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Avaliação funcional do gene SAMT de Citrus reticulata na resistência a fitopatógenos de 

citros através da superexpressão em Nicotiana tabacum 

 

 

RESUMO 

 

A citricultura é uma das culturas de maior importância a nível mundial e o Brasil é o maior 

produtor e exportador de suco de laranja concentrado e congelado (Frozen Concentrate Orange 

Juice-FCOJ). Essa produção tem sido diminuída devido a diferentes problemas fitopatológicos, 

entre eles a Clorose Variegada dos Citros causada pela bactéria Xylella fastidiosa. Essa doença 

afeta diretamente a qualidade do fruto o que significa uma perda proporcional na produção de 

suco. Visando a identificação de genes associados a respostas de defesa da planta contra X. 

fastidiosa foi realizada uma análise de expressão gênica global em espécies resistentes e 

suscetíveis de citros. Dentre os genes induzidos o gene SAMT (S- adenosil – L metionina 

metiltransferase do ácido salicílico) destacou-se pela sua expressão apenas em Citrus reticulata 

(hospedeiro resistente). A enzima codificada pelo gene SAMT utiliza ácido salicílico (SA) 

como substrato para produzir Salicilato de Metila (MeSA). SA é o principal componente da 

resistência sistêmica adquirida (SAR) sendo que MeSA é o sinal volátil translocado para partes 

distais da planta que ativa as respostas de defesa. Para investigar o potencial deste gene na 

conferência de resistência a X. fastidiosa, foram usadas plantas de N. tabacum como planta 

modelo. A escolha desse hospedeiro foi baseada não só na facilidade de transformação, mas 

também na rapidez e facilidade de visualização dos sintomas causados por X. fastidiosa, 

possibilitando avaliar de forma mais rápida o potencial do gene SAMT em conferir resistência 

a X. fastidiosa. Plantas de N. tabacum superexpressando o gene SAMT de Citrus reticulata 

(CiSAMT) foram confirmadas através de PCR, analise histoquímica (GUS) e análise de 

expressão por RT-qPCR. A produção maior do MeSA em plantas transformadas foi identificada 

através de cromatografia gasosa acoplada a espectrômetro de massa (GC-MS). Os eventos que 

mostraram maior produção do volátil foram propagados e utilizados nas análises de expressão 

de PR1, um gene marcador da via de SAR. Devido ao possível crosstalk do SAMT com a via 

de Ácido Jasmônico (JA) o gene JAZ1 foi analisado como marcador dessa via. As plantas 

transgênicas mostraram um aumento significativo na expressão de PR1 enquanto que o gene 

JAZ1 não foi modulado, podendo inferir que a via ativada foi a de SA e, por conseguinte a via 

do SAR. Desta maneira, para avaliar a resposta da planta quando desafiada a X. fastidiosa as 

plantas foram inoculadas com o patógeno. Dois dos três eventos mostraram um certo nível de 

tolerância a presença da bactéria, refletindo em notas menores na severidade e uma menor 
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incidência de sintomas nas plantas avaliadas. Como plantas transformadas produziram uma 

maior quantidade de MeSA, foi investigado se estas plantas podiam induzir SAR em plantas 

vizinhas não transformadas através da liberação do volátil. Apenas as plantas não transformadas 

instaladas em câmaras com plantas transformadas mostraram uma maior expressão de ICS e 

PR1. Estes resultados sugerem que plantas transgênicas superexpressando SAMT podem 

induzir SAR em plantas não transformadas, abrindo a possibilidade de utilizá-las como 

“ativadoras de SAR” 

 

Palavras chaves: MeSA, plantas modelo, transformação genética. 
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Functional analysis of Citrus reticulata SAMT gene in the resistance of citrus 

phytopathogen through overexpression in Nicotiana tabacum 

 

 

ABSTRACT 

 

Citrus is one important worldwide crop and Brasil is the largest producer and trader of 

frozen concentrate orange juice (FCOJ). This production is affected by a large range of 

phytopathogens, thus aiming to identify genes associated with citrus defense response to Xylella 

fastidiosa, global gene expression was done in susceptible and resistance citrus species. One 

up-regulated gene in Citrus reticulata (resistant) was encoding methyl transferase (SAMT), 

which is responsible for methyl salicylate (MeSA) production from salicylic acid (SA). MeSA 

is a volatile known as an airborne signal triggering systemic acquired resistance (SAR). To 

investigate the potential of this gene to confer X. fastidiosa tolerance, we used tobacco model 

plant. Tobacco events overexpressing C. reticulata SAMT gene (CiSAMT) were confirmed by 

GUS, PCR and RT-qPCR. The high MeSA production in transgenic plants was identified by 

gas chromatography (GC-MS). The events that showed higher MeSA production were 

propagated and used to gene expression analysis of PR1, a SAR marker gene and JAZ1 a marker 

gene for jasmonic acid (JA) pathway. The transgenic events showed significant up-regulation 

of PR1 and no modulation for JAZ1, which could indicate that this volatile uses SA as substrate 

and activates SAR by this pathway. Then this events were challenged with X. fastidiosa. Two 

of the three transgenic events showed significant less symptoms and severity of disease, 

suggesting that the presence of this gene could be delay the spread of X. fastidiosa f. As 

transgenic plants produced more MeSA, we investigate if these plants could induce SAR in 

neighbor but not transgenic plants through volatile liberation. Interestingly only WT plants 

around the transgenic plant showed up-regulation of PR1 and ICS1. This data suggests that 

transgenic plants overexpressing SAMT can activate SAR in non-transgenic plants and open 

the perspective of use them as “SAR activators”. 

 

Key words: genetic transformation, MeSA, model plants. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

Segundo a Secex (2014) o Brasil foi responsável pela exportação de aproximadamente 

1.2 milhões de toneladas de suco de laranja concentrado e congelado ou FCOJ (Frozen 

Concentrated Orange Juice) e do suco não concentrado ou NFC (Not From Concentrate) em 

2013, mantendo sua posição de maior exportador de suco de laranja industrializado desde a 

década de 80. Esta hegemonia é conservada pela contribuição da citricultura paulista que é 

responsável por 53% da produção mundial de suco de laranja (NEVES et al., 2010). A 

participação no mercado mundial é de aproximadamente 85% permitindo assim que em nenhum 

outro setor o Brasil exerça uma posição de liderança tão isolada (LOHBAUER, 2011). 

Apesar de sua liderança mundial, a indústria citrícola brasileira vem enfrentando desafios 

constantes devido ao grande número de pragas e doenças presentes na cultura. Uma das doenças 

que tem recebido grande atenção devido ao impacto econômico causado pelo manejo e perda 

de frutos é a Clorose Variegada dos Citros (CVC) (CHATTERJEE et al., 2008). A CVC é uma 

doença associada à bactéria restrita do xilema Xylella fastidiosa a qual é transmitida por pelo 

menos 12 espécies de cigarrinhas (Fundecitrus, 2014). A X. fastidiosa tem um amplo espectro 

de plantas hospedeiras e atinge todas as variedades comerciais de laranja doce (SOUZA et al., 

2007). Os principais sintomas da doença são os pontos necrosados na folha associados à 

colonização dos vasos do xilema por parte da bactéria. Esta colonização bem como a formação 

de biofilme nos vasos do xilema fazem com que o fluxo normal de água e nutrientes sejam 

bloqueados, o que pode influenciar diretamente no desenvolvimento do fruto fazendo com que 

este fique endurecido e seu tamanho seja reduzido perdendo todo seu valor comercial 

(COLETTA-FILHO et al., 2007; SOUZA et al., 2007).  

Apesar de todas as variedades de laranjas-doce (Citrus sinenesis) serem suscetíveis a X. 

fastidiosa, há fontes de resistência dentro da espécie, como as tangerinas (Citrus reticulata), 

limões (Citrus limonia) e híbridos. Por esta razão é justificável o estudo para a compreensão 

dos mecanismos genéticos envolvidos na resistência de algumas espécies de citros que possam 

ser transferidos para laranja doce. Nesse sentido, análises de expressão gênica usando ESTs 

(Expressed sequence tags) e RNA-Seq foram realizados em tangerina visando à identificação 

de genes de defesa que possam estar envolvidos na resistência a este patógeno (SOUZA et al., 

2007; GMITTER et al., 2012; RODRIGUES et al., 2013). Devido aos vários genes induzidos 

durante a interação com o patógeno, um modelo hipotético de como as tangerinas respondem a 
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X. fastidiosa, culminado na eliminação do patógeno e resistência do hospedeiro foi proposto 

por GMITTER et al., (2012). Entretanto, nenhum estudo funcional do papel desses genes na 

resposta de defesa do hospedeiro foi até o momento comprovado. Um dos genes induzidos em 

tangerina com possível associação a resposta de defesa foi o SAMT, o qual codifica a enzima 

ácido salicílico carboxil metiltransferase. Esse gene está associado à resposta de resistência 

sistêmica adquirida (SAR) ativando as vias de defesa da planta mediada pelo ácido salicílico 

(SA). Dessa forma o estudo funcional desse gene parece ser essencial para o entendimento da 

ativação do mecanismo de defesa no hospedeiro e sua possível transferência para hospedeiro 

suscetível visando tolerância ao patógeno.  

As plantas respondem aos diferentes estresses bióticos e abióticos ativando vias de 

defesas locais e sistêmicas, quando infectadas por patógenos estas respostas de defesa 

restringem o crescimento e disseminação do patógeno (DEMPSEY & KLESSIG, 2012). Este 

mecanismo conhecido como resistência sistêmica adquirida (SAR) é ativado no momento da 

infecção pelo patógeno na folha, de maneira local desencadeia-se um processo de imunização 

sistêmica da planta para se defender do ataque e para se preparar contra uma possível infecção 

futura pelo mesmo patógeno (DEMPSEY et al., 1999; DURRANT & DONG, 2004; 

DEMPSEY et al., 2011). SAR induz o acúmulo de ácido salicílico em tecidos locais e distais 

não infectados por um patógeno, além de aumentar a expressão de genes relacionados à 

patogênese (HAMMOND-KOSACK & JONES, 1996; DANGL & JONES, 2001; 

FOROUHAR et al., 2005). Plantas que são deficientes em SA não desenvolvem SAR, não 

expressam genes de defesa nas folhas inoculadas e mostram suscetibilidade a patógenos 

(DEMPSEY et al., 1999).  

Enquanto SA é um componente essencial do SAR, experimentos mostram que SA não é 

o sinal móvel transmitido sistemicamente para desencadear SAR (VERNOOIJ et al., 1994; 

PARK et al., 2007). Dentro dos esforços contínuos para identificar o sinal móvel do SAR, 

estudos tem apontado o Salicilato de Metila (MeSA), como o sinal transmitido sistemicamente 

na planta (PARK et al., 2007). Na sequência da transmissão sistêmica, MeSA pode ser 

convertido de volta para SA através de uma esterase, SABP2 (SA-binding protein 2) 

(FOROUHAR et al., 2005). 

O gene responsável pela síntese da MeSA foi identificado pela primeira vez na planta 

anual Clarkia breweri (ROSS et al., 1999). Este gene, S-adenosil-L-metionina: ácido salicílico 

carboxil metiltransferase (SAMT) catalisa a reação de ácido salicílico (SA) e o doador de metila 

de S-adenosil-L-metionina (SAM) para MeSA. A descoberta desta metiltransferase levou à 

identificação de uma nova classe de O-metiltransferases e N-metiltransferases chamada família 
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SABATH (CHEN, AURIA, THOLL, ROSS, GERSHENZON, NOEL, PICHERSKY, et al., 

2003; D’AURIA et al., 2003) 

Devido à importância do gene SAMT e seu papel em mediar a resposta de defesa das 

plantas, esse gene tem sido objeto de estudo em diferentes patossistemas. SAR induzida pela 

infecção do vírus do mosaico do tabaco (TMV) foi atenuada em plantas de N. tabacum em que 

a expressão do gene SAMT foi silenciada por iRNA (RNA interferente) (PARK et al., 2007).  

Estudos com a superexpressão do gene SAMT em plantas transgênicas sobre a geração 

de resistência ou suscetibilidade a patógenos são divergentes dependendo da espécie da planta 

e do patógeno testado. Em A. thaliana a superexpressão do gene OsBSMT1 (oriundo de arroz) 

diminuiu os níveis de SA e seu glicosídeo tornando as plantas mais suscetíveis a Pseudomonas 

syringae e ao fungo Golovinomys orontii (KOO et al., 2007). Resultados opostos foram 

encontrados em outros patossistemas. Em tomate, plantas transgênicas superexpressando o 

gene SiSAMT, e consequentemente produzindo maiores níveis de MeSA, exibiram um retardo 

no desenvolvimento de sintomas da doença causada por Xanthomonas campestris pv. 

vesicatoria (TIEMAN et al., 2010) 

 De forma geral, é mais fácil compreender que a superexpressão de SAMT induza o 

aumento de MeSA, diminuindo os níveis de SA e consequentemente da SAR, deixando a planta 

mais suscetível ao patógeno, como demonstrado para A. thaliana. Entretanto, a função desse 

gene parece ser mais complexa, e dependendo da espécie vegetal e do patógeno, esse gene pode 

estar associado a outros fatores que conduzem a resposta de resistência da planta, como 

demonstrado para tomate e soja. Dessa forma, mais estudos devem ser conduzidos em outros 

patossistemas para desvendar o papel desse gene nas interações planta-patógeno. 

Até o momento, não há nenhuma evidência direta do papel do gene SAMT em citros, 

contudo estudos sugerem que o SA é um hormônio importante para a resposta de defesa das 

plantas de citros contra patógenos como Xanthomonas citri subsp. citri (AN & MOU, 2012; 

WANG & LIU, 2012), C. liberibacter (MARTINELLI et al., 2012; MAFRA et al., 2013) e 

Xylella fastidiosa (SOUZA et al., 2007; SOUZA et al., 2009; GMITTER et al., 2012; 

RODRIGUES et al., 2013). No caso de X. fastidiosa, resultados mostram o possível 

envolvimento do gene SAMT na resposta de defesa de Citrus reticulata (resistente a X. 

fastidiosa) durante a infecção por X. fastidiosa (SOUZA et al., 2007; SOUZA et al., 2009; 

GMITTER et al., 2012). Curiosamente, apesar de C. reticulata ser resistente a X. fastidiosa, 

esse patógeno tem um breve estágio de sobrevivência dentro desse hospedeiro, onde aos 30 dias 

após a infecção, é possível detectar o patógeno por PCR e isolamento da planta. Porém após 

esse período há uma diminuição da população bacteriana de modo que após os 60 dias não é 
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mais possível isolar a bactéria da planta, ocorrendo um declínio da população. Trabalhos de 

expressão gênica verificaram que aos 30 dias ocorre a superexpressão do gene SAMT (SOUZA 

et al., 2007), o que foi confirmado em outros ensaios biológicos usando RT-qPCR (Figura 1). 

A superexpressão desse gene foi atribuída a uma possível ativação de uma via de sinalização 

que culmina na expressão de genes associados à defesa da planta. Em um primeiro momento a 

ativação do SAMT foi atribuída a possível ativação de SA, entretanto, não podemos descartar 

uma possível inibição de SA e ativação de JA, uma vez que, genes que indicam haver um 

crosstalk entre essas vias de sinalização também foram superexpressos em outros trabalhos, 

como o gene LOX (CHEN, AURIA, THOLL, ROSS, GERSHENZON, NOEL, PICHERSKY, 

et al., 2003; SOUZA et al., 2007; SOUZA et al., 2009; GMITTER et al., 2012; RODRIGUES 

et al., 2013).  

 

 

 

 

Figura 1 - Confirmação dos resultados ESTs utilizando RT-PCR em tempo real para o gene S-

adenosyl-L-methionine:salicylic acid methyltransferase (SAMT) após 0, 30 e 60 dias de inoculação do 

patógeno X. fastidiosa em C. reticulata. T-bars indicam o erro padrão das repetições biológicas 

(SOUZA, dados não publicados). 

