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RESUMO GERAL  
 

DE ARAUJO, Amanda Cristina. Dinâmica transcricional em plantas transgênicas 
superexpressando genes relacionados à imunidade vegetal. 2024. 162p. Tese (Doutorado 
em Biologia Molecular) - Universidade de Brasília, Brasília-DF.  

 

Os efeitos negativos do estresse biótico e abiótico na produtividade agrícola variam 
de acordo com a cultura hospedeira, o patógeno e as condições ambientais. Esses impactos 
têm amplas consequências econômicas para o setor agrícola e para a segurança alimentar 
global. Para mitigar as perdas devastadoras causadas por esses estresses na agricultura, as 
abordagens biotecnológicas para a melhoria das culturas tornaram-se uma estratégia 
proeminente. Nesse contexto, a exploração e identificação de genes candidatos em espécies 
de plantas silvestres é particularmente relevante, pois essas plantas, devido à sua 
coevolução com patógenos e estresses abióticos, servem como um reservatório de 
diversidade genética. Os genes de defesa incluem aqueles que conferem proteção contra 
estresses bióticos, como os genes R, que interagem diretamente com os genes Avr nos 
patógenos. Diversos genes também desempenham papéis cruciais na tolerância a condições 
ambientais adversas e aos estresses abióticos associados. O objetivo deste estudo foi 
identificar e analisar o comportamento de genes relacionados à defesa sob diferentes 
condições de estresse, utilizando a planta modelo Arabidopsis thaliana. Por meio da 
transformação genética, técnicas de fenotipagem e sequenciamento de transcriptoma, 
avaliou-se o comportamento de várias categorias de genes candidatos em resposta a 
estresses bióticos (Meloidogyne incognita e Fusarium oxysporum f. sp. conglutinans), 
estresse abiótico (seca) e a combinação de estresses bióticos e abióticos. Nos sistemas 
estudados, a supressão dos genes AdEXLB8, que codifica uma proteína expansina em 
Arachis duranensis, e AsTIR19, um gene NLR truncado de Arachis stenosperma , resultou 
em respostas de defesa eficazes, induzindo mudanças transcricionais estatisticamente 
significativas nas plantas transgênicas. Os resultados obtidos por meio das análises in 
planta dos papéis desses genes candidatos destacam seu potencial para a melhoria das 
culturas, aumentando a resistência aos estresses bióticos, abióticos e combinados. 

 
Palavras-chave: Arachis duranensis, Arachis stenosperma, estresse biótico, 

estresse abiótico, murcha de Fusarium, nematoide das galhas, seca, defesa vegetal. 
     



 

GENERAL ABSTRACT  

DE ARAUJO, Amanda Cristina. Transcriptional dynamics in transgenic plants 

overexpressing immunity-related genes. 2024. 162p. Thesis (Ph.D. in Molecular Biology) – 

University of Brasília, Brasília-DF. 

 

The negative effects of biotic and abiotic stress on agricultural productivity vary 

according to crop host, pathogen and environmental conditions. These impacts have far-

reaching economic consequences for the agricultural sector and for global food security. To 

mitigate devastating losses caused by such stresses in agriculture, biotechnological approaches 

for crop improvement have become a prominent strategy. In this context, the exploration and 

identification of candidate genes from wild plant species is particularly relevant, as these plants, 

due to their coevolution with pathogens and abiotic stresses, serve as a reservoir of genetic 

diversity.  Of the numerous defense genes that confer protection against biotic stresses, NLR R 

genes can directly or indirectly interact with Avr genes in pathogens to initiate effector-triggered 

immunity (ETI). Numerous other genes also play crucial roles in providing tolerance to adverse 

environmental conditions and associated abiotic stresses. The aim of this study was to analyze 

the behavior of defense-related genes in the model plant Arabidopsis thaliana under different 

stress conditions. The behavior of various categories of candidate genes in response to biotic 

stresses (Meloidogyne incognita and Fusarium oxysporum f. sp. conglutinans), abiotic stress 

(drought), and combined biotic and abiotic stresses was evaluated following genetic 

transformation, phenotyping and transcriptome analysis. Across the studied systems, the 

overexpressed genes AdEXLB8, which encodes an expansin protein from Arachis 

duranensis, and AsTIR19, which is a truncated NLR gene from Arachis stenosperma, each 

resulted in effective defense responses, inducing statistically significant transcriptional changes 

in transgenic plants. The results obtained through the in-planta analyses highlight the potential 

of the candidate genes in crop improvement for enhancing resistance to biotic abiotic and 

combined stresses. 

 

Keywords: Arachis duranensis, Arachis stenosperma, biotic stress, abiotic stress, 

Fusarium wilt, root-knot nematode, drought, plant defense 
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Capítulo 1- Referencial Teórico 

INTRODUÇĀO 
 

A produtividade agrícola é a medida da eficiência com que os recursos disponíveis são 

utilizados para gerar produtos agrícolas. Esse indicador depende de vários fatores, e é 

importante para garantir a segurança alimentar e o desenvolvimento econômico e social de uma 

nação (Schreyer & Pilat, 2001). 

A agropecuária é um dos pilares da economia brasileira, representando parcela 

significativa do PIB e das exportações do país. Segundo dados do MAPA (2024), em 2023, o 

agronegócio respondeu por 49% de todo o valor exportado pelo Brasil, atingindo um recorde 

de US$ 166,55 bilhões em exportações do setor. No mesmo ano, a atividade Agropecuária 

(lavouras e pecuária) cresceu 15,1% em volume, impulsionando o PIB nacional. Com isso, o 

agronegócio brasileiro (incluindo insumos, produção, agroindústria e serviços) passou a 

representar cerca de 23,8% do PIB do país em 2023. Este desempenho excepcional deve-se 

principalmente a safras recordes e à expansão da produtividade em diversas cadeias produtivas, 

consolidando o Brasil como líder global em vários produtos agropecuários.  

No entanto, a produtividade agrícola brasileira ainda enfrenta diversos desafios para se 

manter competitiva e sustentável. Um desses desafios é a ocorrência de estresses bióticos e 

abióticos que afetam negativamente o rendimento das culturas. Os estresses bióticos são 

causados por organismos vivos que interagem com as plantas de forma prejudicial, como 

pragas, doenças e plantas daninhas. Já os estresses abióticos são causados por fatores ambientais 

que limitam o crescimento das plantas ou induzem danos fisiológicos, ou morfológicos nas 

mesmas. Alguns exemplos de estresses abióticos são: seca, salinidade, temperatura, luz e metais 

pesados (Lanna et al., 2021). 

Para garantir a segurança alimentar a uma população crescente, é essencial estabelecer 

estratégias eficazes de manejo e controle integrado de pragas e doenças de plantas. O trigo, que 

fornece mais de 20% das calorias e proteínas da dieta humana, é um exemplo crítico. 

Anualmente, patógenos e pragas causam uma redução de 20% na produção global. Em outras 

culturas esses valores podem ser ainda maiores, como o arroz (31,3%), milho (30,1%) e batata 

(32,0%). As perdas variam dependendo da cultura e da localização. No entanto, estudos 

recentes indicam que regiões com déficit alimentar e populações em crescimento acelerado 

enfrentam perdas mais frequentemente, especialmente onde pragas e doenças estão emergindo 

ou reemergindo (Savary et al., 2019). 



 

Diante desse cenário, é fundamental investir em estratégias para aumentar a resistência 

ou a tolerância das plantas aos estresses. Uma dessas estratégias é a biotecnologia aplicada à 

agricultura. A biotecnologia consiste no uso de técnicas que permitem manipular organismos 

vivos ou seus componentes para obter produtos ou processos úteis para o homem (Wieczorek, 

2003). A biotecnologia pode contribuir para melhorar a produtividade agrícola por meio da 

geração de cultivares transgênicas ou geneticamente modificadas (GM), que possuem genes 

introduzidos artificialmente que conferem características desejáveis às plantas (Buckwell & 

Moxey, 1990). Entretanto, antes de qualquer modificação genética, é essencial identificar os 

genes e as vias moleculares envolvidas na imunidade vegetal. 

Neste sentido, a prospecção e identificação de genes de defesa oriundos de plantas 

silvestres é uma estratégia promissora. Essas plantas mantêm uma relação de coevolução com 

patógenos e, por isso, são consideradas uma importante fonte de diversidade genética e 

resistência. 

Muitos genes contribuem para a proteção das plantas contra condições adversas 

externas. Estes incluem genes relacionados à defesa contra estresse biótico, como os genes R, 

que interagem diretamente de maneira específica com os genes Avr dos patógenos, bem como 

genes que proporcionam defesa contra estresse abiótico, auxiliando as plantas a tolerar 

condições ambientais desfavoráveis (Dodds, 2023; Fitzgerald et al., 2011). 

O gênero Arachis, que compreende cerca de 80 espécies silvestres além da espécie 

cultivada Arachis hypogaea L., representa uma fonte promissora de genes de resistência, devido 

à sua adaptação natural a condições ambientais adversas e à sua rica diversidade genética 

(Bertioli et al., 2016; Brasileiro et al., 2015). A exploração dessa diversidade pode contribuir 

significativamente para o desenvolvimento de cultivares mais resilientes, especialmente frente 

aos desafios impostos pelas mudanças climáticas e à crescente demanda por alimentos. 

Apesar dos avanços recentes na identificação de genes de resistência em culturas 

comerciais, ainda existem lacunas significativas no conhecimento sobre os mecanismos 

moleculares ativados após a inserção de transgenes, sobretudo em contextos de múltiplos 

estresses. Poucos estudos avaliaram de forma abrangente os impactos funcionais desses genes 

em plantas transgênicas submetidas simultaneamente a fatores bióticos e abióticos, mesmo em 

espécies-modelo como Arabidopsis thaliana. Essa limitação compromete a aplicação eficiente 

desses genes em programas de melhoramento genético. 

Diante desse cenário, este estudo objetivou identificar e analisar o comportamento de 

genes candidatos relacionados à defesa provenientes de espécies silvestres de Arachis sp. sob 

diferentes condições de estresse biótico e abiótico. Utilizando a planta modelo Arabidopsis 



 

thaliana em interação com os patógenos Fusarium oxysporum f. sp. conglutinans e 

Meloidogyne incognita, foram aplicadas técnicas de transformação gênica, fenotipagem e 

sequenciamento de transcritos para avaliar a resposta de diversas categorias de genes de 

resistência e defesa frente aos danos causados por esses estresses, isoladamente e em 

combinação com seca. A análise funcional dos genes AsTIR19, um NLR truncado de Arachis 

stenosperma, e AdEXLB8, uma proteína expansina de A. duranensis, revelou mudanças 

transcricionais significativas, indicando seu potencial no aprimoramento da tolerância das 

plantas a múltiplos desafios ambientais. Dessa forma, os achados deste trabalho podem 

contribuir para estratégias mais eficazes de melhoramento genético, com o objetivo de obter 

cultivares mais produtivas e adaptadas a cenários agrícolas cada vez mais adversos.  



 

 

OBJETIVO GERAL  
 

Investigar os mecanismos moleculares e fenotípicos associados à superexpressão de 

genes candidatos de resistência provenientes de espécies silvestres de Arachis em resposta a 

estresses bióticos e abióticos na planta modelo A. thaliana, visando compreender suas funções 

na modulação das respostas de defesa vegetal.  

 

3.1. Objetivos específicos  

  

a) Caracterizar a resposta fisiológica e molecular de Arabidopsis thaliana 

superexpressando genes candidatos associados à resistência contra estresses bióticos e 

abióticos, avaliando sua influência nos mecanismos de defesa da planta. 

b) Avaliar a interação entre A. thaliana transgênica e o fungo Fusarium 

oxysporum f. sp. conglutinans, analisando a ativação de respostas imunes e os impactos 

no desenvolvimento da doença. 

c) Identificar de que forma os genes estudados conferem maior eficácia na 

resistência a múltiplos estresses, correlacionando suas funções biológicas com a 

capacidade de indução das defesas da planta. 

d) Examinar os padrões de expressão de genes reguladores das principais 

vias de defesa hormonal, como ácido salicílico (SA), jasmonato (JA), etileno (ET) e 

ácido abscísico (ABA), para elucidar os mecanismos moleculares acionados pela 

superexpressão dos genes estudados. 

e) Investigar a interação entre estresses bióticos e abióticos em plantas 

transgênicas, analisando possíveis efeitos sinérgicos ou antagônicos na resposta da 

planta, com foco nos mecanismos de crosstalk entre as vias de defesa hormonal. 

f) Investigar as redes de coexpressão gênicas associadas aos genes de 

defesa, utilizando análise dos dados transcriptômicos para identificar genes 

moduladores e possíveis vias secundárias envolvidas na resposta ao estresse. 

  



 

REVISÃO DE LITERATURA  

  

A agricultura enfrenta desafios crescentes devido a fatores como mudanças climáticas, 

disseminação de patógenos e práticas agrícolas intensivas. Esses fatores impactam diretamente 

a produtividade agrícola, com estresses bióticos e abióticos frequentemente interagindo de 

maneira sinérgica, agravando os danos às plantas. Para lidar com essas ameaças, plantas 

possuem sistemas imunológicos complexos que integram redes de percepção, sinalização e 

resposta molecular. Entender como essas redes operam é fundamental para o desenvolvimento 

de estratégias que aumentem a resiliência das culturas agrícolas. 

Entre os mecanismos de defesa das plantas, destacam-se os sistemas baseados em 

proteínas NLR (Nucleotide-binding site Leucine-rich repeat), que reconhecem efetores 

patogênicos e desencadeiam fortes respostas de defesa. Paralelamente, outras proteínas como 

as expansinas têm sido associadas à adaptação estrutural e metabólica frente a estresses bióticos 

e abióticos, sugerindo que sua modulação também pode conferir vantagens em cenários de 

estresse combinado. 

A crescente aplicação de ferramentas moleculares, como RNA-Seq, permitiu avanços 

significativos na caracterização e manipulação de genes relacionados à imunidade e à adaptação 

ao estresse em plantas. Isso tem possibilitado não apenas a compreensão dos mecanismos de 

defesa vegetal, mas também a implementação de estratégias para aumentar a tolerância a 

ambientes adversos.  

No entanto, as interações entre diferentes estresses e a plasticidade molecular associada 

a esses ainda são pouco exploradas. Este capítulo revisa a literatura sobre os principais 

mecanismos de defesa vegetal contra patógenos e estresses abióticos, bem como o papel de 

genes NLR e expansinas.  

 

4.1 Impacto provocados por fungos na agricultura global   

Em 2023, a série norte-americana "The Last of Us", produzida pela HBO, foi uma das 

produções mais indicadas ao Emmy. A narrativa da série retrata um cenário distópico, no qual 

um fungo disseminado globalmente leva o mundo ao caos. Apesar de exagerada, a narrativa 

destaca um ponto real: os fungos são ameaças crescentes. Eles não apenas infectam seres 

humanos, causando diversas doenças, como também afetam significativamente a agricultura. 

Podem destruir ecossistemas agrícolas inteiros, ameaçar a subsistência de milhões de pessoas e 

provocar crises sociais (Fisher et al., 2020).  



 

Historicamente, fungos já causaram eventos catastróficos, como a fome da batata 

irlandesa no século XIX, provocada pelo fungo Phytophthora infestans. Esse episódio resultou 

na morte de aproximadamente um milhão de pessoas e levou à migração de milhões (Boyce, 

2010). Atualmente, essas ameaças continuam relevantes. Segundo a Organização das Nações 

Unidas para Agricultura e Alimentação (FAO), a produção global de alimentos precisará 

aumentar em 50% até 2050 para atender à demanda crescente. No entanto, cerca de 40% das 

colheitas já são perdidas, a cada ano, devido a pragas e doenças. Tais perdas representam 

prejuízos estimados em US$ 220 bilhões e a perda de alimentos suficientes para alimentar entre 

600 milhões e 4 bilhões de pessoas a cada ano (FAO, 2023; Fisher et al., 2012; Stukenbrock 

and Gurr, 2023). 

Adicionalmente, as perdas pós-colheita agravam a insegurança alimentar, especialmente 

em países em desenvolvimento com infraestrutura precária para distribuição. Estima-se que 

fungos sejam responsáveis por cerca de 50% dessas perdas, impactando significativamente as 

regiões mais vulneráveis (Stukenbrock & Gurr, 2023). Eventos climáticos extremos 

intensificam essa situação, favorecendo a proliferação de patógenos fúngicos, como Fusarium 

oxysporum que prosperam em ambientes quentes e úmidos(Sillmann & Sippel, 2020). Além 

disso, a globalização e o comércio internacional aceleram a disseminação dessas doenças, como 

visto na expansão do F. oxysporum raça tropical 4 (TR4) em plantações de banana e da ferrugem 

amarela (Puccinia striiformis) em lavouras de trigo, em áreas antes livres desses patógenos 

(Elad and Pertot, 2014; Ramya et al., 2015; Yadav et al., 2019a; IPCC, 2021). 

Entre os fungos mais devastadores, F. oxysporum que se destaca por sua alta 

adaptabilidade e persistência no solo. Este fungo, destacado como um dos 10 mais importantes 

do mundo (Dean et al., 2012), infecta as plantas por meio das raízes. Ele causa a murcha 

vascular, uma doença que bloqueia o transporte de água e nutrientes. Como resultado, pode 

inutilizar áreas agrícolas por décadas (Michielse & Rep, 2009; García-Bastidas et al., 2019). 

Uma das cepas mais preocupantes é a TR4, que ameaça variedades de banana como a 

Cavendish, essencial para o comércio global (Dale et al., 2017; Siamak & Zheng, 2018). A 

disseminação dessa doença é agravada por diversos fatores. Entre eles, destacam-se a prática 

de monoculturas, o uso de técnicas agrícolas inadequadas e a ausência de cultivares resistentes. 

Esses fatores aumentam a pressão da doença e favorecem o surgimento de cepas mais agressivas 

(FAO, 2023; Singh et al., 2023). 

 

 

 



 

4.2 Fusarium oxysporum 

 

Características gerais, ciclo de vida e interação com plantas hospedeiras 

     

F. oxysporum, pertencente ao filo Ascomycota, é um fungo amplamente distribuído em 

solos agrícolas e reconhecido por seu impacto em diversas culturas de interesse econômico 

(Joshi, 2018; Rana et al., 2017). No ambiente, sobrevive como clamidósporos — estruturas 

espessas e altamente resistentes — capazes de persistir por anos, mesmo na ausência de 

hospedeiros. Sua habilidade de infectar uma ampla variedade de plantas o torna um dos agentes 

etiológicos mais relevantes no contexto de doenças vasculares. A murcha de Fusarium é um 

exemplo, afetando culturas essenciais como tomate, banana, algodão e melão. Essas infecções 

causam perdas expressivas de produtividade (Agrios, 2005; Gordon, 2017) 

O complexo de F. oxysporum é constituído por inúmeras linhagens com distintos graus 

de especialização. Variam desde formas saprofíticas até patógenos altamente adaptados, 

classificados em mais de 100 formae speciales (f. sp.), cada uma com especificidade por 

determinados hospedeiros vegetais (Gordon & Martyn, 1997). Exemplos incluem F. oxysporum 

f. sp. lycopersici, que afeta tomateiros, e f. sp. cubense, agente do Mal do Panamá em bananeiras 

(Ordonez et al., 2015; Edel-Hermann & Lecomte, 2019; Srinivas et al., 2019). Embora sejam 

morfologicamente similares, essas linhagens especializadas nem sempre pertencem a grupos 

monofiléticos. Isso indica que a capacidade de patogenicidade pode ter surgido de forma 

convergente, por meio de eventos evolutivos independentes (Arroyo-García et al., 2003; van 

Dam & Rep, 2017).  

Essa plasticidade adaptativa tem sido atribuída à ocorrência de transferência horizontal 

de cromossomos acessórios — segmentos genômicos que codificam genes relacionados à 

virulência (van Dam & Rep, 2017). Tais cromossomos não são universais, mas sua aquisição 

pode conferir patogenicidade a linhagens antes saprofíticas. Em F. oxysporum f. sp. lycopersici 

(Fol), por exemplo, a introdução experimental desses cromossomos em cepas não patogênicas 

resultou na aquisição da capacidade de causar doença em tomate (Ma et al., 2010). Estudos 

filogenéticos recentes sugerem uma divisão do complexo F. oxysporum (FOSC) em dois 

grandes grupos, PS1 e PS2, sendo este último associado à maioria das linhagens patogênicas 

(Laurence et al., 2014). 

O ciclo de vida de F. oxysporum é exclusivamente assexuado (anamorfo), sem 

evidências da existência de estágio sexual (teleomorfo) (Gordon, 2017). O fungo produz 

macroconídios (alongados e multisseptados, em esporodóquios), microconídios (menores, 



 

elípticos, de hifas aéreas) e clamidósporos (espessos e arredondados). Enquanto macro e 

microconídios atuam na dispersão — por água, solo, ferramentas ou vetores — os 

clamidósporos asseguram a sobrevivência em ausência de hospedeiros (Ajmal et al., 2023).  

A infecção tem início na rizosfera, onde esporos são ativados por exsudatos radiculares 

(Turrà & Di Pietro, 2015). A penetração ocorre por regiões jovens da raiz, ferimentos ou pontos 

de emergência, sendo facilitada pela ação de enzimas hidrolíticas (CWDEs), como pectinases, 

poligalacturonases e xilanases. Além disso, proteases e lipases degradam componentes 

estruturais das células vegetais. Embora essas enzimas sejam importantes, estudos com 

mutantes indicam que a deleção de genes individuais raramente elimina a virulência, mas 

mutações combinadas podem reduzi-la significativamente. Por exemplo, a inativação 

simultânea dos genes PG1 (polygalacturonase 1) e PGX6 (polygalacturonase X6) reduziu a 

agressividade em tomateiros. Fatores regulatórios como SNF1 e os fatores de transcrição 

CTF1/CTF2 controlam a expressão desses genes (Di Pietro et al., 2003a). 

Outro componente-chave da patogenicidade são os metabólitos secundários. O ácido 

fusárico é produzido por várias formae speciales de Fusarium. Ele atua aumentando a 

permeabilidade das membranas celulares, quelando íons metálicos essenciais e desregulando o 

equilíbrio hídrico das plantas (Bacon et al., 1996; López-Díaz et al., 2018). Em Musa spp., sua 

ação pode reduzir a condutância estomática em até 40%, agravando os sintomas de murcha e 

clorose (Dong et al., 2012). A síntese do ácido fusárico é controlada por um cluster gênico 

denominado FUB. A deleção de genes como FUB1 e FUB4 compromete severamente a 

colonização do xilema (Brown et al., 2015; Liu et al., 2020; Niehaus et al., 2014). Além das 

toxinas, Fusarium oxysporum secreta proteínas efetoras, com destaque para as Secreted in 

Xylem (SIX), identificadas em isolados que infectam tomate (Van der Does et al., 2008). Pelo 

menos nove genes SIX foram descritos, como SIX1, SIX3, SIX5 e SIX8. A deleção desses genes 

reduz significativamente a virulência (Ma et al., 2015; Jangir et al., 2021). Em Arabidopsis, 

proteínas como SIX8 e PSE1 suprimem a produção de camalexina, favorecendo a infecção 

(Ayukawa et al., 2021). 

Efetores enzimáticos também atuam na neutralização das defesas do hospedeiro. 

Proteases como Mep1 e Sep1 degradam quitinases do tomateiro, enquanto a metaloprotease 

M35_1 inibe enzimas similares em bananeiras, suprimindo respostas de hipersensibilidade 

(Jashni et al., 2015; Zhang et al., 2021). Um efetor recentemente caracterizado, FolSCP1, 

interage com a proteína SlPR5 (defensiva) do tomateiro, bloqueando sua atividade antifúngica 

(Qian et al., 2025). 



 

Ainda que o papel de algumas micotoxinas, como beauvericina e moniliformina, na 

indução da murcha vascular permaneça incerto, estudos indicam efeitos citotóxicos 

relevantes(Mallebrera et al., 2018). Essas substâncias são produtos do metabolismo secundário 

de Fusarium oxysporum e outras espécies do gênero, frequentemente associados à 

patogenicidade e à modulação das respostas da planta hospedeira (Moretti et al., 2019). A 

beauvericina, por exemplo, induz apoptose em células vegetais, promovendo fragmentação de 

DNA e colapso celular (Paciolla et al., 2004). Já a moniliformina pode afetar negativamente o 

desenvolvimento vegetal, reduzindo a eficiência dos pigmentos fotossintéticos, inibindo a 

formação de folhas e diminuindo a biomassa de plântulas(Perincherry et al., 2019). 

 Adicionalmente, estudos recentes apontam que F. oxysporum também modula o 

sinalizador gasoso óxido nítrico (NO) durante a infecção: genes relacionados à síntese e 

destoxificação de NO são induzidos em F. oxysporum f. sp. cubense ao infectar banana, e 

mutantes deficientes na produção de NO apresentaram virulência reduzida(L.-J. Ma et al., 

2023).  

Estabelecido no xilema, o patógeno se espalha sistemicamente pelos vasos condutores. 

A infecção vascular leva à obstrução dos vasos por hifas e esporos. Além disso, as próprias 

respostas de defesa da planta contribuem para essa obstrução, incluindo a formação de tiloses, 

o depósito de gomas e o acúmulo de compostos fenólicos. Esses processos agravam os sintomas 

de murcha (Di Pietro et al., 2003). Os sinais típicos incluem escurecimento vascular, murcha 

epinástica das folhas, clorose, necrose marginal e, sob condições favoráveis (25–30 °C e alta 

umidade), a morte completa da planta (Beckman & Roberts, 1995). Em Musa spp., o Mal do 

Panamá compromete rizomas e pseudocaules, inviabilizando a planta e encerrando o ciclo do 

fungo com a formação de novos esporos nos restos vegetais (Ploetz, 2015). 

Além das ações diretas sobre a parede celular e os tecidos vasculares, F. oxysporum 

manipula intensamente a sinalização hormonal das plantas hospedeiras. Durante a infecção, o 

fungo promove a expressão de genes relacionados à biossíntese e transporte de auxina, criando 

um ambiente fisiológico favorável à sua colonização. Plantas com vias de auxina 

comprometidas tendem a apresentar maior resistência, reforçando o papel desse hormônio na 

suscetibilidade (Kidd et al., 2011). Além disso, o patógeno secreta efetores que mimetizam 

hormônios vegetais, interferindo diretamente nas rotas de sinalização e dificultando o 

reconhecimento pelo sistema imune (Kamoun & Zipfel, 2016; Patkar & Naqvi, 2017). 

 Análises realizadas com o modelo Arabidopsis thaliana–Fo5176 demonstraram que 

essa cepa fúngica secreta JA-Ile, um conjugado ativo do ácido jasmônico, que ativa o receptor 

COI1 da planta. Com isso, o patógeno subverte a via de defesa mediada por jasmonato, 



 

promovendo sintomas como a murcha. Plantas mutantes para coi1 apresentaram resistência 

aumentada, sugerindo que essa manipulação hormonal é uma estratégia eficiente de fuga do 

patógeno (Cole et al., 2014; Wang et al., 2022).  

O controle da murcha de Fusarium representa um desafio persistente. Métodos 

convencionais, como rotação de culturas e solarização do solo, mostram eficácia limitada 

devido à longevidade dos clamidósporos (Klein et al., 2011). Por isso, estratégias integradas 

são indispensáveis. Entre as estratégias mais eficazes está o uso de cultivares resistentes. Em 

tomateiros, destacam-se aquelas que contêm os genes I-1 a I-7 (Catanzariti et al., 2015; 

Gonzalez-Cendales et al., 2016). Em bananeiras, o gene RGA2-3 tem se mostrado promissor 

(Dale et al., 2017). Avanços em biotecnologia também permitiram a aplicação de silenciamento 

gênico via RNA de interferência (RNAi). A supressão de genes como PEX6 e GAS1 conferiu 

resistência significativa a plantas transgênicas, sem efeitos indesejados (Tetorya & Rajam, 

2021). 

 Além disso, o controle biológico com Trichoderma spp. tem se mostrado promissor, 

atuando por mecanismos de competição, antibiose e indução de resistência sistêmica (Haque et 

al., 2025). A correta gestão dos resíduos culturais é essencial, visto que restos infectados servem 

como fonte contínua de inóculo. Por fim, práticas agrícolas que favorecem a dispersão do 

patógeno — como irrigação superficial e transporte de solo contaminado — devem ser 

rigidamente controladas (Agrios, 2005). 

 

Mecanismos Imunológicos e Estratégias de Subversão de F. oxysporum na planta 

hospedeira 

 

O sucesso da infecção por Fusarium oxysporum está intrinsecamente ligado à 

capacidade do fungo de interferir nas defesas da planta hospedeira, subvertendo uma rede 

complexa de respostas imunológicas que se ativam desde os primeiros estágios da colonização. 

A entrada inicial do patógeno ocorre no córtex radicular, onde as hifas se expandem 

intercelularmente e, em alguns casos, penetram diretamente as paredes celulares. Esse processo 

envolve dois mecanismos principais: a ação mecânica e a secreção de enzimas hidrolíticas. 

Essas enzimas degradam componentes estruturais da parede celular, permitindo que o fungo 

avance até o xilema e estabeleça a infecção sistêmica (Bani et al., 2018). 

A imunidade vegetal é geralmente ativada pelo reconhecimento de padrões moleculares 

associados a patógenos (PAMPs), como fragmentos de quitina presentes na parede celular 



 

fúngica. Esses sinais são percebidos por receptores de padrão, como AtLYK5, que se associam 

a AtCERK1 e desencadeiam cascatas de sinalização intracelular(Cao et al., 2014) . Essa 

ativação resulta na produção de espécies reativas de oxigênio (ROS), influxo de Ca²⁺, ativação 

de MAPKs e indução de genes de defesa (Chang et al., 2022). Proteínas fúngicas como FocCP1, 

da família cerato-platanina, funcionam como elicitores adicionais, promovendo a deposição de 

calose e o fortalecimento da parede celular (Li et al., 2019). 

Contudo, muitos patógenos, incluindo F. oxysporum, desenvolveram estratégias para 

mascarar ou inibir esses sinais iniciais. Quando o reconhecimento de PAMPs é comprometido, 

a planta recorre a uma segunda camada de defesa: o reconhecimento de DAMPs (padrões 

associados a dano celular). Fragmentos derivados da degradação da parede celular vegetal, 

como pectinas desmetiladas, servem como sinais de alarme endógenos. Esses DAMPs são 

detectados por sensores especializados presentes na planta. Entre eles estão RFO1, membros da 

família WAK (WAK1, WAK3, WAK10), THESEUS1, MIK2 e FER (Bacete et al., 2018; Hématy 

et al., 2009). O receptor RLK7, por exemplo, reconhece o peptídeo endógeno PIP1 e ativa a 

oxidase NADPH RbohF, estimulando respostas imunes mesmo na ausência de PAMPs 

clássicos (Hou et al., 2014). 

Paralelamente, a família de peptídeos endógenos SCOOP também desempenha papel 

central na intensificação da imunidade. Em Arabidopsis thaliana, os SCOOPs são reconhecidos 

pela quinase MIK2, que se associa ao co-receptor BAK1, promovendo a produção de ROS, a 

deposição de calose e a expressão de genes antimicrobianos (Rhodes et al., 2021; Stahl et al., 

2022). Além disso, a sinalização via SCOOP-MIK2 está associada à biossíntese de ácido 

jasmônico (JA) e glucosinolatos de indol, reforçando a resistência contra patógenos radiculares 

como F. oxysporum e contra herbívoros. 

Curiosamente, proteomas de F. oxysporum revelaram a presença de peptídeos análogos 

aos SCOOPs, denominados FoSCOOPs. Embora esses mimetizadores ativem respostas imunes 

pela mesma via MIK2/BAK1, linhagens mutantes desprovidas desses peptídeos apresentaram 

maior virulência em A. thaliana. Esses dados sugerem que a planta, ao reconhecer erroneamente 

um "falso alarme", pode, na verdade, expor o patógeno à sua própria vigilância (Rhodes et al., 

2021). 

É nesse contexto de vigilância celular que F. oxysporum aplica uma de suas estratégias 

de subversão mais sofisticadas: a secreção do peptídeo f-RALF. Essa molécula mimetiza os 

peptídeos endógenos da planta da família RALF sendo percebida pelo receptor FERONIA 

(FER). A ativação desses sensores desencadeia uma série de respostas fisiológicas. Entre elas, 

estão a alcalinização do apoplasto, a inibição da bomba H⁺-ATPase e a redução da síntese de 



 

celulose. Esses processos promovem uma reconfiguração da parede celular, favorecendo a 

penetração do fungo (Masachis et al., 2016; Srivastava et al., 2024). Um fenômeno análogo é 

observado em Fusarium graminearum, cujo peptídeo FgRALF interage diretamente com o 

domínio extracelular de FER e suprime a imunidade mediada por PAMPs. A superexpressão 

desse domínio em A. thaliana demonstrou reverter os efeitos imunossupressores e conferir 

resistência ao patógeno (Wang et al., 2024b). 

