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RESUMO 

 

O feijão-caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp] é uma leguminosa de elevada 

importância socioeconômica, principalmente em regiões semiáridas do Brasil e do 

mundo. No entanto, sofre perdas significativas causadas por fitopatógenos e pragas 

virais. Dentre as viroses destaca-se o cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV), 

vírus de RNA fita simples sentido positivo, o qual apresenta na extremidade 5’ a 

proteína do genoma viral (VPg). O CABMV sequestra a maquinaria de tradução do 

hospedeiro ao interagir sua proteína VPg com os fatores de iniciação da tradução 4E 

(eIF4E), mimetizando o 5’cap do mRNA do hospedeiro, o que garante a replicação 

viral e resulta em sintomas como mosaico e distorções foliares. Mutações no gene 

eIF4E já foram associadas à resistência recessiva a outros vírus da família 

Potyviridae, mas seu papel na interação CABMV e V. unguiculata era inexplorado. 

Com isso, o objetivo do trabalho foi avaliar qual relação existente entre mutações no 

gene eIF4E de V. unguiculata com a resistência ao CABMV. A hipótese considerada 

foi que alterações nesse gene poderiam comprometer a interação entre as proteínas 

eIF4E e VPg, conferindo resistência ao hospedeiro. Inicialmente, o gene eIF4E de três 

cultivares, duas suscetíveis e uma resistente ao CABMV foram sequenciados. As 

sequências apresentaram um percentual de conservação de 98,45%. Três mutações 

na mesma foram encontradas entre as cultivares suscetíveis e resistente (C203G, 

G325C e C329T), dentre essas as mutações C203G e G325C alteram as 

características dos aminoácidos das respectivas proteínas. Fundamentado nisso, dois 

pares de primers foram desenhados para serem utilizados na seleção de genótipos 

de cultivares de V. unguiculata. No total, vinte sete cultivares foram utilizadas para 

avaliação do genótipo por PCR e bioensaio com o CABMV. Das 27 cultivares 

estudadas, 17 amplificaram com o primer para a possível suscetibilidade, das quais 

15 (88.24%) apresentaram sintomas 10 dias após infecção. Entre as 8 cultivares que 

amplificaram para a possível resistência, 5 (62,5%) foram assintomáticas e, duas não 

amplificaram com os dois pares de primers utilizados, como também, não exibiram 

sintomas. Paralelamente, análises in sílico com cinco cultivares foram realizadas. 

Modelos teóricos gerados no AlphaFold 3 mostraram que mutações não sinônimas 

alteram a dinâmica estrutural da eIF4E, especialmente na interação com a VPg. 

Simulações de dinâmica molecular (MD) revelaram que a ligação VPg-eIF4E induz 

ajustes estruturais e maior estabilidade em cultivares resistentes. Análises de cargas 



 

 

eletrostáticas indicaram perfis complementares entre VPg e eIF4E, reforçando o papel 

central desse mecanismo no sequestro da maquinaria de tradução. Análises da 

energia livre de ligação e da área de interação eIF4E-VPg demonstraram que 

cultivares suscetíveis têm maior afinidade pela VPg, enquanto resistentes exibem 

valores intermediários, sugerindo outros fatores na determinação da resistência. Este 

estudo descreve pela primeira vez o papel do gene eIF4E na infecção por CABMV em 

V. unguiculata, fornecendo bases para estratégias de manejo, melhoramento genético 

e investigações futuras sobre resistência. 

 

Palavras-chave: Fatores de iniciação 4E; feijão-caupi; Potyvirus; Resistência 

recessiva; VPg. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

Cowpea [Vigna unguiculata (L.) Walp] is a legume of high socioeconomic 

importance, especially in semi-arid regions of Brazil and the world. However, it suffers 

significant losses caused by phytopathogens and viral pests. Among the viral diseases, 

the Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV) stands out. It is a positive-sense 

single-stranded RNA virus, which has the viral genome-linked protein (VPg) at the 5’ 

end. CABMV hijacks the host's translation machinery by interacting its VPg protein with 

the translation initiation factors 4E (eIF4E), mimicking the host mRNA 5’ cap, which 

ensures viral replication and results in symptoms such as mosaic and leaf distortion. 

Mutations in the eIF4E gene have already been associated with recessive resistance 

to other viruses from the Potyviridae family, but their role in the CABMV and V. 

unguiculata interaction had not been explored. Thus, the objective of this work was to 

evaluate the relationship between mutations in the eIF4E gene of V. unguiculata and 

resistance to CABMV. The hypothesis considered was that alterations in this gene 

could compromise the interaction between the eIF4E and VPg proteins, conferring 

resistance to the host. Initially, the eIF4E gene of three cultivars—two susceptible and 

one resistant to CABMV—was sequenced. The sequences showed a conservation 

percentage of 98.45%. Three mutations were found between the susceptible and 

resistant cultivars (C203G, G325C, and C329T), among which the mutations C203G 

and G325C altered the characteristics of the respective protein amino acids. Based on 

this, two pairs of primers were designed to be used in the selection of genotypes of V. 

unguiculata cultivars. In total, twenty-seven cultivars were used for genotype 

evaluation by PCR and bioassay with CABMV. Of the 27 cultivars studied, 17 amplified 

with the primer for possible susceptibility, of which 15 (88.24%) showed symptoms 10 

days after infection. Among the 8 cultivars that amplified for possible resistance, 5 

(62.5%) were asymptomatic, and two did not amplify with either of the two primer pairs 

used and did not show symptoms. In parallel, in silico analyses were performed with 

five cultivars. Theoretical models generated in AlphaFold 3 showed that non-

synonymous mutations alter the structural dynamics of eIF4E, especially in the 

interaction with VPg. Molecular dynamics (MD) simulations revealed that the VPg–

eIF4E binding induces structural adjustments and greater stability in resistant cultivars. 

Electrostatic charge analyses indicated complementary profiles between VPg and 

eIF4E, reinforcing the central role of this mechanism in hijacking the translation 



 

 

machinery. Analyses of binding free energy and the eIF4E–VPg interaction area 

showed that susceptible cultivars have greater affinity for VPg, while resistant ones 

exhibited intermediate values, suggesting other factors in the determination of 

resistance. This study describes for the first time the role of the eIF4E gene in CABMV 

infection in V. unguiculata, providing a foundation for management strategies, genetic 

improvement, and future investigations into resistance. 

