
 

DANIEL OLIVEIRA JORDÃO DO AMARAL 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

IDENTIFICAÇÃO DE GENES DIFERENCIALMENTE EXPRESSOS EM 
TOMATEIRO INDUZIDOS POR ÁCIDO SALICÍLICO E POR Fusarium oxysporum 

f. sp. lycopersici 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

RECIFE  
2007 



 

DANIEL OLIVEIRA JORDÃO DO AMARAL 

 
 
 
 
 
 
 

IDENTIFICAÇÃO DE GENES DIFERENCIALMENTE EXPRESSOS EM 
TOMATEIRO INDUZIDOS POR ÁCIDO SALICÍLICO E POR Fusarium oxysporum 

f. sp. lycopersici 
 
 

 

 

Dissertação apresentada ao Programa de Pós-

Graduação em Agronomia “Melhoramento Genético 

de Plantas”, da Universidade Federal Rural de 

Pernambuco, como parte dos requisitos para 

obtenção do grau de Mestre em Agronomia.  

 

 

Orientadora: 
Profª. Drª. Luciane Vilela Resende – UFRPE 

 

Co-orientadora: 
Profª. Drª. Márcia Vanusa da Silva –– UFPE 

 

 

 

 

 

RECIFE  
2007



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Ficha catalográfica 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                   

                      
A485i       Amaral, Daniel Oliveira Jordão do  
                         Identificação de genes diferencialmente expressos em 
                 tomateiro induzidos por ácido salicílico e por  Fusarium 
                 oxysporum f. sp. lycopersici  /  Daniel Oliveira Jordão do 
                 Amaral.  --  2007.   
                         67 f. :  il.  
 
                         Orientadora : Luciane Vilela Resende  
                         Dissertação (Mestrado em Melhoramento Genético de 
                 Plantas) -  Universidade Federal Rural de Pernambuco.  De – 
                 partamento de Agronomia. 

Inclui anexo e bibliografia

                                     CDD   581. 15 
                                     
                                    1.  Genética vegetal 
                                    2.  Ácido salicílico 
                                    3.  Hibridação 
                                    4.  Lycopersicum esculentum 
                                    5.  Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici 
                                    I.  Resende, Luciane Vilela 
                                    II. Título 

 

 



 

DANIEL OLIVEIRA JORDÃO DO AMARAL 
 

  
 
 
 

IDENTIFICAÇÃO DE GENES DIFERENCIALMENTE EXPRESSOS EM 
TOMATEIRO INDUZIDOS POR ÁCIDO SALICÍLICO E POR Fusarium oxysporum 

f. sp. lycopersici 
 
 

Dissertação defendida e aprovada pela Banca Examinadora em:____/_____/_____. 

 

ORIENTADOR:  
________________________________________ 

Profª. Drª. Luciane Vilela Resende - UFRPE 

 

EXAMINADORES:  
________________________________________ 

Prof. Dr. Reginaldo de Carvalho - UFRPE 

 

_____________________________________________ 
 

 Drª. Ana Verônica Silva do Nascimento - CNPq/FACEPE/UFRPE 

 

________________________________________ 

Prof. Drª. Luíza Suely Semen Martins - UFRPE  

 

 

 

 

 

RECIFE  
2007 

 



 

A Deus 

            OFEREÇO 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

Aos meus pais Rogéria e Ednaldo, às minhas 

irmãs, Raquel e Isabel, que de alguma forma 

contribuíram me incentivando e estimulando em 

todas as etapas de minha vida.  

 

DEDICO 

 



AMARAL, D. O. J. do. Identificação de genes diferencialmente expressos ... 

AGRADECIMENTOS 
 
 

Agradeço primeiramente a Deus  

 

 À minha família, pela ajuda e pelo estímulo, que foi uma das maiores 

incentivadoras dessa etapa vencida. 

 

 À minha orientadora Profª. Dra Luciane Vilela pela orientação, oportunidade, 

confiança, sugestões e amizade. 
 

 À grande amiga Profª. Dra Márcia Vanusa por compartilhar seu vasto 

conhecimento na área da biotecnologia, dedicação generosa do seu tempo, auxílio na 

análise dos resultados obtidos na metodologia, sugestões e paciência em todos os 

momentos. 

 

À Drª Marleide Magalhães, Drª Virgínia Donato e Clébia Almeida pela atenção, 

disponibilidade e auxílio durante todo desenvolvimento deste estudo.  

 

Aos Laboratório de Biotecnologia Vegetal (UFRPE) e Laboratório de genoma 

(IPA) por ceder a infra-estrutura dos laboratórios durante o transcorrer do trabalho. 

 

  Aos professores e funcionários da UFRPE que contribuíram direta ou 

indiretamente para o meu crescimento profissional. 

 

Aos companheiros do curso de mestrado em melhoramento genético de plantas 

pela amizade e apoio durante todo o curso. 

 

 Quero fazer agradecimentos especiais à Amizadai Luna, Luiza Ribeiro, Adália 

Mergulhão, Álvaro Gonçalves, Adriana Guedes, Dimas Menezes, Júlio Mesquita, 

Roberto Melo, Fabiana, Ana Verônica, Rômulo Santos, Tathiana Alves, Gustavo 

Santos, Igor Lins e Luiz Gustavo. 



AMARAL, D. O. J. do. Identificação de genes diferencialmente expressos ... 

RESUMO 
 

Com o propósito de identificar genes no tomateiro (Lycopersicon esculentum 

Mill), cv. BRH, que respondem ao fitopatógeno Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici e  

ao ácido salicílico, molécula mensageira na ativação de resposta de defesa em plantas, 

foi utilizada a técnica de hibridização subtrativa por supressão (HSS), a partir de cDNAs 

de folhas, 24h  após o tratamento com ácido salicílico, biblioteca denominada (AS), e 

cDNAs de raízes, 72h após a inoculação com Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, 

interação incompatível, biblioteca denominada (FO). Esse trabalho representa o 

primeiro relato da expressão gênica global no tomateiro induzido pelo ácido salicílico e 

pelo F. oxysporum f. sp. lycopersici, utilizando a técnica HSS. Foram identificados um 

total de 307 clones nas duas bibliotecas subtraídas, sendo 143 clones obtidos na 

biblioteca (AS) e 164 clones na biblioteca FO. As prováveis funções dos genes foram 

obtidas pelo seqüenciamento dos clones e subseqüente pesquisa de homologia em 

bancos de dados. Os genes encontrados estão envolvidos em diversos processos 

relacionados à resistência contra fitopatógenos como: resposta de hipersensibilidade, 

morte celular programada, síntese e transporte de metabólicos antimicrobianos, 

percepção e transdução de sinal, síntese de proteínas relacionadas à patogênese, 

metabolismo de lipídeos e degradação controlada de proteínas. Foram identificados na 

biblioteca FO um número maior de genes implicados em mecanismos de defesa (26%), 

do que na biblioteca AS (24%). Em relação ao número de genes codificadores de 

proteínas antimicrobianas foram encontrados apenas na biblioteca FO (7%). Entretanto, 

os genes envolvidos no metabolismo de compostos secundários foi maior na biblioteca 

AS (13%) em relação a biblioteca FO (4%). Os genes relacionados a degradação 

controlada de proteínas também foi maior na biblioteca AS (3%) do que na biblioteca 

FO (1%). Os resultados obtidos sugerem que a resistência no tomateiro induzido pelo 

ácido salicílico e pelo patógeno ocorre por mecanismos distintos. 

 
 

Palavras-chave: ácido salicílico, hibridização subtrativa por supressão, F. oxysporum f. 

sp. lycopersici, Lycopersicon esculentum. 
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ABSTRACT 
 
 

To identify tomato plant (Lycopersicon esculentum Mill), cv. BRH, genes which 

answer to plant pathogen Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici and salicylic acid, the 

carrier molecule for activation of responses of plant defense, it was used the 

suppression subtractive hybridization (SSH) technique, from leaf cDNAs, 24h after 

salicylic acid, library denominated AS, and root cDNA, 72h after inoculation with F. 

oxysporum f. sp. lycopersici, incompatible interaction, library denominated FO. This work 

represents the first report of global gene expression of tomato plant induced by salicylic 

acid and F. oxysporum f. sp. lycopersici, using SSH technique; it was identified a total of 

307 clones in the two subtractive libraries, being 143 obtained in the AS library and 164 

in the FO library. Probable functions for genes were obtained by sequencing of clones 

and subsequent homology research at datas. These isolated genes are involved in 

several processes related to resistance against plant pathogen such as: hypersensitive 

response, programmed cell death, synthesis and transport of antimicrobial metabolites, 

signal perception and transduction, synthesis of pathogenesis-related proteins, lipid 

metabolism and selective degradation of proteins. It was identified in FO library a higher 

number of defense-related genes (26%) than in AS library (24%). In relation to the 

number of genes encoding antimicrobial proteins, they were only found in FO library 

(7%). However, genes involved in secondary compound metabolism were higher in AS 

library (13%) in relation to FO library (4%). These genes related to controlled 

degradation of proteins were also higher in AS library (3%) than in FO library (1%). The 

results suggest that the resistance of tomato plant induced by salicylic acid and by plant 

pathogen occur by distinct mechanisms.  

 
 

Key words: salicylic acid, F. oxysporum f. sp. lycopersici, Lycopersicon esculentum, 

suppression subtractive hybridization. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

A tomaticultura ocupa lugar de destaque na economia brasileira, não somente 

pelo seu valor econômico, mas também por ser uma atividade geradora de grande 

número de empregos. Nos últimos quatro anos, houve um incremento de cerca de 

22% da área cultivada no Brasil, sendo os principais Estados produtores: Goiás, São 

Paulo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Bahia e Pernambuco, responsáveis por mais 

de 70% da produção nacional (IBGE - Produção Agrícola Municipal, 2004). Apesar 

do aumento da área cultivada no Brasil com essa hortaliça, vários fatores têm 

contribuído para reduzir a sua produtividade devido à ocorrência de problemas 

fitossanitários, dentre os quais destaca-se a murcha-de-fusário ou fusariose, 

causado pelo fungo Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici. É uma doença que ocorre 

em todas as regiões onde o tomate é cultivado, podendo se manifestar em 

quaisquer estádios de desenvolvimento, sendo mais comum em plantas no início de 

florescimento e frutificação, com destruição quase total das plantas, ou reduzindo 

drasticamente o período de colheita (MELO, 2001). 

A classificação deste fungo em raças é baseada na reação diferencial de 

germoplasmas de tomateiro, sendo conhecidas atualmente três raças: 1, 2 e 3. No 

Brasil, a raça 1 é a mais prevalecente sendo controlada com a utilização de 

cultivares resistentes. Entretanto, a raça 2 vem crescendo de importância nos 

principais Estados produtores devido à suscetibilidade dos cultivares comerciais. A 

raça 3 foi verificada recentemente no Brasil. O surgimento de raças mais virulentas 

do fungo requer um estudo constante de genes de resistência em genótipos 

resistentes e a introdução destes em cultivares comerciais (REIS et al., 2005).  
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A resistência de plantas contra doenças está associada a um conjunto de 

respostas de defesa ativadas pelo hospedeiro após o contato com agentes 

patogênicos. A ativação dessas respostas em plantas depende da eficiência do 

hospedeiro em reconhecer a presença de patógenos pelo mecanismo de percepção 

e transdução de sinais, que envolvem alterações transitórias no fluxo de íons através 

da membrana plasmática e mudanças no estado de fosforilação de várias proteínas. 

Como conseqüência desse processo, ocorre a ativação de fatores de transcrição no 

núcleo da célula vegetal, com a expressão subseqüente de genes de defesa 

(THATCHER et al., 2005). A resistência é freqüentemente manifestada como uma 

resposta de hipersensibilidade, que resulta na morte celular localizada no sítio de 

penetração do patógeno. Outras respostas de resistência podem incluir alterações 

estruturais, o acúmulo de espécies de oxigênio reativas, a síntese de metabólitos 

secundários e a produção de uma ampla variedade de moléculas de defesa, tais 

como proteínas antimicrobianas (SCHENK et al., 2000; ROS et al., 2004). 