Além do reconhecimento molecular, a regulação hormonal desempenha papel crucial 

na coordenação das defesas vegetais. Ácido salicílico (SA), ácido jasmônico (JA) e etileno (ET) 

constituem os principais eixos hormonais de resposta, atuando de forma sinérgica ou antagônica 

conforme o tipo de patógeno. O SA está relacionado à resistência contra biotróficos e à ativação 

da resistência sistêmica adquirida (SAR), enquanto JA e ET são mais efetivos contra 

necrotróficos. O ácido abscísico (ABA), embora tradicionalmente associado a estresses 

abióticos, exerce papel ambíguo na infecção por F. oxysporum, reprimindo genes como PDF1.2 

e PR4 e favorecendo o progresso do patógeno. 

Em A. thaliana, a resposta hormonal à infecção é espacialmente organizada no sistema 

radicular. O ácido salicílico (SA) se acumula próximo aos focos de infecção, induzindo 

barreiras físicas e a morte celular programada (HR). O jasmonato (JA) atua em zonas 

periféricas, preparando os tecidos ainda não invadidos. Já o etileno (ET) integra esses sinais, 

coordenando uma resposta coesa (Calabria et al., 2025; Wang et al., 2022). 

Outras moléculas, como a proteína SlPR1, também participam da defesa. Embora não 

tenha ação antifúngica direta, sua expressão precoce ativa as vias de SA e JA. Além disso, leva 

à liberação do peptídeo CAPE1, um sinalizador sistêmico derivado da extremidade C-terminal 

da proteína (Li et al., 2023). 

Por fim, estudos transcriptômicos e metabolômicos mostram que, em interações 

incompatíveis, a planta passa por uma reprogramação intensa de seu metabolismo secundário. 

Compostos como terpenoides, fenóis e alcaloides são produzidos em maior quantidade, 

acompanhados por um ajuste fino do equilíbrio redox. Fatores de transcrição como ERF1 e 

ERF14, além de componentes do complexo Mediator, são ativados em infecções por Fo5176, 

ligando as vias hormonais à regulação transcricional da imunidade (Hernández-Aparicio et al., 

2021; Upasani et al., 2017; Wang et al., 2022). A complexa integração hormonal desencadeada 

durante a resposta imune é ilustrada na Figura 1, a qual resume os principais sinalizadores, 

receptores e fatores de transcrição ativados durante a infecção por F. oxysporum f. sp. 

lycopersici, com destaque para o papel das vias de SA, JA, ET e ABA (Wang et al., 2022). 



 

 
FIGURA 1. Rede hormonal envolvida na defesa contra F. oxysporum f. sp. lycopersici (Fo5176). Os diferentes 

hormônios (SA, ET, ABA, JA e FoJA) estão representados na parte superior. Abaixo, são mostrados os receptores 

identificados, os intermediários de sinalização e, por fim, os principais fatores de transcrição associados à resposta 

imune. As setas pretas indicam efeitos positivos, enquanto as linhas com barra indicam efeitos inibitórios (Wang 

et al. 2022). 

 

4.3 Nematoides-das-galhas (Meloidogyne spp.) 

 

Os nematoides-das-galhas (Meloidogyne spp.) são patógenos altamente devastadores na 

agricultura mundial, responsáveis por perdas anuais estimadas em cerca de 350 bilhões de 

dólares (Abd-Elgawad & Askary, 2015). Essas espécies parasitam mais de 3.000 tipos de 

plantas hospedeiras, provocando alterações fisiológicas e morfológicas que reduzem 

drasticamente a produtividade vegetal (J. T. Jones et al., 2013; Sikandar et al., 2020). Dentro 

desse grupo, Meloidogyne incognita destaca-se como devido à sua ampla gama de hospedeiros 

economicamente importantes, incluindo soja, algodão e tomate (Fourie et al., 2015; Oso Adeola 

Abiola, 2020; D. Wang et al., 2022).  

Diversos fatores agravam o risco representado pelos nematoides. O modelo agrícola 

baseado em monoculturas sucessivas favorece a proliferação e o aumento das infestações por 

nematoides, já que a ausência de rotação de culturas mantém um suprimento constante de 

hospedeiros suscetíveis, permitindo que as populações nematoides se multipliquem sem 

controle efetivo (Krueger & McSorley, 2008; Neher et al., 2019). 

Além disso, as mudanças climáticas globais têm ampliado significativamente a 

distribuição geográfica e a agressividade dos nematoides fitoparasitas. O aumento das 



 

temperaturas médias facilita a expansão desses patógenos para regiões antes consideradas 

inadequadas ao seu desenvolvimento, resultando na invasão de novas áreas agrícolas(Dutta and 

Phani, 2023). Adicionalmente, temperaturas elevadas podem intensificar a virulência de 

algumas espécies de nematoides, tornando-as mais agressivas e aumentando os danos às 

culturas hospedeiras, mesmo sem uma elevação proporcional na taxa reprodutiva (Khanal & 

Land, 2023). Tais fatores, aliados ao uso intensivo de monoculturas, têm contribuído para o 

agravamento das perdas agrícolas associadas aos nematoides, ressaltando a importância de 

estratégias de manejo mais sustentáveis e eficientes. Por outro lado, o uso de nematicidas 

químicos enfrenta restrições cada vez maiores. Isso se deve aos impactos ambientais negativos 

e às regulamentações mais rigorosas. Essa limitação acompanha uma tendência mundial de 

redução do uso de pesticidas sintéticos na agricultura (Dutta & Phani, 2023). 

Diante desse cenário, surge a necessidade de alternativas sustentáveis de controle que 

reduzam a população de nematoides fitos parasitas em campo sem a dependência de 

nematicidas químicos. Este contexto reforça a relevância de pesquisas voltadas à compreensão 

dos mecanismos de resistência e à identificação de genes de resistência a nematoides, como 

caminho para soluções sustentáveis de proteção de cultivos de importância global.  

 

Ciclo de vida de M. incognita e infecção e sintomatologia provocados nas plantas 

hospedeiras 

 

O ciclo de vida de M. incognita dura entre três e seis semanas, passando pelas fases de 

ovo, juvenis (J2, J3, J4) e adulto. Juvenis de segundo estádio (J2), após eclosão no solo, migram 

até as raízes, penetrando principalmente na zona de alongamento radicular. Neste estágio, os 

patógenos secretam enzimas hidrolíticas, como celulases e pectinases. Essas enzimas degradam 

a parede celular da planta, facilitando sua invasão (Castagnone-Sereno et al., 2013; Sikandar et 

al., 2020; Subedi et al., 2020). Após a penetração, induzem a formação de células gigantes 

(GCs) no protoxilema radicular, estruturas que favorecem a nutrição do nematoide. Estas 

células resultam de divisões nucleares sem citocinese, formando galhas que interferem na 

absorção de água e nutrientes pela planta hospedeira (M. G. K. Jones & Goto, 2011). As fêmeas 

adultas sedentárias produzem ovos em massas gelatinosas, enquanto machos, formados 

predominantemente sob condições adversas, tornam-se móveis e abandonam o hospedeiro 

(Khan et al., 2023; Oliveira et al., 2024) (FIGURA 2). A infecção por M. incognita 

frequentemente facilita também a entrada de outros patógenos, agravando os danos provocados 

às plantas (Sikandar et al., 2020).  



 

 

 

Plantas infectadas frequentemente exibem sintomas como amarelecimento foliar, 

crescimento atrofiado, murcha e, em casos graves, morte. Esses sintomas muitas vezes são 

confundidos com deficiências nutricionais, que ocorrem de fato devido à redução na absorção 

de água e nutrientes pelas raízes danificadas. Raízes infectadas apresentam galhas 

características, maior ramificação e menor comprimento (Castagnone-Sereno et al., 2013; 

Tapia-Vázquez et al., 2022).  

 

Aspectos moleculares da invasão a planta hospedeira  

 

O sucesso de M. incognita está relacionado à secreção de proteínas efetoras que 

suprimem respostas imunes e alteram o ciclo celular (Mitchum et al., 2013). Proteínas efetoras 

específicas de M. incognita, como Minc03328, Mi-EFF1 e MiISE6, podem suprimir vias 

hormonais de defesa — principalmente a via de JA — e modular expansinas e hidrolases, 

 FIGURA 2.  Ciclo de vida de um nematoide-das-galhas radiculares. (a) Seção longitudinal de uma ponta 

de raiz mostrando juvenis de segundo estádio (J2s) girando no meristema para migrar ao cilindro vascular. 

(b) Sintomas típicos (galhas) em raízes de tomate. (c) Seção longitudinal de uma raiz infestada, mostrando 

uma fêmea madura e cinco células gigantes (*) constituindo o local de alimentação do nematoide 

(Castagnone-Sereno et al., 2013)  

 



 

favorecendo a formação das células gigantes (Shi et al., 2018; Godinho Mendes et al., 2021; 

Moreira et al., 2022). Em plantas de Arabidopsis thaliana transformadas com RNA de 

interferência (RNAi) contra o gene Minc03328, houve redução significativa no número e no 

tamanho das galhas. Também foram observadas alterações na ontogênese das células gigantes, 

que apresentaram menor conteúdo citoplasmático, além de desorganização morfológica do 

nematoide, incluindo a deterioração da cutícula (Moreira et al., 2022). 

Estudos moleculares recentes demonstraram que, durante a interação compatível entre 

M. incognita e tomate, ocorre uma reprogramação significativa no transcriptoma e spliceoma 

das plantas hospedeiras. Aos quatro dias pós-infecção (dpi), cerca de 63,5% dos genes 

diferencialmente expressos (DEGs) em galhas também apresentam regulação nas células 

adjacentes, indicando uma coordenação mediada por espécies reativas de oxigênio (ROS), 

pequenos peptídeos, hormônios e RNAs não codificantes. Aos 11 dpi, essa coordenação reduz-

se para 19%, sugerindo priorização dos recursos da planta hospedeira para sustentar o 

nematoide. Genes associados à sinalização do ácido jasmônico (JA) são enriquecidos enquanto 

os relacionados a auxinas e citocininas são suprimidos, destacando o papel central do JA na 

comunicação sistêmica e transporte de nutrientes. Cerca de 800 fatores de transcrição (TFs), 

incluindo bHLH, MYB, WRKY e TGA, apresentam expressão diferencial durante a interação. 

Em particular, a repressão de TGA evita a ativação de respostas de defesa, enquanto a 

superexpressão de TFs da família E2F, associados à progressão do ciclo celular, promove 

divisões celulares atípicas e aumento da ploidia nuclear, eventos que favorecem a formação das 

galhas.  Foram identificados 9.064 eventos de splicing alternativo (AS), com predominância de 

retenção de íntrons (IR) e uso diferencial de éxons (DUE). Esses eventos foram mais frequentes 

nas células adjacentes aos 4 dias após a infecção (dpi). Eles ajustam a funcionalidade de 

diversas proteínas, incluindo peroxidases, modulando a resposta ao estresse oxidativo (Ozdemir 

et al., 2024). 

Em conjunto, os mecanismos moleculares que regulam a formação de galhas induzidas 

por nematoides envolvem uma complexa interação entre o controle do ciclo celular, a 

sinalização mediada por RNA e o transporte de membranas. Genes relacionados ao ciclo 

celular, como MYB3R4 e CYCB1, são ativados nas galhas, e a inativação ou mutação desses 

genes resulta em uma redução significativa na sua formação, evidenciando seu papel crucial. 

Além disso, genes envolvidos na biogênese de microRNAs, como AGO7, e no transporte de 

membranas, como ARA6 e VPS9A, desempenham papéis essenciais nesse processo de formação 

das galhas. A reprogramação de genes associados à vasculatura e ao meristema é fundamental 



 

para o desenvolvimento e a manutenção das galhas. Genes como CUC2 e KNAT1 participam 

desse processo, garantindo o suprimento de nutrientes (Suzuki et al., 2021). 

 

Mecanismos de defesa das plantas a M. incognita 

Quando uma planta é atacada por M. incognita, diversas respostas de defesa são 

iniciadas. Entre os primeiros mecanismos de resistência, destaca-se a ativação da via dos 

fenilpropanoides, responsável pela síntese de metabólitos como lignina, fitoalexinas e 

flavonoides, que atuam na contenção do patógeno. A lignina, por exemplo, deposita-se nas 

paredes celulares das raízes, conferindo um reforço mecânico que dificulta a penetração e a 

migração do nematoide nos tecidos vegetais (Singh et al., 2019). Estudos demonstram que 

genótipos resistentes, como os portadores dos genes Mi-1.2 e Mi-3, exibem uma intensa 

ativação dessa via metabólica, mediada pela expressão de genes reguladores (PAL e POD) que 

codificam enzimas essenciais para a biossíntese desses compostos (Du et al., 2020; Li et al., 

2018). 

Em paralelo, é frequentemente montado um burst oxidativo – caracterizado pela 

produção rápida de espécies reativas de oxigênio (ROS) e óxido nítrico (NO). Enquanto as ROS 

(e.g., peróxido de hidrogênio e ânion superóxido) danificam diretamente o nematoide, atuam 

também como moléculas sinalizadoras, induzindo respostas de defesa sistêmicas. Para evitar 

toxicidade celular, plantas resistentes modulam essa resposta por meio de antioxidantes como 

α-tocoferol e enzimas (e.g., catalases e superóxido dismutases), que neutralizam o excesso de 

radicais livres, garantindo proteção ao tecido vegetal adjacente (Zhao et al., 2021; Yang et al., 

2023). Esse equilíbrio entre defesa e manutenção celular pode ser observado em Arachis, onde 

níveis elevados de α-tocoferol foram detectados nas raízes após a infecção pelo nematoide. 

Além dessas estratégias metabólicas, a regulação hormonal desempenha um papel 

crucial na defesa contra M. incognita, com destaque para ácido salicílico (SA), jasmonato (JA) 

e etileno (ET). O SA está associado à resistência sistêmica adquirida contra patógenos 

biotróficos, como nematoides formadores de galhas, enquanto JA e ET respondem a danos 

celulares e necrotrofia (Sikder et al., 2021). Em genótipos resistentes, a ativação coordenada ou 

sequencial dessas vias determina o equilíbrio entre crescimento e defesa (Zou et al., 2023).  

A intensidade e a sequência dessa ativação hormonal variam entre espécies, resultando 

em diferentes graus de resistência ao nematoide. Em Arachis, por exemplo, a interação entre 

SA, JA e ET modula a expressão de fatores de transcrição (WRKY, MYB), que reprimem genes 

de crescimento (GRF), impedindo a formação de sítios de alimentação do nematoide (Arraes et 

al., 2022). 



 

 Um efeito semelhante pode ser observado em Cucumis metuliferus, em que a via 

mediada por cálcio, SA e JA regula o crescimento celular, reduzindo o tamanho das células 

gigantes e a proliferação dos nematoides. Embora os juvenis de M. incognita consigam penetrar 

nas raízes dessa espécie, eles não conseguem estabelecer um sítio de alimentação funcional, 

pois as células infectadas entram em degeneração precoce. Esse mecanismo de resistência pós-

penetração incentiva o uso de C. metuliferus como porta-enxerto para culturas comerciais de 

cucurbitáceas(X. Li et al., 2021). 

Diferentemente dessas espécies, em Phaseolus vulgaris, a resposta inicial ao ataque de 

M. incognita envolve a sinalização por JA e ET, mas, ao longo da infecção, essas vias são 

reprimidas, permitindo a formação de células gigantes (Santini et al., 2016). No entanto, 

genótipos resistentes vêm sendo identificados em programas de melhoramento, caracterizados 

por menor formação de galhas e redução da reprodução do nematoide. Esses genótipos 

apresentam maior atividade de enzimas de defesa, como quitinases e peroxidases, além do 

acúmulo de compostos fenólicos nas raízes após a infecção – um padrão de resposta semelhante 

ao observado em outras espécies resistentes. 

Embora não seja uma cultura agrícola, Arabidopsis thaliana tem sido amplamente 

utilizada como modelo para estudar a resistência molecular a nematoides devido à sua ampla 

caracterização genética, ciclo de vida curto, facilidade de transformação genética e 

disponibilidade de ferramentas bioinformáticas robustas. Além disso, A. thaliana permite uma 

análise detalhada dos efeitos moleculares do transgene em um sistema experimental bem 

estabelecido, sendo frequentemente utilizada para estudos de validação funcional de genes de 

outras espécies. Nessas plantas a infecção por M. incognita altera a expressão de genes 

associados às vias de SA, JA e ET, incluindo WRKY19 e DSC1, que regulam tanto a arquitetura 

radicular quanto as respostas de defesa (Warmerdam et al., 2020; Araujo et al., 2021). 

Curiosamente, plantas com resistência elevada frequentemente apresentam modificações na 

morfologia das raízes, como redução no crescimento da raiz principal e aumento das 

ramificações laterais. Essas alterações podem ser uma estratégia adaptativa para compensar os 

danos locais e garantir a absorção de nutrientes pelas raízes não afetadas. 

Além disso, em A. thaliana, a sinalização mediada por brassinosteroides, via o fator de 

transcrição BZR1, regula genes de transporte hormonal (PIN3, PIN4) e de plasticidade celular 

(EXPA1), influenciando diretamente o desenvolvimento do nematoide (Warmerdam et al., 

2018). Outra descoberta interessante foi o efeito dos exsudatos radiculares na regulação de 

genes do nematoide, como P66E1 e P57E2, que afetam sua migração e estabelecimento (Teillet 

et al., 2013). Além disso, proteínas defensivas contribuem para dificultar a formação das células 



 

gigantes. Entre elas, destacam-se os inibidores de pectinesterase e as proteínas ligantes ao 

cálcio. Essas moléculas tornam o ambiente menos propício ao desenvolvimento do parasita 

(Wang et al., 2018). 

No tomate, o fator SlWRKY80 organiza rotas de defesa mediadas por SA, JA, ET e ROS, 

promovendo apoptose celular controlada e regulando proteínas defensivas (PR1 e PR2). Além 

disso, a regulação via microRNAs (como miR172 e miR167a-3p) modula fatores ARF8 e os 

módulos miR396-GRF, afetando a formação de galhas (Luo et al., 2024).  O tomate é uma das 

espécies modelo no estudo de resistência a nematoides, notadamente pela presença do gene de 

resistência Mi-1 em alguns cultivares, que confere resistência a certas raças de M. incognita. 

Em tomates resistentes, um dos efeitos observados da ativação das defesas é a interrupção do 

desenvolvimento normal das células gigantes (giant cells) que o nematoide induz para se 

alimentar. Essas células nutritivas, que em plantas suscetíveis se desenvolvem de modo 

abundante e sustentam o parasita, são restritas em plantas resistentes – seja por meio de uma 

resposta hipersensitiva localizada que leva à degradação dessas células, seja por alterações 

hormonais que desfavorecem sua formação. Além disso, verifica-se no tomate resistente uma 

repressão de genes ligados ao transporte de solutos nas raízes infectadas. Ao reduzir a expressão 

de transportadores de açúcares, aminoácidos e outros nutrientes em torno do sítio de infecção, 

a planta dificulta o redirecionamento de recursos para o nematoide. Essencialmente, o tomate 

“sabota” o abastecimento nutricional das galhas, limitando o crescimento do nematoide. Esses 

mecanismos, aliados à ativação clássica de genes de defesa (como os genes codificantes de 

quitinases, β-1,3-glucanases e proteínas relacionadas à patogênese), tornam o tomate com Mi-

1 capaz de resistir à infestação.  

 Em N. tabacum também apresenta resistência genética contra M. incognita, conferida 

pelo gene Rk1. Esse gene desencadeia uma resposta hipersensitiva no local de penetração do 

nematoide, levando à morte das células infestadas e impedindo a formação de galhas viáveis. 

Além disso, modificações estruturais, como a deposição localizada de calose, lignina e suberina, 

formam barreiras físicas que restringem a progressão do nematoide nos tecidos vegetais (Sato 

et al., 2021). 

Além das respostas morfológicas e bioquímicas, mecanismos regulatórios ao nível 

epigenético também desempenham um papel crucial na resistência vegetal. A modificação 

epitranscricional também emerge como essencial na interação planta nematóide. Em soja, a 

regulação de m6A influencia vias de proteção da planta. Esse processo afeta genes como BBE-

like 28 e POD47, associados ao acúmulo de espécies reativas de oxigênio (ROS) e à ativação 

precoce das defesas (Han et al., 2022). 



 

Além dos mecanismos genéticos já descritos, a modificação epitranscricional tem sido 

identificada como um fator essencial na interação planta-nematoide. Em soja, por exemplo, já 

foi demonstrado que a regulação de m6A influencia vias de proteção e genes como BBE-like 28 

e POD47, associados ao acúmulo de ROS e à ativação precoce das defesas (Han et al., 2022). 

Esse tipo de modulação permite uma resposta mais ajustável às infecções, o que pode ser 

vantajoso em ambientes variáveis. 

No entanto, apesar dos avanços no entendimento e na identificação de mecanismos de 

resistência a M. incognita, ainda existem diversos desafios para sua aplicação ampla na 

agricultura. Muitos dos genes de resistência apresentam eficácia restrita a determinadas raças 

fisiológicas do nematoide, podendo perder funcionalidade diante de populações variantes do 

patógeno ou sob condições ambientais adversas. Por exemplo, a resistência conferida por Mi-1 

no tomate pode ser suprimida sob altas temperaturas. Além disso, a maioria dos mecanismos 

de defesa é poligênica e complexa, dificultando a introdução dessas características em novas 

cultivares por meio de cruzamentos tradicionais. Outro fator limitante é o custo fisiológico da 

ativação constante de defesas, que pode afetar o crescimento da planta – um equilíbrio que 

precisa ser cuidadosamente manejado no melhoramento genético. 

Diante desses desafios, as abordagens biotecnológicas oferecem novos caminhos para 

potencializar a resistência das plantas a M. incognita. A edição gênica via CRISPR/Cas9 já está 

sendo utilizada como uma ferramenta importante para desenvolver cultivares resistentes de 

forma mais precisa e rápida. Com essa tecnologia, é possível, por exemplo, desativar genes de 

suscetibilidade no hospedeiro, impedindo que o nematoide estabeleça um sítio de alimentação 

viável. Um bom exemplo dessa estratégia foi demonstrado em A. thaliana, onde o nocaute do 

gene AtAAP6 reduziu significativamente a multiplicação do nematoide sem comprometer o 

desenvolvimento da planta (Dutta et al., 2024). Além disso, a edição gênica pode ser utilizada 

para otimizar vias de defesa já existentes, aumentando a expressão de fatores-chave, como 

certos WRKY, NPR1 ou enzimas da biossíntese de lignina, nos momentos e locais adequados 

para impedir a formação das galhas. 

Vale destacar que, além da edição gênica, estratégias transgênicas clássicas continuam 

sendo investigadas como alternativas complementares à resistência genética natural. A 

expressão de inibidores de enzimas digestivas de nematoides ou o uso de RNA interferente 

(RNAi) para silenciar genes essenciais do patógeno são abordagens permanecendo em 

desenvolvimento e podem ser combinadas com outras estratégias (Mani et al., 2020; Papolu et 

al., 2013).  



 

Entretanto, o controle eficaz de M. incognita provavelmente dependerá de uma 

abordagem integrada, combinando cultivares geneticamente resistentes com boas práticas de 

manejo agrícola. Medidas como a rotação de culturas com espécies não hospedeiras ou 

resistentes, o uso de adubos verdes e a aplicação de agentes de controle biológico podem reduzir 

significativamente a pressão dos nematoides no campo. Entre esses agentes, destacam-se 

fungos e bactérias nematófagos (Mendes et al., 2022; Jayakumar et al., 2023).  

À medida que pesquisas genéticas e moleculares avançam no entendimento das 

interações planta-nematoide, espera-se o desenvolvimento de marcadores moleculares para 

seleção assistida e novas formas de controle baseadas no estímulo às defesas naturais das 

plantas. Em suma, a exploração e a aplicação dos mecanismos de resistência a M. incognita 

representam um passo importante para minimizar as perdas agrícolas causadas por esse 

patógeno, promovendo assim uma agricultura mais sustentável.  

 

4.4 Respostas Moleculares em Plantas Sob Estresse abiótico 

A agricultura enfrenta desafios crescentes devido às mudanças climáticas, as quais 

intensificam estresses abióticos, como seca, salinidade e variações extremas de temperatura. 

Esses fatores frequentemente atuam de forma combinada, resultando em impactos fisiológicos 

sobrepostos que agravam as condições de cultivo (Palmgren & Shabala, 2024).  

No Brasil, esses problemas são particularmente evidentes em regiões como o Semiárido, 

onde a escassez hídrica e a salinização dos solos representam desafios históricos. Eventos 

recentes, como as ondas de calor extremo e a seca de 2022, causaram sérios prejuízos à safra 

de grãos nas regiões Sul e Centro-Oeste. Esses impactos evidenciam um risco iminente à 

segurança alimentar (EMBRAPA, 2023; Junges et al., 2022). Além disso, o uso intensivo de 

fertilizantes, aliado a práticas agrícolas pouco sustentáveis, contribui para a salinização de solos 

e a eutrofização de corpos hídricos, afetando ainda mais a produtividade agrícola (Pandian et 

al., 2024) . A disponibilidade cada vez mais sazonal de chuvas torna esse problema ainda mais 

grave. Diante desse cenário, torna-se essencial compreender os mecanismos moleculares que 

permitem às plantas detectar e responder ao déficit hídrico, ajustando sua fisiologia para 

minimizar os impactos do estresse ambiental.  

A resposta inicial ao déficit hídrico começa com a percepção de sinais ambientais. 

Sensores localizados na membrana plasmática detectam alterações na pressão de turgescência 

e no potencial osmótico. Esses sinais ativam cascatas de sinalização que envolvem íons cálcio 

(Ca²⁺), espécies reativas de oxigênio (ROS) e o ácido abscísico (ABA) (X. Yang et al., 2021). 



 

O aumento dos níveis intracelulares de Ca²⁺, frequentemente mediado por canais de 

cálcio ou pela sinalização induzida por ROS, desempenha papel crucial na ativação de vias de 

transdução de sinal. Entre essas vias destacam-se as quinases do tipo Mitogen-Activated Protein 

Kinases (MAPKs), fundamentais para regular a expressão gênica, modular funções proteicas e 

coordenar respostas adaptativas a estímulos ambientais (Marcec et al., 2019).  

O ABA exerce função central na resposta ao déficit hídrico, coordenando adaptações 

fisiológicas, como o fechamento estomático, além de respostas moleculares de longo prazo. Em 

condições de seca, sua síntese é rapidamente intensificada, ativando receptores 

PYR/PYL/RCAR, que inibem fosfatases PP2C. Como consequência, quinases SnRK2 são 

ativadas e fosforilam fatores de transcrição como AREB/ABF, responsáveis pela regulação de 

genes voltados à síntese de osmólitos, proteínas antioxidantes e proteínas LEA (Late 

Embryogenesis Abundant) (G. K. Rai et al., 2024).  

Embora o ABA seja o principal regulador da resposta ao déficit hídrico, outros 

hormônios também participam desse processo. Auxinas, citocininas, etileno e jasmonatos 

integram redes de crosstalk, influenciando respostas adaptativas e ajustando a fisiologia da 

planta ao estresse. Por exemplo, a inibição de citocininas durante a seca favorece o 

aprofundamento radicular, enquanto o etileno atua em sinergia com o ABA no fechamento 

estomático e na regulação antioxidante (Tanaka et al., 2006). Além de coordenar adaptações 

fisiológicas, esses hormônios modulam a produção e o efeito das espécies reativas de oxigênio 

(ROS), que atuam tanto como moléculas sinalizadoras quanto como agentes de estresse 

oxidativo. (Baxter et al., 2014). Durante a seca, a planta ativa sistemas antioxidantes para 

manter a homeostase redox. Entre eles estão a superóxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) 

e enzimas do ciclo ascorbato-glutationa. Esses mecanismos ajudam a equilibrar o estado redox 

celular (Caverzan et al., 2016). 

Vários fatores de transcrição (TFs) desempenham um papel central na regulação de 

genes responsivos ao estresse abiótico, interagindo com vias de sinalização que coordenam 

respostas adaptativas. Alguns dos principais TFs envolvidos em respostas de estresse estão 

elencados na tabela 1.  

 

 

 

 

 

 



 

Tabela 1. Fatores de transcrição modulados por estresses abióticos 

Fator de Transcrição Vias de Ativação Funções Principais Referências 

DREB (DRE-binding) Via independente de ABA  
Reconhece elemento 
DRE/CRT 

Expressão de proteínas LEA, 
osmólitos e outras moléculas 
protetoras  
Resposta a desidratação, frio e 
calor 

(Q. Liu et al., 
1998; Yamaguchi-
Shinozaki & Shinozaki, 
1994)   

AREB/ABF (ABRE-
binding) 

Induzido por ABA  
Fosforilado por SnRK2 

Fechamento estomático  
Equilíbrio osmótico  
Síntese de antioxidantes 

(Fujita et al., 
2011; Warsi et al., 
2023)   

NAC Crosstalk com ABA e 
outros hormônios  
Ativado em resposta a 
estresses bióticos e 
abióticos 

Remodelação da parede celular  
Desenvolvimento radicular  
Homeostase iônica  
Redução de danos oxidativos 

(Han et al., 
2023; Nakashima et al., 
2012)  

HSFs (Heat Stress) Ativado por estresse 
térmico e outros estresses 
abióticos 
Reconhece elementos HSE 
em promotores 

Regula a expressão de 
proteínas de choque térmico 
(HSPs) 
Contribui para a tolerância ao 
calor, salinidade e seca 
Modulação da homeostase celular 

(M. Guo et al., 2016) 

bZIP Ativação dependente de 
ABA 
Fosforilação por SnRK2 e 
quinases dependentes de 
cálcio 
Modulação por 
ubiquitinação  

Regulação de genes associados a 
tolerância ao estresse hídrico, 
salino e térmico 
Atuação em adaptações 
morfológicas e estabilidade 
proteica  
Induz a transcrição de genes 
responsivos à seca, controlando o 
acúmulo de ROS e proteínas 

(Z. Guo et al., 2024; 
Kim, 2006) 

WRKY Respostas mediadas por 
ABA 
Interação com elementos 
W-box em promotores 

Regula a expressão de genes 
relacionados a estresses bióticos e 
abióticos por meio da inibição do 
fechamento estomático,  
Promove melhor eliminação de 
ROS e regulação positiva da 
expressão gênica relacionada ao 
estresse 

(Ge et al., 2024) 

C2H2 ZF (Zat) Induzido por vias de 
sinalização dependentes e 
independentes de ABA e 
via de sinalização MAPK  

Múltiplas respostas ao 
estresse abiótico, incluindo seca, 
frio, salinidade e estresse 
oxidativo. 

Aumenta os níveis de 
peróxido de hidrogênio (H₂O₂) e 
promove maior atividade da 
enzima catalase (CAT) 

(Y. ; Liu et al., 2022; A. 
C. Rai et al., 2013) 

MYB Modulado por splicing 
alternativo é influenciado 
em respostas ao ABA 

Atua no crosstalk entre auxina e 
ABA, promovendo o crescimento 
de raízes laterais 
Controlam abertura e fechamento 
e estômatos em resposta à seca.  
Modula a biossíntese de 
componentes da parede celular 
Regula metabolismo lipídico  

(Baldoni et al., 2015; 
Zhao et al., 2018) 

 



 

A ativação desses TFs ocorre por mecanismos como fosforilações mediadas por SnRK2, 

modulando a expressão de genes envolvidos na síntese de osmólitos, antioxidantes e proteínas 

estruturais (Z. Ma et al., 2024; Yoshida et al., 2010). Em condições de seca, por exemplo, o 

ABA induz a ativação de AREB/ABF e colabora com NAC na regulação de genes relacionados 

à senescência e adaptação radicular (Fujita et al., 2011; Tran et al., 2007). Já o DREB, essencial 

na resposta ao estresse osmótico e térmico, promove a estabilidade de membranas e proteínas, 

regulado por modificações pós-traducionais, como fosforilações e interações com ubiquitinas 

(Morimoto et al., 2013, 2017). Além disso, a ativação de TFs também depende de proteínas 

reguladoras, como INDUCER OF CBF EXPRESSION 1 (ICE1) e transdutores de sinalização 

de cálcio (CAMTA), que, por meio de modificações pós-traducionais, ajustam rapidamente a 

expressão gênica em resposta ao estresse (Hirayama & Shinozaki, 2010).  

A ativação desses fatores de transcrição não apenas modula a expressão gênica, mas 

também desencadeia mudanças metabólicas essenciais para a sobrevivência sob estresse. 

Durante condições adversas, as plantas otimizam o uso de seus recursos energéticos, 

priorizando mecanismos de proteção. O fechamento estomático, característico do estresse 

hídrico, reduz a concentração de CO₂ nas células, impactando a fotossíntese e alterando os 

níveis de carboidratos. Estes, por sua vez, atuam como substratos para a biossíntese de 

biomoléculas essenciais, como osmoprotetores e estabilizadores de membranas, além de 

funcionarem como sinalizadores na percepção do estresse e na regulação da produção de 

espécies reativas de oxigênio (ROS) (Zandalinas et al., 2022) . 

As respostas das plantas a estresses bióticos e abióticos são altamente complexas, 

envolvendo vias de sinalização interligadas que frequentemente compartilham genes de defesa. 