 

 

Dessa forma estudos funcionais através do uso de plantas transgênicas superexpressando 

o gene SAMT de citros (denominado aqui de CiSAMT) poderia contribuir para o entendimento 
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do mecanismo de sinalização celular associado a defesa das plantas em resposta ao patógeno X. 

fastidiosa.  Ainda, devido ao possível papel desse gene na resposta de defesa de citros a outros 

fitopatógenos, o estudo funcional desse gene poderá ser estendido para outros patossistemas.  

A transgenia é uma ferramenta útil para estudar a função de um gene. Os métodos para 

determinar ou inferir a função do gene variam entre análises fenotípicas, bioquímicas e 

moleculares das plantas transformadas. Desta forma, existem diferentes estratégias para avaliar 

a função do gene dentro da planta, que podem ser através da sua superexpressão ou através do 

seu silenciamento (SHIM et al., 2013). Entretanto, algumas plantas apresentam dificuldades no 

processo da transformação genética e isto depende principalmente da biologia reprodutiva do 

gênero. Em citros, por exemplo, a poliembrionia, autoincompatibilidade e períodos juvenis 

longos, a idade do material e a possibilidade de escapes devido a não seleção por parte dos 

antibióticos geram desafios na transformação genética (PENA et al., 1995). A obtenção de 

plantas transformadas de citros é um processo longo e laborioso e a utilização destas na 

avaliação das interações do patossistema de X. fastidiosa pode não ser tão adequado devido ao 

tempo necessário para a expressão de sintomas (6-12 meses) desta maneira, plantas modelo 

como Nicotiana tabacum representam uma alternativa mais viável para a avaliação e estudos 

da funcionalidade de genes (CHANG et al., 1993; LOPES et al., 2000; MARTINATI et al., 

2007).  

Nicotiana tabacum é uma planta modelo usada em vários patossistemas por apresentar 

características como alta produção de sementes, alta eficiência de transformação e possuir ciclo 

de vida curto (BRASILEIRO et al., 1998). Já foi demonstrado em vários estudos que quando 

inoculada com X. fastidiosa os sintomas foliares são inconfundíveis e aparecem 

significativamente mais rápido do que em citros (LOPES et al., 2000). Devido as características 

descritas e especialmente a facilidade de avaliação quando desafiada com X. fastidiosa N. 

tabacum torna-se uma planta modelo adequada para os estudos de interação planta patógeno e 

analise funcional do gene CiSAMT. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Citricultura Brasileira e a Clorose Variegada dos Citros 

 

O Brasil destaca-se como o maior fornecedor de produtos como açúcar, suco de laranja e 

café. Responsável pela exportação de US$ 5 bilhões em produtos processados no ano 2000 o 

Brasil é o maior exportador de frutas cítricas processadas (OECD/FAO, 2015). Esta hegemonia 

é conservada graças à contribuição da citricultura paulista que é responsável por 53% da 

produção mundial de suco de laranja (NEVES et al., 2010).  

Esta hegemonia está baseada na região denominada cinturão citrícola e é responsável por 

mais de 80% da produção de laranja do Brasil. Localizada numa área entre São Paulo e Minas 

Gerais o cinturão citrícola é composto por 300 municípios, que se  distinguem por ter solo 

adequado, água disponível, chuvas em índices adequados, topografia, mão de obra disponível 

e qualificada, disponibilidade de insumos e infraestrutura local, fazendo com que estas 

características o tornem o mais importante polo citrícola do pais (LOHBAUER, 2011).  

Responsável por um crescimento de 10% entre os anos de 1995-2009 a produção do 

cinturão citrícola é destinada a indústria. Sendo o suco concentrado de laranja congelado 

(FCOJ) o grande responsável pelo sucesso da bebida no mundo com valores de produção de  

2,3 milhões de toneladas por ano (NEVES & TROMBIN, 2011). O segundo lugar na produção 

de frutas cítricas processadas fica com o suco não concentrado ou NFC (Not From Concentrate) 

que tem como destino o mercado Europeu, com aproximadamente 70% da importação do suco 

brasileiro, e que em 2009 alcançou as 939 mil toneladas (NEVES et al., 2010; LOHBAUER, 

2011). Além do consumo da fruta in natura, que absorve uma parte significativa da produção 

(aproximadamente 100 milhões de caixas) (NEVES et al., 2010; OECD/FAO, 2015), existem 

outros subprodutos a partir da fruta que são também comercializados, como a polpa, óleo 

essencial, óleo da casca, aroma essencial, bagaço e sementes, sendo estes produtos responsáveis 

pelo 7,5% do negócio com a fruta (LOHBAUER, 2011).  

Apesar de sua liderança mundial, a produção de suco enfrenta diferentes fatores que 

diminuem sua competitividade no mercado internacional, como diversas barreiras tarifarias, 

forte inflação de custos de mão de obra, insumos agrícolas, exigências técnicas de embalagem, 

consistência na qualidade do produto e incremento em tratamentos fitossanitários 

(LOHBAUER, 2011; NEVES & TROMBIN, 2011).Entre os problemas fitossanitários que 

enfrenta a citricultura, destaca-se a CVC ou clorose variegada do Citros devido as perdas 

representativas de aproximadamente 120 milhões de dólares ao ano, não só por causa das 
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arvores afetadas pela doença, mas também pela redução de número de caixas produzidas devido 

frutos endurecidos e pequenos que não são viáveis na produção de suco  (ALMEIDA et al., 

2001; HOPKINS & PURCELL, 2002; BOVÉ & AYRES, 2007; CHATTERJEE et al., 2008). 

Medidas de prevenção e o manejo baseado em três princípios: exclusão de ramos infectados, 

erradicação de plantas e proteção através do uso de inseticidas e mudas sadias, tem sido 

utilizadas com sucesso, permitindo uma redução na incidência da doença no Brasil (LOPES et 

al., 2000; ASSIS & RIBAS, 2015).   

A doença é transmitida por pelo menos 12 espécies de cigarrinhas (Fundecitrus, 2014). E 

é causada pela bactéria Xylella fastidiosa uma Gammaproteobacteria que se caracteriza por ter 

um formato de bastonete e dimensões estimadas de 0.25-0.5 µM em diâmetro e 0.9-4.0 µM de 

comprimento (DAVIS et al., 1978; CHAGAS et al., 1992). 

As espécies de X. fastidiosa encontram-se dentro da família da Xanthomonadaceae, 

ordem Xanthomonadales. É possível identificar quatro subespécies de X. fastidiosa: pauca, 

fastidiosa, multiplex e sandyi (NUNES et al., 2003; ALMEIDA et al., 2008; NUNNEY et al., 

2010). A X. fastidiosa tem um amplo espectro de plantas hospedeiras como uva (DAVIS et al., 

1978), pêssego (WELLS et al., 1983), café (DE LIMA et al., 1998), ameixa (RAJU, 1982), pera 

(LEU, 1993) entre outras. Mas recentemente foi encontrada em plantas de oliveiras na Itália 

(LOCONSOLE et al., 2014) e no Brasil (COLETTA-FILHO et al., 2016). Em citros a Xylella 

fastidiosa Subsp. pauca atinge todas as variedades comerciais de laranja doce (SOUZA et al., 

2007). Seus sintomas característicos são os pontos necróticos na folha que levam a uma necrose 

generalizada na folha e posteriormente a sua queda.  Frequentemente são encontradas 

deficiências de Zinco e Ferro também em folhas. A necrose pode estar associada à colonização 

dos vasos do xilema por parte da bactéria, assim como as alterações na taxa de fotossíntese da 

planta e a possível secreção de toxinas pela bactéria (RIBEIRO et al., 2003).  A colonização 

bem como a formação de biofilme nos vasos do xilema faz com que o fluxo normal de água e 

nutrientes sejam bloqueados, o que pode influenciar diretamente no desenvolvimento do fruto 

fazendo com que este fique endurecido e seu tamanho seja reduzido perdendo todo seu valor 

comercial (COLETTA-FILHO et al., 2007; SOUZA et al., 2007).  

 

2.2 Mecanismos de Defesa da Planta 

 

A habilidade com que as plantas têm desenvolvido diversos mecanismos de defesa 

buscando sobreviver aos estresses impostos pelo ambiente tem propiciado inúmeras pesquisas. 

Em muitos casos, os mecanismos de defesa podem incluir câmbios, morfológicos, moleculares 
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e bioquímicos. Estes mecanismos proporcionam a adaptação da planta por completo a um 

estresse que pode estar acontecendo em uma única parte dela (VAN LOON et al., 2006; VLOT 

et al., 2008) 

O reconhecimento de sequências conservadas dentro dos microrganismos que atacam a 

planta é essencial para iniciar a indução de respostas de resistência. Este reconhecimento pode 

ser dividido em duas linhas de ação/ativação. A primeira onde padrões moleculares associados 

a patógenos (PAMPs) ativam eventos de sinalização e levam a imunidade mediada por PAMP 

(PTI). E a segunda, conhecida como resposta imune mediada por efetores (ETI) que é ativada 

a partir do reconhecimento de proteínas efetoras que são liberadas ou associadas a patógenos e 

identificadas através de proteínas R (VAN LOON et al., 2006; BARI & JONES, 2009).  A 

percepção dos PAMPs inicia uma variedade de respostas basais que inclui a ativação de 

MAPkinases (mitogen-activated protein), a produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) e 

ácido nítrico (NO), o incremento do influxo de CA2+, ativação da via de SA, fechamento de 

estômatos e sínteses de etileno (BOLLER & FELIX, 2009; ARNAUD & HWANG, 2015). 

A defesa ativada através do reconhecimento de proteínas efetoras (ETI) desencadeia a 

morte celular localizada no sitio de infecção que culmina em uma resposta de hipersensibilidade 

(HR) que inibe a invasão do patógeno (ZURBRIGGEN et al., 2010; ARNAUD & HWANG, 

2015).Entretanto, as respostas de defesa ativadas durante PTI e ETI não são exclusivas. 

Existindo correlação e até sobreposição entre elas quando em resposta a patógenos (MISHINA 

& ZEIER, 2007; DEMPSEY & KLESSIG, 2012). Algumas das defesas ativadas incluem o 

fluxo de íons de Cálcio, ROS, a ativação de quinasses, a reprogramação da expressão de genes, 

a deposição de calose ou lignina, a morte programada de células localizadas ou (HR) e a 

ativação das vias de SA e JA-ET (ácido jasmônico – etileno), a produção de metabolitos 

secundários como fitoalexinas, acumulação de proteína PR e liberação de voláteis, entre outras 

(THOMMA et al., 2011). Desta maneira, é possível restringir o crescimento do patógeno e 

aumentar a resistência à doença na planta afetada. É de suma importância o tempo que a planta 

tarda em reconhecer o mecanismo do micro-organismo invasor e a indução de respostas de 

defesa, sendo a única diferença entre um fenótipo resistente ou susceptível.  

 

2.2.1 O Papel dos Hormônios nas Vias de Defesa 

 

Os hormônios são substâncias orgânicas que ocorrem naturalmente nas plantas. São 

ativos em baixas concentrações e possuem a capacidade de promover ou inibir o crescimento 

vegetal, modificando processos fisiológicos da planta e geralmente agindo à distância do local 
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de produção. Inicialmente acreditava-se que os processos de desenvolvimento da planta eram 

regulados por cinco hormônios: as auxinas (AIA), as giberelinas (GA), as citocininas (CK), o 

ácido abscísico (ABA) e o etileno (ET). Mas, recentemente uma variedade de outras moléculas 

sinalizadoras tem sido descobertas e relacionadas também ao desenvolvimento, assim como a 

efeitos morfofisiológicos e a ativação de vias de defesa contra herbívoros e patógenos, estas 

moléculas incluem o ácido salicílico (SA), ácido jasmônico (JA), os brassinosteróides (BRs), o 

ácido nítrico (NO) e os peptídeos hormonais: sistemina e hidroxiprolina rica em glicopeptídeos 

de Solanáceas, o peptídeo AtPEPs (Arabidopsis thaliana Plant Elicitor Peptides), RALF 

(Rapid Alkalinization Factor) e CLV (Clavata) (RYAN et al., 2002; VAN LOON et al., 2006; 

BARI & JONES, 2009) 

A infecção de plantas com diversos patógenos resulta em alterações nos níveis destes 

fitohormônios (ROBERT-SEILANIANTZ et al., 2007). As vias de sinalização de SA, JA e ET 

são comumente relacionadas à ativação e regulação de respostas de defesas no reconhecimento 

dos vários patógenos, pragas e injurias (GLAZEBROOK, 2005). SA desempenha um papel 

fundamental ativando respostas de defesa em plantas contra patógenos biotróficos e 

hemibiotróficos, assim como no estabelecimento da resistência sistêmica adquirida (SAR). Por 

outro lado, JA e ET são geralmente associados a defesa contra herbívoros e patógenos 

necrotróficos. Devido ao fato que a sinalização de defesa por parte da planta depende da 

natureza do patógeno e sua patogenicidade, e a que os estilos de vida destes em muitas ocasiões 

não são exclusivamente biotróficos ou necrotróficos, existe uma interação entre as vias de SA, 

JA e ET. Esta interação pode ser sinérgica ou antagônica dependendo da natureza do patógeno. 

Na natureza as plantas têm que lidar com diferentes ataques acontecendo ao mesmo tempo, 

desta maneira, os mecanismos moleculares pelos quais estas vias de resposta de defesa 

interagem e sua prioridade de ação são ainda pouco compreendidos.  

 

2.2.2 Interação das vias de SA e JA 

 

SA afeta vários processos biológicos como floração, fechamento estomático e 

germinação de sementes, entre outros. O seu papel principal está relacionado a ativação de 

respostas de defesa contra patógenos biotróficos e hemibiotróficos. Níveis de SA em tecidos 

infectados pelo patógeno resulta na indução de genes relacionados a patogêneses (PR) e 

intensifica a resistência para uma ampla gama de patógenos (BARI & JONES, 2009; 

PIETERSE et al., 2009).  
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A síntese de SA pode acontecer por duas vias: ICS (isochorismate synthase) e PAL 

(phenylalanine ammonia-lyase). As duas originam-se a partir de corismato e o produto final da 

via é o ácido chiquímico. Na via PAL, a fenilalanina (Phe) é convertida para ácido trans-

Cinâmico (t-CA) e NH3 através de uma reação aminação não oxidativa. A via do ICS utiliza o 

ICS/corismato para sintetizar SA (Figura 2) (VLOT et al., 2009; DEMPSEY et al., 2011). 

 

 

 

 

Figura 2 - Via da biossíntese de SA em plantas. O corismato é sintetizado no plasmídeo através 

do isocorismato para ser convertido em SA. A via a partir de PAL e ácido benzoico 2-hidroxylase é 

também mostrado. AS: antranilato sintase; CM: corismato mutase.  (Retirado de WILDERMUTH et al., 

2001). 

 

 

A NPR1 (non expressor of PR genes 1) é uma proteína contendo um motivo ankyrin-

repeat com um domínio BTB/POZ. A NPR1 pode estar localizada em dois lugares na célula, 

onde desenvolve duas funções diferentes. No citosol atua como mediadora das vias de SA e JA.  

No núcleo pode atuar com fatores de transcrição induzindo a expressão de genes de defesa 

dependentes de SA como PR1 (VLOT et al., 2009; DEMPSEY et al., 2011).  
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PRs (pathogenesis-related proteins) são proteínas induzidas em condições de 

patogenicidade e codificadas pela planta hospedeira, são acumuladas na região infectada e 

também induzidas sistemicamente. As PRs foram descobertas pela primeira vez na resposta de 

hipersensibilidade de N. tabacum ao vírus do mosaico de tabaco, posteriormente ocorreram em 

diferentes espécies de plantas na infecção por fungos, oomicetos, bactérias, vírus, nematoides 

e insetos. As PRs reconhecidas atualmente compreendem 17 famílias, que desenvolvem 

diferentes papeis, sendo frequentemente sugerido que podem ser eficazes na inibição do 

crescimento e multiplicação de patógenos. Por esta razão estão associadas a respostas de defesa 

contra infecções causadas por vírus, bactéria e fungos, especialmente as PR1 são utilizadas 

como marcadores do SAR (VAN LOON et al., 2006). Recentemente um trabalho em proteínas 

relacionadas a patogêneses em leveduras (PRY) permitiu através da caracterização funcional e 

da homologia de sequências com a família das PR1 de plantas, inferir a função destas últimas 

como estando envolvidas no transporte de esteróis e como proteínas de ligação de lipídeos 

(CHOUDHARY & SCHNEITER, 2012).   