Tem sido demonstrado, em diferentes interações hospedeiro-patógeno 

estudadas a ativação de diversos mecanismos bioquímicos de resistência. Entre 

esses, estão a alteração da parede celular vegetal pelo depósito de calose e lignina, 

o aumento na atividade de enzimas, tais como, fenilalanina amônia-liase, chalcona 

isomerase e peroxidases ou, ainda, o acúmulo de proteínas relacionadas à 

patogênese ("pathogenesisrelated proteins", proteínas-PR) e fitoalexinas 

(BENHAMOU e BÉLANGER, 1998; LATUNDE-DADA e LUCAS, 2001; BOKSHI et 

al., 2003; IRITI e FAORO, 2003). Uma das estratégias que tem sido utilizada para 

elucidar as bases moleculares da resistência induzida envolve o estudo da 

expressão de genes em plantas, após o tratamento com patógenos, elicitores ou 

indutores químicos (SCHENK et al., 2000; XIONG et al., 2001; ROS et al., 2004). 
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Estudos sobre a expressão e identificação de genes ativados em plantas resistentes 

em resposta a microrganismos permitem elucidar os mecanismos de defesa que 

restringem ou impossibilitam o desenvolvimento de fitopatógenos em combinações 

hospedeiro-patógeno incompatíveis. 

Existem diversas metodologias para identificação de transcritos de genes 

expressos e que estejam envolvidos no mecanismo de defesa a patógenos, que 

incluem diferentes técnicas, tais como: diferencial display (DD); análise 

representacional diferencial (RDA); análise serial de expressão de genes (SAGE) e 

hibridização subtrativa e PCR supressivo (HSS) (DIATCHENKO et al., 1996; 

SOARES, 1997). Sendo a HSS uma das mais promissoras para isolamento de 

genes preferencialmente expressos em plantas submetidas a estresse biótico e 

abiótico, a qual visa aumentar a abundância relativa de determinadas espécies de 

cDNA. Esta etapa consiste em realizar uma hibridização entre a população de 

mRNAs dos tecidos alvo “tester” e controle “driver”, aliado à ligação de 

oligonucleotídeos que permitem a amplificação final por PCR apenas das espécies 

presentes no tecido alvo (Clontech Laboratories). Dada à sua eficiência, a HSS vem 

sendo amplamente empregada para a identificação de genes envolvidos em 

diferentes tipos de câncer e em processos de diferenciação celular. Ainda são 

poucos os trabalhos na área vegetal que fizeram uso da HSS, entretanto, estes já 

confirmaram a eficiência desta técnica (BIRCH et al., 1999; XIONG et al., 2001; ROS 

et al., 2004). 

A identificação de genes diferencialmente expressos tem sido usada como 

uma importante abordagem experimental para conhecer não somente a função 

gênica, mas também para compreender como os mecanismos moleculares estão 

relacionados com processos biológicos (VEDOY et al., 1999). 
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No presente trabalho, a técnica da HSS foi utilizada para isolar genes 

diferencialmente expressos no tomateiro envolvidos em duas condições distintas, na 

resposta de resistência ao F. oxysporum f. sp. lycopersici e tratados com ácido 

salicílico (AS) com o objetivo de identificar genes codificadores de proteínas-PR, de 

enzimas de vias metabólicas envolvidas na produção de compostos antimicrobianos 

e de proteínas envolvidas na transdução do sinal que leva à ativação do estado de 

resistência.  
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2 REVISÃO DE LITERATURA 
 
2.1. Considerações gerais 
  
 2.1.1. Tomaticultura  
 

Espécie de origem andina, o tomate é denominado botanicamente de 

Lycopersicon esculentum Mill, sendo uma solanácea herbácea de ampla capacidade 

adaptativa (TRANI, 1999). Apesar da sua origem andina, o tomateiro recebeu 

melhoramento genético intensivo sendo, atualmente, de cultivo cosmopolita. 

Entretanto, condição de clima ameno e seco com boa luminosidade é ideal para o 

desenvolvimento da cultura (MARTINS et al., 1994). 

 No Brasil, foi introduzida por imigrantes europeus no final do século XIX e 

tornou-se a segunda hortaliça em importância socioeconômica, sendo cultivada na 

maioria dos estados brasileiros (SILVA, 1993). Anualmente são cultivados 60,3 mil 

hectares de tomate com uma produção média anual de aproximadamente 3,5 

milhões de toneladas, apresentando uma produtividade média de 58,44 toneladas 

por hectare. A cultura é explorada em quase todos os Estados brasileiros, 

principalmente em Goiás, São Paulo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Bahia e 

Pernambuco (IBGE - Produção Agrícola Municipal, 2004). 

O Estado de Pernambuco é responsável por 6% da produção nacional de 

tomate área produtora de tomate para consumo "in natura" está concentrada na 

região do agreste, mais particularmente na microrregião do Brejo de Pernambuco. 

Essa região apresenta temperaturas moderadas, com médias variando de 15 a 19°C 

e precipitações não muito intensas, em torno de 800 mm, cujas condições se 

adequam ao desenvolvimento da cultura. Essa atividade é de importância 

econômica e social para o Estado, pois gera uma receita estimada em R$ 19 

milhões pela venda da produção de 48 mil toneladas do produto por ano e absorve 

um grande contingente de mão-de-obra, envolvida direta ou indiretamente no cultivo, 

da ordem de 2.500 empregos diretos e 1.300 empregos indiretos (MELO, 2001). 

A cultura do tomate exige cuidados constantes, pois está sujeita ao ataque de 

grande número de doenças, pragas e desordens fisiológicas. O produtor que paga, 

atualmente, entre R$ 24 mil e R$ 33 mil por 500 g de sementes de um híbrido “longa 

vida” para implantar uma lavoura de 150 mil pés de tomate, mesmo lançando mão 

de todo arsenal de agroquímicos à sua disposição, o manejo inadequado da cultura 

e, sobretudo o ataque de pragas e doenças, ameaças para o agronegócio, que 
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atacam a cultura durante todo o seu ciclo e vem causando reduções da ordem de 

45% na produtividade da cultura. É importante destacar que o uso indiscriminado de 

defensivos agrícolas respondem hoje por mais de 35% do custo total de uma lavoura 

de um hectare de tomate estaqueado, comprometendo a qualidade de vida do 

trabalhador rural e do consumidor. A geração e a difusão de novas tecnologias, 

portanto, são fundamentais para o fortalecimento desta cultura (SILVA e 

GIORDANO, 2000; MELO, 2001; MELO, 2003). 

 

2.1.2. Murcha de fusarium 
 

O fungo Fusarium spp. é amplamente distribuído no mundo, encontrado em 

todos os tipos de solo ou associados a inúmeras espécies vegetais. Este fungo pode 

sobreviver por longos períodos de forma saprofítica sobre a matéria orgânica do solo 

e quando possível pode causar inúmeras doenças em diferentes espécies vegetais, 

sobretudo em culturas de importância econômica, causando grandes prejuízos 

(REIS et al., 2005). 

  O Fusarium pertence a classe Hyphomycetes da subdivisão Deuteromycotina, 

sendo o gênero Fusarium caracterizado pelo seu crescimento rápido, colônias com 

coloração pálida ou colorida (violeta à púrpura escuro ou do creme à laranja), com 

micélio aéreo e difuso (DOMSCH et al., 1980). A maioria das espécies de Fusarium 

é composta por fungos de solo com distribuição cosmopolita e ativo na 

decomposição de substratos celulósicos, sendo que alguns isolados são parasitas 

de plantas. A patogenicidade ao homem é rara, mas muitas espécies causam o 

apodrecimento de estoques e são importantes produtoras de toxinas (DESJARDINS 

et al., 2000; LESLIE et al.,2001; ZEMANKOVA e LEBEDA, 2001; GODOY e 

COLOMBO, 2004). 

  Puhalla, (1981) as duas principais formas de esporos de Fusarium são os 

microconídios e os macroconídios. Os microconídios são unicelulares e 

uninucleados; os macroconídios mais comuns são multicelulares, mas cada célula 

tem somente um núcleo. Todos os núcleos de um macroconídio, contudo, são 

descendentes mitóticos de um mesmo núcleo progenitor e são, portanto 

geneticamente idênticos. Os estágios sexuais de Fusarium são ascomicetos; o 

esporo sexual é o ascósporo. Alguns estados perfeitos têm ascósporos bicelulares e 

são alocados ao gênero Nectria. Cada célula de um ascósporo bicelular é 
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uninucleada e ambos núcleos são geneticamente idênticos. Outros estados 

perfeitos, como é o caso em Gibberella sp., formam ascósporos multicelulares. 

Dentro do gênero Fusarium, há uma série de variações nas características 

morfológicas e patogênicas, resultando em uma classificação complexa dividida em 

seções, formae speciales e raças (OLIVEIRA e COSTA, 2002). 

O conceito formae speciales foi aplicado por Snyder e Hansen (1953) para 

reconhecer isolados patogênicos que foram morfologicamente semelhantes a 

isolados saprofíticos de mesma espécie, mas que diferenciam em sua habilidade 

para parasitar hospedeiros específicos. Isolados patogênicos de F. oxysporum estão 

classificados dentro de mais de 120 formae speciales e raças. 

A "murcha de fusarium", causado pelo fungo Fusarium oxysporum f. sp. 

Iycopersici (Snyder e Hansen), é uma doença que ocorre em todas as regiões onde 

o tomate é cultivado, podendo se manifestar em quaisquer estádios de 

desenvolvimento da planta, embora mais comum no início do florescimento e 

frutificação, sendo o tomate o único hospedeiro deste fungo de solo. Este patógeno 

penetra na planta pela raiz, através dos pêlos absorventes ou por ferimentos, 

colonizando o sistema vascular das plantas suscetíveis no sentido ascendente, 

podendo atingir frutos e sementes. A doença ocasiona o amarelecimento geral da 

planta, iniciando-se pelas folhas inferiores e progredindo para o terço superior. 

Segue-se uma murcha generalizada e as folhas secam. Cortando-se o caule 

longitudinalmente, constata-se uma coloração marrom típica acompanhando os 

vasos lenhosos (AGRIOS, 2005). 

O fungo é disseminado a longas distâncias por sementes contaminadas 

sendo o vento, a água e os implementos agrícolas são os principais responsáveis 

pela disseminação à curta distância. O desenvolvimento da doença é favorecido por 

temperaturas entre 21 a 33°C, sendo 28°C o ótimo. Plantas cultivadas em solos 

ácidos, pobres, com pouca água e deficientes em cálcio tendem a ser mais afetadas 

(AGRIOS, 2005). Como em todas as doenças vasculares de plantas, o controle 

químico não é eficiente. O uso de variedades resistentes ao fungo constitui o melhor 

meio de controle da doença, já que o fungo F. oxysporum f. sp. lycopersici pode 

permanecer no solo por algumas décadas (BRAYFORD, 1992).  

Já foram constatadas, pelo menos, três raças fisiológicas do fungo. Existe a 

predominância da raça 1, mas, em muitas regiões do mundo, a raça 2 tem 

aumentado de importância, a raça 3 apresenta uma distribuição geográfica mais 
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limitada e foi registrada no Brasil no Estado do Espírito Santo. Esta doença pode se 

tornar importante no Brasil, devido ao fato de cultivares adaptados e com resistência 

à raça 3 ainda não estarem amplamente disponíveis, daí a preocupação dos 

melhoristas em incorporar genes de resistência a estas raças em novos híbridos e 

variedades (AGRIOS, 2005; REIS et al., 2005). Raças de interação gene-a-gene foi 

proposta entre F. oxysporum e cultivares hospedeiros, sendo a resistência 

monogênica e dominante. No caso do tomate, o gene I-2 confere resistência para F. 

oxysporum f. sp. lycopersici raça 2 (ORI et al., 1997). 