Embora existam mecanismos comuns, cada tipo de estresse — ou sua combinação — 

desencadeia uma reprogramação transcricional específica, influenciando a suscetibilidade da 

planta a novos desafios ambientais (Nejat & Mantri, 2017). Para lidar com essas condições, as 

plantas ativam mecanismos de tolerância em múltiplos níveis, desde ajustes moleculares até 

modificações anatômicas e morfológicas. Entre essas respostas, a produção de metabólitos 

secundários desempenha um papel essencial na regulação das interações planta-ambiente. 

Compostos como carboidratos, aminoácidos, fenólicos, polióis, poliaminas e lipídios ajudam a 

manter a homeostase celular, protegendo as plantas contra danos osmóticos e oxidativos. Além 

disso, hormônios como ABA, auxinas, citocininas e etileno coordenam o crescimento e o 

desenvolvimento, permitindo ajustes fisiológicos conforme a intensidade do estresse (Erb & 

Kliebenstein, 2020). 



 

Outro componente crucial dessa adaptação é a síntese de proteínas de estresse, como as 

heat shock proteins (HSPs), que garantem a estabilidade proteica sob condições adversas. Essas 

chaperonas impedem a agregação de proteínas desnaturadas e facilitam sua refoltação, 

preservando a funcionalidade celular (Ortbauer, 2013). Além dessas mudanças bioquímicas, a 

resposta ao estresse pode ser modulada por mecanismos epigenéticos, como metilação de DNA, 

modificações de histonas e alterações na cromatina. Essas modificações não alteram a 

sequência do DNA, mas afetam a acessibilidade dos genes e a taxa de transcrição, podendo ser 

herdadas e contribuir para a adaptação de longo prazo a ambientes desfavoráveis (Mirouze & 

Paszkowski, 2011 ;Sahu et al., 2013). Paralelamente, algumas plantas podem desenvolver 

mutações somáticas induzidas pelo estresse, um fenômeno conhecido como mutação dirigida, 

que pode conferir vantagens adaptativas sob pressão ambiental (Belfield et al., 2021). 

Além dessas mudanças regulatórias, as plantas contam com outro nível de adaptação: a 

plasticidade fenotípica. Esse mecanismo, caracterizado pela capacidade de modificar o fenótipo 

sem alteração no genótipo, é essencial para respostas rápidas em ambientes 

imprevisíveis(Nicotra et al., 2010). Adicionalmente, a interferência por RNA (RNAi) 

desempenha um papel fundamental no ajuste da expressão gênica em condições de estresse. 

Esse mecanismo promove o silenciamento pós-transcricional (PTGS) via RNAs de fita dupla 

(dsRNAs), regulando a expressão de genes específicos envolvidos na resposta ao estresse. 

Estudos mostram que a indução de RNAi pode aumentar a tolerância ao estresse. No tomate, 

por exemplo, a inibição do gene SlAIM1 resultou em maior resistência à salinidade e ao estresse 

oxidativo. Também foram observados ajustes na sensibilidade ao ABA e no transporte de íons 

Na⁺ (AbuQamar et al., 2009). 

Entre os reguladores centrais da resposta ao estresse, destacam-se as Mitogen-Activated 

Protein Kinases (MAPKs), que atuam na transdução de sinais ambientais. Em Arabidopsis, 

genes como MPK2, MPK3, MPK4, MPK5, MPK12 e MKK4 apresentam indução específica ao 

estresse hídrico, participando de vias de resposta que modulam a expressão gênica e ajustam a 

fisiologia da planta(Kumar et al., 2020; Ma et al., 2017). A ativação dessas quinases é regulada 

por mecanismos como co-localização, ação de fosfatases e sinalização lipídica, garantindo que 

as respostas ao estresse sejam ajustadas de forma dinâmica e eficiente. 

Para superar os desafios impostos pelas mudanças climáticas, diversas estratégias têm 

sido desenvolvidas, incluindo melhoramento genético, reintrodução de genes de espécies 

selvagens e edição genética via CRISPR/Cas9. Essas abordagens têm sido exploradas para 

produzir cultivares mais tolerantes a condições extremas (Bohra et al., 2022).  No entanto, a 

resistência ao estresse abiótico é um fenômeno multigênico e altamente complexo, exigindo 



 

uma compreensão aprofundada dos mecanismos moleculares e fisiológicos envolvidos 

(Vandenbroucke & Metzlaff, 2013). Portanto, o investimento contínuo em pesquisa e inovação 

é essencial para mitigar os impactos climáticos na agricultura, garantindo a segurança alimentar 

e promovendo sistemas produtivos que garantam a segurança alimentar global. 

 

4.5 Respostas Moleculares a Estresses Combinados 

 

Plantas submetidas a múltiplos estresses abióticos ou bióticos apresentam respostas 

fenotípicas e padrões de expressão gênica diferentes daqueles observados sob estresses 

isolados. Em Marchantia polymorpha, por exemplo, sete estresses abióticos testados de forma 

individual e em 19 combinações ativaram conjuntos de genes exclusivos, evidenciando 

mecanismos adaptativos específicos (Tan et al., 2023). O mesmo autor apontou ainda que 

estresses ambientais como calor, frio e escuridão, afetam um número maior de genes 

diferencialmente expressos (DEGs) do que estresses químicos, como sal e manitol. Em cenários 

de estresse combinado, é comum que um dos fatores domine a resposta transcricional da planta. 

A meta-análise de Mota et al. (2021) em espécies de Arachis submetidas a seca e 

nematoides das galhas (RKN) reforçou essa especificidade: apenas 7,2% dos genes responsivos 

ao estresse duplo foram previstos a partir de respostas isoladas, sugerindo vias exclusivas para 

lidar com múltiplos desafios. Já Berens et al. (2019) demonstraram que, em A. thaliana, folhas 

jovens priorizam respostas a estresses bióticos e folhas mais velhas focam em estresses 

abióticos, orquestradas pela sinalização via ácido salicílico (SA). De maneira semelhante, 

estudos com diferentes ecótipos de A. thaliana apontaram que cerca de 61% das alterações no 

transcriptoma sob estresses combinados não são antecipadas pelas respostas a estresses únicos 

(Rasmussen et al., 2013). 

Zandalinas et al. (2021) destacaram que, mesmo estresses leves, quando combinados, 

podem interagir de forma sinérgica e causar danos graves ao crescimento e sobrevivência, 

refletindo a complexidade das condições ambientais naturais. A homeostase de ferro e espécies 

reativas de oxigênio (ROS) foi apontada como fundamental na adaptação a esses cenários 

multifatoriais, com proteínas como AtNEET atuando na regulação desses processos. Sewelam 

et al. (2021) também observaram que calor combinado com estresse osmótico suprime 

importantes vias de defesa mediadas por SA e JA/ET, aumentando a suscetibilidade a patógenos 

(Pseudomonas syringae e Botrytis cinerea). 



 

A pré-exposição a certos estresses pode melhorar a tolerância a desafios subsequentes. 

Holness et al. (2023) demonstraram que A. thaliana exposta à alta luminosidade (HL) exibe 

“priming transcricional” contra seca, intensificando genes associados ao estresse oxidativo e à 

homeostase celular. Esse efeito envolve vias dependentes e independentes de ABA, além de 

marca epigenética H3K4me3, indicando memória de estresse. De forma semelhante, Coolen et 

al. (2016) mostraram que, em estresses sequenciais (por exemplo, infecção fúngica, herbivoria 

e seca), o transcriptoma se adapta rapidamente ao último fator, mas mantém assinaturas 

moleculares do inicial, ressaltando a importância do priming. 

Mooney et al. (2024) investigaram ainda como a hipóxia afeta a imunidade induzida por 

PAMPs em A. thaliana, mostrando uma supressão de genes de defesa (por exemplo, FLS2 e 

EFR) e de eventos-chave como fosforilação de MAPKs. Embora haja sobreposição entre genes 

regulados por hipóxia e flg22, surgem também respostas únicas sob combinação. 

Os impactos de múltiplos estresses vão além da regulação transcricional e afetam 

diretamente o balanço hormonal das plantas. Entre os principais hormônios envolvidos, ABA, 

JA e ET desempenham papéis centrais na adaptação a estresses combinados. O balanço entre 

ABA, JA e ET é um fator determinante na adaptação a estresses combinados. Em Arachis, a 

seca ativa ABA, enquanto a infestação por RKN mobiliza JA e ET. Em A. thaliana, sob infecção 

por Pseudomonas syringae e déficit hídrico, a baixa disponibilidade de água inibe a 

multiplicação bacteriana, induzindo genes como AtNCED3 (síntese de ABA) e AtPR5 (defesa), 

enquanto fatores supressores, como AtNAC1, são reprimidos (Gupta et al., 2016). 

A priorização de respostas a fatores bióticos ou abióticos pode mudar conforme a 

severidade. Por exemplo, quando seca e herbivoria ocorrem simultaneamente, A. thaliana ativa 

mais fortemente genes relacionados à seca, redirecionando recursos para a sobrevivência em 

detrimento de respostas ao inseto (Atkinson et al., 2013). Ainda assim, certas rotas de defesa 

podem ser mantidas, a depender da intensidade de cada estresse e dos sinais moleculares 

envolvidos (Sewelam et al., 2021). 

Além dos hormônios, fatores de transcrição (TFs) como MYB, bHLH, WRKY e AP2 

têm papel central na integração das vias de sinalização cruzadas (Biniaz et al., 2022; Barah et 

al., 2015). Estudos sobre redes regulatórias (GRNs) em A. thaliana sob diferentes combinações 

de estresse identificaram 3429 genes diferencialmente expressos, dos quais 294 codificam 

fatores de transcrição (TFs) envolvidos na regulação metabólica e defesa (Barah et al., 2015). 

Nesses cenários combinados, grande parte das respostas transcricionais não pode ser 

prevista pelos efeitos de cada estresse isolado (Tan et al., 2023; Rasmussen et al., 2013). A 

análise de interação proteína-proteína (PPI) revelou hubs cruciais, como CBP60g e MPK11 



 

(para estresses bióticos) e subunidades de ATP sintase e NADH desidrogenase (para estresses 

abióticos), bem como genes com expressão elevada e papéis centrais na adaptação, a exemplo 

de AT2G44890 (citocromo P450) e AT5G59720 (proteína de choque térmico 18.2) (Biniaz et 

al., 2022). 

A consolidação dessas descobertas indica que estresses combinados podem gerar 

respostas únicas e muitas vezes imprevisíveis, distintas das respostas observadas em estresses 

isolados. Compreender os processos moleculares e redes regulatórias é fundamental para 

desenvolver estratégias que aumentem a resiliência das plantas, garantindo maior 

sustentabilidade agrícola e segurança alimentar em um mundo onde múltiplos estresses ocorrem 

com frequência crescente (Zandalinas et al., 2021; Mooney et al., 2024). 

 

4.6 Efeito de Priming em Plantas Transgênicas Superexpressando Genes de Defesa 

 

O priming em plantas é caracterizado como um mecanismo adaptativo que permite à 

planta responder de forma mais rápida e eficaz a estresses bióticos e abióticos após uma 

exposição inicial a sinais ambientais, como elicitores, patógenos atenuados ou compostos 

químicos. O processo é frequentemente comparado à vacinação em animais por induzir um 

estado de prontidão metabólica sem a ativação completa das defesas, otimizando o uso 

energético até que um novo desafio ocorra (Conrath, 2009; Cooper & Ton, 2022). 

O priming pode ser descrito em três fases interdependentes. Na fase pré-desafio, a planta 

estabelece um estado latente por meio de alterações epigenéticas e moleculares — como 

metilação do DNA, modificações em histonas e acúmulo de proteínas sinalizadoras, incluindo 

MAP quinases e fatores de transcrição — que mantêm genes de defesa em prontidão. Quando 

ocorre um novo estresse, inicia-se a fase de desafio, na qual essa memória celular é ativada: há 

rápida geração de espécies reativas de oxigênio (ROS), expressão ampliada de genes PR e 

mobilização coordenada de vias hormonais. Por fim, na fase transgeracional, parte dessas 

alterações é preservada e transmitida à progênie, estabelecendo uma forma de memória 

epigenética estável que prepara as gerações seguintes para estímulos semelhantes (Llorens et 

al., 2020). 

Em nível molecular, o priming está associado ao acúmulo basal de proteínas-chave da 

defesa, incluindo MAP quinases (ex.: MPK3/6), fatores de transcrição como WRKY e NAC, e 

enzimas antioxidantes como a superóxido dismutase (SOD). A ativação do sistema é 

frequentemente iniciada por um pulso transiente de cálcio citosólico, que leva à produção de 



 

peróxido de hidrogênio (H₂O₂), atuando como segundo mensageiro em cascatas de sinalização. 

Entre elas, destaca-se a via mediada por MPK3/MPK6, que amplifica a transcrição de genes 

relacionados à resistência (PR), mesmo na ausência de infecção ativa — caracterizando o estado 

primado da célula (Beckers et al., 2009; Pastor-Fernández et al., 2022). 

A regulação hormonal mediada por ácido salicílico (SA), jasmonato (JA) e ácido 

abscísico (ABA) é fundamental para o estabelecimento e manutenção do estado de priming. 

Esses hormônios interagem com mecanismos epigenéticos, como a trimetilação da lisina 4 na 

histona H3 (H3K4me3), que mantém genes de defesa em um estado de prontidão transcricional, 

facilitando sua rápida reativação durante um novo estresse (Jaskiewicz et al., 2011; Koça et al., 

2020). Cascatas de sinalização MAPK, incluindo os módulos MEKK–MKK–MPK, atuam em 

conjunto com fatores de transcrição como DREB e HSF para integrar sinais hormonais e 

ambientais. Essa convergência de rotas permite uma resposta eficiente a diferentes tipos de 

estresse — biótico e abiótico — sem a necessidade de nova reprogramação transcricional a cada 

desafio (Ramesh et al., 2020). 

A superexpressão de genes de defesa em plantas transgênicas tem sido amplamente 

empregada como estratégia para induzir priming constitutivo. Um exemplo amplamente 

estudado é a superexpressão do gene NPR1 (Non-Expresser of PR Genes 1), regulador chave 

da via do ácido salicílico (SA), que induz um estado de ativação basal contínua e respostas 

rápidas à infecção, mesmo sem estímulo prévio (Conrath, 2009; Boscariol-Camargo et al., 

2016). Esse mecanismo está associado à Resistência Sistêmica Adquirida (SAR), mediada por 

SA, na qual defesas são ativadas de forma sistêmica após uma infecção localizada (Durrant & 

Dong, 2004). Esse padrão foi observado em diferentes espécies frutíferas. Em Citrus sinensis, 

a expressão heteróloga de AtNPR1 reduziu a carga bacteriana de Huanglongbing (HLB). Esse 

efeito foi atribuído à indução específica dos genes PR2 e EDS1, ativados apenas após o desafio, 

o que minimizou os custos metabólicos (Dutt et al., 2015). Em contraste, em Malus domestica, 

a superexpressão de MpNPR1 levou à supressão de sintomas independentemente da indução 

prévia, sugerindo especificidade espécie-dependente na regulação da SAR (Malnoy et al., 

2007). 

Além de NPR1, outros genes reguladores têm demonstrado capacidade de induzir 

priming constitutivo por mecanismos distintos, frequentemente mediados por vias hormonais 

alternativas. Um exemplo marcante é a superexpressão de prosystemin em tomateiro, que 

evidencia a plasticidade funcional desse processo. Peptídeos endógenos derivados de 

prosystemin ativam, de forma contínua, rotas de jasmonato, ácido salicílico e etileno, 



 

promovendo resistência ampliada a diferentes patógenos, sem impactos negativos sobre o 

crescimento vegetativo (Coppola et al., 2015). 

Entre os reguladores transcricionais envolvidos no priming, destacam-se os fatores da 

família WRKY, cuja atuação tem se mostrado central na integração de múltiplas rotas de defesa. 

Em Arabidopsis thaliana, a expressão constitutiva de OsWRKY45 (oriundo de arroz) ativou 

genes PR e vias de ABA, conferindo resistência cruzada tanto a patógenos quanto a estresses 

abióticos, como a seca (Qiu & Yu, 2009). Padrões semelhantes foram observados em outras 

espécies: SlWRKY6, em tomateiro, regulou positivamente enzimas antioxidantes por meio da 

sinalização via ABA; já MuWRKY3, em amendoim, aumentou a tolerância à seca por meio da 

ativação de genes osmoprotetores (H. Chen et al., 2024; Reddy et al., 2018). Estudos mais 

recentes com MdWRKY115 (maçã) e PgWRKY52 (gramíneas) demonstraram uma integração 

eficaz entre ajuste hormonal (ABA e SA) e controle redox, resultando na redução do acúmulo 

de ROS sob condições de salinidade e déficit hídrico (Zhang et al., 2023). 

Além de fatores transcricionais, componentes das vias de sinalização intracelular 

também contribuem para o estabelecimento do priming constitutivo. A superexpressão da 

quinase MPK3 promoveu um estado de prontidão basal, com aumento na atividade de enzimas 

antioxidantes, como SOD e POD, e resistência simultânea a estresses bióticos (ex.: 

Pseudomonas) e abióticos (ex.: seca), sem impacto negativo sobre o crescimento (Soudani, 

2024). Esses resultados destacam as MAP quinases como elementos centrais na integração de 

sinais de estresse durante a resposta primada. 

De maneira semelhante, a superexpressão de genes antioxidantes, como SOD2, CAT e 

GPX1, tem sido usada para induzir um estado oxidativo basal, típico do priming funcional. 

Organismos modelo com expressão constitutiva desses genes apresentaram maior atividade 

redox e tolerância a agentes como peróxido de hidrogênio, radiação e xenobióticos, sugerindo 

que a homeostase oxidativa é um componente fundamental da resposta primada (Tavleeva et 

al., 2022). 

Além dos genes clássicos de defesa, genes estruturais com funções não convencionais 

também influenciam o priming. A globina GmGlb1-1, de soja, reduziu a infecção por 

Meloidogyne incognita por meio do aumento basal de H₂O₂ e da indução de genes antioxidantes 

(Basso et al., 2022). De forma semelhante, a quitinase AsECHI1 (amendoim silvestre) ativou a 

NADPH oxidase RbohD e rotas de sinalização via JA e SA em tabaco, mesmo na ausência de 

infecção (da Silva Ferreira et al., 2024). Até genes ribossomais, como ICT1 (subunidade S30), 



 

demonstraram papel na resposta primada, ao promover o acúmulo de metabólitos com atividade 

antipatogênica em Arabidopsis (Finkelshtein et al., 2024). 

Modificações estruturais na parede celular também têm sido associadas ao priming. 

Swaminathan et al. (2022) descreveram a atuação de enzimas ativas em carboidratos, como 

celulases e pectinases, na reorganização da matriz extracelular. Essa remodelação favorece a 

exposição de receptores de padrão (PRRs) e facilita a ativação de respostas de defesa, 

aumentando a sensibilidade da planta a sinais patogênicos. Dessa forma, alterações na parede 

celular funcionam como um componente físico adicional à memória imunológica vegetal. 

Além dos genes individuais de defesa ou estruturais, estratégias de engenharia genética 

mais complexas têm se mostrado eficazes para induzir priming constitutivo. Guimarães et al. 

(2022) demonstraram que a superexpressão do gene truncado AsTIR19, isolado da espécie 

silvestre Arachis stenosperma, em tabaco transgênico, promoveu resistência sem comprometer 

o crescimento. Linhagens OE-AsTIR19 apresentaram redução de até 50% na área de lesões 

causadas por Sclerotinia sclerotiorum, enquanto combinações com o gene AdEXLB8 resultaram 

em reduções de até 57%. Microscopia revelou atraso no desenvolvimento do micélio e 

ramificações irregulares das hifas, indicando que o priming interfere desde os estágios iniciais 

da infecção. 

A incorporação de mecanismos epigenéticos tem ampliado ainda mais as possibilidades 

dessa abordagem. Em Solanum tuberosum, a introdução de alelos Rpi manteve marcas de 

H3K4me3 em promotores de genes de defesa, acelerando a ativação de proteínas PR durante 

infecção por míldio (Yang et al., 2020). Já em Arabidopsis, a superexpressão de MpDIR1(t), 

oriundo de Marchantia polymorpha, elevou níveis basais de SA, flavonoides e enzimas 

antioxidantes (SOD, POD, CAT), restringindo a colonização por Pseudomonas syringae sem 

efeitos adversos sobre o metabolismo (Duan et al., 2024). 

Além das manipulações genéticas, compostos químicos têm sido utilizados para induzir 

priming sem alterar o genoma. A aplicação de β-aminobutirato (BABA), por exemplo, induz 

metilação de DNA e produção de pequenos RNAs (sRNAs) com papel sinalizador, preparando 

a planta contra Botrytis cinerea com efeitos persistentes por vários ciclos celulares (Stevens et 

al., 2025). Em tomateiro, BABA ativou SAR e marcas epigenéticas herdáveis por enxertia 

(Luna et al., 2017). Outros compostos, como oligossacarídeos de alginato (AOS), reduziram 

infecções por Penicillium expansum em peras, modulando enzimas de defesa (Dhanasekaran et 

al., 2025). Abordagens com microrganismos benéficos, como Metarhizium brunneum, também 



 

ativaram mecanismos de defesa, como a produção de mirosinase em Brassica, aumentando a 

resistência a herbivoria (Carvalho Cachapa et al., 2020). 

Moléculas endógenas como N-hidroxipipecólico (NHP) e o próprio ácido salicílico 

(SA) participam da manutenção do estado de defesa sistêmica. Ambas promovem a ativação de 

genes PR e estabilizam marcas epigenéticas em tecidos não infectados, consolidando a resposta 

sistêmica adquirida (SAR). A interação entre NHP e SA configura um sistema de defesa 

“treinado”, capaz de gerar respostas mais rápidas e eficazes frente a novos desafios (Hartmann 

& Zeier, 2019). 

Apesar das vantagens adaptativas, o priming pode impor custos fisiológicos. Em 

Arabidopsis, BABA atrasou o florescimento e reduziu o diâmetro da roseta; já linhagens 

transgênicas com superexpressão de genes PR e scavengers de ROS apresentaram menor 

biomassa (van Hulten et al., 2006; Kim et al., 2025). 

Ainda assim, os benefícios agronômicos são substanciais. Plantas com TaSOD 

mantiveram crescimento estável sob seca e salinidade, enquanto ApHIPP26 conferiu tolerância 

a metais pesados por meio da regulação redox (Ying et al., 2023; Zhou et al., 2023). Chaperonas 

moleculares como OsHSP17.9 e PgHSFA2 também contribuíram para a manutenção da 

homeostase celular sob estresses térmicos e salinos, sem comprometer a produtividade (Kim et 

al., 2025). 

Em síntese, as evidências apresentadas demonstram que intervenções baseadas em 

priming — seja por via genética, epigenética ou química — não apenas antecipam a ativação 

de defesas, mas também moldam circuitos moleculares duráveis, capazes de integrar múltiplos 

sinais de estresse com precisão regulatória. O conceito de “pré-condicionamento genético”, 

nesse contexto, não se limita a uma resposta acelerada, mas envolve reprogramações 

metabólicas e epigenéticas que estabilizam a memória imunológica sem comprometer o 

desenvolvimento. Ao explorar esses mecanismos, amplia-se o potencial de criar cultivares com 

resistência adaptativa de base ampla, capazes de responder a pressões ambientais complexas 

com menor custo fisiológico — uma perspectiva estratégica diante da crescente 

imprevisibilidade climática e da necessidade de garantir segurança alimentar em longo prazo 

(Cooper & Ton, 2022; Singh & Sharma, 2023). 

 

 



 

4.7 Parentes Silvestres de Cultivos (CWR) como fonte de genes de resistência  

 

As plantas cultivadas atualmente são o resultado de milhares de anos de seleção artificial 

e domesticação, um processo conduzido pelo ser humano para maximizar características 

desejáveis, como produtividade e valor nutricional. No entanto, essa intensa pressão seletiva 

resultou na redução significativa da diversidade genética em muitas culturas, incluindo a perda 

de genes essenciais para a resistência e tolerância a estresses bióticos e abióticos (H. Zhang et 

al., 2017).  

Os Parentes Silvestres de Cultivos (Crop Wild Relatives, CWRs) são plantas selvagens 

relacionadas a culturas agrícolas, amplamente reconhecidas como fontes de genes para o 

melhoramento genético. Esses CWRs podem ser definidos por dois conceitos principais. O 

primeiro, proposto por Harlan e de Wet (1971), que organiza os CWRs em três grupos (GP-1 a 

GP-3) com base na facilidade de intercâmbio genético com as plantas cultivadas, e o grupo 

taxonômico, definido por Maxted et al. (2006), que os categoriza com base na hierarquia 

evolutiva e taxonômica. 

Crescendo e evoluindo em ambientes naturais constantemente expostos a uma variedade 

de patógenos, os CWRs desenvolveram uma ampla gama de mecanismos de defesa, muitos 

deles mediados por genes de resistência. A identificação e caracterização desses genes em 

plantas silvestres possibilitam sua aplicação no melhoramento genético de plantas cultivadas, 

contribuindo para o aumento da resistência a doenças (Harlan & Wet, 1971; Maxted et al., 2006; 

H. Zhang et al., 2017) 

A incorporação de alelos de CWRs em cultivares comerciais tem sido amplamente 

utilizada para fortalecer a resistência genética. A proximidade entre essas espécies facilita sua 

introdução por métodos convencionais e biotecnológicos, ampliando a resiliência das culturas 

agrícolas (Z. Zhang et al., 2009). No trigo, um exemplo relevante é o gene Pm66, derivado da 

espécie selvagem Aegilops longissima, que conferiu resistência ao oídio, um dos principais 

patógenos da cultura (H. Li et al., 2020). No caso da batata, genes como RB e Rpi-blb2, 

provenientes de Solanum bulbocastanum, e Rpi-vnt1.1, de S. venturii, foram introduzidos em 

Solanum tuberosum, garantindo resistência à requeima causada por Phytophthora infestans 

(Ghislain et al., 2019). Na cultura da banana, a transferência do gene RGA2, de Musa acuminata 

ssp. malaccensis, para o subgrupo Cavendish proporcionou resistência ao mal do Panamá 

(Fusarium oxysporum f. sp. cubense raça tropical 4 – TR4) uma das maiores ameaças à 

produção global dessa cultura (Dale et al., 2017). De forma semelhante, na soja, a resistência à 

podridão da raiz e do caule causada por Phytophthora sojae foi atribuída ao locus Rps11, 



 

identificado em uma variedade crioula e posteriormente incorporado em programas de 

melhoramento (W. Wang et al., 2021). 

O amendoim cultivado (Arachis hypogaea) tem se beneficiado cada vez mais da 

incorporação de espécies silvestres aparentadas (CWRs) em programas de melhoramento 

genético, com destaque para Arachis stenosperma e A. duranensis, que demonstram ampla 

resistência a estresses bióticos e abióticos. 

Dentre essas, A. stenosperma destaca-se como fonte relevante de resistência ao 

nematoide das galhas (Meloidogyne arenaria) (Guimarães et al., 2015).. Essa espécie apresenta 

quase imunidade ao patógeno, com QTLs mapeados nos cromossomos A02 e A09 que reduzem 

a reprodução do nematoide em até 98% (Leal-Bertioli et al., 2016; Ballén-Taborda et al., 2021, 

2022). Em contraste à resistência baseada em um único gene proveniente de A. cardenasii, 

usada em cultivares como ‘Tifguard’, a resistência de A. stenosperma é poligênica e, portanto, 

mais durável. Esses QTLs foram com sucesso introgressados em linhagens elite por meio de 

retrocruzamento assistido por marcadores, recuperando características agronômicas enquanto 

conferem resistência robusta. Essa espécie também oferece resistência significativa a doenças 

fúngicas como a mancha foliar precoce e tardia (Passalora arachidicola, Nothopassalora 

personata) e à ferrugem do amendoim (Puccinia arachidis) (Guimarães et al., 2012). 

Recentemente, um segmento cromossômico de A. stenosperma foi associado à resistência à 

mancha foliar tardia em linhagens cultivadas (Pan et al., 2024). 

Outro exemplo é a resistência ao mofo branco (Athelia rolfsii), em que híbridos 

alotetraploides contendo A. stenosperma demonstraram resistência significativamente superior. 

O híbrido ValSten1, por exemplo, permitiu o mapeamento de dois QTLs de resistência oriundos 

do genoma silvestre (Tsai et al., 2024). Embora alguns alelos deletérios também tenham sido 

identificados, o estudo fornece marcadores úteis para seleção. A. stenosperma também 

demonstrou potencial contra o Vírus da Murcha Manchada do Tomate (TSWV). O acesso 

V10309 apresentou a menor taxa de infecção entre dez espécies silvestres testadas, e seu híbrido 

derivado (ValSten1) manteve baixos níveis de infecção (Y. J. Chen et al., 2023). Já A. 

duranensis contribuiu com redução nos danos de alimentação por tripes, sugerindo efeitos de 

antixenose ou antibiose. 

Comparações transcriptômicas entre espécies reforçam suas especializações ecológicas. 

A. stenosperma induz transcritos de defesa (como peroxidases e quitinases) em resposta a 

patógenos, enquanto A. duranensis ativa genes relacionados à resposta osmótica sob seca 

(Guimarães et al., 2012). Um gene notável é AsECHI, uma endoquitinase de A. stenosperma, 

que foi induzida tanto por infecção de nematoides quanto por seca. Sua superexpressão reduziu 



 

a infecção em ~30% e melhorou a recuperação da seca em Arabidopsis transgênica (Mota et 

al., 2021). 

Entretanto, é A. duranensis que se consolida como fonte privilegiada de resistência a 

estresses abióticos, principalmente à seca (Brasileiro et al., 2015). Em estufa e campo, seus 

acessos superam o amendoim cultivado em produtividade e recuperação sob déficit hídrico 

(Guimarães et al., 2012; Pokhrel et al., 2024). As plantas acumulam mais osmoprotetores, 

apresentam maior atividade antioxidante e menor peroxidação lipídica. Genes envolvidos na 

sinalização por ABA, fechamento estomático e compostos protetores são fortemente induzidos 

(Thoppurathu et al., 2022). Fatores de transcrição como AdWRKY e NF-YA já foram 

funcionalmente validados (Y. Zhang et al., 2022; D. Kumar & Kirti, 2023). 

Adicionalmente, A. duranensis apresenta tolerância à salinidade. Acessos mantêm 

crescimento e teor de clorofila superiores sob estresse salino, e genes como antiportadores 

Na⁺/H⁺ e fatores NAC são induzidos (Joshi et al., 2024; Bera et al., 2013). Essa espécie também 

mostra adaptação a diferentes altitudes e condições climáticas. Estudos de genômica da 

paisagem identificaram SNPs correlacionados com variações de temperatura e precipitação, 

sugerindo alelos associados à tolerância ao calor e ao frio (Massa et al., 2024). 

A resistência a insetos em A. duranensis e A. batizocoi tem sido observada em testes 

com tripes, com danos por alimentação significativamente menores (Y. J. Chen et al., 2023). A 

ampla distribuição de A. duranensis promoveu diversidade intraespecífica, com certos acessos 

apresentando alelos para resistência a insetos (Massa et al., 2024).  

No arroz, a diversidade genética dos seus parentes silvestres também tem sido explorada 

para a resistência a estresses bióticos. Estudos demonstraram que 22 genes de resistência 

provenientes de Oryza rufipogon, O. australiensis e O. glaberrima conferem tolerância a pragas 

de insetos sugadores, além de proteção contra patógenos específicos (Bunga et al., 2024).  

Embora a exploração de parentes silvestres de cultivos (CWRs) tenha proporcionado 

avanços significativos no melhoramento genético, a clonagem e transferência de genes de 

resistência ainda apresentam desafios substanciais. A presença de características 

agronomicamente indesejáveis, como baixa produtividade e suscetibilidade a outros fatores 

ambientais, além das dificuldades na obtenção de progênies viáveis, dificultam a incorporação 

desses genes em cultivares comerciais (Bohra et al., 2022).  

Nos últimos anos, avanços em biotecnologia têm permitido uma exploração mais 

eficiente do potencial genético dos CWRs. Técnicas como AgRenSeq e MutRenSeq, que 

integram sequenciamento de próxima geração (NGS) com enriquecimento genômico 

específico, possibilitam a captura e o isolamento de genes R (incluindo NLRs) de forma 



 

direcionada e precisa, acelerando a caracterização de loci de resistência (Arora et al., 2019; 

Kaur et al., 2021; Steuernagel et al., 2017) . 

Além disso, outras abordagens baseadas em RNA-seq vêm sendo amplamente 

empregadas na identificação de genes de resistência em CWRs. Estudos recentes demonstraram 

a eficácia do sequenciamento de longa leitura (ONT) na resolução de regiões genômicas 

complexas e no mapeamento preciso do genoma de linhagens doadoras. Um exemplo é o caso 

do gene Pm69, proveniente do trigo-selvagem emmer, associado à resistência ao oídio. A 

caracterização desse gene foi realizada utilizando MutRNA-seq, que comparou o transcriptoma 

de plantas resistentes e mutantes suscetíveis, permitindo a identificação precisa de genes 

candidatos. Para validar a funcionalidade de Pm69, os pesquisadores empregaram 

silenciamento gênico induzido por vírus (VIGS), confirmando sua relação direta com a 

resistência. 

