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INTRODUÇÃO

Os tospovirus são conhecidos desde o início do século passado 

representados pelo vírus Tomato spotted wilt virus (TSWV). A doença causada 

por esse vírus foi inicialmente descrita na Austrália (Brittlebank, 1919) e logo foi 

reportada no mundo inteiro, provavelmente disseminada pelo inseto vetor tripés r 7
(ordem Thripidae), predominantemente pela espécie Frankliniella occidentalis. 

No Brasil, a doença foi primeiramente relatada por Silberschmidt (1937), 

permanecendo vulgarmente conhecida como vira-cabeça do tomateiro, devido 

aos sintomas que o vírus provoca no tomate.
Atualmente, o TSWV é a espécie-tipo do gênero Tospovirus, que 

representa o único membro da família Bunyaviridae que infecta plantas. O 

TSWV infecta mais de mil espécies de plantas e causa severos prejuízos 

econômicos pelo mundo principalmente em culturas como: alface, amendoim, 

batata, ervilha, fumo, pimenta, pimentão, tomate e muitas espécies 
ornamentais (http://www.oznet.ksu.edu/tospovirus/hostlist.html).

Os vírus que constituem a família Bunyaviridae compartilham entre si um 

grande número de características morfológicas, bioquímicas e moleculares. 

Suas partículas são quase isométricas e são formadas por nucleocapsídeos, 

onde estão inseridos os genomas encapsidados pela nucleoproteína. As 

glicoproteínas estão presentes na superfície da partícula viral, inseridas no 

envelope lipídico na forma de projeções, circundando os nucleocapsídeos 
(Mohamed et al., 1973; Tas et al., 1977). O genoma dos tospovirus é 

constituído por três segmentos de RNA fita simples denominados “large RNA” 

(L), “médium RNA” (M) e “small RNA” (S) (van den Hurk et al., 1977; Verkleij et 

al., 1982). O S RNA e o M RNA possuem estratégia de codificação ambisenso, 

enquanto o L RNA sintetiza um único mRNA, que codifica a polimerase viral 

(de Haan et al., 1991; van Poelwijk et al., 1993; Adkins et al., 1995)., As 
glicoproteínas G1 e G2 são codificadas a partir de um gene precursor expresso 

pelo M RNA no sentido viral complementar (Kormelink et al., 1992a).

As glicoproteínas virais desempenham papel importante durante vários 

estádios do ciclo de replicação dos vírus. Elas se ligam às proteínas que 

interagem com receptores presentes na superfície das células de vertebrados 

http://www.oznet.ksu.edu/tospovirus/hostlist.html
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suscetíveis e células de insetos vetores e influenciam a transmissão do virus 

pelo inseto vetor. Além disso, essas proteínas formam a interface entre a 

partícula viral, o hospedeiro e o inseto vetor e regulam o processo de 

morfogênese da partícula viral dentro da célula hospedeira (Kikkert, 1999; 

Medeiros et al., 2004).
A função das glicoproteínas na espécie-tipo do gênero Tospovirus, 

TSWV, ainda é pouco conhecida. Porém, o fato do TSWV se replicar tanto na 

planta quanto no inseto vetor sugere que o funcionamento das glicoproteínas 

esteja relacionado com esse duplo tropismo. Em analogia a outros vírus 

envelopados (Beaty et al., 1982; Gonzales-Scarano, 1985; Ludwig et al., 1989 

e 1991), as glicoproteínas dos tospovirus parecem estar envolvidas na ligação 

do vírus com o tecido intestinal do vetor tripés e em sua posterior replicação e 

transporte pelo corpo do inseto (Kormelink et al., 1992a; Ullman et al., 1995; 

Bandla et al., 1998). Quando o ciclo do tripés é interrompido e o vírus é 

transmitido mecanicamente diversas vezes para as plantas, o TSWV tende a 
perder a habilidade de expressar as glicoproteínas, e consequentemente, a 

capacidade de formar partículas envelopadas (le, 1982; Verkleij & Peters, 

1983; Resende et al., 1991b). Em experimentos de transmissão, os vírus 

mutantes deficientes em envelope não foram transmitidos por tripés, apesar de 

terem sido transmitidos mecanicamente e causarem infecção sistêmica nas 

plantas (Wijkamp, 1995), sugerindo que as glicoproteínas não desempenham 
função crucial na ligação do vírus às células em infecções de plantas (Resende 

etal., 1991b).

Até o momento, das 13 espécies de tospovirus reconhecidas pelo 

Comitê Internacional em Taxonomia de Vírus (ICTV) (van Regenmortel et al., 

2000), foi determinada a seqüência de nucleotídeos dos genes precursores 

codificadores das glicoproteínas para somente cinco: TSWV, Impatiens necrotic 

spot virus (INSV), Peanut bud necrosis virus (PBNV), Watermelon silver mottle 
virus (WSMoV) e Iris yellow spot virus (IYSV). A seqüência do precursor das 

glicoproteínas de uma espécie tentativa denominada Gloxinia tospovirus 

também está disponível.

Os avanços na determinação da seqüência nucleotídica do genoma dos 

tospovirus ocorreram paralelamente aos estudos da interação vírus-hospedeiro 
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e, em particular, as respostas do tipo resistência a determinadas espécies 

virais.

Ao longo das últimas décadas, genes naturais de resistência de plantas 

à infecção provocada por tospovirus têm sido identificados e caracterizados 
com freqüência.fEm plantas do gênero Capsicum, foi identificado o gene de 

resistência Tsw, efetivo contra isolados da espécie TSWV, especialmente nos 

acessos de Capsicum chinense ‘PI 159236’ e ‘PI 152225’ (Black et al., 1991). A 

reação desta planta em resposta à inoculação mecânica do TSWV é típica de 

hipersensibilidade, sendo o gene de dominância simples e bastante estável 

(Boiteux, 1995; Black et al., 1996). Entretanto, isolados de outras espécies de 

Tospovirus, como Tomato chlorotic spot virus (TCSV) e Groundnut ríngspot 
virus (GRSV), causam infecção sistêmica na planta (Boiteux & de Ávila, 1994).t

O presente trabalho foi desenvolvido seguindo duas linhas de pesquisa 

essenciais ao entendimento do processo de infecção por tospovirus. O primeiro 

tema está relacionado com a determinação da seqüência de nucleotídeos da 

região 3’ do M RNA de duas das principais espécies de tospovirus com 

ocorrência no Brasil. O segundo tema é concentrado no estudo da interação 

entre TSWV e Capsicum chinense resistente à infecção sistêmica deste vírus.

O Capítulo 1 apresenta uma revisão sobre os tospovirus e mecanismos 

de defesa da planta contra o ataque de patógenos, abordando temas 

diretamente relacionados com esta tese.

Na primeira parte do trabalho, descrita no Capítulo 2, foram 

determinadas as seqüências de nucleotídeos completas da região intergênica 

do M RNA, da região 3’ terminal não traduzível do M RNA e dos genes 

precursores das glicoproteínas G1 e G2 das espécies de tospovirus TCSV e 

GRSV. Posteriormente, foram construídas árvores filogenéticas dos tospovirus, 

baseando-se no alinhamento das seqüências das regiões intergênicas do M 
RNA e das glicoproteínas das espécies de tospovirus conhecidas. Os 

resultados obtidos neste estudo representam uma etapa inicial e indispensável 

para o estudo da interação de proteínas receptoras do vetor com as proteínas 

de superfície G1 e G2 dos tospovirus.
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Na segunda parte deste trabalho, descrita no Capítulo 3, foi identificado 

o provável gene de avirulência do TSWV que interage com o gene de 

resistência Tsw em Capsicum chinense ‘Pl 159236’, utilizando como ferramenta 

o vetor de expressão binário baseado em Potato virus X (PVX) e 

Agrobacterium tumefaciens (pGR107) pelo método da agro-inoculação.
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RESUMO

A espécie-tipo do gênero Tospovirus, o Tomato spotted wilt virus 

(TSWV), causa uma séria doença em centenas de espécies de plantas, sendo 

disseminada pelo mundo através do inseto vetor tripés. No Brasil, os tospovirus 
TSWV, Tomato chlorotic spot virus (TCSV) e Groundnut ringspot virus (GRSV) 

são responsáveis por elevados danos econômicos em importantes culturas, 

incluindo alface, amendoim, fumo, pimenta, pimentão e tomate. O genoma dos 

tospovirus é constituído por três segmentos de RNA fita simples (denominados 

S, M e L RNA), codificando três proteínas estruturais (L, G1 e G2) e duas 

proteínas não-estruturais (NSm e NSs). As glicoproteínas G1 e G2 são 

projetadas a partir do envelope lipídico e possivelmente apresentam função 

importante durante a entrada do vírus nas células do vetor e, 

consequentemente, na transmissão viral. Esta tese descreve a análise do 

precursor das glicoproteínas e das regiões intergênica e 3’ terminal do M RNA 

do TCSV e do GRSV, baseando-se na determinação e comparação das 

seqüências dos aminoácidos e nucleotídeos dessas duas espécies com as de 

outros tospovirus. Os resultados das comparações indicaram que a seqüência 

de aminoácidos dos precursores das glicoproteínas do TCSV apresentou 81% 
de identidade com o TSWV, enquanto o GRSV apresentou 79% com o TSWV. 

Ao serem comparadas as seqüências de aminoácidos dos precursores do 
TCSV e GRSV entre si, a identidade aumentou para 92%, indicando que essas 

duas espécies mostraram alta similaridade e diferiram das demais espécies de 

tospovirus. Entretanto, o resultado da comparação das seqüências de 

nucleotídeos da região intergênica do M RNA do TCSV e GRSV mostrou ser de 

apenas 78% de identidade. As análises filogenéticas, baseadas nas 

seqüências do precursor das glicoproteínas e da região intergênica do M RNA, 

revelaram que TCSV e GRSV formaram um só agrupamento, próximo ao 

TSWV e distante das demais espécies de tospovirus. Os parâmetros 

taxonômicos relacionados à delimitação das espécies de tospovirus foram 

ainda discutidos.
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Na última década, foi relatada a reação de resistência tipo 

hipersensibilidade (HR) em acessos de Capsicum chinense ‘P1152225’ e 

‘P1159236’ inoculados mecanicamente com TSWV. A segunda parte da tese 

descreve a identificação do provável gene de avirulência elicitor da reação de 

HR em C. chinense ‘P1159236’, conforme a teoria gene-a-gene de Flor (1942). 

Com este intuito, os genes das proteínas N (nucleoproteína), NSm (proteína de 

movimento) e NSs foram clonados individualmente no vetor binário pgR107 

(pPVX), baseado no sistema de expressão Potato virus X (PVX). Os clones de 

Agrobacterium tumefaciens recombinantes transformados com as construções 

PVX+N, PVX+NSm, PVX+NSs, assim como o controle (A. tumefaciens 

transformada com pPVX), foram inoculadas com palito em C. chinense 

‘P1159236’, Datura stramonium e Nicotiana benthamiana. Os sintomas de PVX 

(clareamento de nervura, clorose internerval e mosqueado) apareceram na 

maioria das plantas inoculadas com as construções PVX+N, PVX+NSm e 

PVX+NSs. ELISA e “western blotting” foram realizados com as plantas 

sintomáticas e confirmaram a expressão das proteínas N, NSm e NSs. As 
plantas de C. chinense ‘P1159236’, Datura stramonium e Nicotiana 

benthamiana inoculadas com a contrução PVX+NSs mostraram expressão de 

sintomas necróticos sistêmicos severos, provavelmente causados pelo 

sinergismo do PVX com a proteína NSs- As plantas inoculadas com a 

construção PVX+NSm mostraram sintomas idênticos à infecção ocasionada por 

pPVX, sugerindo que a proteína NSM não interferiu na expressão dos sintomas 

do PVX. Lesões cloróticas e necróticas tipo - HR acompanhadas por abscisão 
foliar foram observadas somente em C. chinense ‘P1159236’ inoculadas com a 

construção PVX+N, diferindo significativamente dos sintomas causados pelo 

pPVX e PVX selvagem. Esses resultados indicaram que o gene N 

provavelmente é o gene de avirulência elicitor da reação tipo - HR em C. 

chinense PI159236’.
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ABSTRACT

The Tomato spotted wilt virus (TSWV) is the type-species of the genus 

Tospovírus. This species is spread worldwide and today causes a serious 

disease on hundreds of plant species. In Brazil, the tospoviruses TSWV, 

Tomato chlorotic spot virus (TCSV) and Groundnut ringspot virus (GRSV) are 

responsible for high economic losses in important crops as tomato, sweet 

pepper, pepper, lettuce, tobacco and peanut. The genome of tospoviruses is 

composed by three ssRNA (denoted S, M and L RNA), encoding three 

structural proteins (L, G1/G2 and N) and two non-structural proteins (NSM and 

NSs). The glycoproteins G1 and G2 are projected in the lipid envelope and most 

possibly play initial roles in virus entry in vector cells and consequent virus 

transmission. This thesis describes the analysis of the glycoprotein precursor 

and of the M RNA intergenic region (IGR) and 3’ terminal region of TCSV and 

GRSV. This analysis is based on the determination and comparison of amino 

acid and nucleotide sequences of these two species with other tospoviruses. 

TCSV glycoprotein amino acid sequence showed 81% identity with that of 

TSWV, while GRSV showed 79% with TSWV. When TCSV and GRSV was 

compared, the identity percentage was 92%, indicating that these two viruses 

showed high similarity between them and differed from other tospoviruses. 

However, the comparison of M RNA IGR nucleotide sequence between TCSV 

and GRSV showed 78%. Phylogenetic analysis, based on sequences of 

glycoprotein precursor and M RNA IGR, revealed that TCSV and GRSV were 

clustered, close to TSWV and distinct from other tospoviruses. Taxonomic 

parameters related to delimitation of tospovírus species were also discussed.

In the past decade it was reported that reaction to TSWV mechanical 
inoculation in accessions of Capsicum chinense 'P1152225' and 'P1159236' 

resembled the hypersensitive-type response (HR). The second part of the 

thesis describes the attempts to identify the TSWV putative elicitor gene related 
to the HR-type reaction in C. chinense 'P1159236', according to gene-to-gene 

model of Flor (1942). For this purpose, the N (nucleoprotein), NSm (movement 

protein) and NSs genes of TSWV were cloned individually in frame into the 
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binary vector pgR107 (pPVX), based on Potato virus X (PVX) expression 

system. Recombinant Agrobacterium tumefaciens clones transformed with 

PVX+N, PVX+NSm and PVX+NSs constructs, as well as control (A. tumefaciens 

transformed with pPVX), were tooth-pick inoculated into C. chinense

PI159236', Datura stramonium and Nicotiana benthamiana plants. Symptoms 

of PVX (vein clearing, interveinal chlorosis and mottling) appeared in the 

inoculated plants with the constructions PVX+N, PVX+NSm, PVX+NSs and 
pPVX. ELISA and western blotting were carried out with symptomatic plants 

and confirmed the N, NSM and NSs protein expression. C. chinense, D. 

stramonium and N. benthamiana inoculated with the construction PVX+NSs 

showed severe systemic necrotic symptoms expression, possibly caused by a 

synergism of PVX with NSs protein. These plants inoculated with PVX+NSm 

showed identical symptoms of PVX infection, suggesting that NSm protein did 

not interfere with PVX induced symptoms. HR-like chlorotic and necrotic lesions 

following leaf abscission were seen only in C. chinense 'P1159236' inoculated 

with the construct PVX+N gene, which differed significantly with symptoms 

caused by pPVX. This result indicated that the N gene is possibly the elicitor of 
the HR-like reaction in C. chinense 'PI159236'.
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CAPÍTULO 1

REVISÃO BIBLIOGRÁFICA

1. A família Bunyavirídae

A família Bunyavirídae é composta predominantemente por vírus que 

infectam roedores e outros pequenos mamíferos, primatas e pássaros, e em 

sua maioria são arbovírus, transmitidos por mosquitos, moscas ou carrapatos. 

Em 1943, foi identificado o Bunyamwera virus, um dos primeiros vírus da 

família isolado do mosquito vetor Aedes, causando uma doença severa no 

homem (Smithburn et al., 1946). Muitos outros vírus relacionados 

sorologicamente com este foram surgindo ao longo das décadas seguintes e 

foram classificados por Casais (1963) como parte do supergrupo Bunyamwera. 

Após a identificação da maioria dos vírus existentes em relação ao tamanho, 

morfologia e aspectos bioquímicos e genéticos, o Comitê Internacional em 

Taxonomia de Vírus (ICTV) reconheceu a nova família de vírus Bunyavirídae 

(Bishop et al., 1980). Posteriormente, o Supergrupo Bunyamwera tornou-se o 

gênero Bunyavírus e foram criados os gêneros Phlebovirus, Uukuvirus, 

Nairovirus, Hantavirus e Tospovirus (Francki et al., 1991). No último relatório do 

ICTV, a família Bunyavirídae é composta pelos gêneros Orthobunyavirus, 

Hantavirus, Nairovirus, Phlebovirus e Tospovirus (van Regenmortel et al., 

2000).

2. O gênero Tospovirus

2.1. História e classificação dos tospovirus
Em 1915, ocorreu na Austrália o primeiro relato da doença denominada 

“spotted wilt” infectando tomate (Brittlebank, 1919). Em 1927, foi demonstrado 

que a doença era transmitida pelo inseto tripés (Pittman, 1927). Quinze anos 

após o primeiro relato, Samuel et al. (1930) diagnosticaram o agente etiológico 

da doença como sendo o vírus Tomato spotted wilt virus (TSWV) ou vírus do 

bronzeamento do tomateiro. Durante a década de 40, o vírus apresentou uma 
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incidência esporádica e tornou-se pouco importante (Best, 1968). Na década 

de 80, o vírus tornou-se um sério problema econômico para a agricultura, 

intensificando-se assim a realização de estudos sobre sua biologia molecular. 

Em vários países da Europa surgiram referências ao vírus causando prejuízos 

econômicos em hortaliças e algumas espécies de ornamentais (Gebre- 

Sellassie et al., 1989; Marchoux et al., 1991; Vaira et al., 1993; Jorda et al., 

1995). Os estudos realizados com esse vírus mostraram que ele apresentava 

características diferentes dos outros vírus de planta caracterizados até o 

momento, tais como: tamanho da partícula, forma, constituição e organização 

genômica (van Kammen etal., 1966; Milne, 1970; Mohamed etal., 1973; Tas et 

al., 1977; de Haan et al., 1990). Durante cerca de seis décadas, o vírus foi o 

único membro do grupo de vírus de planta chamado Tomato spotted wilt virus 

group (Matthews, 1979). A análise molecular do genoma do TSWV mostrou 

que esse vírus apresentava características semelhantes aos vírus da família 

Bunyaviridae, composta por vírus de RNA negativo que infectam animais. 

Assim, TSWV foi reclassificado como o protótipo de um novo gênero de vírus 

de planta, denominado Tospovirus (Francki et al., 1991). Com isso, Tospovirus 

passou a ser o único gênero da família Bunyaviridae que infecta plantas. 

Gradualmente, foram sendo identificados vírus que infectavam plantas, 

semelhantes ao TSWV, mas com características sorológicas e seqüências 

genômicas diferentes do TSWV. O primeiro deles foi o Impatiens necrotic spot 

virus (INSV) (Law & Moyer, 1990; de Ávila, 1992).

O conceito de espécie na taxonomia dos vírus, aceito pelo ICTV, foi 

definido por van Regenmortel (1990). Até então, a classificação dos vírus 

pertencentes aos diferentes gêneros da família Bunyaviridae era baseada em 

sorologia. No início dos anos 90, foram estabelecidos diferentes sorotipos de 

tospovirus com base na relação sorológica que apresentavam entre si (de Ávila 

et al., 1990; Adam et al., 1993). Em 11993,] de Ávila et al. sugeriram que o 

critério de diferenciação de espécies de tospovirus deveria ser baseado 

principalmente na divergência da seqüência de aminoácidos da proteína do 

nucleocapsídeo (N). Os resultados obtidos neste trabalho concluíram que os 

isolados BR-03 e SA-05, pertencentes ao sorogrupo II, deveríam ser 

considerados como espécies distintas dentro do gênero Tospovirus, sendo 

proposto os nomes Tomato chlorotic spot virus e Groundnut ringspot virus, 
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respectivamente. Durante a última reunião sobre tospovirus, ocorrida em 

Wageningen (Í998), os tospovirologistas concordaram em estabelecer treze 

diferentes espécies de tospovirus. A classificação atual de tospovirus em nível 

de gênero é baseada na morfologia do vírion, na organização do genoma e na 

transmissão por tripés, enquanto os parâmetros para a classificação em nível 

de espécie são baseados em características biológicas, como círculo de 

hospedeiros (amplo e restrito) e espécies de tripés vetor, e moleculares, como 

grau de similaridade da seqüência de aminoácidos da proteína do 

nucleocapsídeo. Para definir uma nova espécie, a identidade de aminoácidos 

da proteína N, ao ser comparada à proteína N de outras espécies já descritas, 

deve ser inferior a 90% (Goldbach & Kuo, 1996). As treze espécies (Tabela 1) 

confirmadas pelo ICTV até o momento são: Tomato spotted wilt virus (TSWV), 

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

Impatiens necrotic spot virus (INSV), Watermelon silver mottle virus (WSMoV), 

Groundnut bud necrosis virus (GBNV), Zucchini lethal chlorosis virus (ZLCV), 

Chrysanthemum stem necrosis virus (CSNV), Iris yellow spot virus (IYSV), 

Groundnut yellow spot virus (GYSV), Groundnut chlorotic fan-spot virus 

(GCFSV), Physalis severe mottle virus (PhySMV) e Watermelon bud necrosis 
virus (WBNV) (van Regenmortel et al., 2000). A tabela 1 apresenta a lista das 

treze espécies com os respectivos hospedeiros relatados, vetor e distribuição 

geográfica.
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Tabela 1. Espécies de tospovirus, hospedeiros, espécies de tripés vetores e 

distribuição geográfica.
Espécie de tospovirus Principais 

hospedeiros
Vetor Distribuição 

geográfica

Tomato spotted wilt virus 

(TSWV)

Monocotiledôneas, 

dicotiledôneas, 

incluindo hortaliças e 

ornamentais

F. occidentalis

F. schultzei
F. fusca
F. intonsa
F. bispinosa
T. palmi
T. setosus
T. tabaci

Cinco continentes

Impatiens necrotic spot virus 

(INSV)

Ornamentais e 

hortaliças

F. occidentalis EUA, Europa e Israel

Tomato chlorotic spot virus 

(TCSV)

Tomate F. occidentalis

F. schultzei

F. intonsa

Brasil

Groundnut ringspot virus 

(GRSV)

Tomate e amendoim F. occidentalis

F. schultzei

Argentina, Brasil e 

África do Sul

Chrysanthemum stem necrosis 

virus (CSNV)

Crisântemo e tomate F. occidentalis

F. schultzei

Brasil

Zucchini lethal chlorosis virus 

(ZLCV)

Cucurbitáceas F. zucchini Brasil

Iris yellow spot virus (IYSV) Cebola, alho e iris T. tabaci EUA, Brasil, Holanda 

e Israel

Groundnut bud necrosis virus

(GBNV)

Amendoim T. palmi India

Watermelon silvermottle virus 

(WSMoV)

Cucurbitáceas T. palmi Japão e Taiwan

Watermelon bud necrosis virus

(WBNV)

Cucurbitáceas T. fíavus India

Groundnut yellow spot virus 

(GYSV)

Amendoim S. dorsalis India

Groundnut chlorotic fan-spot 

virus (GCFSV)

Amendoim S. dorsalis Taiwan

Physalis severe mottle virus 

(PhySMV)

Physalis minima, 

cucurbitáceas

T. palmi Japão e Tailândia

Fonte: Cortez (1999) e http://www.oznet.ksu.edu/tospovirus/tospo_list.htm.

http://www.oznet.ksu.edu/tospovirus/tospo_list.htm
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2.2. Ocorrência dos tospovírus no mundo
A ocorrência do TSWV já foi relatada nos cinco continentes (Goldbach & 

Peters, 1994), enquanto as espécies GBNV e WSMoV só foram diagnosticados 

nos respectivos centros de origem, ou seja, GBNV na índia (Reddy et al., 1991; 

1992; Satyanarayana et al., 1996) e WSMoV no Japão e Taiwan (Yeh & Chang, 

1995) (Tabela 1).