 

2.2. Ativação da expressão de genes de resistência 
 
Além de toda sua importância socioeconômica o tomateiro é um organismo 

modelo já bem estabelecido para estudo de muitos processos biológicos, 

apresentando diversos fatores que facilitam estudos de desenvolvimento de planta e 

maturação dos frutos, bem como interação planta-patógeno (MATHEWS, et al., 

2003). Possui um genoma de tamanho médio (950 Mb), facilidade na transformação 

genética, diversidade de metabólicos secundários resultando assim em um 

excelente modelo de plantas cultivadas para pesquisa genética e moleculares 

(FRARY et al., 2000). Comparadas com outras plantas comerciais, um número 

relativamente grande de características determinada por um único gene já foram 

descritas em tomate, estima-se que 1200 características monogênicas foram 

identificadas (STEVENS e RICK, 1986; HILLE et al., 1989). Clonagem baseadas em 

mapas no tomateiro resultaram na primeira clonagem de loci de características 

quantitativas (FRARY et al., 2000; FRIDMAN et al., 2000). Existe uma estimativa de 

que o genoma do tomate codifica aproximadamente 35.000 genes, que na sua 

maioria presentes nas regiões eucromáticas, correspondendo a um quarto do DNA 

total nuclear (VAN DER HOEVEN et al., 2002).  

Admite-se que maior resposta de defesa seja aquela que acarreta a 

biossíntese e acúmulo de proteínas relacionadas à patogênese (proteínas-PR). 

Essas proteínas são, portanto, induzidas em situações patológicas ou relacionadas. 

As situações patológicas referem-se a todos os tipos de estádios da infecção, 

incluindo a resposta de resistência de hipersensibilidade e o ataque parasítico por 

nematóides, insetos fitófagos, e herbívoros (VAN LOON e VAN STRIEN, 1999). As 

situações relacionadas podem ocorrer após a aplicação de substâncias químicas 
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que simulam o efeito da infecção do patógeno, como é o caso do ácido salicílico 

(AS), cujas respostas desencadeadas levam ao surgimento das proteínas PR (VAN 

LOON, 2004), as quais requerem a produção de um sinal da molécula de AS durante 

a resposta de resistência (HAMMOND-KOSACK e JONES, 1996; RYALS et al., 

1996; KLESSIG e MALAMY, 1998; PARK et al., 2003).  

Uma série de estudos constatou que o AS desempenha um papel chave na 

sinalização da resistência sistêmica adquirida (RSA). A partir de relatos de Malamy 

et al. (1990), Métraux et al. (1990) e Rasmussen et al. (1991), os quais constataram 

que o nível de AS aumentou expressivamente em tabaco ou pepino após a infecção 

do patógeno, um considerável número de dados tem estabelecido correlação entre a 

concentração de AS e o estabelecimento do aumento da resistência à doença em 

diversas plantas (DEMPSEY et al., 1993; UKNES et al., 1993; YALPANI et al., 1999; 

CAMERON et al., 2004). Foi verificado também que a aplicação de AS exógeno é 

efetiva na indução de genes de defesa, resultando no aumento da resistência, 

podendo, por sua vez, converter uma resposta de susceptibilidade em resistência 

(DELANEY et al., 1998).  

 Em plantas superiores, o AS é sintetizado a partir do ácido trans-cinâmico, via 

ácido cumárico ou ácido benzóico (RYALS et al., 1994). O benzaldeído é, portanto, 

um intermediário desse caminho que promove o acúmulo de AS e a expressão de 

resposta de defesa em plantas, como o tabaco (RIBNICKY et al., 1998). Dessa 

forma, como discutido por Ward et al. (1991), tal caminho fornece um elo entre a 

indução da biossíntese de fenilpropanóide pelo patógeno e a produção do sinal de 

RSA.  

Assim, o AS desempenha um importante papel no caminho da transdução 

(WARD et al., 1991, YALPANI et al., 1991, HENNIG et al., 1999; VERNOOIJ et al., 

2004) e na ativação de várias respostas de defesa da planta seguida ao ataque do 

patógeno.  Os mecanismos por meio dos quais o AS media efeitos são variados e 

podem envolver alterações na atividade ou síntese de certas enzimas, aumentando 

a expressão do gene de defesa, potencializando várias respostas de defesa e/ou a 

geração de radicais livres (DEMPSEY et al., 1999). 

As plantas não aceitam de modo passivo as agressões que sofrem de um 

grupo de patógenos potencias tais como fungos, bactérias, vírus, nematóides, 

insetos ou agentes não-biológicos como radiação, temperaturas extremas, dentre 

outros. Para sobreviver, ao longo da evolução, elas desenvolveram mecanismos 
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sofisticados de resposta a danos e doenças que são acionados a partir do 

reconhecimento da agressão. As alterações que constituem a resposta de defesa 

das plantas, devido ao estresse causado por patógenos, têm sido intensamente 

estudadas com o objetivo do melhoramento vegetal (PRITSCH et al., 2000; FLUHR, 

2001; DAVIS et al., 2002) 

A interação entre planta e patógenos pode ser dividida em dois tipos básicos: 

a interação compatível e a interação incompatível. Na interação compatível, o 

patógeno invade o tecido vegetal, multiplica-se e provoca a doença na planta. Na 

interação incompatível, o patógeno, ao penetrar no tecido vegetal, ativa as defesas 

da planta e estas defesas ativadas impedem a multiplicação do patógeno levando à 

resistência. É de fundamental importância nesse processo uma interação gene-a-

gene entre a planta e o patógeno (FLOR, 1971). 

Tem sido demonstrado, em diferentes interações hospedeiro-patógeno, que a 

proteção de plantas contra uma ampla variedade de  fitopatógenos e de pragas se 

dá devido à ativação de diversos mecanismos de resistência. Entre os mecanismos 

ativados têm sido observadas a resposta de hipersensibilidade (RH), resultando na 

morte localizada de células do hospedeiro no sítio de infecção do patógeno 

(OROBER et aI., 2002;  SILUÉ et aI., 2002) e alterações estruturais, levando ao 

fortalecimento da parede celular vegetal pelo depósito de calose e de lignina 

(BENHAMOU e BÉLANGER, 1998; HE et aI., 2002) ou pela formação de papila junto 

à parede celular no sítio de penetração do patógeno (BESSER et aI., 2000). Foi 

detectado o acúmulo de peróxido de hidrogênio (IRITI e FAORO, 2003), de 

fitoalexinas (HWANG et aI., 1997; LATUNDE-DADA e LUCAS, 2001), de proteínas-

PR (BOKSHI et aI., 2003; ZIADI et aI., 2001) e também, um aumento na atividade de 

várias enzimas, tais como lipoxigenase (BUZI et aI., 2004), fenil alanina liase 

(STADNIK e BUCHENAUER, 2000), chalcona isomerase (LATUNDE-DADA e 

LUCAS, 2001), peroxidases (BAYSAL et aI., 2003) e polifenol oxidases (THALER et 

aI., 2001). 

A morte localizada de algumas células vegetais no sítio de penetração de 

patógenos pode constituir em um processo eficaz para a contenção de patógenos 

biotróficos, que necessitam de células vivas para obtenção de nutrientes durante seu 

desenvolvimento. No caso de organismos necrotróficos, a morte celular pode ser 

nociva, pois o colapso da célula vegetal acarreta a liberação de compostos pré-

formados, estocados no vacúolo, tóxicos aos microrganismos, que se acumulam nos 
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sítios de infecção impossibilitando o estabelecimento desses patógenos 

(HAMMOND-KOSACK e JONES, 1996). 

 

2.3. Hibridização subtrativa por supressão (HSS) 
 
A identificação de genes de hospedeiros envolvidos em respostas de defesa é 

importante para a elucidação dos mecanismos de resistência em plantas contra 

fitopatógenos. A seleção diferencial de bibliotecas de cDNA, produzidas a partir de 

mRNAs isolados de plantas inoculadas, tratadas com elicitores ou indutores de 

resistência e de cultura de células, tem sido utilizada para identificar genes 

relacionados à defesa em muitas interações hospedeiro-patógeno (CHEN, 2002) . 

Existem diversas estratégias para identificação de transcritos 

preferencialmente expressos, uma das mais promissoras é a hibridização por 

supressão subtrativa baseada em PCR (HSS). Essa metodologia para o isolamento 

de genes diferencialmente expressos foi desenvolvida por Diatchenko et al. (1996), e 

permite comparar duas populações de mRNA e obter clones de transcritos que estão 

sendo expressos diferencialmente em um determinado tecido ou órgão, sob 

influência de uma determinada condição do ambiente, num determinado momento, 

resultando em uma mini-biblioteca enriquecida de genes, fornecendo amplo material 

para a comparação de populações de mRNAs. A técnica HSS baseia-se em 

converter as populações de mRNA em cDNA, onde uma população de cDNA que 

contém os genes de interesse (normalmente obtido de tecido que sofreram o 

estresse) é chamado de "tester" e o cDNA da outra população (normalmente obtido 

de tecido que não sofre estresse) é chamado de "driver". As duas populações de 

cDNA "tester" e "driver" passam por um processo de hibridização subtrativa, ou seja, 

eliminação dos cDNA comuns as duas populações e, posteriormente são 

amplificados por PCR, apenas os cDNA que são expressos na população de 

interesse. Sua principal vantagem é a ausência de introns nas seqüências clonadas, 

o que facilita a identificação de seqüências expressas, pois somente a seqüência 

codificante “exons” é clonada (DIATCHENKO et al.,1996; MALONE et al., 2006).  

As várias etapas da HSS e seu princípio estão representados de forma 

esquemática na Figura 1. A população de cDNA das plantas que sofreram o 

estresse, denominada de “tester”, é ligada separadamente à dois tipos de 

adaptadores (adaptador 1 e 2R). A população de cDNA de planta controle, 
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denominada “driver”, não é ligada a qualquer adaptador. Após a desnaturação dos 

cDNAs “tester” e “driver”, os cDNAs da planta controle “driver” são adicionados em 

excesso a cada uma das duas amostras das plantas inoculadas, para a primeira 

reação de hibridização. Essa reação resulta na formação de diferentes produtos, 

como a molécula C que representa o híbrido formado entre seqüências de cDNA 

comuns à planta estressada e ao controle. Para a segunda reação de hibridização, 

as amostras são misturadas sem desnaturação prévia, juntamente com a adição 

de um excesso de cDNA desnaturado proveniente de planta controle. Ocorre então, 

a formação do híbrido E, que representa os cDNAs presentes apenas em plantas 

inoculadas, não comuns às plantas controle. Após o preenchimento das 

extremidades dos híbridos de cDNAs com os adaptadores, as amostras são 

submetidas à reação de PCR com primer específico para as seqüências dos 

adaptadores (PCR primer 1). Apenas os híbridos de cDNA do tipo E que contêm os 

dois tipos de adaptadores, apresentam os sítios de andamento para o primer. Esse 

processo permite, portanto, a amplificação exponencial por PCR apenas dos cDNAs 

que representam os genes expressos diferencialmente em plantas estressadas. Em 

seguida, os produtos da reação de PCR são submetidos a uma segunda reação de 

amplificação (Nested PCR) com os primers específicos Nested PCR primer 1 e 

Nested PCR primer 2R, correspondentes às regiões mais internas dos 

adaptadores 1 e 2R, respectivamente. Essa reação possibilita um enriquecimento 

das seqüências expressas diferencialmente (Clontech Laboratories). 

Dada à sua eficiência, a HSS vem sendo amplamente empregada para 

identificar genes diferencialmente expressos na interação planta-patógeno, em 

diferentes tipos de câncer e em processos de diferenciação celular. Ainda são 

poucos os trabalhos na área vegetal que fizeram uso da HSS, entretanto, estes já 

confirmaram a eficiência desta técnica. Birch et al. (1999) isolaram genes de batata, 

induzidos nos primeiros estágios da resposta de hipersensibilidade (RH) à P. 

infestans, utilizando a técnica da HSS para gerar uma biblioteca de cDNA 

enriquecida de seqüências induzidas na RH. As seqüências de cDNA obtidas foram 

comparadas com aquelas depositadas em bancos de dados internacionais (“National 

Center for Biotechnology Information”, NCBI). Os produtos dos genes isolados 

apresentaram similaridade com moléculas sinalizadoras envolvidas na diferenciação 

celular, apoptose (morte celular programada) e na transdução de sinal da RH. Esta 

técnica foi utilizada, também, por Xiong et al. (2001), permitindo a identificação de  
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Figura 1: Representação diagramática da hibridização subtrativa por 
supressão. As linhas sólidas representam os cDNAs “tester” ou “driver”, as 
caixas sólidas representam a região externa dos adaptadores 1 e 2R que 
correspondem à seqüência do primer utilizado no PCR (PCR primer 1); as 
caixas claras representam a região interna do adaptador 1 e da seqüência 
do Nested PCR primer 1 correspondente; as caixas sombreadas 
representam a região interna do adaptador 2R e da seqüência do Nested 
PCR primer 2R correspondente (Adaptado de Clontech Laboratories). 
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genes envolvidos na resistência de plantas de arroz contra Pyricularia grisea e por 

Dellagi et al. (2000), para o isolamento de genes de batata, ativados na interação 

compatível com a bactéria patogênica Erwinia carotovora. Também foi identificado 

um importante fator de transcrição da família WRKY (domínio que possui os 

aminoácidos conservados: triptofano, arginina, lisina e tirosina), envolvido na 

indução de genes codificadores de proteínas-PR. A regulação desse gene foi 

investigada durante as interações compatíveis e incompatíveis de plantas de batata 

com Phytophthora infestans (DELLAGI et al., 2000).  

