCLGDITFHKLKLLKLVKLNISRWDVSEESFPLLETLVIKKCIDLEEIPLSFA 1200 
MM              CFPQSEEWCLGDITFHKLKLLKLVKLNISRWDVSEESFPLLETLVIKKCGDLEEIPVSFA 1199 
LA371-11        CFPQSEEWCLGDITFHKLKLLKLVKLNISRWDASEESFPLLETLVIKKWVDLEEIPLSFA 1200 
LA371-20        CFPQSEEWCLGDITFHKLKLLKLVNLRISRWDVSEESFPLLETLVIKRCVQLKEIPLSFA 1200 
                ************************:*.*****.**************:  :*:***:*** 
 
SW99            DIPTLEQIKLIGSWKVSLEDSAVRMKEEIKDTEGCDRLHLVKQRSD 1246 
MM              DIPTLEQIKLVGSWKVSLEDSAVRMKEEIIDIEGCDRLHLVKQHSD 1245 
LA371-11        DIPTLEQIKLIGSWKVSLEDSAVRMKEEIKETEGCDRLHLVKQLSD 1246 
LA371-20        DIPTLEQIKLIGYWQVSLEDSAVRMKEEIKEIEGCDRLHLVKQR-- 1244 
                **********:* *:************** : *********** :. 
 
Figura 1, cont. 
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Figura 2 – Padrão de restrição RsaI de fragmentos amplificados por PCR a partir de 

DNA genômico de diferentes acessos de tomateiro, utilizando-se os 
oligonucleotídeos 1958B e FP12 que pareiam na região 5’ do gene Sw-5.  
M - Marcador 1 Kb Plus DNA Ladder; 1 - PI126444-3; 2 - PI126944-13;  
3 - PI126944-6; 4 - LA2753; 5 - LA444-1; 6 - LA371-20; 7 - SW99-1;  
8 - L. esculentum cv. Moneymaker. 

 

 

A partir da planta original do acesso LA371-20, pelo menos dois produtos 

distintos foram amplificados, os quais poderiam ser provenientes de regiões genômicas 

distintas ou de uma mesma região. No segundo caso, poderiam ter sido amplificados a 

partir de locos muito próximos ou, ainda, corresponderem a alelos de um mesmo loco. 

A presença de ambos os produtos no híbrido formado entre esta planta e o cultivar 

Moneymaker e nas plantas RC1F2 homozigotas para esta região genômica, obtidas após 

a autofecundação do retrocruzamento entre o híbrido e Moneymaker (Figura 3), sugere 

que os produtos amplificados sejam oriundos da mesma região, correspondendo a dois 

locos próximos. Assim, LA371-20 apresentaria dois locos próximos, por exemplo, A e 

B, que até onde as análises de restrição permitem concluir, estariam em homozigose 

(Figura 4). A partir do loco A, seria amplificado o produto 1 clivado por RsaI (posição 

1114) e por HindIII (posição 1009) apenas na sua extremidade. A partir do loco B, seria 

amplificado o produto 2 clivado internamente por RsaI (posições 386 e 1114) e apenas 

na extremidade, por HindIII (posição 1009). Estes produtos são distintos dos 

amplificados a partir de Moneymaker, clivados internamente por ambas as enzimas: 

RsaI (posições 386 e 1114) e HindIII (posições 712 e 1009). 
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Figura 3 – Padrão de restrição de fragmentos amplificados a partir de DNA genômico 

de plantas RC1F2, obtidas por Guimarães (2002), após a autofecundação de 
planta resistente do retrocruzamento entre o híbrido (LA371 X 
Moneymaker) e Moneymaker por meio de PCR, utilizando-se os 
oligonucleotídeos 1958B e FP12 que pareiam na região 5’ do gene Sw-5.  
A) Clivagem com HindIII. B) Clivagem com RsaI. M - Marcador 1 Kb Plus 
DNA Ladder; EP - Planta RC1F2 homozigota para a região genômica 
oriunda do acesso LA371-20; LA - planta original do acesso LA371-20;  
Sw - SW99-1; MM - Moneymaker; RR, Rr, rr -  Homo ou heterozigose no 
loco inferida para plantas RC1F2 pelo referido autor, com base no marcador 
CAPS COS134FR localizado a aproximadamente 12 Kb do loco Sw-5. 
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Figura 4 – Padrão de restrição RsaI de fragmentos amplificados a partir de DNA 