JA está envolvido em respostas de defesa a estresses bióticos e abióticos, maturação de 

pólen e respostas a injúria (TURNER et al., 2002). A síntese de JA se inicia com a liberação do 

ácido α-linolênico da membrana fosfolipídica, que é convertida a 13-HPOT (13-

hydroperoxylinoleic acid) por uma lipoxigenase (LOX). Seguida de uma série de reações 

catalisadas por AOS (allene oxide synthase) e AOC (allene oxide cyclase) para produzir OPDA 

(12-oxo-phytodienoic acid). Uma isoenzima específica de ODPA reductase é necessária para 

reduzir OPDA em OPC (3-oxo-2(2_[Z]-pentenyl)cyclopentane-1-octanoic acid) que é 

convertido em JA após três ciclos de β-oxidação. A sínteses de OPDA ocorre no cloroplasto 

(especificamente o plastídio) enquanto que a produção final do JA acontece no perixossomo  

(TURNER et al., 2002; BROWSE, 2009).  

Transformações enzimáticas do JA: metilação, descarboxilação, hidroxilação, redução e 

conjugação, podem gerar vários derivados que tem atividades biológicas diferentes. Entre elas 

as mais conhecidas por estarem relacionadas com resposta à estresse biótico são: metilação e 

conjugação. A primeira por produzir o composto volátil MeJA (methyl-jasmonate) e a segunda 

por associar a isoleucina a jasmonil (JA-Ile). JA-Ile é um sinal primário importante para 

algumas respostas de JA (BROWSE, 2009).  

Recentemente experimentos confirmaram que COI1 (coronatine-insensitive 1) codifica 

uma proteína F -box prevista para ser parte de um complexo SCF (skip-cullin-Fbox)(SCFCOI1) 

que atua como uma ubiquitina ligase E3. A ubiquitinação desta proteína por SCFCOI1 revelou 

que COI1 foi primordial para a ação hormonal de JA e requerida para a maioria das respostas 
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da via. As respostas de JA em condições basais (baixos conteúdos de JA-Ile) permitiram 

confirmar que a proteína JAZ (jasmonate ZIM-domain) atua como repressor que impede a 

transcrição de genes de resposta de JA (Figura 3). Desta forma JAZ é considerado um regulador 

negativo da via de JA. COI1 e proteínas JAZ devido a sua afinidade integram o receptor de JA-

Ile a forma ativa de JA. (THINES et al., 2007; BROWSE, 2009). 

 

 

Figura 3 - Modelo para a ação e destino das proteínas JAZ durante a sinalização da via do ácido 

jasmônico. (a) No estado basal (baixo nível de JA-Ile), as proteínas JAZ (barras azuis) se ligam e 

reprimem fatores de transcrição (TF) relacionados aos promotores de genes de resposta de JA, 

possivelmente através de co-repressores (CR) no complexo transcricional. JA-Ile promove a ligação de 

SCFCOI1 com o domínio Jas e a degradação das proteínas JAZ pela via ubiquitina-proteossomo 26, 

permitindo a indução de genes iniciais da via do JA. (b e c) Modelos alternativos da ação de proteínas 

JAZ modificadas. (Retirado de BROWSE, (2009)). 

 

 

É possível ver as interações das vias nos diferentes estudos que têm sido realizados, como 

SA codifica para genes de resposta ao ataque de patógenos biotróficos e JA para necrotróficos, 

a maioria de interações entre estes hormônios são de repressão mutua (GLAZEBROOK, 2005; 

THALER et al., 2012). Estes estudos são baseados na mutação ou expressão ectópica dos genes 
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que tem efeitos contrastantes dentro das vias de sinalização de SA e JA. Dentro destes genes 

encontram-se NPR1, EDS1 (Enhanced Disease Susceptibility1), PAD4 (Phytoalexin-

Deficient4), SSI2 (Suppressor of SA Insensitivity2), WRKY (fator de transcrição), 

glutarredoxina GRX480, ERF1 (Ethylene Response Factor 1), MYC2 (Jasmonate Insensitive 

1, JIN1), ORA59 (Octadecanoid-Responsive Arabidopsis AP2/ERF 59), JAZ1-JAZ3 

(Jasmonate Zim-domain) e MPK4 (Mitogen-Activated Protein Kinase). A maioria dos 

reguladores identificados no crosstalk têm um papel fundamental na transdução do SA e tem 

diversos papeis potencialmente antigos dentro da célula (KOORNNEEF & PIETERSE, 2008; 

THALER et al., 2012). Estes pontos de regulação molecular para cada uma das vias de SA e 

JA fazem com que as interações sejam antagônicas (SPOEL, 2003; KOO et al., 2007) ou 

sinérgicas (BOSTOCK, 2005; KIM et al., 2008; MUR et al., 2013).  

 

2.2.3 Resistencia Sistêmica Adquirida (SAR) e SAMT 

 

SAR refere-se a uma resposta de defesa da planta que resulta em uma resistência sistêmica 

inespecífica e de longa duração a uma variedade de agentes patogénicos incluindo vírus, 

bactéria, fungos e oomycetos. Pode ser ativada por patógenos que causam necrose como parte 

de respostas de hipersensibilidade (HR) ou como sintomas da doença (HUANG et al., 2003; 

DURRANT & DONG, 2004). 

Molecularmente SAR é caracterizado pelo incremento da expressão de genes PR en 

tecidos locais e sistêmicos (DURRANT & DONG, 2004; DEMPSEY & KLESSIG, 2012). 

Evidencia de que SA era o sinal de indução foi publicada em 1990 (MALAMY et al., 1990; 

MÉTRAUX et al., 1990). Os trabalhos avaliaram a concetração de SA endógeno e a indução 

de genes PR em N. tabacum desafiado com TMV (MALAMY et al., 1990)  e pepino infectado 

com Colletotrichum lagenarium e TNV (tobacco necrosis vírus) (MÉTRAUX et al., 1990).  

A necessidade por SA  como sinal endógeno do SAR foi testada através da expressão 

constitutiva da enzima salicilato hidroxilase (nahG) que degrada este hormônio convertendo-o 

em catecol. Plantas transgênicas de N. tabacum e A. thaliana expressando nahG falharam em 

acumular SA após a infecção do patógeno e deixaram de expressar genes PR (GAFFNEY et 

al., 1993; DURRANT & DONG, 2004). O incremento dos níveis de SA nas folhas sistêmicas 

e no floema levou acreditar que SA poderia ser o sinal sistêmico de SAR. SHULAEV, et al., 

(1997) demostraram que o sinal sistemicamente transmitido na planta para ativação de SAR é 

um composto volátil conhecido como Salicilato de Metila (MeSA). Este metabolito secundário 

está relacionado também  ao sabor e cheiro de muitos frutos e flores (TIEMAN et al., 2010). 
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Nas folhas distais, MeSA é hidrolisado pela atividade da esterase SABP2 para produzir SA, que 

associado a síntese de novo de SA, contribui para a ativação da sinalização nos tecidos livres 

do patógeno. Plantas de N. tabacum silenciadas para o gene SABP2 infectadas com o vírus do 

mosaico do tabaco, apresentaram lesões maiores e foram prejudicados em SAR, que também 

foi bloqueado quando SA metiltransferase (SAMT) (que converte SA em MeSA - Figura 4) foi 

silenciada em folhas infectadas primárias. O tratamento com MeSA na folhas inferiores foi 

capaz de induzir SAR nas folhas superiores (PARK et al., 2007; DEMPSEY & KLESSIG, 

2012). Resultados similares do papel de SAMT na indução de SAR em plantas de N. tabacum 

e A. thaliana após infeção foi observado por Liu et al. (2011). 

 

 

 

Figura 4 - Esquema do circuito de sinalização SAR envolvendo a síntese e crosstalk entre SABP2 

e SAMT. Como resultado da infecção pelo patógeno a atividade de ICS1 é incrementada provocando o 

acumulo de SA. Uma fracção do SA acumulado é convertido em MeSA pela ação de SAMT. Por sua 

vez uma fração do MeSA é convertida em SA pela ação de SABP2 assegurando o equilíbrio a favor do 

SA. O MeSA acumulado é translocado a partes distais da planta, onde o processo de produção de SA e 

MeSA se repete e os genes de reposta de defesa como NPR1 são ativados induzindo o SAR. (Modificada 

de SHAH; ZEIER, (2013)  
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O gene S-adenosil-L-metionina: ácido salicílico carboxil metiltransferase (SAMT) 

codifica uma metiltransferase que catalisa a adição de um grupo metil à molécula do ácido 

salicílico resultando no Salicilato de Metila (MeSA) (ZUBIETA et al., 2003), esta 

metiltransferase foi originalmente isolada de pétalas de Clarkia breweri, (ROSS et al., 1999). 

A descoberta desta metiltransferase levou à identificação de uma nova classe de 

metiltransferases classificada como família SABATH, nomeada segundo os substratos 

sintetizados incialmente descobertos de ácido salicílico, ácido benzóico, e teobromina (CHEN, 

AURIA, THOLL, ROSS, GERSHENZON, NOEL, PICHERSKY, et al., 2003). A família está 

subdividida em dois grupos: as O-metiltransferases e N-metiltransferases. As O-

metiltransferases podem utilizar uma vasta gama de substratos, incluindo SA (SAMT), ácido 

benzóico (BAMT), SA e ácido benzóico (BSMT), ácido jasmônico (JMT), ácido indol-3-

acético (IAMT) e ácido giberélico (GAMT) e realizam a metilação no átomo de oxigênio. As 

N-metiltransferases atuam em substratos tais como 7-metilxantina e teobromina para produzir 

os produtos metilados de teobromina e cafeína, respectivamente e realizam a metilação no 

átomo de nitrogênio (KATO et al., 2000; OGAWA et al., 2001). 

Em A. thaliana a superexpressão do gene OsBSMT1 (oriundo de arroz) diminuiu os 

níveis de SA e seu glicosídeo tornando as plantas mais suscetíveis a Pseudomonas syringae e 

ao fungo Golovinomys orontii (KOO et al., 2007). Segundo os autores, isso acontece porque 

com o acúmulo de SAMT aumenta os níveis de MeSA e diminui os níveis de SA, não havendo 

consequentemente, a ativação dos genes de defesa mediados por SA. De acordo com os autores, 

a superexpressão do SAMT proporciona um aumento quantitativo do MeSA, que por ser volátil 

acaba sendo absorvido pelos tecidos das plantas vizinhas ativando também suas respostas de 

defesa (SHULAEV et al., 1997; PARK et al., 2007; HEIL & TON, 2008). Paralelamente, foi 

investigado o papel do SAMT nas interações entre as vias de SA e ácido Jasmônico (JA). Como 

já é conhecido as vias de SA e JA são antagônicas (GLAZEBROOK, 2001; TAKAHASHI et 

al., 2004) e o gene SAMT pode ser o mediador do crosstalk entre essas vias, uma vez que, nos 

ensaios com mutantes a superexpressão do SAMT foi ativada pelo JA e não pelo SA (CHEN, 

AURIA, THOLL, ROSS, GERSHENZON, NOEL, PICHERSKY, et al., 2003). Estas vias 

trabalham antagonicamente através de pontos de regulação como NPR1 e WRKY70 (fatores de 

transcrição ativados por SA) e dos genes que codificam as enzimas das suas vias biosintéticas, 

incluindo SAMT e LOX2 (Figura 5). Resultados similares foram posteriormente demonstrados 

por Liu et al. (2010), onde plantas de A. thaliana superexpressando o gene AtBSMT1 

acumularam níveis elevados de MeSA em folhas infectadas pelo patógeno, mas não 
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conseguiram desenvolver SAR, e consequentemente foram mais suscetíveis a Pseudomonas 

aeruginosa.  

 

 

 

 

Figura 5 - Antagonismo entre JA/MeJA e as vias de sinalização de SA. Vários pontos de 

regulação, NPR1, WRKY70, LOX2, e JA/MeJA são indicados. SAMT e SABP2 também são indicados 

em um ponto de metabolização antagônica. (KOO et al., 2007) 

 

 

Resultados opostos foram encontrados em outros patossistemas. Em tomate, plantas 

transgênicas superexpressando o gene SiSAMT, e consequentemente produzindo maiores 

níveis de MeSA, exibiram um retardo no desenvolvimento de sintomas da doença causada por 

Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (TIEMAN et al., 2010). Curiosamente, as folhas das 

plantas infectadas acumularam altos níveis de SA e SAG, assim como de MeSA (TIEMAN et 

al., 2010). Ainda em um trabalho com soja transgênica, a transformação de duas linhagens 

suscetíveis superexpressando o gene GmSAMT1 (proveniente de uma cultivar de soja resistente 

ao nematoide do cisto) apresentou uma diminuição significativa no desenvolvimento de 

nematoides nas raízes das plantas transformadas. O aumento da resistência foi atribuído a 

expressão dos genes ativados por SA, uma vez que, as plantas superexpressando GmSAMT1 

induziram a expressão dos genes que codificam para ICS (Figura 6). O ICS está envolvido na 

biossíntese do ácido salicílico (precursor do SA) é induzido pelo patógeno e por NPR1 que é 

um componente da via de sinalização SA. ICS é essencial para a ativação de genes de defesa 

dependentes de SA. 
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Figura 6 - Esquema da via sintética do ácido salicílico (SA) e de seus compostos glicosilados 

(SAG) e do Salicilato de Metila (MeSA). (VLOT et al., 2009) 

 

 

2.3 Compostos voláteis orgânicos (VOC’s) 

 

Os compostos voláteis são tipicamente líquidos lipofílicos com elevadas pressões de 

vapor. Os que não são conjugados podem atravessar membranas livremente e evaporar na 

atmosfera. O número de produtos químicos voláteis identificados que são sintetizados por 

várias plantas excede 1000 e é provável que cresça à medida que mais plantas são examinadas 

(PICHERSKY et al., 2006). Estes compostos são sintetizados pela planta para atrair 

polinizadores e dispersadores de semente e para se defender contra patógenos, parasitos e 

herbívoros (BALDWIN, 2006; DUDAREVA et al., 2013).  

As propriedades do volátil como sinal e o seu contexto biológico influenciam na 

transferência destes compostos entre as plantas.  A volatilidade do composto está determinada 

pela partição da sua fase liquida na folha e a gasosa na atmosfera, desta maneira tamanho e 

abertura de estômatos pode restringir a difusão do composto. Uma vez fora da folha a 

temperatura e o vento darão a direção ao volátil, sendo que moléculas pequenas são rapidamente 

diluídas na atmosfera, enquanto que moléculas de maior peso e maior volatilidade como MeJA 
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(methyl jasmonate) e MeSA (methyl salicylate) são sinais que podem viajar longas distancias. 

A transferência do sinal estará relacionada a superfície de adsorção, abertura de estômatos, 

difusão cuticular e condutância estomática da planta receptora. A entrada do volátil na planta 

receptora vai depender se o sinal está “ativo” (BALDWIN, 2006).   