Inicialmente, a ocorrência do TSWV era restrita às regiões tropicais e 

subtropicais do mundo. Na Europa, o vírus foi detectado pela primeira vez no 

Reino Unido e no sul da França, antes da Primeira Guerra Mundial, assumindo 

grande importância na cultura do tomate nessas regiões. Após a Segunda 

Guerra Mundial, houve poucos relatos do vírus, adquirindo importância 

secundária. Entretanto, a partir de 1985, esse quadro sofreu enorme alteração, 

devido à introdução do tripés Frankliniella occidentalis Pergande na Europa, 

vindo provavelmente dos Estados Unidos, onde já era conhecido pela sua 

eficiência na transmissão do TSWV. Este vetor foi um dos possíveis 
causadores da rápida disseminação do vírus em hortaliças e ornamentais 

cultivadas nos Estados Unidos, no Canadá e, posteriormente, na Europa (Allen 
& Broadbent, 1986; Bournier & Bournier, 1987; Reddick et al., 1987; Paterson 

et al., 1989; Hagan et al., 1990; Pitblado et al., 1990; Marchoux et al., 1991; 

Vaira et al., 1993). A doença pode causar prejuízos de mais de um bilhão de 

dólares por ano (Goldbach & Peters, 1994). Na maioria dos casos, os danos 

econômicos podem ser severos, acarretando perdas significativas na produção. 

No Havaí, o TSWV afetou a produção de alface, pimentão e tomate, resultando 

em perdas na cultura da alface de 50 a 90%, independentemente da época do 

ano (Cho et al., 1987).

Outra importante causa da disseminação dos tospovírus pelo mundo foi 

a capacidade do vírus em infectar grande variedade de espécies de plantas, 

tais como culturas agrícolas, olerícolas, plantas ornamentais e plantas 

invasoras. Os tospovírus apresentam círculo de hospedeiros distribuído em 92 

famílias e em mais de 1.050 espécies botânicas, incluindo monocotiledôneas e 

dicotiledôneas, com destaque para as famílias Compositae e Solanaceae 

(http://www.oznet.ksu.edu/tospovirus/hostlist.html). Dentre os tospovírus, a 

espécie TSWV possui o mais amplo círculo de hospedeiros, abrangendo 1.090 

espécies de plantas (Parrela etal., 2003), enquanto as espécies INSV, GBNV e

http://www.oznet.ksu.edu/tospovirus/hostlist.html
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WSMoV possuem círculo de hospedeiros restrito (Peters, 1998). Novos 

hospedeiros de tospovirus vêm sendo continuamente identificados. Dentre as 

culturas agrícolas de alto valor comercial infectadas naturalmente por 

tospovirus, citam-se: abacaxi, abóbora, abobrinha, alface, almeirão, amendoim, 

batata, berinjela, café, caupi, cebola, chuchu, ervilha, feijão, fumo, grão-de- 

bico, lentilha, mamão, melancia, pimenta, pimentão e tomate (revisado por 

Pozzer et al., 1996); e entre as plantas ornamentais estão: begônia, cactus, 

calêndula, ciclamen, crisântemo, dália, estatice, gladíolo, gloxínia, impatiens, 

lisianthus, primavera, vínia e violeta (revisado por Pozzer et al., 1996).

2.3. Ocorrência dos tospovirus no Brasil
No Brasil, os primeiros relatos sobre a doença causada por tospovirus, 

conhecida como vira-cabeça, foram publicados por Azevedo (1936) e por 

Bitancourt (1936). A denominação desta doença como “vira-cabeça” foi 

relatada por Silberschmidt (1937), infectando fumo. No ano seguinte, Costa & 

Kiehl (1938) conseguiram transmitir mecanicamente o vírus. As primeiras 

evidências da identificação do vírus causador da doença vira-cabeça como 

sendo do grupo “spotted wilt” foi realizada por Costa & Forster (1941). 

Posteriormente, foram relatadas inúmeras ocorrências de tospovirus em 

diversas hospedeiras (Kitajima, 1986). Na região do Submédio São Francisco 

(PE), Moraes et al. (1986) relataram perdas de até 100% na cultura da alface, 

devido à infecção por TSWV. Em tomate, as cultivares para mesa (Santa Clara, 

Jumbo, Ângela Gigante) e para processamento industrial (IPA-5) são bastante 

suscetíveis aos tospovirus, agravando assim, os danos econômicos 

provocados por esse vírus. Em levantamento realizado na cultura de tomate na 

região do Submédio São Francisco, estimou-se perdas na produção em torno 

de 30%, resultantes da infecção por tospovirus, correspondendo a cerca de 
cinco milhões de dólares (de Ávila et al., 1996). Em 1997, Fajardo et al. 

mediram o gradiente de dispersão da doença e a redução da produção em 

tomateiro industrial (IPA-5) infectado por tospovirus no Distrito Federal, 

mostrando reduções na produção de 84,4% para plantas com sintomas 

severos, em relação à produção total/planta.
Em 1995, Nagata et al. realizaram um levantamento da ocorrência de 

espécies de tospovirus em vários Estados brasileiros e relataram que nos 
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Estados de São Paulo, Minas Gerais e Rio Grande do Sul predominavam as 

espécies TCSV e GRSV, enquanto no Distrito Federal e no Estado do Paraná 

predominava a espécie TSWV. A predominância de determinadas espécies de 

tospovirus numa determinada região geográfica sugere que as várias espécies 

se disseminaram com eficiência diferente nos estados brasileiros avaliados. 

Dentre as prováveis explicações para tal fato, citam-se a presença de 

diferentes plantas daninhas e culturas atuando como fonte do vírus e do vetor, 

assim como a distribuição de diferentes espécies de tripés em cada região 

geográfica e a especificidade da relação vírus-vetor (Pozzer, 1998; Nagata et 

al., 2004).

O Brasil apresenta uma vasta diversidade genética de tospovirus. 

Durante as últimas décadas, além do TSWV, foram identificadas as espécies 

TCSV, GRSV e IYSV. Mais recentemente, duas outras espécies foram 

relatadas, uma infectando crisântemo (Chrysanthemum sp.) e outra infectando 

abóbora (Cucurbita moschata). Em 1994, produtores do município de Atibaia, 

São Paulo, observaram sintomas típicos de tospovirus em crisântemo 

Posteriormente, este tospovirus foi denominado Chrysanthemum stem necrosis 
virus (CSNV), sendo encontrado também na cultura do tomate (Lycopersicom 

esculentum) em Minas Gerais e em tomate e crisântemo no Rio de Janeiro 

(Brioso et al., 2004). Em 1991, outra espécie de tospovirus denominada 

Zucchini lethal chlorosis virus (ZLCV), foi encontrada em campos experimentais 

de abóbora em São Paulo. Atualmente, grandes áreas têm sido afetadas por 

essa espécie, que vem se espalhando de São Paulo até a região central do 

Brasil. No Distrito Federal já foi descrita a ocorrência do ZLCV em campos 
comerciais de pepino (Cucumis sativus) (de Ávila et al., 1993; Nagata et al, 

1998; Bezerra et al., 1999). Até o momento, foram relatadas seis espécies de 

tospovirus no Brasil, incluindo TSWV, TCSV, GRSV, CSNV, ZLCV e IYSV, 

infectando culturas agrícolas, olerícolas e ornamentais

2.4. Sintomatologia
Tanto a suscetibilidade da hospedeira ao vírus quanto a severidade dos 

sintomas provocados por tospovirus variam conforme a idade, nutrição e 

genótipo da planta, a época da infecção, as condições edafo-climáticas e a 

espécie (isolado) de tospovirus. Os principais sintomas observados nas plantas 
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infectadas são: aparecimento de anéis cloróticos e necróticos nas folhas e nos 

frutos infectados, mosaico, arroxeamento ou bronzeamento nas folhas, 

nanismo, deformação foliar, necrose severa das hastes e das folhas, seguida, 
muito frequentemente, de morte da planta (le, 1971; Matthews, 1982; de Ávila, 

1992; Pozzer et al., 1996). No tomateiro, os sintomas variam desde a coloração 

das folhas (bronzeada ou amarelo-violácea), até à formação de manchas 

necróticas e/ou anéis necróticos nos folíolos. Os frutos podem apresentar anéis 

necróticos e/ou cloróticos, e a planta pode mostrar nanismo e encurvamento do 

ápice, sintoma que originou o nome da doença conhecida vulgarmente como 

“vira-cabeça” (Best, 1968; Francki & Hatta, 1981; Rosello etal., 1994).

2.4.1. Tospovirus em Capsicum spp.
No Brasil, as tospoviroses representam doenças de grande importância 

nas culturas da pimenta e do pimentão, pois já foram descritas três espécies de 

tospovirus (TSWV, TCSV e GRSV) infectando Capsicum spp. naturalmente 

(Boiteux et al., 1993; 1994). Em casa de vegetação, Cupertino et al. (1984) 

relataram que o pimentão (Capsicum annuum) sofre perdas de 49% a 69%, 

quando infectado por TSWV. O nível de incidência do vírus está relacionado 

com o desenvolvimento da população do inseto vetor e em geral atinge altos 

índices de disseminação.
Os sintomas provocados em pimenta (Capsicum spp.) pela infecção com 

TSWV variam em função do genótipo da planta hospedeira, podendo causar 

clorose e necrose nas folhas novas, encurvamento apical das folhas, lesões 

necróticas, usualmente concêntricas nas folhas, caules e frutos, além de 

nanismo da planta (Boiteux et al., 1993).

Foram relatadas fontes de resistência ao TSWV em algumas espécies 

de pimenta e tomate (Lycopersicom esculentum), que estão sendo utilizadas 

em programas de melhoramento genético (Boiteux & de Ávila, 1994). 

Considerando-se que genes de resistência contra TSWV ainda não foram 

encontrados em pimentão (Capsicum annuum), experimentos de 

melhoramento genético têm sido conduzidos utilizando germoplasma de 

Capsicum chinense, originário da Amazônia (Cheng et al., 1989). Cupertino et 

al. (1988) foram os primeiros autores a reportar C. chinense ‘PI 159236’ como 

fonte de resistência a isolados brasileiros de TSWV. Mais tarde, foram 
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identificadas as principais fontes de resistência em C. chinense ‘PI 159236’ e 

‘PI 152225’ (Black etal., 1991), ‘CNPH 275’ (‘Panca’) (Boiteux etal., 1993), ‘PI 

15’ (Jorda et al., 1994), ‘C00943’ (Hobbs et al., 1994) e ‘7204’ (Nuez et al., 

1994). Os testes de alelismo e de progenia realizados com esses acessos 

mostraram que a resistência do ‘PI 152225’, ‘PI 159236’ e ‘CNPH 275’ é 

monogênica, dominante e está localizada no mesmo locus, chamado Tsw 

(Boiteux, 1995; Black et al., 1996; Moury et al., 1997). Este gene é bastante 

estável e efetivo contra isolados da espécie de tospovirus TSWV, sendo a 

reação deste gene típica de hipersensibilidade e o gene de dominância simples 

(Boiteux, 1995). É também conhecido que isolados de outras espécies de 

tospovirus, como TCSV, GRSV, (Boiteux & de Ávila, 1993; Nagata et al., 1993), 

INSV (Roggero et al., 1999) e a espécie tentativa Capsicum chlorosis virus 

(McMichael etal., 2002), causam infecção sistêmica em C. chinense ‘PI159236’ 

e ‘PI152225’. Por outro lado, em experimentos de melhoramento genético, 

referentes à introdução do gene Tsw em várias cultivares de pimentas 

comerciais, foi observado que a resistência causada por este gene foi 

quebrada quando as plantas foram mantidas a altas temperaturas (acima de 

28°C), além de ser dependente da idade da planta inoculada, sendo as plantas 

mais jovens mais suscetíveis ao vírus (Roggero et al., 1996; Rosellò et al., 

1997; Moury etal., 1997; Soleretal., 1998).

3. Morfologia e organização genômica dos tospovirus
Estudos de microscopia eletrônica de transmissão demonstraram que os 

tospovirus possuem partículas quase isométricas (70-110 nm de diâmetro), 

circundadas por uma membrana lipídica com projeções formadas por duas 

glicoproteínas denominadas G1 e G2 (van Kammen et al., 1966; le, 1971; 

Kitajima etal., 1992) (Figura 1A).

O genoma dos membros do gênero Tospovirus é composto por três 

segmentos lineares de RNA fita simples, denominados S RNA (small), M RNA 

(médium) e L RNA (large) e cada segmento é encapsidado individualmente 

com a proteína do nucleocapsídeo, codificada pelo S RNA. Como as 

extremidades 3’ e 5’ de cada segmento de RNA são complementares entre si, 

a ribonucleoproteína forma uma estrutura estável, denominada “cabo de 

panela”, que é responsável pela forma pseudocircular assumida pelas 
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moléculas de RNA encapsidadas com a proteína do nucleocapsídeo (Figura 

1A) (van den Hurk et al., 1977; de Haan et al., 1989; 1991; Peters et al., 1991; 

Kormelink etal., 1992a).

A determinação da seqüência de nucleotídeos do genoma do TSWV e 

de outras espécies permitiu que fosse elucidada a organização genômica dos 

tospovirus (Figura 1B). O genoma do TSWV apresenta cinco fases de leitura 

aberta (“ORF” ou “open reading trame”), que codificam seis proteínas virais 

funcionais. O L RNA consiste de 8.897 nucleotídeos, tem polaridade negativa e 

apresenta uma única ORF. Esta ORF codifica uma RNA polimerase RNA 

dependente (RdRp ou L) de 331,5 kDa, com ação de transcriptase viral e 

presente na partícula viral (van Poelwijk et al., 1996; Chapman etal., 2003). O 

M RNA apresenta 4.883 nucleotídeos e sua estratégia de codificação é 

ambisenso. Apresenta duas ORFs, uma no sentido viral, codificando uma 

proteína não estrutural de movimento do tipo célula-célula (NSm) de 33,6 kDa 

(Storms, 1998), e outra no sentido viral complementar, codificando um 

precursor para as glicoproteínas associadas à membrana lipídica (G1, com 78 

kDa, e G2, com 55 kDa) (Kormelink et al., 1992a). O S RNA possue 2.997 

nucleotídeos e estratégia ambisenso, apresentando duas ORFs, uma que 

codifica a proteína não estrutural (NSs) de 52,4 kDa no sentido viral e a 

proteína do nucleocapsídeo (N) de 28,8 kDa no sentido viral complementar (de 

Haan et al., 1990) (Figura 1). A função da proteína NSs foi descoberta há 

pouco tempo atrás por Takeda et al. (2002) utilizando um ensaio de supressão 

transiente baseado na “green fluorescent protein” (GFP). De acordo com os 

resultados gerados, a proteína NSs suprimiu o silenciamento pós transcricional 

do gene GFP (“post-transcriptional gene silencing” ou PTGS), induzido por 

transgene GFP senso, mas não suprimiu o PTGS induzido por transgene 

invertido e repetido. Finalmente, foi demonstrado então que a proteína NSs do 

TSWV apresentou uma atividade supressora do silenciamento do RNA.

A expressão da proteína codificada pelo L RNA ocorre através da 

síntese de um único mRNA, enquanto a expressão daquelas proteínas 

codificadas pelo M RNA e pelo S RNA acontece pela síntese de mRNAs 

subgenômicos, transcritos de fitas complementares e iniciados pelo processo 
de “cap-snatching”, similar ao que ocorre em outros gêneros da família 

Bunyaviridae (Bishop et al., 1983; Kormelink et al., 1992b). Este mecanismo é 
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realizado pela polimerase viral e consiste na adição de seqüências 

heterogêneas do RNA mensageiro da célula vegetal (12 a 20 nucleotídeos) à 

extremidade 5' do RNA do vírus. Esta seqüência funciona como iniciador 

usado pela RdRp para iniciar a transcrição (Kormelink et al., 1992b; van 

Poelwijk et al., 1996; Duijsings et al., 1999). Um estudo sobre os requerimentos 

de seqüências líder cap doadoras do hospedeiro usadas durante o início da 

transcrição do TSWV foi conduzido por Duijsings et al. (2001), revelando que o 

comprimento das seqüências clivadas do doador (Alfafa mosaic virus), 

variaram de 13 a 18 nucleotídeos, e que a divagem aconteceu 

preferencialmente no nucleotídeo adenina. Em 2002, van Knippenberg et al. 

mostraram que partículas purificadas do TSWV suportaram tanto a replicação 

do genoma quanto a transcrição in vitro, dependendo das condições do ensaio. 

A transcrição somente ocorreu após a adição de lisados de reticulócitos de 

coelho, indicando sua dependência para a tradução. O seqüenciamento dos 

transcritos produzidos demonstrou a presença de seqüências líder não virais 

nas suas extremidades 5’, confirmando desta maneira o início da transcrição 

viral pelo processo “cap snatching”.

Entre os genes NSM e precursores das glicoproteínas do M RNA e entre 

os genes N e NSs do S RNA existe uma região rica em bases adenina e uracila 

que forma uma seqüência complementar longa e invertida entre si, ou seja, 

uma estrutura secundária em forma de “hairpin” ou “loop”, chamada região 

intergênica. Acredita-se que nesta região possa haver seqüências-sinais para o 

término da transcrição, como por exemplo, pequenas seqüências ricas em 
uracila (Schneemann etal., 1994).
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Figura 1. Morfologia (A) e organização genômica (B) da espécie de 
Tospovirus Tomato spotted wilt virus (TSWV). Figura A adaptada de

Prins e Kormelink (wvvwaqro.waqeninqen-ur.nl/viro/research/t 1 3.html, 

1998). N = Nucleoproteína viral; L = Polimerase viral; G1 e G2 = 

Glicoproteínas virais.
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4. Ciclo de Infecção dos tospovirus na planta
No processo de infecção viral, os tospovirus são introduzidos na planta 

pelo tripés vetor. Nas células vegetais, as partículas possivelmente perdem 

seus envelopes por ação de lisossomos, liberando os nucleocapsídeos 

juntamente com a polimerase viral no citoplasma. O complexo 

ribonucleoproteína provavelmente se mantém ligado ao RNA viral, que 

permanece exposto para fora do complexo. Este RNA, que apresenta 

polaridade negativa, é transcrito pela polimerase L do vírus, produzindo a fita 

positiva a ser traduzida. É postulado, à semelhança do que ocorre para outros 

gêneros da família Bunyaviridae, que a concentração da proteína N no 

citoplasma das células regula a ativação da polimerase viral L. No início da 
infecção, quando a concentração da proteína N é baixa, a polimerase viral 

inicia a produção de RNA viral mensageiro que é traduzido para produzir as 
proteínas estruturais G1, G2, L e N e não estruturais NSm e NSs. À medida que 

o processo de infecção avança, a concentração da proteína N aumenta e a 

polimerase viral L passa a mediar a replicação do vírus produzindo RNA viral 

genômico (Kormelink et al., 1992b). O RNA viral genômico recém-sintetizado 

se associa com a proteína N e a algumas cópias da polimerase L, resultando 

na formação de nucleocapsídeos. Os nucleocapsídeos acumulam-se nas 
membranas do complexo de Golgi, enquanto as glicoproteínas virais G1 e G2 

direcionam-se para o retículo endoplasmático rugoso, onde são glicosiladas e 

processadas. Em seguida, as glicoproteínas são modificadas no complexo de 

Golgi, encontrando-se com os nucleocapsídeos, ao mesmo tempo em que as 

membrana do complexo de Golgi são modificadas para formar membranas 

paralelas pareadas. A seguir, são formadas partículas virais com duplo 

envelope através de um processo chamado “wrapping” das glicoproteínas virais 

contendo membranas que envolvem os nucleocapsídeos (Kikkert, 1999). Em 

um estádio tardio de maturação, as partículas com duplo envelope fundem-se 

umas às outras e ligam-se especificamente às membranas do retículo 

endoplasmático. Isto resulta na formação de partículas com envelope simples 

que se acumulam dentro do retículo endoplasmático (Figura 2) (Kikkert et al., 

1999). Após a montagem das partículas completas do vírus, elas estão aptas 

para serem adquiridas pelo tripés vetor e serem transmitidas para outras 

plantas (Wijkamp, 1995).
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O ciclo de infecção completo dos tospovirus na mesma planta ocorre 

quando os vírus se movimentam de célula-a-célula na forma de 

nucleocapsídeos sem envelope, via plasmodesmata, com o auxílio da proteína 

de movimento NSm e de prováveis fatores celulares ainda não elucidados. A 

proteína NSm media o movimento célula-célula através da produção de 
estruturas tubulares que atravessam o plasmodesmata (Kormelink et al., 1994; 

Storms, 1998). Quando o vírus atinge as células companheiras dos elementos 

crivados do floema pode entrar no tecido vascular e infectar sistemicamente a 

planta.
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Tripés

i

Figura 2. Ciclo de infecção dos tospovirus na célula vegetal (adaptado de 

Cortez, 1999). N = Nucleoproteína viral; L = Polimerase viral; G1 e G2 = 

Glicoproteínas virais; NSm = Proteína não estrutural de movimento célula a 

célula; NSs = Proteína não estrutural supressora do silenciamento pós- 

transcricional do RNA; RE = Retículo endoplasmático; mRNAs = RNAs 
mensageiros.
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5. Transmissão e ciclo de infecção dos tospovirus no inseto vetor
Na natureza, o vírus é transmitido de maneira circulativa/propagativa por 

insetos denominados tripés, classificados na ordem Thysanoptera, família 

Thripidae, sendo as principais espécies transmissoras pertencentes aos 

gêneros Thrips e Frankliniella (Sakimura, 1963; Yeh et al., 1992; Wijkamp et al., 

1995). Atualmente, dentre as mais de 5000 espécies de tripés relatadas no 

mundo, somente nove espécies foram reportadas como vetores de tospovirus. 