genômico de diferentes acessos de tomateiro e transformantes primários de 
tabaco por PCR, utilizando-se oligonucleotídeos específicos para a região 
5’ do gene Sw-5. M - Marcador 1 Kb Plus DNA Ladder; 1 - H65-1;  
2 - PI126928-2; 3 - H60-1; 4 - PI126944-6; 5 - H32-2; 6 - LA2753;  
7 - H333-6; 8 - LA371-20; 9 - Moneymaker; 10 - H27-18 (tabaco 
transformado com o gene Sw-5 oriundo de SW99-1); 11 - 16I-2;  
12 - SW99-1. 

 

 

 A relação entre as seqüências homólogas a Sw-5 amplificadas e a resistência a 

tospovírus presente no acesso LA371-20, foi estabelecida confrontando-se os dados de 

segregação destas seqüências com a resistência a tospovírus em plantas RC1F2, obtidas 

por Guimarães (2002) após a autofecundação do retrocruzamento entre o híbrido 

(LA371 X Moneymaker) e Moneymaker. Nas plantas resistentes, sempre se observa o 

padrão de restrição da seqüência que contém sítios RsaI e HindIII apenas na 

extremidade, ao passo que nas plantas suscetíveis, somente o padrão de restrição 

derivado do homólogo oriundo de Moneymaker é observado (Figura 3). Considerando 

que Guimarães (2002), por meio do marcador CAPS COS134FR localizado a 

aproximadamente 12 Kb do loco Sw-5, estabeleceu que a resistência a tospovírus co-

segrega com este loco, deduz-se que as seqüências amplificadas são provenientes de 

locos situados nesta região e um dos dois ou ambos, são responsáveis pela resistência de 

LA371-20. 

 

Confirmação dos transformantes de tabaco e tomateiro e avaliação da resistência a 
tospovírus 

Por meio de PCR utilizando-se oligonucleotídeos específicos para a região 5’ do 

gene Sw-5, foram confirmados 16 transformantes primários de tabaco e oito 

transformantes de tomateiro (Tabela 2). A análise de restrição dos fragmentos 
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amplificados demonstrou que a seqüência clonada e utilizada nas transformações 

corresponde à uma das seqüências homólogas amplificadas dos respectivos acessos 

selvagens de tomateiro (Figura 4). 

 

 

Tabela 2 – Relação do número total de transformantes primários de tabaco e tomateiro, 
obtidos para cada um dos homólogos do gene Sw-5 oriundos de diferentes 
acesso de tomateiro selvagem. 

 

Planta 
transformada Acesso Código do 

transformante 
Total de transformantes 

primários 

Tabaco L. chilense LA2753 H32 4  

Tabaco L. peruvianum LA371-20 H333 4 

Tabaco L. peruvianum 126944-6 H60 5 

Tabaco L. peruvianum 126928-2 H65 3 

Tomateiro L. peruvianum 126944-6 T60 3 

Tomateiro L. peruvianum 126928-2 T65 5 
 

 

O número de inserções do transgene foi estimado pela análise de segregação 

para algumas progênies de tabaco, obtidas a partir da autofecundação dos 

transformantes primários (Tabela 3). A presença de pelo menos uma planta não-

transformada, num total de no máximo 10 plantas avaliadas, sugere apenas uma 

inserção. 
 

 

Tabela 3 – Análise da segregação do transgene em progênies oriundas da 
autofecundação de plantas de Nicotiana tabacum ‘Havana 425’, 
transformadas com homólogos do gene Sw-5. 