 

Keywords: Translation initiation factors 4E; cowpea; Potyvirus; recessive resistance; 

VPg. 
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INTRODUÇÃO 

 

O feijão-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.) é uma importante leguminosa que 

possui um elevado teor de proteínas, como também carboidratos, vitaminas e sais 

minerais (Boukar et al., 2019). Além de ser importante para fertilidade do solo, uma 

vez que possui a capacidade de fixação de nitrogênio (Carvalho et al., 2017). No 

Brasil, sua comercialização é dada principalmente nas regiões Norte e Nordeste, mas 

com ampliação para a região Centro – Oeste (Freire Filho, 2011). Mundialmente seu 

cultivo concentra-se em regiões semiáridas, como África Subsaariana, Sudeste 

Asiático, América do Sul e Estados Unidos (Herniter; Muñoz-Amatriaín; Close, 2020). 

Os vírus de plantas estão entre os principais agentes de perdas na produção 

agrícola em escala global, resultando em prejuízos econômicos substanciais (Faizal 

et al., 2024). Embora a incidência de doenças virais possa ser atenuada por medidas 

integradas (ex. controle de vetores virais, uso de sementes livres de doenças), 

estratégia mais eficaz e sustentável reside na resistência genética conferida pela 

planta hospedeira (Manzoor et al., 2024). 

O gênero Potyvirus representa o maior grupo de vírus de RNA que infectam 

plantas (Nigam et al., 2019). Entre os principais vírus pertencentes a este gênero, 

destaca-se o vírus do mosaico do feijão-caupi transmitido por afídeos (cowpea Aphid-

borne Mosaic virus - CABMV), sendo responsável por perdas em rendimento de 

culturas entre 13-87%, a depender das condições de campo, da suscetibilidade da 

cultura, da cepa do vírus e das condições ambientais (Bashir; Ahmad; Ghafoor, 2002). 

O CABMV (como os demais Potyvirus) apresenta um RNA fita simples, sentido 

positivo (Wylie et al., 2017). A extremidade 5’ é ligada a uma proteína denominada 

VPg (Viral Protein genome-linked), sendo a extremidade 3’ composta por uma cauda 

poli-A (Wylie et al., 2017). Durante a infecção viral, a proteína VPg mimetiza o Cap-5’ 

(m7GpppN) do mRNA eucariótico, ligando-se ao fator iniciação da tradução de 

eucariotos 4E (eIF4E - eukaryotic translation initiation factor 4E), a fim de promover a 

síntese proteica e completar seu ciclo de vida no hospedeiro (Revers; García, 2015; 

Wang; Krishnaswamy, 2012; Xu et al., 2017).  

Além da resistência dominante, mediadas pelos genes R (de resistência), as 

plantas apresentam uma resistência recessiva, associada aos genes S (de 

suscetibilidade) (Pavan et al., 2010; Wu et al., 2019; Zlobin; Taranov, 2023). Neste 
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caso, quando ocorre a perda da função de uma proteína hospedeira (necessária para 

o ciclo de vida do vírus), a interação entre os fatores do hospedeiro e o vírus não 

ocorre, levando à resistência da planta ao referido patógeno (Gallois; German-Retana, 

2023). Em geral, essa resistência é adquirida na ausência ou presença de mutações 

em genes que codificam proteínas essenciais para o ciclo de vida viral (Zlobin; 

Taranov, 2023). Tais mutações podem gerar substituições não sinônimas, 

promovendo alterações na carga e hidrofobicidade da proteína (Poulicard et al., 2016). 

Mudanças estruturais podem resultar em não interação entre proteínas do vírus e da 

planta hospedeira, levando à resistência ao patógeno (Gomez et al., 2019). A 

resistência é, em muitos casos, conferida por genes recessivos que codificam fatores 

de iniciação da tradução da família eIF4E, comumente associados à resistência a vírus 

do gênero Potyvirus (Gutierrez Sanchez et al., 2020). 

Em eucariotos, a subunidade eIF4E atua como a proteína responsável pela 

ligação do Cap 5’ do mRNA ao complexo eIF4F, além de recrutar a helicase eIF4A e 

o fator eIF4G (Gutierrez Sanchez et al., 2020). Em plantas são conhecidos dois ou 

mais membros dessa família de fatores, os quais atuam em conjunto com os demais 

fatores do complexo de tradução (Bastet; Robaglia; Gallois, 2017). Entretanto, sabe-

se que os Potyvirus normalmente apresentam preferência por uma das isoformas do 

membro eIF4E para atuar como fator de susceptibilidade, destacando a especificidade 

na interação patógeno x hospedeiro (Gallois; Moury; German-Retana, 2018).  

Diante dessa especificidade, diversas abordagens moleculares e 

computacionais têm sido empregadas para investigar, em nível atômico, as interações 

entre proteínas do hospedeiro e proteínas virais. Metodologias como ferramentas de 

bioinformática, modelagem molecular, simulações de dinâmica molecular e 

ancoragem (docking) têm contribuído significativamente para a compreensão desses 

complexos moleculares e para a identificação de possíveis alvos de manipulação 

genética (Coutinho De Oliveira et al., 2019; Saha; Mäkinen, 2020; Sharmila et al., 

2019). Além disso, essas abordagens podem contribuir para a compreensão da 

complexidade nas relações entre hospedeiro e patógeno que ocorrem nos níveis 

celulares e moleculares (Santos-Silva et al., 2020). 

Substituições na proteína eIF4E, localizadas em regiões próximas ao sítio de 

ligação com a VPg (Coutinho De Oliveira et al., 2019), já foram identificadas em 

pimenta (Val67Glu, Ala68Glu e Gly107Arg) (Charron et al., 2008; Ruffel et al., 2002, 
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2006), ervilha (Arg107Gly) (Gao et al., 2004) e melancia (Asp71Gly) (Zhou et al., 2024) 

como relacionadas a resistência contra Potyvirus. No entanto, em Vigna unguiculata, 

o mecanismo de resistência ao CABMV ainda não está completamente elucidado. 