Apesar desses avanços, a introgressão de genes de resistência em cultivares comerciais 

ainda demanda estratégias que minimizem os efeitos negativos associados a trade-offs 

fisiológicos e agronômicos. O uso de edição gênica via CRISPR/Cas9, combinado à seleção 

assistida por marcadores (marker-assisted selection, MAS), pode permitir uma edição mais 

precisa de genes de interesse, eliminando características indesejáveis sem comprometer a 

funcionalidade dos loci de resistência. Além disso, a integração de pangenômica e 

bioengenharia metabólica pode reduzir o impacto de genes pleiotrópicos, possibilitando ajustes 

finos no balanço entre crescimento, produtividade e resistência. 

 

4.8 Expansinas  

 

As expansinas são proteínas extracelulares amplamente distribuídas em plantas, 

reconhecidas por seu papel essencial no relaxamento da parede celular, apesar de não possuírem 

atividade hidrolítica direta. Essas proteínas foram inicialmente identificadas em estudos sobre 

o fenômeno de 'crescimento ácido' em hipocótilos de pepino. Elas desempenham um papel 

crucial na expansão celular e na adaptação das plantas a diversos estímulos ambientais (Kuluev 

et al., 2016; McQueen-Mason et al., 1992). 

Essas proteínas estão organizadas em uma superfamília composta por quatro 

subfamílias principais: α-expansinas (EXPA), β-expansinas (EXPB), expansinas semelhantes a 

A (EXLA) e expansinas semelhantes a B (EXLB), sendo as EXPA e EXPB as mais bem 

estudadas devido à sua capacidade de promover o relaxamento da parede celular (Sampedro & 

Cosgrove, 2005). Estruturalmente, as expansinas apresentam dois domínios principais. O 



 

domínio DPBB (Double-Psi Beta Barrel) está relacionado à modulação estrutural da parede 

celular. Já o CBM63 (Carbohydrate-Binding Module 63) é responsável pela ligação às 

microfibrilas de celulose (Cosgrove, 2015). Diferentemente das glicosídeo-hidrolases — com 

as quais compartilham similaridades estruturais —, as expansinas não possuem atividade 

catalítica. No entanto, sua ação depende do pH do apoplasto, permitindo a expansão irreversível 

da parede celular e, consequentemente, o crescimento celular (Samalova et al., 2022). 

Do ponto de vista evolutivo, as expansinas são amplamente conservadas, estando 

presentes em praticamente todas as plantas terrestres e em alguns organismos não vegetais, 

como fungos e bactérias (Georgelis et al., 2015). Biologicamente, essas proteínas apresentam 

diversificação funcional importante, desempenhando papéis essenciais em diferentes aspectos 

do desenvolvimento vegetal. Elas estão envolvidas em processos como crescimento (Hepler, 

2019; Z. Wang et al., 2024), germinação de sementes (F. Chen & Bradford, 2000), 

desenvolvimento radicular (Muthusamy et al., 2020), formação de órgãos florais e 

amadurecimento de frutos (Chen et al., 2022; Mira et al., 2023), com variações que refletem 

adaptações específicas ao habitat de diferentes espécies (Marowa et al., 2016). 

As expansinas também desempenham um papel central na adaptação das plantas a 

condições ambientais adversas; seu envolvimento na defesa contra estresses abióticos é bem 

documentado. Elas atuam principalmente no relaxamento da parede celular, permitindo 

modificações estruturais. Esses ajustes facilitam a expansão celular e aumentam a plasticidade 

tecidual — aspectos essenciais para a adaptação a condições de salinidade, seca, calor e frio 

(Kuluev et al., 2016). Em diversas espécies, a superexpressão de genes relacionados às 

expansinas melhora significativamente a tolerância das plantas a esses estresses. Por exemplo, 

a superexpressão do gene GsEXLB14 em raízes transgênicas de soja aumentou a resistência ao 

estresse salino e à seca. Nessas condições, as raízes transgênicas apresentaram maior 

crescimento, com melhor regulação do transporte iônico e respostas antioxidantes reforçadas, 

atribuídas à modulação de genes como H^+-ATPases, peroxidases e proteínas relacionadas à 

desidratação (L. Wang et al., 2024). A ilustração demonstrada na figura 3 traz um fluxograma 

de como as expansinas atuam no crescimento/desenvolvimento vegetal e na resposta de defesa.  



 

 
FIGURA 3. Representação esquemática da regulação das expansinas por diversos hormônios vegetais (IAA, 

ARR1, ET, SA, ABA e JA) e sua interação com as espécies reativas de oxigênio (ROS) e as enzimas antioxidantes 

(peroxidases). As expansinas, moduladas positivamente ou negativamente pelos diferentes hormônios, 

influenciam o relaxamento da parede celular, o crescimento vegetal e a resposta a estresses bióticos e abióticos, 

incluindo o controle de ROS. Adaptado de Samalova et al. (2022).  

Em plantas transgênicas de tabaco (N. tabacum) modificadas com o gene TaEXPA2, 

uma α-expansina identificada em trigo (Triticum aestivum), observou-se maior número de 

cápsulas e sementes em comparação com plantas selvagens. Essas plantas desenvolveram 

sistemas radiculares mais robustos, com maior número de raízes laterais e maior comprimento 

da raiz primária, resultando em maior capacidade de absorção de água. Outro aspecto relevante 

é que as plantas transgênicas acumularam níveis elevados de prolina, um componente 

importante para a retenção de água sob condições de estresse hídrico. Também apresentaram 

menor acúmulo de espécies reativas de oxigênio (ROS), como H₂O₂, reduzindo danos 

oxidativos. Ademais, enzimas antioxidantes, incluindo superóxido dismutase (SOD), catalase 

(CAT) e peroxidase (POD), tiveram atividades significativamente aumentadas em plantas 

transgênicas sob estresse, destacando sua capacidade de resposta antioxidante (Y. Chen et al., 

2016). 

Ainda em tabaco, a superexpressão do gene AtEXPA18 resultou em maior biomassa, 

maior tolerância à seca e melhor desempenho fotossintético em plantas transgênicas. Tais 

plantas exibiram um sistema radicular mais desenvolvido, evidenciado pelo maior peso seco 

das raízes, possivelmente favorecendo a extração de água em camadas mais profundas do solo. 

O teor de clorofila também foi significativamente mais alto na linha transgênica, indicando 



 

maior eficiência fotossintética sob estresse hídrico. De forma complementar, o conteúdo de 

ácido abscísico (ABA) foi expressivamente maior nas folhas das plantas transgênicas em 

comparação às plantas controle. Esse aumento foi observado tanto em condições de estresse 

quanto em condições normais. Os dados sugerem uma regulação aprimorada do fechamento 

estomático e maior retenção de água. Observou-se, ainda, aumento nos níveis de citocininas 

sob estresse severo, indicando que o gene AtEXPA18 pode desempenhar papel na regulação 

hormonal na adaptação a condições adversas (Abbasi et al., 2021). 

Em cana-de-açúcar (Saccharum spp.), o potencial das expansinas como agentes 

protetores contra estresses abióticos também foi evidenciado. Ashwin Narayan et al. (2021) 

mostraram que linhas transgênicas superexpressando o gene EaEXPA1 apresentaram maior 

tolerância à seca, com melhorias significativas no conteúdo relativo de água, na estabilidade de 

membranas, na retenção de clorofila e na capacidade fotossintética. Durante o período de seca, 

essas plantas mantiveram níveis relativos de água mais altos (79,5–92%) em comparação com 

as plantas controle (70%). Após a reirrigação, recuperaram-se quase completamente, 

alcançando valores próximos aos níveis normais. Além disso, as linhas transgênicas exibiram 

menor lesão de membrana celular sob estresse (45–60%), enquanto as plantas controle sofreram 

danos consideravelmente maiores (~99%). Genes como SmEXPA23, identificado em Salix 

matsudana, e OfEXLA1, em Osmanthus fragrans, são induzidos por condições de seca e 

salinidade, promovendo retenção hídrica e resistência ao estresse oxidativo. Esses genes são 

regulados por hormônios como o ABA, crucial na ativação de respostas de defesa e adaptação 

(Dong et al., 2024; R. Yang et al., 2023). 

As expansinas também influenciam as respostas das plantas à deficiência de nutrientes. 

Wang et al., (2023), demonstraram que a superexpressão do gene SgEXPB1 em raízes 

transgênicas de Stylosanthes guianensis promoveu crescimento radicular significativamente 

maior e aumentou a eficiência na absorção de fósforo (P) em condições de baixa disponibilidade 

desse nutriente. Esses efeitos foram atribuídos à capacidade do gene de modular processos de 

divisão e alongamento celular, favorecendo o desenvolvimento radicular e a adaptação a solos 

pobres em fósforo. 

Em interação com patógenos, a alteração da integridade da parede celular pelas 

expansinas pode tanto favorecer quanto dificultar a penetração e disseminação de 

microrganismos (Narváez-Barragán et al., 2022).  Ao relaxar a parede celular e romper ligações 

não covalentes entre polímeros, as expansinas podem aumentar a suscetibilidade a infecções. 

No estudo de Otulak-Kozieł et al., (2020) plantas suscetíveis apresentaram aumento 

significativo na expressão do gene StEXPA3 e na produção de proteínas StEXPAs. Essas 



 

alterações promoveram o relaxamento da parede celular e facilitaram a propagação do Potato 

virus Y (PVY^NTN). Em contraste, em plantas resistentes que apresentaram reação de 

hipersensibilidade, a expressão de StEXPA3 e a presença de StEXPAs foram reduzidas, 

indicando um possível reforço da parede celular como estratégia de defesa. 

Durante interações planta-patógeno, as expansinas podem exercer dupla função. A 

superexpressão do gene MaEXPA11, por exemplo, conferiu resistência da amoreira (Morus sp.) 

ao fungo Ciboria shiraiana. Entretanto, a redução da expressão de MaEXPA11 aumentou a 

resistência a estresses abióticos, como frio e seca. (Y. Guo et al., 2024).  

Chen et al., (2018a) observaram que plantas com redução de expressão (RNAi) de 

NtEXPA4 apresentaram maior sensibilidade ao estresse salino e à seca, enquanto as linhas de 

superexpressão exibiram maior tolerância, evidenciada por menor dano celular, maior peso 

fresco, maior acúmulo de açúcar solúvel e prolina, além de níveis elevados de genes responsivos 

a estresses. Em contrapartida, a superexpressão de NtEXPA4 aumentou a suscetibilidade ao 

vírus do mosaico do tabaco (TMV-GFP) e à bactéria Pseudomonas syringae DC3000, 

reduzindo a indução do sistema antioxidante, a produção de fitohormônios associados à defesa 

e a expressão de genes relacionados à resposta imunológica. 

Em plantas de arroz (Oryza sativa), Tan et al., (2018) reforçaram a ideia de que as 

expansinas podem atuar de forma dupla ao mediar crescimento e resistência a estresses bióticos. 

Nesse estudo, a superexpressão de OsEXPA10 favoreceu o crescimento da planta, resultando 

em grãos maiores. Entretanto, também afrouxou a parede celular, tornando as plantas mais 

vulneráveis ao percevejo-marrom (Nilaparvata lugens) e ao fungo causador da brusone 

(Magnaporthe oryzae). Por outro lado, quando a expressão de OsEXPA10 foi reduzida, as 

plantas exibiram menor altura e grãos menores, mas apresentaram parede celular mais rígida, o 

que aumentou a resistência ao estresse biótico. 

A redução da expressão do gene EXLA2, regulado por vias independentes de ácido 

jasmônico (JA), em mutantes de Arabidopsis thaliana, resultou em maior resistência a 

patógenos necrotróficos, como Botrytis cinerea e Alternaria brassicicola (AbuQamar et al., 

2017). Essa resposta sugere que a menor atividade do gene contribui para o fortalecimento da 

parede celular, dificultando a penetração dos patógenos. Além disso, o mesmo estudo mostrou 

que EXLA2 é induzido por estresses abióticos, como frio e salinidade. No aspecto fenotípico, 

mutantes com perda de função apresentaram maior crescimento, enquanto plantas transgênicas 

que superexpressavam o gene exibiram porte reduzido, indicando seu papel como regulador 

negativo do desenvolvimento vegetal. 



 

Em contraste, há registros de que a superexpressão de expansinas pode conferir 

vantagens adaptativas em cenários de estresses combinados. Plantas transgênicas de tabaco 

expressando AdEXLB8, uma expansina-like B de A. duranensis, demonstraram tolerância 

simultânea à seca e ao ataque de patógenos como M. incognita e Sclerotinia sclerotiorum. Esse 

resultado foi atribuído à reconfiguração da parede celular e à ativação de vias hormonais. Entre 

elas, destacam-se aquelas mediadas por ABA, jasmonato e etileno. Juntas, essas vias promovem 

um estado geral de priming contra patógenos (Brasileiro et al., 2021). 

Em outro exemplo, Samalova et al., (2024) analisaram o papel das expansinas na 

regulação hormonal, na localização e nas propriedades biomecânicas da parede celular durante 

o crescimento radicular em A. thaliana. O estudo demonstrou que as expansinas EXPA1, 

EXPA10, EXPA14 e EXPA15 são reguladas por citocininas (ARR1, ARR10, ARR12) e 

possivelmente por auxinas (ARF5). Além disso, evidenciou que EXPA1 pode modular as 

propriedades viscoelásticas da parede celular por meio de interações com enzimas que 

modificam pectinas, pois a rápida desmetilesterificação desses polissacarídeos, induzida pela 

superexpressão de EXPA1, sugere que as expansinas atuam diretamente no controle da 

plasticidade da parede celular. 

Há ainda diversos relatos reforçando a relação entre a expressão de expansinas e a 

regulação de vias hormonais. Por exemplo, em Brassica rapa, a expressão de BrEXLB1 é 

induzida por fitohormônios como ácido indol-3-acético (IAA), ácido abscísico (ABA), ácido 

salicílico (SA) e etileno, todos relacionados a respostas ao estresse e ao desenvolvimento. Nesse 

estudo, os autores concluíram que a inibição de BrEXLB1 pode suprimir a sinalização de 

auxinas, contribuindo para a resistência a Plasmodiophora brassicae. Também foi demonstrado 

que, durante infecções iniciais por P. brassicae (1–3 dias pós-inoculação), o promotor de 

BrEXLB1 apresentou atividade aumentada, indicando um papel na resposta inicial ao patógeno; 

em estágios posteriores, a expressão foi drasticamente reduzida. Essa regulação diferencial 

reforça a ideia de que essas proteínas podem atuar como reguladoras-chave de resistência 

(Muthusamy et al., 2022). 

Corroborando a participação das expansinas na defesa contra patógenos, Yang et al., 

(2024) demonstraram que a superexpressão de NtEXPA7, uma expansina expressa 

especificamente em células de pelos radiculares de tabaco, aumenta a resistência contra M. 

incognita.  

A supressão ou superexpressão de expansinas já demonstrou efeito protetor contra 

patógenos em outras plantas, como soja (Guimaraes et al., 2017), tomate (Solanum 

lycopersicum) (Gal et al., 2006) e Arabidopsis (Jammes et al., 2005) . Nesta última, a 



 

superexpressão de GmEXPA1 foi associada a menor suscetibilidade ao nematoide, incluindo 

redução no número de ovos, de galhas e no fator de reprodução do patógeno em linhas 

transgênicas de A. thaliana e N. tabacum (Basso et al., 2023). 

Por fim, os avanços recentes em modelagem estrutural, como o uso do algoritmo 

AlphaFold, têm permitido uma análise mais detalhada das interações entre expansinas e os 

polímeros da parede celular. Esses progressos ampliam as perspectivas de aplicação 

biotecnológica, especialmente no desenvolvimento de culturas agrícolas mais adaptadas a 

ambientes adversos (Jumper et al., 2021; Samalova et al., 2022). 

 

4.9 NLRs 

 

A imunidade inata nas plantas, embora amplamente conservada entre diferentes táxons, 

opera por meio de vias especializadas capazes de detectar sinais de invasão com elevada 

especificidade e sensibilidade. Este sistema não apenas determina a capacidade da planta de 

resistir a infecções, mas também constitui um eixo central na adaptação evolutiva das espécies 

vegetais a pressões bióticas e abióticas. A base dessa resposta imune reside em uma rede 

complexa e altamente regulada de interações moleculares, cuja elucidação tem avançado 

significativamente nas últimas décadas (Jones and Dangl, 2006; Rafiqi et al., 2009; Bonardi et 

al., 2012). 

 A resposta imune pode ser deflagrada tanto por sinais extracelulares quanto 

intracelulares (van der Burgh and Joosten, 2019), e envolve receptores especializados que 

detectam sinais moleculares de patógenos e desencadeiam mecanismos de defesa. Atualmente, 

reconhece-se que o sistema imunológico vegetal é composto por dois ramos principais: a 

imunidade induzida por padrões moleculares (PTI) e a imunidade mediada por efetores (ETI). 

A PTI constitui a primeira linha de defesa e é ativada pelo reconhecimento de padrões 

moleculares conservados de patógenos (PAMPs), microrganismos (MAMPs) ou sinais 

associados a danos celulares (DAMPs) (Monaghan & Zipfel, 2012; Yamaguchi & Kawasaki, 

2021). Esses sinais são reconhecidos por receptores de reconhecimento de padrões (PRRs), que 

incluem receptores do tipo quinase (RLKs) e receptores similares (RLPs). A ativação desses 

PRRs pela detecção de moléculas como flagelina (flg22), lipopolissacarídeos ou 

peptideoglicanos (Choi & Klessig, 2016) desencadeia cascatas de sinalização intracelular que 

culminam na ativação de genes de defesa, reforço da parede celular, produção de espécies 

reativas de oxigênio (ROS) e biossíntese de metabólitos antimicrobianos (Thomma et al., 2011; 

Desaki et al., 2018). 



 

No entanto, muitos patógenos evoluíram efetores que inibem componentes cruciais da 

sinalização da PTI, promovendo o que se denomina suscetibilidade induzida por efetores 

(effector-triggered susceptibility, ETS) (Chisholm et al., 2006; Göhre & Robatzek, 2008). 

Como resposta evolutiva, as plantas desenvolveram genes de resistência (R), cujos produtos — 

particularmente os receptores da família NLR (nucleotide-binding leucine-rich repeat 

receptors) — são capazes de detectar esses efetores e deflagrar a ETI, uma resposta imune 

amplificada, comumente associada à morte celular programada localizada (hipersensibilidade, 

HR) (Jones & Dangl, 2006; Ellis et al., 2000). A eficácia da ETI depende da presença de alelos 

funcionais de genes R em diferentes genótipos (Dalio et al., 2021), sendo o reconhecimento do 

efetor possível tanto por interação direta quanto por mecanismos indiretos, como o modelo de 

guarda-e-isca (Cesari, 2018). 

A principal classe de genes de resistência (R) em plantas codifica os receptores NLRs, 

proteínas intracelulares modulares compostas por uma região central de ligação a nucleotídeos 

(domínio NB-ARC), um domínio N-terminal do tipo TIR (presentes nos TNLs) ou coiled-coil 

(nos CNLs), e uma região C-terminal contendo repetições ricas em leucina (LRR) (Dangl & 

Jones, 2001; Jones & Dangl, 2006). Além das formas canônicas, variantes estruturais truncadas 

— como as proteínas TIR-NB (TN) e CC-NB (CN) — têm sido identificadas em diferentes 

espécies, apresentando funções imunológicas relevantes mesmo na ausência de domínios 

completos (Contreras et al., 2023a; Nishimura et al., 2017a). 

Avanços recentes na genômica e nas tecnologias de clonagem permitiram a 

caracterização de mais de 450 genes R em 42 espécies vegetais, sendo aproximadamente 72% 

deles classificados como PRRs ou NLRs (Chen et al., 2024). Embora esses genes 

frequentemente exibam especificidade taxonômica (Jones et al., 2016), a transferência 

funcional entre espécies filogeneticamente distantes já foi demonstrada, destacando o potencial 

desses receptores para aplicações em melhoramento genético (Zhang et al., 2017a; 2017b; Xu 

et al., 2018). Estudos genômicos adicionais revelam que genes NLR tendem a se organizar em 

agrupamentos ("clusters") originados por duplicações em tandem, o que resulta em alta 

similaridade entre os membros de um mesmo grupo e dificulta a caracterização funcional 

individual (Hao et al., 2023). 

Importante destacar que a PTI e a ETI não constituem vias redundantes, mas sim 

complementares e sinérgicas. Evidências acumuladas indicam que a ativação simultânea desses 

mecanismos fortalece a produção de ROS, a deposição de calose e a expressão de genes de 

defesa, culminando em respostas imunes mais robustas (Jones et al., 2024). Em Arabidopsis 

thaliana, a integração funcional entre PRRs e NLRs é exemplificada pela proteína ZAR1, que, 



 

após o reconhecimento do efetor, forma complexos oligoméricos denominados resistossomos. 

Esses resistossomos atuam como canais de íons, promovendo o influxo de cálcio e induzindo a 

morte celular localizada (Ngou et al., 2022). Adicionalmente, o "priming" transcricional 

promovido pela ativação prévia da PTI prepara a planta para uma resposta ETI mais eficaz, 

modulando positivamente a expressão de genes envolvidos em sinalização hormonal e 

biossíntese de metabólitos secundários (Espinas et al., 2016). 

 
FIGURA 4. Visão geral dos principais mecanismos da imunidade inata em plantas, envolvendo receptores de 

reconhecimento de padrões na superfície celular (PRRs) e receptores intracelulares NLR (CNLs ou TNLs), além 

de seus NLRs auxiliares (CNLs ou RNLs) (Jones et al., 2024). 

 

Avanços recentes em genômica funcional e biotecnologia têm acelerado 

significativamente a clonagem de genes R, promovendo o desenvolvimento de estratégias mais 

eficazes de proteção de cultivos (Chen et al., 2024). Nesse cenário, os NLRs truncados têm 

ganhado destaque por sua versatilidade funcional e arquitetura não convencional. 

Diferentemente dos NLRs canônicos — que apresentam domínio NB-ARC, TIR ou CC na 

extremidade N-terminal e repetições ricas em leucina (LRR) na região C-terminal —, os 

truncados carecem de um ou mais desses domínios. Ainda assim, são capazes de desempenhar 

funções críticas na imunidade vegetal (Contreras et al., 2023). 



 

A ausência parcial de domínios não compromete necessariamente a funcionalidade. O 

receptor RBA1, um TIR-only NLR de Arabidopsis thaliana, é capaz de reconhecer diretamente 

o efetor HopBA1, mesmo na ausência dos domínios NB-ARC e LRR, promovendo a ativação 

da morte celular programada (Nishimura et al., 2017). Modelagens estruturais indicam que a 

capacidade de oligomerização e de sinalização por meio do domínio TIR é mantida, mesmo em 

receptores altamente truncados. 

Outros NLRs truncados, como TN2, atuam em reconhecimentos indiretos conforme o 

modelo guarda-e-isca. Nesse caso, a detecção do patógeno ocorre via monitoramento de 

proteínas hospedeiras-alvo, como EXO70B1, sendo a resposta imune dependente de receptores 

auxiliares da família ADR1 (Wang et al., 2021). Uma síntese comparativa entre NLRs 

canônicos e truncados é apresentada na Tabela 1, destacando diferenças estruturais, funcionais 

e aplicacionais (Contreras et al., 2023). 

 
Tabela 2 Comparação entre NLRs canônicos e truncados. Elaborado pela autora com base em Contreras et al. 

(2023) 

 

Notavelmente, os NLRs truncados também podem atuar como reguladores negativos, 

limitando a ativação excessiva da resposta imune e evitando fenótipos autoimunes. A isoforma 

NRG1C, por exemplo, exerce efeito antagonista sobre NRG1A/B em Arabidopsis, inibindo sua 

atividade (Wu et al., 2022). De forma análoga, NRCX atua como regulador negativo da rede 

NRC em solanáceas, controlando a ativação de helpers como NRC2 e NRC3 (Adachi et al., 

2023). 

A funcionalidade dessas variantes também se estende a contextos de estresse abiótico. 

O gene ACQOS codifica um TIR-NLR envolvido em um trade-off entre resistência a patógenos 

e tolerância osmótica. A presença ou ausência deste gene modula a osmotolerância de 

Arabidopsis, indicando a interconexão entre redes de defesa biótica e abiótica (Ariga et al., 

2017). 

Característica NLRs Canônicos NLRs Truncados 
Domínios presentes TIR/CC, NB-ARC, LRR Ausência parcial de TIR/CC e/ou LRR 
Localização 
subcelular 

Predominantemente 
citoplasmática 

Variável (núcleo, condensados) 

Modo de 
reconhecimento 

Direto ou indireto (guarda/isca) Direto ou indireto 

Formação de 
resistossomos 

Comum Comum em alguns tipos, como TIR-
only e CC-MADA, pode variar com a 
perda de domínios funcionais.  

Exemplo funcional ZAR1, RPS4, RGA5 RBA1, TN2, NRG1C, AsTIR19 
Potencial de 
engenharia 

Alto, mas risco de autoimunidade Alto, com menor risco de 
autoimunidade 



 

Contudo, em certos contextos genéticos, mutações em NLRs truncados podem gerar 

efeitos deletérios. O gene DM10, por exemplo, quando combinado com alelos específicos do 

locus DM11, provoca necrose letal em plântulas híbridas, evidenciando incompatibilidades 

resultantes de seleção local (Barragan et al., 2021b). 

Estudos estruturais revelam que NLRs — mesmo os truncados — podem formar 

resistossomos, complexos oligoméricos que atuam como plataformas de sinalização. Em CC-

NLRs singleton como ZAR1, o reconhecimento de efetores leva à montagem de resistossomos 

pentaméricos, com organização em poros funcionais de membrana que permitem o influxo de 

Ca²⁺ e desencadeiam morte celular e acúmulo de ROS (Bi et al., 2021; Chen et al., 2021). 

Em redes do tipo sensor-helper, como a NRC em solanáceas, a ativação ocorre por meio 

da cooperação entre sensores especializados e helpers como NRC2, NRC3 e NRC4. Estes 

últimos também formam resistossomos de forma autônoma após a detecção do sinal (Ahn et 

al., 2023). No caso dos TNLs, a formação de resistossomos envolve a atividade NADase dos 

domínios TIR, com liberação de moléculas sinalizadoras que ativam os eixos EDS1-PAD4 

(com ADR1) ou EDS1-SAG101 (com NRG1), levando à montagem de resistossomos com 

atividade de canal de cálcio (Ma et al., 2020; Martin et al., 2020; Pruitt et al., 2021; Lapin et 

al., 2022; Yu et al., 2022). 

Curiosamente, a expressão isolada de domínios TIR pode conferir imunidade mesmo 

sob estresse térmico — uma condição em que NLRs completos geralmente perdem estabilidade. 

No caso de RBA1, esse receptor forma condensados nucleares após a percepção de HopBA1, 

sendo essa agregação essencial para a ativação da HR em altas temperaturas (Demont et al., 

2024; Song et al., 2024). 

A geração de isoformas via splicing alternativo representa mais uma camada de 

complexidade funcional entre os NLRs. O gene RPS4, por exemplo, origina uma isoforma 

completa (TIR-NBS-LRR) e uma truncada (TIR-NBS), sendo ambas necessárias para uma 

resposta imune eficaz contra Pseudomonas com AvrRps4, sugerindo um modelo cooperativo 

intragênico (Zhang and Gassmann, 2003). Padrão semelhante foi observado no gene N do 

tabaco. 

Essa versatilidade funcional torna os NLRs truncados candidatos valiosos para 

aplicações biotecnológicas. A introdução do gene AsTIR19 — um TIR-only NLR de Arachis 

stenosperma — em Arabidopsis conferiu resistência ao fungo Fusarium oxysporum sem 

prejudicar o desenvolvimento vegetal, provavelmente por evitar ativação constitutiva 

(Guimarães et al., 2022; de Araújo et al., 2024). 



 

Paralelamente, abordagens de engenharia genética vêm explorando pares sintéticos 

inspirados em duplas naturais como RRS1/RPS4 (em Arabidopsis) e RGA5/RGA4 (em arroz), 

com resultados promissores na redução da autoimunidade e no aumento da especificidade. 

Técnicas de edição genômica, como CRISPR/Cas9, também têm sido empregadas para modular 

a resposta imune. (Cesari et al., 2014; Maqbool et al., 2015; Adachi et al., 2019).  Essas 

descobertas permitem modular a resposta imune conforme o contexto agrícola: silenciar 

reguladores para resistência máxima ou inseri-los estrategicamente para evitar autoimunidade.  
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RESUMO 

Fusarium oxysporum causa murchas vasculares severas em diversas espécies de plantas 

cultivadas, resultando em perdas significativas de produtividade. O sistema modelo 

Arabidopsis thaliana–F. oxysporum f.sp. conglutinans (FOC) permite a identificação de 

correlações robustas entre genótipos e fenótipos, sendo empregado neste estudo para avaliar os 

efeitos da superexpressão do gene NLR truncado AsTIR19, oriundo de Arachis stenosperma, 

na resistência à infecção fúngica. Linhagens transgênicas de Arabidopsis superexpressando 

AsTIR19 (overexpression, OE) apresentaram resistência aumentada ao FOC, sem exibir 

alterações fenotípicas discerníveis. Para investigar os mecanismos moleculares associados a 

essa resistência, foi realizado o sequenciamento do transcritoma completo de uma linhagem OE 

e de plantas selvagens (WT), inoculadas ou não com FOC, utilizando a plataforma Illumina 

HiSeq4000. A análise comparativa revelou 778 genes diferencialmente expressos (DEGs) 

atribuídos à superexpressão do transgene, e 434 DEGs induzidos pela inoculação com o fungo 

na linhagem OE, muitos deles associados a categorias de ontologia gênica (GO) relacionadas à 

defesa. As análises de enriquecimento funcional (GO e KEGG) indicaram que os DEGs 

estavam concentrados nas vias do fenilpropanoide e dos flavonoides nas plantas OE. Essa 

análise transcriptômica evidencia como a superexpressão de AsTIR19 reprograma redes de 

expressão gênica, ativando vias de resposta ao estresse em múltiplos processos metabólicos. 

Esses resultados fornecem novos insights sobre os mecanismos moleculares envolvidos na ação 

desse gene NLR sob estresse, destacando seu potencial para o aumento da resistência a 

Fusarium oxysporum. 

Palavras-chave: NLR truncado, transcritoma, defesa vegetal, estresse, fungos 

  



 

ABSTRACT 
 
Ectopic expression of a truncated NLR gene from wild Arachis enhances resistance 

to Fusarium oxysporum 
 

Fusarium oxysporum causes devastating vascular wilt diseases in numerous crop species, 
resulting in substantial yield losses. The Arabidopsis thaliana-F. oxysporum f.sp. 
conglutinans (FOC) model system enables the identification of meaningful genotype–
phenotype correlations and was applied in this study to evaluate the effects of overexpressing 
an NLR gene (AsTIR19) from Arachis stenosperma against pathogen 
infection. AsTIR19 overexpression (OE) lines exhibited enhanced resistance to FOC without 
any discernible phenotype penalties. To elucidate the underlying resistance mechanisms 
mediated by AsTIR19overexpression, we conducted whole transcriptome sequencing of an 
AsTIR19-OE line and non-transgenic wild-type (WT) plants inoculated and non-inoculated 
with FOC using Illumina HiSeq4000. Comparative analysis revealed 778 differentially 
expressed genes (DEGs) attributed to transgene overexpression, while fungal inoculation 
induced 434 DEGs in the OE line, with many falling into defense-related Gene Ontology (GO) 
categories. GO and KEGG enrichment analysis showed that DEGs were enriched in the 
phenylpropanoid and flavonoid pathways in the OE plants. This comprehensive transcriptomic 
analysis underscores how AsTIR19 overexpression reprograms transcriptional networks, 
modulating the expression of stress-responsive genes across diverse metabolic pathways. These 
findings provide valuable insights into the molecular mechanisms underlying the role of this 
NLR gene under stress conditions, highlighting its potential to enhance resistance to Fusarium 
oxysporum. 

Keywords: truncated-NLR, transcriptome, plant defense, stress, fungi  



 

INTRODUÇÃO  
 

Embora os avanços em biotecnologia, genética e melhoramento tenham resultado em 

ganhos significativos de produtividade agrícola (FAO, 2023), diversos estresses abióticos e 

bióticos, como aqueles causados por patógenos, insetos, salinidade do solo e seca, ainda 

representam ameaças substanciais à produção de alimentos. Além disso, a interação entre 

diferentes estresses, resultante da natureza multifatorial das mudanças climáticas, impõe 

riscos ainda maiores às principais culturas agrícolas, comprometendo a produção global de 

alimentos e a segurança alimentar (Rivero et al., 2022). 

Espécies selvagens de plantas apresentam uma ampla gama de características 

agronômicas, como resiliência a estresses bióticos e abióticos, que são relevantes para sua 

introgressão em variedades cultivadas, com vistas à adaptação às mudanças climáticas 

globais (Bohra et al., 2022). A identificação de genes de resistência a doenças em espécies 

silvestres ou em variedades geneticamente próximas às culturas-alvo constitui uma 

estratégia promissora de melhoramento genético. Espécies selvagens do gênero Arachis 

têm despertado grande interesse como fontes de resistência a diferentes patógenos, 

incluindo fungos, nematoides e insetos (Sharma et al., 2003; Guimarães et al., 2012; Mota 

et al., 2018), além de tolerância ao estresse hídrico (Vinson et al., 2020; Brasileiro et al., 

2021; Puli et al., 2021). Essas espécies são recursos valiosos para o melhoramento de 

plantas, com alelos de Arachis já introgressos no amendoim cultivado (Fonceka et al., 2012; 

Dutra et al., 2018; Bertioli et al., 2021; Moretzsohn et al., 2023) e transferidos para outras 

espécies por meio de abordagens de transgenia (Mota et al., 2019; Brasileiro et al., 2021; 

Guimarães et al., 2022; da Silva Ferreira et al., 2024). 

