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RESUMO 

A videira (Vitis vinifera) possui grande representatividade na economia mundial. 

No entanto, esta espécie vem sofrendo com a influência de condições ambientais 

adversas, especialmente pelo ataque de patógenos, impactando sobre a 

produtividade da cultura. Dessa forma, estudos baseados nos mecanismos de defesa 

têm sido propostos visando o estabelecimento de estratégias aplicáveis ao 

melhoramento e à biotecnologia, para minimizar os danos causados por patógenos. 

O presente trabalho objetivou analisar a estrutura de genes codificantes de peptídeos 

antimicrobianos (AMPs) do tipo defensina e TLP (Thaumatin Like Protein) em Vitis 

spp., inferindo sobre seus padrões de expressão, características estruturais e 

funcionais. Para tanto, foram geradas bibliotecas de RNA-Seq (Illumina HiSeq2500) 

usando clones da cultivar ‘Red Globe’ (considerada susceptível ao cancro bacteriano) 

e do híbrido IAC-572, resultante do cruzamento entre o porta-enxerto 101-14 MGT (V. 

riparia X V. rupestres) com V. caribaea. O híbrido resultante é considerado apenas 

moderadamente resistente ao cancro bacteriano. As coletas foram realizadas em 

quatro tempos distintos: 90 minutos, 6 horas, 24 horas e 48 horas após a inoculação 

com a bactéria Xanthomonas citri pv. anacardi (Xca). Para as análises in silico, 

sequências-sonda das duas classes de AMPs foram retiradas do banco de dados 

CAMP e submetidas à ferramenta HMMER, utilizada para identificar padrões de AMPs 

de interesse. As análises via HMMER permitiram a identificação de duas defensinas 

e de 32 TLPs. A predição da atividade antimicrobiana in silico indicou que as 

sequências possuem alto potencial antimicrobiano. A modelagem molecular por 

homologia possibilitou o desenho de modelos tridimensionais para cada AMP 

avaliado, com os candidatos apresentando 90 % dos resíduos de aminoácidos em 

regiões energeticamente favoráveis. Após caracterização e modelagem comparativa, 

foram desenhados 11 pares de primers, sendo cinco para transcritos que codificaram 

genes de defensina e seis para TLPs. Desse total, quatro pares de primers (VvDef2, 

VvTLP1, VvTLP3 e VvTLP4) demonstraram-se eficientes nas amostras de cDNA das 

duas cultivares de Vitis e foram selecionados para validação da expressão usando 

PCR quantitativa em tempo real (RT-qPCR). As análises de expressão relativa 

realizadas para VvDef2 e VvTLP3 confirmaram os resultados da expressão diferencial 

da RNA-Seq. Por sua vez, VvTLP1 e VvTLP4 apresentaram, na cultivar resistente, 

uma indução de 5,36 e 9,19 após 48 horas de inoculação com Xca em relação aos 



 

 

seus controles sob condições normais, enquanto na cultivar susceptível a sua 

expressão não foi alterada, ressaltando a resistência moderada do híbrido IAC 572 e 

a susceptibilidade acentuada da cultivar Red Globe. Os resultados permitiram obter 

dados relevantes quanto aos efeitos da interação patogênica entre a videira e Xca, 

além de caracterizar e validar AMPs promissores para uso em programas de 

melhoramento da cultura. 

 
Palavras-chave: Videira. Xanthomonas citri pv. anacardi. RNA-Seq. RT-qPCR. 

 

 



 

 

ABSTRACT 

The vine (Vitis vinifera) has a great representation in the worldwide economy. 

However, this species has been suffering from the influence of adverse environmental 

conditions, especially by the attack of pathogens, impacting on the crop productivity. 

Thus, studies based on defense mechanisms have been proposed aiming to establish 

strategies for the biotechnological improvement to minimize the damage caused by 

pathogens. The present project aimed to analyze the structure of genes encoding 

antimicrobial peptides (AMPs) of the defensin type and TLP (Thaumatin Like Protein) 

in Vitis spp., Inferring on their expression patterns, structural and functional 

characteristics. To that end, RNA-Seq (Illumina HiSeq2500) libraries were generated 

using clones of the 'Red Globe' cultivar (susceptible to bacterial canker) and of the 

hybrid IAC-572, resulting from the crossing between the rootstock 101-14 MGT (V. 

riparia X V. rupestres) with V. caribaea. The hybrid is considered only moderately 

resistant to bacterial canker. The samples were collected in four different times: 90 

minutes, 6 hours, 24 hours and 48 hours after inoculation with the bacterium 

Xanthomonas citri pv. anacardi (Xca). For the in silico analyzes, seed sequences of 

two classes of AMPs were retrieved from the CAMP database and submitted to the 

HMMER tool, used to identify the sequence pattern of the AMPs. The HMMER analysis 

allowed the identification of two defensins and 32 TLPs. The prediction of the in silico 

antimicrobial activity indicated that the sequences have a high antimicrobial potential. 

Homology molecular modeling enabled the elucidation of the protein structures, with 

candidates presenting 90% of the amino acid residues in energetically favorable 

regions. After the characterization and comparative modeling, 11 pairs of primers were 

designed, five for transcripts encoding defensin genes and six for TLPs. From this total, 

four pairs of primers (VvDef2, VvTLP1, VvTLP3 and VvTLP4) were efficient in the 

cDNA samples of the two Vitis cultivars and were selected for validation of expression 

using real-time quantitative PCR (RT-qPCR). The relative expression analysis 

performed for VvDef2 and VvTLP3 confirmed the differential expression of RNA-Seq. 

On the other hand, VvTLP1 and VvTLP4 presented an induction of 5.36 and 9.19 

respectivelly in the resistant cultivar after 48 hours of inoculation with Xca in compared 

to their controls under normal conditions, whereas in the susceptible cultivar its 

expression it was not altered, emphasizing the moderate resistance of the hybrid IAC 

572 and the high susceptibility of the cultivar Red Globe. The results allowed to obtain 



 

 

relevant data regarding the effects of the pathogen interaction between the grape and 

Xca, besides characterizing and validating promising AMPs for use in crop breeding 

programs. 

Keywords: Vine. Xanthomonas citri pv. anacardi. RNA-Seq. RT-qPCR. 
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1         INTRODUÇÃO 

A Vitis vinifera L. é uma espécie frutífera de grande importância econômica 

mundial. Seu fruto serve de insumo para a produção de vinho, uvas de mesa, sucos, 

licores destilados, passas secas, entre outros (LI et al., 2017). As espécies de Vitis 

são conhecidas por possuir quantidades significativas de compostos fitoquímicos 

benéficos, incluindo antocianinas, flavonoides e resveratrol, os quais propiciam 

diversos benefícios para a saúde devido às suas atividades antioxidantes e 

antiproliferativas (PEZZUTO, 2008; YANG et al., 2009). 

Segundo dados da Food and Agriculture Organization of the United Nations 

(FAO) a produção mundial de uvas em 2017 superou 74 milhões de toneladas, 

distribuídas em uma área de cultivo de aproximadamente sete milhões de hectares. 

Os continentes Europeu e Asiático contribuem com mais de 70 % dessa produção, 

sendo a China e a Itália os principais países produtores (FAO, 2018). O Brasil atingiu 

uma produção de 1,4 milhões de toneladas de uvas em 2017, a maior da história 

vitícola do país, com o estado do Rio Grande do Sul (maior produtor do país) 

apresentando safra recorde de aproximadamente um milhão de quilos (IBGE, 2017; 

MELLO, 2018). No Nordeste, a região semiárida do Submédio do Vale do São 

Francisco (SVSF) possui um importante papel no cenário da viticultura brasileira, 

sendo capaz de produzir cerca de duas safras e meia de uvas por ano (MELLO, 2018). 

No entanto, esta região vem sofrendo perdas severas em suas plantações devido à 

incidência do cancro bacteriano, causado pela bactéria Xanthomonas citri pv. viticola, 

que figura como umas das mais impactantes doenças da videira e um dos principais 

fatores de risco para a produção da cultura na região (GAMA et al., 2018). 

Devido ao hábito séssil e à impossibilidade de evadir-se de situações de 

estresses ao longo de sua evolução as plantas desenvolveram uma intrincada rede 

de respostas moleculares relacionadas a diversos mecanismos de defesa vegetal, 

entre os quais está incluída a síntese de peptídeos antimicrobianos (AntiMicrobial 

Peptides - AMPs) (BENKO-ISEPPON et al., 2010). Os AMPs compreendem moléculas 

evolutivamente ancestrais que desempenharam um papel fundamental no sucesso 

evolutivo de organismos multicelulares, estando presentes em todos os grupos de 

organismos, incluindo microrganismos (ASADUZZAMAN e SONOMOTO, 2009), 

fungos (MARX, 2004), artrópodes (BULET e STOCKLIN, 2005), vertebrados (BULET, 

2004) e vegetais (BENKO-ISEPPON et al., 2010).  
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Em plantas, os AMPs classificam-se entre as proteínas PR, tradicionalmente 

nas categorias PR-11, PR-12 e PR-13. As defensinas estão incluídas na categoria 

PR-12 (BENKO-ISEPPON et al., 2010) e compreendem peptídeos de carga catiônica, 

com baixo peso molecular, contendo de 45 a 54 aminoácidos e duas a quatro ligações 

dissulfeto, sendo altamente básicas e ricas em cisteínas (BROEKAERT et al., 1995; 

PELEGRINI e FRANCO, 2005). As defensinas são conhecidas por sua atividade 

antimicrobiana contra bactérias (KRASZEWSKA et al., 2016), fungos (ODDEPALLY e 

GURUPRASAD, 2015), vírus e protozoários (BROGDEN, 2005).  

Por sua vez, as TLPs pertencem à Classe PR-5, compreendendo proteínas 

com aproximadamente 200 aminoácidos, massa molecular de 21 a 26 KDa e 

presença de oito pontes dissulfeto, relatadas por possuírem propriedades 

antifúngicas (VELAZHAHAN, 1999). Tais proteínas ganharam notoriedade devido ao 

seu sabor imensamente doce, cerca de 100 mil vezes mais doce do que a sacarose 

(VAN DER WEL e LOEVE, 1972), o que contribuiu para que a maioria das abordagens 

biotecnológicas envolvendo TLPs fossem aplicadas na indústria alimentícia e 

farmacêutica (FAUS, 2000; MASUDA e KITABATAKE, 2006). Diversos estudos 

recentes (RAJAM, et al., 2007; MUNIS et al., 2010; WARD, 2102; MISRA et al., 2016; 

SRIPRIYA et al., 2017) abordam a regulação dessas proteínas em situações de 

estresse biótico e abiótico em espécies de interesse agronômico.  

Não existem relatos na literatura envolvendo os efeitos da interação patogênica 

entre a videira e X. citri pv. anacardi, especialmente quanto à expressão de defensinas 

e TLPs em cultivares contrastantes em diferentes tempos pós-inoculação. Dessa 

forma, o presente estudo objetivou analisar a estrutura de genes codificantes de AMPs 

do tipo defensina e TLPs em Vitis spp., inferindo sobre seus padrões de expressão, 

características estruturais e funcionais, validando candidatos selecionados através de 

RT-qPCR visando sua aplicação em inferências biotecnológicas e no melhoramento 

da videira. 

1.1    OBJETIVOS 

1.1.1 Objetivo Geral 

• Caracterizar genes codificantes de peptídeos antimicrobianos em V. vinifera, em 

especial defensinas e TLP’s, inferindo sobre seus padrões de expressão, 

características estruturais e funcionais, suas propriedades e potenciais aplicações.   



22 

 

1.1.2 Objetivos Específicos 

• Selecionar genes codificantes de AMPs diferencialmente expressos em videira, 

acessando a diversidade e inferindo sobre seu papel na defesa do vegetal. 

• Definir a estrutura da forma gênica de AMPs em videira e em espécies 

relacionadas, classificando-as conforme sua simililaridade. 

• Validar a expressão de sequências selecionadas através de PCR quantitativa em 

tempo real (RT-qPCR), de modo a confirmar os perfis de expressão identificados. 

• Identificar regiões e padrões estruturais conservados nos níveis primário, 

secundário e terciário da forma proteica, esclarecendo aspectos associados à 

estabilidade e função dos produtos proteicos conceituais. 

2         REVISÃO DE LITERATURA 

2.1      ASPECTOS BIOLÓGICOS DE Vitis vinifera L. 

Conforme o sistema de classificação mundial APG IV (Angiosperm Phylogeny 

Group), a família Vitaceae compreende cerca de 850 espécies de distribuição 

pantropical, agrupadas em 14 gêneros, com destaque para Cissus L. e Vitis. O gênero 

Vitis, por sua vez, é composto aproximadamente 70 espécies de importância 

econômica, distribuídas nos trópicos e subtrópicos dos continentes americano, 

asiático e europeu (APG IV, 2016). 

A V. vinifera, popularmente conhecida como videira europeia, é amplamente 

difundida e mundialmente cultivada para produção em larga escala de vinhos, 

espumantes e uvas de mesa, entre outros (LI et al., 2017). A videira é uma trepadeira, 

possuindo geralmente caule lenhoso e ramos flexíveis. Suas folhas são simples, 

grandes, alternadas, com presença de pecíolos e cinco lóbulos pontiagudos (Figura 

1). As flores são pequenas, pediceladas e actinomorfas, com disco floral 

intraestaminal em forma de anel e inflorescência do tipo racemo (APG IV, 2016).  
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Figura 1. Morfologia da folha e de um ramo aéreo vegetativo de Vitis vinifera 

 
Fonte: EMBRAPA (2016) 

Seus frutos são carnosos do tipo baga, ricos em carboidratos e sais minerais, 

como ferro e cálcio, além de ser uma fonte importante de vitaminas C, K e do complexo 

B. Além disso, apresenta em sua composição carotenoides e compostos fenólicos, 

dentre os quais se destacam as antocianinas, flavonoides e flavan-3-ol (APG IV, 2016; 

HERNÁNDEZ, 2017). Estes compostos fenólicos estão presentes majoritariamente 

nas sementes e na pele da uva, desempenhando importante papel na qualidade dos 

frutos e conferindo uma série de benefícios nutricionais e terapêuticos, além de 

propriedades antioxidantes, anti-inflamatórias, antimicrobianas e anticarcinogênicas 

(PINNA et al., 2017; COSTA et al., 2017; MESTRE et al., 2017; NIRMALA et al., 2017). 

2.2      IMPORTÂNCIA SOCIOECONÔMICA DE V.vinifera 

A videira é uma das frutíferas mais comercializadas, apresentando grande 

representatividade na economia mundial. De acordo com dados disponibilizados pela 

International Organisation of Vine and Wine (OIV), a área destinada para o seu cultivo 

no mundo é superior a sete milhões de hectares, tendo como principais países 

produtores a China e a Itália. A produção mundial da cultura atinge atualmente cerca 

de 75 milhões de toneladas, distribuída pelo continente Europeu, Americano, Asiático, 

Africano e Oceania. Dentre esses, os continentes Europeu e Asiático são os mais 

representativos, sendo responsáveis por 39 % e 34 % dessa produção, 

respectivamente (Figura 2) (OIV, 2016). 
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A videira foi introduzida em território brasileiro no século XVI, na região 

Sudeste, devido às condições climáticas distintas do seu centro de origem, região 

onde passou por diversos processos adaptativos. No entanto, esta espécie obteve 

sucesso em seu cultivo e desenvolvimento, permitindo assim, as primeiras iniciativas 

no sentido de fabricar vinhos (ROSA e SIMÕES, 2004; DEBASTIANI, 2016). A 

viticultura brasileira apresenta características distintas das tradicionais regiões 

vitícolas do mundo, as quais estão associadas essencialmente a fatores ambientais e 

territoriais. O ciclo vegetativo e época de colheita da videira ocorrem em períodos 

distintos no Brasil, com regiões de colheitas anuais tradicionais, mas também com 

possibilidade de colheita diária durante o ano todo na região do Vale do São Francisco 

(MELLO, 2018). 