Diante disso, este estudo teve como objetivo analisar a presença de mutações no 

gene eIF4E em V. unguiculata e investigar sua relação com a suscetibilidade ou 

resistência ao referido Potyvirus. Considerada a hipótese que alterações nesse gene 

poderiam comprometer a interação entre as proteínas eIF4E e VPg, conferindo 

resistência ao hospedeiro.  
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1.1 OBJETIVOS 

 

1.1.1 Objetivo geral 

 

Este trabalho teve como objetivo analisar as sequências codificadoras do gene 

eIF4E de três cultivares de feijão-caupi, visando identificar mutações potencialmente 

relacionadas à resistência ou suscetibilidade ao Potyvirus CABMV, através de 

abordagens computacionais e experimentais.  

 

1.1.2 Objetivos específicos 

 

• Obter as sequências codificadoras do gene eIF4E das cultivares suscetíveis (Boca 

Negra e BR14 Mulato) e resistente (IT85F-2687) ao CABMV; 

• Obter primers específicos para o gene eIF4E, visando discriminação de cultivares 

suscetíveis e resistentes ao CABMV;  

• Realizar bioensaios com o CABMV buscando avaliar a presença ou ausência de 

sintomas em cultivares de feijão-caupi; 

• Avaliar o impacto das mutações do gene eIF4E sobre a estrutura, estabilidade e 

flexibilidade da proteína eIF4E, assim como seus efeitos na interação com a 

proteína do genoma viral (VPg). 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 FEIJÃO-CAUPI: IMPORTÂNCIA, PRODUÇÃO E DESAFIOS POR 

POTYVIROSES 

 

O feijão-caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp.] é uma leguminosa herbácea anual, 

com capacidade de se desenvolver em solos de baixa fertilidade, pouca 

disponibilidade hídrica e em uma ampla faixa de pH (Foyer et al., 2016). Além disso, 

apresenta habilidade de estabelecer associações com diversos microrganismos, 

como bactérias fixadoras de nitrogênio (Carvalho et al., 2017), o que contribui para a 

fertilidade do solo (Magrini et al., 2016). 

Seu cultivo é direcionado principalmente para a produção de grãos (secos ou 

verdes), para o consumo humano devido ao notável valor nutricional, apresentando 

cerca de 32% de proteínas, 62% de carboidratos, além de deter um alto teor de 

aminoácidos essenciais, vitaminas e minerais (Boukar et al., 2019). Por essas razões, 

a cultura do feijão-caupi é muito importante na dieta da população brasileira, além de 

ser umas das leguminosas mais cultivadas na África Subsaariana, além do Sudeste 

Asiático, América do Sul e Estados Unidos (Herniter; Muñoz-Amatriaín; Close, 2020; 

Lonardi et al., 2019). 

É uma cultura adaptada às condições tropicais e subtropicais, produzindo bem 

em todas as regiões do Brasil, com produção predominantemente concentrada nas 

regiões Norte e Nordeste, embora tenha se expandido para a região Centro- Oeste, 

especialmente no estado do Mato Grosso (Freire Filho, 2011). Segundo a CONAB 

(Companhia Nacional de Abastecimento) a safra 23/2024 no Brasil abrangeu uma 

área de 1.245,00 ha, com a produção de 588,6 toneladas e produtividade de 473,0 

kg/ha. As regiões Nordeste e Norte correspondem a 92,6% da área total.  

Apesar da elevada produção e produtividade do feijão-caupi no Brasil, esta 

cultura é impactada por diferentes pragas e doenças causadas por fitopatógenos 

(Amorim et al., 2018). Dentre as quais se destacam as viroses, uma das mais 

importantes doenças que acometem tal cultura, principalmente devido à alta 

frequência e severidade com que acontecem (Borges-Martins et al., 2023; Cruz; 

Aragão, 2014). Entre as viroses destaca-se o vírus do mosaico severo do caupi 

(CPSMV - cowpea severe mosaic virus), família Secoviridae, gênero Comovirus. Além 

do vírus do mosaico do feijão-caupi transmitido por afídeos (CABMV - cowpea aphid-
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borne mosaic virus), família Potyviridae, gênero Potyvirus (Borges-Martins et al., 2023; 

Cruz; Aragão, 2014). 

O vírus do mosaico severo do feijão-caupi (CPSMV) é conhecido no Brasil 

desde 1947 e ocorre em todo território brasileiro onde o feijão-caupi é cultivado. Pode 

ser transmitido pelos besouros crisomelídeos, essencialmente o Cerotoma arcuata 

(Pio Ribeiro, 2005). O CPSMV ganha destaque pela intensidade da infecção que 

causa e pela sua ocorrência disseminada (Varela et al., 2019). Os sintomas são 

bolhosidade, grave mosaico verde-amarelo nas folhas, redução do tamanho e 

enrugamento das folhas, afetando a taxa fotossintética e, consequentemente, o 

rendimento da cultura (Costa et al., 2020). 

O CABMV é considerado um dos mais importantes agentes infecciosos do 

feijão-caupi sendo transmitido através da inoculação mecânica e por meio de 

sementes das plantas infectadas (Neya et al., 2015). Todavia, destaca-se como vetor 

natural os afídeos, em especial, Aphis craccivora Koch (Barros et al., 2013; Neya et 

al., 2015). Os sintomas mais frequentes são: mosaico intenso, clorose, distorção das 

folhas, necrose e diminuição do crescimento das plantas (Oliveira et al., 2012).  

Os Potyvirus constituem o maior grupo de vírus de plantas de elevada 

importância para a agricultura (Yang; Li; Wang, 2021). Desde a criação do programa 

de melhoramento genético do feijão-caupi, a Empresa Brasileira de Pesquisa 

Agropecuária (Embrapa), em parceria com outras instituições, lançou até 2020 cerca 

de 84 cultivares de diversas categorias comerciais (Freire Filho, 2023). Entre os 

ganhos mais significativos do programa, destaca-se a aquisição de certo grau de 

resistência aos vírus CPSMV e CABMV (Barros et al., 2013). Apesar dos avanços no 

melhoramento clássico do feijão-caupi, existe necessidade de estudos para 

compreensão de fatores do hospedeiro envolvidos na resistência contra 

fitopatógenos. Além disso, o interesse em utilizar ferramentas da engenharia genética 

para facilitar e reduzir o tempo necessário para a introdução de características 

desejadas no feijão-caupi (Popelka et al., 2006). 

