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RESUMO 

  

 

O gênero Tospovirus agrupa importantes vírus vegetais pertencentes à família 

Bunyaviridae. Estes são vírus de ssRNA(-) com genoma tripartido para o qual ainda não 

existe um sistema de estudo baseado em genética reversa. A genética reversa é uma 

ferramenta investigativa com aplicações importantes para o estudo da expressão gênica, 

evolução e interação vírus-hospedeiro através da manipulação do RNA viral por meio de seu 

DNA complementar (cDNA). O desenvolvimento de sistemas de genética reversa para vírus 

vegetais de ssRNA(-), no entanto, ainda precisa superar barreiras técnicas relativas à 

manutenção e cultivo de células vegetais e produção e transfecção de clones infecciosos, em 

contraste aos estudos desenvolvidos para vírus animais. O capítulo 1 discorre sobre sistemas 

de genética reversa e o conhecimento e aplicação dos RNAs defectivos-interferentes virais 

(DIs), enfatizando o estado da arte, em especial sob a perspectiva dos tospovírus. No 

capítulo 2, a busca por novos DIs a partir de um isolado brasileiro de tospovírus levou à 

publicação da sequência completa e caracterização molecular do RNA L de Tomato chlorotic 

spot virus (TCSV). Estudos de evolução molecular utilizando a proteína L como critério 

taxonômico indicam melhor poder de resolução e maior confiabilidade na descrição da 

evolução do gênero Tospovirus em comparação a filogenia baseada na proteína N. Portanto, 

o L RNA poderia ser usado como critério alternativo e/ou complementar ao gene N na 

taxonomia de tospovirus. O capítulo 3 apresenta os resultados preliminares do 

desenvolvimento de uma estratégia alternativa a construção de clones infecciosos para 

tospovírus baseada no estudo das propriedades replicativas e de expressão de mini-

genomas derivados de RNAs defectivos-interferentes transcritos in planta pela expressão 

transiente da enzima T7 RNA Polimerase e incorporados ao ciclo de replicação de um vírus 

auxiliar livre de DIs, avaliados por Northern Blotting. Os resultados iniciais parecem 

demonstrar que esta estratégia é promissora, pois foi possível detectar transcrição de DIs in 

planta pelo sistema T7 Polimerase. No entanto, a estratégia deve ser otimizada para seu 

emprego com ferramenta para o estudo de genética reversa no gênero Tospovirus.   
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ABSTRACT 

  

 

The genus Tospovirus comprises important plant pathogens belonging to the 

Bunyaviridae family of tripartite ssRNA(-) genome viruses for which a reverse genetics 

system is still unavailable. Reverse genetics is an important methodological tool for the study 

of gene expression, evolution and host-virus interactions based on the ability of 

manipulating viral RNA genomes through its DNA counterparts (cDNA). Though significant 

progress has been achieved for animal-infecting viruses, the same is not true to plant viruses 

since important technical barriers have not yet been overcome, such as the in vitro 

maintenance and growth of plant cells and the transfection efficiency of infectious clones. In 

chapter 1 a review of the acquired knowledge and state of the art of reverse genetics and 

defective-interfering RNAs/particles with further insight into the Tospovirus genus is 

presented. Chapter 2 describes how the search for new defective-interfering (DI) RNAs 

resulted in the publication of the complete sequence and molecular characterization of the L 

RNA of Tomato chlorotic spot virus (TCSV). In this chapter, the molecular evolution analysis 

of the Tospovirus genus based on L protein phylogeny is shown to provide higher resolution 

and confidence values for the evolutionary history of the Tospovirus, rather than N protein 

based analysis. Therefore, the L gene could be used as an alternative and/or additional  

parameter in the taxonomy of the Tospovirus genus. Chapter 3 presents the preliminary 

results on the development of a reverse genetics systems for the tospoviruses based not on 

the construction of infectious cDNA clones, but on the replication and expression of DI-

derived mini-genomes via in planta T7 RNA Polymerase-dependent transcription and helper 

virus infectious cycle incorporation. The preliminary results showed that the T7 polymerase 

system was able to transcribe DI molecules. However, the strategy needs to be optimized to 

be employed as a tool for studying reverse genetics in the Tospovirus genus 
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INTRODUÇÃO 

  

 

O desenvolvimento e otimização de técnicas hoje rotineiras em um laboratório de 

biologia molecular, como a tecnologia do DNA recombinante (Cohen et al., 1973), a reação 

em cadeia da polimerase (PCR) (Saiki et al., 1985), assim como o sequenciamento de DNA 

baseado em dideoxinucleotídeos (Sanger et al., 1977) e, mais recentemente, o 

sequenciamento em massa de genomas completos (Mardis, 2008) e o silenciamento gênico 

por indução da maquinaria de RNA de interferência (RNAi) (Fire et al., 1998) levaram a uma 

mudança de paradigma nos métodos investigativos da Biologia Molecular ao permitir aos 

pesquisadores manipular sequências de DNA de um organismo de interesse e verificar o 

fenótipo resultante de suas manipulações – um método investigativo denominado Genética 

Reversa.  

Em contraposição, o modus operandi da Biologia durante os primeiros três quartos 

do século XX e no século anterior, desde o nascimento da Genética como ciência, foi 

marcado pela busca de fenótipos distintos de um tipo “padrão” (tipo-selvagem), as 

chamadas “variantes”, com o intuito de compreender as bases genéticas que motivam tais 

fenótipos.  

Existem inúmeros exemplos bem sucedidos de uso da genética reversa para 

organismos dos mais variados e também para vírus de relevância epidemiológica, cujo 

cultivo in vitro das células hospedeiras é possível (em especial, vírus que infectam seres 

humanos), no entanto, a afirmativa não é verdadeira para a grande maioria dos vírus 

vegetais, pois pelo menos três barreiras técnicas ainda não foram transpostas: i) não 

existem, ainda, sistemas eficientes de cultivo in vitro de linhagens celulares vegetais, a não 

ser para uma espécie-modelo (e.g. a linhagem BY2 de Nicotiana tabacum (Nagata et al., 

1992)); ii) Possivelmente todos os vírus vegetais co-evoluíram com outros organismos que 

atuam como seus vetores de transmissão (nematoides e insetos, principalmente) (Gray, 

1996; Power, 2000; Lovisolo et al., 2003; Whitfield et al., 2005), levando a uma condição 

muito restritiva de dependência dos primeiros em relação aos últimos para o sucesso da 

invasão de um hospedeiro; iii) uma fração dos vírus vegetais usam ssRNA(-) como o ácido 

nucleico para o armazenamento de suas informações genéticas e sintetizam suas próprias 
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RNA Polimerases RNA dependentes (RpRd), o que dificulta o trabalho de geração de clones 

infecciosos, sendo estes as peças-chave para o sucesso da maioria dos sistemas de genética 

reversa existentes. 

 Uma das possíveis maneiras de contornar as barreiras técnicas ao desenvolvimento 

da genética reversa para vírus vegetais é o uso de moléculas de RNA que sejam reconhecidas 

pelos sistemas de replicação virais e incorporadas às partículas virais nascentes, garantindo a 

propagação das mesmas paralelamente ao curso das infecções. Tais moléculas podem 

codificar genes-repórter, como a proteína verde fluorescente (GFP) (Heim et al., 1994) e suas 

variantes (Chudakov et al., 2010), precursores de RNAs pequenos e interferentes (siRNA) 

levando ao silenciamento de algum gene viral, ou ainda estas moléculas de RNA podem, elas 

próprias, ser modificadas a fim de estudar os elementos mínimos necessários para o 

reconhecimento e replicação pelas RpRd virais. Para tanto, é preferível que tais moléculas de 

poder replicativo sejam derivadas do próprio vírus ou de algum processo endógeno por ele 

coordenado, o que facilitaria as chances dessas moléculas serem reconhecidas pela 

maquinaria viral. 

Por sua capacidade replicativa, sua origem (são derivadas do próprio material 

genético viral) e por serem comumente encontrados (já foram relatados para diversos vírus 

animais, vegetais e humanos) os RNAs defectivos-interferentes (DI) são excelentes 

candidatos a ferramentas de genética reversa e potentes agentes antivirais. 

Os objetivos deste trabalho incluíram a busca por novos DIs produzidos por um 

tospovírus presente no território brasileiro – Tomato chlorotic spot virus (TCSV), que 

culminou na obtenção e caracterização molecular do RNA L de TCSV e o desenvolvimento de 

um sistema de genética reversa para tospovírus baseado no uso de DIs como mini-genomas. 

 Nesta dissertação é feita uma revisão sobre o estado da arte da genética reversa para 

vírus de RNA negativo (ssRNA(-)) e sobre os DI e sua aplicabilidade científica (Capítulo 1), 

seguida da apresentação de uma busca por novos DI de tospovírus que resultou na 

clonagem e sequenciamento de um segmento genômico (L RNA) ainda não conhecido para o 

vírus Tomato chlorotic spot virus (TCSV, família Bunyaviridae, gênero Tospovirus) (Bertran et 

al., 2011) e na sugestão de uso do L RNA como critério taxonômico para o gênero Tospovirus 

(Capítulo 2), além da descrição da montagem de um sistema de replicação de DI in planta 

com potenciais aplicações para a genética reversa e defesa contra Tospovírus por meio de 

dois passos: i) transcrição in planta dos cDNA dos DI de duas diferentes espécies de 
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Tospovírus – Tomato spotted wilt virus (TSWV) e Groundnut ringspot virus (GRSV) – sob 

comando do promotor T7 por meio da expressão heteróloga de T7 RNA polimerase (T7RPol); 

ii) co-inoculação de isolados das mesmas espécies virais, livres de DI, resultando na 

acumulação dos DI em folhas sistêmicas (não inoculadas) e indicando a incorporação dessas 

moléculas ao ciclo infeccioso (Capítulo 3). Por fim, os principais pontos do trabalho 

desenvolvido durante este projeto de mestrado se encontram listados na seção Conclusão.   
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Capítulo 1 - Sistemas de Genética Reversa e Partículas 

Defectivas-Interferentes: Estado da Arte 

 

 

A Virologia é uma ciência dinâmica, cujos métodos e descobertas revolucionam a 

pesquisa científica. Tome como exemplo a mudança de paradigma do dogma central da 

Biologia Molecular por meio do estudo dos retrovírus e sua transcrição reversa – e todos os 

seus desdobramentos para a oncologia – ou a infância da tecnologia do DNA recombinante 

com os estudos sobre vírus bacteriófagos e sua capacidade de “edição” sobre seu próprio 

material genético e sobre o genoma do hospedeiro, ou ainda, considere que os primeiros 

estudos sobre silenciamento gênico e RNA de interferência derivam da tentativa de emular 

um fenótipo floral produzido por uma infecção viral (Hamilton e Baulcombe, 1999). Essas 

revoluções científicas são fruto da busca constante pela compreensão dos mecanismos pelos 

quais os vírus atuam. 

De acordo com a classificação taxonômica proposta por Baltimore (Fig. 1) (Baltimore, 

1971), os vírus de RNA senso negativo (ssRNA(-)) estão no grupo V, subdividido em duas 

ordens: Mononegavirales, na qual todas as espécies que possuem genoma não segmentado 

se agrupam, e uma ordem não designada agrupando todas as espécies com genomas 

segmentados. O desenvolvimento da genética reversa enquanto estratégia investigativa se 

deve, em parte, ao estudo destes microrganismos embora não seja restrita a eles sendo 

aplicada, por exemplo, a eucariotos (Hardy et al., 2010) e vírus de ssRNA(+) (Ball e Johnson, 

1999; Vashist et al., 2009) com grande sucesso. 
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1.1 – A Genética Reversa dos vírus de ssRNA(-) 

 

O conceito de Genética Reversa para a Virologia representa a possibilidade de manipular 

RNA viral por meio de seu DNA complementar (cDNA) (Walpita e Flick, 2005), sobre o qual é 

possível realizar diversos tipos de modificação, dado o amplo repertório de enzimas de 

edição e modificação de DNA existentes, além de se tratar de um tipo molecular muito mais 

estável do que RNA.  

Figura 1. A classificação de Baltimore (Baltimore, 1971) das diferentes espécies virais. A) Infográfico demonstrando as 
diferentes classes (na figura, Group) em que todos os vírus já conhecidos são separados, de acordo com suas estratégias de 
produção de RNAs mensageiros virais. B) Lista das duas ordens da classe V, de acordo com a classificação de Baltimore. A 
ordem Mononegavirales compreende todos os vírus cujo genoma contido na partícula viral madura é de RNA fita simples 
sentido negativo (ssRNA(-)) não segmentado. A outra ordem, não designada, compreende todos os vírus de ssRNA(-) com 
genoma segmentado. Figura obtida e modificada a partir de http://viralzone.expasy.org/all_by_species/254.html e 
http://viralzone.expasy.org/all_by_protein/237.html, acessada em 26/01/2012. 

http://viralzone.expasy.org/all_by_species/254.html
http://viralzone.expasy.org/all_by_protein/237.html
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Dentre os objetivos da Genética Reversa estão o resgate de partículas virais infecciosas a 

partir da transfecção de moléculas de cDNA em células hospedeiras, objetivando o 

desenvolvimento de linhagens virais atenuadas, o estudo dos aspectos moleculares dos 

ciclos de infecção viral e o desenho racional de novos tratamentos antivirais. 

A Genética Reversa foi uma das primeiras aplicações da tecnologia do DNA recombinante 

(Cohen et al., 1973), sendo prontamente incorporada às metodologias investigativas para 

vírus de ssRNA(+), incluindo o vírus do mosaico do fumo – TMV – (Okada, 1999), e executada 

com relativa facilidade quando comparada aos vírus de ssRNA(-), uma vez que, para essa 

primeira classe de vírus o material genético comporta-se como um RNA mensageiro (mRNA) 

maduro que mimetiza (parcial ou completamente) os sinais eucarióticos de reconhecimento 

para a tradução, como a cauda poli-A e o quepe 5’. Os primeiros sistemas de genética 

reversa para vírus de ssRNA(+) foram desenvolvidos em 1978 (Taniguchi et al.) e 1981 

(Racaniello e Baltimore), não muito tempo após o surgimento da tecnologia do DNA 

recombinante.  

Em contrapartida, somente onze anos após a publicação do primeiro sistema de genética 

reversa para vírus de ssRNA(+), Luytjes e colaboradores conseguiram estabelecer o primeiro 

sistema de genética reversa para um vírus de ssRNA(-), Influenza A (Luytjes et al., 1989), pela 

transfecção de um mini-genoma contendo o gene CAT (cloranfenicol acetil transferase) 

flanqueado pelas regiões 3’ e 5’ de Influenza A, sob comando do promotor T7, havendo 

também um sítio de restrição logo após o terminal 5’, a fim de garantir fidelidade de 

reconhecimento das extremidades da molécula do mini-genoma por um vírus selvagem de 

Influenza A co-inoculado, chamado de vírus auxiliar (Neumann et al., 2002). Este 

experimento, no entanto, não foi o primeiro a conseguir resgatar partículas virais infecciosas 

completas a partir de cDNA transfectado, feito alcançado por Schnell e colaboradores para o 

vírus da raiva (família Rhabdoviridae, gênero Lyssavirus) em 1994 (Schnell et al., 1994).  

O primeiro vírus de ssRNA(-) de genoma segmentado completamente resgatado a partir 

de cDNA foi Bunyamwera virus (BUNV, família Bunyaviridae, gênero Orthobunyavirus), cujo 

genoma é tri-segmentado (Bridgen e Elliott, 1996). Para os vírus de ssRNA(-) de genoma 

segmentado, além da maior dificuldade técnica em conseguir a recuperação de vírus a partir 

do cDNA – em alguns casos, como para Influenza A, chegou-se a transfectar até 12 

plasmídeos em uma única célula (Neumann et al., 1999) – a estequiometria dos diferentes 
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segmentos (a quantidade de cada cDNA correspondente aos segmentos genômicos virais 

inicialmente disponibilizada) é um fator importante a ser considerado (Walpita e Flick, 2005). 

É possível perceber que a genética reversa de vírus de ssRNA(-) é tecnicamente mais 

complexa do que a genética reversa de vírus de ssRNA(+), tendo em vista a distância 

temporal entre a publicação dos primeiros artigos do gênero para cada grupo de vírus. Isto 

se deve ao fato da expressão genômica em vírus de ssRNA(-) depender de uma etapa inicial 

em que uma fita complementar ao RNA genômico do vírus, que possui polaridade negativa, 

é transcrita por RpRd dedicadas, codificadas pelo próprio vírus e exclusivas para a 

transcrição e replicação das fases de leitura abertas (ORFs), RNA viral complementar (VC), 

RNA sub-genômicos, e o genoma viral como um todo (Conzelmann, 2004). O funcionamento 

das RpRd virais parece ser dependente da associação dos RNA virais à proteína viral 

responsável pela ligação a ácido nucleico viral e coordenação dos processos de 

replicação/transcrição, denominada proteína do nucleocapsídeo (N), ou nucleoproteína viral 

(NP). Somente quando o RNA viral está ligado a proteína do nucleocapsídeo ele consegue ser 

reconhecido pela RpRd e os eventos de replicação/transcrição acontecem. É essencial, 

portanto, que para o resgate de vírus de ssRNA(-) a partir de cDNA, sejam fornecidos (co-

transfectados) ao menos dois plasmídeos de expressão, para a proteína do nucleocapsídeo e 

a RpRd viral, além do(s) plasmídeo(s) contendo o(s) genoma(s) viral(is) (Walpita e Flick, 

2005). 

 

1.2 – Promotores transcricionais 

  

1.2.1 – Promotor T7 

 O promotor transcricional usado na maioria dos sistemas de genética reversa é 

derivado do bacteriófago T7 (Tabor e Richardson, 1985), vírus da classe I na classificação de 

Baltimore (possui genoma na forma de DNA fita dupla - dsDNA) da ordem Caudovirales 

família Podoviridae, gênero T7-like viruses. Este vírus sintetiza sua própria RNA polimerase 

DNA dependente (RpDd), considerada uma das RNA polimerases mais simples e eficientes 

da natureza (McAllister e Raskin, 1993), assim como as RNA polimerases dos fagos T3 e SP6. 

Trata-se de uma polimerase que atua sem a necessidade de acoplamento de subunidades e 

que sozinha promove a iniciação da transcrição e o elongamento valendo-se apenas de 

mudanças conformacionais (Steitz, 2009). Dado o tamanho pequeno de sua sequência 
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codante em comparação a outras RNA polimerases DNA dependentes (2.652nt), a enzima T7 

RNA Polimerase (T7RPol) pode ser manipulada para expressão por vetores virais capazes de 

infectar células de mamífero em cultura, como Vaccinia (família Poxviridae, gênero 

Orthopoxvirus) (Fuerst et al., 1986), ou até transfectada permanentemente em linhagens 

celulares (Kohl et al., 2004; Yao et al., 2007; Yao et al., 2008). 

 As sequências promotoras reconhecida pelas RpDd dos vírus T7, T3 e SP6 estendem-

se da posição -17 a +3, o que significa que pode haver a adição de três nucleotídeos a mais 

no transcrito gerado por essas polimerases (Rong et al., 1998). Embora esses três 

nucleotídeos extras sejam importantes para a eficiência transcricional da T7 RNA polimerase, 

um dos fatores mais importantes na geração de clones infecciosos (i.e. o produto final de um 

sistema de genética reversa) é justamente a manutenção rígida dos terminais 3’ e 5’, o que 

levou ao desenho de versões alteradas do promotor T7, por exemplo ver Perrotta e Been 

(1990). Em relação à manutenção da extremidade 3’ do transcrito nascente, poucos 

trabalhos foram produzidos a respeito, mas sabe-se que o terminador T7 não adiciona 

caudas poli-A aos transcritos nascentes (Macdonald et al., 1993). Alternativamente, a adição 

de sequências de RNA com capacidade autocatalítica (Pyle, 1993) como a ribozima do vírus 

da Hepatite Delta (HDV, gênero Deltavirus) e a ribozima “cabeça de martelo” (hammerhead) 

(Cochrane e Strobel, 2008) entre a sequência promotora e a sequência de interesse a ser 

transcrita, garantem a correta transcrição da porção 5’ do RNA nascente. Além das 

extremidades 5’, as ribozimas são também adicionadas após o terminal 3’ da sequência de 

interesse, entre este último e a sequência do terminador T7 o que garante a manutenção 

correta das duas extremidades das moléculas de RNA. 