São vários os estudos que tem se realizado sobre os mecanismos e respostas que são 

desencadeados a partir deste ponto, mas ainda são pouco entendidos. MeSA é um O-metil éster 

volátil que constitui o aroma em uma ampla variedade de flores e ervas aromáticas 

(LOUGHRIN et al., 1990; KNUDSEN et al., 1993). MeSA é emitido por partes vegetativos de 

diferentes plantas que são danificadas por predação ou que estão infectadas por vírus, fungos 

ou bactérias (KESSLER, 2001; HUANG et al., 2003; PICHERSKY et al., 2006). Para entender 

melhor o papel do MeSA, plantas de N. tabacum foram infectadas com TMV e após 48h foi 

confirmado que estas plantas emitiam uma quantidade de MeSA que atingiu 22ng por hora, 

enquanto que as plantas controle não infectadas não produziam o volátil. Para entender como o 

MeSA podia ter uma participação nas vias de defesa, as plantas de N. tabacum foram pré-

incubadas em câmaras contendo ar suplementado com diferentes concentrações do volátil. O 

resultado foi um maior acumulo de SA nas folhas dependendo da concentração liberada do 

volátil, redução do diâmetro da lesão, aumento na expressão de PR1(SHULAEV et al., 1997). 

Existem diferentes métodos de coleta dos compostos orgânicos voláteis, um deles é o 

Headspace dinâmico. Quantidades maiores dos voláteis podem ser coletadas durante longos 

períodos de tempo em um fluxo continuo de ar por adsorção, permitindo posteriormente a 

detecção e elucidação dos compostos dentro da amostra. Foi utilizado o sistema de extração, 

que consiste em uma armadilha contendo um polímero adsorvente acoplado a uma bomba de 

vácuo a qual está conectada ao recipiente contendo a planta (SPITZER et al., 2007).  

A quantidade de polímero utilizado varia dependendo da composição química do 

composto a ser capturado, da capacidade de absorção da matriz, do volume de amostra, entre 

outras. Os voláteis capturados são eluídos das armadilhas com solventes orgânicos como: 

hexano, éter, acetona ou diclorometano e colocados em frascos de vidro e armazenados 

(THOLL & ROSE, 2006). 

Para a detecção de compostos voláteis por cromatografia gasosa (GC) dois tipos de 

detectores podem ser usados. O FID (flame ionization detector) e o MS (mass spectrometry). 

FID é o detector mais usado em analises de GC, devido a sua estabilidade e alta sensibilidade, 

com detecções limite na ordem de 0.05 a 0.5 ng por composto, por esta razão são mais utilizados 

em análises quantitativas. Neste detector os compostos orgânicos são ionizados em uma chama 

de ar de hidrogênio, produzindo um sinal proporcional a massa de carbono no fluxo (THOLL 
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& ROSE, 2006). O princípio de funcionamento de MS baseia-se na geração de moléculas 

carregadas positivamente e fragmentos de moléculas existentes na coluna. Os fragmentos de 

íons produzidos entram no filtro do espectrómetro de massa, onde eles são selecionados de 

acordo com a relação massa/carga (m/z) devido a rápidas mudanças produzidas pelo campo 

eletromagnético. MS é um método de detecção altamente sensível com uma quantidade mínima 

detectável entre 0.1 a 1 ng por composto/substância. A sensibilidade pode ser ainda aumentada 

no modo de aquisição de Monitoramento Seletivo de Íons, conhecido pela sigla SIM (selected 

ion monitoring), em que apenas são detectados determinados íons que representam a substância 

ou também pode ser utilizado para quantificar o íon base mais abundante em cada 

composto(THOLL & ROSE, 2006). A técnica de cromatografia gasosa acoplada à 

espectrometria de massas (sigla em português: GC/EM, sigla em inglês: GC/MS), é 

amplamente utilizada na identificação dos constituintes voláteis.  As identificações dos 

compostos são feitas por comparação dos seus espectros de massas com as bibliotecas de 

espectros de massas comerciais (por exemplo: Nist, Wiley) armazenadas no computador do 

sistema GC/MS, comparação dos espectros de massas com os padrões comercias dos compostos 

e comparação dos índices de retenção dos compostos com a literatura. 

 

2.4 Uso de plantas modelo para estudo funcional de genes de interesse 

 

Nas últimas décadas os avanços em biotecnologia e cultura de tecidos têm aumentado 

permitindo o aperfeiçoamento de processos como a engenharia de plantas. A maioria das 

descobertas no campo da biologia celular e molecular de plantas e da cultura de tecidos tem 

sido gerada da experimentação com plantas de N. tabacum (GANAPATHI et al., 2004). 

Esta planta tem mostrado ser extremamente versátil. Foi a partir do trabalho com cultura 

de tecidos com N. tabacum que o meio de cultura MS foi desenvolvido (MURASHIGE & 

SKOOG, 1962). Estudos in vitro tem proporcionado informação sobre controle e diferenciação 

de tecidos, assim como isolação, cultura e regeneração de plantas a partir de protoplastos 

(GANAPATHI et al., 2004).  A primeira planta transgênica com o gene de resistência a 

Canamicina foi Nicotiana tabacum. Tabaco (2n=4x=48) é uma alotetraplóide formado a partir 

da hibridização entre dois diploides Nicotiana sylvestris e Nicotiana tomentosiformis (2n=24) 

(OKAMURO & GOLDBERG, 1985). Atualmente são diversos os processos em que esta planta 

está envolvida. Um deles é como planta modelo na interação planta patógeno. Quando infectada 

com X. fastidiosa, por exemplo, pode reproduzir sintomas característicos e facilmente 

identificáveis em um período de 50-60 dias. Os sintomas são pequenas pontuações marrons que 
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aparecem na margem das folhas. Com o aumento das lesões ocorre a necrose da folha (LOPES 

et al., 2000).  

Em citros os sintomas da infecção com o mesmo patógeno aparecem em um período de 

80-180 dias. E a baixa taxa de transformação atribuída a escapes devido à ineficiência do fator 

de seleção tem restringido o desenvolvimento de plantas transgênicas desta espécie (PENA et 

al., 1995). Por estas razoes Nicotiana tabacum parece ser uma melhor opção tanto para a 

obtenção de plantas transformadas como para a avaliação das interações planta patógeno no 

patossistema com X. fastidiosa.  
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3 HIPÓTESE 

 

O gene SAMT está envolvido na via do ácido salicílico e é ativado como resposta de 

defesa contra Xylella fastidiosa conferindo resistência ou tolerância quando superexpresso 

em hospedeiros suscetíveis. 

 

 

4 OBJETIVOS 

 

4.1 Geral 

Avaliar o potencial do gene SAMT na resposta a defesa contra Xylella fastidiosa 

através da superexpressão em planta modelo Nicotiana tabacum 

 

4.2 Específicos 

 

4.2.1 Multiplicar os quatro eventos transformados geneticamente com o gene SAMT; 

4.2.2 Confirmar as plantas multiplicadas através de ensaio histoquímico e PCR, e avançar em 

gerações; 

4.2.3 Avaliar a produção de MeSA nas plantas transformadas; 

4.2.4 Avaliar por RT-qPCR a expressão dos genes PR1a (Ativados por SA) e do gene JAZ1 

(ativado por JA) em plantas transformadas.  

4.2.5 Inocular as plantas transformadas com Xylella fastidiosa e avaliar quanto a severidade e 

incidência da doença;  

4.2.6 Avaliar a capacidade das plantas transformadas na indução do SAR em plantas não 

transformadas através do analise de expressão do gene ICS e PR1a; 
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5 MATERIAL E MÉTODOS 

 

5.1  Caracterização do Gene SAMT de Citrus reticulata (CiSAMT) 

 

Visando verificar a existência de uma ou mais copias da sequência do gene CiSAMT 

encontrada através das análises de ESTs e devido a disponibilidade do genoma completo de 

Citrus sinensis, Citrus clementina e Citrus reticulata  foi realizado um BLAST no banco de 

dados do Phytozome     (http://www.phytozome.net/search.php), no banco de dados do 

Huazhong - China (http://citrus.hzau.edu.cn/cgi-bin/orange/gene/orange1.1t02464.2) e no 

banco de dados do Centro APTA Citros Sylvio Moreira (http://limonia.centrodecitricultura.br/) 

acesso restrito.  

 Com a informação obtida no BLAST de uma única sequência nas três espécies avaliadas, 

foi realizada uma análise filogenética. Para isto a sequência predita de proteína do gene de 

Citrus reticulata (CiSAMT) encontrada nas análises de ESTs foi utilizada para confirmar se a 

mesma pertencia a família SABATH. Nesta analise foram usadas as sequências de proteínas 

representantes das classes das O-metiltransferases e N-metiltransferases, já caracterizadas 

funcionalmente, tais como: SAMT, BAMT, BSMT, JMT, IAMT, GAMT, teobromina e cafeína  

descritas no trabalho de Lin et al. (2013) que utiliza estas sequências para ajudar na 

caracterização do gene GmSAMT de soja. A análise foi complementada com sequências 

encontradas no site Uniprot (Universal Protein Resource site http://www.uniprot.org/) que 

contém anotações de sequências de metiltransferases confirmadas e caracterizadas, além da 

sequência de SAMT de Nicotiana tabacum e SAMT de C. sinensis.  

O alinhamento foi realizado através da ferramenta Clustal W (http://www.clustal.org/) no 

programa Mega 7 (http://www.megasoftware.net/) (Anexo I). O resultado foi utilizado na 

construção da árvore filogenética através do método Neighbor-Joining. O teste de filogenia foi 

através do método de bootstrap com 1000 repetições. A substituição foi realizada nos 

aminoácidos através do modelo Poison. Foram retidos inicialmente todos os sítios, excluindo-

os conforme necessário na estimativa da divergência genética.  

Uma vez realizada a análise filogenética, a sequência de proteína do CiSAMT foi 

utilizada para realizar uma busca por homologia no servidor RCSB PDB 

(http://www.rcsb.org/). Foram obtidos os arquivos PDB tanto da proteína CiSAMT quanto 

sequência com maior homologia apresentada: a estrutura do cristal de SAMT de Clarkia beweri 

(CbSAMT) (ZUBIETA et al., 2003). Em posse destes dados, as sequências de CiSAMT e 
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CbSAMT foram utilizadas no PyMOL (https://www.pymol.org/) para realizar o alinhamento 

estrutural e a localização/marcação dos sitos de ligação com SA conservados nas duas 

moléculas. CbSAMT é o modelo utilizado para este tipo de metiltransferase devido a ser a 

primeira metiltransferase caracterizada e que utiliza SA como substrato.  

 

5.2 Obtenção de Plantas Transgênicas de N. tabacum Visando Superexpressão do Gene 

CiSAMT 

 

A construção do cassete no vetor pUC118FMV (FMV34S-gene alvo-CaMV35S) (Figura 

7) e a clonagem no vetor de expressão pCambia2201 foi realizada pela aluna Dra. Raquel 

Caserta na tese de doutorado (SALVIATTO, 2014). 

 

 

 

 

Figura 7 - Esquema do cassete de construção pUC118 FMV. Promotor FMV seguido do gene 

alvo (SAMT) codificando para a produção de MeSA e terminador CaMV35S. São mostradas as 

diferentes enzimas de restrição usadas na clivagem. O tamanho total do cassete é de 1880pb.  

 

 

A transformação a partir de sementes de N. tabacum da variedade RP1 foi realizada 

através de Agrobacterium tumefaciens estirpe EHA105 com pCambia 2201 (FMV34S-

CISAMT-CaMV35S) também pela aluna Dra. Raquel Caserta. As plantas que se desenvolveram 

a partir dos brotos mantidos em meio de seleção foram analisadas por PCR e teste histoquímico.  



 

24 

 

Foram consideradas como os eventos contendo o transgene as plantas que deram positivo na 

PCR, isto é, confirmaram a inserção do gene. 

 

5.3 Multiplicação de eventos T1 e obtenção de T2 

 

Os eventos confirmados no item anterior contendo a inserção do gene SAMT foram 

utilizados como fonte para obtenção de sementes. As sementes foram colocadas em tubos de 

microcentrífuga de 2 mL e desinfestadas/tratadas da seguinte forma: foi feita a hidratação das 

sementes por uma hora em água destilada. Em seguida ocorreu a lavagem durante 1 minuto sob 

agitação com etanol 70%; posteriormente a limpeza das sementes em 1,5 mL de solução de 

2,5% (v/v) de hipoclorito de sódio por 8-10 min, e finalmente a lavagem em água destilada 

autoclavada (cinco vezes). 

Cada evento T0 foi semeado em magentas contendo 50 mL de meio MS (MURASHIGE 

& SKOOG, 1962) solidificado com 2,5 g/L de phytoagar, acrescido de canamicina (100 

mg/mL) e sacarose (30g/L) e o pH ajustado para 5,8 antes da autoclavagem. Para ocorrer a 

germinação, crescimento e desenvolvimento das sementes, as magentas permaneceram em sala 

de crescimento a 27±1 oC, com intensidade luminosa de 40 µmol m-2s-1 e fotoperíodo de 16-18 

horas de luz por 30 dias. Após germinação e desenvolvimento, as plântulas com altura de dois 

a três centímetros foram transferidas para vasos contendo substrato comercial autoclavado e 

vermiculita na proporção de 2:1 respectivamente (Figura 8).  
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Figura 8 - Processo de multiplicação de eventos transformados e controle.  Sequência de 

procedimentos para obtenção de plantas.  

 

 

Foram selecionadas 15 plântulas por evento para aclimatização. Foi utilizado um saco 

plástico como câmara úmida sobre o vaso, o mesmo foi cortado nas pontas a cada sete dias até 

completar 21 dias, quando foi então, retirado para a ocorrência da aclimatização (Figura 9). 

Uma vez aclimatizadas, as plantas foram individualizadas em vasos identificados e transferidas 

para casa de vegetação onde foram avaliadas por GUS e PCR para a analisar a estabilidade 

genética na geração T1.  

 

 

 

Figura 9 - Aclimatização de plântulas de N. tabacum. As plantas são cobertas por um saco 

plástico e a cada sete dias é cortada uma das extremidades deste até a quarta semana onde o saco é 

retirado e as plantas são transferidas para casa de vegetação. 
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Após três meses, ocorreu a floração. As inflorescências foram envolvidas em sacos de 

papel para diminuir a taxa de 5% de polinização cruzada, ocorrido em plantas autógamas, e 

obter maior homozigozidade na progênie por meio da autofecundação (Figura 10). Após a 

maturação dos frutos, as sementes das plantas positivas detectadas através das análises de PCR 

e GUS foram coletadas em tubos de microcentrífuga identificados e armazenadas em câmara 

fria.  

 

 

 

Figura 10 - Colheita de semente (Nicotiana tabacum). (A) Botão floral. (B) Planta ensacada para 

assegurar a autofecundação  

 

 

Foram selecionadas quatro plantas, uma dentro de progênie T1 de cada um dos eventos 

originais, os parâmetros considerados para a seleção foram, a quantidade de semente, fenótipo, 

confirmação por PCR e GUS e expressão do gene CiSAMT. As sementes destas plantas foram 

multiplicadas e aclimatizadas conforme descrito acima. Na etapa de aclimatização foram 

colocadas quatro plântulas por vaso e 15 vasos por evento. Sendo que para o controle, foram 

colocados sete vasos, com cinco plantas por vaso, totalizando 268 plantas. Estas plantas 

constituem a geração T2 e foi o material vegetal usado para a montagem dos experimentos 

descritos neste trabalho (Figura 11).  

 



 

27 

 

 

 

Figura 11 – Esquema das etapas para a obtenção do material vegetal para montagem dos 

experimentos. A partir da semente obtida dos quatro eventos originais (T0) foi realizado o avanço de 

geração. Os eventos foram semeados em meio com Canamicina e, posteriormente, feitas as etapas de 

multiplicação e aclimatização constituindo a progênie T1. Após analises de GUS, PCR foram 

selecionadas quatro plantas no total pertencentes a cada um dos eventos originais e avaliadas por qPCR. 

Foi obtida a semente destas plantas (T1) e foram então semeados em meio com Canamicina e as etapas 

de multiplicação e aclimatização repetidas para a progênie T2, constituindo o material vegetal para os 

experimentos.  