Genes NLR (Nucleotide-binding site and Leucine-rich repeat) constituem uma 

grande família de genes de resistência (R) em plantas, sendo componentes-chave do sistema 

imunológico vegetal por sua capacidade de detectar patógenos e ativar respostas de defesa 

(Dangl e Jones, 2001; Lu e Tsuda, 2021). As proteínas NLR atuam como receptores 

intracelulares que reconhecem efetores patogênicos por meio de mecanismos que envolvem 

ligação direta ou estratégias de guarda-e-isca (Cesari, 2018). Sua ativação manifesta a 

Imunidade Desencadeada por Efetores (ETI) geralmente resultante de uma interação gene-

a-gene com efetores cognatos, culminando em resposta de hipersensibilidade (HR) no local 

da infecção (Pottinger e Innes, 2020).   



 

Os NLRs em plantas apresentam estrutura modular, incluindo um domínio central de 

ligação a nucleotídeos (NBS), uma região N-terminal variável — que pode conter um 

domínio do tipo Toll/interleucina-1 (TIR) (TNLs) ou um domínio de hélice enrolada (CC) 

(CNLs) —, e um domínio C-terminal com repetições ricas em leucina (LRR). Além desses, 

genomas de plantas superiores também codificam NLRs truncados ou atípicos, como TIR-

NBS (TN) e CC-NBS (CN), que não apresentam o domínio LRR. Embora os genes R 

possam apresentar funções específicas em determinados grupos taxonômicos, sua 

transferência funcional entre espécies filogeneticamente distantes já foi amplamente 

documentada (Zhao e Fernald, 2005; Zhang et al., 2017; Xu et al., 2018). 

A aplicação de NLRs truncados para aumentar a imunidade contra patógenos 

fúngicos e bacterianos já foi demonstrada com sucesso em Arabidopsis e tabaco (Staal et 

al., 2008; Wang et al., 2013; Zhao et al., 2015; Roth et al., 2017; Barragan et al., 2021; Son 

et al., 2021; Guimarães et al., 2022). Embora a superexpressão de NLRs possa levar à 

autoimunidade e comprometimento do crescimento vegetal, mecanismos de regulação 

transcricional e pós-transcricional de NLRs truncados, auxiliares e inibidores tornam esses 

genes alvos atrativos para engenharia genética, permitindo o reforço das defesas da planta 

com impacto mínimo no desenvolvimento e vigor (Lai e Eulgem, 2018).  

Fusarium oxysporum é um fungo de solo amplamente distribuído que causa murcha 

vascular em uma grande variedade de plantas, provocando sintomas como amarelecimento, 

queda das folhas e morte da planta. Este patógeno é capaz de infectar mais de 100 espécies 

hospedeiras, gerando prejuízos severos em culturas como melão, tomate, algodão e banana 

(Dean et al., 2012). Pesquisas recentes ampliaram a compreensão sobre a genética desse 

fungo, fornecendo dados moleculares sobre os mecanismos responsáveis por fatores de 

virulência (Rauwane et al., 2020; Zuriegat et al., 2021), adaptação ao hospedeiro (Jangir et 

al., 2021), cromossomos de patogenicidade (Ma et al., 2010; Li et al., 2020) e a 

complexidade adaptativa (Li et al., 2020). Medidas de controle contra esse patógeno 

incluem estratégias culturais, biológicas e químicas. Embora essas abordagens possam 

reduzir a incidência da doença, elas não eliminam o patógeno presente no solo e podem ser 

financeiramente onerosas e impactar negativamente o meio ambiente (Li et al., 2020). A 

resistência ao F. oxysporum é comum em diferentes culturas e, frequentemente, mediada 

por mecanismos de ETI (Beckman & Roberts, 1995); contudo, sua capacidade adaptativa 

frequentemente supera essas defesas, o que desafia o desenvolvimento de resistência 

durável (Michielse & Rep, 2009). Dessa forma, a identificação de novas fontes de 



 

resistência, especialmente oriundas de parentais selvagens, e a adoção de abordagens 

biotecnológicas avançadas — como piramidação de genes e edição genômica — são 

estratégias necessárias para desenvolver uma resistência durável. 

A expressão ectópica de genes de defesa em plantas transgênicas — como quitinases, 

proteínas relacionadas à patogênese (PRs), defensinas, proteínas tipo taumatina e fatores de 

transcrição (TFs) — tem sido bem-sucedida na redução da infecção por F. oxysporum em 

diferentes espécies vegetais (Swathi Anuradha et al., 2008; Mahdavi et al., 2012; Liu et al., 

2016; Diao et al., 2022). Da mesma forma, o silenciamento gênico induzido pelo hospedeiro 

(HIGS), via RNA de interferência (RNAi) direcionado a genes essenciais para a virulência 

ou desenvolvimento do patógeno (Ghag et al., 2014; Singh et al., 2020; Fernandes et al., 

2016; Hu et al., 2016; Bharti et al., 2017). Espécies selvagens têm sido utilizadas com 

sucesso em programas de melhoramento voltados ao aumento da resistência contra F. 

oxysporum em culturas como tomate, maracujá e berinjela (Melo et al., 2020; Chitwood-

Brown et al., 2021; Tassone et al., 2022). Além disso, a superexpressão de um NLR de Musa 

acuminata, banana diploide selvagem, conferiu resistência à raça 4 de F. oxysporum f.sp. 

cubense em plantas transgênicas (Dale et al., 2017). 

Recentemente, foi demonstrado que a superexpressão de AsTIR19, um gene NLR 

truncado (TNx) da espécie selvagem Arachis stenosperma, aumentou a resistência contra o 

fungo fitopatogênico necrotrófico Sclerotinia sclerotiorum em plantas de tabaco 

transgênico (Guimarães et al., 2022). Neste estudo, investigaram-se os efeitos da 

superexpressão de AsTIR19 sobre a infecção pelo hemibiotrófico F. oxysporum f.sp. 

conglutinans (FOC) em Arabidopsis, bem como a reprogramação transcriptômica em 

linhagens OE inoculadas e não inoculadas. O aumento na expressão de genes associados à 

resposta ao estresse — incluindo vias do fenilpropanoide e dos flavonoides, e subsequente 

ativação positiva de genes das vias de sinalização do ácido salicílico (SA) e do ácido 

jasmônico-etileno (JA-ET) após inoculação — indica uma resposta coordenada e robusta à 

infecção fúngica. 

Embora o uso de genes NLR seja um importante recurso para aumentar a resiliência 

das culturas, é essencial uma compreensão mais aprofundada dos mecanismos moleculares 

por trás da resistência ou tolerância conferida pela sua expressão ectópica, a fim de 

minimizar efeitos não intencionais da transgenia e apoiar o desenvolvimento de estratégias 

genéticas mais eficazes para o melhoramento de plantas. 



 

MATERIAIS E MÉTODOS  
 

 Transformação de plantas 

 

Plantas de A. thaliana foram transformadas por meio do método floral dip, utilizando 

a cepa GV3101 de Agrobacterium tumefaciens. A construção utilizada continha a sequência 

codificadora de 1.920 pares de bases (bp) do gene AsTIR19, oriundo de Arachis 

stenosperma, clonada no vetor binário pPZP-BAR (Guimarães et al., 2022). As plantas 

transformadas foram cultivadas em câmara de crescimento controlada (21 °C, fotoperíodo 

de 12 h, 200 μmol m⁻² s⁻¹). 

 Indivíduos da geração T0 resistentes ao glufosinato e com expressão positiva de 

eGFP foram selecionados para obtenção da geração T1. Os transformantes foram triados 

sucessivamente quanto à resistência ao herbicida glufosinato de amônio, visando à obtenção 

de linhagens homozigotas de superexpressão de AsTIR19 (OE) na geração T2, conforme 

Vinson et al. (2020). A confirmação da transgenia nas linhagens OE foi feita por PCR, com 

detecção do gene marcador bar em plântulas resistentes ao glufosinato da geração T1. A 

expressão relativa de AsTIR19 foi determinada nas linhagens T2 por qRT-PCR, utilizando 

primers específicos (Tabela Suplementar S1).  

 

Bioensaios com Fusarium oxysporum f.sp. conglutinans 

 

Sementes das plantas transgênicas da geração T2 (AsTIR19-OE) e das plantas 

controle (wild type – WT) foram desinfetadas com etanol e semeadas em vasos de 200 mL 

contendo substrato esterilizado (Carolina Soil, CSC, Brasil). As plantas foram cultivadas 

em câmara de crescimento sob as mesmas condições previamente descritas. 

 O isolado PHW 699-3 (ATCC 58110) de Fusarium oxysporum f. sp. conglutinans 

(FOC) (Hou et al., 2014) foi cultivado em meio BDA (batata-dextrose-ágar) por dois dias 

a 28 °C. Em seguida, foi transferido para meio líquido PDB (batata-dextrose) e incubado 

por mais três dias em agitador rotativo (110 rpm) a 28 °C. Após cultivo, a suspensão fúngica 

foi filtrada com papel estéril, centrifugada e diluída em água estéril para uma concentração 

final de 10⁶ conídios/mL. 

As plantas com quatro semanas de idade foram inoculadas com 5 mL da suspensão 

de FOC, aplicados em quatro pontos equidistantes diretamente no substrato. As plantas do 



 

grupo controle (não inoculadas) receberam o mesmo volume de água destilada autoclavada. 

Após a inoculação, os vasos foram mantidos em câmara de crescimento com fotoperíodo 

de 8/16 h (claro/escuro) a 23 °C, em disposição aleatória.  

A severidade da infecção por FOC foi avaliada aos 7 e 14 dias após a inoculação 

(DAI), com base na escala diagramática de índice de doença (DI) proposta por Diener e 

Ausubel (2005) (Figura 1): 

• 0 – Planta morta; 

• 1 – Folhas mais velhas mortas e folhas jovens severamente atrofiadas; 

• 2 – Folhas mais velhas cloróticas, amarelas ou mortas e folhas jovens atrofiadas; 

• 3 – Folhas mais velhas com clorose vascular e roseta compacta; 

• 4 – Pecíolos atrofiados; 

• 5 – Plantas visualmente indistinguíveis das não inoculadas. 

Três réplicas biológicas compostas por cinco plantas de cada linha OE e WT foram 

avaliadas nos dias 0, 7 e 14 DAI para monitoramento da progressão dos sintomas. A média 

dos valores de DI foi utilizada para aplicação do teste de Tukey, a fim de verificar a 

significância estatística das diferenças entre os grupos. 

 
FIGURA 1. Escala diagramática de sintomas de Murcha de Fusarium em Arabidopsis thaliana. Cada imagem 

representa uma planta correspondente a uma pontuação no índice de doença (DI): 0 – planta morta; 1 – folhas mais 

velhas mortas e folhas jovens severamente atrofiadas; 2 – folhas mais velhas cloróticas, amarelas ou mortas, e 

folhas jovens atrofiadas; 3 – clorose vascular nas folhas mais velhas e roseta compacta devido à atrofia foliar; 4 – 

pecíolos atrofiados; 5 – planta visualmente indistinguível das não inoculadas (sem sintomas aparentes). 

 

Extração de RNA total e sequenciamento (RNA-Seq) 

 

O RNA total foi extraído de três pools de tecidos radiculares, cada um composto por 

cinco plântulas T2 da linhagem AsTIR19-OE-11 e de plantas WT, inoculadas com FOC (7 



 

dias após a inoculação – DAI) ou mantidas como controles não inoculados. A extração foi 

realizada com o reagente TRIzol® (Ambion®, Foster City, CA, EUA) e o RNA foi 

purificado com o kit RNeasy Plant Mini (Qiagen, Hilden, Alemanha). 

A integridade e a quantidade do RNA extraído foram avaliadas por eletroforese em 

gel de agarose a 1% e com o equipamento Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, Santa 

Clara, CA, EUA). 

Doze bibliotecas de cDNA foram preparadas (triplicatas para cada condição: OE-11 

inoculado e não inoculado, WT inoculado e não inoculado), utilizando o kit TruSeq 

Stranded mRNA Library Prep Kit (Illumina Inc., San Diego, CA, EUA). As amostras foram 

sequenciadas na plataforma Illumina HiSeq-4000, na Macrogen Inc. (Seul, Coreia do Sul). 

Os dados brutos de sequenciamento estão disponíveis no repositório Sequence Read 

Archive (NCBI-SRA), sob o projeto PRJNA1125443. 

 

Perfil de expressão in sílico 

 

As sequências obtidas foram alinhadas ao genoma de referência de Arabidopsis 

thaliana (versão TAIR10; https://www.Arabidopsis.org/). As etapas de pré-processamento 

incluíram controle de qualidade com FASTp (Chen et al., 2018), mapeamento com STAR 

(Dobin e Gingeras, 2016) e quantificação com HTSeq (Anders et al., 2015). A validação 

estatística dos dados foi realizada com ClustVis (Metsalu e Vilo, 2015). 

A análise de expressão gênica diferencial foi conduzida no pacote edgeR (Robinson 

et al., 2010), com correção para múltiplos testes pelo método de Benjamini-Hochberg (FDR 

< 0,01) e corte de significância para log2FC > 2 ou < -2 (equivalente a fold change ≥ 4). 

As comparações realizadas foram: (i) OE-11-NI vs. WT-NI; (ii) OE-11-I vs. OE-11-NI; 

(iii) WT-I vs. WT-NI; e (iv) OE-11-I vs. WT-I. 

Os genes diferencialmente expressos (DEGs) foram visualizados com volcano plots, 

gerados no ggplot2 (Wickham, 2016) e BioRender (BioRender.com). A sobreposição entre 

conjuntos de DEGs foi avaliada com diagramas de Venn (InteractiVenn; Heberle et al., 

2015). 

Para análise de agrupamento, foi gerado um mapa de calor (heatmap) com ClustVis, 

incluindo todos os DEGs identificados em pelo menos uma comparação. A correlação 

média foi utilizada como métrica de distância para as linhas, e a distância euclidiana média, 

para as colunas. 

https://www.arabidopsis.org/


 

A distribuição genômica dos DEGs foi representada por Manhattan plots, com 

mapeamento às posições cromossômicas específicas segundo TAIR10. Os valores de p 

foram transformados em –log10(p) e ajustados pela correção de Bonferroni (p < 0,00001). 

As representações gráficas foram elaboradas com o pacote qqman (Turner, 2014). 

 

Análise funcional dos DEGs 

 

A associação entre os genes diferencialmente expressos (DEGs) e categorias 

funcionais de ontologia gênica (GO) foi avaliada com o teste hipergeométrico, por meio do 

pacote FUNC (Prüfer et al., 2007), seguindo metodologia previamente descrita por Vinson 

et al. (2018). Apenas termos com taxa de erro familiar (FWER) inferior a 0,05 foram 

considerados significativos. 

Para a análise de vias metabólicas, os identificadores KEGG Orthology (KO) foram 

atribuídos aos DEGs significativos utilizando o blastKOALA 

(https://www.kegg.jp/blastkoala/). As vias metabólicas relevantes em raízes de Arabidopsis 

foram visualizadas com o KEGG Mapper–Color 

(https://www.genome.jp/kegg/mapper/color.html) e representadas graficamente na 

plataforma SRplot (Tang et al., 2023). 

A classificação funcional dos DEGs foi realizada com o MapMan v.3.5.1.R2 

(https://MapMan.gabipd.org/), e os dados foram submetidos à análise de enriquecimento 

funcional utilizando o PageMan. Valores de log2FC dos DEGs regulados positiva e 

negativamente foram inseridos na análise de super-representação (ORA), com aplicação do 

teste exato de Fisher. Foi adotado um limiar mínimo de 1 (equivalente a uma alteração ≥ 2 

vezes na expressão). Categorias funcionais com número de genes significativamente maior 

ou menor que o esperado foram destacadas com diferentes intensidades de cor, de acordo 

com o grau de desvio estatístico. 

Genes codificadores de fatores de transcrição (TFs) foram identificados por busca de 

similaridade contra o banco PlantTFDB 5.0 (Tian et al., 2020), utilizando um valor de corte 

E ≤ 1E-10. As redes de interação proteína-proteína dos TFs de Arabidopsis foram inferidas 

com as ferramentas GeneMANIA (http://genemania.org/; acessado em 4 de junho de 2024) 

e STRING (https://www.string-db.org/; confiabilidade média ≥ 0,4; acessado em 16 de 

junho de 2024). 

https://www.kegg.jp/blastkoala/
https://www.genome.jp/kegg/mapper/color.html
https://mapman.gabipd.org/
http://genemania.org/
https://www.string-db.org/


 

As mesmas amostras de RNA da linhagem AsTIR19-OE-11.1 e das plantas WT, 

utilizadas para o RNA-Seq, foram empregadas na validação por qRT-PCR de 15 genes 

marcadores de estresse. 

O RNA total (2 µg) foi tratado com DNAse para remoção de contaminantes 

genômicos, e a síntese de cDNA foi realizada em tubo único, conforme Morgante et al. 

(2013). Os primers específicos para genes relacionados a estresse, defesa e sinalização 

hormonal foram desenhados com a ferramenta Primer3 (Untergasser et al., 2012) (Tabela 

Suplementar S1). 

As reações de qRT-PCR foram conduzidas em três réplicas biológicas e duplicatas 

técnicas por amostra, utilizando o sistema StepOne Plus Real-Time PCR (Applied 

Biosystems, Foster City, EUA), conforme protocolo de Morgante et al. (2013). A eficiência 

dos primers e os valores de quantificação (Cq) foram avaliados com a ferramenta Real-

Time PCR Miner (Zhao e Fernald, 2005). As razões de expressão foram calculadas e 

analisadas com a plataforma SATqPCR (http://satqpcr.sophia.inra.fr; acessado em 

fevereiro de 2024), utilizando os genes de referência GAPDH e EF-1α (Czechowski et al., 

2005) para normalização. 

RESULTADOS 
 

 Linhagens de AsTIR19-OE mostraram resistência aumentada à infecção por FOC 

em Arabidopsis 

 

Para avaliar os efeitos da superexpressão do gene AsTIR19 na infecção por FOC, cinco 

linhagens transgênicas de Arabidopsis thaliana foram geradas (OE1.4, OE2.6, OE6.4, 

OE8.2 e OE-11.1). A transformação foi confirmada por PCR utilizando primers específicos 

para o gene marcador BAR (Fosfinotricina N-acetil transferase) (Figura Suplementar S1). 

A superexpressão do transgene nas linhagens T2 foi validada por qRT-PCR, revelando 

variações leves nos níveis de expressão entre as linhagens (Figura 2). Como esperado, a 

expressão de AsTIR19 não foi detectada em plantas do tipo selvagem (WT). As linhagens 

OE não apresentaram alterações fenotípicas visíveis (vegetativas ou reprodutivas) em 

http://satqpcr.sophia.inra.fr/


 

comparação com as plantas WT, indicando que os diferentes níveis de expressão não 

afetaram o desenvolvimento normal.  

 

A resistência ao FOC foi avaliada nas linhas OE e em plantas WT, com base na escala 

de sintomas proposta por Diener e Ausubel (2005). Aos 7 dias após a inoculação (DAI), as 

plantas WT apresentaram sintomas iniciais de murcha, como amarelecimento das folhas 

mais velhas (Figura 3). Nesse mesmo período, quatro das cinco linhagens OE não 

apresentaram sintomas, exceto OE2.6, que mostrou sintomas leves. Aos 14 DAI, as plantas 

WT exibiram progressão clara da doença, com clorose avançada, lesões necróticas e morte 

das plantas. Em contraste, a progressão da doença foi significativamente mais lenta nas 

linhagens OE. Linhagens OE6.4 e OE-11.1 permaneceram sem sintomas, enquanto OE1.4 

e OE8.2 apresentaram apenas clorose leve nas folhas mais velhas (Figura 3). 

FIGURA 2 . Padrões de amplificação por PCR em amostras de DNA de Arabidopsis thaliana, 

utilizando primers para o gene BAR (amplicon: 405 pb). Poços 2 a 10: DNA das linhagens transgênicas na 

geração T1. Poço 11: controle positivo (+CTR; DNA WT misturado com vetor pPZP-AsTIR19). Poço 12: 

controle negativo (–CTR; sem DNA molde). Poço 14: DNA WT não transgênico. Ladder: 1 Kb Plus DNA 

Ladder (Thermo Fisher Scientific, Cat. #10787026).  

 



 

 O índice de doença (DI), avaliado aos 7 e 14 DAI, variou de 0 (planta morta) a 5 

(sem sintomas). Todas as linhagens AsTIR19-OE apresentaram índices significativamente 

maiores que as plantas WT (p < 0,05), indicando maior resistência (Figura 4). Aos 7 DAI, 

os índices nas OE foram até 1,6 vezes superiores aos da WT; aos 14 DAI, essa diferença 

aumentou para até 4 vezes. As linhagens OE-11.1 e OE6.4 apresentaram os maiores índices, 

com plantas praticamente assintomáticas. Esses resultados sugerem que a superexpressão 

de AsTIR19 contribui para a redução da severidade da doença e o atraso no surgimento dos 

sintomas típicos da infecção por FOC.  

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA  3. Sintomas de murcha em A. thaliana após infecção por FOC. Comparação entre plantas 

WT e linhagens OE aos 7 e 14 DAI, de acordo com a escala de severidade. A pontuação de escala visual 

no índice de doença (DI) é estabelecida pelas seguintes notas: 0 – planta morta; 1 – folhas mais velhas 

mortas e folhas jovens severamente atrofiadas; 2 – folhas mais velhas cloróticas, amarelas ou mortas, e 

folhas jovens atrofiadas; 3 – clorose vascular nas folhas mais velhas e roseta compacta devido à atrofia 

foliar; 4 – pecíolos atrofiados; 5 – planta visualmente indistinguível das não inoculadas (sem sintomas 

aparentes). 

 



 

 

Sequenciamento e qualidade do transcritoma da linhagem OE-11 e WT 

 

A fim de investigar os mecanismos moleculares associados à resistência aumentada 

conferida por AsTIR19, foi realizado o sequenciamento do transcritoma das raízes da 

linhagem OE-11.1 e de plantas WT, tanto inoculadas quanto controles. A linha OE-11 foi 

selecionada por apresentar o maior índice de resistência e ausência de sintomas durante 

todo o bioensaio, além de bom desenvolvimento de sementes. As amostras foram 

previamente avaliadas em termos de qualidade com o Bioanalyzer 2100. O Índice de 

Integridade do RNA (RIN) foi superior a 9 em todas as amostras, confirmando sua 

adequação para sequenciamento (Figura 5). 

 

FIGURA 4. Sintomas da doença causada por FOC e índice de doença em quatro linhagens AsTIR19 OE 

inoculadas e em plantas do tipo selvagem (WT) de Arabidopsis. A) índice de doença nas linhas AsTIR19 OE e nas 

plantas WT durante a progressão da doença causada por FOC; B) índice de doença nas linhagens AsTIR19 OE e WT 

aos 14 DAI (p<0,05). Letras diferentes indicam uma diferença significativa (p<0,05) no índice de doença entre as 

linhas OE e as plantas WT. 

 



 

 

No total, foram geradas 12 bibliotecas de cDNA (triplicatas para cada condição 

experimental), resultando em 152.872.554 sequências brutas. A média de alinhamento ao 

genoma de A. thaliana (TAIR10) foi de 96,3%, com elevado percentual de mapeamento 

único (Tabela 1). 
Tabela 1. Resumo da análise de qualidade e mapeamento dos reads obtidos pelo RNA-seq via 

HiSeq-4000 (Illumina). 

Bibliotecas Réplicas Número 

bruto de reads 

(Mb) 

Reads 

quantificados 

no genoma de 

referência 

(Mb) 

Reads 

mapeados 

unicamente 

(%) 

WT-NI 1 12.176.599 11.849.536 97,31% 
 

2 13.223.736 12.865.936 97,29% 
 

3 13.717.822 13.294.759 96,92% 

WT-I 1 12.108.740 11.602.017 95,82% 
 

2 12.566.504 12.074.051 96,08% 
 

3 13.019.656 12.407.413 95,30% 

OE-11-NI 1 11.816.371 11.438.781 96,80% 
 

2 13.239.287 12.781.353 96,54% 
 

3 12.868.120 12.389.145 96,28% 

OE-11-I 1 13.409.145 12.775.833 95,28% 
 

2 12.529.267 12.060.867 96,26% 
 

3 12.197.307 11.674.586 95,71% 

 

 FIGURA  5. Avaliação da integridade das amostras de RNA por Bioanalyzer. RIN > 9 em todas 

as amostras analisadas. 

 



 

Alterações no perfil transcricional associadas à superexpressão de AsTIR19 e à infecção 

por FOC  

A análise global dos genes diferencialmente expressos (DEGs) entre a linhagem OE-

11 e plantas WT, sob condições de inoculação ou não com FOC, está representada nos 

volcano plots da Figura 6A. Em todas as comparações, o número de DEGs regulados 

positivamente (em vermelho) foi superior ao de regulados negativamente (em azul). A 

maior amplitude de expressão foi observada na comparação entre OE-11 inoculada e não 

inoculada (OE-11-I vs. OE-11-NI). O maior número de DEGs foi identificado entre OE-

11-NI e WT-NI, totalizando 778 genes (455 regulados positivamente e 323 negativamente), 

indicando forte influência da superexpressão de AsTIR19 sobre o transcriptoma (Figura 

6B). Esse conjunto representa aproximadamente 2,88% do genoma de A. thaliana. 

A infecção por FOC também induziu alterações significativas na expressão gênica, tanto 

em OE-11 (316 DEGs ↑, 118 ↓) quanto em WT (324 ↑, 304 ↓), com 179 DEGs exclusivos 

da linhagem transgênica inoculada (Figura 6B). O heatmap da Figura 6C resume os padrões 

gerais de expressão. Destaca-se um contraste entre os DEGs associados à superexpressão 

de AsTIR19 (OE-11-NI vs WT-NI) e aqueles induzidos pela infecção em OE-11 (OE-11-I 

vs OE-11-NI), sugerindo que a maioria dos genes ativados pelo transgene não se sobrepõe 

aos ativados pelo patógeno. Isso indica que AsTIR19 aciona um conjunto distinto de vias 

de defesa. 

 



 

 
FIGURA  6 Genes diferencialmente expressos (DEGs) (log2 Fold change > 2 e valor de p < 0,01) na 

linhagem AsTIR19 OE-11 e nas plantas WT sob condições de inoculação com FOC (I) e sem inoculação 

(NI). A) Análise de volcano plot da expressão diferencial de genes, com o −log10 (valor de p) do teste t no eixo y 

e o log2 (fold change) no eixo x. Os pontos vermelhos representam DEGs regulados positivamente, e os pontos 

azuis representam DEGs regulados negativamente. B) Diagrama de Venn mostrando as intersecções de DEGs 

entre as quatro comparações e o número de DEGs regulados positivamente e negativamente para cada 

comparação. C) Heatmap da distribuição de DEGs por agrupamento hierárquico em Arabidopsis transgênica 

versus plantas WT inoculadas e não inoculadas com FOC. As linhas representam genes individuais, enquanto os 

genes regulados positivamente e negativamente em cada comparação (colunas) são indicados em vermelho e azul, 

respectivamente. 

 

 

 



 

Distribuição genômica dos DEGs 

 

Manhattan plots foram gerados para mapear a distribuição dos DEGs ao longo dos cinco 

cromossomos (Figura 7), utilizando correção de Bonferroni (p < 0,00001). Foram 

identificados 29 DEGs significativamente regulados por AsTIR19 (OE-11-NI vs WT-NI), 

destacados em laranja (Figura 7A; Tabela Suplementar S4). 

Esses genes incluem receptores de membrana, proteínas transmembranares, 

transportadores de aminoácidos, expansinas, RLKs, genes envolvidos em detoxificação de 

ROS e produção de metabólitos de defesa. Na comparação OE-11-I vs OE-11-NI, foram 

identificados 14 DEGs, incluindo expansinas (percepção de membrana), glutamato 

racemase (acúmulo de transcritos de defesa), e genes relacionados a jacalina, arginase, 

mirosinase e lectinas de acetil-ornitina — todos envolvidos em resposta a patógenos (Figura 

7B). Nas plantas WT, a infecção induziu 23 DEGs, incluindo quitinases, quinases de parede 

celular (WAK) e osmotina (Figura 7C).  

Na comparação entre OE-11-I e WT I, os DEGs compartilhados incluíram fatores de 

transcrição como WRKY e bHLH, associados a respostas de estresse (Figura 7D). Nenhum 

agrupamento regional ou cluster gênico foi identificado como diferencialmente expresso 

entre as condições, indicando uma distribuição uniforme dos DEGs ao longo do genoma.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 FIGURA  7. Manhattan plots mostrando a posição e a frequência dos genes diferencialmente expressos 

(DEGs) nos cinco cromossomos de A. thaliana. A) DEGs entre a linhagem OE-11 não inoculada e as 

plantas WT; B) DEGs entre a linhagem OE-11 inoculada e não inoculada com FOC; C) DEGs entre as 

plantas WT inoculadas e não inoculadas com FOC; D) DEGs entre a linhagem OE-11 inoculada 

com FOC e as plantas WT. O eixo x está dividido pelos cinco cromossomos, com os genes plotados em 

suas posições respectivas. O eixo y representa os valores de expressão, calculados como -10*log (valor de 

p). As linhas tracejadas vermelhas indicam o limiar para a taxa de descoberta falsa (p < 0,00001). Os pontos 

laranja representam os DEGs, com o TAIR ID dos genes com valores -log10 (valor de p) mais elevados 

destacados. 

 



 

 

Enriquecimento funcional: GO e KEGG 

A análise de enriquecimento GO dos DEGs regulados positivamente na linhagem OE-

11 revelou categorias funcionais associadas à resposta a estresses diversos, metabolismo de 

ROS e sinalização por etileno (Figura 8A; Tabela Suplementar S3). Entre as categorias 

enriquecidas estão: Resposta ao estresse, Atividade oxidoredutase, Via de sinalização do 

etileno, Membrana celular, Atividade de peroxidase. 

Também foi observada regulação positiva em vias relacionadas ao metabolismo de 

carboidratos, indicando o papel energético dessas vias na resposta imune (Rojas et al., 

2014). Em contraste, os DEGs regulados negativamente estavam enriquecidos nas 

categorias: Transporte e secreção, Membrana plasmática e Transporte de aminoácidos. 

Interessantemente, algumas categorias como “atividade oxidoredutase” e “membrana” 

continham DEGs regulados em ambas as direções, sugerindo um remodelamento funcional 

complexo. 

A análise KEGG identificou 11 vias significativamente enriquecidas. A mais 

proeminente foi a biossíntese de metabólitos secundários, incluindo jacalina, quitinase e 

proteínas PR. Também houve enriquecimento em: Degradação de valina, leucina e 

isoleucina e Biossíntese de fenilpropanóides.  

FIGURA  8 Análise de enriquecimento de GO e KEGG dos DEGs oriundos de OE-11 não inoculada em 

comparação com as plantas WT. A) termos significativamente enriquecidos de Gene Ontology (GO) entre os 

genes diferencialmente expressos (DEGs).  O tamanho das bolhas correlaciona-se com o enriquecimento (Fold 

Enrichment) (valor de p < 0,05) associado a cada termo GO. Círculos azuis indicam a regulação negativa dos 

DEGs, enquanto círculos vermelhos indicam regulação positiva. B) Vias KEGG enriquecidas. O eixo x representa 

o logaritmo negativo do valor de p ajustado (FDR) para as vias KEGG. 

Essas vias apontam para um estado de defesa potencializado na linhagem OE-11, 

provavelmente mediado pela expressão ectópica de AsTIR19. 



 

 

DEGs induzidos por FOC em OE-11 e WT 

 

Na linhagem OE-11 inoculada com FOC, as categorias de ontologia gênica (GO) 

mais significativamente enriquecidas foram “defesa vegetal”, “secreção” e “atividade 

oxidoredutase”, todas compostas por genes regulados positivamente com grandes 

amplitudes de expressão (Figura 9A). Além disso, genes com funções associadas à 

“monooxigenase”, “glicosidase” e “peroxidase” também foram enriquecidos, sugerindo a 

ativação coordenada de vias relacionadas à defesa da planta e à neutralização de espécies 

reativas de oxigênio (ROS), em linha com observações anteriores (Baxter et al., 2014). 

De forma semelhante, as plantas WT inoculadas com FOC apresentaram 

enriquecimento de DEGs regulados positivamente nas categorias “secreção” e “atividade 

oxidoredutase” quando comparadas às plantas não inoculadas (WT-I vs WT-NI). No 

entanto, diferentemente da OE-11, observou-se um enriquecimento marcante de DEGs 

regulados negativamente em categorias essenciais para a resposta de defesa, como 

“respostaao estresse”, “glicosiltransferase”, “metabolismo de carboidratos” e “biossíntese 



 

de flavonoides” (Figura 9B), indicando uma possível supressão funcional dessas rotas em 

WT. 