 

2.2 POTYVIRUS: ORGANIZAÇÃO GENÔMICA E POLIPROTEÍNAS 

 

Os vírus do gênero Potyvirus (família Potyviridae) constituem o maior grupo de 

vírus de RNA, transmitidos por mais de 200 espécies de afídeos (Nigam et al., 2019). 
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Este gênero infecta uma vasta gama de plantas, resultando em perdas significativas 

em diversas culturas (Gadhave; Vineeth; Gadekar, 2020; Moury; Desbiez, 2020). 

Vírus pertencentes ao gênero Potyvirus, como o CABMV, apresentam genoma 

monopartido, constituído por RNA fita simples positiva (ssRNA) protegido por uma 

proteína de capa proteica (CP - coat protein). Os genomas monopartidos possuem 

tamanho entre 8 -11 kb, e dispõem de uma partícula que varia de 11-15 nm de 

diâmetro e 650-900 nm de comprimento (Wylie et al., 2017)  

Os genomas dos Potyvirus possuem um quadro de leitura aberta (ORF - Open 

Reading Frame), que codifica uma poliproteína (Wylie et al., 2017), a qual é 

autoclivada pela atividade de três proteases (P1-Pro, HC-Pro e NIa-Pro), formando 

um conjunto de 10 proteínas (P1-Pro, HC-Pro, P3, 6K1, CI, 6K2, VPg, NIa-Pro, NIb e 

CP). Uma segunda ORF, denominada PIPO (Pretty Interesting Potyviridae ORF), 

também está presente, sobre a região da poliproteína que dá origem à proteína P3 

(Mäkinen, 2020; Revers; García, 2015; Wylie et al., 2017). A extremidade 5’ é 

covalentemente ligada à proteína VPg e a extremidade 3’ é poliadenilada (REVERS; 

GARCÍA, 2015). As regiões não traduzidas 5’ e 3’(UTRs) fornecem sequências 

regulatórias essenciais para muitas funções virais, protegendo contra a degradação 

(MÄKINEN, 2020a). Um esquema da organização genômica de Potyvirus está 

apresentado na Figura 1. 

 

Figura 1 - Organização do genoma de um membro típico da família Potyviridae e principais 

características e funções propostas para as proteínas potyvirais. VPg (Viral Protein genome-linked); 

P1-Pro (protease da proteína 1); HC-Pro (protease de componente auxiliar); P3 (proteína 3); PIPO 

(Pretty Interesting Potyviridae ORF); 6K1 e 6K2 (proteínas transmembrana); CI (inclusão 

citoplasmática); NIa-Pro (protease de inclusão nuclear a); NIb (proteína de inclusão nuclear b); CP 

(proteína do capsídeo). Clivagem: P1-Pro (seta tracejada 1), HC-Pro (seta tracejada 2) e NIa-Pro (↓). 

 

 

Fonte: WYLIE et al., 2017 (modificada pela autora). 
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A VPg pode interagir com diversas proteínas potyvirais, além de fatores 

presentes nos hospedeiros, como o eIF4E (Eukaryotic Translation Initiation Factor 4E) 

(Wang; Krishnaswamy, 2012), auxiliando no ciclo de replicação do próprio vírus. 

Estudos sugerem que a ligação entre a VPg e os fatores de iniciação da tradução 4E 

são essenciais para a tradução e replicação do RNA viral (Revers; García, 2015). 

 

2.3 MECANISMOS DE SUSCETIBILIDADE/ RESISTÊNCIA DAS PLANTAS AOS 

VÍRUS (POTYVIRUS) 

 

Devido ao seu genoma pequeno, os vírus de plantas utilizam proteínas do 

hospedeiro para completar seu ciclo de vida. Essas proteínas também atuam como 

fatores de suscetibilidade na interação planta – vírus (Zlobin; Taranov, 2023). Dentre 

os fatores do hospedeiro, destacam-se duas classes funcionais: os antivirais e os pró-

virais (Figura 2) (Garcia-Ruiz, 2018). Os fatores pró-virais são fundamentais no 

processo de infecção viral (replicação, tradução, movimento e formação dos vírions). 

Por outro lado, os fatores antivirais apresentam papel essencial, suprimindo a infecção 

(Garcia-Ruiz, 2018). 

 

Figura 2 - Fatores do hospedeiro: pró-viral e antiviral. Os fatores antivirais (linha vermelha) 

influenciam na resistência à infecção viral, inibindo uma ou mais etapas essenciais do ciclo de 

infecção (caixa cinza). Por outro lado, os fatores pró-virais (seta verde) colaboram com os fatores 

virais no ciclo de infecção, determinando a suscetibilidade ao vírus, podendo ser essenciais ou não 

essenciais para o hospedeiro. 

 

Fonte: Garcia-Ruiz, 2018 (modificado pela autora). 
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Em plantas suscetíveis, a presença de fatores pró-virais essenciais resultam na 

infecção, em uma interação compatível. Por outro lado, na ausência de algum desses 

fatores, estamos diante de uma “interação incompatível”, obtendo-se a 

resistência/imunidade (Garcia‐Ruiz, 2019). Esse tipo de resistência é conhecido 

também por perda de suscetibilidade, resistência recessiva ou genes de 

suscetibilidade (genes S) (Pavan et al., 2010). A resistência recessiva é mais 

duradoura, de amplo espectro, e genes dessa categoria codificam fatores de 

suscetibilidade fundamentais com mutações (Pavan et al., 2010). Em contrapartida, a 

resistência dominante identifica genes próprios de virulência para estimular respostas 

imunes (Van Schie; Takken, 2014). 

A resistência por perda de suscetibilidade é transmitida de forma recessiva e 

exibe um número elevado de genes herdados recessivamente quando comparada a 

outros patógenos vegetais (Truniger; Aranda, 2009). Ao contrário de patógenos não 

virais, cuja resistência geralmente é dominante, a resistência a Potyvirus é 

frequentemente recessiva, envolvendo mutações em genes críticos utilizados pelo 

patógeno viral (Akhter; Nakahara; Masuta, 2021; Wu et al., 2019).  