  

1.2.2 – Promotor Pol I 

  As estratégias baseadas no promotor transcricional T7 funcionam muito bem para 

vírus de ssRNA(+) e ssRNA(-) que se replicam no citoplasma da células hospedeira. 

Entretanto, alguns vírus de ssRNA, em especial o vírus Influenza A, se replicam no núcleo da 

célula hospedeira. Tendo em vista que tanto o promotor T7 quanto T7RPol possuem 

atividade citoplasmática, e que sua utilização necessita da adição de mais um plasmídeo de 

expressão ou vetor viral carregando o gene da T7RPol tornou-se conveniente buscar outras 

estratégias de transcrição dos cDNA virais. 
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 Uma das estratégias de maior sucesso foi o uso de promotores reconhecidos pela 

RNA Polimerase I de células eucarióticas (Zobel et al., 1993). A RNA Polimerase I é 

responsável pela transcrição de RNA ribossomal e se localiza no nucléolo da célula. Seus 

transcritos não possuem estruturas 5’ capeadas ou 3’ poli-A, e como essa enzima é 

sintetizada por todas as células eucarióticas e é bastante conservada, não é necessária a 

adição de mais um plasmídeo de expressão para sintetizá-la, em contraponto à T7RPol. Esta 

estratégia foi usada com sucesso inclusive para vírus que se replicam no citoplasma como o 

vírus da doença de Borna, o vírus da coriomeningite linfocítica (LCMV) e três espécies da 

família Bunyaviridae, Hantaan e Uukuniemi virus e o vírus da febre hemorrágica do Congo-

Crimeano (CCHFV) (Walpita e Flick, 2005).   

  

1.2.3 – Promotor Pol II 

  Em adição ao controle transcricional promovido pelo promotor Pol I, pesquisadores 

utilizaram ainda um controle transcricional induzido pelo promotor Pol II, de modo a garantir 

a eficiente transcrição de RNA viral tanto no ambiente nuclear quanto citoplasmático 

(Hoffmann et al., 2000). Para outros vírus, usou-se apenas o controle transcricional 

promovido por Pol II (Li et al., 2011). Nestes casos, a adição de ribozimas entre o promotor e 

terminador Pol II é necessário, uma vez que os mesmos induzem a formação de quepe 5’ e 

cauda poli-A, respectivamente (Inoue et al., 2003). 

  

1.3 – Sistemas de Genética Reversa para Vírus de Planta 

 

 Dentre todos os vírus que infectam plantas descritos no relato oficial do Comitê 

Internacional para a Taxonomia de Vírus (ICTV) (Fauquet e Mayo, 2005) 70% possuem 

genoma de RNA, dentre os quais os vírus de ssRNA(+) são mais representativos do que os 

vírus de ssRNA(-) e para os quais é possível encontrar exemplos de desenvolvimento de 

genética reversa, como para Barley yellow dwarf virus e Cereal yellow dwarf virus (Yoon et 

al., 2011), o vírus Y da batata (PVY) (Fakhfakh et al., 1996; Janzac et al., 2010), Barley yellow 

mosaic virus (You e Shirako, 2010), Lettuce infectious yellows virus (Wang et al., 2009), 

Turnip yellow mosaic virus (Jakubiec et al., 2007), Pepper mild mottle virus (Ichiki et al., 

2005), Brome mosaic virus (Figlerowicz e Bujarski, 1998), Plum pox virus (Raghupathy et al., 

2006) e TMV (Okada, 1999). Boa parte dos artigos sobre vírus vegetais de ssRNA(+), no 
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entanto, lidam com a manipulação dos genomas virais visando não a compreensão da 

virologia molecular, mas sim a aplicação destes vírus manipulados como ferramentas de 

indução de silenciamento gênico por vírus (VIGS) (e.g. Stratmann e Hind (2011)).  

Uma busca feita na base de dados ISI Web of Knowledge indicou que, até o 

momento, trabalhos científicos sobre genética reversa de vírus vegetais de ssRNA(-) não 

foram depositados. A busca foi feita utilizando-se o nome do gênero viral seguido do termo 

“reverse genetics”, (e.g. tospovirus reverse genetics) usando o filtro “Topic”. O mesmo tipo 

de busca, realizado no site PubMed, utilizando a ferramenta de busca avançada e 

selecionando o filtro “Title/Abstract” também gerou o mesmo resultado.  

Isso sugere que as barreiras ao desenvolvimento da Genética Reversa para os vírus 

de planta de ssRNA(-) ainda não foram superadas, ou que as alternativas testadas até o 

momento ainda não renderam resultados positivos. No entanto, a pressão científica para o 

desenvolvimento de um sistema de genética reversa para os vírus de planta de ssRNA(-) é 

grande, já que entre eles, os membros do gênero Tospovirus são alguns dos maiores 

causadores mundiais de perdas de produtividade agrícola (e consequentemente prejuízos 

econômicos) (Pappu et al., 2009). 

 

1.3.1 – Barreiras ao desenvolvimento dos sistemas de genética reversa para os vírus 

de planta de ssRNA(-) 

Como mencionado anteriormente, existem pelo menos três barreiras a serem 

vencidas para o desenvolvimento de sistemas de genética reversa para vírus de planta de 

ssRNA(-). Elas serão tratadas em maior profundidade nesta seção. 

  

Culturas celulares vegetais 

 O processo de manipulação de tecidos vegetais para realização de micropropagação 

é um dos maiores focos de estudo das ciências vegetais. Entre suas possíveis aplicações 

estão a produção em massa de plantas, com grande potencial para o aumento da produção 

agrícola, o estudo da fisiologia vegetal e dos processos de diferenciação tecidual e o 

melhoramento genético por meio de cruzamentos assistidos e transgenia, para citar alguns 

exemplos. No entanto, tecidos vegetais não são facilmente aproveitáveis para o estudo da 

virologia molecular, principalmente pelo alto custo de produção e manutenção das culturas 



13 
 

 

de tecido e a infraestrutura necessária para fazê-lo, sem contar os altos níveis de 

contaminação por bactérias endógenas, comuns nesse tipo de procedimento.  

Há ainda as culturas de células vegetais em suspensão, muito utilizadas para o 

desenvolvimento de “molecular farming” – a produção de proteínas heterólogas de 

interesse comercial, livre de boa parte dos inconvenientes da transgenia convencional por 

serem manipuladas apenas dentro dos laboratórios e incapazes de se propagar no campo. 

Alguns exemplos de linhagens celulares vegetais cultivadas desta forma são BY-2 (Nagata et 

al., 1992) derivada de N. tabacum, T87 (Axelos et al., 1992) derivada de Arabidopsis thaliana 

e outras culturas derivadas de cenoura, arroz e soja (Xu et al., 2011). Este método de cultura 

celular vegetal apresenta características de interesse para o pesquisador, como a 

imortalidade das linhagens celulares (dada a aplicação correta dos hormônios vegetais), a 

manutenção de parede celular e formação de agregados celulares (com manutenção parcial 

do plasmodesmata), o que garante maior estabilidade estrutural e resistência ao 

rompimento mecânico das células (que são cultivadas sobre agitação) além de um tempo 

rápido de divisão, quando comparado a outras células eucarióticas (24-100h) (Xu et al., 

2011). Este sistema possui bom potencial para uso em pesquisas de genética reversa, 

entretanto, devido ao seu custo de manutenção, é mais adequado para laboratórios que 

dispõem de melhor condição financeira. 

Uma alternativa mais rápida frente à cultura de tecidos vegetais e as culturas 

celulares em suspensão é a produção de protoplastos. Protoplastos são células vegetais 

destituídas de parede celular, geradas a partir de folhas que sofrem um tratamento 

enzimático rico em celulases, pectinases e ligninases capaz de dissolver o tecido vegetal e 

manter as células desagregadas. Seu uso para o entendimento da função de proteínas virais 

é amplo (Chen et al., 1994; Kormelink et al., 1994; Storms et al., 1995; Raghupathy et al., 

2006; Ribeiro et al., 2008; Li et al., 2009b; You e Shirako, 2010) e os custos de manutenção 

são muito reduzidos, já que os protoplastos são mantidos a temperatura ambiente e sobre 

leve agitação, sem necessidades especiais de controle de fotoperíodo – podem ser mantidos 

na bancada do laboratório. No entanto, os protoplastos mantêm-se por pouco tempo (1-2 

semanas), no qual a viabilidade celular decai rapidamente e as células começam a sintetizar 

novamente os componentes da parede celular. Em adição, protoplastos possuem baixa 

eficiência de transformação e não servem para repique. Em outras palavras, os protoplastos 

são utilizados de maneira descartável e a cada novo experimento, novos protoplastos têm 
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de ser produzidos, o que significa um gasto elevado das enzimas que retiram a parede 

celular vegetal. 

Outros fatores como o controle e sincronização das fases de crescimento celular e a 

patogenicidade de Agrobacterium tumefaciens sobre as células mantidas em cultura devem 

também ser levados em consideração na escolha do melhor sistema para a realização da 

genética reversa. Por exemplo, descobriu-se recentemente que dentro do conjunto de 

proteínas secretadas por BY-2 está uma proteína com potencial antiviral, o que pode 

atrapalhar estudos de genética reversa (Duby et al., 2010). 

É possível ver que nenhum dos sistemas existentes possui individualmente todas as 

características necessárias para a realização de estudos de genética reversa. Algumas 

alternativas foram propostas, como a cultura de gametófitos de Physcomitrella pedans 

(Huhns et al., 2003) ou até mesmo a infecção de células de mamífero que sofreram alteração 

de permissibilidade (De Medeiros et al., 2005). Ainda alternativas permanecem por ser 

investigadas, como o uso de culturas celulares dos insetos vetores. Para tospovírus, é sabido 

que a expressão da proteína supressora de silenciamento gênico NSs em células de 

lepidópteras (Anticarsia gemmatalis, Tricoplusia ni, Spodoptera frugiperda e Bombix mori) é 

capaz de induzir a permissibilidade a baculovírus em tipos celulares semi-permissivos e não 

permissivos (Oliveira et al., 2011) o que, tendo em vista todo o conhecimento acumulado 

sobre esses tipos celulares e a facilidade de manipulação dos mesmos, apresenta-se como 

excelente alternativa a ser explorada no estudo do processo infeccioso de tospovírus. 

 

Mimetismo das condições naturais da infecção viral 

Os vírus de planta e seus vetores (na grande maioria insetos afídeos) constituem um 

dos exemplos mais pujantes do efeito da co-evolução entre diferentes organismos. Por 

serem essenciais para a propagação planta a planta, os vírus interagem com seus insetos-

vetores modificando seus comportamentos, alterando padrões de voo (Chancellor et al., 

1997), alimentação (Medina-Ortega et al., 2009), cópula (Burand et al., 2005) e 

metamorfose (Oreilly, 1995). Em alguns casos, os vírus são também responsáveis pela 

floração forçada (uma resposta de defesa clássica das plantas a estresses gerados por 

patógenos) das espécies hospedeiras das quais os insetos-vetores colhem néctar ou seiva, o 

que os atrai e garante a transmissibilidade do vírus para outras plantas.  
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Uma consequência interessante da dependência dos vírus de seus insetos vetores é 

que os vetores funcionam como grandes filtros, agentes evolutivos promotores do efeito de 

gargalo de garrafa (bottleneck effect) caracterizado pela diversificação local das populações 

virais, o que acaba induzindo variabilidade e promovendo a especiação (Escarmis et al., 

2006). Este efeito de filtragem ainda é importante na eliminação de vírus defeituosos – 

partículas defectivas-interferentes, por exemplo, que podem comprometer a eficiência da 

infecção viral como demonstrado para os tospovírus (Nagata et al., 2000) e para Tobacco 

rattle virus (Visser et al., 1999), transmitidos por tripes e nematoides, respectivamente.  

A especificidade entre vírus e vetor pode chegar a tal ponto que a detecção de um 

vírus em uma determinada espécie hospedeira vegetal pode predizer a existência de uma 

nova espécie ou subespécie do inseto vetor e vice-versa. Isto aconteceu com o tospovírus 

Zucchini lethal chlorosis virus descoberto no Brasil (Bezerra et al., 1999). Os insetos 

transmissores de tospovírus pertencem à família Thripidae, ordem Thysanoptera e possuem 

relação muito estreita com estes vírus. A descoberta em abril de 1999 de uma nova espécie 

de tripes (Frankliniella zucchini) se alimentando de abobrinha (Cucurbita pepo; cv. Caserta) 

levou a busca por doenças virais que tivessem aspecto de infecções por tospovírus. Pouco 

tempo depois, em setembro do mesmo ano, foi relatada uma nova espécie de tospovírus, 

Zucchini lethal chlorosis virus, infectando esta plantação. 

Tendo em vista que boa parte dos vírus vegetais não são envelopados e que mesmo 

para os vírus envelopados as glicoproteínas parecem desempenhar papeis de 

reconhecimento e invasão celular apenas nos insetos vetores, tornou-se necessário o uso de 

técnicas que internalizem as partículas virais nas células vegetais em cultura. Métodos como 

a inoculação viral em solução de polietileno glicol (PEG), eletroporação das células-

hospedeiras e fusão de lipossomos tornaram-se populares para a administração viral. No 

entanto, estes métodos necessitam que a membrana celular não esteja recoberta pela 

parede celular, o que em termos práticos significa que não funcionariam muito bem para 

culturas celulares vegetais em suspensão e culturas de tecido, mas sim para protoplastos.  

Como alternativa, é possível promover a transfecção de DNA para células vegetais 

por meio de agroinfiltração, técnica bastante difundida e amplamente revisada na literatura 

das ciências vegetais (Mccullen e Binns, 2006; Gelvin e Kim, 2007; Alimohammadi e 

Bagherieh-Najjar, 2009; Pacurar et al., 2011), mas que apresenta problemas como rápido 

silenciamento e instabilidade do transgene, indução de citopatologias provocadas pela 
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interação bactéria/célula vegetal e integração do transgene (T-DNA) em sítios aleatórios do 

genoma da célula vegetal (Gelvin e Kim, 2007).  

Fatores associados à saliva do inseto hospedeiro e que possivelmente possuem papel 

na modulação da fisiologia vegetal ou que se associam às partículas virais durante o 

processo natural de inoculação viral são pouco conhecidos, mas podem também constituir 

uma frente importante de estudos no intuito de melhorar a eficiência de inoculação de vírus 

vegetais in vitro. Ainda outra frente de estudos é a obtenção de linhagens celulares de 

afídeos, tripes, besouros, moscas-brancas e outros insetos vetores, o que poderia facilitar o 

estudo dos vírus a eles associados. 

 

RNA Polimerases RNA dependentes 

As RpRd dos vírus de ssRNA(-) são proteínas muito conservadas entre as diferentes 

famílias virais da classe V e são caracterizadas por sua multifuncionalidade, coordenando a 

replicação/transcrição do genoma viral e dos RNA subgenômicos de uma maneira 

dependente da proteína do nucleocapsídeo, pelo menos para a família Bunyaviridae (De 

Haan et al., 1991; Adkins et al., 1995; Reguera et al., 2010; Walter e Barr, 2010), na qual 

sabe-se que a polimerase viral é também responsável pelo sequestro de pequenas 

sequências iniciadoras de mRNA celulares maduros que são adicionados aos mRNA virais 

(processo conhecido como cap-snatching), e para a qual demonstrou-se recentemente que a 

RpRd (proteína L) forma homo-oligômeros, indicando a formação de um núcleo dedicado de 

processamento, edição e síntese de RNA viral (Zamoto-Niikura et al., 2009). 

A fim de expressar estas proteínas em um sistema de cultura de células seria possível 

realizar transgenia das linhagens celulares, obtendo clones que expressem 

constitutivamente as RpRd virais, ou ainda, expressá-las transientemente. No entanto, por 

seu grande tamanho (entre 6.000 e 9.000nt), são moléculas de difícil obtenção e 

manipulação que não podem ser clonadas em um vetor viral, por exemplo, já que esses 

vetores não suportam construções exógenas nesta faixa de tamanho (prof. Dr. Renato de 

Oliveira Resende, comunicação pessoal - 2011). Muitos grupos de pesquisa que trabalham 

com o gênero Tospovirus, por exemplo, já tentaram fazer sistemas de genética reversa e 

invariavelmente encontraram como ponto de grande dificuldade a expressão da RNA 

polimerase viral completa no ambiente celular vegetal (Dra. Rosana Blawid, comunicação 

pessoal - 2011). 
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Uma das alternativas viáveis, portanto, é o desenvolvimento de genética reversa por 

meio do uso de mini-genomas e vírus auxiliares, capazes de fornecer a RpRd e a proteína N 

em grande quantidade e em condições funcionais. Nesta direção, o desenvolvimento dos 

mini-genomas pode beneficiar-se de moléculas naturalmente produzidas pelo vírus que 

podem ser facilmente recuperadas a partir de RNA total extraído de plantas infectadas, os 

RNA defectivos-interferentes.  

Outra possibilidade é a construção de genomas virais nos quais o cDNA transcrito 

corresponde a fita viral completar, onde estão codificadas as proteínas virais estruturais. 

Desta forma, pode-se transfectar apenas o cDNA correspondente ao genoma viral-

complementar sob comando de um promotor para RpDd sem a necessidade de vírus ou 

plasmídeos auxiliares expressando a RpRd. Este feito de grande relevância foi alcançado 

recentemente na geração de um sistema de células de mosquito para o estudo da genética 

reversa do vírus da febre do vale do Rift (RVFV, gênero Phlebovirus, família Bunyaviridae) 

(Kohl et al., 2004). Neste sistema, as células de mosquito foram transfectadas estavelmente 

com o gene da T7 RNA polimerase e em adição, descobriu-se serem deficientes para uma 

das RpRd celulares, enzima responsável pela multiplicação do sinal de silenciamento gênico 

induzido pela expressão de material genético exógeno. Sem este sinal de controle celular da 

expressão gênica, torna-se mais fácil expressar em quantidade no ambiente celular a enzima 

T7RPol, e consequentemente, mais estável a transcrição de RNAs genômicos completos. Em 

complemento a este sistema conseguiu-se engenheirar uma partícula viral de RVFV 

geneticamente estável que não necessita das proteínas NSs e NSm para infectar as células 

de mosquito do sistema mencionado acima. Os pesquisadores então substituíram a ORF 

codante da proteína NSs pela ORF do precursor glicoproteico de Gn e Gc no segmento S e 

trocaram a ORF de NSm por GFP no segmento M (Brennan et al., 2011). Este foi um dos 

passos mais importantes até o momento para o estudo do processo de replicação de um 

bunyavírus usando uma molécula repórter. Por se tratar de uma linhagem viral atenuada 

ainda reserva potencial para a produção de vacinas (Brennan et al., 2011).       

 

1.4 – Partículas Defectivas Interferentes 

 

Data de 1951 o primeiro relato científico de perda da capacidade infecciosa de um 

inóculo viral devido à realização de passagens seriadas em alta multiplicidade de infecção 
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(MOI) feito por Von Magnus com Influenza A (família Orthomyxoviridae, gênero 

Influenzavirus A) (Von Magnus, 1951), um problema biológico que só seria resolvido em 

1965 por Alice Huang e seu trabalho pioneiro com Vesicular stomatitis indiana virus (VSIV, 

família Rhabdoviridae, gênero Vesiculovirus) (Huang e Wagner, 1965; 1966b). Huang e 

Wagner conseguiram detectar o acúmulo de partículas virais com tamanhos menores do que 

o normal para VSIV após múltiplas passagens in vitro, e verificaram que estas partículas 

defeituosas tinham a capacidade de atenuar ou até inibir os sintomas provocados por VSIV 

nas células infectadas e eram progressivamente mais frequentes na análise microscópica do 

inóculo em diferentes pontos da passagem seriada (Huang e Wagner, 1966a,b). Para o 

agente causador do fenômeno descrito inicialmente por Von Magnus cunhou-se o termo 

Partículas Defectivas-Interferentes, ou simplesmente, Defectivos-Interferentes (DI).  