 

5.4 Análise para confirmação das plantas transgênicas 

Durante as etapas de obtenção e avanço de geração as plantas foram avaliadas para 

confirmar a transformação genética através da presença do gene de interesse e sua estabilidade 

dentro da progênie. Para isto, três métodos de confirmação foram utilizados: análise 

histoquímica, pois o vetor PCAMBIA 2201 possui o gene udiA como marcador, PCR para 

confirmação da inserção e RT-qPCR para confirmação da expressão do transgene. 
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5.4.1 Teste histoquímico (GUS)  

Para análise histoquímica da β-glucuronidase (GUS), as extremidades das folhas 

coletadas em casa de vegetação foram cortadas e imersas em tubos de microcentrífuga contendo 

a solução de X-GLUC (5-bromo-cloro-3-indolil-β-D-glucuronídeo). As amostras foram 

incubadas por cerca de 20 horas a 37°C em ausência de luz (LACORTE, 1998), posteriormente, 

foram lavadas com uma solução de ácido acético e etanol (3:1) para retirada da clorofila e assim 

facilitar a visualização da cor azul dada pela reação da enzima sobre o substrato (X-GLUC). As 

plantas que apresentaram a cor azul foram consideradas como positivas. 

5.4.2 PCR para detecção do vetor contendo o gene CiSAMT nas plantas de N. tabacum 

Para análise de PCR convencional foi utilizado fragmento da mesma folha coletada para 

a análise anterior. O DNA foi extraído pelo método de CTAB (DOYLE, 1990). Como controle 

positivo, utilizou-se o DNA do plasmídeo da clonagem da construção, e como controle 

negativo, o DNA de plantas não transformadas que passaram pelo processo de regeneração in 

vitro.  

Foram desenhados diferentes pares de primers. O primeiro par, foi específico para a 

região do gene, identificado através do alinhamento entre as sequências de SAMT de C. 

reticulata e N. tabacum (CiSAMT e NtSAMT, respectivamente) no site do Clustal Omega 

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). Dessa forma foi possível identificar regiões 

específicas para o gene CiSAMT, e assim desenhar primers para identificação do gene nas 

plantas transformadas de N. tabacum (Figura 12, Tabela 1).  
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Figura 12 – Alinhamento de sequências de SAMT de citros (CiSAMT) e de N. tabacum (NtSAMT). 

Compartilhando um total de identidade de 70.66% entre as sequências.  As caixas verdes mostram as 

sequências de primers Forward e Reverse específicos para PCR convencional (Tabela 1) e a primeira 

caixa verde e a caixa amarela mostram as sequências de primers Forward e Reverse específicos para 

qPCR (Tabela 2) da sequência do CiSAMT. 

 

 

O segundo par de primers foi selecionado para confirmação por PCR da inserção do vetor, 

este par de primers foi desenhado de maneira a conter uma parte do promotor, a totalidade do 

gene e uma parte do terminador (Figura 13).  

 

 

 

Figura 13 - Esquema do cassete de construção pUC118 FMV. Promotor FMV seguido do gene 

alvo (SAMT) e terminador CaMV35S. Entre as setas o tamanho esperado para avaliação pelos primers 

FMV SAMT 5’-3’ F e SAMT Ter 5’-3’ R. 
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As reações foram padronizadas para um volume final de 20 µL, contendo 3 µL de DNA 

total (250 ng), 1 µL dos primers forward e reverse, 10 µL de DreamTaq Green PCR Master 

Mix (2X). A amplificação foi realizada sob as seguintes condições para todas as reações: 1 ciclo 

de desnaturação a 94°C por três minutos, 35 ciclos de 94ºC por um minuto, 52ºC por 30 

segundos, e 72ºC por 1 minuto e 30 segundos e 1 ciclo de extensão final de 72°C por 10 min. 

Estas condições foram otimizadas após testes de temperatura de anelamento para cada par de 

primers. Os produtos de amplificação (Tabela 1) foram analisados por eletroforese em gel de 

agarose 1% em tampão TAE 1X contendo 3,2 μL de brometo de etídeo. O padrão de bandas de 

DNA apresentando o amplicon de tamanho esperado foi visualizado sob luz ultravioleta e 

fotodocumentado. 

 

Tabela 1 - Sequência dos primers utilizados para amplificação do gene CiSAMT por 

PCR convencional 

 

 

 

5.4.3 Expressão do transgene por RT-qPCR 

 

A extração de RNA foi realizada utilizando 100 mg de folhas com 1mL do reagente 

TRIZOL (CHOMCZYNSKI, 1993). Para evitar contaminações com DNA genômico, as 

amostras foram tratadas com RNeasy plant mini kit (Qiagen), em colunas do RNase-free DNAse 

set (Qiagen), para permitir uma digestão eficiente do DNA durante a purificação do RNA. O 

RNA total foi quantificado em NanoDrop ND-8000 spectophotometer (Thermo Scientific). 

A síntese de cDNA foi realizada a partir de 500 ng de RNA total utilizando o kit 

GoScript™ Reverse Transcription System (Promega), utilizando primers Oligo-dT.  

Foi utilizado o programa The Primer Express® Software v3.0.1 (Thermo Scientific) para 

o desenho de primers, que contém uma configuração padrão, teste dos primers, possibilita 

ajustar o desenho e é baseado no SYBR® Green I, assim minimiza a necessidade de otimização 

Gene Primer 5’-3’ Forward Primer 5’-3’ Reverse Amplicon 

CiSAMT 

FMV- 

TTTTTTGGGCCCATGGAGGTGGTTCA

AGTGCTTCAC 

SAMT -Ter 

TTTTTTGCGGCCGCTCATCCAATTTT

CGTCAAGGAA 

1540pb 

CiSAMT 

SAMT- 

GGGCCCATGGAGGTGGTTCAAGTGC

TTCAC 

SAMT- 

TTCCTTGACGAAAATTGGATGAGCG

GCCGC 

1127 pb 
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de ensaio. O procedimento foi realizado na opção automática (direta pelo sistema), alterando 

apenas o tamanho do amplicon, que foi 100pb para todos os pares de genes (Tabela 2).   

 

Tabela 2 - Sequências de primers para avaliação por qPCR para os genes mais 

representativos das vias de SA e JA 

 

Genes da via do SA 

GENE Primer 5’-3’ F Primer 5’-3’ R 

PR1a ATGCGCAAAATTATGCTTCC TCATCGACCCACATCTCAAC 

ICS1 CCAAGCTGTTAAGCGTGCTTT GTCCGCAGCTGTCACAACTC 

CiSAMT GGAGGTGGTTCAAGTGCTTC TGGCTTTGCAATGGATATGA 

Genes da via do JA 

GENE Primer 5’-3’ F Primer 5’-3’ R 

JAZ1 ATGGTGGTCAAGTTATTGTATTTGATG GCCAAATTCTGTTTGTTGTTGGT 

 

 

Uma vez desenhados os primers, foi realizada uma primeira validação por meio de uma 

PCR convencional a partir de cDNA. Posteriormente foi feita a eficiência de amplificação dos 

primers, que consistiu em uma diluição seriada de cDNA com de 5 pontos. As diluições foram 

aplicadas em triplicata na placa e analisadas pelo ABI PRISM 7500 FAST Sequence Detector 

System (Applied Biosystems). O cálculo para a eficiência de amplificação foi realizado através 

da fórmula: 

E = 10(-1/slope) 

A expressão do transgene foi avaliada através do qPCR. As reações foram realizadas 

utilizando 6µL de SYBR green: GoTaq® qPCR Master Mix (Promega), 1µL de cada um dos 

primers específicos CiSAMT-F e CiSAMT-R (Tabela 2) e 4µL de cDNA diluído na proporção 

1:5. O volume final da reação foi de 12 µL. Foram realizadas três repetições técnicas, e três 

repetições biológicas para cada tratamento. O controle sem cDNA foi utilizado para detectar 

possíveis contaminações. A quantificação relativa foi feita utilizando o ABI PRISM 7500 FAST 

Sequence Detector System (Applied Biosystems). 

Uma vez obtidos os dados, foi usada a seguinte equação para normalização: 

 

∆Ct = Ct (gene alvo) – Ct (controle endógeno). 

 

O controle endógeno é um gene cuja síntese muitas vezes é considerada pouco flutuante, 

ou seja, não varia em comparação a dos outros genes. Esta expressão estável permite a 
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quantificação de outras expressões por comparação com o controle endógeno (THELLIN et al., 

1999).  O aumento dos níveis de expressão do gene alvo para cada condição foi calculado 

através da equação:  

∆∆Ct = ∆Ct (amostra) - ∆Ct (calibrador). 

 

O calibrador é o valor obtido para uma específica amostra, que serve como base de 

comparação, como por exemplo, a planta não transgênica. 

Os valores das quantidades relativas foram normalizados com os dados do gene de 

referência NtActin, já verificado para N. tabacum e A. thaliana (PEREIRA, 2014). E os valores 

de fold change foram calculados através da razão entre os níveis de expressão das repetições 

biológicas em relação ao controle (calibrador). E as medias de fold change foram avaliadas 

através do teste T. 

 

5.5 Avaliação de Produção de Salicilato de Metila (MeSA) pelas plantas transgênicas 

 

Para quantificar o MeSA volatilizado pelas plantas transgênicas em comparação com as 

plantas do tipo selvagem, foi utilizado o método de headspace modificado segundo 

ANDERSEN et al. (1986).  

O polímero selecionado para a captura dos voláteis foi o Super Q (HayeSep Q 80/100- 

Ohio Valley Specialty) que em diferentes trabalhos realizados mostrou maior eficiência na 

captura do MeSA (ENGELBERTH et al., 2003; ATTARAN et al., 2009). As armadilhas foram 

construídas a partir de tubos de vidro de 15 mm de diâmetro que foram preenchidas com 100mg 

do polímero e lã de vidro (Supelco, grau pesticida, lote: VO178A) nas duas extremidades. Em 

seguida, foi realizado um condicionamento adaptado de Franco, MRB 1992 para eliminar 

possíveis impurezas do polímero. Estas armadilhas foram acopladas a um balão volumétrico de 

1000mL contendo as plantas selecionadas para a captura do volátil e uma bomba a vácuo 

(marca: Quimis - Q355D2), com pressão constante de 640 mmHg, monitorada por um 

vacuômetro e tubo em “U” de mercúrio (Figura 14). As folhas e talos das cinco repetições para 

cada um dos eventos e o controle foram cortados e pesados antes de serem colocados no balão, 

sendo utilizados 37g de material vegetal por planta (repetição). A extração dos compostos foi 

realizada durante um período de 14-16h. Após finalizar o período de captura, o polímero 

contido na armadilha foi eluído com 500µL de diclorometano para a dessorção das substâncias 

voláteis (ENGELBERTH et al., 2003). Desta solução foi injetado 1µL da amostra nos 
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cromatógrafos e o restante foi armazenado em frascos de vidro (2 mL) com tampa de rosca e 

septo de PTFE e mantidos no freezer -20°C.  

 

 

 

Figura 14 - Extração dos voláteis das folhas e talos de N. tabacum através do headspace 

dinâmico.  

 

 

Foram selecionadas cinco plantas positivas da progênie T2 para cada um dos eventos e 

cinco plantas controle, para fazer avaliação da produção de MeSA. Para a otimização das 

condições de captura dos voláteis e condições de análise da composição química por 

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) e cromatografia gasosa 

com detector de ionização de chama (GC-FID) foram realizados pré-testes empregando-se o 

padrão comercial salicilato de metila (MeSA).  

A identificação do MeSA nas amostras foi realizada por cromatografia gasosa acoplada 

a espectrômetro de massas (GC-MS) e a quantificação por cromatografia gasosa acoplada a 

detector de chama (GC-FID). Nas análises por GC/MS (Shimadzu, QP-5000), o cromatógrafo 

foi equipado com coluna capilar de sílica fundida, DB-5 (J e W Scientific; 30 m x 0,25 

milímetros x 0,25 um), o hélio foi utilizado como gás de arrastre. Foi injetado 1µLde solução 

das amostras no injetor a 220°C, detector a 230°C, fluxo de gás de 1,0 mL/minuto, modo de 

injeção splitless. A programação de temperatura utilizada foi de: 60-280°C a velocidade de 

3°C/minuto; sendo mantida a temperatura de 280°C por 15 minutos. As condições do 

espectrômetro de massas foram: voltagem de ionização 70 eV, detector a 230°C, modo de 
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varredura SCAN e SIM (selected ion monitoring), este último por meio do monitoramento dos 

íons m/z 92, 120 e 152 do MeSA. A identificação do volátil foi realizada por meio da análise 

comparativa de seus espectros de massas com a biblioteca de espectros de massas do sistema 

GC/MS (NIST 62. Lib, Wiley) e com o padrão comercial do salicilato de metila (Sigma-

Aldrich, ≥ 99%, grau cromatográfico, Lot MKBP7145V) injetado nas mesmas condições 

operacionais que as amostras. 

A separação e quantificação das substâncias nas amostras foram feitas pelo método de 

padrão externo realizada em cromatógrafo a gás (Shimadzu GC-2010), equipado com detector 

de ionização de chama (GC-FID), nas seguintes condições cromatográficas: temperatura do 

injetor a 230°C, detector a 300°C, vazão de gás de 1mL. min-1, modo de injeção splitless, 

volume de injeção de 1µL de solução e o mesmo  programa de temperatura  utilizado no 

GC/MS. A identificação do MeSA nas amostras foi feita por comparação do tempo de retenção 

(TR) com o padrão comercial do MeSA analisado nas mesmas condições cromatográficas 

descritas e co-injeção do padrão com as amostras. 

Para a construção da curva de calibração foi preparada a solução estoque do padrão 

comercial do MeSA (Sigma-Aldrich, ≥ 99%) em diclorometano: 1,5 mg de salicilato de metila 

dissolvido em diclorometano em balão volumétrico de 25 mL. A partir da solução estoque 

foram preparadas sete soluções nas seguintes concentrações: 0,0120 mg/mL; 0,0060 mg/mL; 

0,0030 mg/mL; 0,0024 mg/mL; 0,0012 mg/mL; 0,0006 mg/mL; 0,0003 mg/mL. As análises 

foram realizadas com três repetições nas mesmas condições cromatográficas das amostras. A 

curva de calibração foi plotada em massa (miligrama e nanograma) de salicilato de metila 

contida em 1µL de solução injetada no cromatógrafo por área. A produção do MeSA nos 

eventos foi expressa em massa de MeSA (miligrama e nanograma) por massa de planta (grama).  

 

5.6 Análise de expressão de genes marcadores da via de ácido salicílico (SA) e ácido 

jasmônico (JA) nas plantas transgênicas 

 

Plantas transformadas foram selecionadas e cultivadas em casa-de-vegetação para 

analisar a expressão do gene PR1a. O gene PR1a foi escolhido por ser um  marcador da ativação 

da via de SAR (DEMPSEY & KLESSIG, 2012). E JAZ1 foi selecionado como gene marcador 

da via do JA (TURNER et al., 2002). Para tal, foi feita a extração de RNA e síntese de cDNA, 

conforme descrito no item 5.4.3. Foram avaliadas quatro plantas transgênicas e feitas 8 

repetições técnicas. Plantas não transgênicas foram usadas como controle e como calibrador. O 

controle endógeno utilizado foi NtActin. 
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5.7 Desafio das Plantas Transgênicas com Xylella fastidiosa  

 

Para verificar se plantas transgênicas infectadas por X. fastidiosa se tornaram mais 

resistentes ou tolerantes as plantas foram inoculadas e avaliadas quanto a sintomatologia. Para 

isso, a bactéria foi crescida em meio de cultura PW por 7 dias, a 280⁰C (DAVIS et al., 1981). 

Após o crescimento as colônias foram raspadas e re-suspendidas em tampão PBS. A suspensão 

da bactéria foi ajustada para uma OD600 = 0,8. E utilizada como fonte de inoculo.  