No Brasil, foram identificadas as seguintes espécies transmissoras de 

tospovirus: Frankliniella occidentalis, Frankliniella schultzei, Thrips tabaci e 

Thrips palmi (Nagata et al., 1999b). Recentemente, Nagata et al. (2004) 

estudaram a competência dessas quatro espécies de tripés durante a 

transmissão e replicação de quatro espécies de tospovirus (TSWV, TCSV, 

GRSV e CSNV), e verificaram que populações de F. occidentalis transmitiram 

as quatro espécies com diferente eficiência, enquanto que as de F. schultzei 

transmitiram TCSV, GRSV e CSNV. Por outro lado, as populações de T. tabaci 

e T. palmi não transmitiram nenhuma das espécies estudadas.

O ciclo de vida das espécies de tripés Frankliniella occidentalis e Thrips 

tabaci dura cerca de 15 a 60 dias e consiste dos estádios: ovo, larva 1, larva 2, 

pré-pupa, pupa e adulto. A duração de cada fase depende da temperatura, da 

disponibilidade de alimento e da espécie do hospedeiro (Lacasa, 1990; Rosello 

et al., 1994). Primeiramente, a fêmea insere os ovos nas folhas, frutos ou 

pétalas mediante uma incisão feita pelo oviscapto. Após a eclosão dos ovos (2 

a 4 dias depois da postura), surge a primeira fase de larva (primeiro instar), 

com 2 a 7 dias de duração, seguida pela segunda fase de larva (segundo 

instar), com 3 a 12 dias. A próxima fase chama-se pré-pupa, com duração de 1 

a 3 dias, seguida da fase de pupa, com 2 a 4 dias, e finalmente o inseto atinge 

o estádio adulto (Grasselly etal., 1990; Lacasa, 1990; Rosello etal., 1994).

A transmissão do tospovirus pelo tripés só ocorre se o vetor adquirir o 

vírus no estádio de larva, especialmente no primeiro estádio (Ullman et al., 

1992a e b). Nesta fase, o inseto possui elevada mobilidade e apetite voraz. Do 

final da segunda fase de larva para a fase de pré-pupa, o inseto vai deixando 

de se mover e de se alimentar, gradativamente. No final da fase de pré-pupa e 

na fase de pupa, o tripés não se movimenta nem come, deixando de transmitir 

o vírus. Então, a habilidade de adquirir o vírus declina rapidamente ao longo do 
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desenvolvimento pupal. Após a aquisição, o vírus se replica e circula no corpo 

do inseto tripés e é transmitido no segundo estádio de larva e adulto (Ullman et 

al., 1997). O vírus é transmitido quando a saliva do tripés é ejetada dentro do 

tecido das plantas sadias. O processo entre a primeira ingestão do vírus pelo 

tripés e a inoculação requer um período de latência dependente de temperatura 

(Wijkamp & Peters, 1993; Kritzman et al., 2002).

Para que o vírus seja transmitido com sucesso, ele precisa passar por 

diversas barreiras dentro do corpo do tripés. Em 1999a, Nagata et al. 

estudaram o desenvolvimento da infecção do TSWV nas glândulas salivares e 

no intestino médio de tripés (Frankliniella occidentalis) transmissores e não_ 

transmissores do vírus, com o intuito de elucidar o tropismo dos tecidos, assim 

como a rota do vírus dentro do corpo do inseto. Neste estudo foram usadas 

técnicas de imunocitoquímica, mostrando que o acúmulo do vírus acontece np 

intestino médio, no intestino posterior e nas glândulas salivares. Os primeiros 

sinais da infecção foram encontrados nas células epiteliais do intestino médio, 

principalmente na região anterior. Posteriormente, o vírus (em estádio de larva 

tardio) se espalhou pelos tecidos musculares do intestino médio longitudinal e 

circular. No estádio adulto, o vírus ocorreu nos tecidos musculares viscerais, 

que cobrem inteiramente os intestinos médio e posterior, e foi então observado 

no epitélio do intestino médio. Após 72 horas de aquisição do vírus pelo vetor, 

houve a detecção dos vírus nas glândulas salivares e nos ligamentos que 

conectam o intestino médio às glândulas salivares, simultaneamente. As 

glândulas salivares de indivíduos transmissores apareceram intensamente ou 

completamente marcadas, enquanto as glândulas de indivíduos não 
transmissores encontraram-se sem nenhuma ou com baixo nível de marcação. 

Além disso, foi observado que somente no segundo estádio larval e no estádio 

adulto houve o desenvolvimento de barreiras no intestino médio dependente da 
idade do tripés contra a infecção do vírus. Esses resultados mostraram que o 

estabelecimento da infecção por TSWV em vários tecidos, assim como o 

potencial de transmissão, parecem ser regulados por diferentes barreiras e 

processos relacionados com a metamorfose do tripés.
Recentemente, Kritzman et al. (2002) conduziram um estudo sobre a 

rota do TSWV dentro do corpo do tripés ao longo do seu desenvolvimento e 

sua relação com a eficiência de transmissão do vírus. Neste trabalho, foi 
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observado que a intensidade da infecção causada por TSWV em vários órgãos 
de duas espécies de tripés (F. occidentalis e T. tabaci) foi relacionada 

positivamente com a eficiência de transmissão.

6. Interações celulares entre tripés e tospovírus
Apesar da provável existência de barreiras à circulação do tospovírus no 

corpo do tripés, supõem-se que a entrada do vírus pelas células do intestino do 

inseto é mediada por uma interação entre receptores de membrana do tecido 

do intestino apical e proteínas do M RNA do TSWV, em analogia ao que 
acontece com outros membros da família Bunyavirídae. Em vista disso, 

provavelmente as glicoproteínas são as proteínas virais que possuem a função 

de adesão às células dos vetores, interagindo com os receptores celulares dos 

tripés. É conhecido que partículas de tospovírus deficientes em envelope, ou 

seja, sem a membrana lipo-glicoproteica (Resende et al., 1991b), induzem 

infecção sistêmica na planta, mas não são transmitidas por tripés (Wijkamp, 

1995). Adicionalmente, Kormelink et al. (1992a) observaram a existência de 

uma seqüência de aminoácidos específica na glicoproteína 2, ou seja um 

motivo RGD (arginina-glicina-ácido aspártico), comum em moléculas de adesão 

celular. Em 1995, Ullman et al. utilizando microscopia eletrônica e 

imunolocalização, demonstraram que ocorre a fusão das partículas do TSWV 

com a membrana apical das células epiteliais do intestino médio dos tripés. 

Enquanto a proteína N e os RNAs virais entram na célula, as glicoproteínas 

permanecem nesta membrana. Esses autores sugerem que a disseminação do 

TSWV no corpo do tripés acontece célula-a-célula, como um complexo 

ribonucleoproteína viral-RNA.

Mais tarde, foi relatado por Bandla et al. (1998) a existência de uma 

proteína (com cerca de 50 kDa) na membrana plasmática do intestino das 
larvas do tripés F. occidentalis, ligando-se especificamente às glicoproteínas do 

TSWV. Em teste de “western-blotting” utilizando tripés, essa proteína 

apresentou intensidade de reação aos anticorpos específicos, variando de 

muito forte a fraca, nos estádios de larva e adulto, respectivamente. Os 

mesmos autores concluíram que a concentração do receptor celular varia de 

acordo com a idade do inseto. Tal relato reforça a idéia de que as 
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glicoproteínas funcionam como proteínas virais de ligação do vírus às células 

do tripés.
No mesmo período, Kikkert et al. (1998) observaram que, em todas as 

fases do desenvolvimento de F. occidentalis e T. tabaci, havia a presença de 

uma proteína de 98 kDa ligando-se a anticorpos contra a proteína G2. 

Entretanto, essa proteína não foi detectada preferencialmente no intestino do 

tripés e sim distribuída ao longo do seu corpo. Tais evidências sugerem que 

esta proteína não desempenha função importante durante a entrada do vírus 

no vetor, mas assume papel relevante na circulação do vírus pelo corpo do 

inseto.

A habilidade dos tospovirus em infectar a planta e seu inseto vetor, 

tripés, tem sido objeto frequente de estudos nos últimos anos. Medeiros et al. 

(2004) sugeriram que a infecção causada por TSWV no tripés Frankliniella 

occidentalis ativou resposta imunológica no vetor. Usando bibliotecas de cDNA 

subtrativas para hibridizar com sondas de DNA do tripés F. occidentalis através 

de “macroarrays”, foram identificados genes que codificam peptídeos 

antimicrobianos, como defensina e cecropina, genes envolvidos no 

reconhecimento de patógenos, como lectinas, receptores que ativam e inativam 

a resposta imune, como Toll-3, e genes integrantes da via metabólica de 

transdução de sinal ativada por receptores tipo Toll, como quinase JNK. Muitos 

desses genes foram ativados ao mesmo tempo em que a replicação viral foi 

primeiramente detectada por RT-PCR.

7. Replicação do TSWV em células de inseto
A entrada do vírus na célula do inseto mediada por receptor pode 

acontecer através de dois prováveis mecanismos (White, 1990). No primeiro, 

existe uma interação proteína viral - receptor, que induz a formação de um 

endossoma. No segundo, há a interação da proteína viral de adesão com o 

receptor, resultando na fusão do vírus com a membrana da célula e na 

liberação dos RNAs do vírus no citoplasma da célula.

A via de entrada dos tospovirus nas células do epitélio do intestino de F. 

occidentalis parece ocorrer de acordo com o segundo mecanismo (Ullman et 

al., 1997). Após a decapsidação e liberação dos RNAs, ocorrería a transcrição 

seguida pela tradução dos três segmentos de RNA (L, M e S) e pela posterior 
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replicação do genoma viral. A montagem das partículas virais envelopadas 

parece ser um evento transiente ocorrido no labirinto basal e nos tecidos 

musculares viscerais do intestino médio da larva do tripés. A partícula viral 

completa parece brotar a partir da membrana basal das células epiteliais do 

intestino médio para dentro do espaço extracelular do labirinto basal do vetor 

(Nagata etal., 2002).
Os primeiros estudos realizados com tripés indicavam que apenas os 

adultos podiam transmitir o vírus e tornavam-se infecciosos quando o vírus 

fosse adquirido somente no primeiro instar larval (Best, 1968). Ao longo dos 

anos, outros trabalhos demonstraram que insetos do segundo instar também 

podem adquirir o vírus e transformar-se em adultos transmissores (Wijkamp et 

al., 1993). Além disso, foi descoberto que alguns tripés conseguem transmitir o 

vírus quando se encontram no segundo instar e a aquisição é feita ainda no 

primeiro instar larval (Wijkamp & Peters, 1993). Em 1997, Ullman et al. 

sugeriram que a capacidade de aquisição do TSWV apenas nos estádios 

larvais estaria relacionada com a presença do receptor unicamente nesses 

estádios. Recentemente, estudos de competência de população de T. tabaci e 
de F. occidentalis na transmissão do TSWV, conduzidos por Nagata et al. 

(2002) através de microscopia eletrônica, revelaram a ocorrência do 

brotamento de algumas partículas virais a partir da membrana basal das 

células epiteliais do intestino de F. occidentalis dentro do espaço extracelular 

do labirinto basal. As partículas virais envelopadas foram visualizadas também 

nas células musculares do intestino de larvas de F. occidentalis. Estes 

resultados mostraram que a taxa de replicação viral no intestino e a migração 

viral do intestino para outras células viscerais e para as glândulas salivares são 

fatores fundamentais na determinação da competência do vetor.

Os resultados preliminares da pesquisa sugeriam que o modo de 

propagação dos tospovirus pelo tripés era do tipo circulativo (Best, 1968). 

Posteriormente, vários autores demonstraram o carácter propagativo do 

tospovirus com o tripés. Os estudos feitos por Ullman et al. (1992a; b) e 

Wijkamp et al. (1993) mostraram que se os vírions de TSWV fossem adquiridos 

no primeiro instar larval de F. occidentalis, a proteína do nucleocapsídeo seria 

detectada no estádio adulto do vetor em vários tecidos, principalmente nas 

células do epitélio dos intestinos, nas células dos músculos que envolvem o 
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canal alimentar e nas glândulas salivares. Ullman et al. (1992a) relataram que 

para os tripés serem transmissores é necessário que as glândulas salivares 

estejam infectadas com vírions. Esses experimentos somados à realização de 

testes de ELISA (“enzyme-linked immunosorbent assay”) usando anticorpos 

policlonais para a proteína N em tripés individuais e de testes de hibridização 

utilizando sondas de cDNA específicas para a replicase viral (RdRp) revelaram 

fortes evidências sobre a ocorrência da replicaçâo do tospovirus no tripés (Cho 

et al., 1991; German et al., 1991; 1992). Os resultados conclusivos só foram 

alcançados após a obtenção do anti-soro para a proteína não estrutural NSs. 

Esta proteína foi detectada nas células do epitélio do intestino do inseto e nas 

glândulas salivares, apresentando aspecto de estrutura fibrosa paracristalina, 

quando foi realizada imunomicroscopia eletrônica com o anti-soro específico 

(Kitajima et al., 1992). Os autores constataram ainda que a proteína NSs só é 

detectada à medida que os tripés se tornam infecciosos, aumentando a sua 

concentração desde o estádio de larva até o de adulto (Ullman et al., 1993; 

Wijkamp et al., 1993). Apesar da proteína NSs ser codificada pelo vírus, ela 

não é estrutural e sua acumulação só acontece após a transcrição do mRNA, 

sugerindo-se que ocorre multiplicação do vírus no corpo do inseto. Portanto, o 

modo de propagação dos tospovirus no tripés é do tipo circulativo-propagativo.

8. Glicoproteínas do gênero Bunyavirus
As glicoproteínas virais G1 e G2 estão presentes na superfície das 

partículas virais e são codificadas pelo segmento M RNA de todos os 

bunyavirus. Elas desempenham papel fundamental no ciclo de vida dos 

bunyavirus nas células animais e apresentam uma série de características e 

funções, tais como: direcionam o sítio de morfogênese da partícula viral 

acumulando-se em membranas celulares particulares; interagem com o núcleo 

do nucleocapsídeo; apresentam atividade de hemaglutinação; são proteínas 
que interagem com receptores presentes na superfície das células de insetos 

vetores e células de hospedeiros suscetíveis; influenciam a transmissão do 

vírus pelo vetor através do direcionamento da entrada inicial do vírus dentro da 

célula do vetor; e guiam o vírus durante a circulação pelo corpo do inseto. 

Como visto, as glicoproteínas virais desempenham funções importantes para a 

virulência do vírus (Kikkert, 1999).
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O produto da tradução do gene precursor das glicoproteínas dos 

bunyavírus foi identificado após eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS. 

Neste gel foram diferenciadas duas proteínas com pesos moleculares distintos, 

designadas G1 e G2. A proteína G1 apresenta maior peso molecular e migra 

lentamente no gel e a proteína G2 possui menor peso molecular e migra 

rapidamente no gel. Essa nomenclatura tem gerado confusão no meio científico 

pelo fato da posição das glicoproteínas no gene precursor dos membros da 

família Bunyavirídae ser diferente em cada gênero ou mesmo dentro do mesmo 

gênero. Foi proposto recentemente que as proteínas G1 e G2 sejam 

denominadas respectivamente Gn e Gc, de acordo com a posição que essas 

proteínas assumem no precursor, seja na extremidade amina ou na 

extremidade carbóxi, principalmente nos bunyavírus animais (Lappin et al., 

1994). Entretanto, o Comitê Internacional em Taxonomia de Vírus ainda não 

aprovou oficialmente esta nova nomenclatura.
Alguns bunyavírus que infectam animais têm sido estudados em relação 

à seqüência, tradução, divagem, topologia espacial, glicosilação, 

oligomerização, transporte e retenção das suas glicoproteínas (Elliott, 1996). 

Apesar da topologia das seqüências hidrofóbicas serem similares na maioria 

dos precursores, o comprimento das glicoproteínas individuais diferem bastante 

entre os diferentes gêneros. A estratégia de codificação das glicoproteínas do 

gênero Nairovirus parece ser mais complexa que as dos demais gêneros, pois 

foram descobertos genes intermediários além dos genes das proteínas Gn e Gc 

durante a infecção de vários membros deste gênero em animais (Marriot et al., 

1992).
Foi descoberto que as glicoproteínas dos bunyavírus são glicosiladas 

com oligossacarídeos ricos em manose e oligossacarídeos complexos tipo 

glicano, o que se refere ao aumento da taxa do resíduo de açúcar processado 
no complexo de Golgi e retículo endoplasmático, dependendo da glicoproteína 

e do vírus. Diferentes glicanos processados podem se ligar a uma proteína 

(Elliott, 1996). A proteína Gc do Uukuniemi virus contém uma mistura de 

oligossacarídeos ricos em manose e oligossacarídeos complexos tipo glicano, 

enquanto a proteína Gn contém apenas oligossacarídeos complexos tipo 
glicano (Pesonen et al., 1982). Além das glicoproteínas do Uukuniemi virus 

serem glicosiladas, elas são também dobradas. Gn dobra-se rapidamente, em 
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10 minutos, com a ajuda da chaperonina BiP (ER luminal chaperone) e da 

proteína dissulfito isomerase (PDI) (Persson & Pettersson, 1991; Pettersson et 

al., 1993). Após terem sido dobradas corretamente, GN e Gc formam 

heterodímeros no retículo endoplasmático, mas esses dímeros não são 

necessariamente derivados do mesmo precursor, devido à diferença de 

velocidade no dobramento das glicoproteínas. O subseqüente transporte das 

glicoproteínas para o complexo de Golgi é lenta (30-45 minutos), sendo a 

causa dessa ocorrência ainda desconhecida.

A acumulação das glicoproteínas dos bunyavírus no complexo de Golgi 

é provavelmente devido a um sinal de retenção no Golgi, o qual previne que a 

proteína seja transportada à membrana plasmática, como geralmente acontece 

com proteínas que tenham entrado na via metabólica de secreção. A 

localização desse sinal foi examinada para os Uukuniemi virus e Punta Toro 

virus e foi encontrado uma porção de aminoácidos na cauda citoplasmática do 

Gn, perto do domínio transmembrânico, que parece estar envolvido com esta 
função (Matsuoka etal., 1996; Andersson etal., 1997).

9. Glicoproteínas do gênero Tospovirus
O seqüenciamento completo das glicoproteínas de seis espécies de 

tospovirus permitiu que fossem comparadas as seqüências de aminoácidos 

das glicoproteínas dos tospovirus com as dos bunyavírus, encontrando-se uma 

baixa identidade entre elas, exceto por uma região de aminoácidos idêntica 

entre as glicoproteínas G2 da espécie-tipo TSWV e a de outros membros do 

gênero Bunyavírus, denominada motivo RGD (Arg-Gly-Asp) (Ruoslahti & 

Pierschbacher, 1987). Sugere-se que este motivo esteja envolvido na ligação 

do vírus ao receptor presente nas células do vetor, sendo localizado na 

extremidade N-terminal da G2 do TSWV (Kormelink et al., 1992a), análogo ao 
motivo das glicoproteínas G2 do tospovirus INSV (Law et al., 1992), dos 

bunyavírus Germiston (Pardigon et al., 1988) e Snow Shoe Hair (Eshita & 

Bishop, 1984), e phlebovírus Punta Toro (lhara et al., 1985). Comparações 

feitas usando-se o programa BLAST (NCBI), revelaram uma similaridade 

significativa entre as extremidades C-terminal das proteínas G1 dos tospovirus 

e as de seus análogos bunyavírus, sugerindo uma homologia funcional para 

essas proteínas (Cortez et al., 2002).
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Até hoje, existem poucos relatos de estudos referentes à expressão e 

processamento das glicoproteínas dos tospovírus. A expressão do precursor 

das glicoproteínas do TSWV em sistema de expressão baculovírus resultou na 

divagem do precursor, apesar de se mostrar menos eficiente que em infecções 

na célula vegetal (Kormelink, 1994; Adkins et al., 1996). As proteínas, incluindo 

o precursor, foram glicosiladas em células Sf21 e a localização subcelular das 

glicoproteínas do TSWV mostrou coloração da membrana plasmática, 

sugerindo que as glicoproteínas seriam transportadas para a superfície celular. 

Por outro lado, a coloração do núcleo dessas células mostrou que o citoplasma 

da célula do baculovírus infectada foi comprimido a um pequeno anel 

envolvendo o núcleo extremamente largo. A localização das glicoproteínas em 

células de baculovírus infectadas se mantém duvidosa.

O transporte, oligomerização e localização das glicoproteínas durante a 

infecção alternada da célula vegetal e da célula do inseto vetor ainda 

permanecem desconhecidos. As informações acumuladas até o momento 

sugerem que a topologia das glicoproteínas do TSWV se assemelha à 

topologia das glicoproteínas dos bunyavírus (Kikkert, 1999).
Recentemente, Naidu et al. (2004) conduziram um trabalho relacionado 

com as propriedades de ligação das lectinas às glicoproteínas do TSWV e à 

sensibilidade das glicoproteínas às glicosidases, visando obter informações 

sobre a natureza dos oligossacarídeos presentes em ambas as glicoproteínas. 

Os resultados obtidos neste estudo indicaram a presença de oligossacarídeos 

ricos em manose e oligossacarídeos complexos N-glicosilados (asparagina) na 

glicoproteína G2 e, possivelmente, oligossacarídeos complexos na 

glicoproteína G1 do TSWV. Neste estudo, foram observadas diferenças na 

extensão da ligação das glicoproteínas a diferentes lecitinas, sugerindo que a 

G2 foi mais freqüentemente N-glicosilada do que a G1. Além disso, nenhuma 

evidência foi observada de O-glicosilação nas glicoproteínas de TSWV.
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10. Controle dos tospovirus
Os procedimentos de controle de viroses são basicamente preventivos. 

As principais medidas recomendadas incluem a eliminação das fontes de 

inóculo, a ulitização de material vegetal sadio, a escolha de áreas e épocas de 

plantio, o controle de vetores, a proteção cruzada e o uso de cultivares 

resistentes ou tolerantes.
Dentre as estratégias de controle dos tospovirus, destaca-se o combate 

ao tripés vetor mediante o uso de inseticidas, apesar desse método ser pouco 

eficiente. Em experimento realizado em cultura de alface infectada com TSWV, 

foram avaliados 26 inseticidas para o combate do tripés. De acordo com os 

resultados mostrados, nenhum deles evitou a ocorrência de infecção por 

TSWV, e para que a população de tripés fosse suprimida, foi necessária a 

aplicação semanal do inseticida uma ou duas vezes (Cho et al., 1989). Alguns 

autores sugerem que esses resultados negativos ocorram devido a 

determinados fatores, como: a migração dos insetos vetores para outras 

plantas não pulverizadas, funcionando como reservatórios do vírus (Costa, 

1995), a inoculação do vírus pelo tripés antes que o inseticida tenha a 

possibilidade de atuar (Cho et al., 1989), assim como a rápida aquisição de 

resistência aos inseticidas pelos tripés (German et al., 1992). Além desses 

fatores limitantes ao uso de inseticidas, a aplicação destes na época 

inadequada, a maneira exagerada de aplicação de certos produtos, tanto na 

dose quanto na freqüência das aplicações, provocam problemas ambientais e 

econômicos (Gonçalves & Guimarães, 1995).