 

1.4.1 Partículas Defectivas-Interferentes e RNA Defectivo-Interferente 

Defectivos-Interferentes podem existir simplesmente na forma de ácidos nucleicos 

virais modificados (variações de tamanho, informação e posição no DNA ou RNA viral) que 

podem ou não ser encapsidados normalmente, ou na forma de partículas virais defeituosas 

(variações de forma, tamanho e componentes estruturais), quando a modificação do 

genoma viral altera as proteínas estruturais do vírus. Logo, há diferentes implicações 

biológicas para cada tipo de DI (Depolo et al., 1987). Defectivos-Interferentes são mais 

frequentemente encontrados em vírus de RNA (classes IV e V na classificação de Baltimore), 

mas existem casos de DI para baculovírus (dsDNA, classe I) (Wickham et al., 1991) e o vírus 

da imunodeficiência humana (HIV, classe VI) (Nelson e Perelson, 1995), por exemplo.  

No entanto, o conhecimento atual de partículas defectivas interferentes vale-se 

muito das pesquisas realizadas em três vírus humanos e três vírus de plantas, todos eles das 

classes IV e V na classificação de Baltimore: Influenza A, Vesicular stomatitis indiana virus, 

Semliki Forest virus, Broad bean mottle virus, Cymbidium ringspot virus e Cucumber necrosis 

virus. Das várias conclusões a que os estudos sobre esses e outros vírus chegaram podemos 

listar algumas mais importantes:  
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Origem das Partículas Defectivas Interferentes 

As partículas defectivas-interferentes são originadas de ácidos nucleicos defectivos e 

estes, por sua vez, são originados do genoma (ou segmento genômico) viral a partir de um 

processo de erro da polimerase durante a replicação viral em tecidos infectados.  

As polimerases virais de modo geral e, mais contundentemente as RNA polimerases 

virais, são conhecidas por aumentar a variabilidade viral por meio de um processo falho de 

revisão (proof-reading) da incorporação de nucleotídeos à fita nascente (Duffy et al., 2008). 

Além deste tipo de variabilidade, mudanças mais drásticas devido à recombinação in trans 

(entre moléculas) são bastante conhecidas e estudadas (Simon-Loriere e Holmes, 2011). No 

entanto, existem processos drásticos de variabilidade que ocorrem in cis por meio de erros 

da polimerase (saltos) nos quais parte do material genético selvagem é deletado ou 

polimerizado na ordem incorreta pela polimerase viral. É a partir deste último tipo de 

modificação dos genomas virais que surgem os defectivos-interferentes.  

O erro devido ao acoplamento irregular da polimerase viral parece ser dependente 

da ocorrência de estruturas secundárias típicas (Havelda et al., 1997) e pode se dar de 

formas diferentes: múltiplas deleções, uma única deleção interna, deleção da(s) porção(ões) 

terminal(is) e rearranjo do RNA genômico (mosaico) (Marriott e Dimmock, 2010), 

esquematizadas na Figura 2. Especialmente no caso de vírus vegetais, a temperatura em que 

ocorre a infecção viral e a espécie hospedeira na qual o vírus é mantido, são condições 

importantes para a geração dos DI como demonstrado para Tospovirus (Inoue-Nagata et al., 

1997). Contrariando as primeiras descobertas sobre o processo de geração de DIs na qual se 

assumia que seriam gerados apenas em alta MOI após passagens seriadas, hoje se sabe que 

eles podem ser produzidos de novo durante a infecção de um inóculo viral fresco, livre de 

tais moléculas e/ou partículas defectivas (Law e Morris, 1994; Pogany et al., 1995). 
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Efeito Interferente 

O efeito interferente de ácidos nucleicos defectivos-interferentes que 

atenuam/inibem os sintomas de uma infecção viral se dá por competição entre a(s) 

molécula(s) defectiva(s) e o material genético do vírus selvagem (Frank, 2000). Todas as 

moléculas de DIs têm em comum o fato de possuírem tamanho menor do que as moléculas 

concorrentes do genoma viral selvagem, já que são geradas a partir de deleções. Portanto, 

levam menos tempo para serem replicadas do que o material genético viral selvagem. Em 

adição, para os tospovírus, por exemplo, há outra fonte predita de interferência: por 

possuírem as extremidades terminais de todos os segmentos gênicos complementares – 

assim como muitos dos vírus de ssRNA(+)/(-) (Whelan et al., 2004), a formação de trechos de 

dsRNA poderia servir como substrato para a ativação do sistema de RNAi da célula infectada, 

ativando assim a imunidade celular. 

Durante uma infecção viral versões diferentes dos DIs se acumulam na célula-

hospedeira e instituem um intenso processo de seleção natural, competindo entre si (o que 

leva a ocorrência mais frequente de algumas espécies de DI, chamados DI estáveis). Os DIs 

Figura 2. Tipos de origem dos genomas dos Defectivos-Interferentes (DI) de vírus de RNA. A) Genoma de DI gerado por 
deleção simples, mostrando a conservação dos terminais da molécula de RNA e a região central deletada. Este tipo de DI 
pode ser gerado também a partir de múltiplas deleções. B) Genoma de DI gerado por estrutura secundária de RNA do tipo 
cabo de panela (panhandle), no qual a região hachurada é complementar ao outro término da molécula. C) Genoma de DI 
gerado por estrutura secundária de RNA do tipo grampo de cabelo (hairpin), no qual a complementaridade de bases é 
maior do que em uma estrutura panhandle. D) Genoma de DI mosaico ou complexo, no qual as várias regiões que 
compõem o DI são herdadas da molécula parental em ordem incorreta, ou a partir de diferentes moléculas parentais, ou 
podem incluir pedaços de RNA da célula hospedeira. Obtido de Marriott e Dimmock (2010).  
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também competem com o material genético viral selvagem por componente (ligação à 

proteína do nucleocapsídeo e ribossomos, por exemplo) e por capacidade replicativa em um 

verdadeiro processo Darwiniano (Kirkwood e Bangham, 1994; Pathak e Nagy, 2009). Em 

alguns casos, no entanto, os DI não são atenuadores da infecção viral, podendo ser neutros 

(Lewandowski e Dawson, 1998) ou atuar como moduladores, transformando infecções de 

curto período em infecções persistentes (Tsai et al., 2007), e agindo até como acentuadores 

do processo infeccioso (Li et al., 1989; Romero et al., 1993).  

As moléculas defectivas geralmente não mantêm as ORFs de sua molécula parental 

intactas, mas parece importante para sua estabilidade que essas moléculas conservem 

versões truncadas das ORFs parentais (White et al., 1992). Estas versões truncadas das ORFs 

possivelmente são traduzidas e podem se acumular no citosol de maneira a contribuir para o 

efeito interferente. Este processo tem ainda implicações para os sistemas de expressão que 

utilizam vírus como vetores e para os métodos de purificação de proteínas recombinantes. 

Geralmente nesses sistemas altos MOI são utilizados a fim de maximizar a produção de 

proteína expressa por tempo de infecção, o que favorece o acúmulo de DI e 

consequentemente a probabilidade de que versões truncadas da proteína de interesse 

sejam produzidas, dificultando seu processo de purificação. Este fato é de especial 

relevância para a produção in vitro de vacinas e antígenos empregados em kits de 

diagnóstico. 

 

DIs como agentes antivirais  

Desde sua descoberta e devido a seus efeitos sobre a sintomatologia viral, os DI 

sempre foram considerados como alternativas importantes de pesquisa visando à cura ou a 

diminuição da mortalidade e morbidade de doenças virais (Pathak e Nagy, 2009). Talvez por 

terem sido descobertos em Influenza A, os DI tiveram nesta espécie seu primeiro alvo como 

molécula terapêutica. O grupo de pesquisas liderado por Nigel J. Warwick atua a mais de 25 

anos no desenvolvimento de uma estratégia de defesa contra a gripe usando DI e já 

desvendou algumas das características-chave para que o DI de um vírus possa ser usado em 

terapia antiviral: i) o DI precisa inibir/atenuar a infecção viral (Dimmock et al., 1986); ii) o 

efeito interferente funciona melhor quando o limiar para interferência é mais baixo (menos 

partículas de DI precisam ser acumuladas no inóculo para que o efeito interferente funcione) 

(Mclain et al., 1988; Nelson e Perelson, 1995); iii) a ação antiviral promovida pelo DI é de 
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curta duração, mas é eficiente para ativação do sistema imunológico em modelos animais 

(Scott et al., 2011).  

Em adição, uma das características mais interessantes do uso de DI como agente 

antiviral é sua capacidade de interferência sobre outras espécies aparentadas ao vírus de 

origem de onde foi gerado o DI. Isto foi confirmado para a gripe equina (H3N8) conferindo 

defesa contra Influenza A humano (Noble e Dimmock, 1994), para Influenza A conferindo 

defesa contra pneumovírus (Easton et al., 2011) e para Tomato bushy stunt virus conferindo 

defesa contra Cymbidium ringspot virus (Rubio et al., 1997). 

O uso de DI como estratégia antiviral foi também sugerido para Sendai virus (Strahle 

et al., 2006), HIV (Schubert et al., 1992) e rubéola (Seya et al.). Devido ao seu potencial como 

agentes antivirais (Marriott e Dimmock, 2010) há pelo menos quatro pedidos de patente 

aprovados nos estados Unidos da América (EUA) para uso de DI como terapia antiviral: para 

TSWV, Influenza A, HIV e Rubella virus (Atarashi e Sayama; Dimmock e Easton; Rozenberg e 

Anderson; Seya et al.). 

 

1.5 A expressão gênica de tospovírus e seus RNA defectivos-interferentes 

 

 Os tospovírus são membros da família Bunyaviridae de vírus de ssRNA(-) de genoma 

tri-segmentado. Os primeiros relatos sobre tospovírus (a primeira espécie descoberta foi 

TSWV) ocorreram em plantações visitadas pelo tripes Frankliniella occidentalis datados do 

início do século XX na Austrália (Tentchev et al., 2011). Inicialmente, pensou-se que TSWV 

podia ser um vírus de RNA positivo (Verkleij et al., 1982), mas por possuir genoma tri-

segmentado e morfologia típica de bunyavírus, TSWV (e todos os vírus a ele aparentados) foi 

incluído na família Bunyaviridae (Milne e Francki, 1984). Os segmentos gênicos de tospovírus 

são típicos da família Bunyaviridae e denominados de acordo com o tamanho das moléculas 

em RNA L (large), RNA M (medium) e RNA S (small) (Nichot et al., 2005). Todos os segmentos 

gênicos de tospovírus possuem um conjunto de oito nucleotídeos conservados (5’-

AGAGCAAT-3’) e complementares nas extremidades 5’ e 3’, o que leva à formação de uma 

estrutura secundária dos segmentos gênicos virais conhecido como cabo de panela (pan-

handle). Esta estrutura é comum para a maioria dos vírus de ssRNA(+)/(-)  (Walpita e Flick, 

2005) e essencial para a iniciação de todos os processos de replicação/transcrição dos vírus 

desta classe (Kawoka, 2004).   
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1.5.1 Organização Genômica 

Os membros do gênero Tospovirus codificam em seu genoma seis proteínas a partir 

de cinco ORFs usando uma estratégia de codificação ambisenso para os segmentos 

genômicos S (De Haan et al., 1990) e M (Law et al., 1992) e uma sequência codificante no 

cRNA do segmento L (De Haan et al., 1991). As proteínas estruturais (aquelas que estão 

presentes na partícula viral madura) produzidas pelo vírus são a proteína do nucleocapsídeo 

(N) no segmento S, as glicoproteínas Gn e Gc (também chamadas G1/G2 em publicações 

mais antigas sobre o gênero) no segmento M (que são produzidas a partir de um único 

mRNA viral em um precursor glicoproteico clivado pela célula hospedeira) e a RpRd viral 

(proteína L) no segmento L (Nichot et al., 2005) (Fig. 3). Todas as proteínas estruturais estão 

codificadas no cRNA viral, o que significa que para a sua produção o vírus precisa transcrever 

a fita complementar ao RNA genômico viral usando sua RpRd. Para tanto, a proteína L é 

empacotada nas partículas virais nascentes em associação ao complexo ribonúcleoproteico 

(Nichot et al., 2005). Os Tospovírus codificam ainda duas proteínas não estruturais, NSs e 

NSm, nos segmentos gênicos S e M, respectivamente (Fig. 3). 

 

 

 

 

 

A proteína NSs está implicada para algumas espécies de tospovírus na formação de 

estruturas fibrosas presentes na célula infectada em estádio tardio (Kormelink et al., 1991), 

Figura 3. Organização genômica dos tospovírus. Os três quadros acima indicam as estratégias de transcrição dos RNAs 
mensageiros virais a partir dos segmentos genômicos chamados RNA S (S segment), RNA M (M segment) e RNA L (L 
segment). No RNA S são codificados os genes da proteína N na fita viral complementar (cRNA), necessitando que a 
polimerase viral transcreva uma fita complementar (RNA subgenômico) ao RNA S para sua tradução e NSs na fita viral. O 
RNA M codifica o precursor glicoproteico (GPp) que é clivado pela célula hospedeira dando origem as glicoproteínas Gn e 
Gc (cRNA) e a proteína NSm (fita viral). O RNA L codifica uma única fase de leitura aberta (ORF) correspondente a proteína L 
no cRNA. Os segmentos em verde representam os RNAs mensageiros virais (extremidade 5’, balão preenchido e 
extremidade 3’, balão não preenchido) e os quadrados vermelhos as regiões intergênicas. Modificado de 
http://viralzone.expasy.org/viralzone/all_by_species/253.html. Acesso em 26/01/2012.  

http://viralzone.expasy.org/viralzone/all_by_species/253.html
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no processo de supressão de silenciamento gênico da célula hospedeira pela interferência 

no funcionamento da maquinaria de RNAi (Takeda et al., 2002; Lokesh et al., 2010; 

Schnettler et al., 2010; Sharma et al., 2011) e, possivelmente é a proteína envolvida na 

determinação dos diferentes círculos de hospedeiros encontrados para espécies do gênero 

Tospovirus. Esta última hipótese é reforçada pelos resultados obtidos para mudança de 

permissibilidade de diferentes células de lepidópteros a baculovírus recombinantes 

expressando a proteína NSs de TSWV (Oliveira et al., 2011). A proteína NSs, portanto poderia 

ser a chave para explicar por que algumas espécies de tospovírus, como os recém-

descobertos Bean necrotic mosaic virus (De Oliveira et al., 2011) e Soybean vein necrosis 

associated virus (Zhou et al., 2011), possuem gama de hospedeiros muito restrita (de 1 a 3 

hospedeiros sistêmicos), enquanto TSWV infecta mais de 1.000 espécies de plantas daninhas 

e cultiváveis (Nichot et al., 2005).  

A proteína NSm por sua vez, é responsável pelo movimento célula a célula do vírus 

(de fato, são os complexos ribonucleoproteicos que se movimentam célula a célula, não as 

partículas virais) por meio da formação de túbulos e possivelmente também está envolvida 

na sintomatologia viral (Kormelink et al., 1994; Storms et al., 1995; Soellick et al., 2000; von 

Bargen et al., 2001; Lewandowski e Adkins, 2005; Paape et al., 2006; Li et al., 2009a,b), além 

disso, a proteína NSm parece ser responsável pela determinação da avirulência (interação 

gene a gene) e capacidade de quebra de resistência gênica ao gene Sw-5 em tomate 

(Solanum lycopersicum) (Lopez et al., 2011). 

Estudos demonstram que a RpRd dos tospovírus é uma enzima multifuncional, 

responsável pela replicação/transcrição viral em um processo dependente da coordenação 

da proteína do nucleocapsídeo (Adkins et al., 1995; van Knippenberg et al., 2002; Chapman 

et al., 2003). A RpRd promove o sequestro de sequências de quepe 5’ a partir de mRNA 

celulares que apresentem alguma similaridade à molécula viral nascente, coordenado por 

um domínio N-terminal com atividade endonucleolítica (Duijsings et al., 2001; van 

Knippenberg et al., 2005; Reguera et al., 2010). De acordo com dados obtidos para 

Orthobunyavirus e Phlebovirus, a proteína L é possivelmente capaz de promover reparos a 

danos causados por inserções e deleções ao RNA viral (Walter e Barr, 2010) e pode possuir 

uma estrutura proteica quaternária formada por homo-oligômeros (Zamoto-Niikura et al., 

2009). 
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Inicialmente se acreditava que as glicoproteínas dos tospovírus, Gn e Gc, possuíssem 

papel apenas na mediação da infecção do inseto vetor, onde se sabe serem essenciais para a 

infecção e circulação propagativa do vírus (Ullman et al., 1995; Bandla et al., 1998). No 

entanto, as glicoproteínas dos tospovírus são também essenciais para a coordenação do 

processo de montagem de novas partículas virais, que se dá entre o retículo endoplasmático 

e o complexo de Golgi da célula infectada (Ribeiro et al., 2008; Ribeiro et al., 2009). Em 

adição, descobriu-se que essas proteínas interagem fisicamente com a proteína do 

nucleocapsídeo durante a montagem de novas partículas virais (Ribeiro et al., 2009) e que 

são elas as possíveis responsáveis pelo formato da partícula viral madura, fato demonstrado 

para o hantavírus Tula (Huiskonen et al., 2010). 

A proteína N é um componente importante da replicação viral em tospovírus, pois 

está associada à mediação da interação entre os RNAs virais e a RpRd para a formação dos 

complexos ribonucleoproteicos, além de ser a proteína responsável pela interação 

(Richmond et al., 1998), integridade e coordenação do RNA viral (Mir e Panganiban, 2006) 

durante todo o processo infeccioso, incluindo seu processamento pela RNA polimerase viral, 

como sugerido para RVFV (Ferron et al., 2011) e para outros vírus de ssRNA(-) (Walpita e 

Flick, 2005). Trata-se também da proteína mais diversa entre as espécies de Tospovírus, 

fator pelo qual é usada como principal critério taxonômico do gênero (Nichot et al., 2005). 

Em estudos realizados para o gênero Hantavirus descobriu-se que a proteína N possui um 

papel muito importante na manutenção da estrutura do pan-handle (Mir e Panganiban, 

2004) dos segmentos gênicos de uma maneira gênero-específica (Mir et al., 2006) e que esta 

proteína interage com o RNA ribossomal da célula hospedeira, possivelmente como um fator 

de estabilização do complexo RNA viral/ribossomo (Haque e Mir, 2010). A proteína N ainda 

está associada à resposta de hipersensibilidade verificada em acessos de pimentão 

(Capsicum chinense) resistentes a TSWV (Lovato et al., 2008). 

A transcrição dos RNA subgenômicos virais que servem como mRNA virais é 

coordenada pelas regiões 5’ e 3’ UTR, que são distintas para cada segmento gênico dos 

tospovírus (Kormelink et al., 1992; van Poelwijk et al., 1996) e atuam, respectivamente, 

como promotores e terminadores transcricionais. Até o momento poucos estudos foram 

realizados sobre as regiões 5’ e 3’ UTR de vírus do gênero Tospovirus, no entanto, em 

modelos produzidos para outros bunyavírus descobriu-se que as regiões promotoras de cada 

RNA viral subgenômico (5’ UTR), em especial os derivados dos segmentos S e M, que 
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possuem estratégia de codificação ambisenso, apresentam diferentes taxas de transcrição 

dos mRNAs virais, o que foi confirmado por experimentos de genética reversa em que se 

trocou as regiões 5’ UTR e 3’ UTR entre os segmentos genômicos (Kohl et al., 2004). Em 

adição, as regiões intergênicas dos segmentos S e M, ricas em A e U, funcionam como 

terminadores transcricionais por meio de uma estrutura secundária que foi recentemente 

estudada para TSWV usando uma metodologia similar à descrita acima, envolvendo a troca 

de regiões 3’ UTR entre os dois mRNA codificados no segmentos S (Geerts-Dimitriadou et al., 

2011). Os resultados demonstraram que também há variabilidade da eficiência de 

terminação transcricional entre as diferentes regiões 3’ UTR (Geerts-Dimitriadou et al., 

2011).  