Dentre os genes mais conhecidos de resistência recessiva contra diferentes 

Potyvirus está o eIF4E e suas isoformas (Zlobin; Taranov, 2023). Essa resistência 

mediada por eIF4E está associada a alterações na sequência da proteína eIF4E 

(Gallois; German-Retana, 2023) e não se restringe apenas a Potyvirus, mas a outros 

vírus de RNA fita simples como Bymovirus e Ipomovirus (Kanyuka et al., 2005; Nieto 

et al., 2007). Além de duradoura, esse tipo de resistência tem ação sobre a inibição 

da multiplicação viral no hospedeiro, sobre o movimento viral dentro da célula, de 

célula a célula e a longas distâncias (Sanfaçon, 2015). 

Para que ocorra a infecção, os vírus precisam suprimir os principais 

mecanismos de defesa da planta, como a imunidade inata, silenciamento de RNA e 

repressão traducional (Wu et al., 2019). Primeiro, as plantas podem perceber, por 

meio de receptores de reconhecimento de padrões (PRRs - Pattern recognition 

receptor), presentes na superfície celular, os padrões moleculares associados a 

patógenos (PAMPs - Pathogen-Associated Molecular Patterns). Dando início à 

primeira camada de defesa chamada imunidade desencadeada por PAMP (PTI - 

PAMP Triggered Immunity) (Dodds; Rathjen, 2010). Essa defesa pode ser suprimida 
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através de moléculas produzidas pelos patógenos, chamadas de efetoras (Wu et al., 

2019). 

Outro aspecto frequente na resposta imune do hospedeiro a patógenos, 

incluindo vírus, é a morte celular programada (PCD - Programmed Cell Death) das 

células que circundam a região da infecção, chamada resposta de hipersensibilidade 

(HR - Hypersensitive Response) (De Ronde; Butterbach; Kormelink, 2014). A HR 

frequentemente começa com o reconhecimento do fator de avirulência (Avr) pelos 

genes de resistência dominante (R) do hospedeiro (Huang, 2021). Grande parte dos 

genes R codifica proteínas que possuem domínios ricos em repetições em leucina de 

ligação a nucleotídeos (NB - LRRs ou NLRs), os quais identificam o fator Avr através 

de uma interação entre genes (Moffett, 2017).  

A resistência desencadeada pelo gene R é dita desencadeada por efetores 

(ETI - Effector-Triggered Immunity) (Moffett, 2017). No entanto, as proteínas NLRs 

normalmente conferem resistência a um patógeno específico, abrangendo apenas um 

número limitado de cepas (Boualem; Dogimont; Bendahmane, 2016), diferentemente 

das proteínas eIF4E. Para o vírus suplantar a resistência mediada pelo gene R, uma 

mutação pontual em um efetor reconhecido pelas proteínas NLR é suficiente, 

impedindo o reconhecimento (Ravensdale et al., 2011). Já, no caso da resistência 

mediada pelo gene S, é preciso que o vírus não seja dependente dos fatores do seu 

hospedeiro (Van Schie; Takken, 2014). 

 

2.4 GENES eIF4E E ISOFORMAS 

 

Genes eIF4E constituem a classe de fatores de início da tradução em 

eucariotos, participando da interação com o mRNA (RNA mensageiro), facilitando o 

recrutamento da maquinaria de tradução (Zlobin; Taranov, 2023) (Figura 3). 
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Figura 3 - Esquema da maquinaria de tradução em eucariotos, evidenciando o complexo de início da 

tradução. 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: a autora (uso da ferramenta Bio Render.com). 

 

O processo traducional é dividido em três etapas: iniciação, elongação e 

terminação, sendo a iniciação uma das etapas com maior número de fatores, sob a 

qual a proteína eIF4E interage (Browning; Bailey-Serres, 2015). A iniciação envolve 

três complexos essenciais: o complexo eIF4F (proteína eIF4E e helicases eIF4A e 

eIF4G), o complexo 43S (subunidade 40S dos ribossomos e a proteína eIF3); e o 

complexo ternário (eIF2, GTP e o Met-tRNAi) (Merrick; Pavitt, 2018).  

Resumidamente, o processo da tradução inicia com a interação entre a 5' CAP 

do mRNA e a proteína de ligação eIF4E. Esta, por sua vez, recruta a proteína eIF4G 

e a helicase eIF4A, formando o complexo eIF4F (Sesma; Castresana; Castellano, 

2017). Neste complexo, a eIF4G liga-se à proteína PABP (proteína de ligação ao poli-

A) e a helicase eIF4A atua desfazendo as estruturas secundárias do mRNA, a fim de 

recrutar o complexo 43S (Merrick; Pavitt, 2018). O complexo 43S junto com o 

complexo ternário é formado pela ligação entre o eIF4G e o eIF3. Assim, a subunidade 

ribossômica menor (40S) inicia a varredura ao longo do mRNA (direção 5’ - 3’), até o 

reconhecimento do códon de início AUG (Hinnebusch; Ivanov; Sonenberg, 2016; 

Urquidi Camacho; Lokdarshi; Von Arnim, 2020), cujo reconhecimento promove a 

liberação do eIF2-GDP, favorecendo a junção da subunidade 60S, concluindo a fase 

de iniciação (Hinnebusch; Ivanov; Sonenberg, 2016).  

Em geral, as plantas apresentam dois ou mais fatores de iniciação da tradução 

eIF4E, denominado eIF(iso)4E os quais, juntos com outras proteínas formam o 

complexo eIF4F, denominado eIF(iso)4F (Bastet; Robaglia; Gallois, 2017). Em 

algumas plantas, mais de duas isoformas foram observadas, incluindo Arabidopsis e 
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mandioca (Gomez et al., 2019; Kropiwnicka et al., 2015). Apesar dos membros desta 

família apresentarem um nível moderadamente baixo de similaridade das sequências, 

a estrutura tridimensional é semelhante (Estevan et al., 2014). Estruturalmente, a 

eIF4E passou por muitas duplicações ao longo do processo evolutivo, gerando formas 

da proteína que podem desempenhar novas funções (Joshi et al., 2005).  

De acordo com  Duprat et al., 2002 a exclusão da isoforma eIF(iso)4E resultou 

no aumento da expressão de eIF4E, sugerindo uma redundância de funções entre as 

isoformas de eIF4E. Entretanto, em plantas cultivadas sob condições de estresse, a 

distinção nas funções de eIF4E e eIF(iso)4E pode ser mais evidente (Martínez-Silva 

et al., 2012). No tomate, a inativação dos genes eIF4E2 e eIF(iso)4E foi letal (Bastet; 

Robaglia; Gallois, 2017). Já o knockout simultâneo de eIF4E1 e eIF4E2 do tomate 

gerou plantas com nanismo, em comparação com a inativação de apenas um desses 

genes (Kumar et al., 2022).  