Na busca de alternativas para o controle do tripés através de inseticidas, 

diversos estudos têm sido conduzidos, como o uso de fungos 

entomopatogênicos e predadores do tripés (percevejo Orius armatus) como 

agentes do controle biológico (Cook et al., 1995; Tavella et al., 1995), a 

utilização de irradiação (Bansiddhi & Siriphontangmun, 1995), extrato de 

plantas (Noronha et al., 1989; Matsunaga et al., 1992; Nagai et al., 1992; 

Zavaleta-Mejía et al., 1995), voláteis químicos (Roditakis & Lykouressis, 1995) 

e reguladores de crescimento do inseto (Parrela & Murphy, 1995).

A utilização da resistência genética para o controle de doenças vegetais 

representou um grande avanço tecnológico da agricultura. Durante a 

elaboração de um programa de melhoramento genético, a primeira etapa é a 
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identificação do material vegetal que fornecerá os genes de resistência. A 

existência de distintas espécies de tospovirus dificulta a obtenção de boas 

fontes naturais de resistência (Law & Moyer, 1990; Reddy et al., 1992; Yeh et 

al., 1992; de Ávila et al., 1993). As fontes de resistência a tospovirus vêm 

sendo estudadas há anos por diversos autores e têm sido identificadas em 

Lycopersicom peruvianum (Smith, 1944; Finlay, 1953; Stevens, 1964; 

Cupertino etal., 1986; Paterson et al., 1989; lizuca etal., 1993), em L. hirsutum 

(Araújo et al., 1983; Maluf et al., 1991; Boiteux & Giordano, 1992), e em L. 

pimpinellifolium (Smith, 1944; Kikuta & Frazier, 1946; Finlay, 1953; Cupertino et 

al., 1986; Paterson et al., 1989; Maluf et a/., 1991). Foi encontrada resistência a 

tospovirus em L. esculentum, nas cultivares “Rey de los Tempranos” e 

“Manzana” (Homes, 1948), sendo que em “Rey de los Tempranos” a 

resistência parece ser controlada por alelo(s) recessivo(s) (Maluf et al., 1991).

A maioria das fontes de resistência identificadas apresenta pouco 

interesse para uso em programas de melhoramento por serem do tipo isolado- 
específico (Stevens et al., 1992) e de natureza poligênica (Finlay, 1952; 1953; 

Paterson et al., 1989). No Brasil, foram pesquisadas populações derivadas da 

cultivar sul-africana "Stevens" (Van Zijl et al., 1986; Stevens et al., 1992), cuja 

fonte de resistência foi L. peruvianum (Stevens, 1964). Estas populações 

apresentam o gene de resistência (Sw-5), contra amplo espectro de tospovirus, 

e têm sido usadas em vários programas de melhoramento genético (Boiteux & 

Giordano, 1993). No entanto, já foi relatado acúmulo de partículas virais em 

genótipos portadores do gene Sw-5, seguido freqüentemente do aparecimento 

de sintomas no fruto, tornando o uso dessa fonte de resistência questionável 
em circunstâncias de grande amplitude de temperatura (Ultzen etal., 1995).

Em 1994, Giordano et al. publicaram os resultados dos experimentos de 

campo conduzidos com diferentes cultivares de tomate visando avaliar a 

resistência desses genótipos contra tospovirus. No Distrito Federal, os 

resultados indicaram que em determinadas épocas do ano, a cultivar “Kada” 

apresentou, em média, apenas 10% de plantas infectadas, enquanto a cultivar 

“Santa Clara” apresentou, em média, mais de 50%. Um genótipo possuidor do 

gene Sw-5 apresentou apenas 3% de plantas infectadas, enquanto as 

cultivares “Jumbo” e “Ângela Gigante” apresentaram valores intermediários, ou 
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seja, 41% e 23%, respectivamente. Sugeriu-se que a baixa porcentagem de 

plantas infectadas observada em “Kada” possa ser decorrente de dois fatores, 

como o maior nível de resistência horizontal ou de campo, ou a existência de 

um mecanismo de escolha por parte das espécies de tripés responsáveis pela 

transmissão dos tospovirus (Giordano et al., 1994). Em 1998, foi desenvolvida 

pela Embrapa Hortaliças e pela Empresa Pernambucana de Pesquisa 

Agropecuária (IPA), a cultivar de tomate para processamento industrial 

Viradoro, resistente ao vira-cabeça do tomateiro (Tospovirus), à mancha-de- 

estenfílio (Stemphylium solani), à murcha-de-fusário (Fusarium oxysporum raça 

1) e ao nematóide-das-galhas (Meloidogyne spp.), apresentando ainda alta 

produtividade (acima de 90 t/ha). A cultivar Viradoro foi selecionada a partir de 

cinco ciclos de autofecundação desenvolvidos após o quarto retrocruzamento 

sucessivo para a cultivar IPA-5 (possui o gene Sw-5), tendo como progenitor 

não recorrente a linhagem TSW-10, com resistência a tospovirus. O gene Mi, 

para resistência ao nematóide das galhas (Meloidogyne spp.) provém da 

cultivar IPA-5. É indicada para plantio nas principais regiões produtoras de 

tomate do Nordeste, Sudeste e Centro-Oeste, devendo-se evitar locais onde 

ocorrem geadas

Apesar do número de genes naturais de resistência ser pequeno para a 

maioria das espécies suscetíveis a esses vírus, várias estratégias para a 

obtenção de genótipos resistentes a vírus têm sido utilizadas. O uso de plantas 

transgênicas no controle de tospovirus representa uma valiosa ferramenta a 

ser empregada juntamente com as práticas convencionais conhecidas e tem 

sido usada largamente nos últimos anos, visando a obtenção de plantas 

importantes economicamente resistentes a vários vírus (Beachy et al., 1990; 

Wilson, 1993; Resende, 1994).

As primeiras plantas transgênicas resistentes a tospovirus foram obtidas 

por Gielen et al. (1991) e por MacKenzie & Ellis (1992), demonstrando que 

plantas de fumo, expressando o gene da proteína N do TSWV, eram 

resistentes à infecção da espécie homóloga. Foram alcançados níveis de 

resistência semelhantes em folhas de fumo transformadas com um gene N não 

traduzível, ou seja, gene que não expressa a nucleoproteína N, indicando que 

a resistência é possivelmente mediada pelo RNA (de Haan et al., 1992).
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Posteriormente, Prins et al. (1995) observaram que plantas transgênicas de 

fumo contendo seqüências da nucleoproteína de três espécies de tospovirus 

(TSWV, TCSV e GRSV), apresentaram desde imunidade até suscetibilidade ao 

ataque dessas espécies de vírus. A resistência ao ataque de TSWV foi descrita 

em plantas de fumo contendo seqüências não traduzíveis da proteína não 

estrutural do RNA médio (NSM), proteína de movimento viral célula-célula 

(Prins et al., 1997). Plantas transgênicas expressando outras partes do genoma 

viral não foram capazes de resistir à infecção, independentemente das 

seqüências terem sido derivadas de S, M ou de L RNAs ou de conterem 

seqüências internas ou terminais do genoma. Os experimentos realizados por 

Prins et al. (1996) demonstraram que somente seqüências derivadas do gene 

N (codificante da nucleoproteína viral) e do gene NSm do genoma do TSWV 

foram capazes de conferir resistência ao vírus em plantas transgênicas de 

fumo. Esses genes possivelmente interferem na transcrição ou tradução dos 

mRNAs virais, sugerindo um importante papel das proteínas N e NSM nos 

estágios iniciais da infecção.
Os RNAs defectivos interferentes (Dls) também foram relatados como 

indutores da resistência transgênica contra tospovirus (Resende, 1993). Neste 

caso, a proteção se caracterizou pelo significativo retardamento no 

aparecimento dos sintomas, assim como pela pronunciada atenuação dos 

danos causados pela infecção viral. O provável mecanismo envolvido neste 

tipo de proteção seria a interferência dos Dls na replicação do vírus.

Uma alternativa de resistência de plantas contra amplo espectro de 
tospovirus foi desenvolvida por Rudolph et al. (2003). Eles produziram plantas 

transgênicas de fumo (N. benthamiana) expressando um peptídeo contendo 29 

aminoácidos fusionado com uma proteína carreadora, que interagiu fortemente 

com as nucleoproteínas das espécies TSWV, TCSV, GRSV e CSNV, causando 

resistência da planta contra tais espécies.

Considerando os resultados de pesquisa e os dados de avaliação de 

campo, a produção de plantas transgênicas com resistência a várias espécies 

de vírus constitui uma alternativa viável no controle de tospovirus. Além disso, 

o sistema transgênico possibilita o estudo das funções de proteínas estruturais 

e não-estruturais do vírus durante o processo de infecção.



37

11. Formas defectivas de tospovirus
Os tospovirus podem ser transmitidos mecanicamente de uma planta a 

outra em condições de laboratório. A prática de inoculações mecânicas 

repetidas de um mesmo inóculo em plantas hospedeiras é rotineira, o que pode 

induzir à formação de partículas de vírus defectivas. Nos tospovirus, já foram 

descritos dois tipos distintos de partículas defectivas, incluindo partículas virais 

que possuem o L RNA incompleto (Dl RNA) e partículas virais 

morfologicamente defectivas (le, 1982; Resende et al., 1991b e 1992).

Os RNAs defectivos interferentes (Dls) são partículas de tospovirus que 

possuem os três segmentos de RNA completos e segmentos incompletos do L 

RNA, onde 60 a 80% da parte central do RNA inicial foi perdida, mantendo-se 

as regiões terminais 5’ e 3’ do L RNA (Resende et al., 1992; Inoue-Nagata et 

al., 1998). Estes Dls RNAs são assim chamados pelo fato de serem 

preferencialmente replicados durante a infecção, interferindo na multiplicação 

do L RNA completo. Os Dls foram detectados em nucleocapsídeos purificados 

e em partículas completas do vírus purificado. A determinação da seqüência de 

vários Dls revelou que eles representavam ORFs com capacidade de 

codificação de proteínas, que foi comprovada pela detecção de proteínas 

truncadas de menor peso molecular e reações específicas com o anticorpo 

para a proteína L (Inoue-Nagata et al., 1998).

Inoue-Nagata et al. (1997) relataram que a formação de Dls é 

influenciada por diversos fatores, incluindo o hospedeiro, a concentração do 

inoculo viral e a temperatura. Assim, o surgimento dos Dls é favorecido em 

elevadas concentrações de vírus no inoculo, acentuando-se com o crescimento 

das plantas em baixas temperaturas. Estes autores realizaram sucessivas 

inoculações mecânicas usando o vírus original (selvagem) como inóculo inicial 

e observaram Dls em Capsicum annum, Datura stramonium, Lycopersicon 

esculentum, Nicotiana benthamiana e Nicotiana rústica, ao passo que em 

Emilia sonchifolia nunca foram detectados Dls. A escolha do hospedeiro é 

fundamental quando se pretende estudar e manter as formas selvagens dos 

tospovirus.

Os tospovirus morfologicamente defectivos não possuem o envelope 

lipídico. Desta forma, a diagnose viral ocorre através de microscopia eletrônica 

de transmissão dos tecidos infectados mediante a observação do aparecimento 
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de estruturas densas agregadas (nucleocapsídeos). Com o decorrer da 

infecção viral, acontece um aumento do número de aglomerados densos, 

simultaneamente à diminuição do número de partículas (le, 1982; Verkleij & 

Peters, 1983; Resende et al., 1991; Kitajima et al., 1992). A capacidade desse 

aglomerado nucleoproteico em causar infecção sistêmica nas plantas continua, 

apesar de não serem mais transmissíveis pelo tripés (Wijkamp, 1995). As 

partículas morfologicamente defectivas já foram relatadas em TSWV, INSV e 

WSMV, sugerindo ser um mecanismo comum às várias espécies de tospovírus 

(Lawson et al., 1996). A hipótese mais provável do surgimento desses 

defectivos é a ocorrência de alterações no M RNA das partículas virais 

completas, especificamente no gene que codifica o precursor das 

glicoproteínas. Estas alterações podem culminar com a geração de partículas 

morfologicamente deficientes. Verkleij e Peters (1983) observaram uma 

diminuição do tamanho do M RNA original de cerca de 300 a 600 nucleotídeos. 

Resende et al. (1993) relataram que este tipo de alteração é variável, podendo 

haver mutações pontuais no precursor das glicoproteínas ou pequenas 

deleções no mesmo gene.
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12. Mecanismos de defesa da planta contra o ataque de patógenos
Toda a interação patógeno-hospedeiro pode ser vista como uma luta 

entre dois organismos pela sobrevivência. De um lado, o hospedeiro em 

potencial procura se defender do patógeno através de mecanismos estruturais 

e/ou bioquímicos, e de outro lado, o patógeno utiliza suas armas químicas para 

atacar o hospedeiro em potencial. A interação patógeno-hospedeiro é um 

sistema único, dependente do patógeno, do hospedeiro e do ambiente. A 

resistência acontece quando o hospedeiro é o vencedor e a doença não ocorre, 

ao passo que a suscetibilidade indica o patógeno como o vencedor, 

normalmente se visualizando o aparecimento de sintomas (Pascholati & Leite, 

1995; dei Pozo & Lam, 2003).
O estabelecimento de uma doença constitui-se em exceção pois, em 

geral, observa-se três situações principais: 1) a planta não oferece condições 
fisiológicas e nutricionais (nicho) necessárias para o ataque e desenvolvimento 

de um patógeno potencial, tornando-a não-hospedeira; 2) a planta possue 

barreiras estruturais pré-formadas ou componentes tóxicos, restringindo a 

espécies de patógenos especializados a capacidade de infecção com sucesso; 

e 3) após o reconhecimento de um ataque do patógeno, os mecanismos de 

defesa são ativados e a invasão permanece localizada (Agrios, 1997). Todos 

esses três tipos de interações são chamados incompatíveis (Hammond-Kosack 

& Jones, 1996).
A invasão de um patógeno na planta com sucesso e a doença 

acontecem quando as defesas da planta pré-formadas são inapropriadas, ou 

seja, a planta não detecta o patógeno ou as respostas de defesa ativadas são 

ineficazes. Esses tipos de interações são denominados compatíveis 

(Hammond-Kosack & Jones, 1996).

A co-evolução de plantas e microorganismos tem gerado o aumento da 

diversidade dos sinais e respostas provocados pelas interações. Os 

microorganismos podem elicitar vários tipos de resposta na hospedeira, tais 

como: com aceitável tolerância, com reconhecimento tardio e defesas 

moderadamente efetivas, resultando em doença na maioria das vezes; ou com 

uma forte e rápida resposta de defesa, o que bloqueia infecções futuras (Dixon 

& Lamb, 1990; Keen, 1990; Long & Staskawicz, 1993). Esta última forma de 

resistência é conhecida como resistência raça-específica, gene-a-gene ou 
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reação de hipersensibilidade. A ativação deste tipo de resistência depende do 

reconhecimento específico do produto do gene de avirulência do patógeno pela 

planta hospedeira (gene R) (Keen, 1990) e resulta na ativação localizada da 

morte celular programada. Nos últimos anos, têm sido identificados e 

caracterizados numerosos genes de planta individuais que controlam a 

resistência gene-a-gene, sendo conhecidos como genes de resistência (R). O 

gene do patógeno é chamado de gene de avirulência (avr) se a sua expressão 

causar a produção de sinais que desencadeiam uma resposta de defesa forte 

na planta, após interagir com o gene R da planta, ou seja, é o elicitor da reação 

de hipersensibilidade (Keen, 1990; de Wit, 1992; Bent, 1996).

12.1. Reação de hipersensibilidade (RH)
Em algumas interações entre patógeno e hospedeiro acontece o 

fenômeno da hipersensibilidade, considerado um dos mecanismos de defesa 

mais eficiente contra o ataque de patógenos (Karrer et al., 1998). A reação de 

hipersensibilidade (RH) é um vasto sistema de defesa ativo que ocorre na 

maioria (se não em todas) as plantas superiores em resposta aos patógenos 

(Keen, 1990). É considerada uma resposta celular extrema por parte da planta, 

podendo levar a um alto grau de resistência à doença.
A reação de hipersensibilidade foi primeiramente descrita em plantas por 

Chester (1933). A RH causa a morte repentina de um número limitado de 

células do hospedeiro que circundam os sítios de infecção. Estas células 

necróticas da planta parecem não ser responsáveis por si pela restrição no 

desenvolvimento do patógeno, mas devem funcionar atuando como 

reservatórios para a acumulação de fitoalexinas e promovendo elicitores 

secundários, que por sua vez devem estimular a defesa nas células vizinhas 

(Keen, 1990). Este tipo de reação provoca a parada do crescimento e do 

desenvolvimento do patógeno nos tecidos da planta, sendo considerado como 

uma resposta de defesa induzida. Nas doenças causadas por vírus, a RH 

resulta na formação das chamadas lesões locais necróticas, onde as partículas 

virais podem sobreviver por tempo determinado e em baixas concentrações, 

porém sem possibilidade de movimentação para fora da área infectada. A RH 

representa um “suicídio” de algumas poucas células em benefício da 

sobrevivência das demais (Pascholati & Leite, 1995).
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O reconhecimento de um patógeno por uma planta é seguido por uma 

série de mudanças bioquímicas complexas, que ocorrem próximo ao sítio de 

infecção, incluindo a acumulação de fitoalexinas; síntese de enzimas 

prejudiciais ao patógeno (quitinases e glucanases); enrijecimento da parede 

celular das células infectadas (Dixon & Lamb, 1990; Dixon et al., 1994), devido 

à deposição de calose e lignina; a acumulação de proteínas relacionadas com 

a patogenicidade (PR); e a rápida morte das células das plantas, formando 

lesões necróticas (Dixon & Harrison, 1990). Esta morte celular localizada 

apresenta similaridades com a apoptose ou morte celular programada, 
encontrada em células animais (Mittler et al., 1995; Ryerson et al., 1996). 

Fortes evidências sugerem que a regulação da RH é igualmente complexa, 

envolvendo a participação de moléculas transdutoras de sinais, como espécies 
de oxigênio reativo (superóxido), fluxo de íons Ca+2 e outros, proteínas G, 

produção ou liberação de ácidos salicílico e jasmônico, cascata de fosforilação 

de proteínas, ativação de fatores de transcrição e reciclagem de proteínas 

através do sistema poliubiquitina (Dixon et al., 1994; Hammond-Kosack & 

Jones,1996; Dangl etal., 1996).
A RH pode apresentar fenótipos diferentes na planta de acordo com as 

condições ambientais, podendo ser atenuado em ambientes com alta umidade. 

O sintoma pode ser visualizado em uma única célula ou espalhado em áreas 

necróticas, acompanhando a colonização do patógeno (Holub etal., 1994). O 

mecanismo bioquímico que melhor explica a RH é a morte celular programada.

12.2. Morte celular programada
A morte celular programada (“programmed cell death” - PCD) ou 

apoptose é um processo básico controlado geneticamente que funciona 

durante o desenvolvimento dos organismos multicelulares e em resposta aos 

estresses biótico e abiótico (Raff, 1998). A PCD permite eliminar células 

infectadas, danificadas ou redundantes. Em mamíferos, a apoptose é 

reconhecida como um fenômeno ubiquitinoso com características morfológicas 

peculiares, incluindo condensação do núcleo e do citoplasma, divagem do 

DNA em pequenos fragmentos de 180 pb (“DNA laddering”) e marcação da 

superfície das células mortas quando ingeridas por fagócitos (Kerr et al., 1972; 

Chichkova et al., 2004). No nível molecular, existem duas vias metabólicas 
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principais para a PCD, uma envolvendo a interação do receptor com seu 

ligante, e a outra dependente da participação da mitocôndria. A liberação de 

um grande número de fatores (citocromo c) a partir do espaço intermembrânico 

da mitocôndria é regulada através de membros anti-apoptóticos e pró- 

apoptóticos da família dos genes Bcl-2 (Green, 1998; Adrain & Martin, 2001; 

Kaufmann & Hengartner, 2001). O resultado final de ambas as vias metabólicas 

conduz à ativação das caspases, uma família de proteases de cisteínas, 

conservadas evolutivamente desde os nematóides até os seres humanos. As 

caspases são ativadas a partir de precursores dormentes durante o curso da 

apoptose, executando clivagens após resíduos de asparagina específicos, em 

um conjunto limitado de substratos proteicos celulares chaves. As caspases 

estão entre as proteases mais específicas, usualmente efetuando não mais do 

que uma ou duas clivagens por substrato de proteína introduzido. As 

fragmentações de proteínas mediadas por caspases levam à destruição celular 

(Chichkova et al., 2004).

Em plantas, muitos tecidos ou órgãos executam a PCD como parte do 

seu desenvolvimento normal, como durante a senescência, ou em resposta a 

patógenos e estresses ambientais (Greenberg, 1996). Apesar do mecanismo 

da PCD em plantas não estar completamente elucidado, muitas similaridades 

morfológicas e bioquímicas entre PCD em animais e plantas têm sido descritas 

em diferentes sistemas experimentais, tais como: condensação e encolhimento 

do núcleo e citoplasma, “DNA laddering”, e liberação do citocromo c a partir da 

mitocôndria (Danon et al., 2000; Balk & Leaver, 2001; Lam et al., 2001; 

Hoeberichts & Woltering, 2003; Lam, 2004).
É controversa a existência de caspases em plantas. Apesar de nenhum 

homólogo à enzima caspase animal ter sido identificado em plantas até hoje, 

fortes evidências indiretas sugerem a existência da atividade do tipo caspase 

em plantas e seu envolvimento funcional na morte celular programada 

(Woltering et al. 2002). Os inibidores de caspase têm sido usados 

freqüentemente para demonstrar a participação e a caracterização da atividade 
da caspase no processo de morte celular em diferentes sistemas. Existem 

diversos tipos de inibidores de caspases, como os sintéticos, os celulares 

endógenos e os virais fisiológicos. Dentre os inibidores de caspases animais 

que afetaram o desenvolvimento da PCD em plantas, citam-se os inibidores da 
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caspase-1 e caspase-3, chamados Ac-YVAD-cmk e Ac-DEVD-CHO, 

respectivamente, que atenuaram a RH induzida por Tobacco mosaic virus 

(TMV) e por bactéria em folhas de fumo (dei Pozo & Lam, 1998). Esses 

mesmos inibidores descritos acima reduziram a morte de células de fumo 

induzidas por isopentiladenosina (Mlejnek & Prochazka, 2002), e foram 

eficientes na inibição da morte celular durante a apoptose induzida por 

menadion em protoplastos de fumo (Sun et al., 1999). Em culturas de 

suspensão de Arabidopsis, a morte celular induzida por óxido nítrico e H2O2 foi 

inibida pelo inibidor de caspase-1 (Clarke etal., 2000).