 

1.5.2. Diversidade e taxonomia de tospovirus 

Até a última publicação do ICTV (International Committee on Taxonomy of Viruses) 

23 espécies já foram descobertas, sendo que 15 dessas são consideradas tentativas (Nichot 

et al., 2005). No Brasil, foram relatadas sete espécies até o momento: TSWV, Impatiens 

necrotic spot virus (INSV), Iris yellow spot virus (IYSV) Tomato chlorotic spot virus (TCSV), 

Groundnut ringspot virus (GRSV), Chrysanthemum stem necrosis virus (CSNV), Zucchini lethal 

chlorosis virus (ZLCV), e mais recentemente a nova espécie proposta como Bean necrotic 

mosaic vírus (BeNMV) (Pozzer et al., 1999; de Ávila et al., 1993; Resende et al., 1996, De 

Oliveira et al. 2011). Inicialmente, TCSV e GRSV foram consideradas estirpes de TSWV, mas 

trabalhos sorológicos e moleculares estabeleceram diferenças e delimitaram a classificação 

taxonômica de espécie a partir da sequência de aminoácidos da nucleoproteína (N) (de Ávila 

et al., 1993; Nichot et al., 2005).  

Para determinação de novas espécies a caracterização biológica e molecular se faz 

necessária para comparação da nova espécie proposta com as demais já caracterizadas. Com 

isso, espectro de hospedeiros, sintomatologia, ensaio de transmissão com tripes, testes 

sorológicos e análise genética da proteína N são comumente utilizados para caracterização, 

diferenciação e classificação taxonômica (Cortez et al., 2001; Nichot et al., 2005; Dong et al., 

2008; Hassani-Mehraban et al., 2010). São consideradas novas espécies de tospovírus 

aquelas que apresentam identidade de sequência de aminoácidos da proteína N menor que 

90% em relação às demais (Nichot et al., 2005). Contudo, diversos trabalhos mostram que as 

sequências de aminoácidos das proteínas L, NSm e das glicoproteínas Gn e Gc apresentam 
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comportamento filogenético semelhante a proteína N, sugerindo que todas elas podem 

refletir a evolução natural das espécies de tospovírus (Silva et al., 2001; Lovato et al., 2004; 

Bertran et al., 2011). 

 

1.5.3 RNAs e Partículas Defectivas-Interferentes de Tospovírus 

Até o momento só houve um relato de partículas defectivas interferentes para o 

gênero Tospovirus, realizado por Resende e colaboradores em 1991. Neste estudo, é 

descrita a geração de partículas virais deficientes em envelope por meio de mutações na 

ORF do precursor glicoproteico (GPp) de isolados de Impatiens necrotic spot virus (INSV) e 

TSWV por meio de passagens seriadas por inoculação mecânica em alto MOI (Resende et al., 

1991).   

Todos os RNAs defectivos-interferentes de tospovírus caracterizados até o momento 

são derivados do RNA L (Resende et al., 1991). Eles são gerados por extensas deleções 

internas provocadas por erros (saltos) da polimerase viral, podendo reduzir a molécula do 

RNA L (8,9kb aproximadamente) em até 70% do seu comprimento, como no caso do DI 

estável de GRSV, que possui comprimento de 2.000nt, aproximadamente (Resende et al., 

1992). Sabe-se que a geração de DI para os tospovírus é um processo dependente da 

passagem serial de um inóculo em alta concentração (Resende et al., 1991) – até o momento 

não foi descrita a geração de novo de defectivos para a família Bunyaviridae – e que a 

geração de DI é dependente da espécie hospedeira em que o vírus é propagado, e 

influenciada pela temperatura em que as plantas são mantidas (Inoue-Nagata et al., 1997). 

Em adição, sabe-se que uma miríade de moléculas defectivas é produzida, com tamanhos 

variando entre 2 e 5kb e que os DI mais estáveis aparentemente são aqueles que preservam 

uma ORF truncada para a proteína L em suas sequências (Inoue-Nagata et al., 1998). Desde 

1998 nenhum outro estudo foi realizado sobre a descrição de novas características ou 

aplicações para os DI de tospovírus, no entanto, um pedido de patente recente (2008) 

aprovado nos EUA, de propriedade de uma companhia japonesa, descreve como inovação o 

uso de uma versão muito reduzida de molécula defectiva (211nt) derivada de um tospovírus 

para a defesa ampla e duradoura contra tospovírus na produção de plantas de crisântemo e 

com potencial de uso para muitas outras plantas cultiváveis de interesse agrícola (Atarashi e 

Sayama). 
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Objetivos e Hipóteses Científicas       

 

 

Nesta dissertação de mestrado objetivou-se a caracterização molecular do RNA L de 

TCSV obtido durante este projeto de mestrado, e estabelecer as bases para um sistema de 

genética reversa para Tospovirus baseado em mini-genomas (DI) transcritos in planta por um 

sistema dependente da expressão de T7RPol in planta e do suprimento de todas as 

proteínas virais por meio da inoculação de isolados virais auxiliares livres de DI. As hipóteses 

científicas trabalhadas nesta dissertação foram: 

 O uso da sequência de aminoácidos da proteína L dos tospovírus como critério 

taxonômico apresenta melhor poder de resolução filogenética do que a proteína N. 

 A adição de uma sequência promotora do fago T7 é suficiente para gerar transcritos 

de RNA das construções de DI estáveis de GRSV e TSWV pela T7RPol por meio de 

transcrição run-off in planta. 

 Transcritos contendo as extremidades 5’ e 3’ intactas dos segmentos L de GRSV e 

TSWV (DIs) serão reconhecidos pelas nucleoproteínas fornecidas por um vírus 

auxiliar, direcionando os transcritos para replicação in planta. 

 Os transcritos dos DI gerados nas folhas simultaneamente agroinfiltradas com 

T7RPol, infiltradas com o cDNA dos DI e inoculadas com um tospovírus auxiliar serão 

incorporados à infecção viral e translocados célula a célula de maneira sistêmica.
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Capítulo 2 - Caracterização Molecular da RNA Polimerase 

RNA Dependente de Tomato chlorotic spot virus (gênero 

Tospovirus, família Bunyaviridae) 

 

 

TCSV é um vírus de ssRNA(-) que pertence ao gênero Tospovirus e junto com 

Groundnut ringspot virus e Tomato spotted wilt virus é uma das espécies prevalentes deste 

gênero no Brasil. Este capítulo apresenta a busca por DIs de TCSV que culminou na obtenção 

e caracterização in silico de um cDNA correspondente ao RNA L deste vírus, que é composto 

por uma única ORF com 8619nt que codifica uma proteína de 2873 aminoácidos 

correspondente à RNA polimerase RNA dependente (proteína L). A análise filogenética de 

diferentes proteínas L confirma que TCSV é um membro do grupo americano de tospovírus, 

e a comparação da árvore filogenética baseada na proteína L com outra baseada na proteína 

N indica que a análise filogenética baseada na sequência da proteína L pode ser mais 

confiável do que a baseada na proteína N. 

 

2.1 Introdução 

 

O gênero Tospovirus (família Bunyaviridae) compreende vírus de ssRNA(-) que 

infectam plantas e artrópodes (Thysanoptera:Thripidae), diferentemente dos outros quatro 

gêneros desta família que infectam apenas mamíferos (Hantavirus), ou mamíferos e 

artrópodes (Orthobunyavirus, Phlebovirus e Nairovirus) (Nichot et al., 2005). A organização 

do genoma compreende três segmentos designados de acordo com o tamanho em RNA L, 

RNA M e RNA S, codificando um total de 6 proteínas a partir de 5 mRNA virais. O RNA L 

codifica a proteína L, uma RpRd, no cRNA viral (Chapman et al., 2003). A RpRd (proteína L) é 

uma proteína grande (> 2000 aminoácidos) e multifuncional responsável pela replicação do 

genoma viral e transcrição de todos os genes virais.  

 

 

 

Os resultados descritos neste capítulo foram publicados em uma versão modificada no periódico Archives of Virology 
sob o título: ‘Molecular characterization of the RNA-dependent RNA polymerase from Tomato chlorotic spot virus 
(genus Tospovirus, family Bunyaviridae) – DOI 10.1007/s00705-011-0973-4, disponível como anexo desta dissertação 
de mestrado. Uma errata sobre o artigo foi também produzida – DOI 10.1007/s00705-011-1051-7. 
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A proteína L é considerada uma proteína estrutural (está presente na partícula viral 

madura) já que se demonstrou estar associada ao RNA viral em um complexo denominado 

ribonucleoproteína (van Poelwijk et al., 1993). Em adição, um trabalho recente realizado por 

Reguera e colaboradores (2010) demonstrou que a porção N-terminal da RpRd de La Crosse 

virus (Orthobunyavirus) possui papel no mecanismo de “cap-snatching” (Duijsings et al., 

2001) viral desempenhando função de RNA endonuclease. 

Durante a propagação de inóculos de tospovírus por inoculação mecânica podem 

surgir versões defeituosas do RNA L que possuem tamanho menor do que o tipo selvagem 

deste segmento genômico (Resende et al., 1991). Ao longo de várias passagens seriadas, 

estas versões defeituosas se acumulam preferencialmente em detrimento ao RNA L 

selvagem. Em adição, as versões defeituosas do RNA L, que nas primeiras passagens são 

muitas e distintas, perdem variabilidade e um tipo específico de RNA defeituoso passa a 

predominar (Inoue-Nagata et al., 1998; Resende et al., 1991). Este efeito de acumulação de 

versões defeituosas do RNA L está associado a um abrandamento dos sintomas provocados 

pelos isolados de tospovírus, o que confere a esses RNAs defeituosos um caráter 

interferente no processo de infecção, estes RNAs portanto são denominados defectivos 

interferentes (DIs). Efeitos de temperatura e espécie hospedeira possuem influência sobre a 

ocorrência e o tipo de DIs gerados por meio de passagem mecânica seriada de um inóculo, e 

até hoje a maior parte das informações disponíveis sobre DIs foram obtidas para poucas 

espécies de tospovírus. Nenhum estudo foi feito ainda sobre a produção de DIs em 

condições climáticas tropicais e para TCSV. 

Os tospovírus possuem distribuição global, sendo que a América do Sul constitui a 

região de segunda maior diversidade do gênero com 11 espécies descritas (Pappu et al., 

2009; De Oliveira et al., 2011; Beikzadeh et al., 2012; Torres et al., 2012). Na América do Sul 

GRSV, TCSV e TSWV são as espécies prevalentes do gênero (De Ávila et al., 1993; Nagata et 

al., 1995; Lima et al., 2000). Enquanto GRSV foi descrito pela primeira vez como um isolado 

de TSWV infectando amendoim na África do Sul (De Ávila et al., 1990), TCSV é um 

representante genuinamente brasileiro dos tospovírus, caracterizado como um isolado de 

tospovírus infectando tomate. Os sintomas provocados por TCSV causam a redução de 

produtividade para culturas economicamente importantes como tomate e pimentão por 

meio da indução de nanismo severo, necrose foliar e do caule e anéis necróticos nos frutos 

(Resende et al., 1996). Recentemente, um isolado caracterizado por rearranjo 
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interespecífico foi descrito pela primeira vez, apresentando os segmentos S e L derivados de 

GRSV e o segmento M de TCSV (Webster et al., 2011). 

Este capítulo da dissertação apresenta a busca por novos DIs de tospovírus para a 

espécie TCSV que culminou no primeiro relato da sequência completa e análise in silico do L 

RNA de TCSV, assim como em uma comparação entre TCSV e outros tospovírus cujas 

sequências do RNA L estão disponíveis. 

 

2.2 Metodologia 

 

Inóculo viral 

O inóculo viral de TCSV utilizado para a obtenção do L RNA chama-se BR-03 e foi 

obtido da coleção de isolados de tospovirus mantida no Centro Nacional de Pesquisa de 

Hortaliças – EMBRAPA. O vírus foi propagado em plantas de Datura stramonium por meio de 

inoculação mecânica como descrito por García-Cano e colaboradores (2006). As plantas 

foram mantidas em casa de vegetação sob temperatura ambiente (mín. 12°C, máx. 31°C) 

entre os meses de junho a agosto de 2010. 

 

Extração de RNA total e RT-PCR 

RNA total foi extraído de folhas de D. stramonium sistemicamente infectadas com 

TCSV utilizando TRIzol Reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) de acordo com as instruções 

do fabricante. A obtenção do cDNA correspondente ao RNA L foi feita através de transcrição 

reversa seguida de PCR usando a enzima de transcrição reversa SuperScript III (Invitrogen, 

Carlsbad, CA, USA) e duas sequências iniciadoras (primers) específicas, ‘DI-sense’ (5’ 

AGAGCAATCAGGTAACAACG 3’) e  ‘DI-antisense’ (5’ AGAGCAATCAGGTAACAACT 3’) de 

acordo com o protocolo da enzima. A amplificação do RNA L foi realizada usando o mix 

enzimático Elongase Enzyme Mix (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) em protocolo otimizado 

para concentração final de 2mM de Mg2+ como recomendado pelo fabricante. As condições 

da PCR foram: 1 min. de hot-start a 80°C seguido de desnaturação inicial do cDNA a 94°C por 

45 segundos e realização de 35 ciclos de amplificação – 94°C por 30 seg., 55°C por 45 seg. e 

68°C por 9min. Os amplicons foram visualizados após eletroforese por gel de agarose a 1% 

(p/v) e coloração com brometo de etídio (EtBr). A eluição do fragmento intacto de 
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aproximadamente 9kbp foi feita com o kit Illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification 

(GE Healthcare) seguindo as instruções do protocolo incluso.  

 

Clonagem e sequenciamento do cDNA 

A clonagem foi realizada de acordo com as instruções do fabricante do vetor pCR4-

TOPO (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), gerando o plasmídeo AB8900. A clonagem foi 

confirmada por perfil de restrição usando as enzimas de restrição EcoRI e HindIII (Promega, 

Madison, WI, USA) (Fig. 4). As técnicas básicas de clonagem, extração de DNA plasmidial e 

eletroforese foram realizadas de acordo com os métodos descritos por Sambrook e Russell 

(2001).  

O sequenciamento completo do plasmídeo AB8900 foi feito pela empresa Macrogen 

Corp. (Coreia do Sul) usando o método de Sanger automatizado em capilar (Williams e 

Soper, 1995), por meio de primer-walking (10 reações de sequenciamento) até a obtenção 

de um inserto com 8.868pb.  

Análises in silico 

A análise dos cromatogramas, a construção dos contigs e a predição de ORFs do RNA 

L usou o programa de bioinformática Staden Package (Staden, 1996) versão 1.7.0. Os 

alinhamentos múltiplos de sequências de aminoácidos e nucleotídeos e as árvores 

filogenéticas foram feitos usando o programa MEGA, versão 5.05 (Tamura et al., 2011).  

As análises filogenéticas foram realizadas usando o algoritmo de Máxima 

Probabilidade (Maximum Likelihood) com mil replicatas (bootstrap). As sequências do RNA L 

dos seguintes vírus foram usadas para a análise comparativa: Tomato spotted wilt virus 

(NC_002052), Impatiens necrotic spot virus (NC_003625), Iris yellow spot virus (FJ623474), 

Capsicum chlorosis virus (NC_008302), Melon yellow spot virus (AB061774), Watermelon 

silver mottle virus (NC_003832), Groundnut bud necrosis virus (NC_003614), Tomato zonate 

spot virus (NC_010491), Calla lily chlorotic spot virus (FJ822961), Groundnut ringspot virus 

(NC_015469.1), Watermelon bud necrosis virus (GU731408.1), Bean necrotic mosaic virus 

(JF417980.1), Soybean vein necrosis associated virus (HQ728385.1) e a sequência de Tomato 

chlorotic spot virus (HQ700667.1) descrita neste estudo. 

Ainda, outras análises in silico foram feitas com o aplicativo InterProScan (Quevillon 

et al., 2005) para buscar similaridades entre a sequência de TCSV e domínios já conhecidos 

para outros vírus, e os programas ProtParam (Gasteiger et al., 2005) e SAPS (Brendel et al., 
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1992) para descrever as propriedades físico-químicas da proteína L de TCSV. Os resultados 

produzidos por três diferentes algoritmos de busca de estruturas secundárias em sequências 

de aminoácidos – GOR4, HNN e SOPMA (Combet et al., 2000) – foram superpostos 

manualmente e o consenso obtido foi usado para predizer a estrutura secundária da 

proteína L deduzida a partir da sequência de nucleotídeos do RNA L. As estruturas 

secundárias foram associadas à proteína L de TCSV somente quando havia consenso em pelo 

menos dois dos três algoritmos de busca. Regiões de alfa-hélice e folhas-beta menores do 

que 4 e 3 resíduos, respectivamente, foram excluídas da análise. Uma análise mais refinada 

da predição da estrutura secundária da proteína L foi feita para a região N-terminal a fim de 

comparar a estrutura predita com os resultados encontrados por Reguera e colaboradores. 

Para tanto, os resultados obtidos no consenso manual entre os três algoritmos citados acima 

foram comparados aos resultados do consenso produzido pelo algoritmo JPRED3 (Cole et al., 

2008). Quando houve desacordo entre os dois consensos sobre o tipo de estrutura 

secundária na sequência de aminoácidos, o segmento em desacordo foi considerado sem 

estrutura secundária.  A análise de identidade das sequências de nucleotídeos e aminoácidos 

das Tabelas 1 e 2 foi realizada com o aplicativo EMBOSS Stretcher. Com exceção dos 

programas Staden Package e MEGA, todos os outros algoritmos mencionados acima estão 

disponíveis através do sítio eletrônico ExPasy no endereço http://expasy.org/tools/. 

    

2.3 Resultados e Discussão 

 

Clonagem dos cDNAs derivados do RNA L de TCSV 

De acordo com os resultados apresentados na figura 4, quatro bandas recorrentes de 

tamanhos correspondentes a 1250, 1600, 4000 e 8900pb foram obtidas após RT-PCR usando 

os primers DI-sense e DI-antisense. Estas bandas foram eluídas do gel e clonadas em vetor 

pGEM-T easy (fragmentos de 1250 e 1600pb) ou pCR4-TOPO (fragmentos de 4000 e 

8900pb). A análise do perfil de restrição obtido com as enzimas ApaI, NotI e HindIII para o 

plasmídeo contendo o inserto de 8900pb foi similar ao produzido em uma simulação in 

silico, indicando que a banda não se tratava de um artefato da reação de PCR ou de alguma 

forma de contaminação.  
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Análise do sequenciamento 

O sequenciamento dos fragmentos de 1250, 1600 e 4000 pares de bases revelou que 

todos eles são fragmentos da RpRd viral e não DIs (dados não mostrados). O fragmento de 

8900pb, no entanto, correspondente ao RNA L intacto de TCSV foi depositado sob o número 

de acesso HQ700667.1 no GenBank e em outros bancos de dados de sequências genéticas a 

ele associados. O segmento genômico L de TCSV tem comprimento de 8.868nt (A, 37,6%; C, 

15,2%; T, 28,4% e G, 18,8%) e contém uma única ORF de 8619nt correspondente à proteína L 

(Tabela 1). A maior e menor identidade de nucleotídeos do RNA L de TCSV foram GRSV e 

Bean necrotic mosaic virus (BeNMV) com 82,1% e 56,9% de identidade, respectivamente. Os 

segmentos de TCSV e GRSV possuem a maior identidade em sequência de aminoácidos entre 

todos os segmentos de RNA L disponíveis nos bancos de dados, com 93,3%, enquanto a 

menor identidade de TCSV foi com BeNMV, um tospovírus pertencente a um possível novo 

grupo de tospovírus adaptados a hospedeiras leguminosas (soja e feijão) (De Oliveira et al., 

2011; Zhou et al., 2011), no valor de 43,7%. A Tabela 2 apresenta a matriz de identidade de 

aminoácidos mais completa disponível no momento para as espécies de tospovírus com 

sequências completas disponíveis da proteína L. 