Em tomateiro, o gene de resistência Pto confere resistência a bactéria 

patogênica Pseudomonas syringae pv. tomato, portadora do gene de avirulência 

avrPto. A superexpressão do gene Pto sob o controle do promotor 35S do vírus do 

mosaico da couve-flor, ativa nas plantas de tomate, de forma constitutiva, respostas 

de defesa na ausência de infecção pelo patógeno e aumenta, também, a resistência 

inespecífica. Para elucidar os mecanismos de resistência, envolvidos nesta interação 

incompatível, Xiao et al. (2001), empregaram, também, a HSS. A técnica possibilitou 

o isolamento de 82 clones de cDNAs em plantas de tomate 35S::Pto 

correspondendo a genes envolvidos em diversos mecanismos de defesa, como 

transdução de sinal, resposta de hipersensibilidade, estresse oxidativo e proteólise. 

A interação planta-patógeno foi também estudada em batata inoculada com 

P. infestans utilizando a técnica de HSS em combinação com a hibridização com 

microarranjo em cultivares resistentes e susceptíveis. Dentro de 531 clones gerados 

e seqüenciados, foram achados 285 genes únicos dos quais foram selecionados 182 

clones para análise adicional com a hibridização de microarranjo. Entre estes clones 

estavam principalmente genes associados com estresse e / ou mecanismos de 

defesa (ROS et al., 2004). 

A técnica da hibridização subtrativa foi utilizada por Takemoto et al. (2003), 

para gerar uma biblioteca de cDNA enriquecida de genes induzidos em plantas de 

fumo, após o tratamento com o elicitor de respostas de defesa, constituído por 

componentes da parede celular de hifas de P. infestans. Foram isolados 19 genes, 

incluindo aqueles codificadores de proteínas-PR, como β-1,3-glucanase, ou de 

proteínas da parede celular vegetal, como a extensina e uma proteína rica em 

glicina. Os autores verificaram, também, o padrão de expressão desses genes, em 

resposta ao tratamento com ácido salicílico e metil jasmonato ou à inoculação com a 

bactéria Pseudomonas syringae pv. glycinea, não patogênica à Nicotiana tabacum. 
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Os resultados obtidos indicaram que a ativação da transcrição desses genes é 

regulada por diferentes moléculas sinalizadoras e que os respectivos produtos estão 

envolvidos em processos distintos relacionados à resistência. 

Mahalingam et al. (2003) identificando em Arabidopsis, genes 

diferencialmente expressos em resposta ao ácido salicílico, utilizou tecido foliar após  

24 horas de exposição para construção biblioteca HSS. Já a mudança da expressão 

gênica em plantas, em resposta a fitopatógeno de solo são geralmente estudas em 

tecido radicular, após período de germinação e penetração do fungo (DIVON et al., 

2005; OLIVAIN et al., 2006). 

Deve ser salientado, que além dos aspectos mencionados, a técnica de HSS 

permite o enriquecimento de seqüências raras cerca de 1000 vezes (DIATCHENKO 

et al., 1996). Os genes associados à resistência em plantas não são expressos de 

forma abundante após a respectiva ativação, ocorrendo a transcrição de um número 

pequeno de cópias, o que dificulta seu isolamento e caracterização. Portanto, a 

técnica de HSS poderá facilitar a caracterização de genes em tomateiro associados 

a respostas a resistência.  
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RESUMO 
 

Para comparar o perfil de transcritos no tomateiro (Lycopersicon esculentum 

Mill) cultivar BRH, que são diferencialmente expressos durante a infecção do 

fitopatógeno Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici e  pela aplicação exógena do 

ácido salicílico, molécula mensageira na ativação de resposta de defesa em plantas, 

foram construídas duas bibliotecas de cDNA utilizando o método da hibridização 

subtrativa por supressão (HSS). Para construção das bibliotecas subtrativas, foram 

utilizadas hibridizações entre cDNAs de folhas jovens tratadas e não tratadas com 

ácido salicílico  denominada biblioteca tomate AS, e entre cDNAs de raízes 

inoculadas e não inoculadas,  com F. oxysporum f. sp. lycopersici, interação 

incompatível, denominada biblioteca tomate FO. Foi identificado um total de 307 

clones nas duas bibliotecas subtraídas, sendo 143 clones obtidos na biblioteca 

tomate AS e 164 clones na biblioteca tomate FO. As prováveis funções dos genes 

foram obtidas pelo seqüenciamento dos clones e subseqüente pesquisa de 

homologia em bancos de dados disponíveis baseado na função de seus ortólogos. 

Foram encontrados genes com função em diferentes processos relacionados à 

resistência a fitopatógenos como: resposta de hipersensibilidade, morte celular 

programada, síntese e transporte de metabólicos antimicrobianos, percepção e 

transdução de sinal, síntese de proteínas relacionadas à patogênese, metabolismo 

de lipídeos e degradação controlada de proteínas. Aproximadamente 30% dos 

genes encontrados nas duas bibliotecas construídas são de genes de função 

desconhecida, o que pode representar a identificação de novos genes, uma vez que 

essas bibliotecas estão 64 vezes enriquecidas de genes diferencialmente expressos. 

Os resultados representam o primeiro relato da expressão gênica global no 

tomateiro induzido pelo ácido salicílico e pelo F. oxysporum f. sp. lycopersici, 

utilizando a técnica HSS. 

 
 

Palavras-chave: ácido salicílico, bibliotecas hibridização subtrativa por supressão, 

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, Lycopersicon esculentum. 
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INTRODUÇÃO 
 

 A mucha-de-fusário, causada pelo fungo Fusarium oxysporum f. sp. 

lycopersici, é uma das doenças mais importantes que ocorre em todas as regiões do 

mundo onde o tomate (Lycopersicon esculentum Mill) é cultivado. Só foram 

identificadas até então três raças fisiológicas do fungo: raça 1, 2 e 3. Entretanto, a 

raça 2 vem crescendo de importância nos principais Estados produtores do Brasil 

devido à suscetibilidade dos cultivares comerciais. O uso de cultivares resistentes 

constitui a melhor estratégia de controle da doença, já que o fungo pode permanecer 

no solo por algumas décadas e o controle químico não é eficiente (BRAYFORD, 

1992). 

As plantas respondem a invasão de patógenos com um arranjo de mudanças 

bioquímicas e genéticas, incluindo a produção de espécies de oxigênio reativo 

(EOR), componentes antimicrobianos e antioxidantes. As respostas também podem 

ser com a ativação da morte celular programada, designada de resposta de 

hipersensibilidade (RH) e pela ativação sistêmica de defesa moleculares e celulares, 

denominada de indução de resistência sistêmica ou resistência sistêmica adquirida 

(RSA) (RYALS, et al., 1994; DONG, 1998; GLAZEBROOK, 1999). Essas respostas 

são induzidas em situações patológicas ou relacionadas. As situações patológicas 

referem-se a todos os tipos de estádios da infecção do patógeno (VAN LOON e VAN 

STRIEN, 1999) enquanto que as  situações relacionadas podem ocorrer após a 

aplicação de substâncias químicas que simulam o efeito da infecção do patógeno, 

como é o caso do AS, molécula mensageira na ativação de uma das vias da RSA, 

que é induzido localmente pelo ataque de patógenos e sistematicamente difundido, 

resultando na proteção de toda a planta (RYALS, et al., 1996; SHAH e KLESSIG, 

1999; DEMPSEY, et al., 1999; SHAH, 2003; PARK, et al., 2003) 

 A identificação de genes de hospedeiros envolvidos em respostas de defesa 

é importante para a elucidação dos mecanismos de resistência em plantas contra 

fitopatógenos (THATCHER et al., 2005; DESENDER, et al., 2007). Uma das 

estratégias que tem sido utilizada para elucidar as bases moleculares da resistência 

induzida envolve o estudo da expressão de genes em plantas, após o tratamento 

com patógenos, elicitores ou indutores químicos (KOHLER et al., 2002; SCHENK et 

al., 2000; XIONG et al., 2001). Estudos sobre a expressão e identificação de genes 
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ativados em plantas resistentes em resposta a fitopatógenos permitem elucidar os 

mecanismos de defesa que restringem ou impossibilitam o desenvolvimento de 

fitopatógenos em combinações hospedeiro-patógeno incompatíveis (MALECK et al., 

2000; MARTINEZ DE ILARDUYA et al., 2003). 

Existem diversas metodologias para identificação de transcritos de genes 

expressos e que estejam envolvidos no mecanismo de defesa a patógenos, que 

incluem diferentes técnicas, tais como: diferencial display (DD); análise 

representacional diferencial (RDA); análise serial de expressão de genes (SAGE) e 

hibridização subtrativa por supressão (HSS). A HSS é uma das técnicas mais 

promissoras para o isolamento de genes preferencialmente expressos em plantas 

submetidas a estresse biótico e abiótico, a qual visa aumentar a abundância relativa 

de determinadas espécies de cDNA (DIATCHENKO et al., 1996; SOARES, 1997). 

Combinando a técnica de PCR supressivo com as etapas de subtração e 

normalização numa única reação aumenta a possibilidade de identificação de genes 

pouco expressos (DIATCHENKO et al., 1999). As vantagens desta técnica incluem a 

detecção de transcritos de baixa abundância, diferencialmente expressos pela 

supressão da amplificação e a habilidade para isolar genes sem o conhecimento 

prévio da sua seqüência ou identidade (MOODY, 2001). Dada à sua eficiência, a 

HSS vem sendo amplamente empregada em várias espécies de plantas para isolar 

genes envolvidos em respostas a estresses bióticos e abióticos (BIRCH et al., 1999; 

BEYER et al., 2001; MONTESANO et al., 2001; KANG et al., 2003; LU et al., 2004). 

Os genes associados à resistência em plantas não são expressos de forma 

abundante após a respectiva ativação, ocorrendo a transcrição de um número 

pequeno de cópias, o que dificulta seu isolamento e caracterização. Portanto, a 

técnica de HSS facilitar a caracterização de genes associados às respostas a 

resistência (DIATCHENKO et al., 1999). 

No presente trabalho, a técnica da HSS foi utilizada para identificar genes 

diferencialmente expressos no tomateiro envolvidos em duas condições distintas, na 

resposta de resistência ao F. oxysporum f. sp. lycopersici, e ao tratamento com ácido 

salicílico (AS) pela sua importância como molécula sinalizadora nas respostas das 

plantas a estresses.  
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MATERIAL E MÉTODOS 
 
Material vegetal e condições de crescimento 
  
 Sementes de tomateiro BRH, cultivar resistente a F. oxysporum f.sp. 

lycopersici raça 2, foram desinfetadas superficialmente em etanol 70% (v/v), por um 

minuto, seguido de imersão em solução de hipoclorito de sódio 2,5% (v/v), contendo 

tween-20 0,1% (v/v), por 15 minutos, seguidos de cinco lavagens abundantes em 

água destilada estéril. As sementes foram transferidas para tubos contendo meio de 

cultura MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962), meia força, acrescido de complexo 

vitamínico B5 (GAMBORG, et al., 1968), 0,8% (p/v) de agar, com pH do meio 

ajustado em 5,8±0,2. Em seguida foram colocadas para germinar em sala de 

crescimento tendo condições de irradiância em torno de 36 μmol m-2s-1, fotoperíodo 

de 16 horas, temperatura em torno de 27±2ºC. As plântulas foram mantidas nessas 

condições por três semanas após a germinação e em seguida submetidas aos 

diferentes tratamentos. 