As proteínas anti-apoptóticas de baculovírus p35 e IAP, conhecidas 

como inibidores de caspases animais, mostraram-se eficientes na prevenção 

da morte celular induzida por infecções virais, fúngicas e bacterianas. Em 

tecidos de milho, o co-cultivo com Agrobacterium spp. resultou em um 

processo semelhante à apoptose, que pôde ser revertido por p35 e IAP 

(Hansen, 2000). Em outro experimento, plantas transgênicas de fumo 

expressando o gene de baculovírus Op-IAP adquiriram resistência a vários 

fungos necrotróficos e ao TSWV (Dickman et al., 2002), enquanto aquelas que 

expressaram p35 mostraram inibição parcial da RH induzida por bactéria e 

vírus (dei Pozo & Lam, 2003).

Finalmente, foi identificado no genoma de Arabidopsis, as 

metacaspases, uma família de proteínas distantemente relacionadas do tipo 

caspase (“caspase-like”) (Uren et al., 2000). No entanto, a existência de 

atividade proteolítica específica da caspase nessas metacaspases, assim como 

seu envolvimento durante a PCD em plantas, precisam ser investigados.

12.3. Teoria Gene-a-Gene
Esta teoria foi formulada pelo pesquisador americano Harold Flor em 

1947, usando o patossistema \ioho-Melampsora lini. Flor demonstrou a 

existência de uma relação de um-a-um entre genes de ataque e de defesa, 

respectivamente, no patógeno e no hospedeiro. Os resultados dos seus 

experimentos originaram a chamada hipótese gene-a-gene ou hipótese de Flor.

Atualmente, o modelo usado para explicar a relação gene-a-gene sugere 

a existência de uma interação do tipo receptor-elicitor, na qual uma molécula 

elicitora produzida pelo patógeno reage especifícamente com uma proteína 
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receptora sintetizada pelo gene de resistência do hospedeiro. Esta molécula 

elicitora seria produzida por um gene específico de avirulência do patógeno. A 

reação entre elicitor e receptor desencadearia uma complexa reação no sítio de 

infecção, resultando em uma reação incompatível (ausência de doença), onde 

a infecção e a colonização do patógeno no tecido hospedeiro seria muito 

limitada. Entretanto, se o patógeno possuir um gene de virulência, ele produzirá 

uma molécula que não será reconhecida pela molécula receptora da planta 

hospedeira e, como conseqüência, não reagirá à infecção, originando uma 

reação compatível (presença de doença). Por outro lado, caso a planta 

contenha um gene de suscetibilidade e não de resistência, ela será incapaz de 

produzir moléculas que acusem a presença do patógeno, independentemente 

do patógeno conter gene de avirulência ou gene de virulência. Uma única 

planta é capaz de possuir muitos genes R, assim como o patógeno pode conter 

vários genes avr (Bent, 1996).

Este modelo discutido ainda é hipotético, apesar de já ter sido 

confirmado para os patossistemas Cladosporium fulvum-tomate e 

Pseudomonas syríngae pv. g/yc/nea-soja. No primeiro caso, o produto do gene 

de avirulência avr9 é uma proteína que adquire capacidade elicitora quando ela 

é clivada em um peptídeo menor que 28 aminoácidos. Este peptídeo é 

responsável pela necrose das células do tecido das plantas do tomate 

contendo o gene de resistência Cf-9. No segundo caso, o produto do gene de 

avirulência avrD de P. s. pv. glycinea não é uma substância elicitora, mas 

participa da síntese de uma família de substâncias elicitoras chamadas 

siringolinas, que provocam reação de hipersensibilidade em cultivares de soja 

contendo o gene de resistência RPG4 (Camargo, 1995).

Outro exemplo de proteínas elicitoras de RH são as elicitinas, proteínas 

extracelulares que ocorrem em espécies de fungos oomicetos, como 
Phytophthora e Pythium (Ponchet et al., 1999). As elicitinas foram 

primeiramente caracterizadas com base na sua habilidade de induzir RH 

quando infiltradas em plantas de fumo. Apesar de diferentes elicitinas variarem 

em relação à atividade indutora de RH, é conhecido que a maioria da espécies 

de fumo respondem a essas proteínas. Elas também induzem RH em poucas 

espécies de Raphanus e Brassica. Deste modo, elas são determinantes do 

círculo de hospedeiras para seleção de interações p\anta-Phytophthora, 
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funcionando como genes de avirulência espécie-específico (Kamoun, 2001; 

Kamoun et al., 1997; 1998; 1999). As análises das seqüências das proteínas 

indicaram que as elicitinas representam uma grande família de proteínas com 

pelo menos cinco classes diferentes (Kamoun et al., 1997; Ponchet et al., 

1999).
Nos últimos anos, a teoria gene-a-gene tem recebido enorme suporte 

experimental através da identificação e caracterização funcional dos genes Avr 

e R de vários patossistemas. Um grande número de genes Avr provenientes de 

fungos, bactérias e vírus tem mostrado que codificam proteínas elicitoras. Este 

fato foi demonstrado diretamente através da infiltração de proteínas Avr em 

folhas de plantas ou indiretamente através da expressão de genes Avr em 

células de plantas, que apresentavam o correspondente gene R (Culver & 

Dawson, 1991; de Wit, 1995; Alfano & Collmer, 1996; Knogge, 1996; Bonas & 

van den Ackerveken, 1997). Um característica interessante é a ocorrência de 

domínios estruturais similares entre os produtos dos genes R, sugerindo a 

existência de mecanismos conservados de reconhecimento do patógeno e de 

sinalização das respostas de defesa no reino vegetal (Dangl, 1995; Staskawicz 

et al., 1995; Bent, 1996; Hammond-Kosack & Jones, 1997). Além disso, os 

mecanismos de defesa celular induzidos pelo patógeno das plantas 

compartilham algumas analogias com as respostas imunológicas dos 

vertebrados e insetos (Baker et al., 1997).

13. Vetores de expressão de genes em plantas
A expressão de genes heterólogos em plantas tornou-se uma 

ferramenta importante da biologia molecular. A transferência estável de genes 

para plantas pode ser obtida via transformação genética e cultura de tecidos ou 

através da transfecção com vírus. Os vários tipos de vetores virais representam 

um sistema muito mais simples e rápido de expressão de genes heterólogos. 

Além disso, este processo evita problemas como o local de inserção do gene 

em regiões inadequadas e variações somaclonais (Donson etal., 1991).

O primeiro vetor de expressão viral produzido foi o Cauliflower mosaic 

virus (CaMV), um vírus com DNA fita dupla, expressando o gene diidrofolato 

redutase (DHFR) e genes metalotionen II (Brisson et al., 1984; Lefebvre et al., 

1987). Entretanto, o uso desse vírus como vetor de expressão mostrou-se 
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ineficaz, devido ao tamanho limite da seqüência introduzida para que haja o 

empacotamento do vírus (Brisson etal., 1984).

Os geminivírus, compostos por fita simples de DNA, também têm sido 

usados para a expressão de genes heterólogos em plantas, através da 

substituição do gene da proteína da capa pelo gene de interesse. Os genomas 

do Cassava latent virus e do Tomato golden mosaic virus foram modificados da 

forma descrita, para expressar os genes cloranfenicol acetiltransferase (CAT), 

neomicina fosfotransferase (NPT) e GUS. O problema desse vírus como vetor 

de expressão reside no fato de que se o gene a ser inserido apresentar um 

comprimento mais longo do que o gene da capa proteica, ocorrem deleções 

nas seqüências incorporadas e regeneração de moléculas com o comprimento 

do vírus selvagem (Elmer & Rogers, 1990; Hayes et al., 1988; 1989; Ward et 

al., 1988).
A estratégia de substituição de genes também tem sido empregada para 

a produção de vetores a partir de vírus de RNA (French et al., 1986; Takamatsu 

et al., 1987; Dawson et al., 1988; Joshi et al., 1990). Estes vetores têm 

permitido a expressão dos genes introduzidos, mas seu uso tem sido restrito 

pelo fato deles não serem capazes de infectar plantas intactas, ou serem 

incapazes de estabelecer infecções sistêmicas na planta. Dawson et al. (1989) 

desenvolveram o vetor TMV como uma alternativa à substituição de genes. A 

estratégia envolveu a inserção do gene CAT, adicionado a uma cópia duplicada 

do promotor sub-genômico do mRNA da proteína da capa, na extremidade 3' 

do gene da proteína da capa, ou mais efetivamente para a expressão do CAT, 

entre o gene da proteína de 30 kDa e o gene da proteína da capa. Entretanto, a 

seqüência inserida foi perdida por recombinação homóloga entre as regiões 

duplicadas dos genomas virais que se espalharam sistemicamente na planta. 

Então, foi criada uma modificação desta estratégia visando reduzir a 

recombinação homóloga. Foi adicionado o gene da proteína da capa e a 

seqüência promotora de um outro tobamovírus, o Odontoglossum ringspot 

virus, dentro da seqüência do TMV (Donson et al., 1991). Esta estratégia 

permitiu a propagação estável do gene DHFR através de várias passagens do 

TMV pela planta. No entanto, a expressão do gene NPT, mais longo que o 

gene DHFR, mostrou-se instável durante o movimento sistêmico do vírus na 

planta.



47

O vetor viral de plantas PVX, desenvolvido por Chapman et al. (1992), 

surgiu como uma alternativa eficiente de expressão de genes heterólogos. O 

Potato virus X (PVX) é a espécie-tipo da família Potexvirus (Koening & 

Leseman, 1989) e seu genoma é formado por uma fita simples de RNA, com 

adição de cap na extremidade 5’ (Sonenberg et al., 1978) e cauda 

poliadenilada na extremidade 3’ (Morozov et al., 1981). A seqüência 

nucleotídica completa do seu genoma já foi determinada para várias espécies, 

permitindo que fosse elucidada sua estratégia de codificação genômica 

(Huisman et al., 1988; Skryabin et al., 1988; Orman et al., 1990). O genoma do 

PVX possui senso positivo e cinco fases de leitura aberta (ORFs). A primeira 

ORF (presente na extremidade 5’) codifica uma proteína de 166 kDa, envolvida 

na replicação viral (Huisman et al., 1988). Esta ORF é seguida por três ORFs 

que se sobrepõem parcialmente, conhecida como “triple-gene block”, 

codificando proteínas de 25, 12 e 8 kDa, respectivamente. A função dos genes 

da “triple-gene block” é relacionada com o movimento do vírus célula a célula e 

transporte vascular (http://www.bspp.orq.uk/icpp98/). A quinta ORF codifica a 

capa proteica.
Considerando-se as características de um vetor de expressão em 

plantas, muitas características do PVX adaptam-se perfeitamente a este 

propósito: 1) PVX tem uma ampla gama de hospedeiros; 2) ele pode translocar 

de célula a célula utilizando uma proteína codificada pelo seu genoma; 3) 

apresenta uma rápida disseminação sistêmica em plantas infectadas; 4) a 

infecção de PVX pode se manter indefinidamente na planta; 5) replica 

independentemente na célula em altas taxas; 6) esta replicação resulta em 

uma rápida expressão de proteínas no citoplasma; 7) o genoma de PVX pode 

ser manipulado na forma de DNA e transcritos infecciosos podem ser 

produzidos “in vitro” (Chapman et al., 1992; Baulcombe et al., 1995); 8) as 

versões pgR106 e pgR107 que contêm o promotor 35S do Cauliflower mosaic 

virus clonado em vetor binário permite a agro-inoculação e elimina a etapa de 

síntese de transcritos infecciosos.

http://www.bspp.orq.uk/icpp98/
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OBJETIVOS

O objetivo geral da tese foi a determinação e análise das seqüências dos 

precursores das glicoproteínas de duas espécies de tospovirus com ocorrência 

no Brasil (TCSV e GRSV) e a identificação do gene de avirulência do TSWV 

que interage com o gene de resistência Tsw presente em Capsicum chinense 

PI159236’.

Objetivos específicos do Capítulo 2:

J Clonar e seqüenciar a região intergênica do M RNA, a região 3’ não 

traduzida do M RNA e o gene precursor das glicoproteínas do TCSV e 

GRSV.
J Comparar o grau de identidade das seqüências de nucleotídeos e 

aminoácidos dos precursores das glicoproteínas de diversas espécies de 

tospovirus.
J Determinar a ocorrência de domínios conservados nas glicoproteínas G1 

e G2 das espécies estudadas.
J Determinar a estrutura secundária e a topologia das proteínas G1 e G2 

das espécies estudadas.
J Executar análises filogenéticas de várias espécies de tospovirus 

baseadas nas seqüência das glicoproteínas e das regiões intergênicas do M 

RNA.

Objetivos específicos do Capítulo 3:

J Clonar os genes N, NSm e NSs do TSWV no vetor de expressão binário 

pgR107 baseado em PVX e Agrobacterium tumefaciens.

J Agro-inoculação dos vetores de expressão recombinantes em C. 

chinense “P1159236’ e outras plantas, monitoramento dos sintomas e 

análise da expressão das proteínas nas plantas inoculadas.
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CAPÍTULO 2

Análise da seqüência das glicoproteínas de Tomato chlorotic spot virus e 

Groundnut ringspot virus e comparação com outros tospovirus

Fernanda Antinolfi Lovato1, Tatsuya Nagata3, Renato de Oliveira Resende1, Antônio Carlos de Ávila2 

e Alice Kazuko Inoue-Nagata2.1Departamento de BiologiaCelular, Universidade de Brasília, Brasília, 
DF, Brasil; 2Embrapa Hortaliças, Brasília, DF, Brasil; 3Universidade Católica de Brasília, DF, Brasil.

Resumo. Os tospovirus Tomato chlorotic spot virus (TCSV) e Groundnut ríngspot 

virus (GRSV) causam severos prejuízos econômicos em várias hortaliças no Brasil. 

A seqüência de nucleotídeos do gene que codifica o precursor das glicoproteínas 

dessas duas espécies de tospovirus ainda não havia sido determinada. Neste 

estudo, o genoma da região 3’ do M RNA (4,0 kb) do TCSV e do GRSV foi analisado 

após clonagem e seqüenciamento dos fragmentos. As seqüências foram compiladas 

com aquelas pertencentes à região 5’ do M RNA (gene NSm e região 5’ não 

traduzida) dos mesmos isolados. O M RNA do TCSV é formado por 4882 

nucleotídeos, enquanto o M RNA do GRSV é formado por 4855 nucleotídeos. 

Ambos os M RNAs possuem duas fases de leitura aberta (ORF ou “open reading 

frame”) em arranjo ambisenso. A ORF no sentido viral complementar do M RNA 

codifica o precursor das glicoproteínas virais G1 e G2 do TCSV (128,46 kDa) e o 

precursor das glicoproteínas do GRSV (128,16 kDa). A comparação da seqüência 

de aminoácidos do precursor das glicoproteínas do TCSV e GRSV com as das 

demais espécies de tospovirus mostraram maior identidade com a espécie-tipo 
Tomato spotted wilt virus (81 e 79%, respectivamente). A comparação da seqüência 

de aminoácidos do precursor das glicoproteínas entre TCSV e GRSV revelou alta 

identidade (92%). Entretanto, a identidade da seqüência de nucleotídeos da região 

intergênica do M RNA entre TCSV e GRSV mostrou ser de apenas 78%. As análises 

filogenéticas foram realizadas baseando-se no precursor das glicoproteínas e na 

região intergênica do M RNA dos tospovirus, permitindo que fossem discutidos 

parâmetros da classificação taxonômica de espécies em tospovirus.
Este trabalho foi aceito para publicação no periódico Virus Genes com algumas modificações. Lovato, 

F. A.; Nagata, T.; Resende, R. O.; de Ávila, A. C.; Inoue-Nagata, A. K. Sequence analysis of the 

glycoproteins of Tomato chlorotic spot virus and Groundnut ringspot virus and comparison with other 

tospoviruses. Virus Genes, 29: 3, 2004.
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Introdução

Os tospovirus encontram-se disseminados pelo mundo causando severos 

prejuízos econômicos em várias culturas incluindo alface, amendoim, batata, ervilha, 

fumo, pimenta, pimentão, tomate e plantas ornamentais (Peters, 1998). O gênero 

Tospovirus é o único membro da família Bunyaviridae que infecta plantas e 

atualmente é constituído por treze espécies diferentes (van Regenmortel et al., 2000; 

Cortez et al., 2002). Os tospovirus são formados por partículas isométricas, medindo 

de 80 a 110 nm (Kitajima et al., 1992), e são transmitidos por tripés de maneira 

circulativa e propagativa (Sakimura, 1962; Ullman et al., 1993; Wijkamp et al., 1993). 

O genoma dos tospovirus é composto por três segmentos lineares de RNA 

envolvidos pela nucleoproteína (N), formando um complexo ribonucleoproteico 
(Mohamed et al., 1973; Tas et al., 1977), juntamente com algumas cópias da 

polimerase viral (L) (10-20 cópias por partícula) (van Poelwijk et al., 1993). Esta 

estrutura é circundada por um envelope formado por bicamada lipídica, onde estão 

inseridas as projeções das glicoproteínas G1 e G2. O genoma contém cinco fases 

de leitura aberta ou ORF (“open reading frame") em uma estratégia de codificação 

negativa ou ambisenso. O segmento L RNA apresenta somente uma ORF com 

polaridade negativa e codifica a polimerase viral (L) (de Haan et al., 1991; van 

Poelwijk et al., 1997). O S RNA possui duas ORFs em estratégia ambisenso. A ORF 

no sentido viral do S RNA codifica a proteína não estrutural NSs enquanto a ORF no 
sentido viral complementar codifica a nucleoproteína (N) (de Haan et al., 1990; 

Kormelink et al., 1991). O M RNA também possui duas ORFs com estratégia 

ambisenso. A ORF no sentido viral do M RNA codifica a proteína não estrutural de 

movimento do tipo célula-a-célula NSm e a ORF no sentido viral complementar do M 

RNA codifica o precursor das glicoproteínas G1 e G2 (Kormelink et al., 1992; Law et 

al., 1992; Storms, 1998).

Baseando-se nas seqüências conservadas dos genes da polimerase e dos 

precursores das glicoproteínas virais, de Haan et al. (1991) e Kormelink et al. (1992) 

discutiram que os tospovirus possam ter divergido evolutivamente a partir de um 

ancestral bunyavírus. Tem sido sugerido que as glicoproteínas estão envolvidas na 

aquisição da partícula viral pelo tripés e no processo de replicação dentro do corpo 

do inseto, mas não assumem função essencial para a infecção sistêmica do vírus na 

planta. De fato, um isolado de tospovirus que tenha perdido suas glicoproteínas 
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após inoculações mecânicas repetidas, não pode mais ser transmitido pelo tripés (le, 

1982; Verkleij & Peters, 1983; Resende et al., 1991). A entrada do vírus no vetor é 

provavelmente regulada por interações das glicoproteínas virais com receptores 

presentes nas células do intestino médio do inseto vetor (Kikkert, 1999; Nagata et 

al., 2000).
As espécies de tospovirus Tomato spotted wilt virus (TSWV), Tomato chlorotic 

spot virus (TCSV) e Groundnut ringspot virus (GRSV) apresentam grande ocorrência 

no Brasil e Argentina (de Ávila et al., 1990; 1993a; Dewey et al., 1995; 1996). 

Atualmente, a seqüência de nucleotídeos completa do gene precursor das 

glicoproteínas está disponível para 5 das 13 espécies de tospovirus estabelecidas 

pelo Comitê Internacional em Taxonomia de Virus (ICTV), isto é: TSWV, Impatiens 

necrotic spot virus (INSV), Peanut bud necrosis virus (PBNV), Watermelon silver 

mottle virus (WSMoV), Iris yellow spot virus (IYSV) e para a espécie tentativa 

Gloxinia tospovirus.
Neste artigo, a região 3’ do M RNA, incluindo o gene precursor das 

glicoproteínas, a região intergênica (IGR) e a região 3’ não traduzida (UTR) do M 

RNA do TCSV e do GRSV, foi seqüenciada e comparada com outras espécies de 

tospovirus. Além disso, foram construídas árvores filogenéticas baseadas nessas 

comparações. A elucidação da seqüência completa do precursor das glicoproteínas 

do TCSV e GRSV será fundamental para promover estudos de interação entre 

glicoproteínas e receptores presentes no corpo do tripés, para discutir alguns 

aspectos evolucionários envolvidos na classificação taxonômica dos tospovirus, 

assim como para contribuir com estudos relacionados à função das glicoproteínas.
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Materiais e métodos

Manutenção dos isolados virais e plantas
As espécies de tospovírus TCSV (de Ávila et al., 1990) e GRSV (de Ávila et 

al., 1990) usadas neste trabalho foram mantidas congeladas a -80°C e propagadas 

em Nicotiana rústica ou Nicotiana benthamiana através de inoculação mecânica do 

extrato foliar, usando-se tampão fosfato 0.05M e tampão sulfito de sódio 0,01 M, pH 

7,0, em condições de casa de vegetação.

Purificação dos nucleocapsídeos e do RNA viral
Os nucleocapsídeos virais foram parcialmente purificados a partir de folhas de

N. rústica e N. benthamiana infectadas sistemicamente com TCSV e GRSV, 

conforme descrito por de Ávila et al. (1990), com algumas modificações. As folhas 

infectadas (50 g) foram maceradas em tampão de extração (Tris-HCI 0,1M; Na2SO3

O, 01 M; EDTA 0,01 M, pH 8,0) e filtradas em fralda. O extrato foi centrifugado a 3.000 

g por 10 minutos e o sobrenadante foi submetido à alta centrifugação a 25.000 g por 

30 minutos. O precipitado formado foi ressuspendido em tampão de ressuspensão 

(Tris-HCI 0,01 M; Na2SO3 0,01 M; EDTA 0,01 M, pH 7,9), agitado gentilmente por 30 

minutos a 4°C e centrifugado a 10.000 g por 10 minutos. O sobrenadante (25 ml) foi 

centrifugado em colchão de sacarose 30% a 40.000 g por 1 hora. Finalmente, o 

precipitado formado foi ressuspendido em 500 pl de tampão citrato (C6H5Na3O7, pH 

6,0) e armazenado a -80°C. O RNA viral foi extraído usando-se o reagente Trizol 

(Invitrogen), seguindo-se as instruções do fabricante.