 

 
 

 
 
 
 

 

Figura 4. RT-PCR do isolado de Tomato chlorotic spot virus (TCSV) após 3ª e 4ª passagens seriadas e confirmação 
da clonagem do cDNA de 8,9kb no vetor pCR4-TOPO por análise eletroforética em gel de agarose a 1% (p/v). Em 
(1), os retângulos vermelhos ressaltam as bandas mais recorrentes na amplificação por RT-PCR de plantas 
infectadas com TCSV. AS bandas correspondentes a 1250, 1600, 4000 e 8900pb foram eluídas do gel e clonadas em 
vetor pGEM-T easy (1250 e 1600) ou pCR4-TOPO (4000 e 8900pb). Em (2), o gel apresenta o perfil de restrição do 
plasmídeo para ApaI (A), NotI (B) e HindIII (C). De acordo com simulações in silico, o plasmídeo não contém sítios de 
ApaI e NotI, por isso permanece intacto. O perfil de restrição obtido para HindIII na simulação (coluna 2) gera 8 
fragmentos, dos quais 6 são visíveis no gel e 2 ficam localizados sob o RNA restante da minipreparação plasmidial. 
M – marcador 1kb DNA ladder (PROMEGA) e Coluna 1 simulação do padrão de bandas do marcador 1kb plus DNA 
ladder (Invitrogen). Os números ao lado da coluna M e da coluna 1 representam o tamanho das bandas em pares de 
bases (pb). 

1 2 
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Tabela 1 Comparação dos valores de identidade de nucleotídeos e aminoácidos entre Tomato chlorotic spot 
virus e outros tospovírus com sequências do RNA L disponíveis em bancos de dados 

Nº de acesso 
no GenBank 

Vírus 
(acrônimo) 

Tamanho 
da ORF do 
RNA L (nt) 

Ident. com 
a ORF L de 
TCSV (% nt) 

Tamanho  
da proteína 
(aa) 

Peso 
molecular 
(kDa) 

Ident. com 
ptn. L de 
TCSV (% aa) 

HQ700667.1 TCSV 8619 100 2873 330,740 100 
NC_002052 TSWV 8625 78,7 2875 331,503 85,5 
NC_003625 INSV 8595 70,1 2865 330,260 71,6 
FJ623474 IYSV 8619 58,5 2873 331,141 46,6 
NC_008302 CaCV 8631 58,8 2877 331,328 45,9 
NC_003614 GBNV 8631 58,5 2877 330,926 45,8 
NC_010491 TZSV 8655 58,5 2885 333,098 45,2 
FJ822961 CCSV 8649 59,1 2883 332,047 45,6 
NC_003832 WSMoV 8634 58,6 2878 331,777 45,8 
AB061774 MYSV 8610 58,3 2870 330,212 46,0 
NC_015469.1 GRSV 8622 82,2 2874 330,562 93,3 
JF417980.1 BeNMV 8796 56,9 2932 336,021 43,7 
HQ728385.1 SVNaV 8793 57,3 2931 336,482 43,9 
GU731408.1 WBNV 8634 58,4 2878 331,852 45,7 

TCSV Tomato chlorotic spot virus, TSWV Tomato spotted wilt virus, INSV Impatiens necrotic spot virus, IYSV Iris 
yellow spot virus, CaCV Capsicum chlorosis virus, GBNV Groundnut bud necrosis virus, TZSV Tomato zonate spot 
virus, CCSV Calla lily chlorotic spot virus, WSMoV Watermelon silver mottle virus, MYSV Melon yellow spot virus, 
GRSV Groundnut ringspot virus, BeNMV Bean necrotic mosaic virus, SVNaV Soybean vein necrosis associated 
virus, WBNV Watermelon bud necrosis virus 

 

 

 

Tabela 2 Matriz de identidade de aminoácidos entre espécies de tospovírus para a proteína L (RNA polimerase RNA dependente) 

 TCSV TSWV GRSV INSV IYSV CaCV CCSV MYSV GBNV TZSV WSMoV BeNMV SVNaV WBNV 

TCSV 100 85,5 93,3 71,6 46,6 45,9 45,6 46,0 45,8 45,2 45,8 43,7 43,9 45,7 

TSWV  100 86,1 68,5 44,2 44,0 43,8 44,1 44,1 43,7 43,6 42,0 42,1 44,1 

GRSV   100 71,4 46,7 46,2 45,8 46,1 46,1 45,6 46,3 43,7 44,2 46,2 

INSV    100 45,9 45,3 45,0 45,2 45,4 44,9 45,9 43,5 43,2 45,6 

IYSV     100 68,3 66,4 67,4 67,3 65,5 68,2 42,3 43,1 67,8 
CaCV      100 76,7 76,0 89,9 76,2 90,7 42,5 43,3 88,5 

CCSV       100 73,7 76,5 88,7 76,9 42,1 42,0 76,2 

MYSV        100 75,9 73,1 75,6 42,8 43,1 75,6 

GBNV         100 75,5 91,2 43,0 43,3 90,6 

TZSV          100 76,3 41,4 41,6 75,8 

WSMoV           100 43,0 43,3 90,1 

BeNMV            100 73,9 42,9 

SVNaV             100 43,3 
WBNV              100 

TCSV Tomato chlorotic spot virus, TSWV Tomato spotted wilt virus, INSV Impatiens necrotic spot virus, IYSV Iris yellow spot virus, CaCV 
Capsicum chlorosis virus, GBNV Groundnut bud necrosis virus, TZSV Tomato zonate spot virus, CCSV Calla lily chlorotic spot virus, 
WSMoV Watermelon silver mottle virus, MYSV Melon yellow spot virus, GRSV Groundnut ringspot virus, BeNMV Bean necrotic mosaic 
virus, SVNaV Soybean vein necrosis associated virus, WBNV Watermelon bud necrosis virus 
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Caracterização molecular do RNA L de TCSV 

A proteína L de TCSV possui 2873aa com peso molecular predito de 330,74kDa e 

ponto isoelétrico (pI) igual a 6,00. A análise feita com SAPS predisse um cluster 

negativamente carregado entre os aminoácidos 2842 e 2873. Dois motivos foram 

reconhecidos na sequência de aminoácidos de TCSV pelo aplicativo InterProScan, 

denominados ‘bunyaviral RNA-dependent RNA polymerase’ (bunya_RdRp) e ‘negative single-

stranded RNA virus RNA-directed RNA polymerase’ (ssRNA_RdRp). Estes motivos estão 

descritos na database PROSite sob os números de acesso PF04196 e PS50525, 

respectivamente. O motivo ‘ssRNA_RdRp’ está contido dentro do motivo bunya_RdRp, como 

demonstrado na Figura 5. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Busca de domínios e predição da estrutura secundária da proteína L de Tomato chlorotic spot virus 
(TCSV) por análise in silico. a) Representação esquemática da proteína L de TCSV (2873aa). Dois domínios foram 
identificados pelo programa InterProScan, assim como foi confirmado um domínio putativo de endonuclease por 
meio da predição de estrutura secundária e comparação com a estrutura descrita por Reguera e colaboradores 
(2010) para La Crosse virus (LaCV). b) Características estruturais secundárias dos primeiros 250 aminoácidos da 
proteína L de TCSV obtidas pelo consenso entre diferentes algoritmos de predição (GOR4, HNN, SOPMA e JPRED3). 
H…E…PD…DxK…T são aminoácidos conservados do domínio putativo da endonuclease encontrado em LaCV. Na 
figura estes aminoácidos estão numerados de acordo com suas posições na sequência da proteína L. O domínio de 
endonuclease está localizado entre os aminoácidos 55 e 208 (área contida dentro do retângulo). Na figura, as 
marcações em verde correspondem a regiões de alfa-hélice e as marcações em vermelho correspondem às folhas-
beta. Em azul estão enfatizados os aminoácidos conservados característicos do domínio de endonuclease. 



37 
 

 

O motivo ssRNA_RdRp é encontrado em todas as polimerases de vírus de ssRNA(-) e 

corresponde aos domínio catalíticos conservados (preA e A-E) associados a atividade 

nucleotidil transferase promovida por esta classe de enzimas (O'reilly e Kao, 1998). 

 

Análises filogenéticas 

Foram realizadas análises filogenéticas baseadas em sequências disponíveis das 

proteínas L e N de tospovírus. Após o alinhamento múltiplo das sequências de aminoácidos 

usando o algoritmo Muscle com 8 iterações baseadas em Neighbor Joining, utilizou-se o 

algoritmo Best-Fit Model para a determinação do melhor modelo de evolução molecular 

possível utilizando o método de Máxima Probabilidade (Maximum Likelihood) para cada 

alinhamento. O modelo escolhido para a filogenia baseada na proteína L foi JTT+G(4)+I+F 

enquanto o modelo para a proteína N foi WAG+G(4). As duas árvores filogenéticas foram 

calculadas utilizando 1.000 replicatas (bootstrap). Todos os algoritmos mencionados acima 

fazem parte do programa de análises filogenéticas Mega 5 (Tamura et al., 2011). Os 

resultados confirmaram que nas duas filogenias TCSV é um membro do grupo americano de 

tospovírus, como esperado (Fig. 6).  

Em comparação a filogenias anteriores baseadas no gene N (De Ávila et al., 1993) ou 

nas comparações utilizando as sequências de aminoácidos da proteína NSm e das 

glicoproteínas Gn e Gc que apresentaram comportamento filogenético semelhante a 

proteína N (Silva et al., 2001; Lovato et al., 2004), o uso do método de Máxima Probabilidade 

ao invés de Agrupamento de Vizinhos (Neighbor Joining) e a adição de novas espécies as 

árvores apresentadas na Figura 6 parecem tornar menos clara a história evolutiva de 

algumas das espécies sul-americanas (GRSV, TCSV e TSWV). Em classificações anteriores 

GRSV e TCSV descendem de um mesmo ancestral comum, distinto do ancestral comum de 

TSWV, enquanto na classificação apresentada neste estudo as três espécies descendem de 

um mesmo ancestral comum e a diferença entre elas é uma medida da quantidade de 

mutações acumuladas em relação ao ancestral comum. Neste sentido, a filogenia baseada 

na proteína L apresenta uma resolução da história evolutiva dessas três espécies mais 

próxima da filogenia comumente aceita para o gênero Tospovirus (Nichot et al., 2005) do 

que a filogenia baseada na proteína N. 

Além do caso mencionado acima para a evolução de TSWV, TCSV e GRSV, existem 

outras diferenças topológicas entre as duas filogenias propostas neste estudo. A resolução 
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da história evolutiva para o grupo de tospovírus asiáticos WSMoV, CaCV, GBNV e WBNV 

parece ser melhor para a proteína L do que a proteína N (Fig. 6).  

Outro ponto da evolução do gênero Tospovirus em que as proteínas L e N divergem é 

sobre o Novo Grupo de Tospovirus, aparentemente especializados na infecção de plantas 

leguminosas. Estas novas espécies-tentativas do gênero Tospovirus possuem círculo de 

hospedeiros muito restrito, apresentam um domínio C-terminal rico em lisinas que não 

ocorre em nenhuma das outras espécies de Tospovirus caracterizadas (De Oliveira et al., 

2011; Zhou et al., 2011) e filogeneticamente divergem de todas as outras espécies de 

Tospovirus conhecidas (Fig. 6). Análises filogenéticas prévias indicam, no entanto, que 

BeNMV e SVNaV estão mais proximamente relacionadas ao gênero Tospovirus do que a 

qualquer outro gênero da família Bunyaviridae (dados não mostrados).  

Na Figura 6, quando a proteína L é usada como caractere taxonômico, o Novo Grupo 

diverge dos demais grupos de tospovírus na posição mais ancestral da filogenia e aparece 

como um ramo paralelo aos grupos de tospovírus já conhecidos. A filogenia baseada na 

proteína N posiciona o Novo Grupo como descendente do ancestral comum de todas as 

espécies do gênero, e sua separação dos grupos conhecidos de tospovírus é caracterizada 

pelo surgimento de um ramo paralelo ao ancestral comum do Grupo Americano. Ainda não 

há dados disponíveis, no entanto, para afirmar qual das duas filogenias é mais precisa 

quanto ao posicionamento do Novo Grupo na evolução do gênero Tospovirus. 
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Figura 6. Análises filogenéticas de tospovírus. A) Filogenia do gênero Tospovirus baseada na sequência de 
aminoácidos da proteína L. B) Filogenia baseada na proteína N como caractere taxonômico. O algoritmo de Máxima 
Probabilidade (Maximum Likelihood) usando os modelos de evolução molecular JTT + G(4) + I + F e WAG + G(4) com 
1.000 replicatas foi empregado, respectivamente, para resolver a evolução das proteínas L e N. Os valores de 
confiabilidade para os mesmo eventos evolutivos são maiores quando a proteína L é utilizada como critério 
taxonômico, em detrimento a proteína N. Os acrônimos utilizados para nomear as espécies estão explicitados nas 
Tabelas 1 e 2.  
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A filogenia baseada na proteína L parece ser mais confiável quanto à distinção entre 

espécies do que a proteína N, o que é evidenciado por valores de confiabilidade maiores 

para os eventos filogenéticos baseados nos algoritmos de análise filogenética utilizados. Isso 

indica que a filogenia baseada na proteína L pode ser mais representativa das mudanças 

evolutivas já fixadas entre as espécies do gênero, por ser uma proteína mais conservada do 

que a proteína N e estar sob forte pressão negativa de seleção enquanto, aparentemente, a 

proteína N está sob pressão positiva de seleção, é mais variável do que a proteína L. Em 

outras palavras, por ser uma proteína menos variável do que a proteína N, quando a 

distância evolutiva entre as espécies do gênero Tospovirus é avaliada usando a proteína L 

como critério taxonômico, tem-se uma indicação da fixação dos eventos de especiação, 

enquanto a maior variabilidade da proteína N indica tendências de especiação. 

A diferenciação entre GRSV e TCSV é um bom exemplo da análise feita acima. Neste 

caso, o valor de confiabilidade do evento de diferenciação entre TCSV e GRSV aferido pelo 

uso da proteína N como critério taxonômico é de 91%, enquanto a filogenia baseada na 

proteína L revela um valor de confiabilidade para este evento de especiação igual a 100% 

(Fig. 6). Existem claro, outros fatores relevantes para a classificação de isolados como 

espécies distintas como o círculo de hospedeiros, a sintomatologia provocada pelo isolado e 

o local de ocorrência do isolado. Para TCSV e GRSV estes fatores de classificação foram 

importantes para a separação dos isolados em duas espécies distintas já que para essas 

espécies há reação cruzada em ensaios de detecção usando métodos imunológicos (De Ávila 

et al., 1990; De Ávila et al., 1993a,b). No entanto, métodos imunológicos ainda são 

comumente utilizados para a diagnose rotineira de isolados, o que pode levar a erros como o 

ocorrido neste estudo em que se pensava, originalmente, que o isolado obtido era de GRSV 

e não TCSV. À época da publicação do artigo referente a este estudo (Bertran et al., 2011), 

não havia outras sequências (parciais ou completas) depositadas do RNA L de TCSV ou GRSV 

com as quais se pudesse comparar o resultado do sequenciamento do isolado utilizado, a 

fim de evitar a classificação incorreta da sequência produzida neste estudo.  

Pouco tempo após a publicação do artigo científico produzido por nosso grupo, um 

artigo escrito por Webster e colaboradores  (2010) relatou a primeira ocorrência de GRSV no 

hemisfério norte e tornou pública as sequências completas para os três segmentos gênicos 

do isolado e duas sequências parciais de referência para o RNA L de TCSV e GRSV. Com estes 

dados em mãos, pudemos fazer uma comparação da sequência obtida do isolado utilizado 
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neste estudo com o RNA L completo do isolado descrito por Webster e colaboradores e com 

as sequências de referência por eles depositadas. A comparação demonstrou que a 

sequência depositada pelo nosso grupo de pesquisa era 82,1% idêntica à sequência 

depositada por Webster e colaboradores para o RNA L de GRSV e 95,5% idêntica à sequência 

de referência por eles utilizada para TCSV. Frente à ocorrência, recentemente descrita 

(Webster et al., 2011), de rearranjos entre segmentos virais de espécies distintas para o 

gênero Tospovirus, clonamos e sequenciamos o gene da proteína N e da proteína NSm do 

mesmo isolado utilizado em nosso estudo. Os resultados revelaram que se tratava de um 

isolado intacto de TCSV e não de um isolado derivado de rearranjo. Estes resultados foram 

publicados na forma de uma errata ao artigo original (Bertran et al., 2011). 

 

Caracterização do domínio N-terminal endonucleolítico da proteína L de TCSV 

Em um trabalho recente publicado por Reguera e colaboradores (2010) foi proposta a 

presença de um domínio N-terminal na proteína L com atividade endonucleolítica de RNA, 

imprescindível para a ocorrência do “cap-snatching” em Bunyaviridae a partir da análise 

cristalográfica de fragmentos da região N-terminal da proteína L de La Crosse virus 

(Hantavirus) associada a uma análise de resíduos de aminoácidos conservados presentes 

neste fragmento. No intuito de caracterizar molecularmente a proteína L de TCSV, análises in 

silico buscando os resíduos de aminoácidos conservados foram feitas e provou-se que eles 

estão presentes na região N-terminal da proteína L de TCSV entre os aminoácidos 55 e 208 

(Fig. 5). A ocorrência dos resíduos de aminoácidos conservados pode estar relacionada à 

manutenção de uma estrutura secundária preservada para este domínio (Gherardini e 

Helmer-Citterich, 2008). Portanto, foi feita a predição da estrutura secundária dos primeiros 

250 aminoácidos de TCSV, baseando-se no consenso entre quatro diferentes algoritmos de 

busca de estrutura secundária: GOR4, HNN, SOPMA e JPRED3 (Fig. 5). O resultado 

encontrado reflete que ao menos os dois resíduos universalmente conservados associados à 

função endonucleolítica da porção N-terminal da proteína L dos vírus de ssRNA(-) 

segmentados (H e PD) (Reguera et al., 2010) estão corretamente posicionados no domínio 

N-terminal de TCSV em relação às estruturas secundárias a eles associados. 

Permanece ainda por ser pesquisado, no entanto, se a região N-terminal da proteína 

L de TCSV possui um domínio de ligação a ácidos nucleicos, que seria responsável pelo 

sequestro e coordenação de mRNAs celulares no processo de cap-snatching. Entretanto, 
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evidências provenientes do estudo da polimerase de Influenza A, indicam que as duas 

extremidades da proteína L (N e C-terminal) parecem participar da coordenação de mRNAs 

celulares e virais, enquanto a porção central da proteína L desempenharia a função de 

polimerase propriamente dita (Reguera et al., 2010). 

 

2.4 Perspectivas do trabalho 

  

O clone contendo o RNA L de TCSV está sob comando do promotor T7 e pode ser 

utilizado para a produção in vitro do RNA L, ou ainda como fonte para a construção de um 

plasmídeo de expressão contendo a ORF da proteína L. Uma vez que possuímos o RNA L 

completo, obtido a partir de um único cDNA de 8,9kb, é possível usar o mesmo inóculo como 

fonte para os RNAs M e S, visando a construção de um clone infeccioso de TCSV a partir da 

co-transfecção de plasmídeos contendo os três segmentos genômicos virais e plasmídeos de 

expressão para Agrobacterium contendo os gene da proteína N e L em culturas vegetais 

celulares em suspensão (BY-2) estavelmente expressando a proteína T7RPol ou em 

protoplastos de N. benthamiana, com a adição de um plasmídeo de expressão para o gene 

da T7RPol.  
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Capítulo 3 - Desenvolvimento de um Sistema de Genética 

Reversa de Tospovírus via Moléculas de RNA Defectivo-

Interferente (DI RNA) 

 

 

A partir do desenvolvimento de sistemas de genética reversa para o estudo dos vírus 

de ssRNA(-) houve um salto na quantidade e na aplicabilidade do conhecimento produzido 

para esta classe viral. No entanto, os vírus de planta foram pouco beneficiados por esta 

revolução científica já que barreiras técnicas ao desenvolvimento de culturas celulares 

vegetais e métodos eficientes de inoculação viral ainda não foram totalmente superadas. O 

gênero Tospovirus compreende o único gênero da família Bunyaviridae que tem como 

hospedeiro células vegetais. As doenças provocadas pelas espécies deste gênero são de 

extrema relevância para o agronegócio. A espécie-tipo do gênero, Tomato spotted wilt virus, 

figura como o segundo patógeno viral de plantas de maior relevância para a fitopatologia de 

acordo com uma recente votação entre os pesquisadores da área (Scholthof et al., 2011), no 

entanto ainda não existe um sistema de genética reversa disponível para o seu estudo (ou 

dos outros membros do gênero Tospovirus). Neste capítulo é feito um histórico da 

construção de sistemas de genética reversa para a família Bunyaviridae, seguido da 

descrição de uma estratégia de desenvolvimento de genética reversa pioneira para esta 

família viral a partir do uso de RNAs defectivos-interferentes in planta. 