 

Progênie T:N.T* Modelo χ2 P% 

H32-4 6:3 3:1 0,33 56,37 

H60-3 8:1 3:1 0,93 33,59 

H60-4 9:1 3:1 1,20 27,33 

H333-6 5:5 3:1 3,33 6,79 

H333-7 8:2 3:1 0,13 71,50 
 
*T:N.T – T: planta transformada, que apresenta o transgene conforme PCR; N.T: planta 
não-transformada  
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As folhas destacadas de tabaco e tomateiro transformados com os diferentes 

homólogos apresentaram lesões semelhantes às observadas nas folhas retiradas de 

plantas não-transformadas (controles negativos). As folhas de tabaco 16I-2 e de 

tomateiro transformado com o clone pGPP63 (controles positivos) exibiram reações 

locais necróticas típicas de resposta de hipersensibilidade.  

Todas as plantas das progênies originadas da autofecundação dos transformantes 

primários foram suscetíveis, apresentando sintomas de infecção sistêmica por 

tospovírus. As plantas que compunham os controles positivos exibiram reações locais 

necróticas nas folhas inoculadas e nenhum sintoma de infecção sistêmica.  

 

 

DISCUSSÃO 

 

O acesso LA371-20 do tomateiro selvagem L. peruvianum é resistente à infecção 

por várias espécies de tospovírus (Guimarães, 2002). O espectro amplo e as lesões 

necróticas nas folhas inoculadas, características desta resistência, são similares à 

conferida pelo gene Sw-5 (originário de um acesso de L. peruvianum). A resistência de 

LA371-20 é devida a um gene dominante localizado na região genômica do loco Sw-5, 

sendo possível que o gene Sw-5, um outro alelo deste loco ou um gene situado em loco 

próximo seja o responsável pela resistência (Guimarães, 2002).  

Utilizando-se oligonucleotídeos desenhados a partir da seqüência do gene Sw-5, 

uma seqüência homóloga a esse gene foi amplificada a partir do acesso LA371-20 de  

L. peruvianum. Esta contém uma ORF que codifica uma proteína de 1.244 aminoácidos 

que apresenta 93,6% de identidade com a proteína codificada pelo gene Sw-5 

(Brommonschenkel et al., 2000). A maior parte da variação entre estas proteínas 

concentra-se nas regiões N-terminal e carboxi-terminal. A região central da proteína, 

onde se localiza o domínio NBS com os motivos cinase típicos das proteínas de 

resistência, é a mais conservada entre as proteínas. Esta seqüência, embora similar 

(92,2% de identidade), difere da descrita por Lima (2001), clonada a partir de outra 

planta (LA371-11) deste acesso. Este autor já havia detectado polimorfismo entre as 

seqüências homólogas amplificadas a partir de outros dois acessos de L. peruvianum: 

PI126944-6 e PI126928-2. É possível que estas seqüências correspondam a diferentes 

formas alélicas de um mesmo gene ou de genes homólogos situados em diferentes 

regiões genômicas.  
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Por meio de PCR, utilizando-se oligonucleotídeos que permitem amplificar a 

região 5’ de Sw-5, verificou-se que, após clivagem com enzima de restrição, nos 

diferentes acessos de tomateiro utilizados por Lima (2001), mais de uma seqüência 

homóloga pode ser amplificada. Nos casos em que apenas duas seqüências distintas 

foram amplificadas, estas poderiam corresponder a alelos de um mesmo loco. Contudo, 

a partir de alguns acessos até quatro produtos distintos foram amplificados, o que 

corresponderia no mínimo a dois locos em heterozigose. Excluindo-se a possibilidade de 

que essas seqüências tenham se originado de distintas regiões genômicas do tomateiro, 

as seqüências amplificadas não poderiam ter origem em um único loco e, portanto, 

podem ser derivadas de locos próximos contendo genes homólogos.  