 

Figura 2. Percentual da produção mundial de videira e sua distribuição por continente 

 

Fonte: OIV (2016) 

O Brasil vem progredindo e se destacando em programas de melhoramento da 

videira (especialmente envolvendo cultivares de uvas sem sementes), bem como na 

produção de uvas de mesa, vinhos e espumantes, exportando para diversas potências 

mundiais, como Estados Unidos e Alemanha (FAO, 2016; MELLO, 2018). Os estados 

de Rio Grande de Sul, Pernambuco e São Paulo representam os principais produtores 

e exportadores de uvas produzidas no país (Tabela 1), contribuindo para a produção 

de vinhos, espumantes e sucos, entre outros (MELLO, 2018; IBRAVIN, 2019). De 

acordo com dados do Instituto Brasileiro do Vinho (IBRAVIN), o setor vitivinícola 

comercializou aproximadamente 417 milhões de litros de vinhos, espumantes, sucos 

e outros derivados em 2018, apenas no Rio Grande de Sul (Tabela 2) (IBRAVIN, 

2019).  
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Tabela 1. Principais estados produtores de uva no Brasil, área cultivada em hectares e total da 

produção, em toneladas por hectares 

Estados Hectares Produção  
(tonelada/ano) 

Rio Grande do Sul 48.830 956.913 

Pernambuco 9.054 390.300 

São Paulo 7.431 133.118 

Santa Catarina 4.700 65.800 

Paraná 4.170 56.295 

Bahia 2.229 51.090 

BRASIL 78.028 1.680.020 

Fonte: MELLO (2018) 

Tabela 2. Produção de uvas, vinhos e derivados no Rio Grande do Sul no ano de 2018 

Produto Produção (tonelada/ano) 

Uvas Viníferas 65.5 

Americanas híbridas 597.7 

Vinhos Viníferas 38.71 

Vinhos Comuns 218.38 

Outros derivados 160.67 

Fonte: IBRAVIN (2019) 

No Nordeste, a região semiárida do Submédio do Vale do São Francisco 

(SVSF) possui um importante papel no cenário da viticultura, apresentando uma das 

maiores plantações de uva do Brasil, com cerca de nove mil hectares destinados para 

o seu cultivo e uma produção anual de 390.300 mil toneladas por hectare (MELLO, 

2018). Esta região, além de favorecida pelos recursos naturais, é impulsionada por 

investimentos públicos e privados que resultam no crescimento da área cultivada e na 

alta produtividade da cultura, obtendo cerca de duas safras e meia por ano, 

possibilitadas pelo uso de manejo da irrigação (ALBUQUERQUE, 2013). 

A cultura da videira possui grande importância socioeconômica no SVSF devido 

à fabricação de produtos in natura ou processados, além de ser fonte geradora de 
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emprego e renda para pequenas famílias rurais (SILVA e CORREIA, 2010; PROTAS 

et al., 2014). No entanto, apesar da sua reconhecida importância, a produtividade da 

videira vem sofrendo com a influência de condições ambientais adversas na região 

SVSF. Além disso, o ataque de microrganismos patogênicos também desempenha 

um papel expressivo na produtividade da cultura, acarretando perdas significativas. A 

produtividade e a qualidade da uva sofrem especialmente nos estados da Bahia e de 

Pernambuco, com a ocorrência do cancro bacteriano, considerada a principal doença 

dessas regiões, com incidência expressiva (BARBOSA et al., 2016; MALAVOLTA JR. 

et al., 2003). 

2.3     CANCRO BACTERIANO DA VIDEIRA: ORIGEM NO BRASIL, DISSEMINAÇÃO, 

SINTOMAS E FONTES DE RESISTÊNCIA 

O agente causador do cancro bacteriano da videira foi inicialmente proposto 

como sendo a espécie Xanthomonas citri pv. viticola. No entanto, estudos recentes de 

sequenciamento genômico dessa bactéria realizados por nosso grupo (Gama et al., 

2018; Silva-Júnior et al., 2018), resultaram em reposicionamento taxonômico desse 

patógeno atualmente reconhecido como Xanthomonas citri pv. anacardii (doravante 

designado como Xca). 

Os sintomas do cancro bacteriano da videira foram identificados pela primeira 

vez Brasil em 1998, em parreirais do município de Petrolina no SVSF. Acredita-se que 

a bactéria tenha sido introduzida no país por meio de material vegetativo contaminado 

proveniente da Índia ou de outros hospedeiros potenciais, sendo responsável por 

causar a eliminação de diversos parreirais (LIMA, 2003; TRINDADE et al., 2005). 

A X. citri é um bastonete Gram-negativo, com dimensões de 0,6 x 1,2 a 2,5 µm, 

possui um flagelo polar e metabolismo aeróbico, com colônias arredondadas e 

brilhantes com bordas lisas (NASCIMENTO e MARIANO, 2004). Essa bactéria 

sobrevive de um ciclo para outro em plantas infectadas ou epifiticamente em órgãos 

da parte aérea, na presença de condições favoráveis ao seu desenvolvimento (alta 

umidade e temperatura). Sua disseminação se dá por meio do uso de ferramentas e 

materiais infectados rotineiramente utilizados nas operações de campo, bem como 

através de mudas e/ou bacelos infectados, que irão originar plantas doentes 

(ARAUJO, 2001; LOPES e NASCIMENTO, 2004). Após a infecção, as folhas 

apresentam pequenas manchas escuras, podendo ou não ser circundadas por um 
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halo amarelado. Nas nervuras e pecíolos aparecem manchas escuras, alongadas e 

irregulares. Nos ramos, presencia-se a formação de cancros e rachaduras 

longitudinais, apresentando fissuras, fendas necróticas e lesões escuras nos cachos 

(Figura 3) (EMBRAPA, 2003). 

 

Figura 3. Principais sintomas causados pela bactéria X. citri em videira. À esquerda órgãos vegetativos, 

à direita bagas 

 

Fonte: EMBRAPA (2016) 

Não existem até o momento fontes definidas de resistência contra o cancro da 

videira. Todas as cultivares testadas apresentaram alta sensibilidade, diferindo 

apenas no nível de severidade da doença (Lopes e Nascimento, 2004). Fontes de 

resistência moderada conhecidas compreendem apenas outras espécies não 

comerciais de Vitis ou seus híbridos, como no caso do IAC-572 resultante do 

cruzamento dos porta-enxertos 101-14 MGT (também híbrido; V. riparia X V. 

rupestres) e V. caribaea. Apesar de se tratar de uma das poucas fontes de resistência, 

o uso do IAC-572 como porta-enxerto não tem impedido a ocorrência do cancro da 

videira, considerado um problema ainda insolúvel (Nascimento et al., 2006). Dessa 

forma, um melhor entendimento dos efeitos da interação patogênica entre a uva e a 

bactéria X. citri torna-se de grande interesse, principalmente para auxiliar na melhoria 

das práticas de manejo agrícola e garantir sucesso em programas de melhoramento 

genético vegetal. 
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2.4      PROTEÍNAS RELACIONADAS À PATOGÊNESE 

As proteínas PR representam componentes adicionais do arsenal de defesa 

das plantas e têm sido rotineiramente utilizadas como marcadores da Resistência 

Sistêmica Adquirida (SAR; Systemic Acquired Resistance), a qual é responsável por 

proteger a planta contra uma ampla gama de patógenos após o contato com 

organismos patogênicos (MÉTRAUX, 2001; VALLAD et al., 2004; ZHANG et al., 

2010). Tais proteínas formam um grupo heterogêneo e são codificadas por genes que 

geralmente são induzidos por infecções patogênicas, pelo acúmulo de como ácido 

salicílico (AS), ácido jasmônico (AJ) e etileno (ET), bem como em situações de 

estresses abióticos ou em associação com determinado estádio de desenvolvimento 

(NARUSAKA et al., 2009; BENKO-ISEPPON et al., 2010; WANDERLEY-NOGUEIRA 

et al., 2012; WU et al., 2016; MUTAWILA et al., 2017). 

As PR classificam-se tradicionalmente em 17 famílias gênicas, formadas por 

subfamílias ácidas e básicas, localizadas no vacúolo ou nos espaços extracelulares 

(CUTT e KLESSIG, 1992). A similaridade entre sequências, as relações serológicas 

ou imunológicas e as propriedades enzimáticas são a base para essa classificação 

(VAN LOON et al., 2006). Funcionalmente, algumas proteínas PR possuem atividade 

antifúngica, como as quitinases (PR-3) e as -glucanases (PR-2) (ZHU et al., 1994), 

algumas já foram bem caracterizadas e estudadas, como as PR-5 (TLP) e PR-8 

(quitinases tipo III), mas outras ainda têm sua função bioquímica desconhecida, como 

é o caso da PR-1. Em videira, diversos estudos foram desenvolvidos envolvendo 

proteínas PR (Tabela 3); no entanto, pouco ainda se conhece sobre a participação 

dessas proteínas na resposta de defesa de cultivares infectadas com patógenos 

bacterianos, especialmente com X. citri. 

Tabela 3. Levantamento bibliográfico e classificação das proteínas PR analisadas em Vitis spp 

Família Tipo Função Referências 

PR-1 Desconhecido Atividade antifúngica 
Bertsch et al., 2003; Li et 

al.,2011 

PR-2 
β-1,3-

glucanase 
Degradação da calose 

Derckel et al.,  1998; 

Fujimori et al., 2016 

PR-3 
Quitinase (tipos 
I, II, IV, V, VI e 

VII) 

Regulação da síntese 
de quitina 

Busam et al. 1997; Ano et 

al., 2003 
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PR-5 TLP Atividade antifúngica 

Jayasankar et al., 2003; 

He et al., 2017; Yan et 

al., 2017 

PR-10 Ribonuclease 
Catalisa a degradação 

do RNA 

Lebel et al., 2010; He et 

al., 2013 

PR-12 Defensina Atividade antifúngica 
Giacomelli et al., 2012; 

Nanni et al., 2013 

PR-14 
Proteína 

transportadora 
de lipídios 

Envolvimento na via de 
sinalização de defesa 

Gomès et al., 2003; Sels 

et al.,  2008 

Fonte: A autora 

2.5      PEPTÍDEOS ANTIMICROBIANOS EM VEGETAIS 

As plantas desenvolveram, durante seu processo evolutivo, respostas 

eficientes de reprogramação da expressão gênica em nível transcricional, pós-

transcricional e pós-traducional para diferentes condições de estresses abióticos 

(seca, salinidade, temperatura, entre outros) e bióticos (causados por bactérias, 

fungos, vírus e nematoides) (SHUKLA et al., 2008; BENKO-ISEPPON et al., 2010). 

Com ampla atividade inibitória a diversos patógenos e considerados elementos da 

imunidade inata das plantas, os peptídeos antimicrobianos são moléculas de baixo 

peso molecular, anfipáticas, de carga catiônica, possuindo de 12 a 50 aminoácidos. 

Geralmente AMPs são ricos em resíduos de cisteína, formando pontes dissulfeto que 

lhes conferem alta estabilidade (HIGGINS e PAYNE, 1982; REDDY et al., 2004). Tais 

características proporcionam aos AMPs a habilidade de se inserir às membranas 

lipídicas dos microrganismos ocasionando a morte do patógeno alvo (BROGDEN, 

2005; IZADPHANAH e GALLO, 2005). 

Os AMPs são organizados em quatro grupos de acordo com a sua estrutura, 

sendo portadores de: 1) Folhas β, estabilizadas por pontes dissulfeto; 2) α-hélice, que 

possui hélices anfipáticas; 3) Peptídeos estendidos, que possuem uma estrutura não 

convencional devido às hélices estendidas; 4) Peptídeos com estrutura em loop 

(Figura 4) (POWER e HANCOCK, 2003; SEO, 2012). 
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Figura 4. Principais categorias de peptídeos antimicrobianos considerando sua estrutura.  I) folhas β; 

II) α-hélice; III) peptídeos estendidos; IV) loop  

 

Fonte: POWER e HANCOCK (2003) 

De acordo com Brodgen (2005), existem três modelos de mecanismos de ação 

que justifiquem a ação antimicrobiana destes peptídeos. Todos envolvem interação 

com a membrana do patógeno, a saber: A) Canal transmembrana - canais 

transmembranares se associam à membrana do patógeno através de feixes 

anfipáticos de alfa hélice; B) Modelo tapete - se baseia na atração eletrostática entre 

a região catiônica dos peptídeos e a região aniônica dos fosfolipídios, formando assim 

uma estrutura de tapete sob a membrana do microrganismo; C) Poro toroidal - 

caracterizado pelo dobramento nas monocamadas lipídicas por indução das hélices 

dos AMP’s introduzidos na membrana do microrganismo, com a consequente 

formação de poros (Figura 5). Para o último modelo, a estrutura específica destes 

peptídeos é a atração eletrostática inespecífica com elementos aniônicos da 

membrana lipídica do microrganismo de interesse são os fatores responsáveis pela 

sua entrada nas células vegetais (BRODGEN 2005; IZADPHANAH e GALLO, 2005). 

De forma geral, os AMP’s geram pequenos poros na membrana que, por meio da 

permeabilização, irão ocasionar a morte do microrganismo patogênico. Esta interação 

entre peptídeos e a membrana celular hospedeira promove a inibição da síntese de 

DNA ou RNA, como também de proteínas (BROGDEN, 2005; IZADPHANAH e 

GALLO, 2005; AUVYNET e ROSENSTEIN, 2009). 
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Figura 5. Modelos propostos para o modo de ação AMPs: (A) Canal transmembrana, (B) Modelo tapete 

e (C) Poro toroidal 

 
Fonte: HERZOG e FRIDMAN (2014) 

Peptídeos antimicrobianos têm sido isolados e caracterizados em praticamente 

todos os reinos e filos. No entanto, sua estrutura e função, bem como seus 

mecanismos de ação ainda permanecem pouco conhecidos. Além disso, muitos 

AMPs empregam mecanismos sofisticados e dinâmicos de ação para realizar sua 

atividade na defesa frente aos patógenos, considera-se que um melhor entendimento 

de sua ação na defesa de vegetal auxiliará no melhoramento de culturas importantes 

(BENKO-ISEPPON et al., 2010; SILVA et al., 2019). A disponibilidade significativa de 

sequências de AMPs vegetais em bancos de dados biológicos e o uso de ferramentas 

computacionais têm contribuído para a identificação destes peptídeos em diversas 

culturas de importância agronômica como arroz (ZHU et al., 2006), cana-de-açúcar 

(SUNDAR et al., 2008; WANDERLEY-NOGUEIRA et al., 2012b), soja (WANDERLEY 

et al., 2012a; MA et al., 2016), feijão-caupi (WANDERLEY-NOGUERA et al., 2010), 

milho (NOOAN et al., 2017) e videira (BEER et al., 2008). 

2.5.1   Defensinas 

As defensinas (classificadas entre as PR-12) são peptídeos catiônicos de 

tamanho pequeno (45 a 54 aminoácidos), massa molecular de 5 KDa, ricos em 

cisteínas, contendo de duas a quatro pontes dissulfeto e bastante estáveis a variações 

de temperatura e pH (PELEGRINI e FRANCO, 2005; BROEKAERT et al., 1995). Estas 

moléculas foram anteriormente denominadas de γ-hortotioninas (MENDEZ et al., 
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1990) devido à sua semelhança estrutural com as y-tioninas. No entanto, 

posteriormente foram renomeadas para defensinas levando em consideração o 

número de estruturas primárias e terciárias bem como as atividades antifúngicas, mais 

relacionadas às defensinas de insetos e mamíferos do que com as tioninas vegetais. 

As PR-12 se destacam por possuir uma ampla atividade biológica e participar de 

diversos processos vegetais, tais como atividade antimicrobiana (antifúngica e 

antibacteriana), bloqueio de atividades metabólicas, inibição de enzimas hidrolíticas e 

síntese de proteínas (BROEKAERT et al., 1995; PELEGRINI e FRANCO, 2005; 

PELEGRINI et al., 2008; CARVALHO e GOMES, 2009). 

Assim como diversas outras proteínas relacionadas à defesa de plantas, as 

defensinas são consideradas peptídeos antimicrobianos com regiões altamente 

conservadas, presupõe-se que estas proteínas façam parte de pequenas famílias 

gênicas, sendo relatadas em plantas, humanos e camundongos (SCHUTTE et al., 

2002; SILVERSTEIN et al., 2005).  

As PR-12 foram isoladas pela primeira vez em sementes de trigo e cevada 

(COLILLA et al., 1990; MENDEZ et al., 1990). No entanto, atualmente são 

encontradas em diversas espécies e tecidos de plantas, como sementes, tubérculos, 

raízes, inflorescência, flores e folhas, podendo ser também encontradas no 

parênquima, xilema e estômatos, os quais são considerados porta de entrada para 

fitopatógenos (LACERDA et al., 2014). Inúmeras defensinas são expressas de modo 

constitutivo, enquanto outras são reguladas após a infecção ou inoculação por um 

determinado patógeno. Deste modo, a maioria dos tecidos vegetais pode expressar 

dois ou mais genes de defensina, de maneira individual ou em circunstâncias e locais 

específicos (THOMMA e BROEKAERT, 1998; THOMMA et al., 1998). 