 

3.1 Introdução 

 

A família Bunyaviridae compreende vírus de ssRNA(-) envelopados com genoma tri-

segmentado e morfologia circular da partícula viral. São ao todo cinco gêneros pertencentes 

a essa família, Orthobunyavirus, Nairovirus, Phlebovirus, Hantavirus e Tospovirus, sendo que 

desses, somente o gênero Hantavirus não é transmitido por meio de vetores da classe 

Insecta (a transmissão é do tipo circulativa-propagativa) (Nichot et al., 2005).  

O gênero Tospovirus é o único entre os bunyavírus formado por vírus que infectam 

plantas. Os três RNAs genômicos do gênero são divididos por tamanho em RNA L (Large), M 
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(Medium) e S (Small), assim como para os outros gêneros da família Bunyaviridae. No 

entanto, codificam, respectivamente, a proteína L (RpRd), as proteínas NSm (ptn. de 

movimento) e Gn/Gc (glicoproteínas do envelope) e as proteínas NSs (ptn. supressora de 

silenciamento gênico) e N (ptn. do nucleocapsídeo) (Nichot et al., 2005), enquanto para 

Hantavirus e Nairovirus não há genes ortólogos à NSm e NSs e para Phlebovirus e 

Orthobunyavirus há proteína NSs e um gene ortólogo à NSm, mas com função distinta.  

A espécie-tipo do gênero Tospovirus, Tomato spotted wilt virus, infecta mais de mil 

espécies hospedeiras distintas e é uma das maiores causadoras de prejuízos à produção 

agrícola (os vírus perdem apenas para os fungos neste aspecto) (Pappu et al., 2009). O 

gênero é composto ainda por mais 23 espécies que infectam hortaliças, plantas ornamentais 

e fabáceas (feijão e soja) (Pappu et al., 2009; De Oliveira et al., 2011; Zhou et al., 2011). 

 A genética reversa de vírus de ssRNA(-) segmentados começou com o relato da 

primeira partícula viral de Bunyamwera virus (BUNV) gerada completamente a partir de 

cDNAs e três plasmídeos de expressão contendo as proteínas N, L e o precursor glicoproteico 

de Gn e Gc (GPp) sob comando do promotor T7 (Bridgen e Elliott, 1996). Desde então foram 

produzidos mais de 20 artigos relatando a montagem das partículas virais (Kohl et al., 2006; 

Shi et al., 2010) e a análise funcional das proteínas Gn e Gc (Shi et al., 2004; Shi et al., 2005; 

Shi et al., 2007), NSm (Shi et al., 2006), NSs (Bridgen et al., 2001; Weber et al., 2001; Weber 

et al., 2002; Kohl et al., 2003; Streitenfeld et al., 2003; Leonard et al., 2006) e N (Kohl et al., 

2004; Lowen e Elliott, 2005; Blakqori et al., 2009), publicados nas revistas de maior impacto 

da área (e.g. Journal of Virology). 

 Recentemente, Geerts-Dimitriadou e colaboradores (2011) relataram o uso eficiente 

de um dos sistemas desenvolvidos para genética reversa de Bunyamwera virus (Lowen et al., 

2004) aplicado à genética reversa de tospovírus. Este sistema, no entanto, utiliza células de 

mamífero (BHK) modificadas para expressão constitutiva do gene da T7RPol e pode não 

representar um bom modelo para analogias ao comportamento do vírus em células vegetais. 

Em adição, o trabalho de Geerts-Dimitriadou e colaboradores não visou o resgate de 

partículas virais de Tospovirus, mas sim, o estudo da função das regiões intergênicas dos 

RNAs M e S utilizando um sistema repórter baseado em luciferase e na expressão das 

proteínas N e NSs de TSWV. A genética reversa de tospovírus, portanto, ainda é um campo 

em aberto. 
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 Existem algumas alternativas disponíveis para os pesquisadores que desejam 

desenvolver um sistema de genética reversa de tospovírus como: i) o uso de células de tripes 

mantidas em cultura (Nagata et al., 1997). No entanto, esta linhagem celular foi perdida e 

nenhuma tentativa nova de produção de linhagens celulares a partir de tecidos de tripes foi 

feita desde então (prof. Dr. Tatsuya Nagata, comunicação pessoal 2011); ii) o cultivo de 

gametóforos de Physcomitrella patens (Huhns et al., 2003) uma espécie de musgo altamente 

permissiva a modificações genéticas por meio de recombinação homóloga (as taxas de 

recombinação chegam a 90% de eficiência); iii) a produção de protoplastos, utilizada com 

sucesso em diversos estudos, principalmente sobre a função da proteína NSm de tospovírus 

(Storms et al., 1995; Kikkert et al., 1997; Steinecke et al., 1998; Kikkert et al., 1999; 

Lewandowski e Adkins, 2005; Ribeiro et al., 2008; Li et al., 2009b). Neste caso, de 4 a 7 

plasmídeos devem ser transfectados (por eletroporação, agroinfiltração ou fusão de 

lipossomos) simultaneamente para o resgate de partículas virais; iv) o uso de culturas 

celulares vegetais em suspensão (e.g. BY-2) expressando constitutivamente o gene da 

T7RPol e transfectadas por meio de agroinfiltração com pelo menos 3 plasmídeos ao mesmo 

tempo; v) o uso de RNAs defectivos-interferentes (DIs) como mini-genomas, aptos ao estudo 

das características necessárias de um RNA tipo-viral para o reconhecimento e replicação da 

RpRd, estudos transcricionais e de regulação da expressão gênica e uso como molécula 

repórter para o estudo do ciclo infeccioso e empacotamento de novas partículas virais em 

tempo real. 

 Neste capítulo é descrita a construção de um sistema de transcrição in planta 

baseado em T7 RNA polimerase (T7RPol) e auxiliado pela inoculação de isolados de 

tospovírus livres de DIs para a amplificação dos cDNAs dos DIs estáveis de TSWV (3,1kb) e 

GRSV (2,0kb). Os resultados iniciais demonstram que, em pelo menos uma ocasião, houve 

transcrição dos cDNAs inoculados pela T7RPol após 72hs da infiltração dos cDNAs no tecido 

vegetal. Como as moléculas de RNA dos DIs possuem as extremidades terminais 

complementares e formam estruturas secundárias na forma de cabo de panela (pan-handle) 

assumiu-se que elas podem ter sido endereçadas para degradação nesses experimentos 

preliminares, sem a inoculação dos vírus auxiliares. Nos experimentos realizados com a 

inoculação do vírus auxiliar, no entanto, não foi possível detectar a replicação ou acúmulo 

dos DIs por meio de northern blotting, possivelmente pelo não funcionamento da 

agroinfiltração com o gene da T7RPol. Perspectivas futuras para o desenvolvimento do 
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sistema de genética reversa baseada no uso de RNAs defectivos incluem a adição de 

ribozimas às moléculas dos DI, testes com outros promotores transcricionais, clonagem dos 

DIs em vetores binários e mudanças dos intervalos e da ordem de inoculação da T7RPol, DIs 

e vírus auxiliar. 

 

 3.2 Metodologia 

  

Inóculos Virais e Plantas Hospedeiras 

 Seis isolados virais distintos coletados no campo ou preservados a -80°C a 

partir de plantas infectadas no campo, três de TSWV (‘TSWV SP’, ‘TSWV Pimenta’ e TSWV 

‘Fruto’) e três de GRSV (‘GRSV Tospo Campo’, ‘GRSV Tospo CNPH’ e ‘GRSV Fernanda’) foram 

obtidos da coleção de isolados de tospovirus do Centro Nacional de Pesquisa de Hortaliças 

(CNPH, Embrapa) e propagados em plantas de pimentão (Capsicum chinense PI), Datura 

stramonium ou Nicotiana benthamiana por inoculação mecânica (Garcia-Cano et al., 2006) 

para identificação. Após o surgimento de sintomas em folhas sistemicamente infectadas, 

estas foram coletadas e armazenadas a -80°C. Os isolados foram analisados para a presença 

de RNAs defectivos-interferentes por meio de Northern Blotting (Fig. 10). Foram feitos dois 

géis desnaturantes nos quais se correu as mesmas amostras de RNA total coletadas de 

folhas sistemicamente infectadas a 14 d.p.i. para os seis isolados obtidos da Embrapa-CNPH. 

Os isolados foram dispostos no gel (e consequentemente nas membranas) na seguinte 

ordem: 1 – TSWV SP; 2 – GRSV Tospo Campo; 3 – GRSV Tospo CNPH; 4 – TSWV Pimenta; 5 – 

TSWV Fruto; 6 – GRSV Fernanda. Cada uma das membranas referentes aos géis foi 

hibridizada com uma sonda diferente (Fig. 10). 

Para os experimentos de transcrição in planta dos DIs para a prova conceitual de 

funcionamento do sistema de genética reversa para Tospovirus utilizou-se apenas plantas de 

N. benthamiana jovens (entre 5-7 folhas verdadeiras) mantidas em casa de vegetação entre 

dezembro de 2011 e janeiro de 2012. 

  

RT-PCR e clonagem 

 Os isolados de tospovírus escolhidos para os experimentos de transcrição dos DIs in 

planta tiveram o gene N identificado por sequenciamento (Macrogen Corp., Coreia do Sul) 

para confirmação dos resultados obtidos nos experimentos de hibridização. Para tanto, 1μL 
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do RNA total de cada amostra selecionada foi utilizado para reação de RT-PCR usando a 

enzima M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen) seguindo as instruções do fabricante. 

Foram adicionados dois primers para a transcrição dos cDNAs, J13 e UHP (Cortez et al., 2001) 

que são primers conservados e se anelam respectivamente, nas extremidades 5’ e 3’ dos 

três segmentos gênicos de tospovírus e na região intergênica dos segmentos M e S. A 

amplificação por PCR foi feita com a enzima Taq Platinum DNA Polymerase (Invitrogen) de 

acordo com as recomendações do fabricante usando temperatura de anelamento dos 

primers de 50°C e tempo de extensão de 3min. Devido a certa inespecificidade esperada, 

especialmente para o primer J13, mais uma rodada de RT-PCR e clonagem em pGEM-T easy 

foi realizada, de acordo com as instruções dos fabricantes, desta vez utilizando primers 

específicos para a amplificação da proteína N de TCSV, GRSV e TSWV, gentilmente cedidos 

pela Dra. Mariana Halwass (Embrapa-CNPH).  

Os produtos de PCR foram eluídos após eletroforese usando o kit Illustra GFX PCR 

DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare) de acordo com o manual incluído. As bandas 

eluídas foram quantificadas usando Nanodrop (Thermo Scientific) e as reações de ligação 

realizadas por 16h, de acordo com as orientações do manual do plasmídeo pGEM-T easy 

(PROMEGA). No mínimo dez clones de cada transformação foram analisados por extração de 

DNA plasmidial e digestão com a enzima EcoRI (New England Biolabs - NEB). Os clones que 

continham os insertos foram novamente crescidos em 5mL de meio líquido contendo os 

antibióticos apropriados e a extração de DNA plasmidial feita com o kit PureLink™ Quick 

Plasmid Mini-prep (Invitrogen). Em seguida, os DNAs plasmidiais foram quantificados por 

Nanodrop e as amostras tiveram suas concentrações ajustadas para o envio à Macrogen 

Corp, Coreia do Sul. Os cromatogramas foram analisados usando o programa Staden 

Package (Staden, 1996) versão 1.7.0. As sequências obtidas foram comparadas ao banco de 

dados completo (nr) do GenBank usando a ferramenta BLASTn.        

 

RNAs defectivos-interferentes 

 Os RNAs defectivos-interferentes utilizados neste estudo foram descritos por 

Resende e colaboradores (1992) e são as formas mais estáveis (sempre encontradas em 

maior concentração) de DIs dos isolados BR-01 (TSWV) e SA-05 (GRSV). Os DIs foram 

inicialmente resgatados a partir de plasmídeos pBSK+ (Stratagene) por PCR utilizando os 

primers ‘DI-sense’ (5’ AGAGCAATCAGGTAACAACG 3’) e ‘DI-antisense’ (5’ 
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AGAGCAATCAGGTAACAACT 3’) e clonados em pGEM-T easy (PROMEGA) de acordo com o 

manual do sistema de clonagem. Após a clonagem, os plasmídeos foram sequenciados 

(Macrogen Corp., Coreia do Sul) a fim de confirmar a integridade das suas ORFs e dos 

terminais 5’ e 3’. A preparação dos clones para sequenciamento seguiu as mesmas 

recomendações descritas acima. 

Para utilização nos experimentos de transcrição in planta foi desenhado um novo par 

de primers adicionando o promotor T7 (5’ TAATACGACTCACTATAGGG 3’) ao primer ‘DI-

sense’, resultando no primer DI T7 Promoter (5’ 

TAATACGACTCACTATAGGGAGAGCAATCAGGTAACAACG 3’) e o sítio de reconhecimento da 

enzima de restrição BspEI (5’ T▼CCGGA 3’) ao primer ‘DI-antisense’ resultando no primer DI 

BspEI (5’ TCCGGAGAGCAATCAGGTAACAACT) (Fig. 7).  

Os amplicons obtidos com esses primers foram mais uma vez clonados em pGEM-T 

easy e confirmados por digestão utilizando as enzimas de restrição BspEI (NEB) e AccIII 

(PROMEGA) (isoesquizômeros) de acordo com as instruções dos fabricantes (Fig. 8). Como 

ambas as enzimas são sensíveis a metilação do tipo dam presente nos plasmídeos replicados 

em células da linhagem DH5α de E.coli comumente utilizada no laboratório para a produção 

de células eletrocompetentes, novas células eletrocompetentes foram produzidas para uma 

linhagem de E. coli deficiente na produção de metilações dos tipos dam e dcm, JM110 

(Stratagene), a fim de confirmar a incorporação correta do sítio de restrição às moléculas 

dos DIs. Ainda outra enzima de restrição foi utilizada nos experimentos de infiltração para 

linearizar os plasmídeos contendo os DIs de GRSV e TSWV derivados de E. coli DH5α, SacI-HF 

(NEB), localizada 49pb após o término da sequência dos DIs.  

 

Construção do vetor binário pBinT7RPol 

O vetor binário pBinT7RPol foi construído a partir da clonagem de um inserto 

derivado do vetor binário pRAPS-T7. O vetor pRAPS possui o promotor 35S de Cauliflower 

mosaic virus (CaMV) e o terminador da enzima nopalina-sintase, que não estão presentes 

em pBinplus. Tanto o vetor pRAPS quanto um produto de PCR de 2651pb correspondente ao 

gene da RNA polimerase DNA dependente do fago T7 foram digeridos com NotI e XbaI (NEB) 

para a clonagem do inserto. Em seguida, a subclonagem do inserto foi feita em um vetor 

pBinplus modificado, contendo os sítios de reconhecimento das enzimas de restrição AscI e 

PacI. A marca seletiva do vetor pBinT7RPol é o antibiótico canamicina. A construção do 
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plasmídeo foi realizada pela pesquisadora M.Sc. Natália Lucinda. O plasmídeo foi 

gentilmente cedido para a realização dos experimentos de transcrição in planta dos DIs de 

GRSV e TSWV. 

 

Agroinfiltração, inoculação dos DIs e inoculação mecânica de vírus  

Células eletrocompetentes de Agrobacterium tumefaciens linhagem GV3101 foram 

transformadas com o plasmídeo pBinT7RPol, mantidas em meio SOC por uma hora após o 

choque e semeadas em meio LB-ágar à 1,4% (p/v) contendo os antibióticos rifampicina 

(50μg/mL) e kanamicina (100μg/mL). As placas foram mantidas a 28°C por 48hs. Os clones 

foram selecionados por amplificação via PCR do gene da T7RPol do extrato de DNA 

plasmidial produzido em pequena escala (mini-prep) (Sambrook e Russell, 2001). 

O protocolo de expressão transiente por agroinfiltração seguiu as recomendações de 

Bucher et al. (2003). Brevemente, uma colônia isolada de um dos clones confirmados por 

PCR foi crescida em meio LB contendo os antibióticos rifampicina e canamicina por 16hs 

(overnight) sob agitação (200rpm) a 28°C. Frações de 600μL desta cultura foram inoculadas 

em 2,4mL de meio de indução completo contendo acetoseringona e os antibióticos 

rifampicina e canamicina e crescidas sob agitação (200rpm) por mais 16hs. Em seguida, as 

células foram centrifugadas a 3.000rpm por 10 minutos em um rotor JA-14 (Beckman-

Coulter), o sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspenso em 1mL de tampão MS 

completo. A densidade óptica (OD600) da cultura foi medida e ajustada para 0,5 (para um 

valor de         céls. igual a OD600 1). A agroinfiltração foi realizada com o uso de seringas 

para insulina (vol. máx. 1mL) das quais as agulhas foram retiradas. Volumes iguais de inóculo 

foram infiltrados na parte abaxial das folhas de plantas de Nicotiana benthamiana jovens (5-

7 folhas verdadeiras) regadas 20 minutos antes da infiltração. 

Para a inoculação dos DIs, aproximadamente 3μg de DNA plasmidial (DIs em pGEM-T 

easy) de cada DI foi digerido overnight com SacI-HF (NEB), seguido por inativação da enzima 

a 65°C por 15 minutos. Em seguida, o DNA foi recuperado utilizando o kit Illustra GFX PCR 

DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare) de acordo com as instruções do protocolo 

incluso e outra digestão overnight feita com BspEI (NEB), seguida de inativação da enzima a 

80°C por 20min. Quando o DNA utilizado para a inoculação era derivado de plasmídeos 

provindos de E. coli DH5α, no entanto, estes últimos dois passos eram suprimidos do 

protocolo. 
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O volume inteiro de digestão, contendo 3μg do DNA agora linearizado, é adicionado a 

3mL de tampão MS completo e misturado por inversão em tubos de centrífuga de 15mL, 

resultando em uma concentração final de DNA de 1ng/μL. Tipicamente, 300μL desta solução 

foram infiltrados na porção abaxial das folhas previamente agroinfiltradas com T7RPol por 

meio da pressão do êmbolo de seringas para insulina (vol. máx. 1mL) cujas agulhas foram 

retiradas, ou então por meio de inoculação mecânica usando o agente abrasivo celite. 

A inoculação mecânica dos isolados virais livres de DIs foi feita macerando-se tecido 

foliar sistemicamente infectado (guardado a -80°C ou a partir de tecido sintomático fresco 

de plantas previamente inoculadas – 7-10 d.p.i.) em 15mL de tampão de inoculação (Garcia-

Cano, Resende et al., 2006) contendo o agente abrasivo celite. Hastes flexíveis de algodão 

estéreis foram utilizadas para a aplicação do macerado na porção adaxial de no máximo 3 

folhas por planta, excluindo-se preferencialmente as folhas mais jovens. 

 

Extração de RNA total 

A extração de RNA total a partir dos tecidos foliares infiltrados e inoculados foi feita 

utilizando TRIzol Reagent (Invitrogen) de acordo com as instruções do fabricante. Para evitar 

eventuais variações entre as diversas coletas, cada extração foi mantida em TRIzol a -80°C 

até a coleta da última folha de cada experimento, de modo que todas as amostras fossem 

processadas ao mesmo tempo. O RNA total foi quantificado em Nanodrop (Thermo 

Scientific) e os valores de concentração e absorbância 260/280 anotados para cada amostra. 

Todas as amostras de RNA total foram mantidas a -80°C. 

 

Produção de sondas de DNA marcadas com digoxigenina 

A incorporação de digoxigenina 11-dUTP aos produtos de PCR correspondentes aos 

DIs estáveis de GRSV (2,0kb) e TSWV (3,1kb) foi realizada com o kit PCR DIG Probe Synthesis 

(Roche Applied Science) de acordo com as instruções do fabricante utilizando os primers “DI-

sense” e “DI-antisense”. Os produtos de PCR foram analisados para a incorporação da 11-

dUTP digoxigenina por eletroforese em gel de agarose a 1% (p/v) e comparados a 

amplificações controle nas quais se utilizou uma mistura normal de dNTPs (Fig. 9). 
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Northern Blotting 

O protocolo para northern blotting utilizado foi adaptado a partir de várias fontes 

(DIG Application Manual – Roche; Manual de Transformação Genética de Plantas (Brasileiro 

e Carneiro, 1998), The QIAGEN Guide to Analytical Gels (Autores, 2000) e Técnicas Básicas 

em Biologia Molecular (Autores, 2003)) e encontra-se nos anexos desta dissertação de 

mestrado. 