Plantas positivas dentro do screening da progênie da geração T2 foram inoculadas no 

pecíolo pelo método de perfuração por agulha (ALMEIDA et al., 2001). Após 45 dias da 

inoculação as plantas foram diagnosticadas quanto à presença da X. fastidiosa por PCR. Esse 

procedimento é importante porque a eficiência de inoculação de X. fastidiosa não é 100% e foi 

necessário prosseguir o experimento apenas com as plantas comprovadamente infectadas. Para 

isto, o pecíolo da folha imediatamente acima do ponto de inoculação foi coletado e seu DNA 

extraído. A PCR para confirmação da presença da bactéria utilizou os primers RST31 

(GCGTTAATTTTCGAAGTGATTCGATTGC) e RST33 (CACCATTCGTATCCCGGTG), 

especifico para X. fastidiosa (MINSAVAGE et al., 1994). 

Uma vez confirmada a infecção e a presença da bactéria na planta, foram realizadas três 

avaliações, cada uma por três avaliadores para determinar a incidência e severidade da doença 

através de escala diagramática desenvolvida por PEREIRA, (2014). Esta escala considera a 

porcentagem da área sintomática em relação a área foliar total, e para cada porcentagem 

avaliada é atribuída uma nota. Assim uma porcentagem de 0,6% representa uma nota 1, 4,5% 

representa uma nota 2, 11% nota 3, 18% nota 4, 28% nota 5 e 45% nota 6. As folhas com 

porcentagem de área sintomática maior a 45% foram consideradas como nota 7. 

Para evitar que cada avaliador atribua uma nota a uma folha diferente, as folhas das 

plantas foram numeradas antes da avaliação. O delineamento experimental foi realizado 

conforme Tabela 3. 
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Tabela 3 - Delineamento experimental para plantas de N. tabacum com superexpressão 

do gene SAMT 

 

Genótipos Inóculo N° de plantas 

Transgênicos 
X. fastidiosa 10 x 4 (eventos) 

Tampão PBS (controle) 5 x 4 

Tipo Selvagem 
X. fastidiosa 10 

Tampão PBS 5 

Total  75 

 

 

5.8 Efeito do MeSA na Ativação de SAR em Plantas não Transformadas 

 

Após confirmar a emissão de MeSA pela planta transformada superexpressando o gene 

CiSAMT, foi feito um experimento em casa de vegetação para avaliar se a planta transformada 

por si, ativaria a via de SA em plantas vizinhas não transformadas. Já que em trabalhos prévios 

em A. thaliana (KOO et al., 2007) e N. tabacum (SHULAEV et al., 1997; PARK et al., 2007) 

esta ativação foi observada.  

Para isto, foram construídas câmaras plásticas para coletar os compostos voláteis 

produzidos e também permitir as trocas gasosas com o ambiente. Foram colocadas 12 plantas 

nas câmaras, sendo seis delas transformadas superexpressando CiSAMT intercaladas como seis 

plantas do tipo selvagem (não transformadas) (Figura 15). Uma vez instaladas as câmaras em 

casa de vegetação, as folhas de todas das plantas foram coletadas para avaliações a cada 15 e 

30 dias e armazenadas no freezer -80 ºC. As amostras foram utilizadas para extração de RNA 

e síntese de cDNA conforme item 5.4.3. 
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Figura 15 – Montagem do experimento para avaliar ativação de SAR. (A) Esquema da 

distribuição das plantas entre câmaras. WT + CiSAMT contém plantas transgênicas e não transgênicas; 

WT ou câmara controle, contém apenas plantas não transgênicas. (B) Imagem da câmara em casa de 

vegetação. 

 

 

A análise da expressão foi feita baseada em genes chaves associados a via de SA: ICS, e 

PR1a (Tabela 2) reconhecidos como marcadores da via do SAR (DEMPSEY et al., 1999; 

DANGL & JONES, 2001; GLAZEBROOK, 2001; DEMPSEY & KLESSIG, 2012). Como 

calibrador foi utilizado a expressão das plantas contidas na câmara dos controles (não 

transgênicas).  
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6 RESULTADOS 

 

6.1 Caracterização do Gene SAMT de Citrus reticulata (CiSAMT) 

 

Devido a disponibilidade do genoma completo de C. sinensis, C. clementina e C. 

reticulata foi feita uma busca no genoma dessas espécies para verificar se havia uma ou mais 

cópias do gene CiSAMT encontrado nos estudos de ESTs. Foi verificada a presença de apenas 

uma cópia do gene em C. sinensis nos dois bancos de dados. No banco do Phytozome 

(https://phytozome.jgi.doe.gov) esse gene está identificado como orange1.1g017514m 

apresentando um splicing alternativo identificado como orange1.1g018892m. No banco do 

Huazhong-China (http://citrus.hzau.edu.cn/cgi-bin/orange/gene/orange1.1t02464.2) o gene 

está identificado como Locus Cs1g24440 com duas variantes (Cs1g24440.1 e Cs1g24440.2) 

proveniente do provável splicing alternativo da sequência Cs1g24440. No genoma de C. 

clementina também há apenas uma cópia do gene Ciclev10008599m com o splicing alternativo 

Ciclev10008744m. E no banco de dados de C. reticulata (http://limonia.centrodecitricultura.br/ 

acesso restrito) novamente foi verificado apenas uma única cópia do gene CiSAMT 

(contig149877) (o programa para verificar possíveis splicing alternativos não foi rodado nesse 

genoma). De forma geral, podemos afirmar que há apenas uma cópia desse gene no genoma 

nas três espécies avaliadas e que a possibilidade ou não de splicing alternativos foi predito por 

análises de bioinformática, não havendo nenhuma evidência experimental até o momento.  

Com o objetivo de confirmar se a sequência obtida pelo estudo de ESTs (SOUZA et al., 

2007) se classifica dentro da família SABATH, foram analisadas 23 sequências de 

metiltransferases já caracterizadas funcionalmente. Foi verificado através da árvore filogenética 

que houve dois ramos principais, o primeiro com sequências de metiltransferases que utilizam 

como substrato o ácido benzóico/ácido salicílico (BSMT), ácido indol acético (IAMT), ácido 

benzóico (BAMT) e em maior quantidade, representantes que utilizam o ácido salicílico como 

substrato (SAMT), entre eles o CiSAMT. O segundo ramo contém as metiltransferases que 

utilizam como substrato o ácido giberélico (GAMT), xantosina (XMT) e cafeína síntase (CaS) 

(Figura 16). Esta informação permite inferir que a sequência de Citrus reticulata obtida através 

do estudo de EST tem o ácido salicílico como substrato e por isso foi  agrupada entre as SAMT. 

O alinhamento utilizado para analisar estas sequências encontra-se no Anexo 1.  
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Figura 16. - Árvore filogenética com a sequência de CiSAMT e outras as sequências da família 

SABATH de metiltransferases já caracterizadas funcionalmente. CbSAMT, Clarkia breweri SAMT 

(AF133053); AmSAMT, Antirrhinum majus SAMT (AF515284); SfSAMT, Stephanotis floribunda 

SAMT (AJ308570); HcSAMT, Hoya carnosa SAMT (AJ863118); DwSAMT, Datura wrightii SAMT 

(EF472972); AmBAMT, Antirrhinum majus BAMT (AF198492); NsBSMT, Nicotiana suaveolens 

BSMT (AJ628349); AtBSMT, Arabidopsis thaliana BSMT (BT022049); AlBSMT, A. lyrata BSMT 

(AY224596); AbSAMT, Atropa belladonna SAMT (AB049752); SlSAMT Solanum lycopersicum 

SAMT; OsBSMT1, Oryza sativa BSMT1 (XM467504); PhBSMT, Petunia hybrida BSMT 

(AY233465); OsIAMT1, O. sativa IAMT1 (EU375746); AtIAMT, A. thaliana IAMT (AK175586); 
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AtGAMT1, A. thaliana GAMT1 (At4 g26420); CaCaS1, Coffea arabica caffeine synthase 1 

(AB086414); CaXMT1, C. arabica XMT1 (AB048793); NtSAMT, Nicotiana tabacum SAMT; 

CsSAMT Citrus sinensis SAMT; NgSAMT, Nicotiana gossei SAMT; PtSAMT1, Populus trichocarpa 

SAMT1. A história evolutiva foi inferida usando o método de Neighbor-Joining. A árvore ideal com a 

soma do comprimento do ramo é de 4.97916468. A porcentagem de árvores idênticas em que as taxas 

se agrupam no Bootstrap (1000 replicas) é mostrada ao lado dos ramos. A árvore é desenhada à escala, 

com comprimentos dos ramos nas mesmas unidades como os das distâncias evolutivas usados para 

inferir a árvore filogenética. As distâncias evolutivas foram calculadas usando o método de correção de 

Poisson e estão em unidades do número de substituições de aminoácidos por sítio. A análise envolveu 

23 sequências de aminoácidos. Todas as posições ambíguas foram removidas para cada par sequência. 

Houve um total de 107 posições no conjunto de dados final. Em vermelho destaca-se o clado com a 

maioria de metiltransferases que utilizam SA como substrato e em verde a sequência de CiSAMT.  

 

 

Para reforçar o resultado obtido pela árvore filogenética, onde foi inferido que o CiSAMT 

é uma metiltransferase que utiliza o SA como substrato, foi realizado um estudo de similaridade 

estrutural usando a ferramenta de modelagem tridimensional do RCSB PDB. Foi verificado que 

o primeiro hit na análise foi com a estrutura do cristal da SAMT de Clarkia breweri (CbSAMT), 

em que o arranjo como dímero é preservado na estrutura conformacional da proteína, já que o 

SAMT existe como um homodímero quando em solução (ZUBIETA et al., 2003). Este 

programa também permitiu obter os arquivos em PDB de cada uma das sequências, assim como 

o alinhamento entre elas. Dentro do alinhamento foram identificados os resíduos de ligação de 

SA e SAH/SAM conservados dentro das duas metiltransferases (CiSAMT e CbSAMT), assim 

como duas sequências especificas para CiSAMT (Figura 17).  
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Figura 17 – Alinhamento de SAMT-metiltransferases no programa RCSB PDB. Resíduos 

destacados por caixas vermelhas são resíduos de ligação SAM/SAH em SAMT, os resíduos indicados 

com caixas verdes são cadeias de aminoácidos em contato com SA em SAMT e resíduos coloridos com 

caixas amarelas são cadeias adicionais que revestem o local de ligação de SAMT. O pontilhado indica 

sequência exclusiva para o CiSAMT. 

 

 

Com base nas sequências contidas no arquivo PDB gerado a partir do programa RCSD 

PDB foi construído o modelo tridimensional no PyMOL. Uma vez realizado o alinhamento 

estrutural (Figura 18), a sequência do CiSAMT é mostrada em cor rosa claro e a sequência do 

cristal de CbSAMT em azul (Figura 18A). Também o programa permitiu identificar os resíduos 

responsáveis pela ligação com o SA nas duas estruturas, e confirmar que estes encontram-se 

conservados nas duas sequências (Figura 18B).  Através desta análise foi verificado que a 

estrutura das duas sequências é composta pelo monômero de SAMT que consiste em um 

domínio contendo uma extensão de folha - β que é característico de todos os outros SAM- 

dependentes de metiltransferase. Assim como, evidencia-se a existência de uma α-hélice que é 

responsável por um terço da cavidade do sítio ativo, uma característica única para este tipo de 

metiltransferases (que tem SA como substrato).  Estas observações indicam que CiSAMT é 

ortólogo de CbSAMT e muito possivelmente utilize o SA e SAM como substratos para a 

produção de MeSA e SAH (S -Adenosyl-L-Homocysteine), assim como já comprovado para 

CbSAMT (ZUBIETA et al., 2003).  
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Figura 18 – Modelo tridimensional através do programa PyMOL. (A) Superposição da estrutura 

de CiSAMT em rosa clara com a estrutura do cristal de CbSAMT em azul. A molécula de ácido salicílico 

(SA) está representada em amarelo e os resíduos de ligação conservados nas duas sequências são 

mostrados em barras cinza e esferas azuis. A sequência de proteína da CiSAMT conserva a mesma 

topologia e dobramento da CbSAMT. (B) Todos os resíduos responsáveis pela ligação ao SA (S154, 

S155, Y156, S157 e L158; M320, R321, A322, V323, A324) estão estruturalmente conservados em 

CiSAMT.  

 

 

6.2 Confirmação das plantas Transgênicas de N. tabacum Visando Superexpressão do 

Gene CiSAMT (T0 e T1) 

 

Foram obtidos quatro eventos transformados com o gene CiSAMT, confirmados por PCR 

(Figura 19A). Estes eventos foram semeados e a confirmação da manutenção do transgene na 

geração T1 foi avaliada por PCR.  Sete plantas dentro da progênie para cada evento confirma a 

inserção do transgene na geração T1 (Figura19B).  
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Figura 19 - Análise de PCR de plantas de Nicotiana tabacum contendo a construção do gene 

CiSAMT. (A) Confirmação da transformação de 4 eventos (T0). (B) Confirmação da presença do 

transgene em plantas da geração T1 para cada um dos 4 eventos originais: CiSAMT1, CiSAMT2, 

CiSAMT3 e CiSAMT4. Marcador (Ladder 1Kb plus Invitrogen); (+) Controle positivo (Mini-prep com 

o plasmídeo da construção); (-) Controle negativo (DNA de planta não transgênica de N. tabacum); (--) 

Controle negativo (DNA de planta não transgênica de citros); (H2O) Água.  

 

 

Foi realizada também análise histoquímica para as plantas da geração T1. Através dos 

resultados foi possível confirmar a mesma informação obtida pela análise de PCR, onde 7 das 

15 plantas transformadas para cada evento avaliado foram positivas, uma vez que apresentaram 

coloração azul (dados não mostrados), significando que a enzima β-glucuronidase reagiu sobre 

o substrato (X-GLUC). A figura 20 representa as diferenças na coloração entre uma planta 

controle (não transformada) e uma transformada positiva.  
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Figura 20 - Foto representativa mostrando a análise histoquímica evidenciando a coloração azul 

resultante da reação química de plantas que contém o gene uidA para a planta positiva de um evento 

confirmado, e o controle sem coloração.  

 

6.3 Análise da superexpressão de SAMT nos eventos transgênicos 

 

Para avaliar a expressão das plantas transgênicas da geração T1, foi realizado 

primeiramente o desenho e validação dos primers que foram usados no projeto. Por meio de 

PCR convencional, a partir de amostras de cDNA de plantas transformadas, foi verificado a 

especificidade para cada um dos primers desenhados: CiSAMT, ICS1, PR1a e JAZ1 (Figura 

21).  

 

 

Figura 21 - PCR convencional a partir de cDNA para confirmar especificidade dos primers para 

CiSAMT, ICS1, PR1a e JAZ1. (+) planta transformada. (C) planta controle e (H2O) água.  

 

 

Através da reação de qPCR de diluições seriais na base 10, foi confirmada uma vez mais 

a especificidade através da curva de melting, cada par de primers amplificou, conforme 
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esperado, apenas um amplicon (Figura 22). A partir destes dados foi realizada a eficiência de 

amplificação de cada par de primers (Figura 23).  

 

 

Figura 22 - Curva de dissociação (melting) para cada um dos primers avaliados: (A) CiSAMT; 

(B) ICS1; (C) PR1a e (D) JAZ1. As curvas foram geradas a partir de cinco diluições de cDNA realizadas 

para cada primer  

 

 

 

 

Figura 23 - Curva de eficiência para os primers CiSAMT, ICS1, PR1a e JAZ1. É utilizada a 

concentração da diluição de cDNA no eixo X e os valores de CT para amplificação de cada cDNA no 

eixo Y.  
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O valor da inclinação da reta foi utilizado para o cálculo de eficiência de amplificação 

resultando em valores de 99.80%, 97.84%, 99.66% e 99.70% para CiSAMT, ICS1, PR1a e 

JAZ1 respectivamente. Como segundo WANG, (2003), uma boa eficiência de amplificação 

deve estar entre 96% a 100%, assim podemos concluir que todos os primers usados nesse 

trabalho estavam adequados.  