 

A análise de enriquecimento de vias KEGG revelou que, após a inoculação com FOC, 

a maioria dos DEGs da linhagem OE-11 estavam regulados positivamente em rotas 

metabólicas associadas à biossíntese de metabólitos secundários, incluindo “biossíntese de 

fenilpropanoides” e “biossíntese de sesquiterpenoides e triterpenoides” (Figura 9C). Esses 

compostos fitoquímicos são tradicionalmente associados a respostas a estresses bióticos, 

muitas vezes com propriedades antimicrobianas ou funções defensivas contra herbivoria 

(Guerriero et al., 2018). Também foi observado o enriquecimento da via de sinalização por 

 FIGURA  9.  Análises funcionais dos genes diferencialmente expressos (DEGs) obtidos da linha OE-11 e plantas WT 

(tipo selvagem) inoculadas com FOC em comparação com seus respectivos controles não inoculados. A) Categorias GO 

enriquecidas na linha OE-11 sob infecção por FOC; B) Categorias GO enriquecidas em plantas WT sob infecção por FOC. 

O tamanho das bolhas está correlacionado com o enriquecimento (Fold Enrichment, p-valor < 0,05) associado a cada 

termo GO respectivo. Círculos azuis indicam a regulação negativa (downregulation) dos DEGs, enquanto círculos 

vermelhos indicam a regulação positiva (upregulation). C) Vias KEGG enriquecidas na linha OE-11 sob infecção por 

FOC;D) Vias KEGG enriquecidas em plantas WT sob infecção por FOC. O eixo X representa o logaritmo negativo do p-

valor ajustado (FDR) para as vias KEGG. 

 

 



 

“proteína quinase ativada por mitógeno” (MAPK), que desempenha papel central na 

percepção de PAMPs e na ativação da imunidade mediada por padrões (PTI), além de estar 

associada à adaptação ao estresse (Manna et al., 2023). 

Em contraste, nas plantas WT inoculadas com FOC, o enriquecimento de vias KEGG 

evidenciou predominância de DEGs regulados negativamente, mesmo em rotas 

biossintéticas importantes para a defesa, como “biossíntese de metabólitos secundários”, 

“flavonoides” e “fenilpropanoides”. Além disso, observou-se a regulação negativa de vias 

do metabolismo primário, incluindo “degradação de valina e isoleucina”, “metabolismo de 

fosfato de inositol” e “biossíntese de açúcares nucleotídicos” (Figura 9D). Esses resultados 

sugerem que, ao contrário da OE-11, a resposta transcricional das plantas WT à infecção 

pode envolver a repressão de processos metabólicos fundamentais para a defesa. 

 

Análise com MapMan e redes de fatores de transcrição 

 

A análise com a ferramenta MapMan permitiu visualizar os padrões de expressão 

gênica nas quatro condições experimentais, com ênfase em vias associadas ao estresse 

biótico (Figura Suplementar S5). Na comparação OE-11-NI vs WT-NI, observaram-se 

DEGs regulados positivamente em vias relacionadas ao metabolismo de carboidratos, 

aminoácidos, biossíntese de RNA e proteínas. Em contrapartida, genes ligados à 

homeostase de metais e à estrutura da parede celular foram regulados negativamente. Esses 

resultados sugerem que a superexpressão de AsTIR19 modula o metabolismo primário da 

planta mesmo na ausência do patógeno, em linha com os dados obtidos nas análises de GO 

e KEGG. 

Após a inoculação com FOC, a linhagem OE-11 apresentou um aumento 

considerável na expressão de genes relacionados à biossíntese de proteínas, resposta ao 

estresse, modulação da parede celular e homeostase de metais (OE-11-I vs OE-11-NI). 

Notavelmente, categorias funcionais específicas de defesa, como “estresse biótico”, 

“receptores de estresse biótico” e “proteínas PR”, foram reguladas positivamente apenas na 

OE-11 inoculada. Em contraste, nas plantas WT inoculadas (WT-I vs WT-NI), esses 

mesmos genes foram regulados negativamente, embora tenha havido indução de genes em 

vias relacionadas ao metabolismo e à estrutura celular. A consistência entre as categorias 

identificadas pelo MapMan e aquelas observadas nas análises de GO e KEGG reforça a 



 

robustez dos dados, evidenciando que AsTIR19 reprograma a resposta transcricional da 

planta para um perfil defensivo mais eficaz frente à infecção. 

Com base nos DEGs anotados como fatores de transcrição (TFs) pelo banco 

PlantTFDB e nos termos GO enriquecidos em OE-11-I vs OE-11-NI, foram construídas 

redes de interação proteína-proteína para investigar os mecanismos regulatórios subjacentes 

ao estresse biótico (Figura 10). As redes consideraram interações baseadas em coexpressão, 

contatos físicos, co-localização e domínios proteicos compartilhados. 

A Rede A representa os TFs regulados positivamente na OE-11 inoculada, com 

destaque para membros das famílias WRKY e NAC, amplamente conhecidos por sua 

atuação na resposta a infecções fúngicas (nós destacados em vermelho). Essas famílias 

estão entre os principais reguladores da imunidade vegetal, atuando na ativação de genes 

de defesa após percepção do patógeno. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 A Rede B, por sua vez, mostra os TFs regulados negativamente, incluindo membros 

da família DREB (elemento responsivo à desidratação), geralmente associados ao estresse 

abiótico. A redução na expressão dos DREB em OE-11 após a infecção por FOC sugere 

um redirecionamento das rotas de sinalização, priorizando mecanismos especializados no 

combate a estresses bióticos. Isso contrasta com a ativação das famílias WRKY, NAC e 

bHLH, que são mais expressivas durante a resposta imune a patógenos (Baillo et al., 2019; 

Guo et al., 2020). A identificação dessas redes destaca o papel central de WRKY e NAC 

como reguladores mestres da defesa fúngica, e reforça o potencial de suas interações como 

alvos para estratégias de melhoramento genético voltadas à resistência de plantas a doenças. 

 

 

 

 
FIGURA  10. Redes de interação proteína-proteína baseadas em fatores de transcrição diferencialmente expressos (TFs) 

identificados na comparação OE-11-I vs OE-11-NI.) Rede de TFs regulados positivamente, destacando membros das 

famílias WRKY e NAC, associados à resposta à infecção fúngica (nós em vermelho). B) Rede de TFs regulados 

negativamente, incluindo TFs da família DREB, comumente ligados à resposta a estresse abiótico. As interações foram 

inferidas com base em dados de coexpressão (linhas rosas), interações físicas (linhas roxas) e colocalização (linhas azuis). 

As cores nos nós da Rede B indicam as funções anotadas segundo categorias GO, como ligação específica à região 

regulatória do DNA, atividade de acetiltransferases de histonas (H4/H2A), participação em complexos de RNA polimerase 

I e outras funções nucleares. 

 
 



 

 

Expressão de genes marcadores de defesa por qRT-PCR 

 

As respostas de defesa contra estresses bióticos em plantas são reguladas 

principalmente pelas vias de sinalização hormonal do ácido salicílico (SA), ácido jasmônico 

(JA) e etileno (ET). Além disso, o ácido indolilacético (IAA) e a produção de espécies 

reativas de oxigênio (ROS) também desempenham papéis cruciais, tanto na modulação da 

resposta quanto na contenção inicial de patógenos. 

Para investigar a ativação dessas vias na linhagem transgênica OE-11, foram avaliados 

por qRT-PCR 15 genes marcadores relacionados a diferentes rotas de defesa (Tabela 

Suplementar S1; Figura 11). Os níveis de expressão foram comparados entre plantas OE-

11 inoculadas com FOC e não inoculadas, utilizando genes de referência apropriados. Os 

dados revelaram um aumento significativo na expressão de todos os marcadores após a 

inoculação, indicando uma ativação coordenada das vias de defesa. 

Os genes relacionados à via de SA incluíram reguladores centrais como NPR1, 

componentes de reconhecimento como NLR e TIR, proteínas relacionadas à patogênese 

(PR5), genes de resistência sistêmica (SAR) e sinalizadores conservados como SBT3. Na 

via de JA, foram avaliados VSP2, ML3, MD_2-like e PR6, ligados à síntese de compostos 

defensivos e ativação transcricional. A via de ET foi representada por fatores de transcrição 

ERF e EIN3, além do gene PADRE, envolvido na percepção de sinais derivados de 

patógenos. A via de IAA foi monitorada via IAN, enquanto APX indicou a ativação do 

sistema antioxidante frente à produção de ROS. 

A indução consistente desses genes após inoculação com FOC sugere que a 

superexpressão de AsTIR19 sensibiliza as plantas transgênicas, intensificando sua 



 

capacidade de resposta ao estresse biótico. Essa ativação foi também observada nos dados 

de RNA-Seq (Tabela Suplementar S3), confirmando a robustez dos achados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 FIGURA  11.	Análise de expressão por qRT-PCR na linha OE-11 inoculada com FOC e em plantas 

não inoculadas. A quantificação relativa dos níveis de mRNA de genes marcadores de Arabidopsis, 

envolvidos em vias hormonais e de defesa, na linha OE-11 inoculada com FOC (laranja) foi calculada em 

relação às plantas WT não inoculadas (azul). Os valores de quantificação relativa (RQ) foram calculados 

com base nas médias e nos erros padrão de nove indivíduos, seguidos pelo teste de Tukey (p ≤ 0,05). 

 

 



 

 

 

Integração das vias de defesa: SA, JA, ET e ROS 

 

O diagrama da Figura 12 resume as principais interações entre os genes marcadores de 

defesa ativados e suas respectivas vias hormonais. As conexões entre SA, JA e ET 

configuram o núcleo da resposta imunológica em OE-11, com crosstalk funcional mediado 

principalmente por NPR1 — um integrador chave entre as vias de SA e JA. 

A análise revelou a coordenação entre múltiplos componentes de defesa: receptores 

de resistência (NLR, TIR), sinalizadores e reguladores hormonais (NPR1, ERF, EIN3), 

genes de resposta a PAMPs (PADRE, SBT3, MD_2), e genes relacionados a resistência 

sistêmica (SAR) e metabolismo oxidativo (APX). A ativação simultânea dessas vias indica 

que AsTIR19 não apenas intensifica a resposta defensiva imediata, como também favorece 

a consolidação de uma resistência sistêmica prolongada. 

FIGURA  12 Diagrama derivado de código Python mostrando as vias hormonais de defesa (SA, JA, 

ET) e seus genes associados que estão regulados positivamente na linha OE-11 inoculada com FOC. Nós 

azuis representam as vias hormonais, nós verdes representam os genes associados a cada via, e as setas 

cinzas indicam as conexões entre genes e suas respectivas vias. Interações adicionais estão destacadas em 

vermelho. 

 



 

Essa arquitetura de resposta multifatorial sugere que AsTIR19 atua como um 

amplificador transcricional, capaz de integrar múltiplas rotas de defesa para conferir 

resistência robusta ao FOC em Arabidopsis. 

DISCUSSÃO   
 

A ampla diversidade de formae speciales em Fusarium oxysporum é provavelmente 

resultado de seu modo predominante de reprodução assexuada, aliado a interações 

específicas do tipo gene-a-gene com plantas hospedeiras (Katan & Di Primo, 1999; 

Michielse & Rep, 2009). Como muitas das espécies vegetais afetadas ocorrem em regiões 

tropicais e subtropicais, a frequência e severidade da doença podem ser exacerbadas pelo 

aquecimento global (Berrocal-Lobo & Molina, 2008). 

F. oxysporum emprega múltiplas estratégias para estabelecer infecção, incluindo a 

produção de efetores que suprimem as respostas imunes da planta e enzimas que degradam 

a parede celular, facilitando a penetração radicular e a colonização vascular (Wang et al., 

2022b). Estudos anteriores revelaram que genes NLR truncados, além de atuarem em 

diferentes interações planta-patógeno, podem funcionar como reguladores de tolerância a 

estresses abióticos, como ajudantes de NLRs completos ou ainda conferir resistência de 

amplo espectro (Tamborski & Krasileva, 2020). A eficácia desse tipo de NLR foi 

demonstrada previamente com AsTIR19, isolado de Arachis stenosperma, cuja 

superexpressão conferiu resistência significativa a Sclerotinia sclerotiorum (Guimarães et 

al., 2022). 

Neste estudo, foram geradas cinco linhagens transgênicas de Arabidopsis thaliana 

superexpressando AsTIR19, e os efeitos desse NLR truncado foram avaliados na resposta 

imune inata contra FOC. Como o patógeno coloniza tecidos vasculares, os sintomas de 

murcha, clorose e o grau de colonização estão diretamente correlacionados com a 

capacidade da planta de restringir essa colonização (Gao et al., 1995; Diener & Ausubel, 

2005). Todas as linhas OE apresentaram redução dos sintomas visíveis de clorose e murcha, 

resultando em uma pontuação significativamente maior (até 4 vezes) em comparação com 

as plantas WT aos 14 DAI, evidenciando um forte efeito do transgene na mitigação da 

infecção por FOC em Arabidopsis. Assim como observado para outros NLRs truncados 

(Zhao et al., 2015; Barragan et al., 2021; Son et al., 2021) — e especificamente para 

AsTIR19 contra fungos necrotróficos (Guimarães et al., 2022), onde sua superexpressão 

aumentou a resistência a S. sclerotiorum —, os dados sugerem que este NLR atua no 



 

reconhecimento de múltiplos efetores de patógenos hemibiotróficos e necrotróficos, 

amplificando a resposta imune da planta. 

De modo geral, observou-se regulação positiva de genes nas linhas OE em 

comparação com as WT, tanto em plantas inoculadas quanto não inoculadas com FOC. No 

entanto, a interação entre plantas e fungos patogênicos também pode resultar na regulação 

negativa de genes de defesa específicos da planta hospedeira, facilitando a alocação de 

recursos, o gerenciamento de estresse e a modulação das respostas imunes (Nishad et al., 

2020). É sabido que patógenos empregam diversas estratégias para suprimir genes de defesa 

da planta, incluindo a secreção de efetores inibitórios, manipulação de vias hormonais — 

especialmente envolvendo ácido salicílico, ácido jasmônico e etileno —, e ativação de 

reguladores negativos da defesa (Patkar et al., 2017; Han & Kahmann, 2019). No ponto de 

tempo analisado neste estudo (7 DAI), foram observados padrões de expressão 

contrastantes em genes relacionados à resposta ao FOC, em plantas OE de Arabidopsis 

inoculadas e não inoculadas. Entre eles, destacam-se NLRs, proteínas ricas em leucina, 

receptores para padrões moleculares associados a microrganismos (MAMPs) e patógenos 

(PAMPs), como quinases do tipo receptor (RLKs) e proteínas do tipo receptor (RLPs). 

Também foram observadas alterações na expressão de genes codificadores de proteínas da 

parede celular, como pectinases e expansinas, bem como de metabólitos secundários, como 

concanavalina e tiorredoxina, além de fatores de transcrição relevantes, como a proteína 

MYB (RSM1), ERF e DREB. Embora esses genes estivessem regulados positivamente nas 

OE em relação às plantas transgênicas não inoculadas, foram regulados negativamente 

durante a infecção. Esses achados destacam a complexidade das interações entre as defesas 

da planta e as estratégias do patógeno, evidenciando que mesmo em plantas geneticamente 

modificadas, a regulação negativa de genes de defesa durante a infecção representa um 

desafio para o aprimoramento da resistência vegetal por meio de estratégias genéticas ou 

biotecnológicas. 

Estudos anteriores com Arabidopsis mostraram que a percepção de F. oxysporum 

ocorre por meio de elicitores, que ativam múltiplas vias de defesa, incluindo as mediadas 

por SA, ET, JA e ABA (Berrocal-Lobo & Molina, 2008; Zhu et al., 2013; Chen et al., 2014; 

Wang et al., 2022a). Neste estudo, a análise transcricional da linha OE-11 demonstrou que 

os DEGs induzidos pela superexpressão de AsTIR19 diferem substancialmente daqueles 

ativados pela infecção por FOC. Especificamente, os genes regulados positivamente por 

AsTIR19 estavam ligados a categorias de GO associadas à percepção de patógenos, 



 

incluindo proteínas de membrana (expansinas, pectinases, transmembrana), enzimas 

modificadoras da parede celular (glicosiltransferases), ROS (peroxidases, 

metiltransferases) e metabolismo de carboidratos (galactosiltransferases). Em contraste, 

após a infecção, os genes mais frequentemente induzidos estavam relacionados à produção 

de compostos de defesa secundária — como fenilpropanoides e terpenoides —, incluindo 

lectinas, racemases, mirosinases, enzimas de ROS e proteínas PR. Esses resultados sugerem 

que a superexpressão de AsTIR19 contribui para a resiliência da planta à infecção por FOC, 

possivelmente ao modular vias de resposta ao estresse e mecanismos específicos de defesa. 

 

A superexpressão de AsTIR19 ativa múltiplas respostas de defesa na planta 

 

Uma análise comparativa mais detalhada dos transcritomas das plantas OE-11 e WT 

revelou que a superexpressão deste NLR truncado resultou no enriquecimento de categorias 

funcionais de GO associadas a mecanismos gerais de defesa contra o estresse, como 

resposta ao estresse e atividade oxidoredutase. A reprogramação transcricional global 

observada na linha AsTIR19-OE reflete o padrão normalmente desencadeado por NLRs 

endógenos, que, ao serem ativados pela percepção de patógenos, promovem a produção de 

ROS, a sinalização hormonal de defesa e a indução de respostas imunes (Lolle et al., 2020). 

Além disso, o enriquecimento em vias de metabolismo de carboidratos observado nas 

plantas transgênicas é essencial para a defesa, uma vez que os carboidratos fornecem 

energia e matéria-prima para a ativação da resposta imune e regulam a expressão de 

proteínas PR em resposta à infecção (Rojas et al., 2014). 

A superexpressão de AsTIR19 também impactou significativamente vias metabólicas 

celulares, mecanismos imunes e processos biossintéticos especializados. Entre os DEGs 

regulados positivamente nas vias KEGG enriquecidas, destacam-se genes relacionados à 

biossíntese de compostos fenólicos, como flavonoides, monolignóis, ácidos fenólicos, 

estilbenos e cumarinas. Esses metabólitos atuam como componentes estruturais da parede 

celular, filtros contra luz UV e, principalmente, fitoalexinas com ação antimicrobiana 

contra patógenos e herbívoros (Deng & Lu, 2017). Observou-se também o enriquecimento 

de genes ligados à biossíntese de metabólitos secundários, incluindo propanoatos — 

precursores do ácido propiônico, conhecido por inibir o crescimento micelial de fungos 

como B. cinerea, S. sclerotiorum e F. oxysporum (Şehirli & Saydam, 2016). 



 

Além da ativação de genes de defesa e de vias relacionadas, a superexpressão de 

AsTIR19 também induziu genes associados a vias metabólicas primárias, como aquelas 

envolvidas na síntese e degradação de carboidratos, aminoácidos e lipídios. Os açúcares 

atuam não apenas como fontes de energia e blocos estruturais nas respostas imunes, mas 

também como moléculas sinalizadoras que interagem com as redes de sinalização hormonal 

nas plantas (Morkunas & Ratajczak, 2014). Neste estudo, foi identificado um aumento na 

expressão de genes envolvidos no metabolismo de alanina, aspartato e glutamato, bem 

como na degradação de valina, leucina e isoleucina. Esses dados estão em concordância 

com estudos anteriores em Arabidopsis, que mostram que o acúmulo de açúcares e 

aminoácidos em tecidos infectados pode contribuir para o aumento da resistência da planta 

(Rojas et al., 2014; Ward et al., 2010). 

 

Análise do Transcriptoma das Plantas AsTIR19 OE em Resposta à Inoculação com FOC 

 

A análise do transcriptoma das plantas transgênicas AsTIR19-OE após a inoculação 

com FOC revelou um aumento expressivo no número de DEGs regulados positivamente 

em categorias de GO relacionadas às respostas de defesa vegetal. Entre esses genes 

destacam-se quitinases, proteínas relacionadas à patogênese do tipo taumatina (PRs) e 

peroxidases, que já haviam sido associadas a estágios iniciais da resposta ao ácido salicílico 

em Arabidopsis (Agrawal et al., 2010). Esses resultados sugerem que as plantas 

transgênicas ativam uma resposta de defesa ampla, combinando ação antimicrobiana direta 

com sinalização regulatória. Reprogramações transcricionais similares induzidas por 

estresses bióticos e abióticos já foram observadas em Arabidopsis superexpressando fatores 

de transcrição heterólogos, em Populus contendo múltiplos genes de resistência, e em trigo 

transgênico expressando GmDREB para tolerância à seca e salinidade (Quan et al., 2019; 

Fu et al., 2021; Zhang et al., 2014; Jiang et al., 2014). 

As quitinases e proteínas do tipo taumatina (TLs) atuam como proteínas PR em 

reações de defesa diretas e indiretas (Dong et al., 2017; Wang et al., 1996). Enquanto as 

quitinases exercem papel duplo — inibindo o crescimento de patógenos e liberando PAMPs 

(padrões moleculares associados ao patógeno) que ativam defesas no hospedeiro (Zhang et 

al., 2016) —, as PR5 do tipo taumatina estão envolvidas na resistência sistêmica adquirida 

(SAR) e em respostas a estresses ambientais. A produção de ROS e a ativação de enzimas 

como as peroxidases também ajudam a proteger a célula e remover peróxidos tóxicos 



 

acumulados. O aumento na expressão de PRs e peroxidases observado nas plantas OE 

inoculadas, em comparação com plantas OE não inoculadas, indica que os sinais derivados 

do patógeno amplificam a resposta de defesa nas plantas transgênicas. 

O enriquecimento de vias KEGG ligadas à biossíntese de metabólitos secundários e 

compostos fenólicos, assim como à via de sinalização por MAPK (proteína quinase ativada 

por mitógeno), também foi notável nas plantas transgênicas inoculadas com FOC. Cascatas 

de MAPK são ativadas por diversos estímulos de estresse e modulam a expressão gênica e 

a sinalização hormonal (Romeis et al., 1999; Taj et al., 2010). A análise funcional dos DEGs 

entre as plantas OE inoculadas e não inoculadas indica que a infecção fúngica desencadeia 

respostas de defesa mediadas pelas vias de SA e JA via sinalização MAPK, promovendo a 

produção de ROS, enzimas antioxidantes e genes relacionados à defesa (Jagodzik et al., 

2018). 

Vale destacar que muitas das mudanças rápidas na expressão gênica observadas na 

linha OE também foram identificadas na resposta suscetível das plantas WT. DEGs em WT 

inoculadas versus não inoculadas foram associados a categorias de GO como defesa vegetal 

e secreção de proteínas, mas com menor intensidade de enriquecimento do que na linha 

transgênica. Além disso, enquanto nas OE os DEGs regulados positivamente incluíram 

genes de flavonoides e metabolismo de propanoato, nas WT essas mesmas categorias 

mostraram predominância de regulação negativa. 

Em resumo, a comparação funcional entre a linha transgênica inoculada e as plantas 

WT destaca o impacto da superexpressão de AsTIR19 na ativação de vias de defesa 

relacionadas à biossíntese de metabólitos secundários e compostos fenólicos. Esse 

enriquecimento inclui genes envolvidos na produção de terpenoides, fenóis e aminoácidos 

cianogênicos, que provavelmente contribuem para a resistência aumentada observada na 

linha transgênica (Häusler et al., 2014; Zaynab et al., 2018). 

 

 Superexpressão de AsTIR19 induz a ativação de Fatores de Transcrição (FTs) 

 

Os fatores de transcrição (FTs) são componentes cruciais dos mecanismos de defesa 

das plantas, atuando na regulação do metabolismo secundário, na ativação de genes de 

defesa e na mediação de vias de sinalização hormonal. Suas interações coordenadas são 

essenciais para a montagem de uma resposta eficaz frente a diferentes tipos de estresse 

(Buscaill & Rivas, 2014; Wani et al., 2021). 



 

Neste estudo, identificamos a regulação positiva significativa de FTs pertencentes a 

quatro famílias conhecidas por seu envolvimento em respostas imunes: bHLH, WRKY, 

NAC e MYB. Essa regulação foi observada na linha transgênica AsTIR19-OE inoculada 

com FOC, em comparação com o controle. Os FTs da família bHLH atuam na ativação de 

genes relacionados ao estresse, incluindo genes que codificam peptídeos antimicrobianos e 

enzimas de defesa, além de participarem da regulação da via do ácido jasmônico (JA) e da 

biossíntese de flavonoides e antocianinas (Li, 2014; Naik et al., 2022). 

As proteínas WRKY, por sua vez, interagem com outros FTs e reguladores para 

modular processos celulares cruciais, percebendo estímulos externos por meio de moléculas 

sinalizadoras. São particularmente relevantes na sinalização mediada por ácido salicílico 

(SA) e na ativação de genes primários associados à resposta a F. oxysporum (Jiang et al., 

2017; Aamir et al., 2018; Li et al., 2021). 

Nossos dados indicam que os FTs WRKY e bHLH fazem parte de uma rede regulatória 

integrada que combina diferentes vias de sinalização nas plantas AsTIR19-OE. Interações 

entre WRKYs (via SA) e bHLHs (via JA) parecem facilitar a modulação coordenada das 

defesas, potencializando a resposta da planta a múltiplos patógenos. Além disso, FTs da 

família NAC — conhecidos por seu papel na regulação de respostas a múltiplos estresses 

(Nuruzzaman et al., 2013; Saidi et al., 2022; Srivastava et al., 2022) — também 

apresentaram regulação positiva na linha OE. A superexpressão de genes NAC já foi 

associada à reprogramação transcricional em trigo, fortalecendo a resposta a Fusarium 

graminearum por meio das vias hormonais de JA e ácido abscísico (ABA) (Vranić et al., 

2023). 

A interação funcional entre esses FTs observada nas plantas transgênicas durante a 

infecção por FOC parece contribuir de forma relevante para a resistência adquirida. Estudos 

anteriores já demonstraram interações proteína-proteína entre FTs que regulam a expressão 

de genes PR em resposta a infecções, reforçando a resistência mediada por SA e JA contra 

patógenos (Tran et al., 2007; Shan et al., 2016; Nuruzzaman et al., 2013). 

 

 Superexpressão de AsTIR19 regula positivamente genes marcadores de defesa e vias 

hormonais das plantas 

 

Genes marcadores associados a vias biológicas específicas são amplamente 

utilizados como indicadores da ativação ou supressão de cascatas de sinalização 



 

relacionadas (Zhang et al., 2020b). Neste estudo, análises de qRT-PCR revelaram um 

aumento expressivo na expressão de 15 genes marcadores de defesa comumente utilizados, 

na linha transgênica OE-11 inoculada com FOC, em comparação com plantas não 

inoculadas. De forma geral, a resposta de defesa ativada na OE-11 inoculada é robusta e 

multifatorial, envolvendo a ativação coordenada de genes marcadores das vias de 

sinalização do ácido salicílico (SA), ácido jasmônico e etileno (JA-ET), além de genes 

associados à sinalização por auxina (IAA) e ao controle de espécies reativas de oxigênio 

(ROS). Esses resultados indicam a atuação de um mecanismo de defesa integrado, 

altamente regulado e eficiente contra FOC. 

O gene NPR1, regulador central da via mediada por SA, apresentou expressão 

aumentada em mais de 40 vezes, acompanhado de uma indução superior a 16 vezes do gene 

PR5. Esses dados destacam o papel central da via de SA na resposta imune à infecção por 

FOC, e reforçam a viabilidade de estratégias genéticas que aumentem a expressão de NPR1 

como forma de elevar a resistência em plantas transgênicas (Spoel et al., 2009; Cao et al., 

1997). 

Além disso, dois genes NLR previamente descritos em Arabidopsis — At1g72910 

(NLR) e At1g72930 (TIR truncado) — também foram regulados positivamente após a 

infecção nas plantas OE, sugerindo que AsTIR19 pode atuar em sinergia com outros NLRs 

endógenos, como discutido por Ngou et al. (2022). Nessas redes cooperativas, múltiplos 

NLRs trabalham em conjunto para ampliar o reconhecimento de efetores fúngicos e 

coordenar a ativação de respostas imunes. 

A subtilase SBT3, também regulada positivamente, contribui para a ativação de pectin 

metilesterases (PMEs), remodelando a parede celular e promovendo o “priming” imune 

dependente de SA (Ramírez et al., 2013; Coculo et al., 2023). 

A ativação da via de JA foi evidenciada pela regulação positiva dos genes MD-2-like e 

ML3, que respondem a componentes patogênicos como PAMPs e HAMPS (Fridborg et al., 

2013; Song et al., 2022). A indução de VSP2 e PR6 — genes relacionados à biossíntese de 

metabólitos antimicrobianos — reforça a função da via de JA na resposta antifúngica, 

particularmente contra patógenos necrotróficos. 

Curiosamente, essa ativação ampla de vias hormonais também foi observada 

anteriormente em Nicotiana tabacum expressando AsTIR19 e infectada por S. sclerotiorum 

(Guimarães et al., 2022), indicando que a ativação constitutiva do transgene em diferentes 

hospedeiros promove um perfil de defesa consistente frente a diferentes patógenos. 



 

A via do etileno (ET) também foi ativada, como indicado pela regulação positiva dos 

fatores de transcrição EIN3 e ERF, além da indução do gene PADRE, associado à resposta 

ao estresse patogênico (Zhao et al., 2021; Didelon et al., 2020). 

A via de auxina, representada pelo gene IAN, e a sinalização redox, indicada pela 

regulação positiva de APX (ascorbato peroxidase), também parecem contribuir para a 

resposta de defesa. A auxina pode modular a expressão de genes PR e a arquitetura da 

parede celular, enquanto ROS atuam como sinais, antimicrobianos e elementos estruturais, 

promovendo reforço da parede celular e morte celular programada (Remans et al., 2006; 

Ali et al., 2018). 

Esse conjunto de respostas demonstra que a linha OE-11 ativa uma complexa rede de 

sinalização hormonal e defesa molecular, ampliando sua resistência ao patógeno. 

A murcha-de-fusário permanece um desafio significativo devido à sua base genética 

complexa e à persistência do patógeno no solo (Gordon, 2017). Estratégias como o uso de 

genes de defesa nativos (Hao et al., 2020; Zhang et al., 2020a; Sadhu et al., 2023) e 

tecnologias como o HIGS via RNAi (Singh et al., 2020) vêm sendo exploradas com 

resultados variados. 

Neste trabalho, mostramos que a superexpressão do gene NLR truncado AsTIR19, 

oriundo da espécie silvestre A. stenosperma, aumenta a tolerância a FOC em Arabidopsis. 

A análise transcricional revelou que a expressão do transgene altera profundamente vias de 

defesa, processos metabólicos e redes de regulação gênica. Esses dados elucidam como 

AsTIR19 pode atuar como gatilho da resposta imune, reforçando sua aplicabilidade em 

biotecnologia vegetal. 

Por fim, AsTIR19 apresenta forte potencial para ser explorado em programas de 

melhoramento assistido por marcadores ou transgenia, inclusive em culturas 

economicamente importantes. Sua combinação com outros genes de resistência pode 

formar um empilhamento genético estratégico, ampliando o espectro de proteção e 

reduzindo a chance de evasão por parte dos patógenos. 
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CAPÍTULO 3 

Reprogramação transcricional mediada por AdEXLB8 promove tolerância cruzada a 
múltiplos estresses em Arabidopsis thaliana 
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Resumo 

As expansinas vegetais são proteínas que afrouxam a estrutura da parede celular, 

participando de diversos processos de desenvolvimento e da resposta a estresses bióticos e 

abióticos em plantas. As reações das plantas a esses estresses envolvem mecanismos complexos, 

que demandam uma comunicação eficiente entre múltiplas vias de sinalização. Partindo da 

hipótese de que a superexpressão de genes pode reprogramar redes transcricionais, auxiliando no 

processo de tolerância cruzada, este trabalho analisou dados de transcriptoma de plantas 

transgênicas de Arabidopsis thaliana superexpressando o gene AdEXLB8, oriundo de Arachis 

duranensis, sob estresse hídrico, infecção por Meloidogyne incognita e estresse combinado. 

Foram identificados 2.088 genes diferencialmente expressos (DEGs) sob seca e 1.289 DEGs no 

estresse combinado, com enriquecimento em vias osmorreguladoras (ex.: biossíntese de ABA) e 

supressão de genes ligados ao crescimento celular. A infecção por nematoides modulou 58 DEGs, 

ativando vias de defesa mediadas por ácido jasmônico (JA) e etileno (ET). Em condições basais, 

plantas transgênicas exibiram priming molecular, com indução de genes de hipoxia e 

detoxificação de ROS. Esses resultados demonstram que AdEXLB8 pode atuar como integrador 

de respostas a estresses múltiplos, modulando redes hormonais (ABA/JA/ET) e ajustes estruturais 

da parede celular. Esses achados fornecem bases moleculares para o desenvolvimento de 

cultivares com tolerância simultânea a seca e nematoides, direcionando estratégias de 

melhoramento para agricultura em ambientes adversos. 