Em resumo, 10μg de RNA total foram carregados por amostra e separados por 

eletroforese em gel desnaturante (contendo formaldeído) de agarose a 0,8% ou 1,5% (p/v) 

usando uma corrente constante de 80V. Após a eletroforese o gel foi lavado em tampão SSC 

10X por 20 minutos, duas vezes. A transferência do RNA foi feita para uma membrana de 

náilon positivamente carregada (HYBOND-N+, GE Healthcare) por capilaridade usando 

tampão SSC 20X. Após a transferência overnight os RNAs foram fixados à membrana por 

exposição à radiação ultravioleta (UV) por 5 minutos.  

A pré-hibridização foi realizada por 1h com tampão contendo esperma de salmão 

(120ng/μL) a 50°C. A membrana foi hibridizada com a sonda apropriada por 16hs na 

presença de esperma de salmão a 60°C. Em seguida, a membrana foi lavada por quatro 

vezes em tampões de baixa (SSC 0,5X + SDS 0,1%, duas lavagens de 5 minutos a temperatura 

ambiente) e alta estringência (SSC 0,1X + SDS 0,1%, duas lavagens de 15 minutos a 68°C), 

respectivamente. A membrana foi bloqueada em solução de bloqueio de PBS 1X + Tween-20 

(0,01% - v/v) contendo leite em pó desnatado a 5% (p/v) por 1 hora a temperatura 

ambiente. Em seguida os fragmentos Fab do anticorpo comercial anti-digoxigenina 

conjugado a fosfatase alcalina (Roche) foram adicionados à solução de bloqueio descrita 

acima de acordo com as instruções do fabricante em diluição 1:5.000. A membrana foi 

mantida em solução por mais 1 hora a temperatura ambiente e por fim lavada por três vezes 

com tampão PBS 1X + Tween-20 (0,01% - v/v).  

A revelação da membrana utilizou NBT/BCIP Reagent Kit (Invitrogen) de acordo com 

as instruções do fabricante. A revelação foi visualizada a cada 15 minutos por no máximo 1 

hora a fim de evitar reações inespecíficas. Por fim, a membrana foi lavada com água Milli-Q 

por 3 vezes, secada em estufa a 37°C por 30-60 minutos e acondicionada em saco plástico 

para armazenamento e registro digital (escaneamento a 600dpi). Todas as etapas descritas 

acima, da pré-hibridização a revelação da membrana foram realizadas em forno de 

hibridização (HYBAID) com controle automatizado de temperatura sob movimento 



52 
 

 

constante usando reagentes e garrafas de hibridização (Electron – Thermo Scientific) livres 

de RNases (RNase-free). 

 

3.3 Resultados e Discussão 

  

DIs modificados 

 Os DIs estáveis de GRSV e TSWV foram amplificados por PCR e clonados em vetor 

pGEM-T easy para sequenciamento e confirmação da integridade das extremidades 5’ e 3’ e 

das ORFs truncadas das proteínas L. Para GRSV a integridade do DI foi mantida, no entanto 

não foi possível determinar a integridade do DI de TSWV, pois o sequenciamento do DNA 

plasmidial falhou (dados não mostrados). No entanto, decidiu-se utilizar ambos os DIs para 

os experimentos seguintes  

A primeira estratégia de modificação das moléculas dos DIs envolvia a adição da 

sequência da ribozima do vírus da hepatite delta (HDV) ao terminal 3’ por meio de fusão 

mediada por PCR. Uma vez adicionada a sequência da ribozima aos DIs, o conjunto DIs+HDV 

seria clonado em vetor binário pCAMAP (modificado a partir de pCAMBIA, incluindo dois 

sítios de restrição extras para  AscI e PacI). Esta estratégia, no entanto não funcionou, pois a 

molécula de HDV utilizada para a fusão apresentava erros de sequência e o plasmídeo 

pCAMAP não havia sido completamente sequenciado e possivelmente também apresentava 

erros (prof. Dr. Tatsuya Nagata, comunicação pessoal, 2010) .  

Em consequência, outra estratégia foi utilizada para modificar os DIs, envolvendo a 

para produção de transcritos de RNA run-off por meio da expressão transiente de T7RPol. 

Neste intuito foram adicionados o promotor T7 tipo-selvagem a extremidade 5’ e o sítio de 

restrição da enzima BspEI a extremidade 3’ das moléculas dos DIs, como demonstrado na 

Figura 7.  

 

 

 

 

Figura 7. Esquema das modificações feitas aos cDNAs correspondentes às moléculas de RNA defectivas-interferentes 
estáveis de Tomato spotted wilt virus (TSWV, 3,1kb) e Groundnut ringspot virus (GRSV, 2,0kb). O promotor T7 foi 
introduzido por PCR a extremidade 5’ usando o iniciador (primer) DI T7 Promoter, descrito na sessão 3.2 – Metodologia. A 
sequência da enzima de restrição BspEI (5’ T▼CCGGA 3’) foi introduzida no terminal 3’ da molécula usando o primer DIBspEI 
também descrito na sessão 3.2 – Metodologia. Esta enzima de restrição gera uma extremidade coesiva prolongada na fita 3’ 
 5’ (3’ over-hang).  
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A enzima BspEI é uma endonuclease rara produzida por Bacillus sp. (Nwankwo, 1995) 

e possui sensibilidade a metilações do tipo dam e dcm, comumente encontradas em 

plasmídeos recuperados a partir de uma ampla gama de linhagens comerciais de E. coli (e.g. 

DH5α, Top10, a linha XL, JM109, BL21, etc.), no entanto, BspEI e seus isoesquizômeros (entre 

eles AccIII) foram as únicas opções de enzimas disponíveis que não possuíssem sítios de 

restrição dentro da sequência dos DIs e cuja clivagem emulasse o terminal 3’ do RNA L de 

tospovírus. A fim de promover a correta clivagem dos plasmídeos contendo os DIs, estes 

foram transformados em células eletrocompetentes de E. coli da linhagem JM110 

(Stratagene) que possui genótipo dam3-, dcm6-. As células da linhagem JM110, no entanto, 

não são capazes de suprimir completamente a metilação do tipo dam e aproximadamente 

0,4% de todas as metilações permanecem intactas (Russell e Hirata, 1989; Palmer e Marinus, 

1994), o que resulta na impossibilidade de digestões totais do DNA plasmidial. Este fato foi 

confirmado realizando-se a digestão dos plasmídeos contendo os DIs de TSWV e GRSV 

produzidos em JM110 com as enzimas de restrição BspEI e AccIII (Fig. 8), ambas sensíveis a 

metilações dam e dcm. 

 

 

 

  

Figura 8. Perfil de restrição dos plasmídeos contendo os defectivos interferentes (DIs) de Tomato spotted wilt virus e 
Groundnut ringspot virus para as enzimas BspEI e AccIII. 300ng de DNA plasmidial foram aplicados por reação de digestão. 
Após 4h de reação a 65°C as digestões foram parciais para os dois plasmídeos, independentemente da enzima utilizada. Em 
adição, provou-se que a enzima BspEI retém atividade completa a 65°C, em contraposição ao protocolo fornecido pela 
fabricante (New England Biolabs - NEB). M – marcador 1kb plus (Invitrogen). As setas indicam o tamanho aproximado das 
bandas em relação ao marcador. 
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Os resultados apresentados na Figura 8 demonstram que após 4 horas de digestão a 

65°C com as enzimas BspEI e AccIII não há digestão completa de 300ng de DNA plasmidial 

obtido por uso do kit comercial PureLink™ Quick Plasmid Mini-prep Kit (Invitrogen). Apenas 

uma porção muito pequena do DNA plasmidial foi linearizada (linearização indicada pelas 

setas na figura). Este ensaio, no entanto demonstrou a conservação da atividade da enzima 

BspEI a 65°C, o que não era esperado. 

 Tendo em vista a baixa eficiência da digestão com BspEI e AccIII, e considerando que 

há um sítio único de SacI 49pb a jusante (downstream) do sítio de BspEI inserido por PCR, 

pensou-se em realizar uma digestão prévia overnight dos plasmídeos contendo os DIs com a 

enzima SacI-HF (NEB), seguida de digestão com BspEI, a fim de aumentar a quantidade de 

moléculas de DNA linearizadas que teriam as extremidades terminais conservadas. O 

produto da digestão dupla ou apenas da digestão com SacI-HF foi utilizado para a infiltração 

dos tecidos foliares vegetais de acordo com a sessão 3.2 – Metodologia. O uso do DNA 

plasmidial digerido apenas com SacI-HF ou com SacI-HF e BspEI está explicitado nos 

experimentos de hibridização.  

  

Produção de sondas contendo digoxigenina para T7RPol e os DIs 

 Foram produzidas sondas para a detecção dos transcritos de RNA da enzima T7 RNA 

polimerase e dos DIs estáveis de TSWV e GRSV por meio de incorporação de digoxigenina 

em produtos de PCR amplificados com o uso dos primers “DI-sense” e “DI-antisense”, em 

acordo com o protocolo do kit PCR DIG Probe Synthesis (Roche Applied Science). O tamanho 

das sondas é o mesmo tamanho dos DIs, 3,1kb e 2,0 kb, respectivamente, para TSWV e 

GRSV. A correta incorporação de digoxigenina aos produtos de PCR acarreta em um retardo 

migratório em comparação a controles negativos (PCR utilizando dNTPs normais ao invés de 

uma mistura entre dTTP e dUTP-11-DIG) em géis de agarose. As sondas produzidas para os 

três RNAs alvo (T7RPol, DI TSWV e DI GRSV) foram analisadas por eletroforese em gel de 

agarose a 0,8% (p/v) de 10% do volume total de cada reação de PCR. Para os ensaios de 

hibridização em membrana de náilon positivamente carregada as sondas foram aplicadas a 

concentração de 2μL/mL de tampão de hibridização de acordo com as especificações do 

fabricante (DIG Application Manual – Roche). 

 



55 
 

 

 

 

 

 

 

 Obtenção de isolados de TSWV e GRSV livres de DIs 

 Três isolados distintos de TSWV e GRSV foram analisados por Northern Blotting para 

a presença de bandas defectivas do RNA L (DIs). A obtenção de isolados de tospovírus livres 

de DIs é importante para a realização dos experimentos de transcrição e acumulação dos DIs 

estáveis na presença de vírus auxiliar. Como a diferenciação entre os DIs infiltrados e DIs 

naturalmente presentes nos inóculos virais utilizados seria de difícil realização, optou-se por 

buscar isolados livres de DIs. Os testes de detecção dos isolados livres de DIs serviram 

também para avaliar a especificidade e reatividade das sondas produzidas.  

   

 

Figura 9. Síntese das sondas marcadas com digoxigenina utilizadas para os experimentos de Northern Blotting. A) e C) 
Obtenção das sondas para os cDNAs dos RNAs defectivos-interferentes (DIs) estáveis de Groundnut ringspot virus (GRSV, 
2,0kb) em A), e Tomato spotted wilt virus (TSWV, 3,1kb) em C), a partir de PCR usando os primers DI-sense e DI-antisense, 
que se anelam às porções 5’ e 3’ terminais dos cDNAs. A correta incorporação da digoxigenina provoca retardo de migração 
eletroforética (amostras DIG GRSV e DIG TSWV). B) Obtenção da sonda para o gene da T7 RNA Polimerase (DIG T7) 
utilizando os primers desenhados para a sua clonagem no vetor binário pRAPS, gentilmente cedidos pela M.Sc. Natália 
Lucinda. M – Marcador 1kb plus (Invitrogen), C- (produtos de PCR amplificados com uso de dNTPs sem adição de 
digoxigenina). 
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Os resultados deste experimento demonstram que o isolado 5 (TSWV Fruto) foi o 

único a apresentar acumulação de versões defectivas do RNA L. Os isolados 1 (TSWV SP), 3 

(GRSV Tospo CNPH) e 6 (GRSV Fernando) não apresentaram acumulação de DIs e foram 

selecionados como candidatos para os experimentos posteriores de transcrição e 

acumulação dos DIs. Os isolados 2 (GRSV Tospo Campo) e 4 (TSWV Pimenta) não foram 

reativos a nenhuma das duas sondas, o que indica que podem se tratar de escapes da 

inoculação mecânica ou ainda, de espécies distintas de tospovírus, não detectáveis com as 

sondas para os DIs de GRSV e TSWV.  

As sondas apresentaram boa especificidade embora tenha havido reação cruzada 

entre os controles positivos, especialmente para a sonda do DI de TSWV em relação ao 

controle positivo para o DI de GRSV (pGEM-T easy contendo o cDNA do DI estável de GRSV). 

No entanto, é importante ressaltar que os controles positivos são moléculas de DNA e que a 

hibridização entre sonda e alvo homotípicos (DNA:DNA ou RNA:RNA) é muito facilitada em 

relação a hibridização (mais sensível) e menos estringente em relação à especificidade do 

alvo, enquanto uma relação heterotípica entre sonda e alvo (DNA:RNA e RNA:DNA) garante 

Figura 10. Detecção e classificação de três isolados de Tomato spotted wilt virus (TSWV) e três isolados de Groundnut 
ringspot virus (GRSV) por hibridização (Northern Blotting) usando como sondas as sequências de cDNA dos RNAs 
defectivos-interferentes estáveis de TSWV e GRSV. A) Detecção do RNA L dos seis isolados usando uma sonda para TSWV. 
B) Detecção do RNA L dos seis isolados usando uma sonda para GRSV. O único isolado que apresentou defectivos 
interferentes foi o isolado 5. Os isolados 2 e 4 não reagiram para nenhuma das sondas e o isolado 3 (classificado como GRSV 
pela Embrapa-CNPH) hibridizou apenas com a sonda para TSWV. C+ TSWV – plasmídeo não linearizado contendo a 
sequência do cDNA do DI estável de TSWV (3,1kb); C+ GRSV – plasmídeo não linearizado contendo a sequência do DI 
estável de GRSV (2,0kb); 1 – Isolado TSWV SP; 2 – Isolado GRSV Tospo Campo; 3 – Isolados GRSV Tospo CNPH; 4 – Isolado 
TSWV Pimenta; 5 – Isolado TSWV Fruto; 6 – Isolado GRSV Fernanda. Os isolados foram nomeados pela Embrapa CNPH. As 
amostras foram resolvidas por eletrofores em gel desnaturante de agarose a 0,8% (p/v). 
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maior estringência, embora menor sensibilidade, já que a interação entre heterodímeros é 

mais fraca do que entre homodímeros (DIG Application Manual – Roche). Estes fatos 

garantem boa confiabilidade aos resultados de detecção obtidos. 

Outro resultado importante destes ensaios foi a indicação de um possível equívoco 

entre a classificação do isolado 3 (GRSV Tospo CNPH) e a classificação obtida a partir das 

hibridizações descritas acima. Esta última classificação indica que o isolado 3 (ou pelo menos 

o seu RNA L) pertence a espécie TSWV e não GRSV. Tendo em vista o relato recente da 

ocorrência de rearranjo de segmentos inteiros do RNA genômico de Tospovirus entre 

espécies distintas embora filogeneticamente próximas (GRSV e TCSV) (Webster, Reitz et al., 

2011), e que a classificação de isolados de Tospovirus é feita rotineiramente por métodos 

sorológicos (DAS-ELISA) e sequenciamento da proteína do nucleocapsídeo (ptn. N), 

procedeu-se ao sequenciamento dos segmentos genômicos do isolado 3. Os isolados 1 e 6 

também foram sequenciados para confirmar os resultados obtidos nos experimentos de 

hibridização. 

Inicialmente foi realizada a amplificação dos RNAs virais por RT-PCR a partir do RNA 

total obtido para os isolados 1, 3 e 6 usando os primers J13 e UHP (Cortez, Saaijer et al., 

2001). Foram obtidos três fragmentos de PCR com tamanhos de 900pb, 1300pb e 1800pb. 

Os fragmentos foram clonados em pGEM-T easy e para os isolados que não apresentaram 

resultados positivos no sequenciamento foi feita mais uma rodada de RT-PCR, clonagem e 

sequenciamento, desta vez utilizando primers específicos para amplificar o gene da proteína 

N de TCSV, GRSV e TSWV (gentilmente cedidos pela Dra. Mariana Halwass da Embrapa-

CNPH). Desta forma confirmou-se que o isolado 3 é de fato da espécie TSWV e não GRSV, 

como inicialmente classificado. O isolado 6 foi de fato confirmado como da espécie GRSV e o 

isolado 1 da espécie TSWV. 

 

Expressão Transiente do Gene da T7 RNA Polimerase por Agroinfiltração 

A estratégia de replicação escolhida para a amplificação dos DIs na presença de um 

vírus auxiliar é dependente de um momento inicial em que os cDNAs dos DIs que foram 

clonados em pGEM-T easy sejam novamente convertidos em RNA. A transcrição do cDNA 

em RNA é essencial, uma vez que a polimerase viral é dependente de moléculas de RNA para 

realizar suas várias atividades catalíticas. No modelo desenvolvido nesta dissertação o passo 
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inicial de transcrição dos cDNAs dos DIs em RNA é feito pela enzima T7 RNA polimerase 

transientemente expressa in planta por meio de agroinfiltração.  

Logo, determinar a cinética de expressão de T7RPol é o primeiro passo para a 

sincronização da infiltração dos DIs e a inoculação mecânica do vírus auxiliar. No entanto, 

não havia anticorpos anti-T7RPol disponíveis para determinar a síntese proteica derivada da 

agroinfiltração do gene da T7RPol. A opção escolhida, portanto foi a detecção do mRNA de 

T7RPol, a partir de amostras de RNA total extraídas de folhas agroinfiltradas a 0h, 24h, 48h, 

72h e 96h pós agroinfiltração (Fig. 11) por Northern Blotting usando a sonda produzida a 

partir do gene da T7RPol (Fig. 9-B). 

 

 

 

 

 

  Os resultados obtidos para esta hibridização indicam que há um único ponto 

temporal dentre os escolhidos para a coleta das amostras em que a transcrição do mRNA de 

T7RPol é detectável, a 24hs pós agroinfiltração. Este resultado pode indicar o silenciamento 

da expressão do mRNA ou degradação dos RNAs nas coletas subsequentes. A supressão 

pode ter sido ainda mais intensa pelo tamanho do transcrito (2651nt) comparado a GFP (≈ 

700nt), por exemplo, para o qual se sabe que a visualização de fluorescência sem a 

coexpressão de supressores de silenciamento gênico (e.g. ptn. HC-Pro de Potyvirus; ptn. P19 

de Tombusvirus) ocorre até 72hs pós agroinfiltração (prof. Dr. Tatsuya Nagata, comunicação 

pessoal, 2011). Uma estratégia possível para aumentar a expressão do mRNA de T7RPol 

seria, portanto, a coexpressão de uma proteína supressora de silenciamento gênico. Ainda, a 

Figura 11. Detecção por Northern Blotting da transcrição in planta do mRNA do gene da T7 RNA Polimerase (T7RPol) 
mediada pelo vetor binário pBinT7RPol (T-DNA) transformado em Agrobacterium tumefaciens. Uma única banda 
hibridizou com a sonda produzida para o gene da T7RPol (Fig. 9-B) a 24h pós agroinfiltração. A expressão deste mRNA 
parece ser fortemente suprimida após 24h já que nenhuma outra banda referente ao mRNA deT7RPol foi detectada. As 
amostras foram resolvidas em gel desnaturante de agarose a 1,5% (p/v). C+ refere-se ao plasmídeo pBinT7RPol (≈ 12kb) 
não linearizado. As indicações de tempo são referentes ao número de horas pós agroinfiltração em que as amostras de RNA 
total das folhas infiltradas foram coletadas.  
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análise de siRNA produzidos no silenciamento gênico do mRNA de T7RPol por eletroforese 

em gel desnaturante (ureia a 8M) de poliacrilamida a 12% (p/v) seria importante para 

caracterizar o silenciamento gênico, assim como a realização de Western Blotting para 

detectar a síntese da enzima T7 RNA Polimerase, não disponível durante o período de 

realização deste trabalho. 