 

2.4.1 Ligação dos fatores eIF4E e eIF(iso)4E com a VPg 

 

A virulência dos vírus da família Potyviridae está associada à proteína VPg - 

uma característica exclusiva das potyviroses (Saha; Mäkinen, 2020). Ligada ao final 

5’ do mRNA (5’-VPg-mRNA), a VPg do vírus mimetiza o CAP 5’ do mRNA de 

eucariotos (Figura 4B), favorecendo a sua interação com os fatores eIF4E ou 

eIF(iso)4E do hospedeiro – etapa fundamental para a infecção (Figura 4) (Lebedeva 

et al., 2024). 
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Figura 4 - Representação da interação eIF4E - VPg. Em (A) atuação do complexo eIF4F em sua 

forma nativa na planta hospedeira (eIF4E ligado ao CAP 5’- mRNA) e em (B) o complexo eIF4F 

sendo utilizado pelo CABMV (eIF4E ligado à VPg 5’-mRNA viral). 

Fonte: a autora (criação no BioRender.com). 

 

Em geral, os Potyvirus apresentam preferência por apenas uma isoforma eIF4E 

para atuar como fator de suscetibilidade, embora as outras isoformas disponíveis nas 

plantas também possam ser recrutadas(Gallois; Moury; German-Retana, 2018; 

Nicaise et al., 2007). Por exemplo, o vírus Y da batata (PVY - potato virus Y) utiliza 

apenas o eIF4E1 da pimenta para a tradução do mRNA viral, enquanto na batata ele 

pode utilizar as duas isoformas (eIF4E1 e eIF4E2), embora não interaja com 

eIF(iso)4E (Lebedeva et al., 2021). Além disso, um único Potyvirus é capaz de utilizar 

diferentes formas de eIF4E em distintas plantas (Zlobin; Taranov, 2023). Em 

Solanáceas, por exemplo, o pepper veinal mottle virus (PVMV) depende do eI4E2 em 

plantas de tomate (Moury; Desbiez, 2020), mas muda para eIF4E1 e eIF(iso)4E 

quando em plantas de pimenta (Ruffel et al., 2006). 

A interação entre as isoformas de eIF4E e a VPg pode ser interrompida por 

substituições de apenas alguns aminoácidos em seu domínio de ligação (Gomez et 

al., 2019). Em geral, esses aminoácidos não são conservados, o que resulta em 

alterações significativas na carga e hidrofobicidade das regiões proteicas equivalentes 

(Poulicard et al., 2016). Os resíduos de aminoácidos Y64, F107, I108, G111, E112, 

S115, Q116 e V118, presentes no domínio central da VPg, estão intimamente 

relacionados com sua interação com eIF4E ou eIF(iso)4E, e caracterizam uma região 

de carga negativa no PVY (Saha; Mäkinen, 2020). Já os resíduos W22, W68, R118, 

R120 e K123, presentes na região de ligação CAP 5’ do eIF4E e suas isoformas, 

formam uma região de carga positiva e são essenciais na interação com a VPg dos 
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Potyvirus (Coutinho De Oliveira et al., 2019). Em melancia, mutações não sinônimas 

de aminoácidos estão situadas dentro ou próximo dessa região de ligação da proteína 

eIF4E (Zhou et al., 2024). No feijão comum (Phaseolus vulgaris) mutações não 

silenciosas nos códons 53, 64, 76 e 111 dos eIF4E foram associadas à resistência 

recessiva ao clover yellow vein virus (CIYVV), um Potyvirus que causa doenças em 

plantas de trevo e outras leguminosas (Hart; Griffiths, 2013).  

Assim, mutações nos genes eIF4E podem conferir perda de suscetibilidade a 

Potyvirus e vários outros vírus. Desta forma, na ausência de cultivares naturalmente 

resistentes recessivas, e se a resistência mediada por eIF4E não for eficaz em uma 

interação planta-vírus, uma mutação em um gene de resistência recessiva pode ser 

introduzida, permitindo o melhoramento genético de culturas baseadas em resistência 

recessiva contra uma ampla gama de vírus (Hashimoto et al., 2016). 

 

2.5 MODELAGEM MOLECULAR 

  

O desenvolvimento de ferramentas computacionais para obtenção de modelos 

tridimensionais (3D) de proteínas a partir de sequências primárias, tem fornecido 

informações preciosas para compreensão das bases moleculares de sistemas 

biológicos (Wodak; Velankar, 2023). Essas ferramentas têm proporcionado avanços 

em estudos mutacionais e de dobramento, comparação estrutural, além de 

investigações evolutivas (Bertoline et al., 2023).  

As análises in silico para modelagem de proteínas podem ser divididas em 

quatro grupos distintos: modelagem comparativa ou de homologia, ab initio e 

threading, além dos métodos de aprendizado de máquina (Bertoline et al., 2023). 

Os métodos de modelagem comparativa produzem modelos 3D funcionais com 

base em seu alinhamento com modelos já resolvidos, utilizando a comparação de 

sequências e perfis (Källberg et al., 2012; Webb; Sali, 2016). Esses métodos partem 

da premissa de que sequências semelhantes geralmente apresentam dobramentos 

tridimensionais similares, reforçando ao final com sua função biológica (Santos-Silva 

et al., 2020). Apesar da automação favorecer a utilização da modelagem comparativa 

tanto para iniciantes quanto para especialistas, alguns ajustes ainda são 

indispensáveis para aumentar a precisão do modelo (Webb; Sali, 2016). Dessa forma, 

é necessário avaliar de forma cuidadosa os modelos gerados, levando em 
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consideração a resolução e a qualidade do modelo aplicado, assim como o grau de 

homologia entre modelo e proteína de interesse (Santos-Silva et al., 2020). 

O método threading tem como fundamento que estruturas tridimensionais de 

proteínas são mais conservadas do que suas sequências primárias (de aminoácidos), 

além de possuir um número reduzido nos tipos de dobras estáveis (Du et al., 2020). 