As defensinas se mantêm conservadas em diferentes organismos, como 

plantas, vertebrados e invertebrados (LACERDA, 2014). Análises filogenéticas 

confirmaram a ancestralidade comum destas proteínas em diferentes organismos, 

desde procariotos a eucariotos, incluindo animais e vegetais. Além disso, já se tem 

conhecimento sobre a conservação das estruturas primárias, secundárias e terciárias 

dessas moléculas em diferentes organismos, excluindo a possibilidade de sua 

possível origem polifilética (ZHU, 2008; CARVALHO e GOMES, 2009). 

 Sagaram et al., (2011) analisaram o modo de ação e a atividade antifúngica 

de duas defensinas (MsDef1 e MsDef2) contra Fusarium graminearum e verificaram 

que tais proteínas apresentaram modo de ação e propriedades antifúngicas bastante 
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diferentes, com MsDef1 induzindo o hiperbranqueamento prolífico das hifas fúngicas 

enquanto MsDef2 não o faz. Além disso, os autores demonstraram que os motivos do 

núcleo-y das duas defensinas também diferem significativamente em suas sequências 

primárias de aminoácidos e em suas cargas negativas, sendo tais motivos os 

principais determinantes da atividade antifúngica e da morfogenicidade dessas 

defensinas. 

Em Vitis.spp, Giacomelli et al., (2012) identificaram e caracterizaram no 

genoma de videira cerca de 79 sequências semelhantes a defensinas em V. vinifera, 

que correspondem a 46 genes e variantes alélicas, além de 33 pseudogenes e 

fragmentos de genes. A maioria dos genes foi predominantemente ou exclusivamente 

expressa em tecidos relacionados com o desenvolvimento da planta. Adicionalmente, 

cinco defensinas foram induzidas em tecidos infectados com o fungo Botrytis cinerea, 

sugerindo o papel desses genes no processo de defesa contra o patógeno. 

Resultados semelhantes foram verificados por Nanni et al., (2013) avaliando a 

expressão da defensina VvAMP2 em diferentes tecidos da cultivar “Pinot noir” de 

videira inoculada com B. cinerea. A validação por RT-qPCR demonstrou que a 

defensina foi expressa especificamente na inflorescência, com um nível de expressão 

mais alto no pólen/estame e menor na caliptra e carpelos. Além disso, não foi 

detectada nenhuma alteração na expressão da VvAMP2 em tecidos vegetativos 

(folhas, gavinhas, entrenós e raízes). 

2.5.2  Tlp 

As TLPs (Thaumatin-like protein) pertencem à família PR-5 e foram isoladas 

inicialmente do fruto da Thaumatococcus daniellii, um arbusto nativo do Oeste 

Africano (LIU et al., 2010). São polipeptídeos de aproximadamente 207 aminoácidos, 

com massa molecular de 21 a 26 KDa e com 16 resíduos de cisteína e oito pontes 

dissulfeto (VELAZHAHAN et al., 1999; BREITENEDER, 2004; LIU et al., 2010). Essas 

proteínas podem ser ácidas, básicas ou neutras e possuem um peptídeo sinal na 

região N-terminal, responsável por direcionar a proteína madura para uma via 

secretora particular (LIU et al., 2010). Tratam-se de proteínas relativamente maiores 

do que os AMPs (tradicionalmente possuindo de 12 a 50 aminoácidos). Portanto, 

normalmente não são classificadas nesse grupo, embora se destaquem pela alta 

conservação de seus resíduos de cisteína (SILVA et al., 2019). 
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As PR-5 são abundantes no reino vegetal, sendo encontradas em 

angiospermas, gimnospermas e briófitas (LIU et al., 2010), como também em fungos 

(GRENIER et al., 2000; SAKAMOTO et al., 2006), insetos (BRANDAZZA et al., 2004) 

e nematoides (KITAJIMA et al., 1999). TLPs são conhecidas por sua atividade 

antifúngica, atuando na degradação da parede celular de fungos (BATALIA et al., 

1996; SINHA et al., 2014). Estudos recentes reportam que a expressão de TLPs tem 

sido regulada em condições de estresses abióticos e bióticos (MUNIS et al., 2010; 

ACHARYA et al., 2013; MISRA et al., 2016; SRIPRIYA et al., 2017), ressaltando seu 

potencial biotecnológico.  

Recentemente, 33 taumatinas foram avaliadas em cultivares de videira (V. 

pseudoreticulata, V. amurensis e V. vinifera) contrastantes quanto à resistência aos 

fungos causadores do oídio (Erysiphe necator), da antracnose (Elsinoe ampelina) e 

da podridão cinzenta (Botrytis cinerea). Os resultados obtidos apontaram para um 

aumento da expressão destas proteínas após a inoculação com os três patógenos. 

Além disso, foi verificado que algumas taumatinas também foram superexpressas 

em plantas de Arabidopsis thaliana inoculadas com Pseudomonas syringae pv. 

DC3000, confirmando sua participação no processo de defesa da videira frente ao 

ataque de diferentes patógenos (YAN et al., 2017).  

He et al., (2017) isolaram e superexpressaram uma taumatina de Vitis 

amurensis (VaTLP) em Vitis vinifera visando resistência a doença Downy mildew (DM) 

causada pelo oomyceto Plasmopara viticola. Os autores identificaram uma redução 

da área de lesão e da quantidade de esporos em folhas infectadas com o patógeno. 

Análises histológicas também confirmaram a resistência à doença, demonstrando 

inibição e má formação no desenvolvimento de hifas em tecidos foliares das plantas 

transgênicas. 

2.6      BIOINFORMÁTICA APLICADA ÀS ÔMICAS 

A bioinformática compreende um campo interdisciplinar da ciência que trata do 

desenvolvimento de novas abordagens e ferramentas computacionais visando facilitar 

a análise, interpretação e processamento de dados biológicos de forma integrada 

(LESK, 2008). Esta área de estudo pode ser dividida essencialmente em duas grandes 

vertentes: (1) Bioinformática clássica – aborda diversas questões relacionadas a 

sequências de nucleotídeos e aminoácidos; (2) Bioinformática estrutural – abrange 
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questões biológicas do ponto de vista tridimensional e utiliza técnicas apoiadas pela 

química computacional ou modelagem molecular (VERLI et al., 2014). 

A integração de várias áreas do conhecimento associada a ferramentas 

computacionais robustas tem possibilitado avanços significativos em estudos 

relacionados à construção de programas analíticos e sistemas direcionados para a 

predição de propriedades e comportamentos biológicos, bem como para a 

manipulação e armazenamento de dados biológicos gerados a partir de grandes 

quantidades de dados brutos (CATTLEY e ARTHUR, 2007; ARAÚJO et al., 2008; 

LESK, 2008). O aumento exponencial do emprego de estratégias computacionais no 

estudo de sistemas biológicos se deu principalmente com o desenvolvimento dos 

projetos de sequenciamento de genomas e transcriptomas de diferentes organismos, 

que geraram um volume gigantesco de sequências cujas relações evolutivas e 

funcionais precisariam ser elucidadas (ARAÚJO et al., 2008; VERLI et al., 2014). Com 

isso, o uso da bioinformática se tornou fundamental para ordenar os resultados 

gerados por essas iniciativas, além de abrir novas fronteiras para a aplicação de suas 

inúmeras ferramentas na era pós-genômica, caracterizada pelo surgimento das 

ômicas. 

As ômicas compreendem uma área recente da Biologia Molecular que integra 

dados de genes (genômica), transcritos (transcriptômica), proteínas (proteômica), 

metabólitos celulares (metabolômica) e quinases (quinômica), entre outros, 

possibilitando entender um organismo em nível sistêmico (SOUZA et al., 2014; 

BENKO-ISEPPON et al., 2017). Cada uma dessas áreas, com suas características e 

aplicações específicas, acumulam um volume de dados extremamente elevado e 

ainda têm muito a agregar ao conhecimento do funcionamento de sistemas biológicos, 

potencializando tanto aplicações terapêuticas quanto biotecnológicas (VERLI et al., 

2014; FACHIN 2017). 

2.7     TRANSCRIPTÔMICA E RNA-SEQ 

Estudos de transcriptômica visam analisar o conjunto completo de transcritos 

(mRNAs) de um determinado organismo em situações de análise específicas (células 

e tecidos em diferentes estágios de desenvolvimento ou em condições de estresse 

comparativamente a um controle não estressado), revelando genes ativamente 

expressos. Tal abordagem é fundamental para a identificação de elementos funcionais 

do genoma, permitindo inferências sobre seu papel nos processos biológicos, a 
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determinação de padrões de splicing e de outras modificações pós-traducionais. Além 

disso, a partir de transcriptomas com cobertura e réplicas adequadas, é possível 

quantificar os níveis de expressão de cada transcrito sob as condições analisadas 

(WANG et al., 2009). 

A tecnologia de RNA-Seq (sequenciamento direto de RNA de alta performance) 

é uma abordagem relativamente recente e que se destaca como uma das ferramentas 

transcriptômicas mais promissoras. Nesta técnica, cada molécula, com ou sem 

amplificação, é sequenciada a partir de um método de alto rendimento de forma a 

obter sequências curtas de uma extremidade (single-end) ou em ambas as 

extremidades (paired-end). As sequências obtidas poderão ser alinhadas e montadas 

utilizando diferentes estratégias, tais como a estratégia baseada em referência 

(utilizando um genoma de referência), a estratégia de novo (que visa encontrar 

sobreposições entre as leituras) ou uma combinação de ambas as estratégias 

(KUKURBA, 2015). 

O RNA-Seq tem conseguido superar as limitações de outras tecnologias 

existentes, principalmente por necessitar de quantidades menores de RNA, 

possibilitar a localização de exons, íntrons e sítios de splicing alternativo, permitir a 

identificação das extremidades 5’ e 3’ dos genes e detectar genes com baixos níveis 

de expressão, possuindo uma maior acurácia na quantificação da expressão 

(MARGUERAT et al., 2008; WANG et al., 2009), entre outras vantagens. Por esse 

motivo, essa técnica vem sendo amplamente empregada em estudos de expressão 

gênica em diversas culturas agronomicamente importantes, como soja (ZENG et al., 

2018), arroz (TONI et al., 2017), milho (LI et al., 2017), cana-de-açúcar (PEREIRA-

SANTANA et al., 2017), feijão (O’ROURKE et al., 2014) e V. vinifera (SHANGGUAN 

et al., 2017). 

Dados de RNA-Seq associados a ferramentas da bioinformática são 

atualmente uma das estratégias mais utilizadas para fundamentar modelos de genes, 

identificar genes diferencialmente expressos e transcritos raros. Além disso, tais 

dados têm ampliado a compreensão dos mecanismos de interação planta-patógeno, 

permitindo avanços significativos no desenvolvimento de estratégias moleculares para 

o aumento da resistência das plantas (MOCHIDA e SHINOZAKI, 2010). 
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RESUMO: A videira (Vitis vinifera) possui grande representatividade na economia 

mundial. No entanto, esta espécie vem sofrendo com a influência de condições 

ambientais adversas, especialmente pelo ataque de patógenos, impactando sobre a 

produtividade da cultura. Este estudo objetivou analisar a estrutura de genes 

codificantes de defensinas em Vitis spp., inferindo sobre seus padrões de expressão, 

características estruturais e funcionais. Para tanto, foram geradas bibliotecas de RNA-

Seq (Illumina HiSeq2500) usando clones da cultivar ‘Red Globe’ (considerada 

susceptível ao cancro bacteriano) e do híbrido IAC-572, resultante do cruzamento 

entre o porta-enxerto 101-14 MGT (V. riparia X V. rupestres) com V. caribaea. O 

híbrido resultante é considerado apenas moderadamente resistente ao cancro 

bacteriano. As coletas foram realizadas em quatro tempos distintos: 90 minutos, 6 

horas, 24 horas e 48 horas após a inoculação com a bactéria Xanthomonas citri pv. 

anacardi (Xca). Para as análises in silico, sequências-sonda de defensinas foram 

retiradas do banco de dados CAMP e submetidas à ferramenta HMMER visando 

identificar o AMP de interesse. A análise via HMMER permitiu identificar duas 

sequências de defensinas, as quais foram posteriormente avaliadas quanto a sua 

atividade antimicrobiana in silico, que indicou que tais sequências possuíam alto 

potencial antimicrobiano. A modelagem por homologia possibilitou o desenho de 

modelos tridimensionais para cada defensina avaliada, com as sequências candidatas 

apresentando 90 % dos resíduos de aminoácidos em regiões energeticamente 

favoráveis. Foram desenhados cinco pares de primers para os transcritos que 
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codificaram genes de defensina. Desse total, apenas a VvDef2 demonstrou-se 

eficiente nas amostras de cDNA das duas cultivares de Vitis. As análises via PCR 

quantitativa em tempo real (RT-qPCR) confirmaram os resultados da expressão 

diferencial da RNA-Seq, com VvDef2 mostrando-se reprimida (log2FC=0,49) no 

acesso resistente e não significativa no acesso suscetível. Os resultados permitiram 

obter dados relevantes quanto aos efeitos da interação patogênica entre a videira e 

Xca, além de caracterizar e validar um AMP promissor para uso em programas de 

melhoramento da cultura. 

 

INTRODUÇÃO 

Por serem sésseis, as plantas, necessitam de uma resposta de defesa rápida 

recorrendo aos peptídeos antimicrobianos (AMPs) (Castro & Fontes et al., 2005; Marcos 

et al., 2008), entre outras respostas moleculares. Diversos peptídeos antimicrobianos 

têm sido isolados e caracterizados em praticamente todos os reinos e filos, dentre os 

principais peptídeos estudados podemos destacar a classe correspondente as 

defensinas. Tais proteínas possuem cerca de 50 resíduos de aminoácidos, baixo peso 

molecular e ponto isoelétrico altamente básicos, geralmente ricos em resíduos de 

cisteína formando pontes dissulfeto que lhes conferem alta estabilidade. Apresentam 

uma alta atividade inibitória contra bactérias (Andersson et al., 2016), fungos (Ng et al., 

2004) e vírus (Jordan et al., 2017), sendo considerados elementos da imunidade inata 

das plantas. No entanto, sua estrutura e função, bem como mecanismos de ação 

permanecem em boa parte desconhecidos. Além disso, muitos AMPs empregam 

mecanismos sofisticados e dinâmicos de ação para realizar sua atividade na defesa 

frente aos patógenos, considerando-se que um melhor entendimento de sua ação na 

defesa de vegetal, auxiliando no melhoramento de culturas importantes (Benko-Iseppon 

et al., 2010; Silva et al., 2019). 

A videira (Vitis spp.) figura entre as mais importantes espécies frutíferas 

cultivadas mundialmente. Embora apresente boa produtividade, a cultura da videira tem 

sofrido com o ataque de agentes patogênicos, demandando esforços de melhoristas e 

pesquisadores visando minimizar impactos negativos e a necessidade de aplicação de 

defensivos agrícolas. A bactéria Xanthomonas campestris pv. viticola foi reconhecida 

como agente causador do cancro bacteriano da videira, doença que ainda ocorre apenas 

no Brasil e na Índia, a qual é considerada um fator limitante para a produção de uvas de 
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mesa e vinho no Submédio do Vale do São Francisco. Estudos recentes de 

sequenciamento genômico dessa bactéria realizados por nosso grupo (Gama et al., 

2018; Júnior et al., 2018), resultaram em reposicionamento taxonômico desse patógeno 

atualmente reconhecido como Xanthomonas citri pv. anacardii (doravante designado 

como Xca). Não existem até o momento fontes definidas de resistência contra o cancro 

da videira. Todas as cultivares testadas apresentaram alta sensibilidade, diferindo 

apenas no nível de severidade da doença (Lopes e Nascimento, 2004). Fontes de 

resistência moderada conhecidas compreendem apenas outras espécies não 

comerciais de Vitis ou seus híbridos, como no caso do IAC-572 resultante do cruzamento 

dos porta-enxertos 101-14 MGT (também híbrido; V. riparia e V. rupestres) e V. caribaea. 

Apesar de se tratar de uma das poucas fontes de resistência, o uso do IAC-572 como 

porta-enxerto não tem impedido a ocorrência do cancro da videira, considerado um 

problema ainda insolúvel (Nascimento et al., 2006). 

Dessa forma, o presente estudo visou analisar características estruturais, 

funcionais e padrões de expressão de defensinas no transcriptoma (RNA-Seq) de 

acessos de Vitis spp. inoculados com X. citri pv. anacardii, comparativamente a 

controles-negativos, avaliando o seu papel nessa interação. 