  

Transcrição in planta dos DIs de GRSV e TSWV mediada por T7 RNA Polimerase 

 A transcrição dos RNAs defectivos interferentes estáveis de GRSV e TSWV no 

ambiente celular deve ser rigidamente controlada quanto à presença de nucleotídeos extras 

nas terminações 5’ e 3’ dos transcritos, uma vez que as regiões terminais precisam formar 

uma estrutura secundária no formato de cabo de panela (panhandle) (Resende, De Haan et 

al., 1992) e a ligação da proteína do nucleocapsídeo a esta estrutura é finamente controlada 

e necessária para os eventos de transcrição/replicação dos DIs (mini-genomas) (Conzelmann, 

2004; Mir e Panganiban, 2004).  

Inicialmente, pensou-se em clonar os DIs em vetores binários e expressá-los sob 

comando do promotor constitutivo 35S de CaMV e usando o terminador do gene da 

nopalina-sintase (nos-terminator). Esta estratégia, no entanto, dependia da modificação dos 

cDNAs dos DIs de TSWV e GRSV para a adição da ribozima de HDV no terminal 3’ dos DIs e 

devido a problemas com a sequência da ribozima disponível, foi efetuada uma mudança na 

estratégia de transcrição in planta dos DIs. Neste intuito os cDNAs dos DIs de TSWV e GRSV 

clonados em pGEM-T easy foram modificados para a adição de um promotor T7 na porção 5’ 

terminal e de um sítio de restrição na porção 3’ terminal para a enzima BspEI. Desta forma, 

os plasmídeos contendo os DIs seriam linearizados por BspEI e infiltrados em folhas 

previamente agroinfiltradas com o vetor binário para a expressão transiente do gene da T7 

RNA Polimerase. No entanto, durante a realização do primeiro experimento de detecção da 

transcrição dos RNAs dos DIs não possuíamos ainda a linhagem JM110 de E. coli e a enzima 

utilizada para a linearização dos plasmídeos contendo os DIs foi SacI-HF, cujo sítio de 

restrição localiza-se 49pb a jusante do sítio de BspEI.   

Uma vez de posse da informação de que o pico de transcrição do mRNA da T7RPol 

ocorria 24hs após a agroinfiltração, procedeu-se inoculação dos plasmídeos contendo os DIs 

de GRSV e TSWV linearizados pela enzima SacI-HF no intuito de que a T7RPol fizesse 

transcritos run-off a partir do reconhecimento do promotor T7. A princípio foram testadas 
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duas formas distintas de entrega dos DIs no tecido foliar, por inoculação mecânica (IM) e por 

infiltração (II) utilizando a pressão do êmbolo de uma seringa de insulina sem agulha (Fig. 

12). 

 

 

 

 

 

Os resultados demonstraram que quando o método de inoculação mecânica dos DIs 

foi utilizado não houve nenhuma hibridização de RNAs detectável, o que pode ser 

consequência da agressividade do método para com o tecido vegetal, ou ainda um efeito de 

degradação do RNA extraído destes tratamentos e aplicado ao gel. Quando os DIs foram 

inoculados por infiltração, no entanto, houve sinal de hibridização a 96hs pós-infiltração 

para o DI de TSWV e a 72hs pós-infiltração para o DI de GRSV. As marcações no entanto 

aparentam estar em uma posição na membrana mais baixa do que o esperado para os DIs, e 

ainda por cima apresentam-se como rastros e não bandas coesas, o que pode indicar a 

degradação do RNA transcrito, fruto do provável endereçamento dessas moléculas para a 

maquinaria de RNAi devido a formação de estrutura secundária (panhandle), ou ainda do 

uso de corrente elétrica muito alta durante a resolução das amostras por eletroforese. Para 

confirmar se a degradação de RNA vista na Figura 12 é consequência da atividade da 

maquinaria de RNAi seria importante analisar a fração de siRNAs produzidos pela planta por 

Figura 12. Transcrição in planta dos RNAs dos Defectivos-Interferentes estáveis (DIs) de Tomato spotted wilt virus (TSWV) 
e Groundnut ringspot virus (GRSV) pela enzima T7 RNA Polimerase detectada por Northern Blotting. Os plasmídeos 
contendo os cDNAs dos DIs de TSWV e GRSV produzidos em E. coli DH5α foram linearizados por digestão com a enzima 
SacI-HF e inoculados mecanicamente (IM) ou por infiltração (II). Os tempos correspondem ao número de horas pós-
inoculação/infiltração dos plasmídeos linearizados. Os controles positivos (TS e GR) correspondem aos plasmídeos não 
digeridos contendo os DIs estáveis de TSWV e GRSV, respectivamente. A membrana foi hibridizada simultaneamente com 
as sondas para os DIs de TSWV e GRSV. Os resultados apontam que somente com a entrega por inoculação (II) dos 
plasmídeos houve algum tipo de hibridização das sondas. RNAs degradados foram detectados a 96hs pós-inoculação para o 
DI de TSWV e a 72hs para o DI de GRSV. As amostras foram resolvidas em gel desnaturante de agarose a 1,5% (p/v).  
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meio de eletroforese em gel desnaturante (ureia 8M) de poliacrilamida a 12% (p/v) usando 

sondas específicas para os RNAs dos DIs geradas a partir dos produtos de PCR dos cDNAs dos 

DIs gerados por primers randômicos. 

Devido à qualidade do Northern Blotting realizado e ao uso das duas sondas para 

detecção dos DIs no mesmo processo de hibridização decidiu-se repetir o experimento para 

confirmar os resultados obtidos. Foram feitas novas agroinfiltrações de T7RPol e infiltrações 

dos DIs em plantas de N. benthamiana. Desta vez uma duplicata do experimento foi feita 

utilizando os plasmídeos obtidos da linhagem JM110 de E. coli linearizados com SacI-HF e 

BspEI (Fig. 13). 

 

 

 

 

 Este experimento foi feito para os DIs de GRSV e TSWV, entretanto a membrana 

contendo a hibridização do DI de TSWV com sua respectiva sonda não apresentou 

marcações além dos controles positivos (dado não mostrado). Já para a detecção da 

transcrição do DI de GRSV houve marcação a 24hs pós-infiltração em uma das amostras (24h 

R1). Como a réplica deste tratamento (24h R2) e todas as outras amostras de R2 não 

apresentaram marcação, considerou-se ter havido algum problema na expressão da T7 RNA 

Polimerase neste experimento, não possibilitando a visualização do DI transcrito a 24hs pós 

infiltração.  

Figura 13. Detecção por Northern Blotting da transcrição in planta do RNA Defectivo-Interferente (DI) estável de 
Groundnut ringspot virus (GRSV) mediada pela expressão transiente de T7 RNA Polimerase. O plasmídeo contendo o cDNA 
do DI de GRSV foi linearizado com as enzimas SacI-HF e BspEI e posteriormente inoculado por infiltração.Neste experimento 
foi utilizada apenas a sonda para o DI de GRSV e duas réplicas experimentais (R1 e R2). Os tempos indicam o número de 
horas pós-infiltração em que as amostras foliares foram coletadas e o RNA total extraído. C+ PCR – fragmento de PCR 
(2,0kb) correspondente a fase de leitura aberta (ORF) do DI de GRSV. C+ GRSV – plasmídeo contendo o cDNA do DI estável 
de GRSV. As amostras foram resolvidas em gel desnaturante de agarose a 0,8% (p/v). 
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A hibridização visualizada para a amostra 24h R1 aparece em tamanho próximo ao do 

controle positivo C+ PCR que é o produto de PCR da amplificação da ORF do DI de GRSV. A 

ORF deste DI tem aproximadamente 1.800pb e aparece em posição pouco mais baixa em 

relação a amostra 24h R1. Como o DI estável de GRSV possui tamanho de 2.000pb, a relação 

entre as duas amostras na membrana parece ser válida. Considerando que a relação de 

tamanho entre C+ PCR e 24h R1 é verdadeira, o controle positivo C+ GRSV, que é o 

plasmídeo contendo o cDNA do DI de GRSV digerido por SacI-HF e BspEI, parece estar 

degradado, visto que o seu tamanho, linearizado deveria ser de 5.000pb. 

  

Transcrição dos DIs mediada por T7RPol na presença do vírus auxiliar 

 Em paralelo à preparação do experimento descrito acima outro experimento foi 

realizado utilizando a agroinfiltração de pBinT7RPol, a infiltração dos DIs e a inoculação 

mecânica do vírus auxiliar (no caso, os isolados 1 – TSWV SP e 6 – GRSV Fernanda). Neste 

experimento decidiu-se pela seguinte ordem de inoculação:  

Agroinfiltração T7RPol 24h
Infiltração do DI 24h

Inoculação mecânica do vírus 

auxiliar (Os números mesclados às setas indicam que entre cada etapa do processo de 

inoculação seguiu-se um intervalo de 24h).  

Esta organização da sequência de inoculação dos componentes levou em 

consideração dados produzidos por Kormelinket al. (1992) que indicam a acumulação dos 

RNAs virais a níveis detectáveis por Northern Blotting a partir de 72hs pós-inoculação 

mecânica de TSWV em plantas de N. rustica. Como os resultados indicavam que os 

transcritos de RNA dos DIs foram detectados no intervalo de 72-96hs (Fig. 12) tentou-se 

sincronizar a acumulação do RNA viral e a transcrição dos DIs. 

 Outra possibilidade de organização da inoculação dos componentes seria:  

vírus auxiliar 24h
T7RPol 24h

DI.  

No entanto considerou-se que nesta ordem de inoculação poderia haver influência 

do vírus auxiliar sobre a expressão transiente de T7RPol no ambiente celular. 

Independentemente da ordem de inoculações escolhida, a prova conceitual de que os DIs 

infiltrados estão sendo incorporados à replicação viral é dependente da demonstração de 

que folhas sistemicamente infectadas, nas quais não se infiltrou DIs, não se inoculou o vírus 

auxiliar, ou se agroinfiltrou pBinT7RPol acumularam não apenas o RNA L tipo-selvagem 

como também as suas formas defectivas (DIs).  
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Nos experimentos de prova conceitual da acumulação de DIs em folhas 

sistemicamente infectadas por incorporação dos DIs à replicação viral em folhas onde os três 

componentes (T7RPol, DIs e vírus auxiliar) foram inoculados, procedeu-se à coleta tanto das 

folhas inoculadas quanto de folhas sistemicamente infectadas a 8 d.p.i. Em adição, repetiu-

se os experimentos de transcrição dos DIs mediada por T7RPol na ausência do vírus auxiliar 

usando novamente os plasmídeos contendo os cDNAs dos DIs produzidos em E. coli DH5α e 

linearizados apenas com SacI-HF. Os resultados destes experimentos estão apresentados na 

Figura 14. 

 

 

 

 

 

 

 

 Para o experimento feito com o DI de TSWV o vírus auxiliar não havia ainda se 

acumulado nas folhas não inoculadas a 8 d.p.i. e a sua acumulação na folha inoculada, 

medida pela intensidade da banda hibridizada no experimento de Northern Blotting, foi 

baixa. Não há sinal de acumulação de partícula defectiva interferente na folha inoculada. 

Para o experimento com o DI de GRSV o vírus auxiliar foi capaz de replicar com intensidade 

tanto na folha inoculada quanto na folha sistemicamente infectada a 8 d.p.i. No entanto, 

Figura 14. Prova conceitual de funcionamento do sistema de genética reversa para Tospovirus. A imagem acima 
apresenta os Northern Blottings realizados para a detecção da acumulação dos RNAs Defectivos-Interferentes estáveis (DIs) 
de Groundnut ringspot virus e Tomato spotted wilt virus. As amostras marcadas como ‘Des’ foram coletadas de plantas 
agroinfiltradas com o vetor pBinT7RPol, infiltradas com o respectivo DI e inoculadas com o respectivo vírus auxiliar. Na 
membrana GRSV usou-se apenas a sonda derivada do cDNA do DI de GRSV enquanto a membrana TSWV usou apenas a 
sonda derivada do cDNA do DI de TSWV. Os resultados indicam que para a membrana GRSV houve replicação viral (Isolado 
1 – GRSV Fernanda) tanto nos tecidos inoculados quanto nos tecidos sistemicamente infectados a 8 d.p.i., mas não houve a 
acumulação do DI de GRSV. Para a membrana TSWV a 8 d.p.i. a replicação viral ainda não havia alcançado níveis 
detectáveis nas folhas sistemicamente infectadas, mas foi fracamente detectável nas folhas inoculadas. As amostras das 
séries T7 + DI são repetições do experimento apresentado na Figura 12. Em ambas as membranas, P – plasmídeo pGEM-T 
easy contendo os cDNas dos respectivos DIs; C+ – Isolados 6 (GRSV Fernanda) e 1 (TSWV SP), livres de DI coletados a 8 d.p.i. 
de plantas controle de N. benthamiana sistemicamente infectadas. As amostras foram resolvidas para ambas as 
membranas em géis desnaturantes de agarose a 0,8% (p/v). 
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não há sinal de acumulação do DI de GRSV nas duas amostras em que o vírus auxiliar foi 

inoculado. A série T7 + DI em ambas as membranas é uma réplica dos experimentos 

realizados para a transcrição dos DIs na ausência do vírus auxiliar, como apresentado na 

Figura 12. Na réplica do experimento, no entanto, não houve acúmulo dos DIs ou de sinais 

de degradação dos RNAs. 

Uma das causas para a não detecção dos DIs é a perda de funcionamento do clone de 

Agrobacterium tumefaciens contendo o vetor binário pBinT7RPol. Em todas as vezes que se 

preparou a agroinfiltração, com exceção do experimento da Figura 11, o inóculo bacteriano 

induzido para a agroinfiltração foi semeado a partir de um clone armazenado em meio 

líquido com glicerol a 40% (v/v) guardado em freezer a -80°C.  

Experiências anteriores com um clone de expressão em bactéria (BL21) de um 

fragmento do gene Sw5 de Solanum licopersicum indicaram que o uso continuado de um 

inóculo a partir de clones armazenados a -80°C pode resultar em perda da capacidade de 

expressão. O mesmo pode ter ocorrido com o clone de Agrobacterium tumefaciens utilizado 

nos experimentos de transcrição dos DIs via T7RPol. A fim de evitar este tipo de perda de 

funcionalidade os clones utilizados para a transcrição dos RNAs defectivos interferentes de 

TSWV e GRSV serão sempre semeados a partir de colônias isoladas em placa.  

Outra possível causa da não visualização dos DIs ou de sua degradação pode ter sido 

a realização de eletroforese desnaturante em gel de agarose a 0,8% ao invés de 1,5%. Os 

ácidos nucleicos migram diferentemente em géis nativos e desnaturantes e a proporção 

logarítmica entre migração no gel e tamanho da molécula para esses dois tipos de géis não é 

a mesma. Novos Northern Blottings devem ser realizados com concentração de agarose 

superior a 0,8%.  

Ainda outra causa para a não acumulação dos DIs no experimento de co-inoculação 

com o vírus auxiliar pode ter sido a manutenção incorreta das extremidades 5’ e 3’. O 

reconhecimento dos RNAs virais pelas RpRd é finamente regulado e qualquer nucleotídeo a 

mais presente na sequência dos DIs transcritos pela T7RPol pode ocasionar a perda 

completa do reconhecimento da RpRd viral (Neumann, Whitt et al., 2002; Walpita e Flick, 

2005). 
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3.4 Perspectivas do Trabalho 

  

Dentre as perspectivas para este trabalho encontram-se a modificação da construção 

dos DIs já existentes, trocando o sítio de BspEI por uma sequência de ribozima de HDV. O 

promotor T7 utilizado também pode ser modificado, retirando-se os três resíduos de 

guanina presentes e que são incorporados ao transcrito (Walpita e Flick, 2005), ou pode ser 

introduzida uma sequência de ribozima entre o promotor e o cDNA dos DIs.  

A clonagem dos cDNAs dos DIs em vetores binários é ainda outra estratégia a ser 

desenvolvida. Desta forma, não seria necessário fazer a infiltração dos plasmídeos 

linearizados e, pelo menos por uma janela de tempo de 24hs de acordo com os resultados 

obtidos para pBinT7RPol, o sinal de transcrição seria mais intenso.  

Outras alternativas a serem testadas para a transcrição in planta dos DIs envolvem a 

mudança da ordem com que os componentes do ensaio de prova conceitual são inoculados 

na planta. Pode-se, por exemplo, usar a ordem vírus auxiliar 24h
T7RPol 24h

DI. Ainda outra 

mudança possível é a co-inoculação de um plasmídeo contendo um gene de proteína 

supressora do silenciamento gênico viral como HC-Pro ou outras proteínas de vírus de 

plantas com comprovada ação de supressão. 
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Conclusão 

 

 

 O uso de sistemas de genética reversa para o estudo da virologia gerou 

conhecimentos relevantes acerca da evolução e do funcionamento das proteínas virais e da 

dinâmica interação entre vírus e hospedeiro, em especial para os vírus de ssRNA(-). O uso 

desta ferramenta metodológica permitiu o desenvolvimento de linhagens virais atenuadas 

úteis para a vacinação em massa de seres humanos e animais de produção e, mais 

recentemente, levou à engenharia de partículas semelhantes a vírus (virus-like particles - 

VLP) além de alçar o desenvolvimento de sistemas de transgenia e silenciamento gênico 

baseados em clones infecciosos geneticamente modificados, muito úteis em estudos de 

biologia do desenvolvimento. O volume de conhecimento produzido por meio desta 

estratégia investigativa vem sendo importante na determinação de novas drogas e 

tratamentos antivirais, úteis para plantas e animais. 

Os tospovírus (família Bunyaviridae) são importantes patógenos vegetais para os 

quais pouco ainda se sabe sobre os aspectos finos da regulação da expressão gênica e o 

funcionamento e interação de suas proteínas com as proteínas dos hospedeiros, para citar 

dois exemplos. Tendo em vista o salto qualitativo no conhecimento das propriedades 

biológicas e moleculares obtido para outros bunyavírus por meio do desenvolvimento de 

sistemas de genética reversa, é evidente que o uso desses sistemas proporcionaria o mesmo 

efeito para o conhecimento sobre tospovírus.  

No entanto, algumas barreiras técnicas referentes à produção e manutenção de 

culturas celulares vegetais ainda permanecem por ser superadas. Ao que tudo indica a 

melhoria dos métodos de infecção destas culturas celulares por partículas virais maduras, o 

aumento da eficiência das técnicas de transfecção de células vegetais e o refinamento das 

condições de cultivo visando uma maior estabilidade das células vegetais em cultura serão 

passos decisivos para a superação de tais barreiras. 

Durante o transcorrer de uma investigação científica pequenas descobertas podem 

alterar ou expandir o foco inicial de um estudo. No caso do trabalho relatado nesta 

dissertação, a caracterização molecular do RNA L de TCSV foi um desdobramento 

inesperado, contudo fortuito, da busca por novas moléculas de DIs.  
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A análise filogenética de TCSV baseada na proteína L levou a uma importante 

constatação: o uso da proteína L como critério taxonômico pode proporcionar um melhor 

entendimento da evolução do gênero Tospovirus do que o uso da proteína N. Este resultado 

está em consonância com uma tendência que possivelmente irá se estabelecer em futuros 

estudos de diversidade e evolução de tospovírus, tendo em vista a descoberta da ocorrência 

de rearranjos genômicos interespecíficos, a usar a informação de todo o genoma viral para a 

classificação de novas espécies em detrimento à visão ortodoxa da taxonomia baseada na 

proteína N. 

 Os resultados preliminares apresentados nesta dissertação indicam que o uso de 

RNAs defectivos-interferentes como mini-genomas para o desenvolvimento de genética 

reversa de Tospovirus é viável, embora alguns aspectos técnicos precisem ser superados 

como a eficiência da expressão transiente de T7RPol mediada por Agrobacterium 

tumefaciens e a reprodução exata dos terminais 5’ e 3’ das moléculas dos DIs.   
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