 
Tratamento com ácido salicílico 
 
 Plantas com três semanas após a geminação foram pulverizadas com 

salicílato de sódio 5mM (Sigma, USA) dissolvidos em água destilada autoclavada. 

As plantas utilizadas para controle foram pulverizadas apenas com água destilada 

autoclavada. Em seguida, foram levadas para sala de crescimento e expostas à 

irradiância em torno de 36 μmol m-2s-1, fotoperíodo de 16 horas, por 24 horas. Dois 

pares de folhas de cinco repetições foram coletadas, misturadas e utilizadas para 

extração de RNA total. 

 
Inoculação com F. oxysporum f.sp. lycopersici 

 
Conídios do fungo F. oxysporum f.sp. lycopersici raça 2, com sete dias de 

cultivo em meio de cultura BDA foram raspados com auxílio de uma alça de platina e 

água destilada, em seguida filtrados. A concentração foi aferida em câmara de 

Neubauer e ajustada para 1x 107 conídios/mL. Plantas com três semanas após 

germinação foram utilizadas para inoculação com a solução de conídios do fungo, 
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utilizando-se o método do corte de raízes.  As plantas ficaram imersas nesta solução 

por um período de 10 minutos. As plantas controles, foram tratadas com água 

destilada autoclavada, nas mesmas condições das plantas tratadas. Após a 

inoculação foram transferidas para um novo tubo contendo meio MS (MURASHIGE 

e SKOOG, 1962) liquido estéril e levadas para sala de crescimento em condições 

descritas anteriormente por um período de 72 horas. Em seguida, as raízes de cinco 

repetições foram coletadas, misturadas e utilizada para extração do RNA total.  

 

Extração de RNA total e síntese de cDNA 
 

O RNA Total foi isolado utilizando o TRIZOL (Invitrogen), seguindo-se o 

procedimento descrito no manual do fabricante. As folhas das plantas que foram 

estimuladas com o AS, bem como as raízes que foram submetidas ao fusário, 

foram trituradas até a obtenção de um pó fino em nitrogênio liquido e 

homogenizado com TRIzol (100 mg tecido foliar/1 mL de TRIZOL). O rendimento 

do RNA foi de 50μg/100mg de tecido radicular e foliar. O DNA complementar foi 

obtido a partir do RNA total extraído de raízes e de folhas de tomateiro, utilizando-

se o "SMART PCR cDNA Synthesis Kit" (Clontech Laboratories). O "kit SMART" 

possibilita a síntese de cDNA de alta qualidade a partir de nanogramas de RNA 

total ou poli A+, necessário para a construção de biblioteca de cDNA (CHENCHIK 

et al., 1998). A síntese de cDNA foi feita segundo as instruções do manual 

fabricante.  

 

Hibridização subtrativa por supressão (HSS) e clonagem dos produtos da PCR 
 

A HSS foi realizada utilizado o kit “PCR-Select cDNA Subtraction”  

(Clontech). As amostras experimentais e controle de cada tratamento foram 

processadas simultaneamente para redução de falsos positivos. O cDNA 

preparado a partir das amostras experimentais foi utilizado como “tester” e o obtido 

da amostra controle como “driver” na construção da subtração forward a fim de 

isolar os fragmentos correspondentes aos genes que tiveram a expressão 

aumentada após o tratamento.  A normalização das seqüências diferencialmente 

expressas, baseadas em PCR, depende do número de moléculas “tester” ligadas 

aos adaptadores nas suas extremidades. Se a fração de cDNA “tester” com os 
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adaptadores for menor que 25%, a ligação deve ser repetida. Foram utilizados 

oligonucleotídeos específicos de plantas que amplifica o fator 1α de elongação da 

tradução (EF-1α) para testar a eficiência de ligação dos adaptadores, como 

recomendado pelo fabricante. O fragmento do gene EF-1α de aproximadamente 

590 pb foi amplificado com oligonucleotídeo (EF-1α R:5’ 

GACAATCAAGCACTGGAGCA 3’ e EF-1α L:5’ GATGCTACCACCCCCAAGTA 3’) 

utilizando o cDNA ligado ao adaptador como molde. O cDNA “tester” também foi 

amplificado com o oligonucleotídeo EF-1α 3’ e um oligonucleotídeo especifico para 

um dos adaptadores, que amplifica um fragmento 200 pb, maior que o fragmento 

gerado com os oligonucleotídeos específicos. Amostras do “pool” de cDNA 

subtraído e não subtraído foram utilizadas para amplificação de fragmentos do gene 

EF-1α  e analisadas depois de 15, 20, 25 e 30 ciclos de PCR. Oligonucleotídeos 

que amplificam um gene PR-4 induzido por estresse biótico, (Chi3 F:5’ 

GTTTCCAGGTTTTGGTACTGCTGGT 3’ e Chi3 R:5’ 

CCACAATACCTCCTGTAAAATCCAA 3’) foram utilizados para testar a eficiência da 

subtração antes da clonagem dos fragmentos de cDNA. Os produtos purificados da 

segunda PCR proveniente da HSS forward, foram clonados no vetor T/A PCR2.1 

TOPO (Invitrogen), seguindo as instruções do fabricante. O vetor T/A PCR2.1 TOPO, 

adequado para clonagem de produtos de PCR, apresenta sítios de reconhecimento 

para várias enzimas de restrição.  
Os produtos de PCR clonados foram transformados utilizando células 

quimicamente competentes DH5α para formar a biblioteca subtraída HSS forward. 

As colônias foram transferidas para meio LB líquido suplementado com canamicina 

100 µg/mL e cultivadas por 16 h. o DNA plasmidial foi extraído pelo método de 

minipreparação por lise alcalina (SAMBROOK e RUSSELL, 2001). Os plasmídeos 

recombinantes foram identificados por análise de restrição e submetido ao 

sequenciamento de DNA.  
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Sequenciamento e analise das seqüências  
 

As seqüências de nucleotídeos de cada inserto foram determinadas em 

seqüenciador automático de DNA (ABI PRISM 377 Applied Biosystems), utilizando 

o kit "Big Dye Terminator" (Applied Biosystems), pelo laboratório de sequenciamento 

de DNA do CENARGEN/Brasília, Brasil). Oligonucleotídeos convencionais M13-

Forward e M13-Reverse, foram utilizados para determinar as seqüências de DNA. As 

seqüências obtidas foram comparadas, utilizando-se o programa BlastX (ALTSCHUL 

et al., 1997),  com seqüências homólogas em bancos de dados "National Center for 

Biotechnology Information", NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast), “The 

Institute for Genomic Research”, TIGR (http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/cgi-

bin/tgi/Blast/index.cgi) e “DNA Data Bank of Japan” DDBJ 

(http://www.ddbj.nig.ac.jp/search/blast). O alinhamento de múltiplas seqüências foi 

realizado com o software ClustalW (http://www.ebi.ac.uk) (THOMPSON et al., 

1994).  
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RESULTADOS 
 

 A técnica de hibridização subtrativa por supressão, HSS, permitiu isolar genes 

induzidos por ácido salicílico (AS) e pelo fitopatógeno F. oxysporum f. sp. lycopersici 

(FO) em tomateiro (Lycopersicon esculentum) cv. BRH e a construção de diferentes 

bibliotecas de cDNA (Tabela 1). 

 A eficiência da subtração foi avaliada pela amplificação por PCR do gene do 

fator de elongação da tradução (EF-1α). A Figura 1 mostra que o fragmento do gene 

EF-1α foi somente detectado após 30 ciclos de amplificação nas amostras 

subtraídas e claramente detectável nas amostras não subtraídas depois de 20 ciclos. 

Já os resultados da eficiência da subtração utilizando um gene diferencialmente 

expresso, PR-4, relacionada à patogenicidade da classe 4, mostrou forte 

amplificação nas amostras das bibliotecas subtraídas depois de 20 ciclos de PCR, 

enquanto que nas amostras não subtraídas os produtos de PCR só foram 

amplificados a partir de 25 ciclos (Figura 1). A subtração foi eficiente devido aos 

transcritos do gene EF-1α terem sua expressão reduzida, enquanto que o gene 

diferencialmente expresso foi substancialmente enriquecido na população de 

fragmentos de cDNA utilizado na construção da biblioteca. Com base no número de 

ciclos de PCR requeridos para amplificação equivalentes do produto de PCR 

correspondente nas amostras de cDNA subtraídos e não subtraídos, fez-se uma 

estimativa de que a biblioteca subtraída foi de 64 vezes enriquecida de genes 

diferencialmente expressos. O mesmo resultado foi obtido para a biblioteca tomate 

AS, dado não mostrado.  

 As seqüências de 307 clones de cDNAs geradas após a HSS (Tabela 1), 

sendo 143 clones da biblioteca tomate AS e 164 clones da biblioteca tomate FO. O 

comprimento dos insertos nas duas bibliotecas variou de 300 a 1100 pb. A 

homologia foi considerada com valores de E menores do que 10-5 (1e-05), sendo, 

portanto, considerando significativa. Na biblioteca de tomateiro AS, 39 clones 

codificam proteínas que não apresentam similaridade com seqüências presentes nos 

bancos de dados utilizados na análise, 46 clones foram similares a proteínas 

hipotéticas de função desconhecida, 34 clones representam genes implicados em 

mecanismos de resistência e 24 clones estão associados à manutenção celular e 

desenvolvimento vegetal. Por outro lado, foi constatado que de um total de 164 

clones de cDNAs de genes ativados em tomateiro 72h após inoculação com F. 
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oxysporum f. sp. lycopersici, 29 não apresentaram similaridade com seqüências 

depositadas nos bancos de dados utilizados, 49  são análogos a proteínas 

hipotéticas presentes nesses bancos de dados, 42 correspondem a genes 

envolvidos em mecanismos de defesa e 44 associados à manutenção celular e 

desenvolvimento vegetal. 

Como pode ser observado nas Figuras 2 e 3, na biblioteca tomate AS foi 

encontrado um número maior de genes que não apresentaram similaridade com 

seqüências dos bancos de dados utilizados na busca da identificação de homologia, 

bem como genes com função desconhecida (hipotéticos) quando comparados com a 

biblioteca tomate FO. Na biblioteca tomate FO foi identificado um número maior de 

genes implicados no mecanismos de defesa de plantas contra fitopatógenos, 

ativados após a inoculação com F. oxysporum f. sp. lycopersici, do que a mesma 

cultivar tratada com AS. Identificou-se também um grupo de genes, que ainda não 

foram previamente descritos nos bancos de dados disponíveis, que representam 

32% da biblioteca AS e 29% da biblioteca FO (Figuras 2 e 3). Uma das mais 

interessantes características do HSS foi conseguida com a descrição de fragmentos 

de cDNA relativamente raros. 