 

Palavras-chave: AdEXLB8; Expressão gênica; Tolerância a estresse; Meloidogyne 

incognita; RNAseq. 
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Abstract 
Plant expansins are cell wall-modulating proteins that loosen the cell wall structure and are 

involved in key developmental processes and responses to biotic and abiotic stresses. Plant stress 

responses require complex mechanisms involving cross-talk between multiple signaling pathways. 

This study tested the hypothesis that overexpression of AdEXLB8—a gene isolated from the wild 

peanut Arachis duranensis—reprograms transcriptional networks to confer cross-tolerance to 

combined stresses. We analyzed transcriptomic data from transgenic Arabidopsis thaliana 

overexpressing AdEXLB8 under drought, Meloidogyne incognita infection, and combined stress 

conditions. Our analysis identified 2,088 differentially expressed genes (DEGs) under drought 

stress and 1,289 DEGs under combined stress, with enrichment in osmoregulatory pathways (e.g., 

ABA biosynthesis) and suppression of genes linked to cell wall expansion. Nematode infection 

modulated 58 DEGs, activating jasmonic acid (JA)- and ethylene (ET)-mediated defense 

pathways. Under control conditions, transgenic plants exhibited a molecular priming profile, 

marked by induction of hypoxia-responsive genes and ROS detoxification mechanisms. These 

findings demonstrate that AdEXLB8 acts as a hub for integrating multi-stress responses by 

orchestrating hormonal crosstalk (ABA/JA/ET) and structural cell wall adaptations. This work 

provides a molecular framework for developing crop varieties with dual tolerance to drought and 

nematodes, offering strategic insights for breeding programs targeting agriculture in challenging 

environments. 

 

Keywords: AdEXLB8; Gene expression; Stress tolerance; Meloidogyne incognita; RNA-Seq; 

Transcriptional reprogramming; Cross-tolerance. 
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INTRODUÇÃO 
 

  As plantas cultivadas enfrentam, frequentemente, múltiplas condições ambientais adversas 

que limitam seu crescimento, desenvolvimento e produtividade. Dentre os principais fatores 

estressantes, destacam-se os estresses bióticos, como infecções por patógenos, e os estresses 

abióticos, como seca, salinidade e temperaturas extremas(Gupta & Huang, 2014; Sillmann & 

Sippel, 2020; Zhu, 2016).Esses estresses não atuam de forma isolada; sua ocorrência 

combinada é comum no ambiente natural e resulta em respostas fisiológicas e moleculares 

complexas, que não podem ser previstas a partir da simples soma dos efeitos individuais 

(Atkinson & Urwin, 2012; Mota et al., 2021; Rasmussen et al., 2013). Em regiões semiáridas, 

por exemplo, a combinação de seca prolongada e infestações por nematoides reduz 

drasticamente a produtividade de culturas-chave, como o amendoim (Fourie et al., 2015; 

Tapia-Vázquez et al., 2022), destacando a urgência de estratégias que englobem vias 

multirresistentes. 

  Embora diversos mecanismos regulatórios já tenham sido descritos para estresses isolados, 

as estratégias moleculares que sustentam a resposta integrada a estresses múltiplos 

permanecem pouco compreendidas. Tais respostas são altamente específicas e envolvem 

interações complexas entre fitormônios, espécies reativas de oxigênio (ROS) e fatores de 

transcrição(Jagodzik et al., 2018; Xia et al., 2015). Nesse contexto, destaca-se a necessidade 

de investigar proteínas envolvidas na mediação dessa rede integrada, como as expansinas. 

  As expansinas formam uma superfamília de proteínas vegetais envolvidas na modulação 

da arquitetura da parede celular, desempenhando papéis centrais no crescimento celular e na 

adaptação a condições ambientais adversas. Essa família é dividida em quatro subgrupos 

funcionalmente distintos: α-expansinas (EXPA), β-expansinas (EXPB), expansinas-like A 

(EXLA) e expansinas-like B (EXLB) (Sampedro & Cosgrove, 2005),todas com participação 

comprovada em processos estruturais e de resposta a estresses (Sun et al., 2021).  

  Dentre essas subfamílias, as EXLB têm ganhado destaque por seu potencial envolvimento 

na integração de respostas bióticas e abióticas, especialmente sob estresses 

múltiplos(Brasileiro et al., 2021a) . No entanto, os mecanismos moleculares mediados por 

genes dessa classe permanecem pouco elucidados, particularmente no que se refere à 

reprogramação transcricional associada à sua superexpressão. 
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  Estudos com genes de outras subfamílias de expansinas reforçam sua relevância na 

tolerância a estresses. A superexpressão do gene TaEXPB7-B, uma β-expansina do trigo, 

regulada por ácido abscísico (ABA) e fatores de transcrição AREB/ABF, conferiu maior 

capacidade antioxidante e resistência ao frio em Arabidopsis thaliana (Feng et al., 2019). De 

forma semelhante, o gene GmEXPA1, da soja, reduziu a suscetibilidade à infecção por 

Meloidogyne incognita em A. thaliana e Nicotiana tabacum (Basso et al., 2023b), indicando 

que diferentes classes de expansinas podem modular respostas fisiológicas e imunes frente a 

desafios ambientais distintos. 

  Espécies silvestres de amendoim, como Arachis duranensis, têm se mostrado boas fontes 

de genes relacionados à tolerância a estresses, devido à sua ampla variabilidade genética e 

capacidade adaptativa (Araujo et al., 2021; Bertioli et al., 2016; da Silva Ferreira et al., 2024; 

Morgante et al., 2013; Mota, 2019). Nesse contexto, o gene AdEXLB8, isolado de A. 

duranensis, foi identificado como um candidato promissor à caracterização funcional em 

espécies modelo. 

  Neste trabalho, optou-se pelo uso de A. thaliana como organismo modelo devido à sua 

ampla caracterização genética, ciclo de vida curto, facilidade de transformação genética e 

disponibilidade de ferramentas bioinformáticas robustas. Além disso, A. thaliana permite uma 

análise detalhada dos efeitos moleculares do transgene em um sistema experimental bem 

estabelecido, sendo frequentemente utilizada para estudos de validação funcional de genes de 

outras espécies. 

  Assim, este capítulo apresenta uma análise transcriptômica de plantas transgênicas de A. 

thaliana superexpressando o gene AdEXLB8, submetidas a três condições de estresse: seca, 

infecção por M. incognita e estresse combinado. Os dados analisados foram gerados 

previamente em experimentos conduzidos por colaboradores da Embrapa Recursos Genéticos 

e Biotecnologia. 

  O objetivo desta etapa do trabalho foi investigar como a superexpressão de AdEXLB8 afeta 

o perfil de expressão gênica em raízes de A. thaliana em diferentes cenários de estresse. A 

partir da identificação de genes diferencialmente expressos, enriquecimento funcional e 

análise de redes de coexpressão, buscou-se compreender os mecanismos moleculares 

subjacentes à ação de AdEXLB8 e seu potencial papel na promoção de tolerância a estresses 

combinados. 
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MATERIAIS E MÉTODOS  

 
Origem do material biológico utilizado  

 
As plantas utilizadas nesta tese fazem parte de um experimento de caracterização funcional 

do gene AdEXLB8, conduzido no âmbito de um projeto colaborativo com a Embrapa Recursos 

Genéticos e Biotecnologia (CENARGEN). O gene, isolado da espécie silvestre A. duranensis, 

foi previamente caracterizado quanto à sua sequência codificante e propriedades moleculares. 

 A construção do vetor de expressão e a transformação de A. thaliana (ecótipo Col-0) 

resultaram em plantas transgênicas da geração T2 superexpressando AdEXLB8, entre as quais 

a linhagem OE-4 foi selecionada para os experimentos posteriores devido a sua ampla 

expressão gênica e resposta fenotípica compatível com tolerância a múltiplos estresses. A 

superexpressão do transgene foi confirmada previamente por RT-qPCR (Dados ainda não 

publicados).  

  As plantas selvagens (WT) e transgênicas (OE-4) foram submetidas a diferentes condições 

de estresse em ambiente controlado. Após os tratamentos, as raízes foram coletadas para 

extração de RNA e construção das bibliotecas para sequenciamento (RNA-Seq). As condições 

experimentais estão descritas na Tabela 1. Nesta tese, as análises concentraram-se 

exclusivamente nos dados transcriptômicos gerados a partir dessas amostras. O objetivo foi 

identificar genes diferencialmente expressos e caracterizar as vias moleculares moduladas pela 

superexpressão de AdEXLB8 sob diferentes cenários de estresse. Como os dados 

experimentais ainda não foram publicados, são aqui descritos de forma resumida, apenas com 

a finalidade de contextualizar as análises bioinformáticas realizadas. 
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Tabela 3 Condições experimentais das amostras utilizadas na análise transcriptômica. 

Amostra Genótipo Condição  Descrição  
WT_CTRL WT (*Col-

0*) 
Controle Planta selvagem 

bem irrigada 
OE4_CTRL OE-4 Controle AdEXLB8, 

irrigada 
OE4_DROUGHT OE-4 Seca controlada Suspensão 

gradual da irrigação 
OE4_NEMA OE-4 Infecção por 

nematoides 
Inoculação com 

Meloidogyne 
incognita 

OE4_CROSS OE-4 Estresse combinado 
(seca + nematoide) 

Seca por 7 dias 
seguida de 
inoculação com J2 

*Nota: Cada condição experimental incluiu 3 réplicas biológicas, compostas por raízes de 9 
indivíduos por grupo. * 

 

Filtragem, mapeamento e análise da qualidade e da expressão gênica  

 
As análises transcriptômicas foram realizadas utilizando como genoma de referência o 

conjunto anotado de A. thaliana (TAIR10). Os dados de sequenciamento em formato FASTQ 

foram processados em um fluxo que integrou as ferramentas FASTp (S. Chen et al., 2018) 

para controle de qualidade e remoção de adaptadores, STAR (Dobin & Gingeras, 2016) para 

alinhamento ao genoma de referência, e HTSeq (Anders et al., 2015) para quantificação da 

expressão gênica. Todo processamento dos dados foi realizado em ambiente Linux, utilizando 

servidor da Embrapa Recursos Genéticos, com sistema operacional Ubuntu 20.04, 128 GB de 

RAM e 32 núcleos. 

A análise de expressão gênica diferencial foi conduzida com o pacote edgeR (Robinson et 

al., 2010), utilizando normalização pelo método TMM e o teste estatístico quasi-likelihood F-

test. Foram considerados como diferencialmente expressos os genes com log₂FC ≥ |1| e FDR 

< 0,01, conforme o procedimento de correção de múltiplos testes de Benjamini-Hochberg 

(Haynes, 2013).  

As comparações incluíram os seguintes contrastes experimentais: 

• OE4_CTRL vs. WT_CTRL (efeito do transgene sob condição basal), 

• OE4_DROUGHT vs. OE4_CTRL (resposta à seca), 

• OE4_NEMA vs. OE4_CTRL (resposta ao nematoide), 

• OE4_CROSS vs. OE4_CTRL (resposta ao estresse combinado). 
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As listas de DEGs foram geradas para cada comparação, resultando em conjuntos variando 

de 58 a 2088 genes por condição. A sobreposição entre conjuntos de genes diferencialmente 

expressos (DEGs) foi visualizada por meio de diagramas de Venn e gráficos do tipo UpSet, 

gerados com a ferramenta Intervene (Khan & Mathelier (2017); 

https://asntech.shinyapps.io/intervene/). As listas completas de genes diferencialmente 

expressos, termos enriquecidos e redes PPI estão disponíveis como material suplementar 

juntamente com os scripts utilizados.  

 

Análise de ontologia gênica e vias metabólicas 

 

A anotação funcional dos genes diferencialmente expressos (DEGs) foi realizada com 

o objetivo de identificar os processos biológicos, componentes celulares, funções moleculares 

e vias metabólicas associados às respostas a diferentes condições de estresse. Para isso, foi 

utilizada a ferramenta ShinyGO (https://bioinformatics.sdstate.edu/go/ (S. X. Ge et al., 2020)). 

Foram realizadas análises de enriquecimento funcional para cada conjunto de DEGs 

identificado nos contrastes experimentais, utilizando como referência os genes anotados do 

genoma de A. thaliana. As categorias analisadas incluíram: GO Biological Processes, GO 

Cellular Components, GO Molecular Functions, e KEGG Pathways(Kanehisa et al., 2016). 

Foram considerados termos com p-valor < 0,05, um mínimo de 3 genes associados e fator de 

enriquecimento > 1,5. Os termos enriquecidos foram posteriormente agrupados com base em 

similaridade funcional. 

A visualização gráfica dos resultados foi realizada com a ferramenta SRPlot 

(https://www.bioinformatics.com.cn/ (Tang et al., 2023)). As vias metabólicas associadas aos 

DEGs também foram analisadas no software MapMan (versão 3.5.1.R2; Thimm et al. (2004)), 

permitindo a representação das principais rotas fisiológicas e metabólicas moduladas nas 

diferentes condições. A visualização final das vias foi organizada utilizando o editor gráfico 

BioRender (https://biorender.com). 

As redes de interação proteína-proteína (PPI) foram construídas com base nos genes 

diferencialmente expressos (DEGs) identificados nas comparações experimentais. As análises 

foram conduzidas utilizando a base de dados STRING (Search Tool for the Retrieval of 

Interacting Genes/Proteins), versão 12.0, com o modelo de organismo A. thaliana e pontuação 

mínima de interação definida como medium confidence (score ≥ 0.4). As listas de genes 

regulados positivamente e negativamente foram analisadas separadamente para cada condição 

https://asntech.shinyapps.io/intervene/
https://bioinformatics.sdstate.edu/go/
https://www.bioinformatics.com.cn/
https://biorender.com/
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experimental (seca, infecção por nematoide e estresse combinado), além do conjunto de genes 

regulados em comum. 

 As redes geradas foram avaliadas quanto à densidade de conexões, número de 

interações esperadas vs. observadas (PPI enrichment p-value), conectividade média e 

coeficiente de agrupamento. A identificação de módulos funcionais foi realizada utilizando o 

método de agrupamento K-means, com posterior categorização funcional baseada em 

enriquecimento GO e KEGG. Os dados foram visualizados por meio de diagramas de rede 

exportados do STRING (versão 12.0; (Szklarczyk et al., 2023)), organizados por clusters 

funcionais de proteínas.  

Além disso, foi utilizada a plataforma iTAK (http://itak.feilab.net/cgi-

bin/itak/index.cgi; Zheng et al. (2016)) para identificação de fatores de transcrição (TFs) e 

reguladores transcricionais (TRs) presentes entre os DEGs, empregando os parâmetros padrão 

da ferramenta.  

 

RESULTADOS 

 
Estatística do sequenciamento  

 
  Com o objetivo de investigar os mecanismos moleculares associados à resistência 

conferida pela superexpressão do gene AdEXLB8 em A. thaliana, foi conduzida uma análise 

comparativa de transcriptoma por RNA-Seq. A linhagem transgênica OE-4 foi avaliada sob 

diferentes condições de estresse: abiótico (seca), biótico (M. incognita) e estresse combinado, 

além de plantas controle (WT e OE-4 irrigadas). 

  Foram construídas 15 bibliotecas de cDNA, com três réplicas biológicas para cada 

condição experimental. No total, o sequenciamento gerou aproximadamente 157 milhões de 

leituras de alta qualidade (Q > 30). Em média, 95% das leituras foram mapeadas ao genoma 

de referência de A. thaliana (TAIR10), com aproximadamente 85% das leituras alinhadas de 

forma exclusiva, garantindo elevada confiança para as análises subsequentes de expressão 

gênica. A Tabela 2 apresenta as métricas de sequenciamento, incluindo o número total de 

leituras por amostra, o total de reads mapeados e o percentual de mapeamento por condição. 

  

http://itak.feilab.net/cgi-bin/itak/index.cgi
http://itak.feilab.net/cgi-bin/itak/index.cgi
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Tabela 2. Estatísticas do sequenciamento de RNA de raízes de Arabidopsis thaliana (WT e OE-4), sob diferentes 

condições de estresse. 

Condição Amostra Leituras 
Totais 

Leituras 
Mapeadas 

% 
Mapeamento 

WT #1 26,476,789 25,636,371 96,83% 
#2 27,193,660 26,386,899 97,04% 
#3 31,296,481 30,280,892 96,96% 
Média 28,322,310 27,450,721 96,92% 

OE4 #1 27,499,798 25,457,765 92,57% 
#2 22,135,772 20,963,456 94,70% 
#3 22,617,892 21,549,001 95,27% 
Média 24,084,487 22,656,741 94,18% 

OE4_NEMA #1 12,495,300 11,543,522 92,38% 
#2 10,894,085 10,291,109 94,47% 
#3 11,147,432 10,531,939 94,48% 
Média 11,512,272 10,788,857 93,78% 

OE4_DROUGHT #1 11,809,910 11,299,577 95,68% 
#2 12,645,767 11,790,280 93,23% 
#3 11,747,035 10,840,024 92,28% 
Média 12,067,571 11,309,960 93,73% 

OE4_CROSS #1 10,590,014 9,763,308 92,19% 
#2 10,470,754 9,628,935 91,92% 
#3 12,487,051 10,903,124 90,50% 
Média 11,182,606 10,231,122 91,53% 

   

  Observou-se que as bibliotecas derivadas de plantas transgênicas submetidas a estresses 

apresentaram, de forma geral, menor número de reads em comparação às bibliotecas controle. 

Essa redução pode estar relacionada a fatores biológicos, como a integridade do RNA sob 

estresse, ou técnicos, como variações na eficiência de construção das bibliotecas. Para garantir 

a comparabilidade entre as amostras, os dados foram normalizados por Counts Per Million 

(CPM) utilizando o pacote edgeR. 

 

Efeitos basais da superexpressão de AdEXLB8 no transcriptoma de A. thaliana 

  

Para investigar os efeitos da superexpressão do gene AdEXLB8 em A. thaliana sob 

condições não estressantes, foi realizada uma análise de expressão gênica diferencial entre a 

linhagem transgênica OE-4 e plantas selvagens (WT), utilizando o pacote edgeR. Foram 
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aplicados critérios de corte mais rigorosos (FDR < 0,01 e |log₂FC| > 2), resultando na 

identificação de 485 genes diferencialmente expressos (DEGs). 

Dentre esses, 465 genes (95,8%) foram regulados positivamente, com log₂FC variando 

entre +2 e +3,6 — o que corresponde a aumentos de expressão entre 4 e aproximadamente 12 

vezes na escala linear. Apenas 20 genes apresentaram regulação negativa (Figura 5-A). 

Os DEGs induzidos pela superexpressão de AdEXLB8 incluíram um conjunto robusto de 

genes associados à resposta ao estresse, como fatores de transcrição da família WRKY 

(WRKY46, WRKY33, WRKY40, WRKY18, WRKY62) (Warmerdam et al., 2020) e componentes 

reguladores das vias hormonais de etileno, ácido jasmônico e ácido salicílico, incluindo JAZ, 

NPR3 e ERF2. Genes envolvidos na detoxificação de espécies reativas de oxigênio (ROS), 

como APX2, também foram fortemente induzidos. 

A análise de enriquecimento funcional por ontologia gênica (GO) revelou que esses genes 

estavam significativamente associados a processos de defesa e sinalização por ROS. Termos 

como "ativação de mecanismos antioxidantes", "resposta a espécies reativas de oxigênio", e 

"regulação da homeostase redox" destacaram-se nas análises (Ali et al., 2018). Esses 

mecanismos são amplamente reconhecidos por sua atuação como sinalizadores secundários 

em respostas a estresses múltiplos e pela capacidade de induzir efeito priming e memória de 

estresse(Brasileiro et al., 2021; Mauch-Mani et al., 2017) 

Na análise por vias metabólicas KEGG, foi observado enriquecimento em categorias 

relacionadas à biossíntese de ácido jasmônico, sinalização mediada por ácido salicílico, 

interação planta-patógeno e resposta imunológica inata, sugerindo o envolvimento de 

AdEXLB8 na indução de resistência adquirida sistêmica (SAR) e integração hormonal 

multivias (Figura 5-C). O metabolismo de compostos secundários — como fenilpropanoides, 

flavonoides e ácidos monocarboxílicos — também foi induzido, indicando a ativação de 

mecanismos antimicrobianos e antioxidantes. 

A análise funcional no MapMan complementou esses achados, revelando a ativação de 

vias ligadas ao metabolismo secundário, regulação hormonal e defesa. Destacaram-se genes 

envolvidos na síntese de ácido jasmônico (LOX3, AOS, AOC, OPR), na sinalização por cálcio 

e MAPKs, e em outras rotas associadas à percepção e resposta ao estresse (Figura 5-B). 

Por fim, a superexpressão de AdEXLB8 modulou um conjunto expressivo de fatores de 

transcrição (TFs) e reguladores transcricionais (TRs). A identificação realizada com a 

ferramenta iTAK apontou forte indução de famílias como AP2/ERF, WRKY, MYB, NAC e 

bHLH, com destaque para os genes do grupo ERF, que compuseram a família mais 
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representada entre os DEGs positivamente regulados (Figura 5-D). Apesar de em menor 

número, também foram identificados TFs negativamente modulados, principalmente das 

famílias MYB, NAC e bHLH. 

Esses resultados indicam que a presença constitutiva do transgene AdEXLB8 gera um 

estado transcricional de ativação basal de defesas, mesmo na ausência de estresse, preparando 

a planta para uma resposta mais rápida e eficiente frente a desafios ambientais subsequentes. 
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 FIGURA 5. Análise de Gene Ontology (GO) e vias de Mapman dos genes expressos diferencialmente em OE4.   A- Análise de 

enriquecimento de vias e processos para os termos: GO Biological Processes, GO Cellular Components, GO Molecular Functions, KEGG 

Pathway. B- - Análise de enriquecimento de vias e processos para as vias em Mapman. 

 



73  

  
 

Perfil de expressão de OE4 superexpressando AdEXLB sob estresses isolados e 

combinados. 

A linhagem transgênica OE-4 foi avaliada em quatro condições experimentais: ausência 

de estresse (controle comparado ao genótipo selvagem), estresse abiótico (seca), estresse 

biótico (infecção por M. incognita) e estresse combinado (seca + nematoide). A sobreposição 

entre os conjuntos de DEGs foi visualizada por meio de gráficos UpSet (Figura 6), e as listas 

completas de genes regulados positiva e negativamente encontram-se na Tabela Suplementar. 

  A análise revelou perfis de regulação gênica distintos para cada tipo de estresse. A infecção 

por nematoides resultou na modulação de 58 genes, dos quais 34 foram regulados 

positivamente e 24 negativamente. Entre os genes reprimidos, 24 foram exclusivos do estresse 

 

FIGURA 6. Análise de sobreposição de genes diferencialmente expressos na linhagem transgênica OE4 

de Arabidopsis thaliana, superexpressando AdEXLB8, sob diferentes condições de estresse. O 

gráfico UpSet apresenta os genes regulados positivamente (UP) e negativamente (DOWN) na linhagem OE4 em 

comparação ao tipo selvagem (WT) em condições sem estresse (OE4 vs. WT) e sob tratamentos de estresse biótico 

com o nematoide Meloidogyne incognita(OE4_NEMA), estresse abiótico por seca (OE4_DROUGHT) e estresse 

combinado (OE4_CROSS). As barras verticais no topo indicam o número de genes compartilhados entre diferentes 

condições, enquanto as conexões na matriz inferior representam as interseções específicas. As barras horizontais à 

esquerda indicam o número total de genes regulados em cada condição individualmente. 
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biótico, enquanto outros 6 apresentaram regulação compartilhada com as condições de seca e 

estresse combinado. 

  O estresse hídrico desencadeou a resposta transcricional mais robusta, com um total de 

2.088 genes diferencialmente expressos, dos quais 708 foram induzidos e 1.377 reprimidos. 

Dentre esses, 193 genes upregulated e 790 downregulated foram exclusivos dessa condição, 

refletindo uma resposta molecular intensamente específica à escassez hídrica. 

  Na condição de estresse combinado, foram identificados 1.289 DEGs, sendo 593 regulados 

positivamente e 694 negativamente. A maior parte desses genes (497 upregulated e 581 

downregulated) também foi modulada sob seca, sugerindo que a resposta ao estresse hídrico 

predomina no contexto combinado. No entanto, conjuntos exclusivos de genes regulados 

apenas no cross-stress foram observados, indicando que essa condição ativa vias regulatórias 

específicas, não presentes sob os estresses isolados. 

  Um padrão de regulação cruzada também foi identificado entre as condições de controle e 

estresse. Ao todo, 68 genes que estavam induzidos em OE-4 sob condição basal (sem estresse) 

foram reprimidos tanto sob seca quanto no estresse combinado (OE4_UP vs drought_DOWN; 

OE4_UP vs cross_DOWN). Esse padrão sugere que a superexpressão de AdEXLB8 promove 

um estado de priming molecular em condição não estressante, mas que, diante de estresses 

mais severos, ocorre uma supressão estratégica desses genes, possivelmente para priorizar vias 

adaptativas mais específicas. 

 

Análise de enriquecimento de termos GO em A. thaliana superexpressando AdEXLB8 

sob estresses isolados e combinados 

 

 A análise de enriquecimento de Gene Ontology (GO) foi conduzida para os genes 

diferencialmente expressos (DEGs) identificados nas condições de estresse hídrico 

(OE4_Drought), estresse biótico (OE4_NEMA) e estresse combinado (OE4_CROSS). As 

categorias analisadas incluíram Processos Biológicos (BP), Funções Moleculares (MF) e 

Componentes Celulares (CC), com o objetivo de caracterizar os principais mecanismos 

regulatórios envolvidos em cada contexto. Os resultados revelaram padrões funcionais 

distintos, refletindo respostas adaptativas específicas das plantas transgênicas a diferentes 

tipos de estresse (Figura 7). 
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Sob déficit hídrico, os genes induzidos apresentaram enriquecimento em processos como 

“resposta à privação de água”, “resposta ao ácido abscísico (ABA)” e “resposta ao peróxido 

de hidrogênio”, evidenciando a ativação coordenada de vias hormonais e antioxidantes (Rai 

et al. 2024; Brasileiro et al., 2021). A atuação do ABA na regulação estomática e no ajuste 

osmótico reforça sua relevância na adaptação ao estresse hídrico(X. Yang et al., 2021).  Em 

termos funcionais, destacaram-se categorias associadas à atividade de ATPases e hidrolases, 

sugerindo alta demanda energética para manutenção da homeostase celular. 

Os genes reprimidos estavam fortemente associados à “organização da parede celular” e 

ao “metabolismo de galacturonanos”, o que indica uma supressão de rotas ligadas ao 

crescimento e expansão celular, priorizando ajustes estruturais compatíveis com condições de 

FIGURA 7.  Gráfico de bolhas representando termos de Ontologia Genética (GO) significativamente 

enriquecidos nos genes diferencialmente expressos (DEGs) em três condições experimentais: OE4_Drought, 

OE4_Cross e OE4_NEMA. Os termos GO estão divididos em três categorias principais: Componentes Celulares 

(CC), Funções Moleculares (MF) e Processos Biológicos (BP). O tamanho das bolhas reflete o número de genes 

associados a cada termo (nGenes), enquanto a cor das bolhas indica a regulação dos genes, sendo vermelho para genes 

com regulação positiva (upregulated) e azul para genes com regulação negativa (downregulated). O eixo X apresenta 

o logaritmo negativo do FDR ajustado (-log10(FDR)), que representa a significância do enriquecimento. 
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restrição hídrica (Lawlor & Tezara, 2009).  Além disso, os genes induzidos localizaram-se 

preferencialmente em compartimentos fotossintéticos como cloroplastos e tialacoides, 

reforçando o papel do reequilíbrio metabólico no suporte à fotossíntese sob estresse (Z. Wang 

et al., 2024).  

Na condição de estresse combinado, os DEGs induzidos foram enriquecidos em categorias 

relacionadas a “resposta ao calor”, “resposta a compostos químicos” e “resposta ao estresse 

oxidativo”, indicando a ativação de mecanismos celulares de proteção e homeostase. Destaca-

se a indução de proteínas chaperonas envolvidas no dobramento proteico e controle de danos, 

comumente associadas à adaptação em ambientes multifatoriais (Mittler, 2006; Brasileiro et 

al., 2021). 

Por outro lado, os genes reprimidos incluíram termos como “biogênese de componentes 

celulares” e “organização da parede celular”, sugerindo uma priorização das defesas celulares 

sobre processos anabólicos. Em termos funcionais, a regulação negativa de quinases e 

oxidorredutases destaca o envolvimento da sinalização intracelular e do metabolismo redox 

na resposta adaptativa ao estresse composto (Zandalinas et al., 2021).  

No contexto de infecção por M. incognita, os genes reprimidos foram principalmente 

associados à “organização da parede celular” e ao “metabolismo de galacturonanos”, 

indicando que o crescimento e a integridade estrutural são sacrificados em prol de mecanismos 

de defesa. Embora o número de genes induzidos tenha sido mais restrito, observou-se 

modulação de genes envolvidos em sinalização hormonal e respostas imunes locais, incluindo 

fatores de transcrição das famílias bHLH e NAC, reconhecidas por seu papel em defesas 

localizadas e modulação hormonal (Brasileiro et al., 2021; Jones et al., 2013). 

A modulação da parede celular, associada à ativação coordenada de vias hormonais como 

JA, SA e ET, é fundamental para restringir a penetração e o avanço de patógenos endoparasitas 

como os nematoides (Warmerdam et al., 2020). 

 

Análise de enriquecimento de vias KEGG em A. thaliana superexpressando AdEXLB8 

sob estresses isolados e combinados 

 

A análise de enriquecimento de vias metabólicas KEGG permitiu identificar os ajustes 

bioquímicos e fisiológicos promovidos pela superexpressão de AdEXLB8 em resposta a 

diferentes tipos de estresse. De forma geral, os dados revelaram que as plantas transgênicas 
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priorizam vias de defesa e adaptação, muitas vezes em detrimento de processos metabólicos 

primários (Figura 8).  

 
FIGURA  8. Análise de enriquecimento de vias metabólicas KEGG sob diferentes condições de estresse em 

plantas transgênicas superexpressando AdEXLB8. O gráfico apresenta as vias enriquecidas para genes 

diferencialmente expressos (DEGs) regulados positivamente (UP) e negativamente (DOWN) nas condições de 

estresse hídrico (OE4_DROUGHT), estresse combinado (OE4_CROSS) e estresse biótico por nematoides 

(OE4_NEMA). 

Sob déficit hídrico, os genes induzidos enriqueceram vias fundamentais para a adaptação 

ao estresse, como “biossíntese de carotenoides” e “fotossíntese”. Essas rotas estão diretamente 

ligadas à proteção antioxidante e à manutenção da produção de energia, mesmo em condições 

adversas (Uarrota et al., 2018). A ativação da "sinalização MAPK" reforça a rápida transdução 

de sinais ambientais e preparação celular para defesa (K. Kumar et al., 2020b).  

Outras vias ativamente induzidas incluem o “metabolismo de piruvato”, importante para 

o fornecimento de intermediários energéticos, e o “metabolismo de aminoácidos 

cianogênicos”, potencialmente associado à síntese de compostos de defesa. A rota da 

"biossíntese de fenóis por fenilpropanóides" foi também enriquecida, sugerindo aumento na 

produção de flavonoides com propriedades antioxidantes e antimicrobianas (Y. J. Park et al., 

2023).  
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Entre os genes reprimidos, observou-se enriquecimento em vias como “biossíntese de 

glucosinolatos”, “fenilpropanóides” e “transdução de sinal hormonal”, incluindo rotas 

mediadas por ABA. Essa supressão pode indicar um redirecionamento de recursos celulares 

— reduzindo a defesa contra herbivoria, por exemplo — para focar em estratégias mais 

específicas ao estresse hídrico (Van Der Most et al., 2011). Além disso, esse ajuste pode refletir 

um balanceamento entre vias hormonais e sinais oxidativos independentes, como ROS 

(Choudhury et al., 2017).  

O perfil transcriptômico sob estresse combinado apresentou forte sobreposição com o 

observado sob seca isolada, especialmente no que diz respeito ao metabolismo energético e à 

biossíntese de compostos secundários, sugerindo que a resposta ao déficit hídrico predomina 

nesta condição multifatorial. O enriquecimento da via do “metabolismo de glicoxilato e 

dicarboxilatos” aponta para mecanismos de reciclagem de carbono e adaptação metabólica. 

Por outro lado, os genes reprimidos enriqueceram vias relacionadas à “sinalização 

celular”, incluindo "sinalização MAPK", e ao “metabolismo de carboidratos”, sugerindo uma 

desaceleração da atividade metabólica não essencial. A repressão de rotas hormonais, como a 

de ABA, também foi observada, apontando para ajustes finos de sinalização frente ao estresse 

cruzado. 

Em resposta à infecção por M. incognita, os genes induzidos enriqueceram vias associadas 

à “biossíntese de metabólitos secundários” e ao “metabolismo de aminoácidos”, incluindo a 

rota dos aminoácidos cianogênicos, comumente ligados à defesa contra herbivoria e patógenos 

(Jones et al., 2013). A ativação de fenóis e ligninas pode reforçar a parede celular, criando uma 

barreira física à penetração do nematoide (Warmerdam et al., 2020). 