A partir do acesso LA371-20, pelo menos dois produtos distintos foram 

amplificados, sendo que um deles apresenta o padrão de restrição deduzido a partir da 

seqüência clonada. Como Guimarães (2002) determinou que a resistência presente em 

LA371-20 é devida a um gene dominante localizado na região genômica do loco Sw-5, 

procurou-se esclarecer se a seqüência homóloga clonada é originada da região do loco 

Sw-5 e, portanto, corresponde ao gene que confere a resistência a tospovírus. A análise 

de alguns indivíduos de uma população RC1F2 obtida por Guimarães (2002), após a 

autofecundação do retrocruzamento entre o híbrido (LA371-20 X Moneymaker) e 

Moneymaker, indica que há associação entre o marcador CAPS COS134FR, situado a 

aproximadamente 12 Kb do loco Sw-5 e o padrão 5’ da seqüência clonada e, portanto, 

esta é oriunda da mesma região genômica que Sw-5. Como o segundo padrão de 

restrição também está presente em plantas homozigotas para esta região do acesso 

LA371-20, sugere-se que os dois produtos amplificados por PCR correspondam a dois 

genes proximamente ligados, talvez oriundos de um evento de duplicação gênica (genes 

parálogos). Isto estaria em acordo com Spassova et al. (2001) que seqüenciaram 

aproximadamente, 35 Kb deste segmento do genoma do tomateiro e encontraram dois 

genes ligados semelhantes a Sw-5.  

Todas as quatro seqüências homólogas separadas para a análise funcional, 

apresentam ORF completa, semelhante à ORF Sw-5, sem deleções ou interrupções 

prematuras devidas a códons de terminação da tradução. No entanto, nenhuma delas foi 

capaz de conferir resistência a tospovírus em plantas transgênicas de tomateiro e tabaco. 

É possível que nenhuma das quatro seqüências avaliadas seja funcional, como também, 

a estrutura das construções utilizadas na transformação pode ter afetado a funcionalidade 

das seqüências. Na ausência de um controle positivo que contivesse rigorosamente as 
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mesmas características, ou seja, o alelo funcional clonado a partir de linhagem de 

tomateiro SW99-1 (Brommonschenkel et al., 2000) inserido da mesma forma no vetor 

binário, esta segunda possibilidade não pode ser descartada e apenas é possível apontar 

motivos de falha. A ausência das regiões reguladoras 5’ e 3’ do próprio gene pode ser 

um dos motivos. O gene N, por exemplo, não é completamente funcional quando 

expresso sob controle do promotor 35S (Dinesh-Kumar e Baker, 2000). Este não deve 

ser o caso destas construções em análise, uma vez que a ORF Sw-5 sob controle do 

promotor 35S foi capaz de conferir resistência a tospovírus em tabaco e N. benthamiana 

(Oliveira et al, 2001; Yamazaki, 2001; Capítulo 1). Contudo, ao contrário das 

construções analisadas no presente experimento, essas construções apresentavam a 

região 3’ do gene Sw-5, a qual contém um sinal de poliadenilação (Lima, 2001). Esta 

região é fundamental para a plena funcionalidade do gene N (Dinesh-Kumar e Baker, 

2000). Assim, a ausência desta região nas construções utilizadas no presente trabalho, 

poderia ter sido o elemento determinante da não-funcionalidade.  

Apenas para a seqüência homóloga clonada a partir do acesso LA371-20, 

existem evidências de que foi amplificada a partir da região genômica responsável pela 

resistência a tospovírus e, portanto, pode corresponder ao gene que confere tal 

resistência. Para as demais seqüências, o único indício que apoia seu possível 

envolvimento na resistência dos acessos, a partir dos quais foram clonadas, é a 

similaridade com o gene Sw-5. No entanto, mesmo para o acesso LA371-20, existem 

dúvidas sobre o gene responsável pela resistência. O fato de o padrão de restrição 

correspondente à seqüência homóloga clonada segregar com a resistência, não permite 

refutar que o homólogo clonado seja responsável pela mesma. É possível que seqüências 

homólogas não-detectáveis pela análise de restrição, estejam envolvidas na resistência. 