METODOLOGIA 

Desenho experimental e obtenção do material vegetal 

O experimento foi conduzido nos telados da Embrapa Semiárido (Petrolina - 

Brasil) usando clones das cultivares ‘Red Globe’ e do híbrido IAC 572 [resultante de 

um cruzamento entre o porta-enxerto 101-14 MGT (V. riparia X V. rupestres) e V. 

caribaea]. Enquanto ‘Red Globe’ é susceptível ao cancro bacteriano da videira (Xca), 

o híbrido porta-enxerto IAC-572 é considerando moderadamente resistente, conforme 

reportado por Nascimento et al. (2006). 

As plantas foram propagadas via estaquia, sendo cultivadas em potes plásticos 

de 5 L, com substrato composto por proporções iguais de solo do tipo argiloso e 

vermiculita, sob condições controladas [25°C ± 2°C; 60% ± 5% de umidade relativa; e 

com 12 h/dia de luz natural (Photosynthetic Photon Flux Density (PPFD) = 1.5 × 10 3 

μmoles)]. Após 30 dias de cultivo, plantas sadias de ambos os acessos foram 

selecionadas e divididas em dois grupos: (1) Controle – plantas inoculadas com água 

destilada esterilizada; (2) Tratamento - plantas inoculadas com a bactéria X. citri 

(isolado Xcv117). A inoculação foi realizada utilizando seringas hipodérmicas sem 



40 

 

agulhas, na parte abaxial das primeiras três folhas, injetando aproximadamente 20 μL 

de suspensão bacteriana em três pontos de infiltração por folha, conforme 

metodologia descrita por Gama et al. (2011). As plantas do grupo controle passaram 

pelo mesmo tratamento, porém com solução sem presença do inóculo bacteriano. As 

coletas foram realizadas em quatro tempos distintos após a inoculação: (1) 90 

minutos; (2) 6 horas; (3) 24 horas e (4) 48 horas após a inoculação. O tecido foliar foi 

coletado, imediatamente congelado em nitrogênio líquido e armazenado em freezer -

80 ºC. Foram coletadas três réplicas biológicas para cada cultivar e tratamento 

(caso/controle). 

Extração de RNA, síntese de cDNA, construção das bibliotecas de RNA-Seq e 

sequenciamento 

A extração do RNA total foi realizada a partir da associação do protocolo CTAB-

Acetato (Zhao et al., 2012) e do Kit SV Total RNA Isolation System (Promega) 

utilizando 200 mg de tecido foliar e tratamento com DNAse (visando remover qualquer 

contaminação genômica). As amostras foram analisadas quanto à sua pureza, 

concentração e integridade em espectrofotômetro NanoDrop 2000c (ThermoFisher 

Scientific), fluorímetro Qubit® (Life Technologies) e Bioanalyser (Agilent 

Technologies), respectivamente. Amostras de RNA do tempo de 90 minutos foram 

purificadas e enviadas para a construção das bibliotecas de RNA-Seq e 

sequenciamento no Centro de Genômica Funcional ESALQ/USP utilizando a 

plataforma V4 2 X 100 HiSeq2500 (Illumina), paired end. A síntese de cDNA foi 

realizada empregando-se o kit GoScript™ Reverse Transcription System (Promega) 

seguindo instruções do fabricante. A montagem do transcriptoma foi feita pelo 

programa Trinity (Grabherr et al., 2011) e a análise estatística dos genes 

diferencialmente expressos através do programa Edge-R (Robinson et al., 2010). 

Identificação de sequências de defensinas 

Peptídeos disponíveis no banco de dados público CAMP (Collection of Anti-

Microbial Peptides; www.camp.bicnirrh.res.in/) foram utilizados como sequências-

sonda (seed-sequences) de defensinas. Os padrões HMM deste banco, juntamente 

com perfis HMM construídos a partir de alinhamentos de sequências de AMPs obtidas 

em bancos públicos (GenBank e Uniprot), foram utilizados com o auxílio da ferramenta 

HMMER, atribuindo um cut-off de 0.01, para identificação de possíveis homólogos da 
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família em questão no transcriptoma de videira por meio dos alinhamentos baseados 

em modelos probabilísticos. De posse das sequências candidatas, utilizou-se a 

ferramenta Transdecoder para tradução das sequências, as proteínas geradas foram 

submetidas ao Batch CD-Search 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/bwrpsb/bwrpsb.cgi) visando identificar 

domínios conservados considerados padrão para a classe de defensinas, como o 

Gamma-thionin. 

Caracterização dos candidatos à defensinas 

O alinhamento das sequências candidatas foi realizado no Jalview (Clamp et 

al., 2004) visando à identificação de padrões conservados, seguindo-se com a 

predição do peso molecular e do ponto isoelétrico das sequências pelo JVirGel 2.0 

(Hiller et al., 2006). A localização subcelular foi feita com o auxílio do programa Cell-

PLoc 2.0 (Chou e Shen et al., 2010). O programa Dianna 

(http://clavius.bc.edu/~clotelab/DiANNA/) foi usado para identificar a formação das 

pontes dissulfeto entre os resíduos de cisteína. A análise da estrutura secundária das 

defensinas candidatas foi feita através do programa PSIPRED visando identificar 

estruturas características de defensinas, como a presença de folhas-β e uma α-hélice 

(McGuffin et al., 2000). Por fim, a predição da atividade antimicrobiana foi realizada 

por meio do CAMPR3,  que utiliza classificadores estatísticos gerados por: Support 

Vector Machine (SVM), Random Forest Classifier (RFC) e Discriminant Analysis 

Classifier (DAC) (http://www.camp.bicnirrh.res.in/index.php). 

Modelagem de proteínas e análise fenética 

A análise tridimensional foi realizada através do programa SWISS-MODEL 

(Arnold et al., 2006) cujo método compreende modelagem comparativa contra uma 

estrutura proteica já identificada, gerando modelos para a proteína submetida, de 

acordo com a sua similaridade. De posse do melhor modelo tridimensional gerado, é 

possível analisar a qualidade do mesmo, via gráfico de Ramachandran, o qual indica 

as regiões dos resíduos localizados em regiões energeticamente favoráveis através 

da ferramenta PROCHECK (http://servicesn.mbi.ucla.edu/PROCHECK). A ferramenta 

ProSA-Web (https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php) foi utilizada para 

identificar a qualidade geral do modelo das sequências. Para a análise da relação de 

similaridade entre as sequências dos genes codificantes de AMPs, sequências de 
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defensinas foram retiradas do banco de dados PhytAMP 

(http://phytamp.hammamilab.org/main.php) e submetidas ao alinhamento do 

ClustalW. Posteriormente, foram geradas árvores fenéticas utilizando o método de 

Neighbor-Joining com auxílio do programa MEGA v.7 (Kumar et al., 2016).  

Perfil de expressão in silico (RNA-Seq) 

A expressão diferencial dos dados de RNA-Seq foi baseada na análise dos 

valores de Fold Change (FC) dos transcritos isolados de cada biblioteca/tratamento a 

partir das análises via EdgeR, sendo considerados diferencialmente expressos 

aqueles com FC >+1 ou <-1 (p-value ≤ 0.05). Os transcritos foram submetidos a uma 

análise de agrupamento hierárquico (Hierarchical Clustering Analysis) (Eisen et al., 1998) 

com o auxílio do programa CLUSTER 3.0 (Read et al., 2001). Para visualização do 

perfil de expressão gênica, o resultado do CLUSTER foi submetido ao programa Treeview, 

que permite a visualização do perfil de expressão em forma de heatmap.  

Desenho de primers e análise da expressão diferencial por RT-qPCR 

O desenho dos primers para RT-qPCR foi realizado utilizando os programas 

Primer 3 Plus (Rozen e Skaletsky, 2000) e Primer-BLAST do NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov), seguindo os seguintes parâmetros: conteúdo de GC 

50%, tamanho do fragmento entre 70 e 150 pb, temperatura de Melting entre 40 e 60° 

e junção exon-exon. As validações por RT-qPCR seguiram as orientações do MIQE 

(The Minimum Information for Publication of Quantitative RealTime PCR Experiments) (Bustin et 

al., 2009). As reações foram realizadas em equipamento CFX96 Touch Real-Time (Bio-

Rad), utilizando triplicatas biológicas e técnicas (amostrais) e detecção por SYBR 

Green. Os valores de eficiência de amplificação (𝐸 = 10−1/slope), coeficiente de 

correlação (R), interception (y) e slope foram calculados pelo método da curva padrão 

utilizando diluições seriadas de um pool equimolar contendo uma alíquota de todas as 

amostras a serem analisadas. Os genes de interesse (diferencialmente expressos nas 

condições estudadas) foram validados via RT-qPCR e analisados pelo programa 

REST (Relative Expression Software Tool, v.2.0.13; Pfaffl et al., 2002), utilizando os 

genes de referência TRU5, TCBP e 60 SRP para a normalização dos resultados de 

expressão relativa (Tabela 1). 
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RESULTADOS  

Seleção de candidatos e predição de domínios conservados 

Os perfis HMM gerados para a busca via HMMER, utilizando a ferramenta 

AMP-identifier, retornaram dados para 89 famílias de AMPs. No entanto, 51 famílias 

não possuíam transcritos com similaridade relacionada com as sequências de 

interesse. Das 38 famílias que apresentaram sequências candidatas, a classe 

defensina foi escolhida, sendo selecionadas apenas sequências que continham e-

value significativo (e-value ≤ 0.01). 
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Tabela 1. Genes de referência e genes-alvo e seus números de acesso, anotações e sequências dos primers. 
 

Gene (Número de 
acesso) 

Fonte* Função predita Descrição 
Sequência dos primers 

(forward/reverse) 
Eficiência 

Sus     -      Res 

Genes-alvo      

VvDef1 
(Vit_DN34321_c0_g1) 

BrGoc 
Atividade 
antimicrobiana 

Defensina 1 
(F) CCTTCATTCCTGCAGACCAG 
(R) CCAAGTGAGGCAAGAGTCTG 
 

 
  N/A          -      
196,0%   

VvDef2 
(Vit_DN40930_c0_g1_i1) 

BrGoc 
Atividade 

antimicrobiana 
Defensina 2 

(F) AGTTGCTCTGCCTGACACAC 
(R) GCAAAAGATGAAGGGCTCTC 

 
90,3%        -     
104,4% 

Genes de referência      

TCBP (XM_002285876) 
González-

Agüero et al. 
(2013) 

- 
Proteína 1 subunidade β do 

complexo  
(F) AGACAGTGATTGACAGCCGAGTT 
(R) ATCCCTGCGTGGCTTTCTTCC 

 
90,2%        -      91,6%      

 

TRU5 (XM_002283586) 
Tashiro et al. 

(2016) 
Splicing, transcrição Tiorredoxina U5 snRNP 

(F) 
CAATGTACGAGCTTTATGACCCATC 
(R) 
CAGTTGATCTTGTTGTTGTTTCCAG 
 

 
88,9%        -      95,3% 
 

60SRP 
(XM_002270599.1) 

Moteiro et al. 
(2016) 

Componente 
estrutural do 

ribossomo, tradução 

Proteína L18 do RNA ribossomal 
60 S 

(F) ATCTACCTCAAGCTCCTAGTC 
(R) CAATCTTGTCCTCCTTTCCT 

 
90,7%        -      91,0% 

*Database BrGOC (Brazilian Grape Omics Consortium). Fonte: Autor (2019). 
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O grupo das defensinas apresentou duas candidatas com domínio Gamma-

thionin conservado. No alinhamento realizado, foi possível visualizar as regiões 

conservadas, como por exemplo, na presença dos resíduos de cisteína conservados, 

característicos do grupo, observando-se grande conservação, como destacado pelas 

barras amarelas (Figura 1). 

 

Figura 1. Alinhamento das defensinas com presença de resíduos de cisteína, respectivamente 

representado pela (   ). Fonte: Autor (2019). 

Propriedades físico-químicas 

Com relação à localização subcelular, as defensinas localizaram-se no meio 

extracelular e no vacúolo, como representado na Tabela 2. No que se refere ao peso 

molecular (pM) e ao ponto isoelétrico (pI) as candidatas apresentaram-se básicas, 

com pI em torno de oito e pM próximo de 5. 

Tabela 2. Localização subcelular, ponto isoelétrico (pI) e peso molecular (pM) das defensinas 

Gene ID dos transcritos 
Localização 
Subcelular 

pI/pM 

VvDef1 Vit_DN34321_c0_g1_i1 Extracelular 8,35 – 5,07 

VvDef2 Vit_DN40930_c0_g1_i1 Vacúolo 8,75 – 5,19 

Fonte: Autor (2019). 

Predição da Atividade Antimicrobiana 

Com o CAMPR3 foi possível predizer a atividade antimicrobiana das defensinas a 

partir de três parâmetros estatísticos (SVM, RFC e DAC). As defensinas analisadas 

apresentaram valores variando de 0.8165 até 0.999, com 100 % das predições ≥ 0.9, 

indicando significativa atividade antimicrobiana (Tabela 3). 
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Tabela 3. Potencial antimicrobiano de defensinas obtidas no CAMPR3 

Gene SVM RFC DAC 

VvDef1 0.971 0.833 0.999 

VvDef2 0.906 0.8165 0.993 

SVM: Support Vector Machine; RFC: Random Forest Classifier; DAC: Discriminant Analysis 
Classifier. Fonte: Autor (2019). 

Predição de ligações dissulfeto, estrutura secundária e terciária 

Quanto à estabilidade por meio de pontes dissulfeto a partir de resíduos de 

cisteínas, as duas sequências candidatas a defensinas apresentaram quatro ligações 

dissulfeto (Figura 2).  

 

Figura 2. Pontes dissulfeto considerando sequência consenso das defensinas candidatas em Vitis 

spp. Fonte: Autor (2019). 

A conformação secundária predita pelo software PSIPRED, mostrou que a 

estrutura das sequências compõe-se de três folhas-β e uma α-hélice (Figura 3). 

 

Figura 3. Modelo esquemático das estruturas secundárias das defensinas em Vitis spp. Fonte: Autor 

(2019). 

 
Para modelagem por homologia, foram gerados três modelos tridimensionais 

para cada sequência candidata visando obter o melhor modelo de cada 

sequência (Figura 4).  



47 

 

Figura 4. Estrutura 3D modelada por homologia para duas defensinas de Vitis spp; Fonte: Autor 

(2019). 

Foram considerados como critério de escolha, a análise da identidade e a 

cobertura e similaridade dos modelos gerados. Quanto ao gráfico de Ramachandran, 

levou-se em consideração a maior porcentagem dos resíduos de aminoácidos 

presentes na região mais favorável e na região permitida. O transcrito VvDef1 

apresentou 97 % dos seus resíduos nas regiões favoráveis, enquanto o transcrito 

VvDef2 obteve 95 %, conforme representado na Tabela 4.   

Tabela 4. Valores obtidos no Swiss-Model e Procheck para a avaliação de qualidade dos modelos 
tridimensionais gerados para as defensinas de Vitis spp. 

Família Gene 
     Ramachandran* 

 (aa) Identidade GMQE QMEAN Zscore RMF RPA RGP RNP 

Defensina VvDef1   46    39,13% 0,77 -0,65 -7,3 97,4% 2,6% 0,0% 0,0% 

 VvDef2   46    39,13% 0,75 -0,46 -7,5 94,9% 5,1% 0,0% 0,0% 

GMQE: Estimativa Global de Qualidade do Modelo; QMEAN: Análise de Energia Modelo Qualitativa; Zscore: 
Qualidade geral do modelo; (*) RMF: Região Mais Favorável; RPA: Região Permitida Adicional; RGP: 
Região Generosamente Permitida; RNP: Região Não Permitida. Fonte: Autor (2019). 

 

Análise de fenogramas 

O dendrograma gerado pela análise de Neighbor Joining (NJ) para as 

defensinas de Vitis spp. (Figura 5) incluiu todas as defensinas previamente descritas 

no banco de dados PhytAMP. A árvore de NJ apresentou três grupamentos. As 

sequências do grupo I correspondem às famílias Poaceae e Brassicaceae. O segundo 

grupamento compreendeu além da família Poaceae, as famílias Solanaceae, 

Brassicaceae, Asteraceae, Fabaceae e Vitaceae, incluindo as duas defensinas aqui 



48 

 

identificadas. O gene VvDef1 mostrou-se similar com a espécie Petunia integrifolia, 

emergindo um bootstrap de 81 %. Por sua vez, o gene VvDef2, apresentou um 

bootstrap de 96 % com a espécie Vigna unguiculata, indicando alta similaridade. 