Na Figura 4 estão representados os percentuais de genes ativados em 

tomateiro cv. BRH pelo ácido salicílico biblioteca tomate AS e pela inoculação com 

F. oxysporum f. sp. lycopersici biblioteca tomate FO, implicados em cada um dos 

diferentes processos associados à resistência de plantas contra fitopatógenos, 

detectados nas condições estudadas. Pode ser observado, que na interação cultivar 

- F. oxysporum f. sp. lycopersici, foi detectado um maior número de genes 

associados à percepção e transdução de sinal, codificadores de proteínas 

antimicrobianas, de compostos associados ao estresse oxidativo e morte celular do 

que na mesma cultivar com resistência induzida pela aplicação do AS. Entretanto, o 

número de genes associados à síntese e transporte de compostos do metabolismo 

secundário e de degradação controlada de proteínas foi maior na cultivar BRH com 

resistência induzida pelo AS do que o inoculado com o patógeno. Ainda na mesma 

Figura 4, pode-se verificar que a biblioteca tomate FO apresentou um maior número 

de genes relacionados a manutenção celular do que na biblioteca tomate AS. Em 

relação à identificação de genes com função desconhecida constatou-se um maior 

número de genes tanto na biblioteca tomate AS quanto na biblioteca tomate FO, em 

relação as demais categorias de genes. 
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 As seqüências de 104 clones da biblioteca tomate AS e de 135 clones da 

biblioteca tomate FO de cDNAs gerados após a HSS, comparadas com aquelas 

depositadas nos bancos de dados em busca de similaridade/homologia (NCBI, TIRG 

e DDBJ), permitiram identificar em tomateiro, 58 genes (56%) da biblioteca tomate 

AS e 86 genes (64%) da biblioteca tomate FO com homologia a genes de plantas de 

função conhecida. Essas funções estão relacionadas a estresses bióticos e abióticos 

e associados à manutenção celular e desenvolvimento vegetal. Alguns desses 

genes, como os da fenil alanina liase, quitinase, proteína abundante da 

embriogênese tardia, fator de transcrição da família bZip, proteína com domínio dedo 

de zinco, proteína de resistência à doença I-2 com repetição ricas em leucina estão 

relacionados a mecanismo de defesa e os genes do citocromo, ubiquitina, 

apoproteina do fotosistema II, proteína ribossomal 60S estão relacionadas com 

metabolismo celular (Tabelas 2 e 3).  
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DISCUSSÃO 
 

A identificação de genes de hospedeiros envolvidos em respostas de defesa é 

importante para a elucidação dos mecanismos de resistência em plantas contra 

fitopatógenos. A hibridização subtrativa por supressão (HSS) combina a técnica de 

PCR supressivo com as etapas de subtração e normalização numa única reação 

aumentando assim, a possibilidade de identificação de gene pouco expresso 

(DIATCHENKO et al., 1999). Foram encontrados nas bibliotecas AS e FO genes 

com função desconhecida, o que pode representar a identificação de genes raros. 

Resultados semelhantes também foram encontrados em biblioteca de HSS em 

Arabidopsis, batata e tomate em condições de estresse biótico (MAHALINGAM et 

al., 2003; ROS et al., 2004; OUYANG et al., 2007). 

A técnica de HSS utilizada foi útil para enriquecer e identificar genes 

relacionados à resistência ao fitopatógeno F. oxysporum f. sp. lycopersici, bem como 

genes sinalizados pela molécula do ácido salicílico, no tomateiro, cultivar BRH. 

Mahalingam et al. (2003) identificando em Arabidopsis, genes diferencialmente 

expressos em resposta ao ácido salicílico, utilizaram também tecido foliar após 24 

horas de exposição para construção biblioteca HSS. Já a mudança da expressão 

gênica em plantas, em resposta a fitopatógeno de solo são geralmente estudas em 

tecido radicular, após período de germinação e penetração do fungo (BENHAMOU 

et al., 1990; DIVON et al., 2005; OLIVAIN et al., 2006). 

Foi possível isolar no tomateiro com resistência induzida e interação 

incompatível com o F. oxysporum f. sp. lycopersici, vários clones de cDNA que 

apresentaram a mesma função gênica, entre estes, podem ser mencionados 

aqueles codificadores genes envolvidos na síntese de fitoalexinas como a fenil 

alanina liase (PAL), genes de quinase tipo CIPK e serina / treonina quinases 

relacionadas à percepção e transdução de sinal, poliubiquitina e ubiquitina 

relacionados a degradação controlada de proteínas. Esses resultados indicam que 

alguns compostos relacionados à defesa e associados a diferentes processos são 

ativados tanto na resistência induzida como na resistência vertical. Mecanismos 

comuns de respostas foram encontrados por outros autores que utilizaram a técnica 

do HSS na construção de bibliotecas em diferentes culturas de importância 
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econômica comparando diferentes condições de estresses (MAHALINGAM et al., 

2003; ROS et al., 2004; DEGENHARDT et al., 2005; DIVON et al., 2005). 

Apesar de ter sido detectado um número maior de genes implicados em 

mecanismos de defesa na interação incompatível (26%) do que na resistência 

induzida (24%), foi possível observar que genes relacionados a síntese e transporte 

de compostos do metabolismo secundário (13%) na resistência induzida foi maior do 

que na interação incompatível (4%). Entretanto, a resistência vertical em tomateiro 

cv. BRH está especialmente relacionada com a expressão de genes codificadores 

de proteínas antimicrobianas (7%), quando comparada com a resistência induzida. 

Esses resultados indicam que vias de respostas distintas foram ativadas nas duas 

interações.  

Quanto a identificação de genes exclusivos ao tipo de interação, foi detectado 

na biblioteca FO um clone de cDNA que apresentou similaridade altamente 

significativa com gene de Oryza sativa, codificador de uma proteína pertencente à 

uma família de genes de defesa denominada HIR (“hypersensitive induced reaction” 

- reação de hipersensibilidade induzida). Os membros dessa família estão 

associados com reações de hipersensibilidade envolvendo a morte celular e 

resistência contra fitopatógenos (NADIMPALLI et al., 2000). A indução desse gene 

foi também observada em plantas de tomate expressando constitutivamente o gene 

de resistência Pto (35S::Pto) (XIAO et al., 2001). A detecção de gene da família HIR 

no tomateiro, que pode estar envolvida na mediação da morte celular programada 

(SOLOMON et al., 1999), sugere que ocorreu ativação da resposta de 

hipersensibilidade no tomateiro resistente cv. BRH, 72 h após a inoculação com o 

patógeno. 

Na interação entre cultivar resistente de batata ao fungo Phytophthora 

infestans, a expressão de proteínas antimicrobianas relacionada a mecanismo de 

defesa ocorreu na fase de formação dos primeiros haustórios na célula vegetal, 

entre 48 e 72 h após a inoculação (ROS et al., 2004). Na biblioteca tomate FO 

construída após 72 h da inoculação com o patógeno foi isolado um gene codificador 

de quitinase, representando provavelmente, uma proteína acídica, pertencentes às 

glicosil hidrolases da família 19, além de domínios adicionais de quitinases.  

Foram identificados genes com função associada à manutenção celular e 

desenvolvimento vegetal, sendo 26% na biblioteca tomate FO e 24% na biblioteca 

tomate AS. Os resultados indicam que ocorre a ativação de vias do metabolismo 
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primário juntamente com a indução de vias sinalizadoras para a expressão de genes 

relacionados à defesa. A indução de vários genes de manutenção celular pode 

acompanhar as respostas de defesa para assegurar que concentrações adequadas 

de compostos precursores sejam mantidas na célula vegetal (HAMMOND-KOSACK 

e JONES, 1996). A indução de alguns dos genes mencionados foi também 

observada em outras interações incompatíveis, como por exemplo, em cultivar 

resistente de batata inoculado com P. infestans, sendo detectada por HSS (BIRCH 

et al., 1999).  

 Os resultados obtidos no presente trabalho, além de representar o primeiro 

relato da expressão gênica global no tomateiro induzida pelo ácido salicílico e pelo 

F. oxysporum f. sp. lycopersici, utilizando a técnica HSS, corroboram com os 

resultados de outros autores na identificação de genes de resposta a patógenos e 

por indutores de resistência (BIRCH et al., 1999; XIONG et al., 2001; WERNE et al., 

2001; MAHALINGAM et al., 2003; ROS et al., 2004; OUYANG et al., 2007). 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

1 - Estudos moleculares, utilizando duas bibliotecas subtraídas contendo 143 

clones de cDNA na biblioteca AS e 164 clones na biblioteca FO, produzidos pela 

técnica de hibridização subtrativa por supressão (HSS), permitiram a identificação de 

genes associados à resistência sistêmica adquirida (SAR) ativada pelo AS e à 

resistência vertical induzida após a inoculação com F. oxysporum f. sp. lycopersici, 

no tomateiro cv. BRH. 

 

2 - Foram isolados genes apresentando funções similares relacionadas à 

defesa de plantas contra fitopatógenos, na interação incompatível cv. BRH – F. 

oxysporum f. sp. lycopersici, como na resistência induzida. Os genes detectados 

estão implicados em diferentes processos como: percepção e transdução de sinal, 

degradação controlada de proteínas e síntese e transporte de compostos 

antimicrobianos do metabolismo secundário. 

 

3 - Os resultados obtidos indicaram diferenças no perfil dos genes isolados, 

sugerindo que, as resistências ativadas na cv. BRH por AS e em resposta ao F. 

oxysporum f. sp. lycopersici ocorrem por mecanismos distintos como: síntese de 

proteínas antimicrobianas e síntese de proteínas relacionadas à patogênese. 
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Figura1. Análise da eficiência da subtração usando PCR. O  cDNA tester foi preparado de RNA 
total de plantas tratadas com fitopatógeno F. oxysporum f. sp. lycopersici e o cDNA driver foi de 
plantas tratado com água (controle). O pool de cDNA subtraído e não subtraído foram 
amplificados usando primer que amplifica o gene Chi-3, induzida pela infecção do patogeno ou 
que amplifica o gene EF-1α expresso constitutivamente. Alíquotas das amostras foram retiradas 
após 15, 20, 25 e 30 ciclos de PCR. Os produtos amplificados foram analisados em gel de 
agarose a 1,5%. 
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Figura 2- Genes ativados em tomateiro cv. BRH tratado com ácido salicílico (AS). 
Genes isolados por hibridização subtrativa por supressão (HSS), a partir de mRNAs 
de folhas de tomateiro, 24 h após o tratamento com AS. 
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Figura 3 - Genes em tomateiro cv. BRH inoculado com F. oxysporum f. sp. lycopersici. 
Genes isolados por HSS, a partir de mRNAs de raízes de tomateiro, 72 h após a 
inoculação com o patógeno 1x107 esporos/mL.  
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Figura 4. Comparação de ESTs classificados pela função predita entre as duas bibliotecas de 

cDNA de tomateiro, induzidas pelo ácido salicílico (AS) e F. oxysporum f. sp. lycopersici (FO) 
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Tabela 1. Tratamentos utilizados para obtenção das bibliotecas subtraídas de cDNA de tomateiro e 

número de clones 

Tratamento  Controle Identificação 
das bibliotecas 

Número de 
clones  

5mM de ácido salicílico H2O Tomate – AS1 143  
46 função desconhecida; 
34 relacionados à defesa e/ou estresse; 
 24 metabolismo geral  

F. oxysporum f.sp. 

lycopersici 1x 107 / ml 
H2O Tomate – FO2 164  

49 função desconhecida; 
42 relacionados à defesa e/ou estresse;  
44 metabolismo geral  

 
1- Biblioteca de tomate construída com ácido salicílico. 2- Biblioteca de tomate construída com F. oxysporum f.sp. lycopersici. 
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Tabela 2. Identificação de genes induzidos por ácido salicílico em tomateiro (Lycopersicum 
esculentum) que apresentam homologia com genes de plantas de função conhecidas 
 

Clone1 Descrição do gene (nº de acesso)2 Valor de E3

AS - 010 Acil - CoA sintetase 
[Capsicum annuum] (AAL29212) 

 
1.4e-53 

AS - 023 Proteína abundante da embriogênese tardia 
[Nicotiana tabacum] (TC174494) 

 

8.5e-62 

 AS - 044 Ubiquitina 
[Solanum tuberosum] (TC170024) 

 

9.9e-55 

AS - 053 Citocromo b6 
  [Arabidopsis thaliana] (TC190079) 

 

1.4e-21 

AS - 061 Proteína de resistência a doença PR-10  
[Capsicum annuum] (Q2VT55) 

 

9.1e-49 

AS - 067 Chalcona sintase 2  
[Camellia sinensis] (P48387) 

 

2.0e-91 

AS - 072 Superóxido dismutase manganês 
[Lycopersicon esculentum] (TC18915) 

 

8.3e-34 

AS - 080 Proteína com domínio dedo de zinco 
[Arabidopsis thaliana] (TC172334) 

 

4.7e-43 

AS - 095 Proteína ribosomal 60S  
[Lycopersicon esculentum] (TC172591) 

 

4.5e-54 

AS - 112 Caspase 1  
[Lycopersicon esculentum] (TC188871) 

 

1.8e-66 

AS - 115 Fator de transcrição família bZIP 
 [Solanum tuberosum] (TC180148) 

 

6.7e-86 

AS - 127 Apoproteína (47 kDa) do fotosistema II  
[Arabidopsis thaliana] (TC182559) 