Em contraste, os genes reprimidos estavam concentrados em vias como “fotossíntese”, 

“biossíntese de carotenoides”, “biossíntese de flavonoides” e “ritmo circadiano”, sugerindo 

um redirecionamento do metabolismo para defesa localizada. A supressão da atividade 

fotossintética em tecidos infectados pode representar uma estratégia para evitar a 

disseminação do patógeno e conservar recursos energéticos. 

Análise de Interações Proteína-Proteína (PPI) 

 

As redes de interação proteína-proteína (PPI) foram construídas a partir dos genes 

diferencialmente expressos (DEGs) sob estresses hídrico, biótico e combinado, com o objetivo 

de identificar módulos funcionais e processos biológicos integrados modulados pela 

superexpressão de AdEXLB8. As interações foram inferidas a partir do banco STRING e 
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analisadas quanto à conectividade, agrupamentos funcionais e enriquecimento estatístico 

(Figura 9). 

A rede PPI de genes induzidos sob seca foi composta por 209 proteínas conectadas por 

225 interações significativas (PPI enrichment p < 1.0e-16), com conectividade média de 2,15 

interações por proteína e coeficiente de agrupamento local de 0,236. Os módulos funcionais 

identificados incluíram processos fotossintéticos (subunidades dos fotossistemas I e II), 

biossíntese de carotenoides, catabolismo de clorofila e sinalização hormonal, especialmente 

por MAPKs, citocininas e o complexo de transcrição NF-Y. A presença de genes como RD29A 

e DREB2A destaca a integração entre regulação hormonal e estresse osmótico/desidratativo. 

Sob condições de estresse combinado, nesta condição, os DEGs formaram oito módulos 

principais, indicando uma resposta integrativa altamente compartimentalizada. Dentre os 

destaques estão proteínas associadas ao estresse oxidativo (glutaredoxinas, peroxidases), 

fatores da família NAC relacionados à sinalização retrógrada mitocondrial, proteínas 

envolvidas na remodelação da parede celular, metabolismo glicolítico, regulação energética e 

metabolismo de cobre. 

 

 

FIGURA 9. Redes de interação proteína-proteína (PPI) dos genes diferencialmente expressos (DEGs) sob 

diferentes condições de estresse em Arabidopsis thaliana. As redes foram geradas utilizando o banco de dados 

STRING para os genes regulados positivamente. (A) Rede PPI para DEGs exclusivos de estresse hídrico (Droughtg) 

(B) Rede PPI para DEGs exclusivos de estresse combinado (Cross-stress), (C) Rede PPI para DEGs exclusivos de 

estresse biótico (Nema). (D) Rede PPI dos genes regulados em comum entre as condições avaliadas (Common 

DEGs), com clusters altamente conectados indicando proteínas com funções centrais, como regulação metabólica e 

sinalização. As cores representam diferentes clusters identificados pelo método K-means (Dados de cada cluster 

estão disponíveis na tabela suplementar). 
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Em contraste, a rede PPI de genes induzidos sob infecção por M. incognita apresentou 

baixa densidade de conexões, com apenas 24 proteínas e uma interação identificada (PPI 

enrichment p = 0,175). Dois módulos foram destacados: um centrado no gene ARD1 

(possivelmente associado à regulação epigenética), e outro no gene ALD1, envolvido na 

produção de sinais sistêmicos para ativação da imunidade adquirida (SAR), como proposto 

por Jiang et al. (2021) (Figura 10-C). 

Os DEGs compartilhados entre todas as condições de estresse formaram uma rede robusta 

com 502 proteínas e 297 interações (PPI enrichment p < 1.0e-16). Um dos principais módulos 

englobava genes associados à resposta ao ABA e adaptação ao estresse hídrico, incluindo 

ABI5, NCED3 e RD29A. Outros clusters estavam ligados à regulação circadiana, 

termotolerância e biossíntese de carotenoides. 

Para os DEGs regulados negativamente, a rede continha 605 proteínas e 358 interações, 

com organização funcional moderada (grau médio = 1,18). Os módulos incluíram genes 

relacionados à sinalização de cálcio, resposta a ROS, biossíntese de glucosinolatos e 

remodelação da parede celular, sugerindo supressão coordenada de vias de crescimento e 

defesa secundária em favor de estratégias mais imediatas de sobrevivência. 

Diferentemente da rede positiva, os genes reprimidos por M. incognita formaram uma rede 

densa com 22 proteínas e 116 interações (PPI enrichment p < 1.0e-16). Os principais módulos 

estavam relacionados à resposta ao estresse proteotóxico, incluindo HSFA2 e chaperonas 

HSPs, além de genes associados ao ritmo circadiano e ao estresse do retículo endoplasmático 

— uma via comumente ativada durante infecções e sobrecarga metabólica. 

Por fim, os genes reprimidos sob seca formaram uma rede altamente conectada com 810 

proteínas e 739 interações (PPI enrichment p < 1.0e-16). Os módulos funcionais abrangeram 

a formação de arabinogalactanas, remodelação da parede celular, resposta a ROS e a ação de 

TFs da família DREB. Menores agrupamentos foram observados para a biossíntese hormonal 

e metabolismo de glucosinolatos. 
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Análise de predição de fatores de transcrição  

 

A predição de fatores de transcrição (TFs) foi realizada com base nas listas de genes 

diferencialmente expressos (DEGs) obtidas em cada condição experimental. As famílias de 

TFs foram agrupadas por frequência e distribuição nas bibliotecas transcriptômicas, 
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 FIGURA 10. Redes de interação proteína-proteína (PPI) dos genes diferencialmente expressos (DEGs) regulados 

negativamente em diferentes condições experimentais. (A) Rede PPI dos DEGs regulados negativamente em resposta 

ao nematoide (Nema DEGs). (B) Rede PPI dos DEGs regulados negativamente em resposta à seca (Drought DEGs). 

(C) Rede PPI dos DEGs regulados negativamente na condição combinada de nematoide e seca (Cross DEGs). (D) 

Rede PPI dos DEGs regulados negativamente compartilhados entre as condições de nematoide e seca (Common 

DEGs). Cada nó representa uma proteína codificada pelos DEGs, enquanto as arestas representam interações 

conhecidas entre essas proteínas. As cores dos nós indicam clusters funcionais, destacando processos biológicos 

específicos associados à regulação negativa em cada condição. Redes maiores e mais conectadas indicam maior 

número de interações funcionais relevantes 
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permitindo a identificação de padrões específicos de resposta aos diferentes tipos de estresse 

(Figura 11). 

Sob estresse biótico, os TFs regulados negativamente foram majoritariamente das famílias 

HSF e MYB-related, incluindo HSFA2 e CCA1, associados à resposta ao estresse proteotóxico 

e regulação circadiana. Por outro lado, entre os genes induzidos, destacaram-se membros das 

famílias bHLH e NAC, como NAC19, implicados na sinalização hormonal e defesa localizada. 

A condição de estresse hídrico revelou maior diversidade de TFs. Entre os genes 

reprimidos, 78 TFs foram identificados, com prevalência das famílias RAV, WRKY e ERF, 

incluindo WRKY61, ERF13 e RAV1, que participam da integração entre estresse oxidativo e 

regulação hormonal. Entre os genes induzidos, 43 TFs foram anotados, principalmente das 

famílias WRKY, ERF e HD-ZIP, com destaque para WRKY28, ERF11 e HB12, que regulam 

processos adaptativos como fechamento estomático e expressão de genes de defesa mediados 

por ABA e ROS. 

Em estresse combinado (seca + nematoide), os perfis de TFs regulados foram similares 

aos observados sob seca, refletindo a dominância do componente abiótico. Foram 

identificados 38 TFs reprimidos e 39 induzidos, com destaque recorrente para as famílias 
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NAC, WRKY e ERF. Entre os mais representativos estavam NAC60, WRKY32, ERF1 e AP2-

6, sugerindo a ativação coordenada de vias de resposta a múltiplos estresses. 

 
FIGURA 11. Distribuição empilhada das famílias de fatores de transcrição (TFs) identificados nas diferentes 

condições experimentais (bibliotecas). Cada barra representa uma família de TFs, enquanto as cores indicam as 

diferentes condições em que os TFs foram preditos. A altura total de cada barra corresponde ao número total de TFs 

pertencentes àquela família em todas as condições 

 

  Esses padrões indicam que a superexpressão de AdEXLB8 influencia a expressão de um 

conjunto distinto de TFs sob diferentes condições de estresse, com a família WRKY 

aparecendo como núcleo regulador comum entre as respostas. Essa modulação reforça o papel 

de AdEXLB8 na reprogramação transcricional de vias adaptativas que envolvem percepção de 

estresse, regulação hormonal e proteção contra danos oxidativos 

  A Figura 12 ilustra as principais vias de defesa moduladas em plantas superexpressando 

AdEXLB sob diferentes condições de estresse. Observou-se que, em resposta à seca, as vias 

tradicionalmente ativadas em OE4, como aquelas mediadas por ácido jasmônico, são 

suprimidas. Os dados sugerem que a resposta ao estresse hídrico é predominantemente 

regulada por fatores mediados por ABA, espécies reativas de oxigênio (ROS), etileno e auxina. 
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 Os dados transcriptômicos (representados pelos valores de LogFC nos quadrados associados 

às vias) indicam que a modulação observada em condições de estresse combinado (cross-

stress) é semelhante àquela observada em resposta à seca isolada. As vias ativadas pelo 

nematoide incluem, em sua maioria, os mesmos mecanismos modulados pela superexpressão 

de AdEXLB, com destaque para diversos genes associados às vias de ácido jasmônico e ABA. 

  

 
  

FIGURA 12.   A figura apresenta as principais vias moleculares de defesa moduladas em plantas 

superexpressando AdEXLB8 sob diferentes condições de estresse: seca (D), infecção por nematoides (N), 

estresse combinado (C), e controle (Ct). 
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Discussão   
 

  As expansinas são proteínas extracelulares amplamente distribuídas em plantas, 

reconhecidas por sua capacidade de relaxar a parede celular sem atividade hidrolítica direta. 

Essa propriedade é essencial não apenas para o crescimento e desenvolvimento vegetal, mas 

também para a adaptação a condições ambientais adversas (Kuluev et al., 2016b; McQueen-

Mason et al., 1992).  

  Estudos apontam sua participação na resposta a estresses abióticos, como seca e salinidade, 

bem como em defesas contra patógenos, especialmente por meio de alterações estruturais na 

parede celular que resultam em tecidos mais rígidos e de difícil penetração (AbuQamar et al., 

2017; Kuluev et al., 2016). Em cenários de estresse combinado, as expansinas também já 

demonstraram fornecer resistência, mediada principalmente pela modulação de vias 

hormonais (Brasileiro et al., 2021b). Contudo, a forma como cada tipo de estresse é modulada 

molecularmente em plantas que superexpressam expansinas ainda é pouco explorada na 

literatura. 

  Apesar desses avanços, os mecanismos moleculares específicos ativados por cada tipo de 

estresse em plantas que superexpressam expansinas ainda são pouco explorados. Diante disso, 

este estudo apresenta uma análise detalhada do perfil transcriptômico de plantas de A. thaliana 

superexpressando o gene AdEXLB8, sob condições de estresse biótico (infecção por M. 

incognita), abiótico (seca) e estresse combinado. Os dados gerados trazem novas 

contribuições sobre os mecanismos de ação envolvidos nas respostas integradas a múltiplos 

estresses em plantas transgênicas de AdEXLB8.  

 

Perfil transcriptomico de AdEXLB superexpresso em plantas de A. thaliana  

 

A parede celular representa a primeira barreira física de defesa das plantas frente a agentes 

estressantes. Alterações em sua composição e estrutura figuram entre os mecanismos 

adaptativos mais rápidos e eficazes diante de condições adversas.(Narváez-Barragán et al., 

2022b). As expansinas desempenham papel essencial nesse processo ao reorganizar 

microfibrilas de celulose, promovendo sistemas reticulares independentes que conferem tanto 

rigidez quanto flexibilidade à parede celular — características críticas para a sobrevivência 

em ambientes hostis (Sampedro & Cosgrove, 2005). 
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Estudos prévios indicam que a superexpressão de genes codificantes de expansinas 

aumenta a tolerância a estresses como seca, salinidade e deficiência nutricional  (Abbasi et al., 

2021b; Y. Chen et al., 2016; L. Wang et al., 2023, 2024). Além disso, também já foi observado 

que a superexpressão de AdEXLB8 pode conferir maior resiliência a diferentes tipos de 

estresses, incluindo seca e infecção por nematoides, por meio de alterações na parede celular 

e ativação de rotas de defesa (Brasileiro et al., 2021; Guimaraes et al., 2017). Com base nessa 

hipótese, este trabalho buscou investigar os efeitos moleculares da superexpressão de 

AdEXLB8 em A. thaliana, com foco na análise de redes transcriptômicas ativadas sob 

diferentes condições de estresse. 

Para elucidar os mecanismos moleculares subjacentes a essa tolerância ampliada, foi 

realizada uma análise transcriptômica de raízes de plantas transgênicas. A superexpressão de 

AdEXLB8 modulou 485 genes sob condição controle, incluindo fatores de transcrição das 

famílias NAC, AP2/ERF, WRKY e MYB, além de genes relacionados a vias hormonais de 

ABA, JA, SA e etileno. Esse padrão transcricional aponta para a indução de um estado de 

priming fisiológico, caracterizado pela ativação basal de rotas de defesa, sinalização e 

adaptação antes da exposição ao estresse (Figura 18). 

Esse padrão transcricional observado em A. thaliana guarda semelhanças com resultados 

obtidos em outros modelos experimentais. Em estudos anteriores, a superexpressão de 

AdEXLB8 em tabaco resultou em maior tolerância à seca, à infecção por M. incognita, a 

estresses combinados e a outros nematoides formadores de galhas, como M. javanica e M. 

arenaria, inclusive em raízes de soja e amendoim suscetíveis (Brasileiro et al., 2021; 

Guimaraes et al., 2017).  Nesses casos, a resistência foi atribuída a modificações estruturais 

na parede celular, à ativação de vias de sinalização hormonal (incluindo SA, JA/ET e AIA) e 

ao estabelecimento de um estado de defesa constitutiva (SAR). 

De forma consistente, os dados transcriptômicos obtidos neste estudo indicam uma 

regulação significativa de genes associados à estrutura da parede celular e à sinalização de 

estresse. Foram identificadas expansinas como EXLA1, EXLA3, EXL5 e EXLA2, além de genes 

relacionados à biossíntese de celulose, como CSLC4, um componente essencial para a 

integridade da parede celular. Também foi observada indução de XTH22, enzima ligada à 

modificação da matriz extracelular, cuja expressão é conhecida por ser rapidamente ativada 

em resposta a estímulos ambientais (C. Zhang et al., 2022).  

Além disso, genes relacionados à detoxificação de espécies reativas de oxigênio (ROS), 

como APX2, estiveram entre os mais fortemente regulados, indicando o envolvimento do 
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sistema antioxidante na proteção celular. No nível metabólico, vias associadas à biossíntese 

de compostos fenólicos, especialmente flavonoides com propriedades antioxidantes e 

antimicrobianas, foram enriquecidas. 

A ativação de genes da via de biossíntese de JA, como LOX3, AOS e AOC, assim como 

genes ligados à regulação estomática e à retenção hídrica, reforça a associação entre AdEXLB8 

e uma resposta integrada ao estresse. Os dados também apontam para mecanismos 

moleculares já descritos na literatura, como geração de ROS, influxo de cálcio intracelular, 

ativação de MAPKs e expressão de genes de defesa (Marcec et al., 2019; J. Yang et al., 2019). 

Um aspecto importante identificado foi a interação hormonal entre ABA, JA e etileno. 

Embora o ABA seja tradicionalmente vinculado à resposta a estresses abióticos, estudos 

recentes sugerem seu papel em respostas planta-patógeno (Fujita et al., 2011; Soma et al., 

2021). O JA, por sua vez, atua como mediador central na integração entre estresses bióticos e 

abióticos, com cooperação evidente com o etileno (J. Yang et al., 2019; N. Zhang et al., 2020). 

Neste estudo, a indução de genes como LEA18, ACS2 e ERF1 corrobora o envolvimento do 

etileno na resistência sistêmica adquirida (SAR).  

A superexpressão de AdEXLB8 também modulou genes reguladores como GH3 e IAA14, 

além dos microRNAs ath-MIR160a e ath-MIR167d, os quais atuam sobre fatores de resposta 

à auxina (ARFs), sugerindo um mecanismo fino de ajuste hormonal que envolve também vias 

de crescimento. 

Em conjunto, esses dados indicam que a superexpressão de AdEXLB8 promove uma 

reconfiguração coordenada da parede celular, do sistema antioxidante e de múltiplas vias 

hormonais, particularmente aquelas mediadas por ABA, JA, ET e auxina. Essa integração 

resulta na ativação de mecanismos de defesa tanto constitutivos quanto induzíveis, 

caracterizando um estado de prontidão fisiológica. Esses achados reforçam o potencial desse 

gene como ferramenta biotecnológica estratégica para o desenvolvimento de cultivares com 

tolerância simultânea a estresses diversos com possibilidade de aplicação direta em cenários 

agrícolas reais.  

 

Perfil de expressão de AdEXLB sob estresses isolados e combinados  

 

As mudanças climáticas têm acentuado a frequência e a intensidade de eventos extremos, 

como secas prolongadas, impactando diretamente a produtividade agrícola global. Esse 

cenário é especialmente preocupante em regiões áridas e semiáridas da África, Ásia e Pacífico, 
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onde cerca de 70% da população depende da agroindústria para sua subsistência (Yadav et al., 

2019). Diante da crescente escassez de recursos hídricos, garantir a resistência das culturas 

torna-se essencial para a segurança alimentar (Verschuuren, 2016). 

As plantas desenvolveram estratégias morfológicas, fisiológicas, bioquímicas e 

moleculares para lidar com estresses ambientais, ativando cascatas de sinalização que 

envolvem canais iônicos, MAPKs, produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) e a 

modulação de hormônios vegetais (Razi & Muneer, 2021). Nesse contexto, as expansinas 

destacam-se por sua atuação na modulação da parede celular, contribuindo para a manutenção 

da integridade estrutural sob estresse hídrico e salino (F. Li et al., 2011; J. Yang et al., 2020). 

Nos estudos de  Lü et al., (2013) foi demonstrado que plantas transgênicas superexpressando 

expansina mostraram maior tolerância à seca e ao estresse salino com maiores taxas de 

sobrevivência após a seca, mais raízes laterais e maior teor de clorofila a foliar sob estresse 

salino. 

Neste estudo, foi avaliado o impacto da superexpressão de AdEXLB8 em A. thaliana frente 

a diferentes condições de estresse: seca, infecção por nematoides e estresse combinado. A 

análise revelou padrões transcriptômicos distintos entre os tratamentos, com a condição de 

seca induzindo a resposta mais robusta, totalizando 2088 genes diferencialmente expressos. 

Essa resposta reflete uma ativação sistêmica, com adaptações estruturais e metabólicas 

direcionadas à manutenção da homeostase hídrica e energética. Em contraste, a infecção por 

M. incognita modulou um conjunto mais restrito de genes, principalmente ligados a respostas 

localizadas de contenção da infecção. O estresse combinado regulou 1289 genes, com 

significativa sobreposição com os genes ativados pela seca, sugerindo que o déficit hídrico é 

o fator predominante na configuração transcricional desta condição. No entanto, a presença 

de genes exclusivos nesta condição demonstra a ativação de vias específicas associadas à 

integração de múltiplos sinais ambientais. 

A análise das vias hormonais revelou um crosstalk funcional entre ABA, JA e ET. Sob 

estresse hídrico, predominou a via ABA, com indução de genes clássicos como RD22 e LTI78, 

relacionados à adaptação osmótica. O estresse biótico, por sua vez, ativou preferencialmente 

a via JA, com destaque para JAZ1 e ORA59, enquanto o estresse combinado resultou na co-

regulação de genes integradores como MYC2 (JA/ABA) e ERF2 (JA/ET), indicando uma 

regulação complexa e sinérgica. Essa integração hormonal permite à planta ajustar sua 

resposta de forma eficiente, conciliando custo metabólico e eficácia adaptativa. 
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Além da regulação hormonal, observou-se um conjunto de ajustes estruturais e 

metabólicos específicos. Durante a seca, a repressão de genes associados à expansão celular 

sugere uma priorização de mecanismos de sobrevivência. Ao mesmo tempo, houve ativação 

de genes ligados à fotossíntese e biossíntese de carotenoides, que contribuem para a 

manutenção energética e proteção contra ROS. Estudos prévios com a expansina LsEXPA6 

demonstram que sua superexpressão pode aumentar a eficiência fotossintética sob estresse por 

metais pesados, sugerindo um papel generalizável das expansinas na preservação da atividade 

fotossintética sob condições adversas(Tao et al., 2025).   

Na resposta ao nematoide, a ativação de genes de lignificação e biossíntese de compostos 

fenólicos — como fenóis e flavonoides — indica um reforço estrutural da parede celular, 

criando barreiras físicas e químicas contra a penetração do patógeno. Esses metabólitos 

também exercem papel antioxidante, auxiliando no controle do estresse oxidativo induzido 

pela infecção. 

As redes de interação proteína-proteína (PPI) revelaram padrões funcionais distintos 

conforme a condição de estresse. Sob seca, as redes foram mais densas, com envolvimento de 

genes ligados à fotossíntese, regulação redox e sinalização por MAPKs. No estresse 

combinado, módulos relacionados à modulação celular, detoxificação e vias hormonais 

predominaram, enquanto a resposta ao nematoide apresentou redes mais esparsas, compatíveis 

com defesas localizadas. A recorrente presença de reguladores como ABI5 e RD29A entre os 

hubs funcionais sugere que esses genes desempenham papel central na adaptação a estresses 

múltiplos. 

Esses dados demonstram que a superexpressão de AdEXLB8 não apenas amplia a 

capacidade de resposta das plantas frente a diferentes estresses, mas também promove uma 

resposta coordenada e flexível. Genes como LTI78, MYC2 e ERF2 destacam-se como alvos 

promissores para estratégias de melhoramento voltadas à construção de perfis adaptativos 

mais robustos. A predominância da via ABA sob estresse combinado reforça a importância do 

déficit hídrico como modulador central da resposta transcricional integrada. 

Em conjunto, os resultados deste estudo demonstram que a superexpressão de AdEXLB8 

amplia a capacidade adaptativa das plantas ao ativar uma resposta transcricional coordenada 

frente a estresses abióticos, bióticos e combinados. O conhecimento gerado aqui contribui para 

o entendimento dos mecanismos de integração entre defesas bióticas e abióticas, essencial 

para o desenvolvimento de cultivares melhores frente às mudanças climáticas e à crescente 

instabilidade ambiental. 
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CONCLUSÕES GERAIS  

Diante dos desafios impostos pelos estresses ambientais na agricultura e da crescente 

valorização da biodiversidade genética como fonte de inovação, esta tese propôs investigar como 

genes oriundos de espécies silvestres podem contribuir para a construção de fenótipos vegetais 

mais resilientes. A adoção de diferentes tipos de estresse (biótico, abiótico e combinado), bem 

como a utilização de genes provenientes de espécies silvestres distintas em cada capítulo, foi 

fundamentada na hipótese de que genes de resistência oriundos de ambientes ecologicamente 

contrastantes ativam mecanismos fisiológicos e moleculares distintos. A seleção de AsTIR19, um 

NLR truncado de Arachis stenosperma, e de AdEXLB8, uma expansina-like de Arachis 

duranensis, partiu da premissa de que essas proteínas atuariam por rotas diferenciadas — a 

primeira como receptor imunológico voltado à detecção de patógenos; a segunda como regulador 

estrutural e transcricional frente a estresses abióticos e múltiplos. A escolha por Arachis 

duranensis e Arachis stenosperma foi respaldada por evidências de estudos anteriores, que 

identificam essas espécies como reservatórios estratégicos de genes associados à resistência a 

patógenos e à tolerância a estresses ambientais. 

A partir dessa hipótese geral, esta tese empregou uma abordagem transcriptômica de alta 

resolução para investigar como a superexpressão de dois genes de defesa silvestres — AsTIR19 e 

AdEXLB8 — reconfigura a fisiologia de Arabidopsis thaliana diante de estresses bióticos, 

abióticos e combinados. O desenho experimental foi estruturado para simular desafios ambientais 

de alta relevância agronômica, considerando a crescente incidência de estresses múltiplos 

associados às mudanças climáticas.  

No plano experimental, a superexpressão do NLR truncado AsTIR19, oriundo de Arachis 

stenosperma, conferiu resistência a Fusarium oxysporum sem impacto detectável sobre o 

crescimento, demonstrando que receptores truncados podem funcionar como sensores imunitários 

eficazes mesmo na ausência dos domínios LRR canônicos. A análise transcriptômica corroborou 

esse efeito, revelando que, em condições basais, AsTIR19 ativou um conjunto robusto de genes 

reguladores das rotas de ácido salicílico, jasmonato e etileno — incluindo PR1, WRKY70, ERF1 

e enzimas da via do triptofano — além de módulos de metabolismo secundário associados a fenóis 

e flavonoides. Aproximadamente 40% desses genes mantiveram-se inalterados após o desafio 

fúngico, sugerindo que o transgene estabelece um estado de “pré-alerta” molecular que reduz a 

necessidade de reprogramação transcricional diante do estresse. Esse perfil é compatível com o 
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conceito de priming, no qual a planta investe em vigilância basal contínua em troca de uma 

resposta mais rápida e intensa ao ataque do patógeno.  

A análise transcriptômica de plantas superexpressando AdEXLB8, oriunda de Arachis 

duranensis, revelou que essa expansina exerce funções que vão além do afrouxamento da parede 

celular. Assim como observado com AsTIR19, sua superexpressão induziu um estado de prontidão 

molecular em condições basais — neste caso, caracterizado pela ativação de genes relacionados à 

hipoxia e à detoxificação de espécies reativas de oxigênio (ROS). Os dados indicam que AdEXLB8 

promove uma reprogramação transcricional sistêmica que amplia a capacidade da planta de 

responder a múltiplos estresses — incluindo seca, nematoides e sua combinação — sugerindo um 

efeito de priming constitutivo mediado por mecanismos distintos daqueles associados aos 

receptores imunológicos mencionados no capítulo 2. 

Dentre os tratamentos aplicados, a seca se destacou como o fator mais imponente, com a 

modulação de 2.088 genes diferencialmente expressos (DEGs). Esse cenário incluiu a supressão 

de expansinas endógenas e de genes associados ao crescimento, acompanhada da ativação de rotas 

ligadas à osmorregulação e ao fechamento estomático, predominantemente reguladas por ácido 

abscísico (ABA). A indução de hubs exclusivos do fotossistema durante o estresse hídrico reforça 

o papel de AdEXLB8 na mediação de um fenótipo multirresistente, articulando respostas 

específicas a diferentes tipos de estresse por meio da regulação integrada de processos energéticos 

e hormonais. 

Embora os padrões de expressão sob estresse combinado (seca + nematoide) apresentem 

ampla sobreposição com aqueles induzidos pela seca isolada, também foram identificadas 

assinaturas exclusivas nesse contexto, indicando que a planta percebe e responde de forma 

qualitativamente distinta quando submetida a desafios simultâneos. A infecção por nematoides, 

por sua vez, induziu um número reduzido de DEGs (n = 58), predominantemente associados às 

vias de jasmonato (JA) e etileno (ET). No entanto, essas vias foram negativamente reguladas ou 

mantidas inativas nos tratamentos com seca ou combinação de estresses — sugerindo que a planta 

prioriza o enfrentamento do déficit hídrico, mais ameaçador à sua sobrevivência, em detrimento 

da resposta ao agente biótico. 

A sobreposição residual entre os conjuntos de genes diferencialmente expressos por 

AdEXLB8 e AsTIR19 — apenas 25 entre 1.263 DEGs identificados — reforça a noção de que cada 

transgene aciona redes transcricionais amplamente independentes (Figura 13). Essa especificidade 

funcional sustenta o potencial uso combinado dos dois alelos em estratégias de piramidamento, 

reduzindo a redundância e minimizando o risco de epistasia negativa. Além disso, os dados 

afastam a hipótese de que os fenótipos observados resultem de efeitos inespecíficos da 
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transformação, uma vez que cada classe gênica responde de forma distinta em suas respectivas 

linhagens. Por fim, a disparidade nas rotas ativadas levanta questões relevantes sobre possíveis 

interações sinérgicas ou antagonistas entre receptores não canônicos e proteínas estruturais, bem 

como sobre a identidade e função dos genes compartilhados — os quais podem convergir para 

etapas críticas do metabolismo de defesa, representando uma fronteira promissora para 

investigações funcionais futuras. 
 

No tocante à aplicação prática, AsTIR19 e AdEXLB8 se apresentam como candidatos 

promissores para programas de melhoramento genético voltados à resistência múltipla. A 

especificidade das vias que regulam reduz o risco de epistasia negativa, enquanto a 

complementaridade dos fenótipos observados sugere ganhos em robustez fisiológica. A 

FIGURA 13. Sobreposição dos genes diferencialmente expressos (DEGs) induzidos exclusivamente pelos 

diferentes tipos de transgene. Diagrama de Venn comparando quatro subconjuntos de DEGs identificados sob 

condição basal (sem estresse) em Arabidopsis thaliana transgênica: genes regulados positivamente (UP) ou 

negativamente (DOWN) pela superexpressão de AdEXLB8 (linhagem OE-4; áreas magenta e verde-claro) e pela 

superexpressão de AsTIR19 (linhagem OE-11; áreas vermelha e azul). Cada subconjunto foi obtido em relação ao 

respectivo controle selvagem (WT) após normalização TMM e análise diferencial no edgeR. Foram considerados 

DEGs aqueles com |log₂FC| > 2 (≥ 4-fold) e FDR < 0,01. Os totais entre parênteses indicam o número de genes por 

classe: EXLB_UP = 465, EXLB_DOWN = 20, AsTIR19_UP = 455, AsTIR19_DOWN = 323. Apenas 25 genes 

aparecem em intersecções (13 compartilhados entre EXLB_UP e AsTIR19_UP; 11 entre EXLB_UP e 

AsTIR19_DOWN; 1 entre EXLB_DOWN e AsTIR19_UP) e nenhum gene é comum aos quatro grupos. 
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identificação de genes-hub em redes de coexpressão oferece marcadores moleculares valiosos para 

seleção assistida e alvos precisos para edição de promotores ou desenvolvimento de construções 

multigênicas.  

Para consolidar o potencial biotecnológico de AdEXLB8, será essencial aprofundar sua 

caracterização funcional por meio de análises temporais refinadas de expressão e acessibilidade 

cromatínica, a fim de elucidar os mecanismos associados ao priming e à regulação transcricional 

sustentada. A integração entre transcriptômica, proteômica quantitativa e metabolômica dirigida 

permitirá verificar se as alterações em nível de RNA resultam em ajustes metabólicos compatíveis 

com a sustentabilidade energética da planta. Em paralelo, a validação agronômica do fenótipo 

deverá ser realizada em condições de estresse combinado, em ambientes que simulem cenários 

reais de cultivo. Adicionalmente, análises estruturais baseadas em predições computacionais — 

como modelagem via AlphaFold — e o mapeamento de interações proteína–proteína poderão 

identificar parceiros moleculares diretamente envolvidos na regulação das vias hormonais de 

defesa, especialmente aquelas mediadas por ABA e JA. Essa abordagem integrada permitirá 

avaliar os custos e benefícios do uso de AdEXLB8 em programas de melhoramento, ao mesmo 

tempo em que revelará os nós regulatórios que conferem à proteína um papel central na adaptação 

a estresses múltiplos. 

Embora Arabidopsis não tenha apresentado penalidades de crescimento, a reconfiguração 

metabólica induzida por AsTIR19 pode implicar custos energéticos em espécies de ciclo longo ou 

sob limitação nutricional. Ensaios futuros, conduzidos em culturas de interesse agronômico e em 

ambiente de campo, serão essenciais para quantificar o equilíbrio entre investimento metabólico 

e benefício fitossanitário, e para viabilizar sua incorporação a estratégias de melhoramento. 

Dessa análise emergem várias frentes promissoras: (a) estudos proteômicos capazes de 

confirmar se alterações transcricionais se refletem em mudanças de abundância ou modificações 

pós-traducionais; (b) modelagem estrutural e docking in silico para mapear interações de AsTIR19 

e AdEXLB8 com parceiros sinalizadores; (c) geração, via CRISPR, de mutantes simples e duplos 

em espécies agrícolas, com avaliação dos custos de defesa versus produtividade; (d) ensaios de 

campo multifatoriais que exponham linhagens editadas a estresses combinados em diferentes fases 

fenológicas; e (e) integração de dados multi-ômicos para construção de modelos sistêmicos da 

defesa vegetal. 

Em conjunto, os achados aqui apresentados não apenas respondem afirmativamente à 

hipótese de que genes silvestres, funcionalmente caracterizados, podem aumentar a resiliência 

vegetal frente a estresses combinados, como também propõem novos caminhos para o 

desenvolvimento de cultivares mais adaptáveis. A possibilidade de modular estados defensivos 
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por vias não convencionais, como receptores truncados ou proteínas estruturais da parede celular, 

amplia o repertório conceitual da imunidade vegetal e oferece alternativas inovadoras frente às 

limitações da agricultura contemporânea. 
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