As sequências alocadas no grupo III foram compostas pelas famílias 

Amaranthaceae, Brassicaceae, Fabaceae, Solanaceae, Sapindaceae e Poaceae, 

estando esta última família presente em todos os grupamentos. Cada grupo 

identificado compartilha um grau de similaridade e consequentemente o mesmo 

padrão de conservação. 

Visando avaliar o padrão de conservação e compreender as diferenças de cada 

grupo, os ramos foram alinhados separadamente (Figura S1). No grupo I, as 

monocotiledôneas compartilham de vários aminoácidos como: cisteína (C), arginina 

(R), serina (S), fenilalanina (F), lisina (K), glicina (G), asparagina (N), alanina (A), 

valina (V), ácido glutâmico (E) e ácido aspártico (D). Por sua vez o grupamento II 

compõe seis tipos de aminoácidos diferentes, entre eles a cisteína (C), serina (S), 

felialanina (F), glicina (G), valina (V) e ácido glutâmico (E). Já o grupo III, apenas dois 

resíduos apresentaram-se conservados, sendo eles, cisteína (C) e glicina (G). 

  

Figura 5. Fenograma das duas candidatas à defensina de Vitis spp. utilizando sequências de defensinas 

disponíveis no banco de dados PhytAMP. As proteínas são representadas por seus códigos de acesso 

seguido da espécie vegetal. Fonte: Autor (2019). 
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Perfil de expressão in silico 

Para construção dos heatmaps foram considerados os valores de expressão 

diferencial das bibliotecas de RNA-Seq. O transcrito VvDef1 foi identificado como 

induzido (log2FC=8.06) na cultivar susceptível e não significativo na resistente. Por 

sua vez, o transcrito VvDef2 apresentou-se não significativo na cultivar suscetível e 

reprimido (log2FC=0.90) na cultivar resistente (Figura 6). 

 

 

Figura 6. Perfil de expressão in silico das defensinas em dois genótipos de Vitis contrastantes quanto 

à resistência contra Xanthomonas citri pv. anacardii, com base em dados de RNA-Seq. A escala de 

cores representa os níveis de expressão relativa, com vermelho indicando indução e verde 

repressão dos transcritos. Fonte: Autor (2019). 

Validação dos genes através da RT-qPCR 

Foram desenhados cinco pares de primers para cada transcrito que codificaram 

genes de defensinas tendo como base os contigs de RNA-Seq e os dados de 

expressão diferencial. Desses, um par de primer (DEF 2) mostrou-se eficiente nas 

amostras de cDNA das duas cultivares de Vitis inoculadas com Xca em diferentes 

tempos de estresse (90 minutos, 24 horas e 48 horas) ou em seus controles (sem 

inoculação). Os genes de referência TRU5, TCBP e 60 SRP foram utilizados para a 

normalização dos dados de expressão relativa.  

Considerando-se os dados de expressão diferencial por RNA-Seq, o gene 

VvDef2 (Vit_DN40930_c0_g1_i1) apresentou-se reprimido (log2FC=0,90) na cultivar 

IAC-572 (resistente) e não significativo na cultivar Red Globe (susceptível) com 90 

minutos de estresse, em relação aos seus controles (Figura7; Tabela 5). A análise de 
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expressão relativa via RT-qPCR validou os dados do RNA-Seq para as duas cultivares 

avaliadas, uma vez que esse transcrito apresentou repressão (log2FC=0,49) no 

acesso resistente e foi não significativo no susceptível, quando comparado aos seus 

controles não inoculados (Figura 7; Tabela 5), indicando que a cultivar resistente 

responde à situação de estresse precocemente. Após 24 horas de estresse, o mesmo 

padrão foi observado em ambas as cultivares, com o acesso resistente se mantendo 

reprimido (log2FC=0,10) enquanto que o acesso susceptível continuou sem alterar a 

sua expressão. Com 48 horas de inoculação, os níveis de expressão não foram 

significativos nos dois acessos.  
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Figura 7. Expressão relativa do transcrito candidato a Defensina (DEF 2 - Vit_DN40930_c0_g1_i1) após 90 minutos, 24 horas e 48 horas de inoculação com a 
bactéria X. citri pv. anacardi, comparativamente aos controles não inoculados. Fonte: Autor (2019). 
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Tabela 5. Expressão relativa via RT-qPCR de VvDef2 (Vit_DN40930_c0_g1_i1) em duas cultivares de videira após 90 minutos, 24 horas e 48 horas de 
inoculação com X. citri e sua regulação na biblioteca de RNA-Seq (90 minutos) 

Fonte: Autor (2019).

  RNA-Seq [FC / Reg.] 

90 minutos 

RT-qPCR* 

90 minutos 

RT-qPCR* 

24 horas 

RT-qPCR * 

48 horas 

ID do transcrito Anotação IAC 572 Red Globe IAC 572 Red Globe IAC 572 Red Globe IAC 572 Red Globe 

Vit_DN40930_c0_g1_i1 VvDef2 0,90/DR N.S.  0,49/DR N.S. 0,10/DR N.S. N.S. N.S. 
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DISCUSSÃO 

Seleção de candidatos e predição de domínios conservados 

Os peptídeos antimicrobianos têm papel importante no sistema imune inato, 

desempenhando proteção contra infecções bacterianas e fúngicas (Kumar et al., 

2018). Anteriormente conhecidas como γ-tioninas, as defensinas possuem em seu 

domínio grande importância para determinação da atividade funcional, bem como a 

presença de aminoácidos básicos específicos como lisina e arginina, como 

previamente reportado por Pelegrini et al. (2005). Os peptídeos antimicrobianos 

possuem características especificas que são comuns a estas proteínas, como, por 

exemplo, a presença de cisteínas em números pares, em geral compondo oito 

resíduos altamente conservados, no qual formam quatro pontes dissulfeto, com a 

presença dessas regiões a identificação por meio do alinhamento torna-se mais fácil. 

Liu et al. (2017) utilizaram em suas análises um método semelhante para a 

identificação de defensinas em peptídeos ricos em cisteína e obtiveram um total de 

4210 sequências de diferentes espécies como Fragaria vesca, Populous trichocarpa, 

Glycine max, Prunus persica e Vitis vinifera. Por sua vez, Rigano et al. (2012) 

identificando defensinas no genoma de Solanum lycopersicum conseguiram recuperar 

57 peptídeos da classe defensina vegetal. 

No presente trabalho, foram identificadas duas defensinas contendo o domínio 

Gamma-thionin, as quais apresentaram características semelhantes às 

documentadas em peptídeos que dispõem de atividade antimicrobiana (De Oliveira et 

al., 2009). No entanto, esse número não corresponde ao encontrado em outras 

espécies. Isso pode ser justificado pelo modelo utilizado como sonda no HMMER, o 

qual necessita ser incrementado para caracterizar de forma mais abrangente este 

grupo de AMP visando à identificação e caracterização de novas defensinas no 

transcriptoma de videira. 

Localização subcelular e propriedades físico-químicas 

Segundo Terras et al. (1995), as defensinas vegetais têm função de proteger 

os tecidos da planta durante os primeiros estágios emergenciais de ataques 

patogênicos. Em plantas, os AMPs são altamente expressos em sementes e tecidos 

reprodutivos (Lay et al., 2003). Tal fato pôde ser identificado por Games et al. (2008) 

utilizando sementes de Phaseolus vulgaris inoculadas com patógenos fúngicos, 

visando o isolamento, caracterização e obtenção de cDNA codificante para defensina 
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em P.vulgaris, onde o grupo identificou o gene denominado PvD1, o qual apresentou 

atividade antifúngica na situação de análise.  

Diversos estudos foram realizados com defensinas utilizando diferentes tecidos 

e espécies. Cui et al. (2018), por exemplo, avaliaram a expressão das defensinas 

SlyDF1 e SlyDF2 em raízes, caules, folhas, flores e frutos de Solanum lycopersicum 

infectado por Phytophthora infestans e verificaram a indução das duas defensinas em 

todos os tecidos analisados.  

Quanto a sua localização subcelular, os AMPs já foram identificados tanto no 

vacúolo, como verificado por Lay et al. (2003) utilizando defensina isolada das 

espécies Nicotiana alata e Petunia hybrid, como no meio extracelular, conforme 

relatado por Jha et al. (2009) ao isolar defensinas em folhas e raízes de Oryza sativa. 

Em nossa análise, as duas defensinas apresentaram-se nas duas regiões reportadas 

anteriormente na literatura. 

Referente ao PI e ao PM, os AMPs são proteínas com características altamente 

básicas, catiônicas, de massa molecular pequena, variando de 5 a 80 Kda (Stangarlin 

et al., 2011; Niu et al., 2018). Os dados obtidos para as defensinas avaliadas em nosso 

estudo assemelham-se ao relatado em outros estudos envolvendo essa família de 

AMPs, o que garante confiabilidade aos nossos resultados. 

Predição da atividade antimicrobiana e modelagem estrutural 

A partir da predição da atividade dos AMPs, por meio do CAMPR3, foi possível 

inferir sobre a atividade antimicrobiana com base em três testes estatísticos SVM, 

RFC e DAC. Atualmente, o banco de dados conta com cerca de 10.247 sequências 

de peptídeos, sendo 4857 validados experimentalmente e 5390 previstos, além de 

cerca de 114 assinaturas de sequências especificas de AMPs. Devido a robustez de 

dados, o CAMPR3 possibilita informações abrangentes acerca desses peptídeos 

confiabilizando os dados submetidos a esta ferramenta (Waghu et al., 2015). 

Os testes estatísticos utilizados por essa ferramenta apresentam um método 

de precisão de 87 a 93 % como observado em estudo realizado por Thomas et al 

(2009), que identificaram sequências de peptídeos envolvidas em processos de 

atividade antimicrobiana, antibacteriana, antifúngica, anticancerígena, antiparasitária, 

antivirais e antitumorais coletadas do banco de dados NCBI, demonstrando a 

sensibilidade e especificidade dos algoritmos utilizados nas análises. No tocante a 

estrutura secundária, as duas candidatas a defensinas apresentaram três folhas-β e 
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uma α-hélice em sua conformação, similarmente ao observado por Ermakova et al. 

(2016) e Parisi et al. (2018) em Pinus sylvestris e Nicotina alata, respectivamente. 

A qualidade dos modelos estruturais gerados para as duas defensinas do nosso 

estudo apresentou mais de 90 % dos resíduos de aminoácidos em regiões favoráveis 

ou permitidas. O PROCHECK viabiliza o gráfico de Ramachandran, que fornece de 

maneira detalhada a estereoquímica da estrutura proteica e avalia a qualidade do 

arranjo estrutural, considerando-se como um bom resultado estruturas que 

apresentarem 90 % dos seus resíduos em regiões favoráveis ou permitidas 

(Laskowski et al., 1993). 

 Almeida et al. (2002) obtiveram resultado semelhante ao avaliar 100 estruturas 

de defensinas isoladas de sementes de Pisum sativum através de dinâmica molecular. 

Os autores verificaram que do total de estruturas analisadas, apenas 20 apresentaram 

baixo rendimento, sendo submetidas a uma etapa de rendimento por meio do 

PROCHECK que identificou que tais estruturas apresentaram 99 % dos seus resíduos 

em regiões permitidas, semelhantemente ao verificado em nosso estudo. 

Análise fenética 

Em nosso estudo, o dendograma gerado dividiu-se em três grupos, com as 

duas defensinas presentes no grupo II, próximo a Petunia integrifolia e Vigna 

unguiculata. De acordo com Carvalho & Gomes et al. (2009), é improvável que esta 

família apresente diversos subgrupos devido a conservação de suas estruturas 

primárias, secundárias e terciárias. Em análise realizada por Gachomo et al. (2012) 

envolvendo a conservação evolutiva de defensinas em Arabidopsis thaliana, Oryzae 

sativa, Gymnadenia conopsea e Raphanus sativus foi observado que a topologia da 

árvore abrange três clados distindos e forma grupos subdivididos, nos quais tal divisão 

ocorre devido às características da sequência das proteínas que compartilham de 

alguns resíduos de aminoácidos, como também por possíveis diversificações. 

Em geral, sequências de defensinas são compostas por um pequeno número 

de aminoácidos, cisteína (C), glicina (G), serina (S) e um resíduo aromático de 

fenilalanina (F). Em nosso trabalho, a topologia analisada possui semelhança com a 

verificada por Gachomo et al. (2012), sendo possível identificar três grupos distintos. 

O entendimento de características estruturais e funcionais é crucial para compreender 

a relação da classe defensina em diferentes espécies. Carvalho et al. (2006) isolaram 

uma defensina de Vigna unguiculata, que agrupou com P. sativum e V. unguiculata, 
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indicando que tais defensinas podem compartilhar de uma origem evolutiva comum, 

sendo observado características estruturais conservadas entre as sequências 

analisadas, bem como homologia de aminoácidos. Deste modo, sugere-se que o 

agrupamento está intimamente ligado ao padrão de conservação de cada sequência, 

na qual cada aminoácido apresenta uma função especifica, possuindo, portanto, 

importância direta na diversificação de cada família. 

Validação dos genes de interesse via RT-qPCR 

O papel das defensinas na proteção de tecidos vegetais em situações de estresse 

biótico tem sido descrito em diversos estudos (Terras et al., 1995; Thomma e Broekaert 

et al., 1998; Beer e Vivier et al.,2008; Stotz et al., 2009; Weerawanich et al., 2018). No 

entanto, tais genes podem apresentar padrões de expressão distintos a depender do 

material vegetal ou do estádio de desenvolvimento utilizado no ensaio experimental.  

Beer e Vivier et al. (2008) demonstraram que a expressão do peptídeo Vv-AMP1 

(homológo à defensinas vegetais) não foi alterada em tecidos foliares de Vitis vinifera 

sob condições de estresse abiótico (osmótico e hormonal) e biótico (infecção com 

Botrytis cinerea), sendo induzida especificamente em estádios de maturação das bagas 

em plantas sob condições normais. Por sua vez, Weerawanich et al. (2018) relataram a 

indução de duas defensinas (DEF7 e DEF8) em resposta à infecção por Xanthomonas 

oryzae pv. oryzae em tecidos foliares de arroz (Oryza sativa). Em contraste, Thomma e 

Broekaert (1998) verificaram que as defensinas PDF1.2 e PDF2.2 exibiram regulação 

distinta em folhas de Arabidopsis thaliana após 72 horas de inoculação com o fungo 

Alternaria brassicicola. Os resultados das análises de RT-PCR indicaram que a 

defensina PDF1.2 foi fortemente induzida após infecção com o patógeno ao passo que 

a PDF2.2 teve sua expressão reprimida na mesma condição. Os autores sugeriram que 

a repressão da PDF2.2 pode estar associada a supressores específicos secretados pelo 

patógeno para quebrar barreiras constitutivamente expressas da defensina, a primeira 

linha de defesa da planta. Em nosso estudo, a expressão do gene VvDef2 foi regulado 

negativamente na cultivar resistente, com 90 minutos e 24 horas após a inoculação com 

X. citri, sendo não significativa na cultivar susceptível, o que sugere a percepção e 

possível atuação da cultivar resistente na resposta de defesa da planta frente ao 

patógeno. 

 

https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/oryza-sativa
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CONCLUSÃO 

O presente trabalho forneceu resultados importantes para o entendimento da 

interação de Vitis spp. e a bactéria X. citri e a participação de peptídeos antimicrobianos 

da classe defensina nesse processo, sendo possível caracterizar e validar uma 

defensina (VvDef2) que posteriormente poderá ser aplicada em abordagens 

biotecnológicas ou no melhoramento genético da videira. 
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MATERIAL SUPLEMENTAR 

 

 

Figura S1. Alinhamento individual das sequências de cada grupamento. Fonte: Autor (2019). 
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Figura S2. Curvas de eficiência de DEF 2 obtidas via RT-qPCR. Fonte: Autor (2019). 

 

Figura S3. Curvas de Melting de DEF 2 obtidos via RT-qPCR. Fonte: Autor (2019).  
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RESUMO: As proteínas relacionadas à patogênese (PR) desempenham papel 

fundamental na resposta de defesa dos vegetais. Dentre as diversas classes de PRs, 

destacam-se as PR-5, que englobam as TLPs. Este trabalho visou identificar, 

caracterizar e validar TLPs diferencialmente expressas no transcriptoma de dois 

acessos de Vitis spp. inoculados com bactéria Xanthomonas citri pv. anacardi (Xca). 