 

1.9e-27 

AS - 132 Fator de transcrição do tipo BHLH 
[Arabidopsis thaliana] (Q8S3E0) 

 

6.4e-46 

AS - 142 Fenil alanina liase  
[Lycopersicon esculentum] (TC172772) 

 

1.2e-79 
 

AS-143 Proteína quinase tipo CIPK 
 [Arabidopsis thaliana] (NP566580) 

 

9e-30 

1- Genes isolados por hibridização subtrativa por supressão, a partir de mRNAs de tomateiro,cultivar BRH ácido salicílico. 2- A função de cada 
gene foi detectada por comparação com seqüências homólogas presentes no NCBI, TIRG e DDBJ, utilizando o programa BlastX. 3- O valor de E 
foi utilizado para indicar a significância da similaridade de seqüência encontrada para cada gene. 
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Tabela 3. Identificação de genes induzidos por F. oxysporum f. sp. lycopersici em tomateiro 
(Lycopersicum esculentum) que apresentam homologia com genes de plantas de função conhecidas 
 

Clone1 Descrição do gene (nº de acesso)2 Valor de E3

FO - 007 
Proteína transportadora ABC  
[Oryza sativa] (BAC55994) 

 
7.4e-50 

FO - 023 
Proteína de resposta induzida por hipersensibilidade 

[Oryza sativa] (AAK54610) 
 

1.3e-44 

FO - 027 
Fosfolipase 

 [Arabidopsis thaliana] (AAL87258) 
 

2.8e-41 

FO - 041 
Quitinase  

[Solanum lycopersicum] (BAC76900) 
 

1e-148 

FO - 069 
Citocromo P450  

[Arabidopsis thaliana] (AI776695) 
 

1.1e-31 

FO - 084 
Proteína lemir  

[Lycopersicon esculentum] (TC171566) 
 

3.6e-45 

FO - 089 
Fenil alanina liase  

 [Lycopersicon esculentum] (TC172772) 
 

3.1e-78 

FO - 093 

Proteína de resistência à doença I-2 com repetições 
 rica em leucina  

[Oryza sativa] (BAB89710) 
 

6.0e-35 

FO - 098 
Proteína like osmotina  

[Solanum commersonii] (P50702) 
 

1.0e-32 

FO - 099 
Inibidor de cisteina proteinase  

[Lycopersicon esculentum] (TC172677) 
 

1.2e-56 

FO - 103 
Inibidor de endoglicanase específico de xiloglicano de 

fungo [Lycopersicon esculentum] (TC188664) 
 

1.4e-63 

FO - 115 
Ubiquitina 

[Arabidopsis thaliana] (Q45W78) 
 

2.3e-32 

FO - 130 
Proteína serina / treonina quinases 

[Nicotiana tabacum] (Q1W0X1) 
 

1.1e-25 

FO - 145 
Proteína tipo CGI-144 (induzida por patógeno) 

[Lycopersicon esculentum] (CAC81814) 
 

1.3e-61 

FO - 152 
Catalase  

[Gossypium hirsutum] (S10395) 
 

2.2e-55 

FO - 155 
Cisteína proteinase  

[Ipomea batatas] (AAQ81938) 
 

3.7e-19 

1-Genes isolados por hibridização subtrativa por supressão, a partir de mRNAs de tomateiro,cultivar BRH inoculado com F. oxysporum f. sp. 
lycopersici. 2- A função de cada gene foi detectada por comparação com seqüências homólogas presentes no NCBI, TIRG e DDBJ, utilizando o 
programa BlastX. 3- O valor de E foi utilizado para indicar a significância da similaridade de seqüência encontrada para cada gene. 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=31088232&dopt=GenPept
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ABSTRACT 

 

 Two cDNA libraries were constructed through suppression subtractive 

hybridization (SSH) to compare the transcript profile in the tomato 

(Lycopersicon esculentum Mill) cultivar ‘BHR’ during Fusarium oxysporum f. sp. 

lycopersici infection and exogenous salicylic acid application. A total of 307 

clones was identified in two subtractive libraries, which allowed the isolation of 

several defense-related genes that play roles in different mechanisms of plant 

resistance to phytopathogens. Genes with unknown roles were also isolated 

from the two libraries, which indicates the possibility of identifying new genes. 

These results are the first report of global gene expression in tomato induced by 

salicylic acid and F. oxysporum f. sp. lycopersici through the SSH technique. 

 

 
 
Key words: salicylic acid, suppression subtractive hybridization libraries, 

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, Lycopersicon esculentum. 

 
 
 
 



 

INTRODUCTION 
 

 Fusarium wilt, which is caused by Fusarium oxysporum f. sp. 

lycopersici, is one of the major diseases of tomato (Lycopersicon esculentum 

Mill.). Three physiological races have so far been identified: races 1, 2 and 3. 

Using resistant cultivars is the best wilt control strategy, because the pathogen 

remains in the soil for some decades and chemical control is inefficient 

(Brayford 1992, Reis et al. 2004).  

Plant resistance to diseases is associated to a number of defense 

responses activated by the host after contact with pathogens. Resistance is 

often expressed as a hypersensitivity reaction that results in localized cell death 

at the pathogen penetration site. Other resistance responses may include 

structural alterations, the accumulation of reactive oxygen species, synthesis of 

secondary metabolites and the production of a wide variety of defense 

molecules, e.g. antimicrobial proteins (Shah 2003, Park et al. 2003, Ros et al. 

2004). Such defense responses are induced in pathological or pathogenesis-

related situations, the latter observed after the application of chemical 

substances that simulate the effect of pathogen infection, e.g. salicylic acid 

(SA), which responses are triggered to produce PR proteins (Van Loon 2004). 

The identification of host genes involved in defense responses is 

important to understand plant resistance mechanisms against phytopathogens 

(Thatcher et al. 2005, Desender et al. 2007). Suppression subtractive 

hybridization (SSH) is a promising technique for the isolation of genes 

expressed in plants subjected to biotic and abiotic stress, because it increases 

the relative abundance of some cDNA species (Diatchenko et al. 1996, Soares 

1997). The advantages of this technique include the detection of low-

abundance transcripts and differentially expressed transcripts by the 

suppression of abundant transcripts, and its capacity of isolating genes with no 

previous knowledge of their sequence or identity (Diatchenko et al. 1999, 

Moody 2001).  

In this work, SSH was used to identify differentially expressed genes in 

tomato in two distinct conditions: the resistance response to F. oxysporum f. sp. 

lycopersici, and salicylic acid (SA) treatment, for its importance as signaling 

molecule in plant stress responses.  



 

MATERIAL AND METHODS 
 
Plant material and growth conditions 
  
 Tomato seeds of the cultivar ‘BHR’, which is resistant to F. oxysporum 

f.sp. lycopersici, were planced in tubes containing MS (Murashige & Skoog 

1962) culture medium (0.8% w/v agar), with the pH adjusted to 5.8±0.2. Tubes 

were then placed in a grow room with the photoperiod set to 16h and 

temperature of 25 ± 2 ºC for seed germination. Seedlings were kept in these 

conditions for three weeks after germination and then subjected to experiment 

treatments. 

 
Salicylic acid treatment 
 
 Three-week-old seedlings were sprayed with 5mM sodium salicylate 

(Sigma, USA) dissolved in autoclaved distilled water. Untreated control 

seedlings were sprayed with autoclaved distilled water. Plants were kept in a 

grow room for 24 h. Leaves were then collected, mixed and used for total RNA 

extraction. 

 
F. oxysporum f.sp. lycopersici Inoculation  
 

F. oxysporum f.sp. lycopersici (race 2) conidia, grown in potato dextrose 

agar medium, were used to inoculate three-week-old seedlings at a 

concentration of 1x 107 ml, through the root cut method (Santos 1997) for 10 

minutes. Control seedlings were treated with autoclaved distilled water. After 

inoculation, plants were transferred to new tubes containing MS (Murashige & 

Skoog 1962) liquid medium and kept in a grow room for 72 h. Roots were 

collected, mixed and used for total RNA extraction.  

 

 
 
 
 



 

Total RNA extraction and cDNA synthesis 
 

The leaves from AS treated plants and roots from Fusarium inoculated 

plants were used for total RNA extraction using TRIZOL (100 mg plant tissue/ 

mL TRIZOL, invitrogen), as described in the manufacturer’s manual. RNA yield 

was 50 μg per 100 mg of plant tissue. Complementary DNA was obtained 

through the "SMART PCR cDNA Synthesis Kit" (Clontech) following the 

manufacturer’s recommendations.  

 

Suppression subtractive hybridization (SSH) and PCR product cloning 
 

SSH was performed with the PCR-Select cDNA Subtraction kit 

(Clontech). Experiment and control samples were processed simultaneously to 

reduce false positives. cDNA from experiment samples was used as tester and 

control cDNA was used as driver in the construction of the forward subtraction. 

Subtracted and non-subtracted cDNA pool samples were used to amplify 

fragments of the gene EF-1α, which amplifies the translation elongation factor 

1α (EF-1α R:5’ GACAATCAAGCACTGGAGCA 3’ and EF-1α L:5’ 

GATGCTACCACCCCCAAGTA 3’) as well as the biotic stress induced gene 

PR-4 (Chi3 F:5’ GTTTCCAGGTTTTGGTACTGCTGGT 3’ and Chi3 R:5’ 

CCACAATACCTCCTGTAAAATCCAA 3’) to test adapter ligation efficiency, as 

recommended by Clontech, then 15, 20, 25 and 30 PCR amplification cycles. 

Purified products of the second PCR from forward SSS were cloned in the 

vector T/A PCR2.1 TOPO (Invitrogen), following manufacturer’s 

recommendations.  
Cloned PCR products were transformed with DH5α competent cells to 

produce the subtracted library (forward SSH). Cell colonies were transferred to 

LB liquid medium containing 100 µg/mL kanamycin and cultured for 16 h. 

Plasmidial DNA was extracted by the alkaline lysis mini-preparation method 

(Sambrook & Russell 2001). Recombinant plasmids were identified by 

restriction analysis and subjected to DNA sequencing.  

 

 
 



 

Sequencing and analysis 
 

Nucleotide sequences of each insert were determined in an 

automatic DNA sequencer (ABI PRISM 377 Applied Biosystems), with the Big 

Dye Terminator kit (Applied Biosystems). Conventional M13-Forward and M13-

Reverse primers were used to determine DNA sequences. Obtained sequences 

were compared through the program BlastX (Altschul et al. 1997) with 

homologous sequences in the databanks of the National Center for 

Biotechnology Information, NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast), The 

Institute for Genomic Research, TIGR (http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/cgi-

bin/tgi/Blast/index.cgi), and DNA Data Bank of Japan, DDBJ 

(http://www.ddbj.nig.ac.jp/search/blast). Multiple sequences were aligned with 

the software ClustalW (http://www.ebi.ac.uk) (Thompson et al. 1994).  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

RESULTS 
 

 To isolate tomato genes induced by salicylic acid and F. oxysporum f. sp. 

lycopersici, different cDNA libraries were constructed by suppression 

subtractive hybridization, as shown in Table 1. 

 The subtraction efficiency was evaluated by the PCR amplification of the 

translation elongation factor (EF-1α) and the differentially expressed gene PR-4, 

which is related to class-4 pathogenicity. Figure 1 shoes the EF-1α fragment 

was only detected after 30 amplification cycles in subtracted samples, but it was 

clearly detectable after 20 cycles in non-subtracted samples. Subtraction 

efficiency results using the gene PR-4 showed amplification in samples from 

subtracted samples after 20 PCR cycles, while in non-subtracted samples PCR 

products were only amplified after 25 cycles. Extraction was efficient because 

the expression of EF-1α transcripts was reduced, while the differentially 

expressed gene was substantially enriched in the cDNA fragment population 

used in the library construction. Considering the number of PCR cycles required 

for equivalent amplification of PCR products from subtracted and non-

subtracted cDNA samples, it was estimated that the subtracted library was 

enriched 64 times with differentially expressed genes.  