E estruturas semelhantes podem ser encontradas em proteínas sem relação evolutiva 

próxima ou que estejam relacionadas (Santos-Silva et al., 2020). As abordagens 

threading selecionam o melhor modelo tridimensional de dobramentos conhecidos, e 

que melhor se encaixe na sequência-alvo. Com isso, a sequência-alvo é alinhada ao 

modelo e seus átomos são reestruturados no backbone equivalente. Por fim, a 

afinidade da sequência com a dobra 3D é analisada, seguida de revisão manual 

(Bertoline et al., 2023). Apesar de ser uma opção para contextos em que a modelagem 

comparativa não apresenta boa precisão, a sua utilização pode se limitar quando não 

houver homólogos com dobramentos previamente resolvidos (Bertoline et al., 2023; 

Santos-Silva et al., 2020). 

A abordagem ab initio é utilizada quando não há disponibilidade de informações 

sobre a sequência-alvo. Na ausência de um modelo tridimensional, tal método exige 

amostragem conformacional e a aplicação de critérios de avaliação para identificar 

conformações quase nativas que podem ser usadas como possíveis candidatas 

(Paiva et al., 2022). A abordagem ab initio tem como base a hipótese de Anfinsen, o 

qual assegura que o estado nativo de uma proteína é aquele de energia livre mínima, 

permitindo prever o modelo mais adequado (Paiva et al., 2022; Wu; Skolnick; Zhang, 

2007). Esse menor estado de energia livre é ilustrado por um funil de enovelamento 

proteico, no qual o ponto inferior do funil representa o estado de energia livre global 

mais estável (Chong; Ham, 2019). A hipótese central dessa teoria é que, ao passo 

que a proteína se dobra, as interações intramoleculares e intermoleculares guiam sua 

estrutura através do funil. Durante esse processo, a proteína perde entropia, 

ganhando estabilidade conformacional, alcançando assim, níveis mais baixos de 

energia livre (Koga et al., 2021). Dessa forma, os métodos ab initio podem ser mais 

eficazes ao prever uma estrutura tridimensional correta, pois conduzem a proteína a 

alcançar sua conformação única (Bloodworth et al., 2022; Koga et al., 2021).  

Por fim, atualmente, surgiram as novas técnicas híbridas que combinam 

ferramentas existentes ou métodos já conhecidos foram aperfeiçoados com modelos 
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baseados em aprendizado de máquina (Bertoline et al., 2023). De acordo com o CASP 

(Critical Assessment of Protein Structure Prediction), os algoritmos fundamentados 

em aprendizado de máquina são eficientes para prever e escolher modelos 

tridimensionais com elevado grau de assertividade quando comparado com outros 

métodos de modelagem (Jumper et al., 2021; Kryshtafovych et al., 2021). Entre os 

principais preditores agrupados a algoritmos de aprendizado de máquina, destacam-

se o AlphaFold 2 (AF2), RosettaFold, I-TASSER e MULTICOM, conforme os últimos 

rankings do CASP. Em 2020, o AF2 foi o preditor com melhor desempenho no teste 

do CASP-14, apresentando-se com maior precisão quando comparado com outros 

métodos (Kryshtafovych et al., 2021). Atualmente, o AF2 já está disponível em versões 

mais atualizadas, permitindo a predição de interações do tipo proteína-proteína, com 

excelente grau de exatidão (Yang et al., 2023). A excelência do AF2 tem revolucionado 

a biologia estrutural, impactando profundamente o campo da biologia (Yang et al., 

2023). 

 

2.6 SIMULAÇÃO EM DINÂMICA MOLECULAR  

 

A simulação em dinâmica molecular (MD – Molecular Dynamics) é um método 

amplamente utilizado na biologia estrutural, que permite investigar propriedades 

cinéticas e termodinâmicas de biomoléculas (Vieira et al., 2023). Além disso, essa 

abordagem obtém informações de mudanças conformacionais, ligação de ligantes e 

dobramentos de proteínas ao longo do tempo, com base em modelos fundamentados 

nas leis físicas que regem as interações do sistema (Belghit et al., 2024; Lazim; Suh; 

Choi, 2020). A princípio, um arquivo PDB com a biomolécula a ser simulada é utilizado 

para configurar a simulação. Durante o processo, são definidos parâmetros como 

campo de força, modelo da água, tipo de caixa de simulação e bordas da caixa (Figura 

5) (Vieira et al., 2023). 

 

 

 

 

 

 



30 

 

 

Figura 5 - Fluxograma das etapas de uma simulação em Dinâmica Molecular: definição dos 

parâmetros da caixa; inserção da proteína na caixa; adição de moléculas de água ao redor da 

proteína; e inclusão de íons para neutralização do sistema. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: autora (modelo em VMD). 

 

 

As simulações em MD atuam com base nas posições iniciais de todos os 

átomos de determinado sistema biológico (como proteínas ou ácidos nucleicos, por 

exemplo), é possível calcular a força que cada átomo atua nos demais (Hollingsworth; 

Dror, 2018). Esse processo é conduzido utilizando leis da mecânica clássica (leis do 

movimento de Newton), utilizando parâmetros empíricos definidos pelo campo de 

força. Esse método é capaz de calcular a posição e o comportamento ao longo de um 

tempo designado (Hollingsworth; Dror, 2018; Robustelli; Piana; Shaw, 2018). 

Essencialmente, o resultado da trajetória consiste em um filme tridimensional que 

retrata a configuração atômica do sistema em cada instante ao longo do intervalo de 

tempo simulado (Hollingsworth; Dror, 2018). 
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Atualmente, esse método tem sido amplamente utilizado em estudos com 

proteínas, buscando compreender as propriedades físico-químicas das proteínas 

individuais (Santos-Silva et al., 2020; Sinha; Tam; Wang, 2022). Permitindo prever, ao 

nível atômico, como as biomoléculas podem reagir a perturbações, como mutações, 

fosforilações, remoção ou adição de ligantes e protonação (Hollingsworth; Dror, 2018; 

Lazim; Suh; Choi, 2020). Ademais pode, por meio dos modelos desenvolvidos através 

de técnicas de modelagem molecular, validar e descrever fenômenos estruturais e 

biológicos (Hollingsworth; Dror, 2018). As informações obtidas através da trajetória da 

simulação em MD, são fundamentais para o entendimento do sistema, incluindo 

aspectos como convergência energética, flexibilidade estrutural, estabilidade, 

dinâmica molecular e interações interatômicas ou intermoleculares (Hollingsworth; 

Dror, 2018). As análises dessas trajetórias são interpretadas a partir de quatro 

principais informações: Raiz do desvio quadrático médio (RMSD – Root Mean Square 

Deviation), Raiz da flutuação quadrática média (RMSF – Root Mean Square 

Fluctuation), Pontes de Hidrogênio (HBOND - Hydrogen Bond) e Raio de giração (Rg 

– Radius of Gyration) (Margreitter; Oostenbrink, 2017). 