Síntese do cDNA e PCR

O cDNA do gene precursor das glicoproteínas do TCSV e do GRSV foi 

sintetizado a partir do RNA viral purificado usando-se um oligonucleotídeo baseado 

numa região conservada presente em todas as extremidades 3’ dos segmentos de 

RNA dos tospovírus (MRNA18 - 5’AGAGCAATCAGTGCAAAC 3’). Para a reação de 

retrotranscrição, foi usada a enzima Superscript II (Invitrogen) e 100-500 ng do RNA 

viral purificado, de acordo com as especificações do fabricante. A reação foi mantida 

a 42°C durante 1 hora e em seguida foi aquecida a 70°C por 15 minutos. 
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Finalmente, a reação foi tratada com 40 U de Ribonuclease H (Invitrogen) a 37°C 

durante 20 minutos.

O cDNA obtido foi usado como molde para a “polymerase chain reaction” 

(PCR). Foi sintetizado um segundo oligonucleotídeo para a amplificação do gene 

precursor das glicoproteínas, da região intergênica do M RNA e da região 3’ não 

traduzida do M RNA, anelando numa porção conservada da extremidade 3 ‘ do gene 

que codifica a proteína NSM, desenhado a partir das seqüências do TCSV, 

AF213674 e do GRSV, AF213673 (NSM14 - 5’ATTGAAGCMTGCAA3’). Para a 

reação de PCR, foram misturados em tubos de microcentrífuga 2 pl do cDNA com 5 

pl do tampão da Taq DNA polimerase 10X (Amersham Biosciences), 5 pl de dNTP 

2,5 mM, 0,8 pl de MgCI2 50 mM, 100 ng do oligonucleotídeo MRNA18, 100 ng do 

oligonucleotídeo NSM14, 2,5 U da Taq DNA polimerase (Amersham Biosciences) e 

água para um volume final de reação de 50 pl. As reações de PCR foram realizadas 

no termociclador Mastercycler (Eppendorf) a foram iniciadas com a temperatura de 

desnaturação de 94°C por 5 minutos, seguida por 30 ciclos de 94°C por 1 minuto, 

55°C por 1 minuto e 72°C por 4 minutos e pela temperatura de extensão final de 

72°C por 7 minutos.

Clonagem da região 3’ do M RNA e seqüenciamento dos nucleotídeos

Os fragmentos amplificados por PCR (4,0 kb) foram separados em gel de 

agarose 1%, purificados usando-se Sephaglass Band Prep Kit (Amersham 

Biosciences), seguindo-se as recomendações do fabricante. Os produtos da PCR 

eluídos foram ligados no vetor pCR2.1 TOPO-TA (Invitrogen), conforme as 

instruções do fabricante. O DNA dos fragmentos ligados ao vetor foi usado para a 

transformação de células competentes de Escheríchia coli XL-1 Blue através de 

choque térmico (Sambrook et al., 1989). Após a seleção dos clones recombinantes, 

os insertos foram seqüenciados no ABI 3100 (Applied Biosystems), usando-se 
oligonucleotídeos universais e internos (Tabela 1).
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Análise das seqüências

As seqüências de nucleotídeos e aminoácidos foram compiladas e analisadas 

usando-se o método ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/clustalW/). do Instituto de 

Bioinformática Europeu e o programa DNASIS versão 2.6 (Hitachi Software 

Engineering Co., Ltd). As massas moleculares das proteínas foram preditas a partir 

das seqüências de aminoácidos deduzidas usando-se o programa Amino Acid 

Composition, do Network Protein Sequence Analysis - NPSA (http//npsa- 

pbil.ibcp.fr/NPSA/npsa compo.html). As buscas por motivos e domínios de proteínas 

foram executadas através dos programas Prosite (Bairoch et al., 1997) e SMART 

(Schultz et al., 1998; 2000). As predições da estrutura secundária das proteínas 

foram realizadas usando-se o programa do NPSA para o método GOR IV (Garnier et 

al., 1996). As seqüências dos fragmentos dos genes precursores das glicoproteínas 

foram obtidas a partir de três clones independentes.

Os múltiplos alinhamentos das seqüências de aminoácidos gerados pelo 

método ClustalW foram usados como entrada de dados para as análises 

filogenéticas usando-se o programa MEGA versão 2.1 (Kumar et al., 2001). As 

árvores filogenéticas foram construídas usando-se o método da máxima parsimônia 

com programa de pesquisa “branch & bound” e análise “bootstrap” com 1000 

repetições.

As seqüências correspondentes às regiões 3’ do M RNA do TCSV e do GRSV 

descritas neste trabalho foram depositadas no banco de dados de seqüências do 

GenBank com os números de acesso AY574054 e AY574055, respectivamente.

http://www.ebi.ac.uk/clustalW/
pbil.ibcp.fr/NPSA/npsa
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Resultados

Seqüenciamento da região 3’ do M RNA do TCSV e do GRSV

Com o objetivo de amplificar o gene precursor das glicoproteínas completo, a 

região intergênica do M RNA e a região 3’ não traduzida do M RNA, foram 

desenhados oligonucleotídeos baseados numa seqüência interna do gene NSm e 

numa seqüência conservada presente na extremidade 3’ dos tospovirus. A 

amplificação por PCR usando esses oligonucleotídeos resultou na obtenção de um 

fragmento de DNA esperado de 4,0 kb e outros fragmentos de DNA com 

comprimentos menores (dados não mostrados). O fragmento de DNA desejado foi 

excisado e eluído do gel de agarose, clonado e seqüenciado.
As seqüências foram compiladas com aquelas disponíveis da região 5’ do M 

RNA dos mesmos isolados (AF213674 para o TCSV BR-03 e AF213673 para o 

GRSV SA-05), completando o seqüenciamento do M RNA dos dois isolados. O M 

RNA do TCSV apresentou 4882 nucleotídeos de comprimento, mostrando um 

arranjo de codificação ambisenso. A ORF da fita viral complementar do M RNA do 

TCSV iniciou com o códon AUG na posição 4795 e terminou com o códon UAG na 

posição 1369 (numerada a partir da extremidade 5’ do RNA viral), codificando o 

gene precursor das glicoproteínas G1 e G2. Esta ORF continha 3426 nucleotídeos 

codificando 1141 aminoácidos, com uma massa molecular total predita de 128,46 

kDa (Tabela 2).
O M RNA do GRSV apresentou 4855 nucleotídeos de comprimento. A ORF 

da fita viral complementar do M RNA do GRSV iniciou com o códon AUG na posição 

4771 e terminou com o códon UAG na posição 1354 (numerada a partir da 

extremidade 5’ do RNA viral). Esta ORF continha 3417 nucleotídeos e 1138 

aminoácidos, codificando o gene precursor das glicoproteínas G1 e G2, com uma 

massa molecular total predita de 128,16 kDa (Tabela 2).

A extremidade 3’ do M RNA do TCSV e do GRSV foi formada por uma região 

3’ não traduzida de 87 e 84 nucleotídeos, respectivamente (Tabela 2). Quando 

essas seqüências foram comparadas, a identidade de nucleotídeos foi de 97%. Os 

primeiros nove nucleotídeos da extremidade 3’ terminal foram altamente 

conservados entre TSWV, TCSV, GRSV, INSV, GBNV, WSMV e IYSV (dados não 

mostrados).
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Similaridade e topologia dos precursores das glicoproteínas entre tospovirus

A comparação da seqüência de aminoácidos dos precursores das 

glicoproteínas do TCSV e do GRSV com as demais seqüências de tospovirus 

disponíveis no banco de dados, demonstrou maior identidade com a espécie-tipo 

TSWV (81% e 79%, respectivamente) e menor identidade com as espécies INSV, 

GBNV, WSMV e IYSV (Tabela 3). Quando as seqüências de aminoácidos dos 

precursores das glicoproteínas do TCSV e do GRSV foram comparadas, foi 

observada alta identidade (92%).

A análise dos domínios dos precursores das glicoproteínas, executada pelo 

programa SMART, mostrou a presença de uma seqüência peptídeo-sinal com um 

sítio de divagem predito no aminoácido de resíduo 36 a partir da extremidade amino 

terminal, assim como cinco domínios transmembrânicos, em ambas as espécies. 

Além disso, foram preditos seis sítios de N-glicosilação nos precursores das 

glicoproteínas do TCSV e do GRSV, localizados em posições similares dentro das 

respectivas proteínas (Figura 1).

A análise dos motivos das proteínas, executada pelo programa Prosite, 

mostrou a presença do motivo RGD (Arg-Gly-Asp) nos precursores das 

glicoproteínas do TCSV e do GRSV localizado na mesma posição de aminoácido. 

Além deste motivo, foi observada uma região rica em cisteína e uma região 

homóloga a 0-lactamase-A nas duas espécies. Foi encontrada também uma região 

homóloga ao motivo zíper de leucina somente no precursor das glicoproteínas da 

espécie TCSV.

A estrutura secundária dos precursores das glicoproteínas do TCSV e do 
GRSV foi predita usando-se o método GOR IV (Garnier et al., 1996). De acordo com 

este método, a maioria dos resíduos de aminoácidos dos precursores das 

glicoproteínas de ambas as espécies foram preditas como possuindo a conformação 

“random coil” (54,69% para TCSV e 55,01% para GRSV), enquanto a conformação 

alfa hélice foi predominantemente localizada na porção mediana e na extremidade 

amino terminal dos polipeptídeos de ambas as espécies (18,23% para TCSV e 

18,89% para GRSV) (dados não mostrados).
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Seqüenciamento e análise comparativa da região intergência do M RNA do TCSV e 

do GRSV

A região intergênica (IGR) do M RNA do TCSV e do GRSV, presente entre o 

gene NSm e o gene precursor das glicoproteínas, foi totalmente seqüenciada. 

Similarmente ao que ocorre para outras espécies de tospovírus, a IGR do M RNA do 

TCSV e do GRSV mostrou regiões ricas em adenina pareando com regiões ricas em 

uracila, especialmente no meio do genoma dos precursores (dados não mostrados). 

A IGR do TCSV apresentou 357 nucleotídeos de comprimento enquanto a do GRSV 

apresentou 342 nucleotídeos (Tabela 2). A comparação da sequência de 

nucleotídeos da IGR de várias espécies de tospovírus, mostrou 47% de identidade 

entre o TSWV e o TCSV e 55% de identidade entre o TSWV e o GRSV. Quando as 

seqüências da IGR do TCSV e do GRSV foram comparadas, a identidade de 

nucleotídeos aumentou para 78%.

Análise filogenética dos tospovírus baseada no precursor das glicoproteínas e na 

região intergênica do M RNA
O método da máxima parsimônia, usando pesquisa “branch & bound”, pelo 

programa MEGA versão 2.1, resultou na construção de árvores parsimoniosas para 

o precursor das glicoproteínas e para a IGR do M RNA (Figuras 2 e 3, 

respectivamente). A árvore filogenética derivada do precursor das glicoproteínas 

dividiu os tospovírus em dois agrupamentos, sendo um composto pelos isolados de 

TSWV, TCSV, GRSV e INSV, e o outro constituído pelas espécies IYSV, WSMV, 

GBNV e PBNV (Figura 2). Por outro lado, a árvore filogenética construída a partir 

das seqüências da IGR do M RNA dos tospovírus, dividiu os tospovírus em três 

agrupamentos: o primeiro formado pelos isolados do TSWV, o segundo formado 

pelo TCSV e GRSV, e o terceiro formado pelo IYSV e INSV. As espécies WSMV e 

GBNV foram agrupadas separadamente das demais espécies de tospovírus 

analisadas (Figura 3).
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Discussão

Neste artigo, foi relatada a determinação da seqüência completa e a 

comparação do gene precursor das glicoproteínas, da região intergênica do M RNA 

e da região 3’ não traduzida do M RNA de dois tospovirus, TCSV e GRSV. Esses 

vírus mostraram alta similaridade entre si e se diferenciaram das demais espécies de 

tospovirus.
O comprimento de segmentos específico das moléculas do M RNA de vários 

tospovirus revelou características interessantes. O INSV exibiu uma região 3’ não 

traduzida não usual muito longa (Tabela 2). Os dados resultantes da região 3’ não 

traduzida permitiram a divisão dos tospovirus analisados em três grupos bem 

definidos: o grupo do TSWV, TCSV e GRSV, o grupo do GBNV, WSMV e IYSV e o 

grupo monotípico do INSV (Tabela 2). O comprimento da região intergênica parece 

possuir importância biológica dentro de cada grupo, o que pode estar relacionado 

com as funções regulatórias e possivelmente dependem das estruturas primária e 

secundária destes segmentos. Notavelmente, a região 3’ não traduzida do M RNA 

do TCSV e do GRSV foi quase idêntica (97%).
A predição dos domínios das proteínas usando-se o programa SMART 

(Schultz et a/., 1988; 2000), mostrou um sítio de divagem peptídeo-sinal no 

aminoácido 36, localizado na extremidade amino terminal do precursor G1/G2 do 

TCSV e do GRSV, assim como cinco domínios transmembrânicos e seis sítios de N- 

glicosilação. A topologia do precursor das glicoproteínas do TCSV e do GRSV 

revelou um padrão bastante similar, diferindo apenas na posição dos aminoácidos 

que delimitam os domínios transmembrânicos e os sítios de /V-glicosilação (Figura 

1). As topologias do precursor das glicoproteínas dos tospovirus TSWV, PBNV, 

WSMV, INSV e IYSV foram comparadas por Cortez et al. (2002) através do 

programa SMART e indicaram a presença de quatro domínios transmembrânicos 

para todas as espécies comparadas, assim como 4-9 sítios de glicosilação entre as 

diferentes espécies. A presença de um domínio transmembrânico adicional no 

precursor das glicoproteínas do TCSV e do GRSV representou uma característica 

peculiar dessas duas espécies, sugerindo uma extensão extra da cadeia 

polipeptídica atravessando o envelope lipídico desses vírus.

Atualmente, é bem aceito o fato da transmissão e especificidade do vetor 

serem determinados pela interação das glicoproteínas do envelope dos tospovirus 
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com receptores presentes na superfície das células do intestino médio do inseto, 

mediando assim a aquisição da partícula viral pelo tripés (Bandla et al., 1998). Foi 

sugerido que o motivo RGD (Arg-Gly-Asp), dentro da proteína G2 do TSWV e do 

INSV, possui uma função importante na ligação do vírus com a célula (Verkleij & 

Peters, 1983; Law et al., 1992). Por outro lado, o precursor das glicoproteínas do 

GBNV, WSMV e IYSV não apresentaram o motivo RGD (Cortez etal., 2002), apesar 

deste motivo estar presente no TCSV e GRSV. A função do motivo RGD ainda 

necessita ser melhor explicada, mas sua presença pode separar os tospovirus em 

dois grupos, o grupo do TSWV e o grupo do WSMV.

O ICTV propõe a classificação das espécies de tospovirus de acordo com 

critérios como: círculo de hospedeiras (amplo, intermediário e restrito), 

especificidade do vetor (espécies de tripés), relacionamento sorológico da proteína 

N e identidade da seqüência de aminoácidos da proteína N. A identidade de 90% é 

aceita como o critério de delimitação de espécies. A análise da seqüência do gene N 

de isolados intra-específicos disponíveis no banco de dados revelou uma 

porcentagem de identidade de 95-98% entre isolados do TCSV e 94-99% entre 

isolados do GRSV. No entanto, quando a comparação foi realizada entre isolados do 

TCSV e do GRSV, a identidade diminuiu para 81-87%. Tais resultados revelaram 

que TCSV e GRSV podem ser considerados como espécies de tospovirus distintas.

Silva et al. (2001) discutiram a questão da consistência dos critérios de 

delimitação de espécies de tospovirus e sugeriram que esta classificação poderia 

incluir outros parâmetros, como comparações entre as seqüências NSm e NSs dos 

tospovirus. Esses autores relataram a ocorrência de alta identidade (96,7%) entre as 

seqüências de aminoácidos da NSm do TCSV e GRSV. Além disso, eles propuseram 

o agrupamento dos tospovirus em dois grandes grupos: “Americano” (TSWV, TCSV, 

GRSV, Chrysanthemum stem necrosis virus - CSNV, Zucchini lethal chlorosis virus 

- ZLCV e INSV) e “Eurasiano” (GBNV, WSMV e IYSV), baseando-se na prevalência 

geográfica e na análise filogenética das proteínas N e NSm- Da mesma forma, a 

análise do comprimento da região 3’ não traduzida resultou num agrupamento 

similar, formando o grupo do TSWV, TCSV e GRSV e o grupo do GBNV, WSMV e 

IYSV. A identidade de aminoácidos de 92% entre os precursores das glicoproteínas 

do TCSV e do GRSV corroborou para a necessidade de revisão dos critérios de 

taxonomia de tospovirus. O alto valor “bootstrap” obtido na comparação das 

glicoproteínas (Figura 2), formando os chamados grupos “Americano” e “Eurasiano", 
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pôde refletir a evolução das espécies de tospovirus em duas ramificações distintas 

(Figura 2). A função das glicoproteínas na especificidade e eficiência de transmissão 

dos tospovirus pelo vetor pode ser explicada pelo agrupamento conforme a 

distribuição geográfica das populações e espécies de tripés co-existentes.

Entretanto, a identidade de 78% entre as sequências de nucleotídeos da 

região intergênica do M RNA do TCSV e GRSV não colaborou com a idéia de tornar 

TCSV e GRSV uma só espécie de tospovirus. Pappu et al. (2000) observou maior 

identidade de seqüências de nucleotídeos entre isolados da mesma espécie de 

tospovirus (84 a 98%) do que entre espécies diferentes (46 a 59%). O valor de 78% 

situa-se entre essas duas categorias. A árvore filogenética gerada (Figura 3) 

agrupou os isolados do TSWV, mas a inexistência de seqüências adicionais de 

isolados de TCSV e GRSV impossibilitaram o entendimento dos aspectos 

evolucionários envolvidos com esta região da seqüência.

Os estudos epidemiológicos conduzidos no campo indicaram que o TCSV 
ocorreu em áreas localizadas e com importância restrita (de Ávila et al., 1990; 

1993a), enquanto o GRSV esteve largamente disseminado, causando severos 
danos econômicos no Brasil, África do Sul e Argentina (de Ávila et al., 1990; 1993a; 

Dewey et al., 1995; 1996). Um levantamento da ocorrência de tospovirus em tomate 

e pimentão realizado na região central do Brasil mostrou que ambas as espécies 

estavam presentes, apesar do GRSV apresentar maior incidência. As espécies 

TCSV e GRSV compartilham características biológicas semelhantes. Os estudos de 

eficiência de transmissão de quatro espécies de tripés confirmaram a similaridade do 

TCSV e GRSV, observando-se a mesma especificidade de transmissão e o mesmo 
padrão de replicação viral, diferindo-se do TSWV e CSNV (Nagata et al., 2004). 

Esses autores relataram que a inoculação mecânica do TCSV e GRSV em plantas 

de Capsicum chinense ‘P1159236’ causou infecção sistêmica, ao passo que TSWV e 

CSNV causaram reação tipo hipersensibilidade nas folhas inoculadas, resultando no 

aparecimento de infecção local. O círculo de hospedeiros do TCSV e do GRSV, 

assim como os sintomas provocados nas plantas, são extremamente parecidos (de 

Ávila et al., 1993b) e indistinguíveis em nível biológico. TCSV e GRSV possuem a 

identidade da seqüência de aminoácidos do gene N de 82,1% (de Ávila et al., 

1993a), sendo então consideradas espécies distintas. O relacionamento sorológico 

entre as duas espécies já foi relatado, apesar da diferenciação entre elas ser 
possível pela comparação da leitura de absorbância de ELISA (de Ávila et al.,
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1993a). A comparação da NSM (Silva et al., 2001), da região intergênica do M RNA, 

da região 3’ não traduzida e do precursor das glicoproteínas do TCSV e do GRSV foi 

de 96,7%, 78%, 97% e 92%, respectivamente. Juntos, esses dados indicaram que 

os dois vírus foram extremamente similares. Como sugerido por Silva et al. (2001), é 

recomendável que seja realizada a revisão dos critérios de delimitação de espécies 

para esses vírus dentro do gênero Tospovirus.
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Tabela 1. Oligonucleotídeos internos usados no seqüenciamento do precursor das glicoproteínas do 

TCSV e GRSV.

Denominação do oligonucleotídeo Orientação do Seqüência 

oligonucleotídeo

TCSVINTFO1 Anterior 5’ TATATGCATCTATATATTCAT 3'

TCSVINTRE1 Reverso 5’ TGAGAAGCAGGCTCCTATTCT 3’

TCSVINTFO2 Anterior 5’ GTTGAAGTTATAGATGGG 3’

TCSVINTRE2 Reverso 5’ GGATACGTCTAATTTTG 3'

GRSVINTFO1 Anterior 5' CTAAATCATCATCATCTTCTATCTTA  3’

GRSVINTRE1 Reverso 5’ AAAGCTGTGTCTATCCAAGACATCCC 3'

GRSVINTFO2 Anterior 5’ AGGTACACCATCATGGC 3’

GRSVINTRE2 Reverso 5’ GGGATTGCATAATTAAGT 3’
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Tabela 2. Características do genoma dos tospovirus.

Espécies Códon de Códon de ORF° IGR (nt) 3’UTRC No.Amino-

ácidosd

M.M.

(kDa)8

M RNA (r

iniciação3 terminação3

TCSV 4795 1369 3426 357 87 1141 128.46 4882

GRSV 4771 1354 3417 342 84 1138 128.16 4855

TSWV 4737 1330 3407 319 84 1135 127.4 4821

INSV 4803 1471 3332 472 169 1110 124.9 4972

GBNV 4754 1389 3365 407 47 1121 127.2 4801

WSMV 4833 1468 3365 472 47 1121 127.6 4880

IYSV 4789 1379 3410 377 49 1136 128.6 4838

TCSV (Tomato chlorotic spot virus); GRSV (Groundnut ringspot virus)', TSWV (Tomato spotted wilt 

virus); INSV (Impatiens necrotic spot virus); GBNV (Groundnut bud necrosis virus); WSMV 

(Watermelon silver mottle virus); IYSV (Iris yellow spot virus). As fontes das seqüências para análise 

estão listadas na legenda da Figura 2. O TSWV isolado TSWV-GbrO1 foi usado nesta análise. 

“Posição do códon de iniciação/terminação a partir da extremidade 5’ da seqüência do M RNA. 

bNúmero de nucleotídeos pertencentes a fase de leitura aberta (ORF) do gene precursor das 

glicoproteínas.

cNúmero de nucleotídeos pertencentes à região 3’ não traduzida do M RNA (3'UTR).

dNúmero de resíduos do precursor das glicoproteínas deduzidos a partir da seqüência de 

aminoácidos.

“Massa molecular do precursor das glicoproteínas, predita a partir da seqüência de aminoácidos 

deduzidos usando o programa Amino Acid Composition (NPSA).
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Tabela 3. Porcentagem de identidade de aminoácidos do precursor das glicoproteínas entre 

tospovirus.