 After SSH, 307 cDNA clones were obtained, being 143 clones from the 

SA library and 164 from the FO library (Table 1). Insert length ranged from 300 

to 1100 bp in the two libraries. Clone homology was considered at E-values 

lower than 10-5 in the different data banks analyzed, being, thus, significant. In 

the AS library, 39 clones encode proteins with no similarity, 46 were similar to 

putative proteins with unknown roles, 34 clones represented genes involved in 

defense mechanisms and 24 clones are associated to cell maintenance and 

plant development. From the 164 clones identified in the FO library, 29 showed 

no similarity with data bank sequences, 49 were analogous to hypothetical 

proteins, 42 corresponded to genes involved in defense mechanisms and 44 

are related to cell maintenance and plant development. Results are summarized 

in Table 1. 

Figures 2 and 3 show that a higher number of genes involved in defense 

mechanisms were found in the library ‘FO’. A group of unknown genes was also 

identified, representing 32% of the SA library and 29% of the FO library. One of 



 

the most interesting characteristics of SSH was achieved with the description of 

relatively rare cDNA fragments. 

The amounts of genes involved in each process related to plant 

resistance, activated in both SSH libraries, are shown in Figure 4. A higher 

number of genes related to signal perception and transduction, encoding 

antimicrobial proteins, related to oxidative stress and cell death was observed in 

the FO library. However, the number of genes related to the synthesis and 

transport of secondary metabolism compounds and controlled protein 

breakdown was higher in the SA library. Figure 4 also shows a higher amount of 

genes related to cell maintenance in the FO library. The amount of genes with 

unknown roles was higher than any other gene category in both libraries. 

 Plant genes with known roles, involved in biotic and abiotic stress 

response, and associated to cell maintenance and plant development were 

identified in both AS and FO libraries. Some of these genes, as those encoding 

phenylalanine ammonia lyase, chitinase, late embryogenesis abundant protein, 

bZip transcription factor, zinc finger domain protein and I-2 disease resistance 

protein with leucine-rich repeat are related to defense mechanisms, while genes 

encoding cytochrome, ubiquitin, photosystem II apoprotein and ribosomal 60S 

protein are related to cell metabolism (Tables 2 and 3).    

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

DISCUSSION 
 

The identification of host genes involved in defense responses is 

important to unravel mechanisms of plant resistance against phytopathogens. 

Suppression subtractive hybridization (SSH) combines suppression PCR with 

subtraction and normalization steps in a single reaction, therefore increasing the 

possibility of identifying low expression genes (Diatchenko et al. 1999). Genes 

with unknown roles were identified in AS and FO libraries, which may result in 

the identification of rare genes. Similar results were observed in SSH libraries 

from Arabidopsis, potato and tomato in biotic stress conditions (Mahalingam et 

al. 2003, Ros et al. 2004, Ouyang et al. 2007). 

Mahalingam et al. (2003) identified differentially expressed genes in 

Arabidopsis using leaf tissue exposed to 24h of exposure to salicylic acid to 

build the SSH library. Tomato gene response was studied in leaf tissues 24h 

after salicylic acid exposure. But gene expression alterations in response to soil 

pathogens are usually studied in root tissues, after a pathogen germination and 

penetration period (Benhamou et al. 1990, Divon et al. 2005, Olivain et al. 

2006). The FO library was built from root tissues 72 hours after F. oxysporum f. 

sp. lycopersici inoculation.   

In SA and FO libraries, several cDNA clones showed the same roles, e.g. 

genes involved in phytoalexin synthesis, as the gene encoding phenylalanine 

ammonia lyase (PAL), CIPK-like kinase genes and serine / threonine kinases 

related to signal perception and transduction, polyubiquitin and ubiquitin related 

to controlled protein breakdown. These results indicate that some defense-

related compounds and some associated to different processes are activated in 

both induced resistance and vertical resistance. Common response 

mechanisms were found in previous works using SSH to construct libraries in 

many economically important crops, comparing different stress conditions 

(Mahalingam et al. 2003, Ros et al. 2004, Divon et al. 2005, Degenhardt et al. 

2005). 

A gene that is exclusive to the interaction type was identified in the FO 

library. It is a cDNA clone that showed highly significant similarity to an Oryza 

sativa gene encoding a protein from the hypersensitive induced reaction (HIR) 



 

family. Members of this family are related to hypersensitivity reaction, involving 

cell death and resistance to pathogens (Nadimpalli et al. 2000). This gene was 

also induced in tomato plants with constitutive expression of the resistance 

gene Pto (35S::Pto) (Xiao et al. 2001). The detection of a gene from the HIR 

family in tomato, which may be involved in the mediation of programmed cell 

death (Solomon et al. 1999), suggests the activation of a hypersensitivity 

response in the resistant tomato cultivar BHR, 72 h after inoculation. 

Genes encoding antimicrobial proteins were only detected in the FO 

library. A chitinase-encoding gene, probably representing an acidic protein, is 

likely to belong to a group of glycosyl hydrolases from family 19. In the 

interaction between a resistant potato cultivar and Phytophthora infestans, the 

expression of antimicrobial proteins related to defense mechanisms was 

observed at the formation of the first haustoria in the plant cell, from 48 to 72 h 

after inoculation (Ros et al. 2004).  

Genes with cell maintenance and plant development roles were identified 

in both libraries. Results indicate there is the activation of primary metabolism 

pathways together with the induction of several signaling pathways for the 

expression of defense-related genes. The induction of several cell maintenance 

genes may follow defense responses to assure adequate concentrations of 

precursor compounds (Hammond-Kosack & Jones 1996, Birch et al. 1999, 

Mahalingam et al. 2003).    

 This is the first report of global gene expression in tomato induced by 

salicylic acid and F. oxysporum f. sp. lycopersici using the SSH technique. Our 

results corroborate with previous works in the identification of pathogen 

response genes and resistance inducers (Birch et al. 1999, Xiong et al. 2001, 

Werne et al. 2001, Mahalingam et al. 2003, Ros et al. 2004, Ouyang et al. 

2007).  
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Figure1. Subtraction efficiency analysis using PCR. Tester cDNA was prepared from total RNA 
from plants inoculated with F. oxysporum f. sp. lycopersici and driver cDNA was prepared from 
water-treated controls. Subtracted and non-subtracted cDNA pools were amplified with the primer 
that amplifies Chi-3 induced by pathogen infection or amplifies the gene EF-1α expressed 
constitutively. Aliquots were taken after 15, 20, 25 and 30 PCR cycles. Amplified products were 
analyzed in 1.5% agarose gel. 
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Figure 2 - Genes activated in the tomato cultivar BHR treated with salicylic acid (SA). 
Genes were isolated by suppression subtractive hybridization (SSH), from tomato 
mRNAs, 24 h after SA treatment. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3 - Genes expressed in the tomato cultivar BHR after F. oxysporum f. sp. 
lycopersici inoculation. Genes were isolated by SSH, from tomato mRNAs, 72 h after 
the inoculation of 1x107 spores/mL.  
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Figure 4. Comparison of ESTs classified by the predicted role between two tomato cDNA libraries, 
induced by salicylic acid (SA) and F. oxysporum f. sp. lycopersici (FO) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

Table 1. Treatments used to obtain SSH cDNA libraries. 

Treatment  Control Library 
identification 

Number of 
clones  

5mM salicylic acid H2O Tomato – SA 143  
46 unknown role; 
34 defense/stress related; 
 24 general metabolism 

F. oxysporum f.sp. 

lycopersici 1x 107 / ml 
H2O Tomato – FO 164  

49 unknown role; 
42 defense/stress related;  
44 general metabolism 

 
 



 

Table 2. Identification of salicylic acid-induced genes in tomato (Lycopersicum esculentum) with 
homology to known genes from other plant species. 
 

Clone1 Gene description (acess no.)2 E-value3

AS - 010 Acil - CoA synthase 

[Capsicum annuum] (AAL29212) 
1.4e-53 

AS - 023 Late embryogenesis abundant protein 

[Nicotiana tabacum] (TC174494) 

8.5e-62 

 AS - 044 Ubiquitin 

[Solanum tuberosum] (TC170024) 

9.9e-55 

AS - 053 Cytochrome b6 

  [Arabidopsis thaliana] (TC190079) 

1.4e-21 

AS - 061 Disease resistance protein PR-10  

[Capsicum annuum] (Q2VT55) 

9.1e-49 

AS - 067 Chalcone synthase 2  

[Camellia sinensis] (P48387) 

2.0e-91 

AS - 072 Manganese superoxide dismutase 

[Lycopersicon esculentum] (TC18915) 

8.3e-34 

AS - 080 Zinc finger domain protein 

[Arabidopsis thaliana] (TC172334) 

4.7e-43 

AS - 095 60S ribosomal protein 

[Lycopersicon esculentum] (TC172591) 

4.5e-54 

AS - 112 Caspase 1  

[Lycopersicon esculentum] (TC188871) 

1.8e-66 

AS - 115 bZIP family transcription factor 

 [Solanum tuberosum] (TC180148) 

6.7e-86 

AS - 127  Photosystem II apoprotein (47 kDa) 

[Arabidopsis thaliana] (TC182559) 

1.9e-27 

AS - 132 BHLH-like transcription factor 

[Arabidopsis thaliana] (Q8S3E0) 

6.4e-46 

AS - 142 Phenylalanine ammonia lyase 

[Lycopersicon esculentum] (TC172772)

1.2e-79 

 

AS-143 CIPK-like protein kinase 

 [Arabidopsis thaliana] (NP566580) 

9e-30 

1- Genes isolated by suppression subtractive hybridization, from salicylic acid-treated tomato mRNAs. 2- Gene roles were identified with 
homologue sequences from NCBI, TIRG and DDBJ, using the program BlastX. 3- E-value was used to indicate the significance of the 
similarity for each gene. 
 



 

Table 3. Identification of tomato (Lycopersicum esculentum) genes induced by F. oxysporum f. 
sp. lycopersici with homology to known genes from other plant species. 
 

Clone1 Gene description (acess no.)2 E-value3

FO - 007 
ABC transporter protein 

[Oryza sativa] (BAC55994) 
 

7.4e-50 

FO - 023 
Hypersensitivity-induced response protein 

 [Oryza sativa] (AAK54610) 
 

1.3e-44 

FO - 027 
Phospholipase 

 [Arabidopsis thaliana] (AAL87258) 
 

2.8e-41 

FO - 041 
Chitinase  

[Solanum lycopersicum] (BAC76900) 
 

1e-148 

FO - 069 
Cytochrome P450  

[Arabidopsis thaliana] (AI776695) 
 

1.1e-31 

FO - 084 
LeMir protein 

[Lycopersicon esculentum] (TC171566) 
 

3.6e-45 

FO - 089 
Phenylalanine ammonia lyase 

 [Lycopersicon esculentum] (TC172772) 
 

3.1e-78 

FO - 093 
I-2 disease resistance protein with leucine-rich repeat 

[Oryza sativa] (BAB89710) 
 

6.0e-35 

FO - 098 
Osmotin-like protein 

[Solanum commersonii] (P50702) 
 

1.0e-32 

FO - 099 
Cysteine proteinase inhibitor 

[Lycopersicon esculentum] (TC172677) 
 

1.2e-56 

FO - 103 
Xyloglucan-specific fungal endoglucanase inhibitor 

protein [Lycopersicon esculentum] (TC188664) 
 

1.4e-63 

FO - 115 
Ubiquitin 

[Arabidopsis thaliana] (Q45W78) 
 

2.3e-32 

FO - 130 
Serine / threonine protein kinase 
[Nicotiana tabacum] (Q1W0X1) 

 
1.1e-25 

FO - 145 
CGI-144-like protein (pathogen-induced) 
[Lycopersicon esculentum] (CAC81814) 

 
1.3e-61 

FO - 152 
Catalase  

[Gossypium hirsutum] (S10395) 
 

2.2e-55 

FO - 155 
Cysteine proteinase 

[Ipomea batatas] (AAQ81938) 
 

3.7e-19 

1- Genes isolated by suppression subtractive hybridization, from mRNAs of tomato plants inoculated with F. oxysporum f. sp. lycopersici.. 
2- Gene roles were identified with homologue sequences from NCBI, TIRG and DDBJ, using the program BlastX. 3- E-value was used to 
indicate the significance of the similarity for each gene. 
 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=31088232&dopt=GenPept
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