O segundo homólogo presente na planta original, que está ligado ao homólogo clonado, 

também pode ser o gene responsável pela resistência ou contribuir para esta. Spassova et 

al. (2001) analisaram plantas de tabaco transformadas com os genes homólogos ligados 

que encontraram em tomateiro. Observaram que as plantas transformadas com um dos 

genes foram resistentes à infecção por tospovírus, enquanto que as plantas transformadas 

com o outro gene foram suscetíveis. Contudo, curiosamente, as plantas transformadas 

com ambos os genes mostravam-se ainda mais resistentes. Efeitos das regiões 

reguladoras destes genes não podem ser descartados, mas a expressão coordenada dos 

dois genes talvez seja importante para a resistência, haja vista a conservação observada 

em suas regiões promotoras. 
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Em resumo, a seqüência homóloga ao gene Sw-5 clonada a partir do acesso 

LA371-20 de L. peruvianum, contém uma ORF sem deleções ou interrupções 

prematuras e, portanto, pode codificar uma proteína funcional que poderia estar 

envolvida na resistência a tospovírus. Esta hipótese é corroborada pelas análises que 

indicaram que esta seqüência foi amplificada a partir da região genômica que co-segrega 

com a resistência a tospovírus. Contudo, como mais de um produto é amplificado a 

partir desta região, é possível que genes homólogos ligados sejam responsáveis pela 

resistência. A clonagem do outro homólogo presente em LA371-20, bem como dos 

vários homólogos presentes nos demais acessos de tomateiro, o mapeamento da 

resistência nestes outros acessos e análises funcionais utilizando-se construções que 

contenham todos os elementos regulatórios necessários à adequada expressão da 

resistência, são necessários para inferir a importância destes homólogos na resistência a 

tospovírus nos diferentes acessos de tomateiro. 
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CONCLUSÕES 
 
 
 

 

 Plantas de Nicotiana benthamiana transformadas com o gene Sw-5, foram 

resistentes à infecção por tospovírus. Isto indica que as vias de sinalização e as respostas 

de defesa ativadas por este gene estão presentes nesta espécie, o que reforça a hipótese 

de conservação destas rotas dentro da família Solanaceae. Deduz-se, também, que a 

construção utilizada na transformação destas plantas (ORF Sw-5 e a região 3’ não-

traduzida do gene) contém toda a informação necessária para produzir uma proteína 

funcional. A comparação do espectro da resistência observado em N. benthamiana com 

o observado para outras solanáceas, corrobora a hipótese de que o polimorfismo 

genético nos componentes das vias de transdução de sinais pode resultar em diferentes 

níveis de resistência. 

A expressão isolada dos genes N, NSm e NSs dos tospovírus em plantas com  

Sw-5, não foi capaz de desencadear a resposta de hipersensibilidade, portanto, outro 

componente dos tospovírus deve ser responsável pelo desencadeamento da reação de 

resistência. A expressão do gene NSs por meio do vetor PVX, agravou os sintomas 

provocados por este vírus em algumas solanáceas, o que pode ter relação com a 

capacidade desta proteína de suprimir silenciamento gênico. 

A co-expressão transitória da região 5’ de Sw-5 em plantas transformadas com 

este gene, interferiu na resposta de resistência a tospovírus, permitindo a infecção viral. 

Dado que o efeito foi verificado para a co-expressão tanto de construções senso quanto 

anti-senso, é possível, embora não demonstrado, que o silenciamento gênico tenha sido 

ativado reduzindo os níveis do mRNA de Sw-5 e, conseqüentemente, da resistência. 
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A partir do acesso LA371-20, foi clonado um homólogo do gene Sw-5. Análises 

indicaram que este homólogo é originado do loco Sw-5 ou de região próxima a este e 

que segrega com a resistência a tospovírus. Aparentemente, esta região genômica 

contém mais de um homólogo que pode, portanto, estar envolvido na resistência deste 

acesso.  
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