A simulação em MD também pode ser empregada para avaliar a precisão ou 

refinar estruturas modeladas in silico (Hollingsworth; Dror, 2018). Um exemplo são as 

estruturas cristalinas as quais podem apresentar artefatos causados pelo 

empacotamento da rede cristalina. Esses artefatos podem ser corrigidos ao realizar 

uma simulação baseada na estrutura cristalina, em um ambiente solvatado 

(normalmente com água e íons, em concentração fisiológica) permitindo que a 

estrutura relaxe até atingir uma conformação estável (Burg et al., 2015). Como 

também é possível refinar estruturas obtidas por difração de raio X através de 

protocolos de recozimento simulado com base em MD, que ajustam o modelo aos 

dados experimentais, preservando uma estrutura fisicamente consistente (Afonine et 

al., 2012). Atualmente, a simulação em MD tornou-se uma ferramenta fundamental no 

desenvolvimento de fármacos e como algumas proteínas interagem com ligantes ou 

outras macromoléculas, em conjuntos com estudos de ancoragem molecular (Pan et 

al., 2019; Santos; Ferreira; Caffarena, 2019; Sinha; Tam; Wang, 2022). 
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2.7 ANCORAGEM MOLECULAR  

 

As técnicas de ancoragem molecular (Molecular Docking), são utilizadas na 

biologia estrutural para prever a melhor forma de interação entre um ligante e uma 

macromolécula, como proteína, incluindo distintos tipos de interações, como proteína-

ácido nucleico, proteína-fármaco e proteína-proteína (Figura 6) (Salmaso; Moro, 

2018). Para tal finalidade, a estrutura tridimensional do alvo é um pré-requisito 

necessário, sendo obtida através dos métodos computacionais de modelagem 

molecular (Salmaso; Moro, 2018). O processo de ancoragem molecular é constituído 

sobretudo por dois momentos: um que inclui a previsão da orientação e posição 

molecular (conformação) do ligante dentro do receptor, seguido do cálculo da 

complementaridade de sua interação através da função de pontuação, ou seja, a 

conformidade da ligação(Meng et al., 2011; Salmaso; Moro, 2018). 

 

Figura 6 - Modelo de docking molecular. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: a autora (criação no BioRender.com). 

 

As funções de pontuação são ferramentas fundamentais para a ancoragem 

molecular, já que são utilizadas para selecionar as melhores posições e orientações 

geradas pelo mecanismo de amostragem. E podem ser divididas em três grupos tendo 

baseados em campo de força, em função de pontuação empírica e de conhecimento 

(Hollingsworth; Dror, 2018; Meng et al., 2011). Os cálculos baseados no campo de 

força aproximam a energia potencial de determinado sistema com uns arranjos 

intermoleculares (não ligados), os quais compreendem as interações de van der 

Waals e forças de Coulomb (termos eletrostáticos) entre os pares de átomos 
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(Hollingsworth; Dror, 2018; Meng et al., 2011). Na ancoragem molecular, os elementos 

intermoleculares, ou seja, a interação entre ligante e receptor são priorizadas. 

Entretanto, para uma maior precisão, as características internas do ligante, como 

rotação torcional, também podem ser consideradas, uma vez que influenciam a forma 

e ajuste no receptor (Hollingsworth; Dror, 2018; Vanommeslaeghe; Guvench; 

MacKerell, 2014). GoldScore e AutoDock, são exemplos de software fundamentados 

em campo de força (Hollingsworth; Dror, 2018). 

No que se refere às funções de pontuações empíricas, a energia de ligação é 

separada em vários elementos de energia, como interação iônica, ligação de 

hidrogênio, efeitos hidrofóbicos e a colaboração da entropia de ligação (Huang; Zou, 

2010). A partir da multiplicação de cada um desses componentes por um determinado 

coeficiente é então somado, é gerado um valor de pontuação final. Esses coeficientes 

são obtidos a partir de um conjunto de dados experimentais de ligantes e proteínas 

previamente conhecidas, utilizando análises de regressão (Hollingsworth; Dror, 2018). 

Já as funções de pontuação baseadas em conhecimento, partem de avaliações 

estatísticas para obter frequências de contato entre pares de átomos do ligante e 

proteína. Os quais partem da suposição de que interações mais adequadas tendem a 

ocorrer com maior frequência (Hollingsworth; Dror, 2018; Meng et al., 2011). Dentre 

os softwares desenvolvidos para análises de ancoragem molecular, o HADDOCK 

(Dominguez; Boelens; Bonvin, 2003) destaca-se como o mais bem sucedido em gerar 

uma grande quantidade de modelos precisos para complexos proteína-

proteína(Santos-Silva et al., 2020). Um bom exemplo de sua aplicação para prever 

interações proteína-proteína em larga escala no proteoma de Arabidopsis thaliana, 

contribuindo percepções acerca da organização funcional das proteínas nas plantas 

(Dong et al., 2019). Atrelado a outras técnicas computacionais e de biologia molecular, 

os estudos de ancoragem molecular podem contribuir para compreensão de novas 

interações biomoleculares, como aquelas entre proteínas de plantas e vírus. Essas 

descobertas podem ser aplicadas na mitigação de fitopatógenos e pragas virais, com 

o objetivo de promover melhoramento genético de culturas (Sharma; Kumar; 

Ramakrishnan, 2021). 
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APÊNDICE – Deciphering Cowpea Resistance to Potyvirus: Assessment of 

eIF4E Gene Mutations and Their Impact on the eIF4E-VPg Protein Interaction 

 

O artigo “Deciphering Cowpea Resistance to Potyvirus: Assessment of eIF4E Gene 

Mutations and Their Impact on the eIF4E-VPg Protein Interaction” foi publicado no 

periódico Viruses, link de acesso: https://doi.org/10.3390/v17081050.   
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