Bibliotecas de RNA-Seq (Illumina HiSeq2500) foram geradas a partir de clones das 

cultivares ‘Red Globe’ e e do híbrido IAC-572, consideradas susceptível e 

moderadamente resistente ao cancro bacteriano, respectivamente. Amostras de 

tecidos foliares foram coletadas nos tempos de 90 minutos, 6 horas, 24 horas e 48 

horas após a inoculação com o patógeno. Sequências sondas de TLPs foram 

selecionadas no banco de dados CAMP e submetidas à ferramenta HMMER 

objetivando identificar AMPs correspondentes as TLPs. As sequências candidatas 

foram anotadas, traduzidas e tiveram seus domínios identificados com o auxílio do 

Batch CD-search. A predição do ponto isoelétrico e do peso molecular foi realizada 

utilizando o JVirGel 2.0, a localização subcelular através do Cell-PLoc 2.0, as pontes 

dissulfeto por meio do Dianna e a predição da atividade antimicrobiana pelo CAMP 

R3. Foram identificadas 32 TLPs após análise via HMMER, que demonstrararam alto 

potencial antimicrobiano. Foram gerados modelos tridimensionais para cada 

sequência candidata, os quais apresentaram 90 % dos seus resíduos distribuídos em 

regiões favoráveis ou permitidas. Por fim, foram selecionados cinco TLPs para o 

desenho de primers, das quais três apresentaram-se funcionais e foram validadas via 
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PCR quantitativa em tempo real (RT-qPCR). As diferentes TLPs avaliadas (VvTLP1, 

VvTLP3 e VvTLP4) via RT-qPCR apresentaram perfis de expressão distintos, porém 

contrastantes quanto as cultivares resistente e susceptível, indicando que as mesmas 

fazem uso de diferentes estratégias de defesa ao agente bacteriano em videira.  

 

INTRODUÇÃO 

As TLPs (Thaumatin-like protein) pertencem à família PR-5 e foram isoladas 

inicialmente do fruto da Thaumatococcus daniellii, um arbusto nativo do Oeste 

Africano (Liu et al., 2010). São polipeptídeos de aproximadamente 207 aminoácidos, 

com massa molecular de 21 a 26 KDa e com 16 resíduos de cisteína e oito pontes 

dissulfeto (Velazhahan et al., 1999; Breiteneder, 2004; Liu et al., 2010). Essas 

proteínas podem ser ácidas, básicas ou neutras e possuem um peptídeo sinal na 

região N-terminal, responsável por direcionar a proteína madura para uma via 

secretora particular (Liu et al., 2010). Tratam-se de proteínas relativamente maiores 

do que os AMPs (tradicionalmente possuindo de 12 a 50 aminoácidos). Portanto, 

normalmente não são classificadas nesse grupo, embora se destaquem pela alta 

conservação de seus resíduos de cisteína (Silva et al., 2019). TLPs são conhecidas 

por sua atividade antifúngica, atuando na degradação da parede celular de fungos 

(Batalia et al., 1996; Sinha et al., 2014). Estudos recentes reportam que a expressão 

de TLPs tem sido regulada em condições tanto de estresses abióticos como bióticos 

(Munis et al., 2010; Acharya et al., 2013; Misra et al., 2016; Sripriya et al., 2017), 

ressaltando seu potencial biotecnológico. 

A Vitis vinifera L. é uma espécie frutífera de grande importância econômica 

mundial. Seu fruto serve de insumo para a produção de vinho, uvas de mesa, sucos, 

licores destilados, passas secas, entre outros (Li et al., 2017). As espécies de Vitis 

são conhecidas por possuir quantidades significativas de compostos fitoquímicos 

benéficos, incluindo antocianinas, flavonoides e resveratrol, os quais propiciam 

diversos benefícios para a saúde devido às suas atividades antioxidantes e 

antiproliferativas (Pezzuto, 2008; Yang et al., 2009).  

O cancro bacteriano, causado pela bactéria Xanthomonas citri pv. viticola, 

figura como umas das mais impactantes doenças da videira e um dos principais 

fatores de risco para a produção da cultura (Gama et al., 2018). Não existem relatos 

na literatura envolvendo os efeitos da interação patogênica entre a videira e X. citri pv. 
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anacardi, especialmente quanto à expressão de TLPs em cultivares contrastantes em 

diferentes tempos pós-inoculação. Dessa forma, o presente estudo objetivou analisar 

a estrutura de genes codificantes de TLPs em Vitis spp., inferindo sobre seus padrões 

de expressão, características estruturais e funcionais, validando candidatos 

selecionados através de RT-qPCR. 

 

METODOLOGIA 

Desenho experimental e obtenção do material vegetal 

O experimento visando à geração de bibliotecas de RNA-Seq de Vitis sob 

infecção da bactéria X. citri foi conduzido na Embrapa Semiárido (Petrolina - Brasil) 

utilizando clones das cultivares ‘Red Globe’ e do híbrido IAC 572 [resultante de um 

cruzamento entre o porta-enxerto 101-14 MGT (V. riparia X V. rupestres) e V. 

caribaea], considerados susceptível e moderadamente resistente a Xca, 

respectivamente (Nascimento et al., 2006). As plantas foram cultivadas em potes 

plásticos de 5 L, com substrato composto por proporções iguais de solo do tipo 

argiloso e vermiculita, sob condições controladas [25°C ± 2°C; 60% ± 5% de umidade 

relativa; e com 12 h/dia de luz natural (Photosynthetic Photon Flux Density (PPFD) = 

1.5 × 10 3 μmoles)], sendo separadas em quatro casas de vegetação distintas de 

acordo com os tempos estabelecidos para as coletas. Após 30 dias de cultivo, as 

plantas sadias dos dois acessos foram selecionadas e divididas em dois grupos: (1) 

Controle - plantas inoculadas com água destilada esterilizada; (2) Tratamento - plantas 

inoculadas com a bactéria X. citri (isolado Xcv117), conforme metodologia sugerida 

por Gama et al. (2011). As coletas foram feitas em quatro tempos distintos após a 

inoculação: (1) 90 minutos; (2) 6 horas; (3) 24 horas e (4) 48 horas após a inoculação. 

O tecido foliar foi coletado, imediatamente congelado em nitrogênio líquido e 

armazenado em freezer -80 ºC para a extração do RNA total e posterior confecção 

das bibliotecas de RNA-seq via sequenciamento HiSeq2500 (Illumina). 

Extração de RNA, síntese de cDNA, construção das bibliotecas de RNA-Seq e 

sequenciamento 

O RNA total foi extraído segundo protocolo associado entre o método CTAB-

Acetato (Zhao et al., 2012) e o Kit SV Total RNA Isolation System (Promega), utilizando 

200 mg de tecido foliar e tratamento com DNAse. A concentração, pureza e integridade 
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das amostras foram verificadas via fluorímetro Qubit® (Life Technologies), 

espectrofotômetro NanoDrop 2000c (ThermoFisher Scientific) e Bioanalyser (Agilent 

Technologies), respectivamente. A construção das bibliotecas de RNA-Seq e 

sequenciamento foram realizadas no Centro de Genômica Funcional ESALQ/USP a 

partir da plataforma V4 2 X 100 HiSeq2500 (Illumina), paired end, utilizando amostras 

de RNA do tempo de 90 minutos.  A síntese de cDNA foi realizada com o kit GoScript™ 

Reverse Transcription System (Promega) seguindo as recomendações do fabricante. A 

montagem do transcriptoma foi feita pelo programa Trinity (Grabherr et al., 2011) e a 

análise estatística dos genes diferencialmente expressos através do programa Edge-R 

(Robinson et al., 2010).  

Identificação e caracterização de sequências de TLPs 

O banco de dados CAMP (Collection of Anti-Microbial Peptides; 

www.camp.bicnirrh.res.in/) foi utilizado para selecionar as sequências sondas de 

TLPs. A identificação de homólogos de TLPs no transcriptoma de videira foi realizada 

por meio de alinhamentos baseados em modelos probabilísticos com o auxílio do 

HMMER, utilizando um cut-off de 0.01. As sequências candidatas foram traduzidas 

por meio da ferramenta Transdecoder e os domínios conservados foram confirmados 

utilizando o Batch CD-Search (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/bwrpsb/bwrpsb.cgi). O 

Jalview foi utilizado para alinhar as sequências candidatas à TLP visando analisar 

padrões de conservação (Clamp et al., 2004). No JVirGel foi feita a predição do ponto 

isoelétrico e do peso molecular (Hiller et al., 2006). A localização subcelular foi 

realizada no Cell-Ploc (Chou e Shen et al., 2010). A formação de pontes dissulfeto foi 

verificada no programa Dianna (http://clavius.bc.edu/~clotelab/DiANNA/) e a análise 

de estruturas secundárias por meio do PSIPRED (McGuffin, et al., 2000). No CAMPR3 

(http://www.camp.bicnirrh.res.in/index.php) foi feita a predição da atividade 

antimicrobiana a partir dos classificadores estatísticos Support Vector Machine (SVM), 

Random Forest Classifier (RFC) e Discriminant Analysis Classifier (DAC).  

Modelagem de proteínas e análise fenética 

O SWISS-MODEL foi utilizado para a análise de modelagem tridimensional, o 

qual emprega um método que gera modelos comparativos mediante uma estrutura 

proteica já identificada e cria modelos para a proteína de interesse a partir de sua 

similaridade (Arnold et al., 2006). A qualidade dos modelos gerados foi analisada pelo 

http://www.camp.bicnirrh.res.in/
http://clavius.bc.edu/~clotelab/DiANNA/
http://www.camp.bicnirrh.res.in/index.php
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PROCHECK (http://servicesn.mbi.ucla.edu/PROCHECK) via gráfico de 

Ramachandran (que indica a localização dos resíduos de aminoácidos), bem como 

pela ferramenta ProSA-Web (https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php). 

Sequências de TLPs retiradas do banco de dados Uniprot foram submetidas ao 

alinhamento do ClustalW. A árvore fenética foi gerada com auxílio do programa MEGA 

v.7 utilizando o método de Neighbor-Joining (Kumar et al., 2016). 

 

Perfil de expressão in silico (RNA-Seq) 

A expressão diferencial dos dados de RNA-Seq foi baseada na análise dos 

valores de Fold Change (FC) dos transcritos isolados de cada biblioteca/tratamento a 

partir das análises via EdgeR, sendo considerados diferencialmente expressos 

aqueles com FC >+1 ou <-1 (p-value ≤ 0.05). Os transcritos foram submetidos a uma 

análise de agrupamento hierárquico (Hierarchical clustering analysis), considerando 

os dados normalizados e aplicando um filtro de dados de 80 % no programa CLUSTER 

3.0 (Read et al., 2001). O resultado do CLUSTER 3.0 foi submetido ao programa 

Treeview para a visualização do perfil de expressão em forma de heatmap.  

Desenho de primers e análise da expressão diferencial por RT-qPCR 

O Primer 3 Plus foi utilizado para desenhar os primers utilizados na RT-qPCR 

(Rozen & Skaletsky et al., 2000), seguindo os seguintes parâmetros: conteúdo de GC 

50%, tamanho do fragmento entre 70 e 150 pb, temperatura de Melting entre 40 e 60° 

e junção exon-exon). As validações por RT-qPCR seguiram as orientações do MIQE 

(The Minimum Information for Publication of Quantitative RealTime PCR Experiments) (Bustin et 

al., 2009). As reações foram realizadas em equipamento CFX96 Touch Real-Time (Bio-

Rad), usando triplicatas biológicas e técnicas (amostrais) e detecção por SYBR Green. 

Os valores de eficiência de amplificação (𝐸 = 10−1/slope), coeficiente de correlação 

(R), interception (y) e slope foram calculados pelo método da curva padrão utilizando 

diluições seriadas de um pool equimolar contendo uma alíquota de todas as amostras 

a serem analisadas. Os genes de interesse (diferencialmente expressos nas 

condições estudadas) foram validados via RT-qPCR e analisados pelo programa 

REST (Relative Expression Software Tool, v.2.0.13; Pfaffl et al., 2002), utilizando três 

genes de referência (TRU5, TCBP e 60 SRP) para a normalização dos resultados de 

expressão relativa (Tabela 1). 

http://servicesn.mbi.ucla.edu/PROCHECK
https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php
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RESULTADOS 

Seleção de candidatos e predição de domínios conservados 

Os perfis HMM gerados possibilitaram selecionar 32 sequências que 

apresentaram similaridade com TLPs. Apenas as sequências candidatas que 

apresentaram e-value significativo (e-value ≤ 0.01), foram selecionadas para as 

análises posteriores. 
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Tabela 1. Genes de referência e genes alvos de TLP com seus números de acesso, anotações e sequências dos primers 
 

Gene (Número de 
acesso) 

Fonte* Função predita Descrição Sequência dos primers (forward/reverse) 
Eficiência 

Sus        -        Res 

Genes-alvo      

VvTLP1 
(Vit_DN49641_c0_g1_i1) 

BrGoc 
Atividade 

antifúngica 
Atua principalmente na degradação 

da parede celular de fungos 
(F) AGCCTCTAGGGCAGAACACA 
(R) AGGGTGCAATAACCCGTGTA 

 
   98,6%       -       106,5% 

VvTLP14 
(Vit_ 
DN40037_c0_g1_i1) 

BrGoc 
Atividade 

antifúngica 
Atua principalmente na degradação 

da parede celular de fungos 
(F) TGGCAGAAGATGACCTTGAG  
(R) GGTACCGATGAGCTGTGTTG 

 
N/A         -        N/A  

 

VvTLP15 
(Vit_DN40037_c0_g1_i2) 

BrGoc 
Atividade 

antifúngica 
Atua principalmente na degradação 

da parede celular de fungos 
(F) GACCTTTACCACTGCGCATA 

(R) TTCCGGAGAAGAGAAGGAGA 

 
N/A         -        N/A  

 

VvTLP17 
(Vit_DN55951_c0_g1_i5) 

BrGoc 
Atividade 

antifúngica 
Atua principalmente na degradação 

da parede celular de fungos 
(F) CGGCGCTACAGAGTGTTCTA 
(R) CAAGTGCAGCTACCCAGTGT 

 
N/A         -        N/A  

 

VvTLP29 
(Vit_DN41703_c0_g1_i1) 

BrGoc 
Atividade 

antifúngica 
Atua principalmente na degradação 

da parede celular de fungos 
(F) GGGCAGTGAGTAACGCAGTA 
(R) CTTGCACTGGTGGCAACTAT 

       108,0%      -        94,2% 

VvTLP30 
(Vit_DN31917_c0_g1_i1) 

BrGoc 
Atividade 

antifúngica 
Atua principalmente na degradação 

da parede celular de fungos 
(F) GTGACCGAAACAGGGAGATT 
(R) GCCAAACTGGTGACTGTGAT 

 
 

103,9%      -       105,9% 

Genes de referência      

TCBP (XM_002285876) 
González-
Agüero et 
al. (2013) 

- Proteína 1 subunidade β do complexo 
(F) AGACAGTGATTGACAGCCGAGTT 
(R) ATCCCTGCGTGGCTTTCTTCC 

 
      90,2%        -         91,6%      

 

TRU5 (XM_002283586) 
Tashiro et 
al. (2016) 

Splicing, 
transcrição 

Tiorredoxina U5 snRNP 
(F) CAATGTACGAGCTTTATGACCCATC 
(R) CAGTTGATCTTGTTGTTGTTTCCAG 
 

 
      88,9%        -         95,3% 

 

60SRP 
(XM_002270599.1) 

Moteiro et 
al. (2016) 

Componente 
estrutural do 
ribossomo, 
tradução 

Proteína L18 do RNA ribossomal 60 S 
(F) ATCTACCTCAAGCTCCTAGTC 
(R) CAATCTTGTCCTCCTTTCCT 

 
      90,7%        -         91,0% 

*Database BrGOC (Brazilian Grape Omics Consortium). Fonte: Autor (2019). 
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O alinhamento das TLPs revelou uma diversificação com indels e regiões 

variáveis, quanto a preservação dos resíduos de cisteína, compartilhando um total de 

13 regiões conservadas de cisteínas (Figura 1).

 

Figura 1. Alinhamento das TLPs com presença de resíduos de cisteína e pelo motivo REDDD 

respectivamente representado pela (   ) e (    ). Fonte: Autor (2019). 

Todas as TLPs selecionadas apresentaram domínios conservados 

correspondentes a GH64-TLP-SF (que inclui hidrolases glicosídicas), Thaumatin 

(relacionado à atividade antifúngica) e TLP-PA (semelhante ao domínio taumatina e 

presente em proteínas antifúngicas/alergênicas) (Tabela 2). 
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Tabela 2. Domínios conservados previamente reconhecidos para TLPs (Thaumatin Like Proteins) bem 
como o respectivo número de candidatos identificados em Vitis spp. 