 Após a validação dos primers e a confirmação por PCR e GUS da progênie dos quatro 

eventos iniciais, foram feitas as análises de expressão para as plantas selecionadas dentro da 

geração T1, para o gene CiSAMT. Foi possível observar que este gene expressou 

aproximadamente de 100 a 1000 vezes mais nas plantas transformadas quando comparado a 

plantas controle não transformadas. Como as plantas não transformadas não tiveram 

amplificação do transgene, estipulamos o valor 1 para a cálculo da expressão gênica relativa.   

(Figura 24)  

 

 

 

 

Figura 24 - Expressão relativa do gene CiSAMT através de RT-qPCR. Valor individual da 

expressão para cada um dos eventos selecionados da T1. O calibrador corresponde a plantas não 

transformadas (WT) definido como 1.  
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6.4 Avaliação de Produção do Salicilato de Metila (MeSA) nas Plantas Superexpressando 

CiSAMT 

 

Para esse experimento as plantas utilizadas foram provenientes da geração T2, onde as 

sementes foram previamente selecionas em meio contendo Canamicina. Visando verificar se 

de fato todas as plantas germinadas no meio de seleção apresentavam o transgene, um novo 

PCR foi feito e foi observado que as plantas 7, 19, 2 e 6 das 39, 43, 33 e 45 da progênie de 

CiSAMT1, CiSAMT2, CiSAMT3 e CiSAMT4 respectivamente não eram transgênicas (Figura 

25) e, dessa forma foram descartadas. Apenas os eventos PCR positivos foram usados nos 

demais experimentos descritos a seguir. 

 

 

 

 

Figura 25 - PCR da progênie das plantas selecionadas para cada evento. Marcador: Ladder de 

1Kb Plus da Invitrogen; (+): Controle positivo (Mini-prep com o plasmídeo de cada construção; (C1): 

Controle negativo (DNA de planta não transgênica); (C2) Controle negativo (Água). 
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Foram selecionadas cinco plantas positivas da geração T2 para cada um dos eventos e 

cinco plantas controle, para fazer a avaliação do volátil. Durante todas as etapas, a confirmação 

dos procedimentos foi feita através da análise cromatográfica. Nas figuras 26 e 27 estão 

demonstrados os cromatogramas do padrão comercial do salicilato de metila analisados por 

cromatografia gasosa com detector de chama (GC/FID) e cromatografia gasosa acoplada a 

espectrometria de massas (GC/MS), com os respectivos tempos de retenção: 16 minutos no 

GC/FID e 17,5 minutos no GC-MS. 

 

 

 
Figura 26 - Cromatografia do padrão comercial de MeSA (Sigma 99%) analisado por GC-FID. 

Programa de temperatura: 60º-280º; 3ºC/min 280º (15 min). Tempo de retenção: 17,5 min. 

 

 

 

 
Figura 27 - Cromatografia do padrão comercial de MeSA (Sigma 99%) analisado por GC-MS. 

Programa de temperatura: 60º-280º; 3ºC/min 280º (15 min). Tempo de retenção: 16 min. 
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O espectro de massas determinado pela estrutura química do Salicilato de Metila e exibido 

pelo GC-MS pode ser observado na figura 28.  

 

 

 

 

Figura 28 - Espectro de massas do Salicilato de Metila (MeSA). Mostrando a abundancia relativa 

para cada íon característico do MeSA.  

 

 

Com as informações de tempo de retenção nos dois equipamentos e perfil de massas no 

GC-MS, foi possível proceder a análise, quantificação e classificação do MeSA nas amostras. 

Ao todo foram analisadas 150 amostras entre testes e experimentos.  

Um total de 50 cromatogramas foi analisado para as amostras injetadas no GC-MS já que 

foram feitas duas injeções: uma no modo SCAN e outra no modo SIM (SELECTED ION 

MONITORING). E um total de 35 cromatogramas foi analisado como resultado da injeção das 

amostras no CG-FID.  

Com os dados obtidos, foram selecionadas as réplicas mais significativas para cada 

evento, realizadas as devidas integrações e obtidos os dados de área para cada um dos picos do 

MeSA em cada uma das cromatografias. Na figura 29 e 30 são mostradas as cromatografias das 

amostras representativas das plantas controle não transformadas (Figura 29A – 30A) e das 

plantas transformadas (Figura 29B – 30B) no modo SIM do GC-MS e no GC-FID 

respectivamente.  
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Figura 29 - Cromatografias no modo SIM pelo GC-MS. (A) Cromatograma de uma planta 

controle, não transformada. (B) Amostra correspondente a uma planta transformada. As setas vermelhas 

apontam o pico representativo do MeSA no tempo de retenção correspondente (16 min).  Na amostra A 

não é evidenciado o pico do composto e na amostra B é possível identificar o MeSA.  

 

 

 

Figura 30- Cromatografias no GC-FID. (A) Cromatograma da amostra de uma planta controle, 

não transformada. (B) Amostras correspondentes a uma planta transformada. As setas vermelhas 

apontam o pico representativo do MeSA no tempo de retenção correspondente: 17,5 min.  
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Com os dados de área obtidos através da integração dos valores obtidos nos 

cromatogramas foram determinados os valores máximos e mínimos de leitura do composto e 

com esta informação foram traçados os sete pontos da curva de calibração do padrão através do 

método de padrão externo. A média de três valores de área obtidos para cada diluição constitui 

cada ponto da curva padrão para o volátil.  

Obtidos os dados de área após a injeção das diluições no mesmo programa de temperatura 

no GC-MS no modo SIM e no GC-FID e considerando também os valores de massa obtidos 

para cada uma das diluições injetadas foi traçada a curva para cada um dos aparelhos (Figura 

31). 

 

 

 

 

Figura 31 - Curva analítica do padrão comercial de MeSA para cada um dos equipamentos. 

(A) GC-MS modo SIM com a massa determinada em miligramas (mg) e (B) GC-FID com a massa 

expressa em nanogramas (ng). Cada ponto representa a média de três repetições. 

 

 

Com os valores de área obtidos nas análises realizadas no GC-MS no modo SIM, os 

valores de eluição, peso fresco de cada uma das amostras e a equação da curva foram realizados 

os cálculos para a obtenção da concentração do volátil em miligrama por grama de peso fresco 

(mg.g -1 FW). Para análise estatística foi utilizado o teste T.  

Houve maior produção do composto volátil nas plantas transformadas que 

superexpressaram o gene CiSAMT. Entretanto é possível ver uma diferença na emissão do 

MeSA entre os eventos, sendo que o menor valor de concentração foi para o evento CiSAMT4, 

seguido do CiSAMT3 com 10,2 e 8,1 mg/g FW respectivamente. Já a média de concentração 

maior foi para o evento CiSAMT1 com 60 mg/g FW que representa quase o dobro do valor da 
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média do evento CiSAMT2 com 36,45 mg/g FW (Figura 32). Assim, as plantas da progênie do 

evento CiSAMT1 foram significativamente diferentes quanto a emissão do volátil das plantas 

WT, e nos demais eventos também foram encontradas diferenças na emissão do MeSA quando 

comparados às plantas WT. Estes valores de concentração encontram-se de acordo com o 

intervalo de dados de: 2 ± 5 mg.g-1 FW a 60 ± 2 mg.g-1 FW sugeridos por SHULAEV et al., 

(1997); KOO et al., (2007) e ATTARAN et al., (2009) quando analisado o mesmo composto.  

 

 

 

 

Figura 32 – Concentração de MeSA (mg.g -1FW). Médias de cada um dos eventos avaliados, a 

partir dos dados obtidos no GC-MS no modo SIM. As barras representam o valor de erro padrão. O 

valor para plantas não transformadas (WT) foi zero. 

 

 

Para confirmar se de fato as plantas transformadas utilizam SA como substrato para 

produzir MeSA, três plantas transformadas e três plantas não transformadas foram selecionadas 

para induzir esta resposta através da aplicação exógena de SA (2,5mM), estas plantas foram 

comparadas a três plantas não transformadas e três plantas transformadas não induzidas. Estas 

amostras foram injetadas no GC-FID e as análises de concentração do volátil foram realizadas 

a partir da informação obtida nas cromatografias, o peso fresco de cada amostra e a curva de 

calibração obtida para este equipamento.  
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Na figura 33 é observada a diferença de concentração entre as plantas não transformadas 

(WT), com as plantas não transformadas induzidas (WT+SA) e as plantas transformadas 

(CiSAMT) com as plantas transformadas induzidas (CiSAMT+SA). As plantas WT 

apresentaram uma concentração de 10 ng/g FW, enquanto que as plantas WT+SA tiveram um 

aumento na produção do volátil em três vezes a mais quando comparadas as plantas WT. Já as 

plantas transformadas CiSAMT apresentaram uma concentração de 26ng/g FW e as plantas 

transformadas induzidas tiveram uma maior produção do volátil, sendo sete vezes a mais do 

valor da concentração das plantas WT.  

 

 

 

 

Figura 33 – Concentração de MeSA (ng.g -1FW). Médias de três amostras de plantas não 

transformadas (WT), plantas não transformadas induzidas (WT+SA), plantas transformadas (CiSAMT) 

e plantas transformadas induzidas (CiSAMT+SA) a partir dos dados obtidos no GC-FID.  

 

 

6.5 Análise de expressão de genes marcadores do SA e JA nas plantas transgênicas 

 

Como uma das hipóteses desse trabalho era verificar se o gene SAMT estaria na via do 

SA ou do JA, a expressão dos genes marcadores para essas vias, PR1 e JAZ1 respectivamente, 

foram avaliados nas plantas transgênicas. Para isto, foram utilizados as medias de expressão 

genica dos quatro eventos transgênicos e com oito repetições por evento.  Os resultados 
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mostram que plantas transformadas expressaram PR1, em média 4 vezes a mais do que plantas 

não transformadas, por outro lado o gene JAZ não foi modulado, ou seja, expressou igual a 

planta não transformada (WT) (Figura 34). Desta maneira foi possível inferir que a presença do 

transgene ativou a via do SAR por meio do SA e por esta razão a expressão do gene marcador 

PR1a foi significativamente maior.  

 

 

 

 

Figura 34 – Expressão relativa do gene PR1a e JAZ1. Expressão média de 4 plantas transgênicas 

com 8 réplicas técnicas. O calibrador corresponde a plantas não transformadas (WT) definido como 1.  

 

 

6.6 Desafio com Xylella fastidiosa das Plantas Transformadas com o gene CiSAMT  

 

Como foi confirmado que as plantas transformadas estavam superexpressando o gene 

CiSAMT que por sua vez produziram MeSA e induziram a expressão do gene PR1a, essas 

plantas foram usadas para desafio com o fitopatógeno X. fastidiosa, visando verificar se as 

mesmas seriam mais tolerantes ao patógeno.  

As plantas inoculadas com X. fastidiosa foram diagnosticadas por PCR para confirmação 

da eficiência de inoculação (Figura 35). A eficiência de inoculação foi de 75 % e apenas as 

plantas positivas foram usadas nos experimentos. O evento CiSAMT3 não foi utilizado pois a 

presença da bactéria só foi confirmada em duas plantas. No total pelo menos cinco réplicas 

foram usadas para os eventos transgênicos selecionados. 
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Figura 35 - PCR detecção de bactéria. Marcador: Ladder de 1Kb Plus da Invitrogen; (+); Controle 

positivo (Mini-prep da diluição da bacteria); (--): Controle negativo (DNA de planta não infectada); 

(H2O) Controle negativo (Água) 

 

 

Aos 40 dias após infecção foram observados os primeiros sintomas, e as avaliações de 

incidência e severidade foram então realizadas aos 50, 70 e 80 dias após infecção. No início 

dos sintomas, as pontuações necróticas aconteceram na borda da folha representando no 

máximo 5% (nota 1 e 2) de área infectada em folhas próximas ao ponto de infecção. Entre os 

50 e 70 dias os sintomas foram mais visíveis atingindo notas entre 4 e 5 nas primeiras folhas a 

partir da base da planta e notas de 2-3 nas folhas superiores. Na última avaliação as notas 

maiores foram obtidas para folhas próximas ao ponto de inoculação atingindo notas 6 

equivalentes a uma área de mais de 45% da folha infectada e nota 7 para as folhas com queima 

quase total, enquanto que folhas na altura de 15-20 cm apresentam sintomas com notas 4-5. Um 

aspecto geral do sintoma causado pela X. fastidiosa em plantas de N. tabacum no time course 

realizado a partir dos 40 dias até os 80 dias após a infecção é demonstrado na figura 36. 

 

 

 

 

Figura 36 - Progressão de sintomas. É possível observar a diferença de notas e sua progressão no 

tempo. De esquerda à direita: notas de 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7 respectivamente.  
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Para descrever melhor o desenvolvimento de sintomas, o que por sua vez esta 

correlacionada com a colonização da bactéria, a partir do ponto de inoculação (PEREIRA, 

2014), a planta foi dividida em três partes a partir do ponto de inoculação, sendo de 0-15 cm, 

de 15 a 30 cm e de 30 a 45 cm (Figura 37).  

 

 

 

Figura 37 - Aspecto geral planta WT inoculada com PBS comparada com WT inoculada com X. 

fastidiosa 70 dias após inoculação. O ponto azul representa o ponto de inoculação. A seta vermelha 

indica a folha com nota 7. A seta preta aponta a folha da planta sadia. Os intervalos a partir do ponto de 

inoculação estão identificados: 15 cm, 30 cm e 45 cm.  

 

 

Desta maneira foram tiradas as medias das notas atribuídas por cada avaliador às folhas 

com sintoma correspondentes a cada intervalo de distância. Na primeira avaliação a média de 

notas não atingiu o valor de 2 para o intervalo de dados que se encontra mais próximo ao ponto 

de inoculação, isto significa que a severidade não afetou mais do que 5% da área das folhas 
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avaliadas, sendo que o evento CiSAMT2 foi o que apresentou menor severidade com notas 

próximas a 1. Aos 70 dias os dados houve um aumento significativo no valor das notas no 

intervalo de 0-15 cm, isto porque começaram a aparecer notas no valor de 6 (45% da área com 

sintoma) e 7 (folhas com queima generalizada), fazendo com que a média atinja valores maiores 

de nota 5 para plantas WT e CiSAMT1 respectivamente, enquanto que o evento CiSAMT2 e 

CiSAMT4 mantem as notas ao redor de 3, uma diferença significativa quando comparado ao 

controle. Para a mesma avaliação o intervalo de 15 a 30 cm apresentaram folhas com 10% de 

sintomas ou equivalente a notas 2 e 3. Aos 80 dias plantas WT e algumas CiSAMT1 

apresentaram mais folhas com queima (nota 7) afetando diretamente a média das notas e 

atingindo valores máximos de 6,4 para o intervalo de 0-15 cm.  O evento CiSAMT4 e 

CiSAMT2 novamente apresentaram notas menores, próximas a 4 uma diferença 

estatisticamente significativa quando comparada a porcentagem de sintoma nas folhas das 

plantas CiSAMT1 e WT.  Só neste tempo foram observadas folhas com início de queima em 

algumas das plantas avaliadas para estes eventos (CiSAMT2 e CiSAMT4). O aparecimento de 

notas maiores para os intervalos médios superiores se torna mais obvio, e a média atinge valores 

próximos a 3 para WT e CiSAMT1 e 2 e 1,3 para CiSAMT2 e CiSAMT4 respectivamente. No 

intervalo de folhas superiores as notas atingem o valor de 1 para as plantas WT, enquanto que 

nos demais eventos a média de valor não atinge valores superiores a 0,5 (Figura 38). 