Espécies TCSV GRSV TSWV INSV GBNV WSMV IYSV

TCSV 100a

GRSV 92 100

TSWV 81 79 100

INSV 62 60 65 100

GBNV 32 33 33 35 100

WSMV 32 32 33 34 88 100

IYSV 33 33 33 35 62 62 100

TCSV (Tomato chlorotic spot virus); GRSV (Groundnut ringspot virus); TSWV (Tomato spotted wilt 

virus); INSV (Impatiens necrotic spot virus); GBNV (Groundnut bud necrosis virus); WSMV 

(Watermelon silver mottle virus); IYSV (Iris yellow spot virus). As fontes das seqüências para análise 

estão listadas na legenda da Figura 2. O TSWV isolado TSWV-GbrO1 foi usado nesta análise.

aAs porcentagens de identidade entre as seqüências de aminoácidos dos precursores das 

glicoproteínas foram obtidas usando-se ClustalW do Instituto de Bioinformática Europeu e DNASIS.
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G2 G1
NH X 9 __ 9 9__ X 9 9 9 COOU

TCSV ■ ■ ■■
1 -36 313-336 345-367 427-449 1071-1093 1141

NH X 9

G2
9 9 X

G1
99 9 COOH

GRSV F •

1 -36 318-335 345-367 427-449 1074-1096 1138

Figura 1. A topologia dos precursores das glicoproteínas do Tomato chlorotic spot virus (TCSV) e do 

Groundnut ringspot virus (GRSV). Os retângulos pretos representam os domínios transmembrânicos. 

Os sítios de A/-glicosilação preditos estão indicados como esferas brancas. As posições dos 

aminoácidos escritas abaixo dos precursores se referem aos potenciais sítios de divagem (tesouras) 

e à posição dos domínios transmembrânicos.
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Figura 2. Filogenia dos tospovirus baseada na seqüência de aminoácidos dos precursores das 

glicoprotelnas. Os alinhamentos de todas as seqüências de aminoácidos dos precursores das 

glicoproteínas disponíveis foram usadas para obter a árvore filogenética. A árvore mais parsimoniosa 

foi construída usando-se MEGA versão 2.1 gerada pelo método da máxima parsimônia e programa 

de pesquisa “branch & bound”. Os números abaixo das linhas indicam a freqüência de cada 

agrupamento após análise “bootstrap” com 1000 repetições. As fontes das seqüências de 

aminoácidos dos precursores das glicoproteínas estão no GenBank com os números de acesso 

NC002050 para TSWV-GbrO1 {Tomato spotted wilt virus), AF208497 para TSWV-US1, AF208498 

para TSWV-US, M74904 para INSV {Impatiens necrotic spot virus), AAL62023 para IYSV (Iris yellow 

spot virus), NC003841 para WSMV-Taiwan (Watermelon silver mottle virus), NP619703 para GBNV 

(Groundnut bud necrosis virus), M74904 para PBNV (Peanut bud necrosis virus) e NC001926 para 

Bunyamwera virus (Bunya).
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Figura 3. Filogenia dos tospovírus baseada na seqüência de nucleotídeos da região intergênica do 

M RNA. Os alinhamentos das seqüências de nucleotídeos da região intergênica do M RNA 

disponíveis foram usadas para obter a árvore filogenética mostrada. A árvore mais parsimoniosa foi 

construída usando-se o método da máxima parsimônia e o programa de pesquisa “branch & 

bound* do MEGA versão 2.1. Os números abaixo das linhas indicam a freqüência de cada 

agrupamento após a análise “bootstrap” com 1000 repetições. As fontes das seqüências de 

nucleotídeos da região intergênica do M RNA estão no GenBank com os números de acesso 

AJ428574 para TSWV-IT-TO, AJ309924 para TSWV-IT-CE, AJ309923 para TSWV IT-MA, 

AF135035 para TSWV FL-PT, AF135033 para TSWV GA-TB, AF135034 para TSWV GA-WM, 

S48091 para TSWV BR-01, AF214014 para IYSV, NC003616 para INSV, NC003841 para WSMV e 

NC003620 para GBNV.
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CAPÍTULO 3

O gene do Tomato spotted wilt virus elicitor da reação de 

hipersensibilidade em Capsicum chinense

Fernanda A. Lovato1, Tatsuya Nagata2, Antônio Carlos de Ávila3, Renato de O. Resende1 e 

Alice K. Inoue-Nagata3. 'Departamento de Biologia Celular, UnB, Brasília, DF; 2Universidade 

Católica de Brasília, Brasília, DF; 3Embrapa Hortaliças, Brasília, DF.

Resumo. O tospovirus Tomato spotted wilt virus (TSWV) causa uma grave 

doença em centenas de espécies de plantas. O genoma do TSWV consiste de 

três segmentos lineares de RNA codificando três proteínas estruturais (L, 

G1/G2 e N) e duas proteínas não estruturais (NSm e NSs). A inoculação 

mecânica do TSWV em acessos de Capsicum chinense ‘P1152225’ e 

‘P1159236’ provoca reação tipo hipersensibilidade (RH). O objetivo deste 

estudo foi identificar o(s) gene(s) elicitor(es) da reação tipo hipersensibilidade 
em C. chinense ‘PI159236’, de acordo com a teoria gene-a-gene de Flor 

(1942). Com este propósito, os genes codificadores das proteínas N 

(nucleoproteína), NSm (movimento célula-célula) e NSs (supressora do 

silenciamento pós-transcricional do RNA) do TSWV foram amplificados por RT- 

PCR e clonados separadamente em um vetor de expressão binário baseado 

em sistema de expressão Potato virus X (pPVX). Os clones de Agrobacterium 
tumefaciens recombinantes, transformados com as construções PVX+N, 

PVX+NSm e PVX+NSs, e o controle (A. tumefaciens transformada com pPVX) 

foram individualmente inoculados em plantas de C. chinense ‘PI159236’, 

Datura stramonium e Nicotiana benthamiana. Nos primeiros estágios do 

desenvolvimento da infecção, sintomas como clorose internerval e mosqueado 

(característicos da infecção do PVX) apareceram nas plantas inoculadas com o 

controle pPVX e com as construções PVX+N, PVX+NSm e PVX+NSs. Os 

resultados das análises de ELISA e Western blotting realizados com folhas de 
C. chinense, D. stramonium e N. benthamiana infectadas, confirmaram a 

expressão das proteínas N, NSm e NSs. Logo após o aparecimento dos 
primeiros sintomas de PVX, folhas de C. chinense, D. stramonium e N. 
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benthamiana inoculadas com a construção PVX+NSs mostraram severos 

sintomas necróticos sistêmicos, sugerindo um aumento na expressão dos 

sintomas provocados por PVX, causado possivelmente pelo sinergismo entre 

PVX e a proteína NSs. Lesões cloróticas e necróticas tipo HR seguidas por 

abscisão foliar foram observadas somente em plantas de C. chinense 

‘PI159236’ inoculadas com a construção PVX+N. Este resultado indicou que o 

gene N é possivelmente o elicitor da reação tipo hipersensibilidade em C. 

chinense ‘PI159236’.

Este trabalho foi premiado no XXXVII Congresso Brasileiro de Fitopatologia com o prêmio 

“Jovem Fitopatologista 2004” na modalidade melhor apresentação oral e será submetido com 

modificações para publicação na revista Molecular Plant-Microbe Interactions.

Introdução
A teoria gene-a-gene proposta por Flor (1942) tem sido extensivamente 

usada para explicar relacionamentos genéticos em diferentes interações 

patógeno-hospedeiro, particularmente os mecanismos de resistência da planta 

contra o ataque de patógenos. Esta hipótese propõe que a resistência a um 

patógeno depende da presença do gene de resistência (R) na planta 

hospedeira interagindo com o equivalente gene de avirulência (Avr) ou elicitor 
presente no patógeno (Keen, 1990; Staskawicz et al., 1995). Uma ampla 

variedade de respostas de defesa é induzida em uma planta resistente 

contendo o gene R mediado pela elicitação de produtos Avr do patógeno. O 

bloqueio do espalhamento do patógeno pela planta ocorre através da rápida 

morte celular do tecido da hospedeira no ponto que circunda a entrada do 

patógeno. Este processo, chamado reação de hipersensibilidade (RH) é uma 

típica reação de resistência baseada na teoria gene-a-gene. Este tipo de 

reação é frequentemente seguido pela síntese de compostos antimicrobianos, 
incluindo espécies de oxigênio reativas, ácido benzóico e salicílico, proteínas 

relacionadas à patogenicidade (PR), lipoxigenases, fítoalexinas e compostos 

fenólicos (Hammond-Kosack & Jones, 1996; Mittler & Lam, 1996; Morei & 

Dangl, 1997) A RH pode ser fenotipicamente diversa, variando desde a reação 

em uma única célula até o aparecimento de áreas necróticas espalhadas, 
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acompanhando o limite da colonização do patógeno (Holub et al., 1994). 

Visualmente, a manifestação da RH aparece como lesões locais necróticas na 

folha inoculada, seguida pela abscisão foliar.
A morte celular programada (“programmed cell death” ou PCD) é o 

provável mecanismo envolvido com a RH. PCD é um processo básico 

controlado geneticamente, ativado durante o desenvolvimento de organismos 

multicelulares em resposta à invasão de patógenos ou aos sinais de stress 

(Raff, 1998). Nos mamíferos, PCD ou apoptose é reconhecido como um 

fenômeno ubiquitinoso com características morfológicas peculiares. Em 

plantas, muitos tecidos ou órgãos inteiros sofrem morte celular como parte do 

seu desenvolvimento normal (senescência) ou em resposta ao estress 

ambiental ou causado por patógenos (Greenberg, 1996). Apesar do 

mecanismo de PCD em plantas estar pouco elucidado, muitas similaridades 

morfológicas e bioquímicas entre PCD em animais e plantas têm sido descritas 

em diferentes condições experimentais, incluindo condensação do núcleo e do 

citoplasma, divagem do DNA em fragmentos pequenos de 180 pb (“DNA 

laddering”) e liberação do citocromo c a partir da mitocôndria (Danon et al., 

2000; Balk & Leaver, 2001; Lam et al., 2001; Hoeberichts & Woltering, 2003).

O vírus Tomato spotted wilt virus (TSWV) é a espécie-tipo do gênero 

Tospovirus, integrante da família Bunyaviridae. Os tospovirus apresentam um 

enorme circulo de hospedeiros (mais de 1.000 espécies de plantas distribuídas 

em mais de 90 famílias botânicas), e são transmitidos na natureza pelo inseto 

vetor tripés de maneira circulativa propagativa. O genoma dos tospovirus é 

formado por três segmentos lineares de RNA, denominados L RNA, M RNA e S 

RNA. O L RNA possui polaridade negativa e contém uma única “open reading 

frame” (ORF), codificando a polimerase viral (L). O M RNA apresenta uma 

estratégia de codificação ambisenso, codificando a proteína não estrutural de 

movimento NSm no sentido viral e o precursor das glicoproteínas G1/G2 no 
sentido viral complementar. O S RNA também possui estratégia ambisenso, 

codificando a proteína não estrutural NSs no sentido viral, supressor do 
silenciamento pós-transcricional do RNA (Takeda et al., 2002), e a 

nucleoproteína (N) no sentido viral complementar.
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Os tospovirus estão entre os dez vírus mais prejudiciais em hortaliças e 

plantas ornamentais no mundo, podendo causar perdas anuais nas culturas de 

mais de um bilhão de dólares (German et al., 1992; Goldbach & Peters, 1996; 

Prins & Goldbach, 1998). O rápido espalhamento do vetor tripés, Frankliniella 

occidentalis, pelo mundo possivelmente contribuiu para este vasta 

disseminação. Uma das maneiras mais eficazes de controlar o vírus é o 

desenvolvimento de cultivares resistentes através da introgressão de genes de 

resistência naturais em genótipos comerciais. Em tomate, o gene Sw-5 foi 

identificado em Lycopersicon peruvianum, controlando a infecção sistêmica do 

TSWV, TCSV e GRSV (Stevens, 1964; Stevens et al., 1992). Em pimenta, 

foram identificados vários acessos de Capsicum chinense expressando 

resposta tipo RH após serem inoculados mecanicamente com TSWV, incluindo 

P1152225, P1159236 e CNPH275 (Black et al., 1991; Boiteux et al., 1993; 

Boiteux & de Ávila, 1994). Os estudos de herança conduzidos com esses 

acessos mostraram que a resistência desses genótipos é monogênica, 

dominante e está localizada no mesmo locus, chamado Tsw (Boiteux, 1995; 

Black et al., 1996; Moury et al., 1997). Entretanto, as espécies de tospovirus 
Tomato chlorotic spot virus (TCSV) e Groundnut ringspot virus (GRSV), quando 

inoculadas mecanicamente nestes genótipos, causaram infecção sistêmica 

(Boiteux & de Ávila, 1994). Recentemente, Roggero et al. (2002) relataram 

quebra da reação de resistência tipo RH de Capsicum chinense P1152252 ao 

TSWV. Isto aconteceu quando as plantas foram mantidas em altas 

temperaturas (>30°C) e dependeu do estágio de desenvolvimento da planta no 

momento da inoculação do vírus.

Neste artigo, foram investigados três genes do TSWV candidatos na 
elicitação da reação tipo hipersensibilidade em Capsicum chinense ‘P1159236’. 

Foram avaliados a expressão e os efeitos fenotípicos provocados pelos três 

genes do TSWV (nucleoproteína, proteína de movimento NSM e NSs) em 

plantas de C. chinense ‘P1159236’, usando o vetor de expressão baseado em 

Potato virus X (PVX).
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Materiais e métodos

Fonte do vírus e purificação do RNA viral
A espécie Tomato spotted wilt virus (TSWV-BR-01) (de Ávila et al., 1990) 

foi mantida em Nicotiana rústica mediante inoculação mecânica do extrato 

foliar, usando-se tampão fosfato de sódio 0,05 M e sulfito de sódio 0,01 M, pH 

7,0, em condições experimentais de casa de vegetação.

Os nucleocapsídeos do TSWV foram parcialmente purificados a partir 

das plantas de N. rústica infectadas sistemicamente com TSWV, conforme 

descrito por de Ávila et al. (1990). O RNA viral foi extraído a partir dos 

nucleocapsídeos virais usando-se o método Trizol (Invitrogen), seguindo-se as 

recomendações do fabricante. As manipulações com DNA e RNA foram 

executadas de acordo com Sambrook et al. (1989).

RT-PCR dos genes N, NSm e NSs do TSWV

As fitas de cDNA dos genes N, NSM e NSs do TSWV foram sintetizadas 
a partir do RNA purificado usando-se oligonucleotídeos anti-senso para cada 

gene (Tabela 1). Para as reações de retrotranscrição foi usada a enzima 

MMLV-RT (Invitrogen) e 100-500 ng do RNA viral purificado, de acordo com as 

instruções do fabricante. As reações foram mantidas a 37°C durante 1 hora.

Os cDNAs dos genes N, NSM e NSs do TSWV foram amplificados por 

PCR usando-se oligonucleotídeos específicos para cada gene (Tabela 1). As 

reações de amplificação foram realizadas no termociclador Mastercycler 

(Eppendorf) usando-se 2 pl do cDNA , 5 pl do tampão 10X Platinum High- 

Fidelity DNA polymerase (Invitrogen), 4 pl de 2.5 mM dNTP, 0.8 pl de 50 mM 

MgCh, 100 ng do oligonucleotídeo NTSWV1 e NTSWV2 para a amplificação do 
N, 100 ng do oligonucleotídeo NSmTSWVI e NSmTSWV2 para a amplificação 

do NSm e 100 ng do oligonucleotídeo NSsTSWVI e NSsTSWV2 para a 

amplificação do NSs (Tabela 1), 0.25 U da Platinum High-Fidelity DNA 

Polymerase (Invitrogen) e água, totalizando um volume de reação de 50 pl. As 

amostras foram inicialmente desnaturadas por 5 minutes a 94°C antes de 
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serem submetidas aos 30 ciclos de 94°C por 1 minute, 55°C por 1 minute e 

72°C por 1 minute.

Construção dos vetores de expressão recombinantes

Os produtos da PCR obtidos para os genes N, NSM e NSs do TSWV 

foram duplamente digeridos com as enzimas de restrição C/al e Sa/I, 

fragmentados por tamanho em gel de agarose 1 % e purificados a partir do gel 

de agarose (Sephaglass Band Prep Kit, Amersham/Bioscience) antes de serem 
ligados ao vetor de expressão binário pgR107 (PVX) (Jones et al., 1999), 

digerido com C/al e Sa/I. O vetor pgR107 expressa um RNA do PVX infeccioso 

através do promotor 35S do Cauliflower mosaic virus, após a introdução dentro 

das células das plantas utilizando inoculação de Agrobacterium tumefaciens 

cepa GV3101 (“agro-inoculação”) (Figura 1).

A clonagem dos fragmentos no vetor na orientação correta foi 

confirmada através de seqüenciamento automático dos clones recombinantes 

obtidos. Os plasmídeos recombinantes foram mantidos e propagados em 

Escherichia coli cepa XL-1 Blue e crescidos na presença do antibiótico 

canamicina (50 pg/ml). O DNA plasmidial das construções foi purificado a partir 

das culturas de E. coli mediante lise alcalina e foram usados para a 

transformação de A. tumefaciens cepa GV3101. As células bacterianas de A. 

tumefaciens cresceram durante dois dias a 28°C em placas contendo meio LB 

e ágar suplementadas com canamicina como agente seletivo. A seleção dos 

clones recombinantes foi realizada através de PCR de colônias usando-se os 

oligonucleotídeos específicos para cada gene (Tabela 1) e digestão dos DNAs 

plasmidiais dos clones com as enzimas de restrição C/al e Sa/I.
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Inoculação dos clones de A. tumefaciens recombinantes nas plantas alvo

As células de A. tumefaciens transformadas com as construções 

PVX+N, PVX+NSm e PVX+NSs, assim como o controle (A. tumefaciens 

transformada com o vetor pgR107 ou PVX), foram inoculadas com o auxílio de 

palito sobre as folhas cotiledonares de Capsicum chinense ‘PI159236’, Datura 

stramonium e Nicotiana benthamiana (2 a 5 folhas de idade). Nessas plantas, 

foram feitos de 2 a 6 furos nos cotilédones ou nas primeiras folhas verdadeiras 

(Figura 2). O desenvolvimento dos sintomas foi monitorado diariamente até 40 

dias após a inoculação. Como controles adicionais do experimento, foram 

inoculados mecanicamente em N. benthamiana e C. chinense os vírus TSWV 

BR-01 e PVX selvagens, individualmente.

ELISA e Western blotting
Todas as plantas inoculadas foram testadas quanto à expressão das 

proteínas N, NSm e NSs do TSWV, através de “double antibody sandwich 

enzyme-linked immunosorbent assay” (ELISA) (Clark & Adams, 1977) e 

Western blotting.
Para a técnica de Western blotting, os extratos da proteína total foram 

desnaturados e separados em gel SDS-PAGE descontínuo (Laemmli, 1970), e 

em seguida foram eletro-transferidos para membranas de PVDF. Os filtros 

foram bloqueados em leite em pó desnatado 2% diluído em PBS. Para a 

detecção das proteínas N, NSM e NSs, as membranas foram incubadas com 

anticorpos policlonais (1 pg/ml) contra essas proteínas durante toda a noite. Os 

complexos antígeno-anticorpo foram visualizados usando complexos da 

enzima alcalina fosfatase conjugada ao IgG anti-coelho e substrato NBT/BCIP.
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Resultados

Construção dos vetores de expressão recombinantes e inoculação nas plantas

O vetor binário baseado em PVX foi escolhido para testar três genes 

candidatos a elicitores da RH em C. chinense ‘P1159236’. Os vetores de PVX 

recombinantes, construídos através da clonagem dos genes N (PVX+N), NSM 

(PVX+NSm) e NSs (PVX+NSs) do TSWV no vetor pgR107 (pPVX) foram 
obtidos com sucesso. Após a transformação de A. tumefaciens cepa GV3101, 

seis clones foram inoculados nas plantas teste para a construção PVX+N, 

enquanto dois clones foram inoculados para PVX+NSm e PVX+NSs. Os 
primeiros sintomas nas plantas agro-inoculadas com pgR107 (pPVX) surgiram 

7 a 9 dias após a inoculação e consistiram de clorose internerval e mosqueado 

em D. stramonium (Figura 3A), clorose internerval e mosqueado em N. 

benthamiana (Figura 3B) e clorose internerval e formação de manchas 

necróticas sistêmicas com centro marrom-claro e borda marrom-escura em C. 

chinense ‘P1159236’ (Figura 4A). Esses sintomas foram idênticos aqueles 

causados pelo vírus selvagem de PVX. Somente algumas plantas do total de 

plantas inoculadas com as construções de PVX recombinantes exibiram 

sintomas, e a taxa de infecção não foi relacionada com o número de furos 

feitos nas folhas durante a inoculação.

Folhas de N. benthamiana sistemicamente infectadas, que haviam sido 

agro-inoculadas com pPVX e com as construções PVX+N (clones 3, 4, 5, 6, 7 e 

9), PVX+NSm (clones 1 e 2) e PVX+NSs (clones 5 e 8), foram usadas como 
fonte de inóculo para a inoculação mecânica em plantas de C. chinense 

‘P1159236’, D. stramonium e N. benthamiana (Tabelas 2 e 3).

Todas as 18 plantas inoculadas mecanicamente com extrato foliar 

infectado com pPVX desenvolveram sintomas de PVX (Tabela 2). Entretanto, a 

eficiência da infecção variou de acordo com a contrução recombinante 
inoculada. É desconhecido o fato da expressão de genes inseridos no vetor 

interferirem ou não com a infecção provocada pelo vetor PVX.
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Expressão dos genes do TSWV nas plantas

Foram coletadas folhas de cada planta inoculada para a realização dos 

testes de ELISA e Westen blotting. Os testes de ELISA mostraram que as 

plantas inoculadas com as três construções e com o controle estavam 

infectadas por PVX. As análises de ELISA e Western blotting realizadas com 

antissoros contra as proteínas N e NSs do TSWV, demonstraram que os genes 

N e NSs clonados no vetor pgR107, foram eficientemente expressos nas 

plantas de Capsicum chinense 'P1159236' e N. benthamiana (Figura 5). A 

expressão da proteína NSM do TSWV em C. chinense e N. benthamiana foi 

confirmada através de ELISA (dados não mostrados).