 

 

Fonte: Autor (2019). 

Propriedades físico-químicas 

As candidatas a TLPs, mostraram-se mais presentes na região extracelular e 

no vacúolo, apresentaram-se tanto básicas quanto ácidas, com pI variando de três a 

oito e pM de 25 a 33 (Tabela 3). 

 
Tabela 3. Localização subcelular, ponto isoelétrico (pI) e peso molecular (pM) das TLPs 

Gene ID dos transcritos 
Localização 
Subcelular 

pI/pM 

VvTLP1 Vit_DN49641_c0_g1_i1 Vacúolo 7,58 – 23,62 
VvTLP2 Vit_DN48840_c0_g1_i1 Vacúolo 4,43 – 21,18 
VvTLP3 Vit_DN48840_c0_g1_i1 Vacúolo 5,05 – 21,62 
VvTLP4 Vit_DN51463_c0_g2_i1 Vacúolo 7,57 – 21,34 
VvTLP5 Vit_DN44695_c0_g1_i4 Extracelular 4,63 – 26,17 
VvTLP6 Vit_DN44695_c0_g1_i3 Extracelular 5,24 – 26,28 
VvTLP7 Vit_DN51463_c0_g2_i3 Vacúolo 8,29 – 25,23 
VvTLP8 Vit_DN51463_c0_g2_i4 Vacúolo 7,28 – 25,02 
VvTLP9 Vit_DN44695_c0_g1_i1 Vacúolo 4,12 – 21,13 
VvTLP10 Vit_DN51463_c0_g5_i3 Vacúolo 4,79 – 24,89 
VvTLP11 Vit_DN51463_c0_g5_i1 Vacúolo 4,21 – 21,28 
VvTLP12 Vit_DN44596_c0_g1_i1 Extracelular 3,91 – 32,65 
VvTLP13 Vit_DN44596_c0_g1_i2 Extracelular 3,91 – 32,65 
VvTLP14 Vit_DN40037_c0_g1_i1 Extracelular 7,18 – 24,52 
VvTLP15 Vit_DN40037_c0_g1_i2 Extracelular 7,18 – 24,52 
VvTLP16 Vit_DN44183_c0_g1_i1 Extracelular 4,51 – 29,06 
VvTLP17 Vit_DN55951_c0_g1_i1 Extracelular 4,01 – 27,98 
VvTLP18 Vit_DN55951_c0_g1_i2 Extracelular 4,01 – 27,98 
VvTLP19 Vit_DN55951_c0_g1_i6 Extracelular 4,01 – 27,98 
VvTLP20 Vit_DN55951_c0_g1_i3 Extracelular 4,05 – 27,94 
VvTLP21 Vit_DN55951_c0_g1_i5 Extracelular 4,01 – 27,93 
VvTLP22 Vit_DN49512_c0_g1_i4 Extracelular 4,55 – 32,42 
VvTLP23 Vit_DN49512_c0_g1_i1 Extracelular 4,55 – 30,81 
VvTLP24 Vit_DN48220_c0_g1_i1 Extracelular 7,73 – 33,77 
VvTLP25 Vit_DN44385_c0_g1_i1 Extracelular 4,24 – 29,75 
VvTLP26 Vit_DN37805_c0_g1_i1 Extracelular 6,80 – 28,44 
VvTLP27 Vit_DN43865_c0_g1_i2 Extracelular 8,00 – 27,41 
VvTLP28 Vit_DN48220_c0_g1_i2 Extracelular 4,43 – 29,84 
VvTLP29 Vit_DN41703_c0_g1_i1 Extracelular 8,35 – 28,48 
VvTLP30 Vit_DN31917_c0_g1_i1 Extracelular 7,94 – 25,25 

Famílias Domínio Conservados Quantidade de Candidatos 

 

TLPs  

 GH64-TLP-SF 

Thaumatin 

TLP-PA   

10 

16 

6 
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VvTLP31 Vit_DN40216_c0_g2_i1 Extracelular 7,53 – 23,31 
VvTLP32 Vit_DN31365_c0_g1_i1 Extracelular 7,91 – 23,24 

Fonte: Autor (2019). 

Predição da Atividade Antimicrobiana 

A partir do CAMPR3 foi possível predizer sobre a atividade antimicrobiana das 

TLPs de acordo com os parâmetros estatísticos SVM, RFC e DAC que indicaram valores 

variando de 0.8815 a 1.000, com 90 % das predições ≤ 1.0, sugerindo uma expressiva 

atividade antimicrobiana das TLPs analisadas (Tabela 4). 

Tabela 4. Potencial antimicrobiano das TLPs obtidas no CAMPR3 
 

Gene ID SVM RFC DAC 

VvTLP1 Vit_DN49641_c0_g1_i1 1.000 0.969 1.000 
VvTLP2 Vit_DN48840_c0_g1_i3 1.000 0,960 1.000 
VvTLP3 Vit_DN48840_c0_g1_i1 1.000 0,944 1.000 
VvTLP4 Vit_DN51463_c0_g2_i1 1.000 0,9445 1.000 
VvTLP5 Vit_DN44695_c0_g1_i4 1.000 0,9525 1.000 
VvTLP6 Vit_DN44695_c0_g1_i3 1.000 0,9395 1.000 
VvTLP7 Vit_DN51463_c0_g2_i3 1.000 0,894 1.000 
VvTLP8 Vit_DN51463_c0_g2_i4 1.000 0,955 1.000 
VvTLP9 Vit_DN44695_c0_g1_i1 1.000 0,953 1.000 

VvTLP10 Vit_DN51463_c0_g5_i3 1.000 0,951 1.000 
VvTLP11 Vit_DN51463_c0_g5_i1 1.000 0,9495 1.000 
VvTLP12 Vit_DN44596_c0_g1_i1 1.000 0,952 1.000 
VvTLP13 Vit_DN44596_c0_g1_i2 1.000 0,952 1.000 
VvTLP14 Vit_DN40037_c0_g1_i1 1.000 0,9425 1.000 
VvTLP15 Vit_DN40037_c0_g1_i2 1.000 0,9425 1.000 
VvTLP16 Vit_DN44183_c0_g1_i1 1.000 0,935 1.000 
VvTLP17 Vit_DN55951_c0_g1_i1 1.000 0,9255 1.000 
VvTLP18 Vit_DN55951_c0_g1_i2 1.000 0,9255 1.000 
VvTLP19 Vit_DN55951_c0_g1_i6 1.000 0,9255 1.000 
VvTLP20 Vit_DN55951_c0_g1_i3 1.000 0,9255 1.000 
VvTLP21 Vit_DN55951_c0_g1_i5 1.000 0,925 1.000 
VvTLP22 Vit_DN49512_c0_g1_i4 1.000 0,9355 1.000 
VvTLP23 Vit_DN49512_c0_g1_i1 1.000 0,938 1.000 

VvTLP24 Vit_DN48220_c0_g1_i1 1.000 0,945 1.000 
VvTLP25 Vit_DN44385_c0_g1_i1 1.000 0,9245 1.000 
VvTLP26 Vit_DN37805_c0_g1_i1 1.000 0,946 1.000 
VvTLP27 Vit_DN43865_c0_g1_i2 1.000 0,9265 1.000 
VvTLP28 Vit_DN48220_c0_g1_i2 1.000 0,9425 1.000 
VvTLP29 Vit_DN41703_c0_g1_i1 1.000 0,8815 1.000 
VvTLP30 Vit_DN31917_c0_g1_i1 1.000 0,934 1.000 
VvTLP31 Vit_DN40216_c0_g2_i1 1.000 0,9515 1.000 
VvTLP32 Vit_DN31365_c0_g1_i1 1.000 0,963 1.000 

SVM: Support Vector Machine; RFC: Random Forest Classifier; DAC: Discriminant Analysis Classifier. 
Fonte: Autor (2019). 
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Predição de ligações dissulfeto, estrutura secundária e terciária 

 Contendo 16 resíduos de cisteínas, as TLPs candidatas dispuseram de oito ligações 

dissulfeto distribuídas ao longo da sequência, conforme demonstrado na figura 2. 

 

Figura 2. Ligações dissulfeto das candidatas à TLPs em Vitis spp. Fonte: Autor (2019). 

A estrutura secundária das TLPs obtidas a partir do software PSIPRED indicou 

que as sequências desta família apresentam de dez a doze folhas-β, além de duas até 

quatro α-hélices (Figura 3). 

 

 

Figura 3. Modelo esquemático das estruturas secundárias das TLPs em Vitis spp. Fonte: Autor (2019). 

Foram gerados três modelos tridimensionais para cada sequência candidata 

(Figura 4), tendo em vista obter o melhor modelo 3D, sendo considerados como critério 

de escolha a identidade, cobertura e similaridade dos modelos gerados. 



76 

 

 

Figura 4. A) Estrutura 3D modelada por homologia para TLPs de Vitis spp. B) Exemplo da localização dos 

domínios. Fonte: Autor (2019). 

 Em seguida, por meio do gráfico de Ramachandran, foram selecionados os 

modelos que apresentaram maior porcentagem dos resíduos de aminoácidos presentes 

na região mais favorável ou na região permitida. Os resultados obtidos apontaram que 

boa parte das candidatas apresentaram ≥ 85 % dos seus resíduos nas regiões 

favoráveis e 11 % em regiões permitidas. Apenas três transcritos 

(Vit_DN49641_c0_g1_i1, Vit_DN44596_c0_g1_i1 e Vit_DN44596_c0_g1_i2) obtiveram 

90 % dos resíduos em regiões permitidas, conforme representado na tabela 5. 
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Tabela 5. Valores obtidos no Swiss-Model e Procheck para a avaliação de qualidade dos modelos 

tridimensionais gerados para as TLPs de Vitis spp. 

Gene 
     Ramachandran* 

 (aa) Identidade GMQE QMEAN Zscore RMF RPA RGP RNP 

VvTLP1 218 67,51% 0,80 -0,14 - 5,84 90,5% 8,9% 0,6% 0,0% 

VvTLP2 197 71,79% 0,94 0,97 -6,28 88,7% 11,3% 0,0% 0,0% 

VvTLP3 201 71,36% 0,94 0,88 -6,23 87,8% 12,2% 0,0% 0,0% 

VvTLP4 200 81,42% 0,97 0,32 -5,69 89,9% 8,9% 1,3% 0,0% 

VvTLP5 200 76,88% 0,97 1,02 -6,4 87,0% 13,0% 0,0% 0,0% 

VvTLP6 240 71,36% 0,77 0,67 -6,06 87,6% 12,4% 0,0% 0,0% 

VvTLP7 233 81,09% 0,79 0,69 -5,75 88,3% 11,7% 0,0% 0,0% 

VvTLP8 233 84,08% 0,79 0,86 -5,71    10,6% 0,6% 0,0% 

VvTLP9 196 69,90% 0,94 0,47 -6,49 87,3% 12,7% 0,0% 0,0% 

VvTLP10 233 90,03% 0,88 1,43 -6,1 87,4% 12,6% 0,0% 0,0% 

VvTLP11 201 97,51% 0,99 1,56 -6,05 88,0% 12,0% 0,0% 0,0% 

VvTLP12 322 56,54% 0,60 -0,37 -6,85 90,6% 9,4% 0,0% 0,0% 

VvTLP13 322 56,54% 0,60 0,37 -6,85 90,6% 9,4% 0,0% 0,0% 

VvTLP14 227 43,52% 0,75 -1,57 -6,72 85,5% 13,4% 1,1% 0,0% 

VvTLP15 227 44,44% 0,76 -1,37 -6,86 82,8% 16,1% 1,1% 0,0% 

VvTLP16 277 51,14% 0,68 -1,87 -6,94 85,9% 13,0% 0,6% 0,6% 

VvTLP17 273 55,91% 0,71 -0,21 -8,07 89,1% 9,8% 1,1% 0,0% 

VvTLP18 273 55,91% 0,71 -0,21 -7,71 89,1% 9,8% 1,1% 0,0% 

VvTLP19 273 55,91% 0,71 -0,21 -8,07 89,1% 9,8% 1,1% 0,0% 

VvTLP20 273 55,91% 0,71 -0,21 -7,77 89,1% 9,8% 1,1% 0,0% 

VvTLP21 272 55,25% 0,70 -0,55 -7,65 89,1% 9,8% 1,1% 0,0% 

VvTLP22 313 56,02% 0,60 -0,87 -7,28 89,1% 9,8% 1,1% 0,0% 

VvTLP23 298 56,28% 0,64 -0,83 -7,38 89,0% 9,9% 1,2% 0,0% 

VvTLP24 312 44,83% 0,54 -1,41 -7,16 88,5% 8,7% 2,2% 0,5% 

VvTLP25 288 56,94% 0,66 -1,08 -7,06 86,9% 11,9% 0,0% 1,1% 

VvTLP26 266 51,79% 0,63 -2,14 -6,47 85,1% 13,2% 1,7% 0,0% 

VvTLP27 256 45,07% 0,69 -1,60 -7,39 87,2% 11,7% 0,6% 0,6% 

VvTLP28 287 54,88% 0,66 -0,44 -7,7 87,8% 11,0% 1,1% 0,0% 

VvTLP29 267 53,00% 0,70 -1,25 -6,62 87,9% 11,5% 0,6% 0,0% 

VvTLP30 232 47,27% 0,75 -2,39 -6,9 84,1% 14,8% 1,1% 0,0% 

VvTLP31 221 47,25% 0,79 -1,52 -6,59 87,0% 11,9% 0,6% 0,6% 

VvTLP32 221 48,17% 0,79 -1,59 -6,82 87,0% 12,4% 0,0% 0,6% 

GMQE: Estimativa Global de Qualidade do Modelo; QMEAN: Análise de Energia Modelo Qualitativa; 
Zscore: Qualidade geral do modelo; (*) RMF: Região Mais Favorável; RPA: Região Permitida Adicional; 
RGP: Região Generosamente Permitida; RNP: Região Não Permitida. Fonte: Autor (2019). 

 

Análise de fenogramas 

A árvore gerada a partir do método de Neighbor Joining (NJ) para TLPs de Vitis 

spp. incluiu sequências de TLPs previamente descritas do banco de dados Uniprot. O 

dendograma apresentou seis grupos. As sequências do grupo I foram compostas 

pelas famílias Apocynaceae e Marantaceae. O grupo II, corresponde a sequências de 

Solanaceae, Brassicaceae, Sapotaceae, Oleaceae, Actinidiacea, Fabaceae e 

Vitaceae. Neste ramo foram agrupadas 11 TLPs identificadas neste estudo. O gene 
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Vit_DN49641_c0_g1 agrupou com a espécie A. thaliana, emegindo um bootstrap de 

88 %. Outros dois genes (Vit_48840_c0_g1_i1 e Vit_48840_c0_g1_i3) mostram 

similaridade com a família Sapotaceae, com bootstrap de 74 %.  

O grupo III foi composto apenas por sequências da família Poaceae. As 

sequências identificadas no grupo IV pertenciam as famílias Poaceae e Sapotaceae. 

Já no grupo V, foi observado apenas a família Cupressaceae. No ramo 

correspondente ao grupo VI, houve agrupamento das famílias Brassicaceae, 

Fabaceae, Rosaceae e Vitaceae, com 21 sequências identificadas como TLP. 

Para compreender as diferenças de cada grupo, os ramos foram analisados de 

forma isolada visando identificar os aminoácidos que estavam mais presentes (Figura 

S1). As espécies do grupo I compartilham de vários aminoácidos como: Alanina (A), 

Treonina (T), Fenialanina (F), Isoleucina (I) e Asparagina (N). 

No grupamento II, os aminoácidos predominantes foram a Valina (V), o 

Triptofano (W) e a Alanina (A). Já no grupo III, foram identificados a Alanina (A), 

Treonina (T), Fenialanina (F), Valina (V), Triptofano (W) e Lisina (K). O ramo IV 

apresentou uma maior diversidade na conservação de aminoácidos do tipo Valina (V), 

Asparagina (N), Triptofano (W), Alanina (A) e Prolina (P).  

O grupo V foi composto por Triptofano (W), Glicina (G), Fenialanina (F), Leucina 

(L), Alanina (A), Histidina (H), Isoleucina (I) e Lisina (K). Por fim, o grupo VI mostrou-

se conservado para presença de Cisteína (C), Arginina (R), Triptofano (W) e Ácido 

aspártico (D). 
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Figura 5. Fenograma das TLPs de Vitis spp. comparativamente com sequências do banco de dados 

Uniprot. As proteínas são representadas por seus códigos de acesso, seguido da espécie vegetal. 