 

 



 

58 

 

 

 

Figura 38 - Notas de severidade nas avaliações aos 50, 70 e 80 dias após infecção. São mostradas 

as notas médias obtidas a partir de 6 plantas por evento atribuída por 3 avaliadores e analisadas por 

intervalo de distância a partir do ponto de inoculação: 0-15 cm; 15-30 cm e 30-45 cm.  
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Além da severidade, também foi avaliada a incidência dos sintomas, que consiste na 

divisão do número de folhas com sintomas pelo número total de folhas da planta multiplicado 

por 100. Na primeira avaliação os valores de incidência foram similares para todos os eventos. 

Na avaliação aos 70 dias foi observada uma diferença entre as plantas, onde as plantas WT e 

CiSAMT1 atingiram porcentagens próximas a 50% enquanto que foi observada uma diferença 

significativa para os eventos CiSAMT2 e CiSAMT4 cuja incidência não ultrapassa os valores 

de 30% e 25% respectivamente. Na última avaliação as plantas WT resultaram com valores 

próximos a 70% de folhas infectadas, enquanto que o evento CiSAMT1 apresentou 60% e os 

eventos CiSAMT2 e CiSAMT4 menos que 50%.  O evento CiSAMT2 e CiSAMT4 

apresentaram uma diferença estatisticamente significativa quando comparado as plantas 

infectadas WT, os valores de incidência, ou seja, a quantidade de folhas infectadas em relação 

ao total de folhas não chega nem a metade do total das folhas da planta (Figura 39).  

 

 

 

 

Figura 39 - Médias de Incidência. Valores obtidos através da razão de folhas infectadas sobre o 

total de número de folhas vezes 100. ** Teste T (5%) 
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6.7 Efeito do MeSA na Ativação de SAR em Plantas não Transformadas 

 

As plantas dos eventos CiSAMT1 e CiSAMT2 destacaram-se pela maior produção do 

volátil MeSA e pela maior expressão do PR1a inferindo a possível ativação da via do SAR. 

Desta maneira, estas plantas foram selecionadas para fazer o teste de ativação de SAR em 

plantas não transformadas. Para isso foi comparada a expressão dos genes marcadores de SAR 

das plantas não transgênicas que cresceram em câmaras junto com as plantas transgênicas em 

relação as plantas não transformadas que cresceram em câmaras sem plantas transgênicas. 

Como pode ser observado na figura 40, aos 15 dias após o início do experimento, a expressão 

desses dos genes ICS1 e PR1a não foram significativamente diferentes das plantas controle. 

Entretanto 30 dias após o início do experimento, houve uma expressão significativamente maior 

dos genes ICS1 e PR1a, sendo 2 e 10 vezes a mais respectivamente, nas plantas não transgênicas 

que cresceram na câmara contendo a planta transgênica. 

 

 

 

 

Figura 40 - Expressão relativa do gene ICS1 (A) e PR1a (B) após 15 e 30 dias de avaliação para 

plantas transformadas CiSAMT1 e CiSAMT2 e plantas não transformadas dentro de câmaras com 

plantas transgênicas WT–CiS1 e WT-CiS2.  WT-CiS1 e WT-CiS2 correspondem a plantas não 

transformadas ao lado de plantas transformadas do evento CiSAMT1 e CiSAMT2, respectivamente. A 

expressão das plantas não transformadas dentro de câmaras sem plantas transformadas foi usada como 

calibrador e foi definida como 1.   
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7 DISCUSSÃO 

 

A família de proteínas de planta SABATH abrange um grupo de metiltransferases que 

catalisam a metilação de metabólitos dependentes de S - adenosil - L- metionina (SAM) (ZHAO 

et al., 2008; ZHAO et al., 2012). A maioria das metiltransferases caracterizadas pertence ao 

grupo de O-metiltransferases e catalisam a metilação de ácidos carboxílicos como SA (CHEN, 

AURIA, THOLL, ROSS, GERSHENZON, NOEL & PICHERSKY, 2003; D’AURIA et al., 

2003), BA (MURFITT et al., 2000), IA(ZHAO et al., 2007), JA (SEO et al., 2001) e BS (CHEN, 

AURIA, THOLL, ROSS, GERSHENZON, NOEL, PICHERSKY, et al., 2003; POTT, 2004) 

produzindo ésteres voláteis e SAH (S - adenosil - L-homocisteine). Os resultados obtidos 

indicam que a sequência de SAMT de tangerina (CiSAMT), se classifica dentro da superfamília 

de metiltransferases, tendo a transferência do metil no átomo de O e por tanto são classificadas 

como O-metiltransferases.   

O agrupamento gerado a partir de sequências caracterizadas de metiltransferases do 

trabalho de LIN et al., (2013) mostrou que a sequência do CiSAMT está mais estreitamente 

relacionada as metiltransferases que tem como substrato o SA. Os dois modelos tridimensionais 

sugerem que a CiSAMT é estruturalmente similar a CbSAMT descrita pelo grupo de 

pesquisadores ZUBIETA et al., (2003). O alinhamento entre as duas sequências, identificou os 

sítios de ligação com SAH/SAM e SA descritos em CbSAMT com os mesmos sítios 

conservados na molécula de CiSAMT, assim como as estruturas características de β-folha e α-

hélice para este tipo de metiltransferases. Desta maneira, os resultados obtidos indicam que 

CiSAMT é um ortólogo do CbSAMT e que possivelmente a metiltransferase utiliza SAM (S-

adenosyl – L- methionine) como fonte de metila para catalisar a reação de metilação a partir de 

SA, obtendo SAH e o metil éster de SA, MeSA, assim como ocorre na CbSAMT (ZUBIETA 

et al., 2003). 

MeSA, está relacionado a diferentes processos biológicos: na ativação do SAR 

(SHULAEV et al., 1997; PARK et al., 2007), como componente do aroma de várias espécies 

de plantas com  flores (KNUDSEN et al., 1993), na atração de polinizadores (RAGUSO & 

PICHERSKY, 1995; DUDAREVA et al., 1998) e na indução de voláteis como resposta a 

insetos (ZHAO et al., 2010). 

A emissão deste volátil pode estar diretamente relacionada à infeção por um patógeno ou 

a aplicação exógena de um indutor (SHULAEV et al., 1997; SESKAR et al., 1998; KESSLER, 

2001; LIN et al., 2013).  Os dados obtidos na cromatografia demostram maior emissão do volátil 

em plantas transformadas quando comparadas a plantas não transformadas (WT) apesar de não 
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ter nenhum tipo de indução externa. A comparação de valores de concentração do volátil entre 

plantas transformadas e plantas WT encontra-se em concordância com os dados obtidos em 

estudos que demostram que folhas de N. tabacum saudáveis sob condições normais ou com 

injurias mecânicas não emitem MeSA (SHULAEV et al., 1997; KOO et al., 2007; ATTARAN 

et al., 2009). É possível observar uma diferença entre a concentração do volátil e o evento 

avaliado, isto possivelmente está relacionado as diferentes concentrações do SA em cada uma 

das plantas avaliadas inferindo diretamente na utilização dele como substrato pelo CiSAMT 

que está sendo superexpresso nas plantas transgênicas para produção de MeSA.  

Para reforçar a hipótese que o SA é o principal substrato para o CiSAMT na produção de 

MeSA, as plantas transformadas foram induzidas com uma aplicação exógena de SA, 

resultando em uma diferença significativa no valor da área gerada entre o pico da planta 

transformada em relação a planta transformada induzida. Foi possível observar que a produção 

de MeSA aumento em 20 vezes a mais na planta induzida, confirmando que SA é o substrato 

utilizado pelas plantas transformadas superexpressando o gene CiSAMT.  

Em um estudo em tangerina durante a interação com X. fastidiosa, foi sugerido haver um 

crosstalk entre SA e JA nas vias de defesa devido a superexpressão de LOX e SAMT, enzimas 

percursoras dos compostos de sinalização das vias de JA e SA respectivamente aos 30 dias de 

infecção, podendo estar relacionados com a ativação de vias de defesa da planta contra este 

patógeno (SOUZA et al., 2007). Outro exemplo de crosstalk entre estas vias é apresentado no 

trabalho desenvolvido por KOO et al., (2007) onde a indução do gene CiSAMT1 provocou o 

acumulo de SA e ativou as vias de resposta de defesa através de NPR1 e WRKY70. NPR1 

reprimiu a expressão de LOX e a sínteses de genes de defesa mediados por JA. Reciprocamente, 

foi demonstrado que JA conseguiu inibir a produção de WRKY70 (fator de transcrição) e os 

genes de defesa mediados por SA. Para verificar a possível interação entre vias nas plantas 

superexpressando CiSAMT, foram selecionados os genes downstream da via de SA e JA: PR1a 

e JAZ1 respectivamente.  A expressão de 4 vezes a mais do gene PR1a, junto a não modulação 

do gene JAZ1 em plantas transformadas, quando comparadas a plantas não transformadas, 

permite inferir que a superexpressão do gene CiSAMT utiliza a via do SA para ativar o SAR. 

Resultados similares referentes a indução de PR1 como resultado do acumulo de SA e ativação 

do SAR foram observados também em N. tabacum quando infectados com TMV (YALPANI 

et al., 1991; SHULAEV et al., 1997). 

Levando em consideração esses resultados de maior expressão de PR1a e maior emissão 

do volátil e para um melhor entendimento do papel do CiSAMT nas respostas de defesa, plantas 

de N. tabacum de três eventos transformados foram avaliadas quanto a sintomatologia devido 
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a infecção com X. fastidiosa. Uma redução na incidência e severidade foi observada com maior 

significância nos eventos CiSAMT2 e CISAMT4 quando comparado a plantas WT infectadas. 

A redução da severidade da doença assim como o retardo do aparecimento de sintomas em 

partes distais da planta, pode ser atribuído a ativação dos mecanismos de defesa da planta 

transgênica ativados pelo MeSA, o que pode ter restringido a colonização da bactéria. Apesar 

da diminuição da severidade e incidência da doença em alguns eventos, foi possível observar 

sintomas da doença, o que significa que a bactéria ainda foi capaz de colonizar o hospedeiro. 

Provavelmente isso ocorreu porque o mecanismo de reconhecimento inicial da X. fastidiosa no 

hospedeiro não é mediado pelo SA e sim pelas vias de auxina, JA e ET (RODRIGUES et al., 

2013), ocorrendo reprogramação de genes da parede celular e aumento de lignina no xilema 

primário de plantas resistentes infectadas (RODRIGUES et al., 2013; NIZA et al., 2015). A 

participação do SA no mecanismo de defesa a X. fastidiosa, parece ser mais tardio, pois através 

da análise de time course da infecção usando  genes marcadores da via de auxina e SA foi 

possível confirmar que as respostas de defesa iniciais envolviam a auxina, mas a respostas mais 

tardias envolviam a  ativação da via do SA (RODRIGUES et al., 2013; SOUZA et al., 2007). 

Assim, possivelmente, como as plantas foram transformadas com um gene que aumenta 

SAR e este mecanismo estaria envolvido mais tardiamente no processo de defesa a X. fastidiosa 

(RODRIGUES et al., 2013), a bactéria foi capaz de infectar as plantas transgênicas, porém de 

forma menos eficiente, e por esse motivo, foi observado menor nível severidade e incidência 

nas plantas transgênicas. Resultados similares de redução de sintomas em plantas 

superexpressando SAMT foram observados em soja (LIN et al., 2013) e em tomate (TIEMAN 

et al., 2010) quando desafiados com nematoides e Xanthomonas campestris pv. vesicatoria 

respectivamente, assim como na presença ou emissão de MeSA em N. tabacum (SHULAEV et 

al., 1997; SESKAR et al., 1998; YALPANI et al., 1999; PARK et al., 2007) quando infectado 

com TMV. 

Aparentemente não há uma correlação direta entre os níveis de expressão gênica e a 

concentração do MeSA e os níveis de expressão com os resultados de incidência e severidade 

nas plantas transformadas. Isso pode ser devido ao local onde o transgene foi inserido durante 

a transformação, podendo influenciar a expressão do gene (BHAT & SRINIVASAN, 2002). 

Como já mencionado o MeSA é um composto orgânico volátil (VOC) emitido pelas 

plantas em resposta a diferentes estresses, bióticos ou abióticos. O MeSA se caracteriza por ter 

um maior peso molecular comparado a outros VOC’s. Esta característica permite realizar sua 

função como sinalizador por longas distâncias (BALDWIN, 2006). A utilização das câmaras e 

os dados resultantes das análises de expressão possibilitou estabelecer que as quantidades de 
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volátil emitido pelas plantas transformadas modularam a via do SAR em plantas não 

transformadas e saudáveis dentro da mesma câmara. A possível expressão reduzida dos genes 

ICS1 e PR1 das plantas não transformadas em câmaras contendo plantas transformadas aos 15 

dias pode estar relacionada à quantidade e transporte do MeSA entre plantas dentro da câmara.  

A maior ativação destes genes aos 30 dias, coincidem com efeitos similares em plantas 

controle (WT) não transformadas descritos em A. thaliana (KOO et al., 2007) e em N. tabacum 

(SHULAEV et al., 1997; SESKAR et al., 1998; PARK et al., 2007). A maior expressão em ICS 

e proteínas PR, especificamente PR1a sugere que o gene CiSAMT está sendo produzido 

constantemente de maneira suficiente a ativar a resposta e produção em plantas vizinhas e que 

a via de sínteses de SA está acontecendo através do isocorismato. Este resultado é  condizente 

com os dados expostos em A. thaliana (WILDERMUTH et al., 2001) onde o incremento de SA 

induziu a expressão de ICS e PR1.  

O resultado da análise dos genes da via do SAR selecionados como marcadores permitem 

uma maior abrangência quando comparado aos demais estudos realizados. Não só por avaliar 

mais do que um gene da via, mas também porque não houve a aplicação exógena de qualquer 

tipo de indutor (SA ou MeSA), nem o desafio por algum patógeno. 

Através das análises de expressão é possível confirmar a ativação da via do SAR em 

plantas não transformadas pela produção do MeSA por plantas transformadas. Faz-se 

necessário ainda, elucidar algumas interações dos genes marcadores para a via do SAR 

especialmente em plantas WT, sendo também imprescindível entender melhor os mecanismos 

de interação do volátil com o ambiente: a emissão e transporte do sinal e a absorção e percepção 

pela planta receptora, mas de maneira geral, com os resultados obtidos abre-se a possibilidade 

de utilizar estas plantas transformadas como sinalizadores/ativadores da via do SAR. Essa 

aplicação é particularmente interessante para o controle de bactérias onde a ativação da via do 

SAR seja fundamental para o sucesso de defesa do hospedeiro, como é o caso de muitas 

bactérias fitopatogênicas biotróficas, como por exemplo, em citros, a Xanthomonas citri subsp. 

Citri (WANG & LIU, 2012). Neste caso, vislumbra-se o uso de plantas transgênicas para ativar 

o SAR em plantas não transgênicas.  
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8 CONCLUSÕES 

 

 A árvore filogenética e as análises de estrutura tridimensional permitiram inferir que CiSAMT 

se classifica dentro da família SABATH das metiltransferases, que tem como substrato o SA. 

 As plantas transformadas superexpressando CiSAMT produziram MeSA. 

 Houve maior expressão em plantas transformadas de genes PR1 e JAZ não foi expresso, 

indicando que o gene SAMT está apenas envolvido na via do SA. 

 A aplicação exógena de SA e consequente aumento do MeSA nas plantas transformadas 

permitiu concluir que o CiSAMT usa esse hormônio como substrato.  

 Dois dos três eventos avaliados apresentaram um retardo no desenvolvimento dos sintomas 

quando desafiados por X. fastidiosa. 

 A expressão maior dos genes ICS e PR1 (percursor e marcador da via de SA) das plantas não 

transformadas em câmaras com plantas transformadas, permitiu inferir que a via do SAR é 

ativada através do MeSA volatilizado pelas plantas transgênicas. 
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9 ANEXOS 

 

9.1 Anexo I.  

Alinhamento múltiplo de regiões conservadas de proteínas de metiltransferases funcionalmente 

caracterizadas, através da ferramenta de Clustal W do Programa Mega 7. 
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