A expressão do gene N induziu reação tipo hipersensibilidade em C. chinense 

'P1159236’
As plantas de C. chinense *PI159236’ inoculadas com extrato foliar 

infectado com pPVX (pgR107) apresentaram mosqueado, clorose internerval e 

necrose sistêmica, sintomas idênticos aos causados pela infecção de PVX, 10- 

15 dias após a inoculação (dpi) (Tabela 3; Figura 4A), enquanto a inoculação 

com a construção PVX+N resultou no desenvolvimento de lesões locais 

cloróticas nas folhas inoculadas, aproximadamente 8 dpi (Figura 6). Esses 

pontos cloróticos evoluíram para pontos e manchas necróticas marrom-escuras 

e com bordas delimitadas espalhadas pela folha, 15-30 dias dpi (Figuras 4B, 6 

e 7A). Esses sintomas se localizaram em 1-3 folhas, ocorrendo abscisão foliar 

30-35 dpi (Figura 8), sintomatologia semelhante à reação de resistência tipo 

hipersensibilidade. Consistentemente, no início da expressão dos sintomas, 

essas plantas apresentaram sintomas típicos do PVX, mas em 30 dias após a 

inoculação, os sintomas de PVX desaparecerem. As folhas mais jovens 

tornaram-se completamente assintomáticas, ao passo que nas folhas velhas 

foram gradualmente aparecendo pontos cloróticos e necróticos a partir da 

ponta da folha até o pecíolo. Antes mesmo que os pontos necróticos 

atingissem a porção mediana da lâmina foliar, a folha caiu da planta. Este ciclo 

de aparecimento de pontos necróticos e abscisão foliar foi continuamente 

sendo observado durante o período avaliado. Então, a planta foi 

sistemicamente sendo infectada pelo PVX recombinante de modo que a lesões 
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apareceram continuamente nas folhas velhas. Por outro lado, C. chinense 

‘PI159236’ infectado com pPVX mostrou mosqueado e necrose, sintomas 

claramente distintos dos provocados por plantas inoculadas com PVX+N. A 

ausência de sintomas nas folhas jovens das plantas inoculadas com PVX+N 

sugeriram que a proteína N interferiu no desenvolvimento da infecção do PVX. 

Investigações adicionais precisam ser conduzidas com o intuito de 

compreender os mecanismos moleculares ocorridos nesta interação.

A expressão do gene NSm produziu sintomas típicos do PVX

As plantas inoculadas com a construção PVX+NSM foram infectadas 

sistemicamente. Foram observados sintomas típicos de PVX em plantas de C. 

chinense ‘P1159236’, D. stramonium e N. benthamiana inoculadas com 

PVX+NSm e com pPVX (Tabela 3). Neste experimento, nenhum sintoma 

adicional causado pela expressão do gene NSM foi observado quando 

comparado aos controles das plantas inoculadas com pPVX e com o PVX 

selvagem.

A expressão do gene NSs produziu necrose sistêmica severa

A inoculação de C. chinense, D. stramonium e N. benthamiana com a 

construção PVX+NSs causou necrose sistêmica severa em todas as plantas, 

13-15 dpi (Tabela 3; Figuras 9 e 10), frequentemente seguida pela necrose das 

folhas e hastes ou morte da planta. Ao serem inoculadas com o controle 

(pPVX), essas plantas mostraram clorose internerval e mosqueado (Tabela 3). 

A expressão do gene NSs intensificou os sintomas causados pelo PVX, 

sugerindo a ocorrência de sinergismo entre a proteína NSs do TSWV e o PVX.
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Discussão

Neste capítulo, foi descrita a ocorrência de sintomas semelhantes aos 

induzidos pela reação de hipersensibilidade (lesões locais necróticas seguida 

por abscisão foliar) em C. chinense ‘P1159236’, após inoculação com a 

construção PVX+N, sugerindo que a nucleoproteína do TSWV é a elicitora da 

RH nesta planta.
Diferentes proteínas virais têm sido identificadas como elicitores de 

avirulência, incluindo a RNA polimerase RNA dependente (Meshi et al., 1988; 

Hamamoto et al., 1997; Kim & Palukaitis, 1997; Padgett et al., 1997; Erickson et 

al., 1999), a proteína de movimento (Meshi et al., 1989; Weber et al., 1993; 

Weber & Pfitzner, 1998) e a proteína da capa (Bendahmane et al., 1995; 

Berzal-Herranz et al., 1995; Taraporewala & Culver, 1996; de Ia Cruz et al., 

1997). A proteína da capa (CP) do Tobacco mosaic virus (TMV) elicitou RH 

conferida pelo gene W de Nicotiana sylvestrís. Nessas plantas, o TMV ficou 

localizado nas células vizinhas às lesões necróticas formadas em estágios 

tardios da RH (Taraporewala & Culver, 1996). Em adição, a resposta mediada 

pela proteína da capa foi dependente de temperatura, pois RH e resistência 

ocorreram somente em temperaturas abaixo de 27°C (Kassanis, 1952; 

Chichkova et al., 2004). Recentemente, foi demonstrado que a proteína da 

capa do tobamovírus age como elicitora da resistência mediada tanto por L2 

quanto por L4 em Capsicum (Gilardi et al., 2004).

Por outro lado, foi relatado o primeiro exemplo de RNA não traduzível 

desencadeando resistência tipo RH em plantas infectadas por vírus (Szittya & 

Burgyán, 2001). Neste experimento, uma região formada por 860 nucleotídeos 

de parte da seqüência que codifica a capa proteica do RNA do tombusvírus 

Cymbidium ríngspot virus (CymRSV), foi responsável pela elicitação de 

resistência tipo RH em plantas de Datura stramonium.

A reação visual tipo RH em plantas de C. chinense ‘P1159236’ 

inoculadas com a construção PVX+N pode não ser causada pela expressão da 

proteína N, mas pelo RNA que codifica a proteína. A expressão das proteínas 

N, NSm e NSs em plantas de C. chinense foi confirmada pelas análises de 

ELISA e Western blotting, mas não foram suficientes para demonstrar 
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convincentemente que a proteína N elicitou RH. A construção de uma versão 

não traduzível do gene N será necessária para elucidar esta questão. A 

infecção do PVX selvagem e do pPVX em plantas de C. chinense ‘P1159236’ 

causou necrose sistêmica (Tabela 3). A ocorrência de sintomas necróticos 

pode interferir na avaliação apropriada da reação tipo hipersensibilidade. 

Entretanto, claras diferenças fenotípicas, baseadas nos sintomas foram vistas 

entre C. chinense inoculada com PVX e com PVX+N. As plantas inoculadas 

com pPVX mostraram mosqueado e desenvolvimento de lesões necróticas 

sistêmicas com as bordas irregulares escuras margeando centros marrom 

claros, enquanto as plantas inoculadas com PVX+N mostraram mosqueado e 

desenvolvimento de lesões necróticas menores marrom escuras com as bordas 

bem delimitadas, seguida por abscisão foliar. Indubitavelmente, as folhas 

superiores da planta pareciam estar sadias, ao passo que as folhas baixeiras 

apresentavam nítidos sintomas.

Com o intuito de provar a ocorrência de resistência tipo RH em C. 

chinense ‘PI159236’ induzida pela proteína N do TSWV, estudos adicionais 

usando-se técnicas bioquímicas e moleculares precisam ser conduzidos. As 

estratégias incluem a detecção de RH através de fragmentação do DNA (“DNA 

laddering”), “ion leakage”, presença de espécies de oxigênio reativas, análises 

citoquímicas através de microscopia óptica usando-se corantes como 

lactofenol-trypan blue e anilina blue e verificação da ocorrência de morte celular 

programada usando-se kits anti-apoptóticos baseados na medição da atividade 

da caspase.
No presente trabalho, mostrou-se que a inoculação da construção 

PVX+NSm em C. chinense, D. stramonium e N. benthamiana não causou 

nenhum sintoma distinto ao provocado pela inoculação com o controle pPVX. 

No entanto, a inoculação da construção PVX+NSs causou severos sintomas 

necróticos sistêmicos em C. chinense ‘P1159236’, D. stramonium e N. 

benthamiana, corroborando com a função da proteína NSs como supressora do 

silenciamento pós-transcricional do RNA (Takeda et al., 2002), possivelmente 

agindo como aceleradora da infecção do PVX.

Este estudo descreveu o uso do vetor binário baseado em PVX para 

investigar proteínas virais do TSWV envolvidas com a resistência tipo RH em 
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C. chinense ‘P1159236’. Este sistema tem sido empregado para induzir 

silenciamento pós-transcricional tanto de transgenes quanto de genes 

endógenos da planta através de co-supressâo, e representa uma eficiente 

ferramenta molecular para expressão transiente de genes exógenos no sistema 

vegetal (Jones et al., 1999; Thomas et a/., 2001). Este sistema de expressão 

viral possui grande potencial devido à facilidade na seleção dos recombinantes 

do PVX. Como nos ensaios de imunização usados em mamíferos, o vetor PVX 

expressa a proteína em qualquer parte da planta infectada, aumentando assim 

a quantidade de resposta do tecido da planta de um único sítio de injeção para 

toda a planta, permitindo que o vírus se espalhe. Todavia, este método não 

eliminou os sintomas necróticos típicos de PVX produzidos em C. chinense 

após a inoculação. O tipo de necrose provocado por pPVX e por PVX+N foi 

claramente distinto, especulando-se que os mecanismos celulares envolvidos 

na resposta necrótica foi essencialmente diferente. No caso das plantas 

infectadas por PVX+N, este mecanismo parece ter sido o da morte celular 

programada.

Este é o primeiro relato da identificação do gene do TSWV elicitor de RH 
em Capsicum chinense ‘PI159236’.
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Tabela 1. Oligonucleotídeos usados para amplificação dos genes N, NSM e NSs do TSWV por 

RT-PCR.

HQs sítios das enzimas de restrição (ATCGAT- C/al. GTCGAC- Sa/l) estão sublinhados abaixo 

das seqüências.

Gene Oligonucleotídeo

Orientação

do oligo Sequência1

N NTSWV1 Anterior 5' CCCATCGATATGTCTAAGGTTAAGCTC 3’

N NTSWV2 Reverso 5’ CCCGTCGACTTCAAGCAAGTTCTGCGAG  3’

NSm NSmTSWVI Anterior 5’ CCCGTTTAAACATCGATATGTTGACTCTTTTCG 3'

NSm NSmTSWV2 Reverso 5’ CCCGTCGACACTATATTTCATCAAAG 3’

NSs NSsTSWVI Anterior 5’ CCCCCATGGATCGATGTCTTCAAGTGTT  3’

NSs NSsTSWV2 Reverso 5' CCCGTCGACTTATTTTGATCCTGAACG 3’

Tabela 2. Freqüência do aparecimento dos sintomas de PVX em plantas inoculadas com 

extrato foliar de N. benthamiana infectada com pPVX e com as construções.

identificação dos clones recombinantes de cada construção. 
2pgR107 sem inserto.

3Número de plantas sintomáticas/número de plantas inoculadas.

Construção

PVX+N PVX+NSm PVX+NSs pPVXz

Clone1 3, 4, 5, 6, 7 e 9 1 e2 5e8 1 e2

Planta ínoculada

D. stramonium 8/123 2/4 4/4 6/6

N. benthamiana 8/12 4/4 4/4 3/3

C. chinense ‘P1159236’
1, , .———

12/36 5/8 6/8 9/9
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Tabela 3. Avaliação dos sintomas observados em plantas teste inoculadas mecanicamente

com extrato foliar infectado com pPVX e com as construções.

\ Construção

Planta teste

PVX+N PVX+NSm PVX+NSs pPVXe

PVX selvagem

D. stramonium

Pontos necróticos

Clorose 
internerval

Mosqueado

Clorose 
internerval

Mosqueado

Necrose 
sistêmica na 
folha e no caule

Morte da folha 
ou da planta

Clorose 
internerval

Mosqueado

N. benthamiana

Clareamento de 
nervuras

Mosqueado

Clareamento de 
nervuras

Clorose 
internerval

Mosqueado

Clorose

Enrugamento

Necrose 
sistêmica

Morte da folha 
ou da planta

Clareamento de 
nervuras

Clorose 
internerval

Mosqueado

C. chinense 
‘P1159236’

Lesões 
sistêmicas 
cloróticas e 
necróticas 
marrom escuras

Abscisão foliar

Clorose 
internerval

Mosqueado

Lesões 
sistêmicas 
irregulares 
necróticas com 
centro marrom 
claro delimitada 
por borda escura

Necrose severa 
na folha ou no 
caule

Clorose 
internerval

Mosqueado

Lesões 
sistêmicas 
irregulares 
necróticas com 
centro marrom 
claro circundado 
por borda escura
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Cia I / Sma I / Sal I (pgR107)

(~1OKb)

Kanamycin

Figura 1. Representação esquemática do vetor de expressão binário pgR107

LB= Borda esquerda de Agrobacteríum tumefaciens', RB= Borda direita de Agrobacterium 

tumefaciens, 35S= promotor de transcrição do Cauliflower mosaic virus (CaMV); RdRp= RNA 

polimerase RNA dependente do Potato virus X (PVX); 25K, 12K e 8K= proteínas de movimento 

do PVX (“triple-gene block”); CP promotor= promotor do gene da capa proteica do PVX; CP= 

proteína da capa do PVX; Nos= terminador de transcrição do gene nopalina sintase. Esta figura 

foi obtida do website http://www.sainsburv-laboratory.ac.uk/David .

Figura 2. Agro-inoculação do vetor pgR107 (pPVX) recombinante em folhas de Nicotiana 

benthamiana

http://www.sainsburv-laboratory.ac.uk/David
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Figura 3. Sintomas da infecção causada por pPVX (pgR107): (A) Clorose internerval e 

mosqueado em folha de Datura stramonium. (B) Clorose internerval e mosqueado em folha de

Figura 4. A. Clorose internerval e lesões necróticas sistêmicas irregulares marrom claras 

delimitadas por bordas escuras (setas pretas) em Capsicum chinense 'P1159236’ induzidas por 

pPVX (pgR107). B. Lesões necróticas pequenas rendondas marrom escuras (setas brancas) 

em Capsicum chinense 'P1159236’ induzidas por PVX+N.
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2B,B kDa ->

Proteína N
M S PVX 5 6

Proteína NSs 
10 11

Figura 5. Resultado do Western blotting realizado com Capsicum chinense ‘P1159236’ e 

Nicotiana benthamiana inoculadas com pPVX, PVX+N e PVX+NSs M = Marcador de massa 

molecular de proteínas; S = C. chinense sadia; PVX = C. chinense inoculada com pPVX; 5 = 

Poço do gel com C. chinense inoculada com a construção PVX+N; 6 = Poço do gel com N. 

benthamiana inoculada com a construção PVX+N; 10 = Poço do gel com N. benthamiana 

inoculada com a construção PVX+NSs; 11 = Poço do gel com C chinense inoculada com a 

construção PVX+NSs; Proteína N = Antissoro contra a proteína N do TSWV; Proteína NSs = 

Antissoro contra a proteína NSs do TSWV.

Figura 6. Desenvolvimento de lesões sistêmicas cloróticas (setas brancas) e necróticas (setas 
pretas) em Capsicum chinense 'P1159236' inoculada com PVX+N.
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Figura 7. A. Capsicum chinense 'PI159236’ inoculada com PVX+N mostrando lesões 

sistêmicas típicas do pPVX (pgR107) (setas pretas) e do PVX+N (setas brancas). B. Lesões 

locais necróticas induzidas pelo Tomato spotted wilt virus em Capsicum chinense P1159236’ 

(setas pretas).

Figura 8. Ocorrência de abscisâo foliar (setas brancas) em Capsicum chinense ‘P1159236’ 

inoculada com PVX+N.
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Figura 9. Desenvolvimento de necrose sistêmica seguida por morte da folha em Datura 
stramonium inoculada com PVX+NSs.

Figura 10. Desenvolvimento de necrose sistêmica seguida por morte da folha ou da planta em
Nicotiana benthamiana inoculada com PVX+NSs
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ANÁLISES CONCLUSIVAS

Esta tese foi desenvolvida em duas linhas de pesquisa fundamentais 

para o conhecimento das interações tospovírus-vetor e tospovírus-planta. A 

primeira parte abordou a determinação e análise das sequências das 

glicoproteínas de duas espécies de tospovirus com ocorrência no Brasil, TCSV 

e GRSV, seguida pela comparação destas com as glicoproteínas de outras 

espécies de tospovirus. A segunda parte consistiu da identificação do provável 

gene de avirulência do TSWV responsável pela indução da reação de 

resistência tipo hipersensibilidade em C. chinense ‘P1159236’.

As glicoproteínas virais G1 e G2 dos tospovirus desempenham função 

crucial durante a transmissão do vírus pelo inseto vetor tripés, provavelmente 

interagindo com receptores presentes na superfície das células do intestino 

desses insetos. Até o momento, dentre as seis espécies de tospovirus com 

ocorrência no Brasil, somente foi relatada a sequência de nucleotídeos do gene 

precursor das glicoproteínas da espécie-tipo TSWV.

No Capítulo 2 deste trabalho, foram determinadas as seqüências de 

nucleotídeos da região intergênica do M RNA e dos genes precursores das 

glicoproteínas das espécies de tospovirus TCSV e GRSV. As comparações de 

nucleotídeos e aminoácidos entre estas seqüências revelaram alto grau de 

identidade de aminoácidos (92%) entre as seqüências dos precursores das 

glicoproteínas do TCSV e GRSV. Quando as mesmas seqüências foram 

comparadas com as dos precursores de outras espécies de tospovirus, 

observou-se maior identidade com TSWV, ou seja, 81% entre TCSV e TSWV e 

79% entre GRSV e TSWV. Entretanto, o resultado da comparação das 

seqüências de nucleotídeos da região intergênica do M RNA do TCSV e 
GRSV, mostrou menor grau de identidade (78%).

A análise da predição de domínios dos precursores das glicoproteínas 

do TCSV.e GRSV revelou padrão muito similar entre elas, diferindo apenas na 

posição dos aminoácidos que delimitam os sítios transmembrânicos e os sítios 
de N-glicosilação. Ambas as espécies apresentaram seqüências peptídeo-sinal 

com sítios de divagem no aminoácido 36 localizado na região N-terminal dos 
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precursores, assim como cinco domínios transmembrânicos e seis sítios de N- 

glicosilação. As análises da predição de motivos demonstraram a presença do 

motivo RGD nos precursores das glicoproteínas das duas espécies, localizados 

na mesma posição de aminoácido em ambos os precursores.

As análises filogenéticas foram executadas, baseando-se no 

alinhamento das seqüências de aminoácidos dos precursores das 

glicoproteínas do TCSV e GRSV com a dos tospovirus disponíveis no banco de 

dados, assim como no alinhamento das seqüências de nucleotídeos da região 

intergênica do M RNA de várias espécies de tospovirus. As duas árvores 

filogenéticas construídas mostraram a formação de um único agrupamento 

para TCSV e GRSV, próximo ao TSWV e INSV e distante dos agrupamentos 

das demais espécies (GBNV, WSMV e IYSV). As análises filogenéticas 

baseadas nas glicoproteínas e na região intergênica do M RNA dos tospovirus 

obtidas neste trabalho ajudam a explicar a prevalência geográfica dos 

tospovirus e corroboram os resultados de análises baseadas nas proteínas N e 

NSm, realizados por Silva et al. (2001). Estes autores sugeriram o agrupamento 

das espécies de tospovirus em dois grandes grupos, denominados “Grupo 

Americano” e “Grupo Eurasiano”, sendo que TCSV e GRSV efetivamente 

fazem parte do “Grupo Americano”.
Considerando-se as similaridades de seqüência e topologia das 

glicoproteínas, assim como resultados dos estudos de transmissão pelo tripés 

(Nagata et al., 2004) entre as espécies TCSV e GRSV, este trabalho propõe a 

necessidade de revisão dos parâmetros de taxonomia dos tospovirus 

referentes à demarcação de espécies adotados atualmente. À medida que as 

seqüências das proteínas das várias espécies de tospovirus vão sendo 

determinadas, novos critérios de classificação de espécies de tospovirus 

possivelmente serão incluídos, como a identidade de seqüências de proteínas 

virais estruturais (glicoproteínas e polimerase) e não-estruturais (NSM, NSs e 
região intergênica) dos tospovirus.

Os resultados produzidos nesta tese serão importantes em experimentos 
de determinação da estrutura terciária das glicoproteínas e caracterização de 

seus domínios funcionais, na produção de anti-soros contra as glicoproteínas 

de TCSV e GRSV, usados para fins de detecção e, principalmente, na 

promoção de estudos de interação entre as glicoproteínas e os receptores 
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presentes dentro do corpo do tripés, por exemplo mediante o uso da técnica 

“yeast-two-hybrid-system”.

Nos últimos tempos, o estudo das interações patógeno-hospedeiro tem 

sido um dos temas científicos mais investigados em vários patossistemas. A 

descoberta da reação de hipersensibilidade ao TSWV em Capsicum chinense 

‘P1159236’ foi inicialmente relatada por Black et al. (1991). O gene de 

resistência responsável por esta interação na planta foi identificado e mapeado 

(Tsw), e vem sendo utilizado em programas de melhoramento genético no 

Brasil (Boiteux & de Ávila,1994; Boiteux et al., 1995). Por outro lado, a 

identificação do gene de avirulência do patógeno permanecia desconhecida. 

No Capítulo 3, foram observados os efeitos da expressão de três genes 

(nucleoproteína, NSM e NSs) do TSWV em C. chinense ‘PI159236’, visando a 

identificação do gene de avirulência do TSWV responsável pela RH. Os 

resultados obtidos, baseados em sintomatologia, indicaram que o gene N 
(nucleoproteína) é o provável gene de avirulência do TSWV elicitor de RH em 

C. chinense ‘P1159236’, ou contribui como integrante de um complexo de 

proteínas que interagem com o produto do gene Tsw para que esta reação 

ocorra. A expressão do gene N foi comprovada na planta de C. chinense 

‘PI159236’ através de “western blot” e foram observados nas plantas agro- 

inoculadas com a construção PVX+N os sintomas típicos de RH, como o 

aparecimento de lesões necróticas espalhadas pela folha, seguida de abcisão 

foliar, aproximadamente 15 dias após a inoculação.

As informações geradas nesta tese permitirão que experimentos 

adicionais possam ser conduzidos visando comprovar a descoberta do gene de 

avirulência do TSWV elicitor de RH em C. chinense ‘PI159236’. Várias técnicas 

poderão ser usadas para este fim, incluindo: microscopia óptica dos tecidos 
foliares com RH, visualização da fragmentação do DNA (“DNA laddering”), 

“Northern blot” usando proteínas PR como sondas, medição da condutividade 

de íons na folha que apresenta RH (presença de espécies de oxigênio 
reativas), deleções ou mutações no gene de avirulência e posterior expressão 

desses mutantes usando vetores de expressão.

As interações proteína-proteína são um componente chave das trocas 

de respostas ocorridas entre plantas e patógenos na luta pela sobrevivência, 
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definindo o sucesso da batalha por parte das plantas (resistência) ou por parte 

do patógeno (doença). A descoberta das proteínas que interagem entre si 

numa reação de resistência representa o primeiro passo para a elucidação da 

complexa rede de vias metabólicas envolvidas nessas interações. O 

conhecimento dos intermediários bioquímicos integrantes de uma reação de 

resistência a um patógeno constituirá uma ferramenta importante para o 

controle deste patógeno no futuro. O homem poderá interferir na cadeia de 

reações bioquímicas que provocam determinada doença. Deste modo, este 

trabalho contribuiu na geração de informações essenciais para a compreensão 

da interação proteína-proteína, ocorrida durante a reação de hipersensibilidade 

no sistema TSVW-Capsicum chinense ‘PI159236’.
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