Fonte: Autor (2019). 

Perfil de expressão in silico 

Na análise de expressão in silico, foram identificados seis transcritos 

diferencialmente expressos. Desses, três transcritos foram induzidos 

(Vit_DN41703_c0_g1_i1 com log2FC=3,49, Vit_DN40037_c0_g1_i1 com 

log2FC=4,38 e Vit_DN40037_c0_g1_i2 com log2FC=6,40) na cultivar suscetível e não 

significativos na cultivar resistente, dois transcritos foram reprimidos 

(Vit_DN55951_c0_g1_i5 com log2FC=1,58 e Vit_DN49641_c0_g1_i1 com 

log2FC=1,82) na cultivar resistente e não significativos na cultivar susceptível, e por 

fim, um transcrito (Vit_DN31917_c0_g1_i1 com log2FC=1,50) foi reprimido na cultivar 

susceptível e não significativo na cultivar resistente (Figura 6). 
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Figura 6. Perfil de expressão in silico das TLPs de dois genótipos de Vitis contrastantes quanto 

à resistência contra Xanthomonas citri pv. anacardii, a partir de dados de RNA-Seq. A escala de 

cores representa os níveis de expressão relativa com vermelho indicando indução e em verde 

repressão dos transcritos. Fonte: Autor (2019). 

Validação dos genes através da RT-qPCR 

Foram desenhados cinco pares de primers para transcritos que codificaram 

TLPs tendo como base os contigs de RNA-Seq e os dados de expressão diferencial. 

Desses, três (VvTLP1, VvTLP3 e VvTLP4) demonstraram-se eficientes nas amostras 

de cDNA das duas cultivares de Vitis inoculadas com Xca em diferentes tempos de 

estresse (90 minutos, 24 horas e 48 horas) ou seus controles (sem inoculação). Para 

a normalização dos dados de expressão relativa foram utilizados os genes de 

referência TRU5, TCBP e 60 SRP. 

Os resultados do RNA-Seq indicaram que VvTLP1 (Vit_DN49641_c0_g1_i1) foi 

reprimida (log2FC=1,82) na cultivar IAC-572 e não significativa na cultivar Red Globe 

após inoculação do patógeno por 90 minutos (Tabela 6). Na quantificação relativa, 

esse transcrito foi regulado negativamente nos tempos iniciais (90 minutos e 24 horas 

de estresse) na cultivar resistente, porém, após 48 horas de estresse, a VvTLP1 teve 

um aumento em sua expressão (log2FC=5,36) em relação às amostras controle 

(Tabela 6; Firgura 7). Em contrapartida, a cultivar susceptível respondeu de forma 

oposta a condição de estresse, apresentando indução (log2FC= 3,69 e 2,28) com 90 
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minutos e 24 horas após a inoculação do patógeno, respectivamente. Porém, não 

houve modulação da sua expressão às 48 horas após a imposição do estresse 

(Tabela 6; Figura 7).  

A VvTLP3 (Vit_DN31917_c0_g1_i1) mostrou-se constitutiva na cultivar IAC-

572 e foi regulada negativamente (log2FC=1,50) na Red Globe, de acordo com os 

dados das bibliotecas de RNA-Seq (Tabela 6; Figura 8). As análises de quantificação 

relativa indicaram que, na cultivar resistente, a VvTLP3 apresentou um padrão de 

expressão distinto em cada tempo de estresse avaliado, sendo não significativa com 

90 minutos, reprimida (log2FC=0,27) em 24 horas e induzida (log2FC=2,56) 48 horas 

após a inoculação, em comparação a situação controle (Tabela 6; Figura 8), o que 

sugere uma resposta progressiva do híbrido IAC-572 após o contato com a bactéria. 

Por sua vez, a cultivar susceptível se mostrou reprimida (log2FC=0,59) no tempo de 

90 minutos, enquanto que com 24 e 48 horas sua expressão não sofreu alteração 

significativa em relação aos seus respectivos controles não inoculados (Tabela 6; 

Figura 8). 

Por fim, os dados do RNA-Seq para a VvTLP4 (Vit_DN41703_c0_g1_i1) 

indicaram uma indução moderada (log2FC=1,3) no híbrido IAC-572 enquanto que na 

Red Globe a indução foi mais pronunciada (log2FC=3,49) no tempo de 90 minutos 

(Tabela 6; Figura 8). Na validação por RT-qPCR, a VvTLP4 apresentou expressão 

não significativa nos tempos iniciais avaliados (90 minutos e 24 horas após a 

inoculação) para IAC-572, sendo induzida (log2FC=9,19) após 48 horas de estresse 

(Tabela 6; Figura 8), sugerindo o estabelecimento de uma estratégia de defesa em 

resposta à infecção bacteriana. Em contraste, a VvTLP4 foi reprimida na cultivar 

susceptível no tempo de 90 minutos (log2FC=0,525) e teve expressão constitutiva nos 

tempos de 24 e 48 horas após a inoculação com Xca (Tabela 6; Figura 8). 
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Tabela 6. Expressão relativa via RT-qPCR de três TLPs (VvTLP1, VvTLP3 e VvTLP4) em duas cultivares de videira após 90 minutos, 24 horas e 48 horas de 
inoculação com X. citri e sua regulação na biblioteca de RNA-Seq (90 minutos) 

Fonte: Autor (2019). 

  RNA-Seq [FC / Reg.] 

90 minutos 

RT-qPCR* 

90 minutos 

RT-qPCR* 

24 horas 

RT-qPCR * 

48 horas 

ID do transcrito Anotação IAC 572 Red Globe IAC 572 Red 

Globe 

IAC 572 Red 

Globe 

IAC 572 Red 

Globe 

Vit_DN49641_c0_g1_i1 VvTLP1 1,82/DR N.S. 0,57/DR 3,6 /UR 0,25/DR 2,28/UP 5,36/UR N.S. 

Vit_DN31917_c0_g1_i1 VvTLP3 N.S. 1,50/DR N.S. 0,59/DR 0,27/DR N.S. 2,56/UR N.S. 

Vit_DN41703_c0_g1_i1 VvTLP4 1,36/UR 3,49/UR N.S. 0,52/DR N.S. N.S. 9,19/UR N.S. 
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Figura 7. Expressão relativa do transcrito candidato a TLP (TLP 1 - Vit_DN49641_c0_g1_i1) após 90 minutos, 24 horas e 48 horas da inoculação da bactéria 

X. citri pv. anacardi, comparativamente aos controles não inoculados. Fonte: Autor (2019). 
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Figura 8. Expressão relativa do transcrito candidato a TLP 3 (Vit_DN31917_c0_g1_i1) e TLP 4 (Vit_DN41703_c0_g1_i1) após 90 minutos, 24 horas e 48 horas 

da inoculação da bactéria X. citri pv. anacardi, comparativamente aos controles não inoculados. Fonte: Autor (2019).
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DISCUSSÃO 

Seleção de candidatos e predição de domínios conservados 
As proteínas relacionadas à patogênese compõem um grupo com várias 

moléculas que são induzidas por fitopatógenos, desempenhando um papel importante 

no sistema imune inato, atuando na proteção da planta quando acometidas por 

fitopatógenos (Ali et al., 2018). As TLPs candidatas apresentaram três domínios 

conservados, sendo eles, a superfamília GH64-TLP-SF, que inclui membros de outros 

dois domínios encontrados, TLP-PA e THN, que são semelhantes à taumatina, conforme 

reportado anteriormente por Chen et al. (2016) ao fazer caracterização de proteínas 

relacionadas à defesa utilizando a espécie Populus szechuanica sob infecção do fungo 

Melampsora laricis-populina. 

As 32 TLPs apresentaram aminoácidos altamente conservados e 

correspondentes ao motivo REDDD, com pequenas variações de resíduos. Tal motivo 

já foi relatado por Yan et al. (2017) ao identificar TLPs em Vitis vinifera inoculada com 

Elsinoe ampelina, Erysiphe necator e Botrytis cinerea. Em relatos anteriores 

observados por Ali et al. (2019) e Faillace et al. (2019) foram identificadas a presença 

de vários resíduos de cisteína na classe de TLPs, o mesmo pôde ser identificado neste 

estudo, tal fato é considerado canônico, sendo assim um padrão desta família. As 32 

TLPs identificadas  em nosso estudo apresentaram a presença de cisteínas, que são 

resíduos conhecidos por sua presença em regiões conservadas, favorecendo sua 

identificação a partir de alinhamentos, bem como por conferirem estabilidade à proteína 

devido a formação de pontes dissulfeto, além de resistência a ação de proteases e 

alterações de pH (Ghosh & Chakrabarti et al., 2008).  

Localização subcelular e propriedades físico-químicas 

LaRosa et al. (1992) e Jami et al. (2007) relataram que proteínas da família PR-

5 são encontradas predominantemente em raízes, botões florais e epiderme, sendo 

acumuladas no vacúolo quando sujeitas a ataques patogênicos. Samac et al. (2011) 

avaliando a expressão de TLPs em raízes de Medicago truncatula sob inoculação de 

Phytophthora medicaginis verificaram que a maioria das TLPs identificadas estavam 

direcionadas para a região extracelular, enquanto as demais estavam localizadas no 

vacúolo e apresentavam ponto isoelétrico variando de 3 a 12 e peso molecular de 25 
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kDa. Resultados semelhantes foram reportados por Singh et al. (2013) analisando 

TLPs em Arachis diogoi infectada por Phaeoisariopsis personata.  

Predição da atividade antimicrobiana, análise e modelagem estrutural  

Neste estudo, a predição da atividade antimicrobiana envolveu três testes 

estatísticos SVM, RFC e DAC e contou com cerca de 10.200 sequências de proteínas, 

das quais aproximadamente 5000 proteínas já foram validadas experimentalmente 

(Waghu et al., 2014). Todas as TLPs aqui apresentadas foram preditas com estatística 

variando de 0,8 a 1,0, o que confere alta confiabilidade aos resultados obtidos.  

As PR-5 dispõem de resíduos de cisteínas em números pares,  que se ligam e 

formam pontes dissulfeto, o que lhes confere alta estabilidade. Ghosh & Chakrabarti 

et al. (2008) identificaram 16 resíduos de cisteínas, formando oito pontes dissulfeto, 

utilizando a espécie Lycopersicon esculentum, similarmente ao verificado por Tachi et 

al. (2009) avaliando TLPs em Glycine max sob estresse salino. 

Quanto à estrutura, as TLPs de Vitis spp.  exibiram maior predominância de 

folhas-β, corroborando ao observado por Ghosh & Chakrabarti et al. (2008) em 

Lycopersicon esculentum. Em nosso estudo, os modelos tridimensionais mantiveram 

o mesmo padrão para todas as TLPs, contendo três tipos de domínios, sendo o 

domínio 1 correspondente a um β-barril,  o domínio 2 formado por vários loops, e o 

domínio 3 dispondo de um pequendo loop, com toda estrutura estabilizada por oito 

pontes dissulfeto características da família, conforme relatado por Liu et al. (2010). 

As 32 TLPs candidatas apresentaram mais de 80 % dos resíduos de 

aminoácidos em regiões favoráveis e cerca de 10 % em regiões permitidas, conforme 

indicado no gráfico de Ramachandran, o qual fornece informações detalhadas acerca 

da qualidade do arranjo estrutural. De acordo com Kumar et al. (2014) um modelo de 

boa qualidade deve apresentar cerca de 90 % dos resíduos em regiões favoráveis ou 

permitidas. 

Análise fenética 

 Petre et al. (2011) analisaram aminoácidos de TLPs em 18 sequências de 

diferentes espécies de Chlamydomonas reinhardtii e verificaram que alguns 

aminoácidos expostos sofreram diversificação de seleção, enquanto outros que 

estavam presentes na fenda ácida demostraram-se bem conservados.  
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No dendograma gerado neste estudo foi possível identificar seis grupos de 

diferentes famílias e espécies, onde cada grupo foi analisado separadamente visando 

identificar os níveis de conservação de cada ramo. Todas as sequências de TLPs 

utilizadas na análise fenética apresentaram o motivo REDDD característico, porém 

com níveis de conservação diferentes. Pouco se sabe sobre as diferenças dos 

domínios GH64-TLP-SF, Thaumatin e TLP-PA. No entanto, as divisões identificadas 

na árvore NJ sugerem que os níveis de intensidade do padrão de conservação 

observado para cada grupo sejam bastante divergentes. 

Validação dos genes de interesse via RT-qPCR 

Vários relatos reportam o envolvimento das TLPs no processo de defesa 

vegetal frente a estresses abióticos e bióticos. No entanto, até o nosso conhecimento, 

não existem estudos que abordam sua ação mediante infecção por patógenos 

bacterianos, sendo relatada até o momento, apenas a sua atividade antifúngica. 

Weng et al. (2014) avaliaram a expressão gênica de uma TLP em tecidos 

foliares de Vitis pseudoreticulata infectadas pelo agente causador do oídio (Erysiphe 

necator) sob diferentes tempos de estresse (0, 12, 24, 36, 48, 72, 96 e 120 horas após 

a inoculação). A validação por RT-qPCR demonstrou que o padrão de expressão das 

TLPs foi elevado nas primeiras 36 horas após a inoculação, sugerindo que neste 

período inicial deve ocorrer uma resposta de defesa mais efetiva e um provável 

aceleramento da morte celular programada do tipo HR. He et al. (2017) reportaram a 

superexpressão da VvTLP em dois genótipos (V. vinifera "Thompson Seedless" e V. 

amurensis ‘Zuoshan-1’) de videira contrastantes quanto à resistência a Plasmopara 

viticola. Os autores verificaram que a expressão da TLP foi induzida em ambos os 

genótipos durante todo o processo de infecção (0, 8, 12, 24, 48 e 96 horas após a 

inoculação), atingindo seu nível máximo de expressão nas primeiras 12 horas de 

estresse, o que indica que as TLPs possuem um importante papel na defesa vegetal, 

especialmente no início do ataque patogênico. 

Em nossas análises, as diferentes TLPs avaliadas (VvTLP1, VvTLP3 e 

VvTLP4) apresentaram perfis de expressão distintos, porém contrastantes quanto às 

cultivares resistente e susceptível, indicando que as mesmas fazem uso de diferentes 

estratégias de defesa ao agente bacteriano em videira. 
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CONCLUSÃO 

 As sequências caracterizadas neste estudo apresentaram características 

estruturais e funcionais semelhantes ao observado na literatura para essa classe de 

PRs. Além disso, foram observados perfis de expressão distintos na RT-qPCR, porém 

contrastantes quanto às cultivares resistente e susceptível, o que pode indicar que 

tais cultivares fazem uso de diferentes estratégias de defesa ao agente bacteriano em 

videira. 
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MATERIAL SUPLEMENTAR 

 

Figura S1.A. Alinhamento das sequências de cada grupo na análise fenética. Fonte: Autor (2019). 
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Figura S1.B. Alinhamento das sequências de cada grupo na análise fenética. Fonte: Autor (2019). 
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Figura S2. Curvas de eficiência de TLP 1 (Vit_DN49641_c0_g1_i1), TLP 3 ( Vit_DN31917_c0_g1_i1) e TLP 4 (Vit_DN41703_c0_g1_i1)  obtidos via RT-qPCR. 

Fonte: Autor (2019). 
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Figura S3. Curvas de Melting de TLP 1 (Vit_DN49641_c0_g1_i1), TLP 3 ( Vit_DN31917_c0_g1_i1) e TLP 4 (Vit_DN41703_c0_g1_i1) obtidos via RT-qPCR. 

Fonte: Autor (2019). 
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5 CONCLUSÕES GERAIS 

• Foi possível identificar e caracterizar proteínas PR das classes defensinas e TLPs 

no transcriptoma de videira; 

• As sequências caracterizadas neste estudo apresentam características estruturais 

e funcionais semelhantes ao observado na literatura para ambas as classes de PRs 

analisadas; 

• As defensinas foram pouco representativas no transcriptoma das duas cultivares 

de Vitis, sendo identificadas apenas duas sequências diferencialmente expressas 

nas análises in silico;  

• As TLPs apresentaram perfis de expressão distintos na RT-qPCR, porém 

contrastantes quanto as cultivares resistente e susceptível, o que pode indicar que 

tais cultivares fazem uso de diferentes estratégias de defesa ao agente bacteriano 

em videira. 

• Os resultados obtidos neste estudo fornecem informações relevantes e inéditas no 

que se refere à participação de defensinas e TLPs na resposta da videira frente à 

ação da bactéria X. citri. 
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